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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA — PPGQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA — UFSM

DETERMINACAO DE PESTICIDAS E COMPOSTOS RELACIONADOS EM
AGUA DE SUPERFICIE E EFLUENTE INDUSTRIAL EMPREGANDO
EXTRACAO EM FASE SOLIDA E CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Autor: Manoel Leonardo Martins
Orientador: Prof. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, 20 de agosto de 2004

Para atender a crescente demanda alimenticia, devida ao grande aumento
populacional, tem sido intensificada a utilizagcado de pesticidas na agricultura. Tais
produtos melhoram a produtividade agricola, podendo diminuir os precos dos
alimentos. Por outro lado, a partir dos resultados de estudos dos efeitos
toxicologicos, carcinogénicos e teratogénicos dos pesticidas e das matérias-
primas utilizadas na sua producao, tém sido estabelecidos parametros de controle
cada vez mais rigidos, na ordem de micro- a picogramas por litro de agua ou por
quilograma de solo ou alimento.

O controle destas substancias na agua requer procedimentos analiticos
rapidos, baratos e confiaveis que permitam a determinagdo de uma grande
variedade de pesticidas e compostos relacionados, com propriedades quimicas
variadas e pertencentes a classes quimicas diferentes.

No presente trabalho foi desenvolvido e validado um procedimento para
quantificacdo de 4-clorg-a,a,a- trifluoro-tolueno, o-xileno, m-xileno e p-xileno, 4-
cloro-tolueno, 3,4-dicloro- o,a,0- trifluoro-tolueno, 4-cloro-3-nitro-a,o,a- trifluoro-
tolueno, 2,2-dicloroetenol dimetil fosfato, triclorfon, 3,4-dicloro-fenil isocianato,
diuron, 4-cloro-3,5-dinitro-a,a,,a-  trifluoro-tolueno,  3,4-dicloro-anilina, 1-(4-
Clorofenil)-4,4-dimetil-3-pentanona, trifluralina, 2-[2-(4-clorofenil)etil]-2-(1,1-dimetil-
etil)-oxirano, lindane, propanil, 2,4-D éster (butil, 2,4-diclorofenoxi-acetato),
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clorpirifés, 2-bromometil-2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolano), a- endosulfan
e p- endosulfan em amostras de efluente industrial tratado e de agua de
superficie empregando a Extragcdo em Fase Sodlida (SPE), para extragao e pré-
concentragdo, e a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas/Espectrometria de Massas (GC-MS/MS) para a quantificagéo.

Na SPE utilizaram-se cartuchos contendo um polimero com caracteristicas
lipofilicas e hidrofilicas, com capacidade para extracdo de compostos acidos e
basicos (Abselut NEXUS, Varian). As condigdes para separagéo cromatografica
foram: coluna analitica VF — 5ms de baixo sangramento (Factor Four, Varian) de
30 m x 0,25 mm; 0,25 um); gas de arraste: hélio, vazdo 1,2 mL min™'; volume
injetado: 1 pL (splitless); programacgéo da temperatura do forno da coluna: 45 °C —
1,5 min, 260 °C (10 °C min™") — 4 min; detector: espectrdmetro de massas, tipo ion
trap operando no modo MS/MS, multi-segmento; temperaturas: linha de
transferéncia: 290 °C, manifold: 80 °C e ion trap: 240 °C.

Na validacdo do procedimento foram avaliados os seguintes parametros:
limite de deteccado (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), linearidade, precisao
(repetitividade e precisao intermediaria) e recuperagdo. Os LODs obtidos com o
procedimento ficaram entre 0,07 e 0,78 ug L e os LOQs ficaram entre 0,21 e
2,44 ug L. Os ensaios de precisdo forneceram resultados aceitaveis com valores
de RSD entre 1,3 e 11,9%. As recuperacdes foram de 50,0 a 155,3%.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o procedimento
analitico proposto é eficiente e preciso para determinacdo de 4-cloro-tolueno, 4-
cloro-3-nitro-a,a,a-trifluoro-tolueno, 2,2-dicloroetenol dimetil fosfato, triclorfon, 2-
[2-(4-Clorofenil)etil]-2-(1,1-dimetil-etil)-oxirano, trifluralina, lindane, clorpirifés, 2-
bromometil-2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolano), a- endosulfan e B-
endosulfan em efluente industrial e agua de superficie. Para estes compostos
foram obtidos resultados aceitaveis, com RSDs entre 1,3 e 10,4%. As
recuperacgoes obtidas foram de 71,7 a 128,8%. As recuperagdes obtidas para os
demais compostos indicam a necessidade de otimizacdo do procedimento para
permitir a analise em toda a faixa de concentragdes desejada.



XiX

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

DETERMINATION OF PESTICIDES AND RELATED COMPOUNDS IN
SURFACE WATER AND INDUSTRIAL EFFLUENT USING SOLID PHASE
EXTRACTION AND GAS CHROMATOGRAPHY COUPLED WITH MASS

SPECTROMETRY

Author: Manoel Leonardo Martins
Adviser: Prf. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, July 20th, 2004

To assist the growing nutritious demand, caused by the great population
increase, the use of pesticides has been intensified in the agriculture. Such
products improve the agricultural productivity and could reduce the food prices. On
the other hand, starting from the results of studies of toxicological, carcinogenic
and teratogenic effects of the pesticides and of the raw material used in their
production, more and more rigid control parameters have been established, in the
order of micro- to picogram per liter of water or per kilogram of soil or food.

The control of these substances in the water requests fast, cheap and
reliable analytical procedures that allow the determination of a great variety of
pesticides and related compounds, with varied chemical properties and belonging
to different chemical classes.

In the present work it has been developed and validated a procedure for
quantification of 4-chloro- o,a,a- trifluoro-toluene, o-xylene, m-xylene, p-xylene, 4-
chloro-toluene, 3,4-dichloro- «o,a,a- trifluoro-toluene, 4-chloro-3-nitro-a,a,o-
trifluoro-toluene, 2,2-dichloroethenol-dimetyl-phosphate, trichlorfon, 3,4-dichloro-
phenyl isocianate, diuron, 4-chloro-3,5-dinitro-a,a,a- trifluoro-toluene, 3,4-dichloro-
aniline, 1-(4-Chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-pentanone, trifluralin, 2-[2-(4-
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Chlorophenyl)ethyl]-2-(1,1-dimethyl-ethyl)-oxirane, lindane, propanil, 2,4-D ester
(Butyl, 2,4-dichlorophenoxi-acetate), chlorpyrifos, 2-bromomethyl-2-(2,4-
dichlorophenyl)-4-propyl-1,3-dioxolane), a-endosulfan and B-endosulfan in treated
industrial effluent and surface water samples using the Solid Phase Extraction
(SPE), for extraction and pre-concentration, and Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (GC-MS/MS) for the quantification.

In SPE, cartridges containing a polymer with lipophilic and hydrophilic
characteristics have been used, with capacity for extraction of acid and basic
compounds (Abselut NEXUS, Varian). The chromatographic separation conditions
were: analytical column VF - 5ms of low bleeding (Factor Four, Varian) of 30 m x
0.25 mm; 0.25 mm); carrier gas: helium, flow-rate 1.2 mL min™; injected volume: 1
ML (splitless); programming of the column oven temperature: 45 °C — 1.5 min, 260
°C (10 °C min™") - 4 min; detector: mass spectrometer, ion trap type operating in
the MS/MS way, multisegment; temperatures: transfer line: 290 °C, manifold: 80
°C and ion trap: 240 °C.

In the validation of the procedure, the following parameters were appraised:
detection limit (LOD), quantification limit (LOQ), linearity, precision (repeatability
and intermediate precision) and recovery. The LODs obtained with the procedure
were between 0.07 and 0.78 mg L™ and the LOQs were between 0.21 and 2.44
mg L. The precision assays supplied acceptable results with RSD values
between 1.3 and 11.9%. The recoveries were from 50.0 to 155.3%.

The results obtained in this work allowed the conclusion that the proposed
analytic procedure is efficient and precise for the determination of 4-chloro-
toluene, 4-chloro-3-nitro-o, o, a-trifluoro-toluene, 2,2-dichloroethenol-dimetyl-
phosphate, trichlorfon, 2-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-2-(1,1-dimethyl-ethyl)-oxirane,
trifluralin, lindane, chlorpyrifos, 2-bromomethyl-2-(2,4-dichlorofenyl)-4-propyl-1,3-
dioxolane), a-endosulfan and B-endosulfan in industrial effluent and superficial
water samples. For these compounds the precision assays supplied acceptable
results with RSD values between 1.3 and 10.4%. The recoveries were from 71.7 to
128.8%. The recoveries obtained for the other compounds indicate the need to
optimize the procedure to allow the analysis in the whole strip of concentrations
wanted.



1. INTRODUCAO

Nos dias atuais métodos analiticos e especialmente profissionais capazes de
produzir resultados analiticos satisfatérios para amostras ambientais tendem a ser
cada vez mais valorizados. Esta valorizacdo se deve a tendéncia atual de
diminuicdo da disponibilidade de recursos naturais, especialmente de agua
potavel. Também a crescente necessidade de aumento na produgao de
alimentos, e consequentemente do aumento no uso de substancias quimicas para
controle de pragas e doengas na agricultura, geram uma demanda de resultados

analiticos para definicdo do pode ou ndao ser consumido.

No caso dos pesticidas os constantes avangos da quimica orgéanica tém
produzido novas substancias cada vez mais efetivas e seletivas a determinadas
pragas. Os novos compostos usados apresentam efeito em concentragdes cada

vez mais baixas, na ordem de microgramas por litro ou por kilograma.

Por outro lado a partir dos resultados de estudos dos efeitos toxicoldgicos,
carcinogénicos e teratogénicos destas substancias, tem sido estabelecidos
parametros de controle cada vez mais rigidos, na ordem de micro, nano e

picogramas por litro de agua, solo ou alimento.

No meio cientifico questdes quanto a determinacbes realizadas em
concentragbes muito baixas, proximas aos limites instrumentais atuais, tem
levado a proposi¢cédo de variadas metodologias para abordagem e definicdo dos

limites das técnicas e estratégias analiticas atuais.

Ao se empregar métodos cromatograficos acoplados a diferentes tipos de
detectores, cada composto apresenta respostas diferentes a estes detectores e
tem parametros ou limites de aceitagdo diferenciados. Considerando este
enfoque, o objetivo final do procedimento ndo é s6 detectar e/ou quantificar cada
substancia na menor concentracao possivel, mas também atingir um nivel
apropriado que atenda os requisitos de qualidade dos dados analiticos gerados

para todos compostos analisados com o menor tempo e custo possiveis.



Entre as técnicas analiticas atualmente disponiveis, duas vem se
destacando cada vez mais no atendimento dos requisitos acima descritos, a
Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) e a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés

Gas Chromatography Mass Spectrometry).

A SPE vem substituindo cada vez mais a Extragao Liquido-Liquido (LLE, do
inglés Liquid-Liquid Extraction), especialmente por n&o apresentar os mesmos
problemas aos quais a LLE esta sujeita, tais como formagédo de emulséo, grande
consumo de solventes, longo tempo de extragao, demandar de muito trabalho e

ser um técnica de dificil automacao.

A SPE, quando aplicada em amostras de agua, com a extragéo, purificagdo
e concentragcdo da amostra sendo realizadas em uma unica etapa, resulta em um
tempo de andlise e consumo de reagentes menores que a LLE. A razdo de
concentracao obtida permite atingir concentragbes suficientes de analito para

permitir a detecgdo, mesmo partindo de amostras contendo tracos de pesticidas.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento para determinar
uma mistura especifica de pesticidas e compostos relacionados em amostras de
efluente industrial tratado de uma industria quimica que sintetiza pesticidas
(MILENIA Agro Ciéncias S.A.) e em amostras de agua de superficie que recebem

estes efluentes.

Os compostos a serem determinados por este procedimento sdo o PCBTF
(4-cloro-a,a,a- trifluoro-tolueno), Xileno (o-xileno, m-xileno e p-xileno), PCT (4-
cloro-tolueno), 3,4-DCBTF (3,4-dicloro-q,a,a-trifluoro-tolueno),  Mononitro

(4-cloro-3-nitro-q,a,a-trifluoro-tolueno), DDVP (2,2-dicloroetenol dimetil
fosfato), Triclorfon (dimetil 2,2,2-tricloro-1-hidroxi-etil-fosfonato), DCPI (3,4-
dicloro-fenil isocianato), Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetil-urea), Dinitro (4-
cloro-3,5-dinitro-a,a,a-trifluoro-tolueno), 3,4-DCA(3,4-dicloro-anilina), Ketone (1-
(4-Clorofenil)-4,4-dimetil-3-pentanona), Trifluralina (a,a,a-trifluoro-2,6-dinitro-
N,N-dipropil-p-toluidina), Oxirane (2-[2-(4-Clorofenil)etil]-2-(1,1-dimetil-etil)-
oxirano), Lindane (1,2,3,4,5,6-hexacloro-ciclohexano), Propanil (3'4'-dicloro-

propionanilida), 2,4-D Ester (Bultil,2,4-diclorofenoxi-acetato), Clorpirifos (o,o-dietil



0-3,5,6-tricloro-2-piridi—fosforotioato), Bromoketal (2-bromometil-2-(2,4-
diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolano), a-Endosulfan(1,2,3,4, 7,7a- hexacloro-
biciclo- (2,2,1)- hepteno- 2,5,6,-bis (metilene) sulfito) e o B-Endosulfan
(1,2,3,4,7,7 a-hexacloro —biciclo -(2,2,1)- hepteno -2,5,6, -bis (metilene) sulfito).

A etapa de extracdo em fase soélida foi desenvolvida para substituir a
extragdo liquido-liquido atualmente empregada para preparagcdo de amostras.
Este novo procedimento foi desenvolvido de forma a obter-se com a SPE a
mesma razao de concentragao e os mesmos LOD (Limite de Detecgao, do inglés
Limit of Detection ) e LOQ (Limite de Quantificacdo, do inglés Limit of

Quantification) obtidos com a LLE.

Os resultados das analises de residuos de pesticidas sdo usados para
controle operacional da estagao de tratamento e para monitoramento ambiental,
requerendo um procedimento de determinagdo que seja rapido e que produza
resultados confiaveis tanto na identificagdo quanto na quantificacdo dos analitos

em matrizes relativamente complexas.

No desenvolvimento do procedimento foi feita a validacdo, buscando
determinar o LOD, o LOQ, a precisao e a exatiddao do método na determinacao

dos compostos de interesse.

Apds a validacdo o procedimento desenvolvido foi utilizado para

determinacdo dos compostos de interesse em amostras reais.

A rapidez foi atingida com o desenvolvimento de um procedimento simples
de extragdo, quando comparado a LLE. A confiabilidade nos resultados foi
atingida pela validagdo do procedimento, demonstrando a capacidade desta em
quantificar os analitos e pelo uso da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS/MS),
que permite a ainda confirmacdo da identificacdo dos analitos através da

comparacgao do espectro MS/MS com os obtidos para os padroes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pesticidas

Devido ao grande crescimento populacional, para atender a demanda
alimenticia ha tempos tem sido necessaria a utilizagdo de pesticidas na
agricultura. Atualmente, é dificil imaginar que seja possivel suprir a demanda
mundial de alimentos sem o uso de pesticidas, pois tais produtos melhoram a
produtividade agricola, podendo diminuir os pregos dos alimentos e da mao-de-
obra (ROCHA et al., 2004).

De acordo com o Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamenta a Lei n° 7802/1989, os defensivos agricolas ou agrotdéxicos sao
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protegcao de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acao danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias de
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento (SINDAG, 2004).

Nas referéncias consultadas o termo “pesticida” é utilizado em substituicdo a
“defensivos agricolas” e “agrotdxicos”, tendo a mesma definigdo e sendo aplicado

aos mesmos casos descritos acima.

Os pesticidas podem ser classificados correlacionando-se o organismo vivo
envolvido no seu emprego: inseticidas, acaricidas, herbicidas, fungicidas,

moluscicidas, raticidas e outros (LARINI, 1999).

Entre as pragas, os insetos merecem especial destaque, sendo que a

Organizagdo Mundial de Saude estima que um terco dos produtos agricolas



cultivados pela humanidade seja devorada ou destruida pelos insetos. A febre
amarela, a malaria, a dengue e outras doengas sao transmitidas pelos mosquitos.
Portanto para controlar os insetos é necessario o uso de inseticidas, sendo que os
inseticidas estdo entre os pesticidas mais amplamente utilizados (SHREVE &
BRINK, 1977).

Ja o controle de ervas daninhas através de herbicidas € pratica comum entre
os agricultores, seja em atividades de preparagdo da terra, seja no controle de
plantas infestantes, que concorrem com as plantagées por agua e nutrientes. Os
herbicidas também s&o utilizados na limpeza de vias publicas, na limpeza das
laterais de rodovias, em campos de golfe, parques, jardins de escolas, patios

industriais e areas de conservacgao florestal (SHORT, 1999).

O termo fungicida € usado para qualquer produto quimico que destrua ou
iniba o crescimento de fungos. O uso de compostos de enxofre e de sulfato de
cobre iniciou entre 1882 e 1934. Mais recentemente foram desenvolvidos e
passaram a ser amplamente utilizados como fungicidas, os ditiocarbamatos
(thiram, ziram, zineb, entre outros) e derivados de triazbis (tebuconazole e
propiconazole) (DIKSHITH, 2003).

O mercado de pesticidas no Brasil movimentou US$ 2,5 bilhdes gerando
7000 empregos diretos e um volume de exportagdes de US$ 300 milhdes. Em
2002 havia 278 ingredientes ativos sendo comercializados no Brasil. A
distribuicdo de acordo com sua classificacdo encontra-se na Tabela 1 (SINDAG,
2003).



Tabela 1. Pesticidas em linha de comercializagao por ingredientes ativos no

Brasil.
Ingredientes Ativos
Classes Jul/92 Abr/95 Mai/97 Jul/99 Dez/00 Set/02
Herbicidas 57 61 66 78 77 81
29,4% 28,4% 28,2% 30,5% 29,4% 29,1%
Fungicidas 43 51 56 63 65 72
22,2% 23,7% 23,9% 24,6% 24.8% 25,9%
Inseticidas 59 65 70 75 79 79
30,4% 30,3% 29,9% 29,3% 30,2% 28,4%
Acaricidas 14 19 21 17 16 16
7,2% 8,8% 9,0% 6,6% 6,1% 5,8%
Outros 21 19 21 23 25 30
10,8% 8,8% 9,0% 9,0% 9,5% 10,8%
Total 194 215 234 256 262 278

Fonte: Sindag, 2003.

Segundo o US-EPA (do inglés, United States - Environmental Protection
Agency), no ano de 1999, a quantidade mundial de pesticidas usados excedeu
2,5 milhdes de toneladas. Os herbicidas foram os mais usados: 925.000
toneladas, a seguir os pesticidas classificados como outros: 756.000 toneladas,
os inseticidas: 643.000 toneladas e por fim os fungicidas: 252.000 toneladas (US -
EPA, 1999).

Apesar da necessidade e aumento do uso dos pesticidas, a aplicagao destes
pode gerar grandes problemas: os pesticidas s&o toxicos, podendo ser
cancerigenos, mutagénicos e mimetizadores de hormoénios; sdo aplicados em
grande quantidade, em areas bastante extensas, e geralmente possuem

persisténcia no meio ambiente (PRIMEL, 2003).



A contaminacdo de aguas subterrdneas por residuos de pesticidas foi
considerada por muitos anos como improvavel, pois o solo funcionaria como um
purificador de aguas. A contaminagdo das aguas de superficie era considerada
transitoria, pois o foco dos estudos eram os compostos organoclorados, que
apresentam uma solubilidade em agua muito baixa e tem uma forte tendéncia
para adsorver a matéria particulada e nao eram detectados na agua. Ha cerca de
20 anos atras, com as novas informacbes sobre os herbicidas, que séao
geralmente mais soluveis em agua e mais usados que os organoclorados, estes
passaram a ser detectados em aguas de superficie e em aguas subterraneas.
Novas politicas foram criadas para reduzir a contaminagdo das aguas
subterraneas e de superficie, limites legais e niveis de alerta foram introduzidos
para residuos em agua potavel (IUPAC, 2003).

Na Europa, varios paises trabalharam independentemente no
estabelecimento de limites para pesticidas no meio ambiente, e com a criagdo da
Comunidade Européia, estes trabalhos foram reavaliados, levando em conta a
situacdo ambiental e econbmica de cada pais membro. As politicas e limites
passaram a ser estabelecidas na forma de diretivas, iniciando com a diretiva que
estabeleceu parametros para agua potavel, promulgada em julho de 1980 e
culminando com a diretiva 2000/60/EC publicada em outubro de 2000, que
estabelece uma politica geral de preservagéo e recuperagdo dos mananciais na
Europa (Carney, 1991; EEC, 2000).

Nos Estados Unidos da América, o US-EPA é o 6rgao responsavel pelo
estabelecimento de politicas (na forma de normas técnicas), limites para
pesticidas em aguas de superficie e na agua potavel, bem como a publicagéo de
listas de substancias consideradas perigosas para o meio ambiente e para o ser
humano. Outra responsabilidade do US-EPA o suporte técnico para estas normas
e limites, através de estudos sobre as fontes poluidoras existentes, validagao de
protocolos de analise e endossamento de tecnologias de tratamento (KEITH,
1979; US-EPA, 2004; SHORT, 1999).

No Brasil a Resolugdo do CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente)
numero 20 do ano de 1986 e atualmente em revisdo, estabelece a politica de

protecdo e classificacdo das aguas de superficie no Brasil. Estabelece também



limites permitidos para parametros fisico-quimicos e concentracao de pesticidas e
outros compostos organicos na emissdo de efluentes liquidos Industriais
(CONAMA, 2004).

No ambito do estado do Rio Grande do Sul, a Portaria n°®° 5 da SSMA
(Secretaria de Saude e Meio Ambiente) de 16/03/89, atualmente em revisao,
estabelece as condicbes para emissao de efluentes e as concentracdes limites
para emissdo de efluentes liquidos em aguas de superficie no Estado do Rio
Grande do Sul (FEPAM, 2004).

2.2. Efluentes industrias

Considerando especificamente os pesticidas, estes podem atingir as aguas

de superficie, em diferentes situagdes:

e Quando aplicados na lavoura eventualmente podem ser transportados para as
aguas de superficie através de varios mecanismos e seus residuos podem
permanecer no meio ambiente, causando riscos potencias a saude humana
(PRIMEL, 2003);

e Em caso de acidentes, especialmente no transporte destes produtos, por via

terrestre ou por vias pluviais ou maritimas.
e Pelo destino inadequado das embalagens usadas pelos agricultores

e Pela emissdao de efluentes liquidos oriundos da sintese ou preparo de

formulagdes comerciais de pesticidas.

Entre estas fontes, a emissédo de efluentes liquidos gera preocupagao pois
consiste numa possivel fonte continua de emissao de poluentes requerendo rigido
controle operacional e analitico, para minimizar os possiveis danos ao meio

ambiente.

Assim como os pesticidas muitos compostos organicos, cujo volume de
producdo € muito expressivo em diversos pontos do mundo, os compostos

usados como matérias-primas e os intermediarios quimicos tém grande relevancia



ambiental, podendo ter efeitos mais nocivos que os proprios pesticidas ao homem
e ao meio ambiente (EEC, 2000).

2.3. Pesticidas e compostos relacionados escolhidos para o estudo

A escolha dos pesticidas para o desenvolvimento do estudo baseou-se
primeiro na necessidade de monitorar o efluente industrial da MILENIA Agro
Ciéncias S.A e os corpos receptores deste efluente, e por nao existir na literatura
indexada até o momento, conforme pesquisa feita no site ISI WEB of Science,
nenhum procedimento publicado para determinacio simultdnea destes compostos
em agua. Foram selecionadas matérias-primas e intermediarias da produg¢ao dos
principais compostos produzidos na industria, de forma a prover um controle
efetivo do aporte destas substancias aos corpos receptores. As Tabelas 2 e 3
apresentam a identificacdo dos compostos selecionados e as propriedades

relacionadas a sua relevancia ambiental.

Adicionalmente, o controle destas substancias nos efluentes e corpos
receptores prové informacado adicional sobre uma possivel contaminagao dos
mesmos, ou seja, para uma determinada emisséo por exemplo da Trifluralina, séo
determinadas cinco substancias (PCT, PCBTF, Mononitro e Dinitro), permitindo
um controle maior do processo de produgao e de tratamento dos efluentes, uma
vez que a informagéo obtida sera maior.Para o Diuron o composto relacionado
DCPI é determinado simultaneamente. Oxirane e Ketone sdo utilizados na
producao do Tebuconazole, ndo fazendo parte deste estudo. Da mesma maneira
o Bromoketal é utilizado na producao de Propiconazol, que também nao faz parte
deste estudo. Finalmente o composto relacionado com o Propanil é o 3,4-DCA,
matéria-prima na produgéo deste. O Xileno (o+m+p) € usado como solvente na

formulagao comercial da Trifluralina e de outros compostos da industria.

O DDVP, Triclorfon, Lindane, 2,4-D Ester, a-Endosulfan e B-Endosulfan nio
sao mais sintetizados ou manipulados na fabrica, mas o monitoramento destes é

necessario para verificar contaminagdes remanescentes.
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Tabela 2: Identificacdo dos compostos escolhidos para o estudo.

Nome Nome IUPAC Ndamero Massa Estrutura
comum CAS Molecular
(g mol™)
PCBTF 4-cloro- a, a,a- trifluoro-  95-56-6 180,55 oFs
tolueno @
cl
Xileno o-xileno, 95-47-6, 106,16 { . f
m-xileno 108-38-3
e p-xileno e 106-42-3
PCT 4-cloro-tolueno 106-43-1 126,58 CHy
cl
3,4-DCBTF 3,4-dicloro- a, a,a- 328-84-7 215,00 CFs
trifluoro-tolueno
cl
cl
Mononitro 4-cloro-3-nitro- o, a0 121-17-5 225,55 s
trifluoro-tolueno
NO,
cl
DDVP 2,2-dicloroetenol dimetil 62-73-7 220,97 o ¢
fosfato ~_. |l /=<
O_T_O o
[e]
/
Triclorfon dimetil 2,2,2-tricloro-1- 52-68-6 257,43 ¢
hidroxi-etil-fosfonato cl Cl
N
/P\ OH
(0]
|
DCPI 3,4-dicloro-fenil 102-36-3 188,10 N=C0=0

isocianato

Cl
Cl




Diuron 3-(3,4-diclorofenil)-1,1- 330-54-1 233,09 f
dimetil-urea NHJ\N/
l
Cl
Cl
Dinitro 4-cloro-3,5-dinitro- o, a,a-  393-75-9 270,55 CFs
trifluoro-tolueno
ON NO,
Cl
3,4-DCA 3,4-dicloro-anilina 95-76-1 162,01 N
Q.
Cl
Ketone 1-(4-Clorofenil)-4,4-  66346-01-8 224,73 C.M
dimetil-3-pentanona I
Trifluralina o, 0, a-trifluoro-2,6-dinitro- ~ 1582-09-8 335,28 OFs
N,N-dipropil-p-toluidina
ON NO,
P LN
Oxirane 2-[2-(4-Clorofenil)etil-2-  80443-63-6 238,75 C.M
(1,1-dimetil-etil)-oxirano d
Lindane 1,2,3,4,5,6-hexacloro- 58-89-9 290,83 ¢
ciclohexano c c
Cl Cl
Cl
Propanil 3' 4'-dicloro- 709-98-08 218,08 i
propionanilida NHJK/
Cl
Cl
24-DEster  Butll, 24-diclorofenoxi-  533-23-3 277,14 cl—@o\_(o
acetato cl o—\_\
Clorpirifés 0,0-dietil 0-3,5,6-tricloro-  2921-88-2 350,58 s OJ

2-piridi —fosforotioato

/
Or &
N S
Cl k




Bromoketal 2-bromometil-2-(2,4- 60207-89-8 354,07 Br
diclorofenil)-4-propil-1,3- cl
dioxolano, T_(I)\/\
a- 1,2,3,4,7,7a-hexacloro-  959-98-8 406,92 o
Endosulfan biciclo-(2,2,1)-hepteno- al
2,5,6,-bis(metileno) sulfito c o
cl \
cl _5=0
- 1,2,3,4,7,7a-hexacloro- 33213-65-9 406,92 cl Clo:s
Endosulfan biciclo-(2,2,1)-hepteno- ol o
2,5,6,-bis(metileno) sulfito cl -
o)
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas dos compostos escolhidos para o estudo.

Nome PF PE Solubilidade l0g Kow Koc PV tin tin
comum em H,O ,
(°C) (°C) ) (mm Hg) agua solo
(mg L)
(d) (d)
PCBTF -36 136- 23
138
(23 °C)
o- Xileno -25 143- 7
145
(20°C)
m-xileno 9
139
(20°C)
p-xileno 9
12-13 138
(20 °C)
PCT 100 2,79
6-8 161,9
(20 °C) (20 °C)
3,4-DCBTF (-13)- 173- 11,6
174
(-12) (25°C)
Mononitro 222,6
DDVP 245 18.000 1,9 0,01 <1 <1
(25°C) (20 °C) (20°C)
2,1.10°
(25 °C)
Triclorfon 120.000 0,43 7,8.10° 46 h
76-77 20 £10
(20 °C) (20 °C) (20°C) (PHT7)
DCPI 118-
120
Diuron 158- 36.4 2,85 8,25.10°
159 400 92-180
(25°C) (25°C) (25 °C)
Dinitro 56-58
3,4-DCA 70- 272
72,5
Ketone 245
Trifluralina 46,5- 139 2 4,83 121,0 4400- 32,0 168,7
48,5 40000
(20 °C) (20 °C)
Oxirane 180
Lindane 112,5 323,4 46,8 3,5 22,1 0,00001 172,8 980,0

(20 °C) (20 °C)
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Propanil 130 2
91,5 33 518,0 0,026 1-2
(25 °C)
2,4-D Ester 250
Clorpirifés ) 1.4 _ 2.02.10° 1,5
42 47 1250 ( 33-56
435 o ' 12600 o pH80e -
(25 °C) (25 °C) 25 °C)
Bromoketal 1,39 125,2 58,1 113,3
(20 °C)
a-Endosulfan 0,32 4,74 3000- 6.22.10°
109,2 20.000 93,8 31,5
(22°C) (pH 5) . (20 °C)
- Endosulfan 0,33 4,79 _ 6,22.10°
P 213,3 360880 93,8 31,5
(22 °C) (pH 5) : (20°C)

Onde: PF = Ponto de Fusao; PE = Ponto de Ebuligéo; K, = coeficiente partigdo octanol-agua; Ko
= coeficiente de adsor¢do a matéria organica do solo; PV = pressao de vapor; ty, agua = tempo de
meia-vida na agua; t;; solo = tempo de meia-via no solo; d= dias;

Fonte: Chemservice, 2004; MILENIA, 2004; PAN, 2004; PRIMEL, 2003; Pesticide
Manual, 2000-2001.

2.4. Andlise de pesticidas

A atual, e justificada, preocupagdo com o meio ambiente demanda um
controle efetivo da presenga de pesticidas em aguas, sejam estas de superficie,
de irrigagdo, subterrdneas ou efluentes industriais. Esta demanda requer
procedimentos analiticos rapidos, baratos e confiaveis para determinagao de uma
grande variedade de principios ativos e compostos relacionados, com

propriedades quimicas variadas e/ou pertencentes a classes quimicas diferentes.

Na agricultura as aguas de irrigacdo ou pluviais constituem vetores de
contaminagdo de mananciais de agua. O procedimento analitico utilizado para
determinagcdo de pesticidas, além de atender os requisitos de rapidez e
confiabilidade, dever ter um custo baixo a ponto de ndo aumentar o precgo final

dos produtos agricolas e de ndo onerar excessivamente o poder publico.

A andlise de aguas subterraneas avaliar a qualidade de &agua para

abastecimento humano ou para estudo de remediacdo de areas degradadas,
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requer alto grau de exatidao nos resultados, uma vez que 0s riscos e 0s custos
sao muito elevados. A decisao de remediar uma area ou nao, € a demonstragao
da eficiéncia do método utilizado nesta remediagao pode ocorrer ao nivel de ug L

oungL™.

Para controle de qualidade de efluentes industriais requer resultados com
exatidao aceitavel e essencialmente rapidez na obtencido destes resultados. Um
outro requisito € a ampla faixa de trabalho, que deve permitir determinacbes de
amostras antes de qualquer tratamento coletadas diretamente no processo
industrial com concentragdes elevadas do analito e de amostras apds segregacao

e tratamento, que pode requeres determinag¢des ao nivel de ug L™ ou ng L™

Buscando atender a estes requisitos, muitas técnicas de preparacgao,
concentracdo e purificagdo de amostras e de identificacdo e quantificacido do
analito tem sido propostos na literatura especializada (AHMED, 2001; DEAN et
al., 1996; BALLINOVA, 1996.).

Na preparacdo, concentracdo e purificacdo das amostras a SPE vem se
desenvolvendo em diversos aspectos: formatos, fases, automacgao, produtividade
e configuragcao dos novos procedimentos. Na area ambiental a tendéncia é a
extragdo de muitos analitos simultaneamente, com uma faixa ampla de
polaridades, seguida de separagédo cromatografica para reduzir o tempo e o custo
do monitoramento ambiental. A SPE €& aceita como uma alternativa para
preparagao de amostras em muitos protocolos do US-EPA para analises de

compostos organicos em agua potavel e efluentes industriais (HENNION, 1999).

Na identificacdo e quantificacdo dos analitos as técnicas mais promissoras

sdo as que envolvem a Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas.

Para compostos polares a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas - LC-MS - (do inglés, Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) ,
por trabalhar em temperatura mais baixas, trabalhar com compostos de
massapeso molecular maior e com compostos nao volateis, tem recebido grande
empenho do desenvolvimento de aplicagcbées (HARRIS, 1999; REEVE, 2002;
REDANT, 1994; HOGENDOORN, 2000).
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Ja para compostos apolares, relativamente volateis e térmicamente estaveis,
a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas - GC-MS -
continua se desenvolvendo cada vez mais, especialmente nas determinagdes
simultdneas de muitos compostos de classes e com propriedades diferentes
(HARRIS, 1999; REEVE, 2002; REDANT, 1994).

O atual nivel de desenvolvimento, simplificacdo e reducdo de custos dos
espectrémetros de massas comerciais vém permitindo cada vez mais o uso desta
técnica analitica como detector acoplado a Cromatografia Gasosa, com
vantagens significativas sobre outros detectores usados em conjunto com esta

técnica.

E crescente o numero de publicacdes que usam a técnica GC-MS para
analise de qualitativa e quantitativa de inUumeros analitos nos mais variados tipos

de amostras/matrizes.

A principal vantagem do uso desta técnica € a possibilidade de ter um
detector ao mesmo tempo qualitativo, universal, seletivo, especifico e sensivel

para o analito ou grupo de analitos de interesse.

O detector pode ser considerado qualitativo a medida que, através do

espectro de massas, é possivel identificar o analito ou analitos da amostra.

Obviamente a “identificacdo” pela simples comparagao do espectro com uma
biblioteca de espectros ou pela interpretagdo do mesmo, serve apenas como uma
informacéo inicial sobre a natureza do composto presente na amostra ou para
“screening” dos contaminantes presentes uma amostra desconhecida. A
confirmacdo da presenca de um composto na amostra, somente podera ser
obtida pela comparacdo com padrdes analiticos confiaveis e submetidos aos
mesmos processos de preparagdo e determinacdo que a amostra,
preferencialmente padrbes dos compostos marcados com radioisétopos

(deuterados) que sdo adicionados a amostras e diferenciados pelo MS.

O espectrédmetro de massas pode ser considerado um detector universal
uma vez que, dentro de sua faixa de massas, pode detectar qualquer analito que
elua da coluna, desde que este analito seja suficientemente estavel e volatil para

permitir sua separagao por Cromatografia Gasosa.
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O detector de condutividade térmica € um detector universal, pois qualquer
molécula que elua da coluna junto com o gas de arraste, provocara a perda de
calor do filamento, gerando sinal para o registrador. Um exemplo de detector
quase universal usado na Cromatografia Gasosa é o FID (do inglés , Flame
lonization Detector) no qual qualquer analito que elua da coluna e que possa ser

queimado na chama deste detector, produzira sinal para o registrador.

A seletividade do espectrdmetro de massas vem do fato de que grupos de
compostos organicos geram ao serem fragmentados nos MS grupos de ions
caracteristicos, como por exemplo os compostos clorados ou fragmentos
caracteristicos com mesma razao m/z. Os espectrometros modernos permitem a
varredura de massas somente para estes segmentos ou ions, provendo uma

informacéo seletiva sobre os grupos de compostos presentes na amostra.

A especificidade do detector MS vem da capacidade de selecionar para um
determinado compostos o(s) ion(s) caracteristico(s) ao longo do cromatograma,
muitas vezes obtendo um Unico pico para o composto. Adicionalmente a
possibilidade do uso da Espectrometria de Massas acoplada a Espectrometria de
Massas (MS/MS ou MSn) por sua vez acoplada a Cromatografia Gasosa aumenta
ainda mais esta especificidade, reduzindo a incerteza sobre a identificagao do

composto.

Na técnica MS/MS o analito é fragmentado, um ion especifico (pai) &
selecionado e novamente fragmentado, gerando um espectro MS/MS (filho)

usado para identificagao e quantificacao do analito.

Os atuais espectrometros de massas comerciais aliados a cromatografos
modernos, usando colunas capilares de alta eficiéncia, injetores mais eficientes
na transferéncia da amostra para coluna, sistemas automaticos de introdugcao da
amostra e dotados de controle aprimorado de temperatura e fluxo de gases
permitem atingir sensibilidade para detectar quantidades absolutas de até 0,5

picogramas do analito.
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2.5. Amostragem de pesticidas

A coleta e a preservagao da amostra sao etapas fundamentais na analise de

compostos organicos em concentracdes de pug L™ em amostras aquosas.

A técnica de amostragem tem que ser estatisticamente representativa, para

permitir a interpretagcao correta dos resultados.

O processo de amostragem deve garantir ainda que a matriz e o analito
contidos nesta, permanecam relativamente inalterados desde o momento da

coleta até o final da analise. Incluindo aqui a estabilidade dos extratos obtidos.

Existem métodos estatisticamente corretos para determinar o tamanho da
amostra para caracterizar uma populagado e o numero de determinagdes repetidas
para obter um resultado com a confianga apropriada a partir das medidas
realizadas. (DEAN, 2003; VOGEL, 1992).

Na aplicagao de rotina do método proposto em amostras reais € altamente
recomendavel o correto dimensionamento dos parédmetros de amostragem e

intervalos de confianca dos resultados obtidos.

2.6. Técnicas de extracdo e pré-concentracao

O conceito de que a LLE é uma técnica cara, trabalhosa e demorada, ja é
amplamente divulgado nas publicagdes cientificas atuais. Apesar deste
procedimento apresentar bons resultados para uma grande variedade de
compostos, apresenta limitagdes para compostos relativamente polares, sendo

limitada para aplicagcao de misturas de compostos com caracteristicas diferentes.

Além do analito alvo da amostra, a LLE extrai quaisquer outros compostos
organicos com propriedades semelhantes na amostra, que poderédo interferir na
identificacdo ou quantificagdo do analito, requerendo a etapa de purificagdo da
amostra, o que representa mais custo, tempo e trabalho e uma fonte de erros no

procedimento analitico.
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Muito esforco vem sendo desprendido no desenvolvimento de técnicas

alternativas para extracdo do analito da amostra/matriz.

McNEIL et al. (1977) desenvolveram um meétodo para analise de pesticidas
organoclorados em agua potavel, usando uma resina tipo XAD-2. Os autores
passaram de 100 a 300 litros de amostra através um uma coluna com resina
XAD-2 a eluicao foi feita com hexano e o extrato foi evaporado até um volume
final de 0,3 mL. A separagao cromatografica foi realizada com coluna empacotada
(4% QF-1 e 2% de SE-30 sobre Chromosorb W 80-100 mesh e a detecgao foi
realizada usando ECD °*Ni). Foi ainda realizada ums andlise confirmatéria usando
espectrometria de massas usando monitoramento de ions. Os compostos
analisados foram do a-BHC, Lindano, Heptaclor, Heptaclor epoxido, o,p’-DDD, o-
p’-DDT, p-p’-DDT, p-p’-DDE, Aldrin, Clordano, Dieldrin, Endrin, Dibutil ftalato e
Di(2-etilhexil) ftalato. As recuperacdes obtidas ficaram entre 71 e 129 % e foram
obtidos limites de deteccdo de até 0,0001 ng L' em fungdo do grande fator de

pré-concentragdo da amostra.

FONT et al. (1993) apresentaram uma revisdo sobre SPE em analise de
pesticidas em agua. Nesta revisao, foram discutidos os mecanismos da extragao
em fase sdlida, adsorgao e particio, e também os fatores que afetam a SPE: tipo
de agua, volume de amostra, pH e o tratamento do sorvente (ativacéo, lavagem e

dessorgéo).

CHIRON at al. (1993) compararam SPE e LLE para monitoramento de 30
pesticidas e varios produtos de degradacdo destes, em amostras ambientais. A
SPE on-line foi realizada usando discos de extragao de 4,6 mm impregnados com
resina C18 ou estireno-divinilbenzeno e a determinagdo foi realizada usando
Cromatografia Liquida e detectores de UV e Fluorescéncia, este ultimo com
derivatizacdo pds-coluna. A confirmacgao foi feita usando LC-MS nos modos
positivo de negativo. O procedimento proposto usando a SPE, apesar de produzir
uma maior interferéncia na deteccdo por UV, por ndo extrair as substancias
himicas da matriz, permitiu a determinagdo de diversos compostos em

concentragdes de 0,01 e 0,5 ug L.

NOREN et al. (1993) apresentaram uma revisdo sobre os mecanismos de

particdo liquido-gel para extragdo e concentragdo de contaminantes
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organoclorados em diversas matrizes. Estas técnicas tém sido cada vez mais
utilizadas, muitas vezes em conjunto com outros métodos de extragao tais como
SPE e LLE, pois permitem uma maior separagao de contaminantes do extrato,
especialmente em matrizes complexas, tais como urina, sangue, bile, etc.,

utilizando quantidades muito pequenas de amostra.

JENKINS et al. (1994) determinaram explosivos nitroaromaticos e
nitraminicos em amostras de agua, comparando SPE e extragao por solvente tipo
“salting-out”. Neste processo € adicionado Cloreto de Sédio até quase o ponto de
saturacdo da amostra para deslocar o equilibrio quimico melhorando a eficiéncia
da LLE, no caso, realizada com acetonitrila. O procedimento proposto levou a
recuperacoes entre 93 e 105 % para SOE e de 81 a 116 % para SPE, com
Limites de Quantificacdo entre 0,052 e 0,22 ug L' e 0,042 e 0,27 pg L™,

respectivamente.

COLINA et al. (1995) utilizaram SPE seguida de GC-ECD e PID para analise
de pesticidas (organoclorados, organofosforados e outros para os quais o ECD é
sensivel) em amostras de agua subterréanea. A extrac&o foi feita em uma unica
etapa usando cartuchos de C18. A faixa linear de trabalho ficou entre 3a 35 ug L
' as recuperagdes ficaram acima de 90% com Limites de Detecgdo entre 1 e 10
ng L.

MUKHERJEE E GOPAL (1996) apresentaram uma revisédo sobre as técnicas
cromatograficas para analises de residuos de pesticidas organoclorados, onde
descreveram varias técnicas de extragao e purificagdo do analito da amostra, com
destaque a SPE pela economia, reducdo de méo-de-obra, reprodutibilidade e

recuperacado de analitos, além de aspectos da validagdo da metodologia e da

separagao cromatografica dos analitos.

DEAN et al. (1996) apresentaram uma revisao para extragao e subsequente
analise cromatografica de triazinas em amostras ambientais onde discutem a LLE,
a LSE (Extracdo Liquido Sdlido, do inglés Liquid Solid Extraction), a SPE, a SFE
(Extracdo por Fluido Supercritico, do inglés Supecritical Fluid Extraction), a
Extragdo por Ultrassom e a SPME (Micro Extracdo em Fase Sdlida, do inglés
Solid Phase Micro Extraction). Apresentando aspectos relativos a Cromatografia

Gasosa e Liquida acopladas ou ndo a Espectrometria de Massas, Cromatografia
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Gasosa com detecgao por Espectrometria de Emissdo Atdmica, Cromatografia de
fons, Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia e Cromatografia com
Fluido Supercritico. Além das propriedades de diversos compostos pertencentes a
esta classe, o artigo sumariza os resultados por diferentes autores usando as

técnicas abordadas.

BALINOVA (1996) elaborou uma revisdo sobre as estratégias analiticas para
analises de residuos de pesticidas em agua. Este artigo procura listar as técnicas
atuais de preparacdo da amostra (extragdo, concentragao e limpeza) e separagéo
cromatograficas requeridas para atingir niveis de quantificagdo e confiabilidade
para assegurar a qualidade da agua potavel requerida pela legislagédo européia

atual.

CASTILO et al. (1997) avaliaram a persisténcia de pesticidas em aguas
naturais usando SPE e Cromatografia Liquida com Detecgdo por Arranjo de
Diodos (LC-DAD) e por Espectrometria de Massas (LC-MS). Na etapa de
validacao as recuperacdes obtidas foram de 79 a 108% para a resina escolhida.
O procedimento utilizado permitiu a avaliacdo dos tempos de meia vidas dos

compostos em matrizes aquosas, que ficaram em 0,4 e 5 dias.

PIHLSTROM et al. (1997) desenvolveram um procedimento baseado em
SPE-GC-NPD (NPD Detector de Nitrogénio e Fosforo, do inglés Nitrogen-
Phosphorous Detector) para analises de pesticidas em agua. Os Limites de
Quantificacdo obtidos ficaram entre 0,05 e 0,1 pg L™ e as recuperagées em torno
de 85%.

HENNION (1999) apresenta uma revisdo sobre a SPE considerando o atual
desenvolvimento desta técnica, dos sorventes e do acoplamento com HPLC. Este
artigo descreve os mecanismos envolvidos na SPE e as caracteristicas dos

diferentes sorventes disponiveis comercialmente.

AVILLA (1999) apresentou uma revisdo sobre a preparagao de amostra para
analises ambientais com destaque para as areas da SFE, extragao assistida por
microondas, extracdo acelerada com solvente para amostras soélidas e SPE e
SPME. Sao apresentados aspectos tedricos e praticos de cada técnica e as

respectivas vantagens e desvantagens.
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DOONG et al. (2000) desenvolveram e aplicaram um procedimento usando
a SPME para analise de 16 hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em amostras
de agua. A SPME é apresentada como uma técnica mais pratica, uma vez que é
livre de solventes, usa pequenas quantidades de amostra e €& altamente
automatizavel. Os Limites de Detecgéo obtidos foram da ordem de 0,03 a 0,59 ug
L". Este trabalho n3o apresentou os dados de recuperagdo dos compostos

analisados.

AHMED (2001) apresenta uma revisdo onde é discutida a importancia do
pré-tratamento da amostra, da extracdo e da purificagdo (clean-up) em
procedimentos de analises residuos de pesticidas. Também sao discutidas as

técnicas de quantificagao e identificacdo destes residuos.

NAMIESNIK (2002) apresentou uma revisdo sobre as técnicas de
preparagdo de amostras para Cromatografia Gasosa, com énfase nas
caracteristicas dos sistemas usados na injegao ou transferéncia da amostra para

o sistema cromatografico.

MOURABIT et al. (2002) desenvolveram um procedimento para
determinacao de pesticidas usando SPE-GC-ITD-MS. As recuperagdes obtidas se
aproximaram de 100%. Devido a interferéncia da matriz um processo de

purificacdo dos extratos usando florisil foi empregado.

STAJNBAHER et al. (2003) desenvolveram um procedimento multiresiduo
para determinagdo simultdnea de 90 pesticidas em frutas e vegetais utilizando
SPE e deteminagdo por GC-MS. Este artigo demonstra o potencial de purificagdo
e concentragao da SPE aplicada aos extratos em acetona diluidos em agua, com
recuperagcbes obtidas acima de 80%. Cabe ainda salientar que os residuos

analisados apresentavam grande variagao nas propriedades fisico-quimicas.

RUI et al. (2004) apresentaram uma revisdo sobre os mecanismos de
retencdo de compostos basicos de uma coluna cromatografica com fase
polimérica. Sao discutidas diferentes condi¢cdes de pH e de equilibrios que afetam

estes mecanismos.

SAKAMOTO & TSUTSUMI (2004) otimizaram um procedimento para

determinacado de 174 pesticidas usando a SPME e GC-MS. Apresentam uma
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comparagao entre os resultados obtidos por este método em comparagao com os

obtidos pela extracdao SPE.

2.7. Procedimentos cromatograficos acoplados a Espectrometria de Massas

A Espectrometria de Massas é uma técnica de deteccdo amplamente
utiizada em Cromatografia Gasosa permitindo a obtencdo de informacgao
qualitativa e quantitativa a respeito dos componentes de uma mistura (HARRIS,
2001).

Os primeiros experimentos relatados com Espectrometria de Massas
remontam ao final do século XIX, mas especificamente em 1898 quando foi
demonstrado que um feixe de ions positivos poderia ser desviado de sua rota por
meio de campos magnéticos e elétricos. Mais tarde, utilizou-se esta técnica para
demonstrar a existéncia de dois is6topos de nebnio. Ja em 1930 o
desenvolvimento dos equipamentos de Espectrometria de Massas foi suficiente
para permitir o registro de massas e da abundancia de ions organicos, sendo que
um dos primeiros usos industriais foi na industria do petrdleo. Inicialmente, a
técnica somente se prestava a determinagcdo de massas moleculares e foi
somente a partir de 1960 que a Espectrometria de Massas passou a ser utilizada
na Quimica Organica para obtencdo de informagdes sobre a estrutura dos
compostos, atraveés da interpretagdo dos espectros de massas (GOTTLIEB,
1968).

Segundo SKOOG e LEARY (1992) a Espectrometria de Massas € uma das
técnicas analiticas mais importantes, uma vez que é capaz de prover informagao

sobre:

a) composigao qualitativa e quantitativa de analitos orgénicos e inorganicos

em misturas complexas;

b) as estruturas de uma grande variedade de espécies moleculares

complexas;
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c) razao isotépica de atomos em amostras;
d) a estrutura e composicao de superficies solidas.

Quando combinada a Cromatografia, a Espectrometria de Massas apresenta

as seguintes caracteristicas:

* O espectrometro pode ser altamente seletivo para o constituinte de

interesse;
* Requer menor preparacdo da amostra;

* A separacdo cromatografica ndo precisa ser completa, pois é possivel a

separacao do sinal de cada compostos pelos seus ions caracteristicos;

* Melhor razao sinal/ruido e consequientemente permite obter menores LODs
e LOQs.

O sistema basico de um espectrometro de massas, representado na Figura
1, &€ composto por: sistema de injegdo da amostra, fonte de ions,
analisador/separador de massas, detector e sistema de aquisicdo de dados
(SKOOG & LEARY, 1992).

Sistema Injegéo » Fontede » Analisador de " Detect
da amostra lons Massas etector :
Sistema de Processamento
Véacuo do Sinal
Saida dos
Resultado

FIGURA 1: Componentes basicos de um espectrometro de massas.

Quando o espectrOmetro de massas é utilizado sozinho como técnica
qualitativa ou quando acoplado a um Cromatografo a Gas, as moléculas do

analito no estado gasoso séo ionizadas (geralmente para formarem cations),
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aceleradas por um campo elétrico, e entdo separadas de acordo com sua massa
(HARRIS, 2001).

Resolugao € a capacidade de um espectrometro de massas diferenciar entre
massas, considerando dois picos adjacentes e cuja altura do vale entre eles ndo é
maior que 10% de suas alturas. Sao ditos de baixa resolugdo os espectrdmetros
de massas capazes de diferenciar unidades de massas. Ja os equipamentos de
alta resolugdo conseguem diferenciar até quatro casas decimais (SKOOG E
LEARY, 1992).

Uma técnica ja bem conhecida para identificacdo de um compostos usando
as técnicas cromatograficas € a injecdo em duas diferentes colunas
cromatograficas com caracteristicas de retengao diferentes, sendo confirmada a
identidade de um composto se este apresentar os tempos de retengao esperados
em ambas as colunas (BRINKMAN, 1996). Porém o proprio sistema MS produz a

identificacdo do composto analisado, dispensando este procedimento.

2.7.1. Tipos de espectrometros de massas

A seguir estdo descritos os diferentes sistemas empregados para separagao
dos ions gerados na durante o processo de ionizagdo, no Apéndice 1 séo

apresentadas figuras esquematicas dos mesmos.

a) Quadrupolo

O espectrbmetro de massas quadrupolar ou analisador de massas
quadrupolar consiste em quatro barras paralelas arranjadas em um quadrado. Os
ions do analito sdo direcionados ao centro do quadrado. Sdo aplicadas voltagens
as barras para gerar campos eletromagnéticos determinando quais razdes
massas/carga podem passar pelo filtro em um dado tempo, chegando ao detector
(SKOOG & LEARY, 1992).
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b) lon Trap

Um analisador de massas do tipo lon Trap (armadilha de ions) é formado por
um eletrodo circular e dois cones, que formam uma cédmara. Os ions que entram
ou sao formados no interior da cadmara sao “capturados” por campos
eletromagnéticos. Aplicando-se outros campos magnéticos pode-se ejetar

seletivamente os ions em direcao ao detector (Agilent, 2001).
c) TOF

Nos analisadores de massas do tipo tempo de voo (TOF, do inglés Time of
Flight), uma forga eletromagnética uniforme & aplicada a todos ions ao mesmo
tempo, causando sua aceleracéo através do tubo de voo. fons mais leves viajam
mais rapido e chegam ao detector primeiro, sendo portanto, as razbes de
massa/carga determinadas pelos tempos de chegada ao detector. Analisadores
de massas TOF tem uma faixa de massas mais ampla e sao bastante precisos

nas massas medidas (Agilent, 2001).
d) Setor magnético

Este tipo de espectrometro tem um setor magnético curvo (180, 90 ou 60°)
no qual passam os ions formados na fonte de ions, que sao posteriormente
acelerados. Durante a passagem pelo setor magnético os ions maior massa
levardo mais tempo para passar pelo setor magnético, gerando uma distribuicdo
em funcdo das massas moleculares, antes de atingirem o detector (SKOOG &
LEARY, 1992).

e) Triplo Quadrupolo

O espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo € formado pela jungéo
de trés quadrupolos em sequéncia. No primeiro um ion selecionado é separado
da corrente de ions vinda da fonte de ions. No segundo quadrupolo este ion sofre
nova fragmentacdo por colisdo com ions de N, ou Ar. O terceiro quadrupolo

seleciona entdo um dos ions formados para enviar ao detector (HARRIS, 2001).
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2.7.2. Modos de operagéo
A seguir, serdo descritos os modos de operagéo, ou seja, de que maneiras o

espectrometro de massas pode ser programado para aquisi¢ao dos dados.

a) Scan

Neste modo de operagdo o espectrdmetro de massas é programado de
forma a analisar todas as massas do seu espectro de operacéo ou dentro de uma
faixa determinada de m/z. Por exemplo, de 50 a 650 m/z (VEKEY, 2001).

b) SIS ou SIM

No modo SIS (do inglés Selected Ion Storage) ou SIM (do inglés, Single lon
Monitoring) apos a ionizagao o espectrometro faz a separagado de somente um ion
especifico, o que aumenta a sensibilidade uma vez que os ions correspondentes
ao ruido sao ejetados sem chegar ao detector. Em alguns equipamentos podem

ser selecionados até trés ions simultaneamente (VEKEY, 2001).
c) MS-MS, Tandem MS, MSn

Dependendo do tipo de espectrdbmetro de massas esta técnica pode ser
considerada como um modo de operagao, como no caso do lon Trap ou requer

uma instrumentacao diferente que é o caso do Triplo Quadrupolo.

Uma mistura de ions entra no primeiro quadrupolo (Q1), que deixa passar
somente uma determinada massa para o segundo estagio, Q2. O segundo
estagio € chamado célula de colisdo induzida (CID, do inglés: Colision Induced
Cell) preenchido com N, ou Ar a uma pressdo de 0,1 Pa. O ion precursor
selecionado em Q1 colide com o N, ou Ar com energia suficiente para se quebrar
em fragmentos chamados resultantes. O quadrupolo Q3 seleciona apenas um tipo

de ion resultante para passar para o detector (HARRIS, 2001).

Nos espectrometros tipo lon Trap o composto € fragmentado, o ion é
selecionado dentro da camara, as massas nao desejadas sao ejetadas, o ion
selecionado sofre nova fragmentagao, e os ions resultantes sao ejetados para o
detector. Como os ions ficam confinados em 6rbitas estaveis, este processo pode
ser repetido mais vezes (MS") (VEKEY, 2001).
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d) MRM

No modo de operagao de monitoragédo de reagdes multiplas (MRM — Multiple
Reactions Monitoring) o espectrometro € programado de forma que dois ou mais
ions sd0 separados (SIM) e estes ions sdo fragmentados novamente (MS/MS). E
extremamente util quando a separacédo cromatografica ndo é completa (VEKEY,
2001).

2.7.3. Multiplicador de elétrons

Os ions formados e separados no espectrometro de massas séo detectados
pelo multiplicador de elétrons, que é muito semelhante aos fotomultiplicadores
utilizados para deteccao de radiagao ultravioleta ou visivel. O tipo mais comum é
o eletromultiplicador de dinodo continuo, que tem a forma de uma trombeta de
vidro revestida de chumbo. Um potencial de 1,9 a 3 kV é aplicado ao longo do
detector. Os ions, ao colidir com as paredes da entrada ejetam elétrons que
novamente colidem com as paredes curvas do detector ejetando mais elétrons a
cada impacto. Um ganho de corrente entre 10° e 10® pode ser atingido (SKOOG E
LEARY, 1992).

2.8. Aplicagdes da GC-MS na anédlise de pesticidas em agua

FELTES et al. (1990) utilizaram SPE com resinas tipo XAD comparando com
a LLE para determinagcdo de compostos nitro-aromaticos em agua. A separacao e
foi por Cromatografia Gasosa e a deteccéo por ECD e TEA. O GC-MS foi utilizado

para confirmacao dos compostos analisados.

REDANT (1994) apresenta um relatério sobre o 3° Simpdsio Internacional
sobre Técnicas hifenadas na Cromatografia, com destaque especial as técnicas

LC-MS e GC-MS, além do acoplamento destas a SPE on-line.
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RODRIGUEZ e CELA (1996) utilizaram a GC-MS para deteccdo de
clorofendis em agua potavel. Compararam a detecgcdo no modo full scan e no
modo MS-MS e outras técnicas. O procedimento apresentou boa repetitividade e

atingiu Limites de Detecgo entre 0,01 e 0,04 pg L.

RODRIGUEZ e CELA (1997) desenvolveram um procedimento para
determinagado de clorofendis em &agua, utilizando SPE e vaérias técnicas de
deteccdo. Para SPE foram usadas fases de carbono grafitizado e copolimeros.
Para quantificacdo e confirmacdo dos clorofendis, além de outras técnicas, foi
usado a GC-MS/MS. Técnica esta que permitiu a discriminacdo de clorofendis

que tem estrutura quimica muito semelhante.

HANKMEIER et al. (1998) desenvolveram procedimento para SPE on-line
com posterior determinagdo por GC-MS, para um grupo de compostos com
caracteristicas bastante variadas, inclusive volateis como o xileno e obtiveram
boas recuperagées em um nivel de fortificagdo de 0,5 pug L™ usando apenas 10

mL de amostra.

LIEM (1999) apresentou uma revisdo sobre o desenvolvimento dos métodos
para analise de dioxinas em alimentos e tecidos humanos, com destaque para
SPE, LC-MS e GC-MS. As amostras foram extraidas, solubilizadas em agua e a
SPE fui utilizada para purificagdo e concentracdo dos analitos a partir desta nova
matriz aquosa. Neste trabalho foram ainda discutidos os aspectos da técnica
MS/MS.

CONG e YE (1998) desenvolveram um procedimento para SPE, pré-
derivatizacdo e separagcdo por Cromatografia Liquida com Detecgcdo por
Fluorescéncia para os pesticidas Atrazina e Simazina. Compararam os resultados

desta técnica com a separagao e detecgao por GC-MS.

SCHRODER (1999) utilizou as técnicas de LLE e SPE, separagédo por LC e
GC e detecg¢ado usando a MS, MS/MS, FIA-MS e FIA-MS/MS para investigagao de
residuos de produtos farmacéuticos em aguas tratadas em uma estagdo de

tratamento bioldgico.

VIDAL et al. (2000) desenvolveram um procedimento para determinagao de

12 pesticidas em agua. Foi utilizada a SPE com cartucho contendo fase C18 e
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detecgao por GC-MS/MS, as recuperagdes obtidas ficaram entre 70 e 133% e os

limites de deteccao instrumentais foram de 2 a 26 ug L™.

DEGER et al. (2000) apresentaram um trabalho no qual sdo abordados
problemas observados na aplicagcdo de SPE com determinacédo por GC-MS. Os
autores recomendam a adicdo padrao para contornar o problema de terem

coextraido outros materiais na SPE.

CATALINA et al. (2000) desenvolvaram um método para analise de
herbicidas clorofenoxi-acidos em amostras de agua, usando derivatizagdo in situ e

LLE com injecao de grande volume on column com detecg¢ao por MS.

KELLY (2000) desenvolveu um procedimento para analise e esterdides em
amostras de aguas ambientais usando GC-IDD-MS e GC-ITD-MS/MS. A
preparacdo da amostra foi feita usando disco para SPE e derivatizacdo com N-
metil-N-terc-butil-dimetil-silil-trifluoro-acetamida e butil-dimetil-cloro-silano. Os

LOD obtidos chegarama 1 ng L.

MARQUEZ et al. (2001) utilizaram a SPE usando cartucho com C18,
seguida de GC-ITD-MS/MS para detecgdo dos pesticidas acido monocarboxilico
do malation, metil-clorpirifés e malation em urina humana e em outras matrizes.
As recuperagdes obtidas foram de 90 a 102% e foram obtidos LOQs de 0,24 ng L
]

QUINTANA et al. (2001) utilizaram a SPE e identificacdo e quantificagdo por
GC-MS para monitoramento de residuos de pesticidas em agua potavel e outras
agua no nordeste da Espanha. Ao todo o método permitiu a determinacéo de 22
compostos, as recuperagdes obtidas ficaram entre 47 e 131% e os LODs entre
0,005 e 0,060 pg L. Os autores determinaram a incerteza de medicéo associada

ao método.

TERNES (2001) comparou as técnicas analiticas LC-MS/MS e GC-MS/MS
para determinacdo de compostos de uso farmacéutico em amostras ambientais,

sendo que a preparacao das amostras envolveu SPE e derivatizacao.

HEBERER (2001) investigou a existéncia de residuos persistentes de
produtos farmacéuticos, em esgotos municipais e em agua potavel na cidade de
Berlin, na Alemanha. Empregou a SPE, derivatizacdo e GC-MS e GC-MS/MS.
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TERNES et al. (2002) desenvolveram um procedimento para determinagao
de estrogenos em sedimentos e lodo de estagdo de tratamento de esgotos,

usando extracdo liquida e determinagao por GC-MS/MS.

SABIK et al. (2003) desenvolveram um procedimento para determinagéo de
13 pesticidas em agua de superficie. Eles utilizaram SPE seguida de
determinagao por GC-MS com grande volume de injegao. As recuperagdes foram
quase todas maiores que 60% e os limites de detecgao chegaram a 0,1 a 0,8 ng
L.

MA et al. (2003) desenvolveram um procedimento para determinagao de
herbicidas do grupo das triazinas em amostras ambientais de agua. Foram
utilizados cartuchos contendo resina C18 e ndo foi utilizada purificagao adicional
da amostra antes da determinagdo usando GC-MS. A determinagé&o quantitativa
foi realizada somente para o herbicida triazina, sendo os demais compostos
apenas identificados. O teste de recuperacao apresentou um resultado de 90,5 +

3,5% e LODs do procedimento chegaram a 1,67 ng L™.

BUIARELLI et al. (2003) determinaram a presenga de trombolone e seu

metabdlito em fluidos bovinos usando LC-MS.

HOAI (2003) desenvolveu um procedimento para determinagao dos produtos
de degradacao de nonilfendis etoxilados e seus derivados halogenados usando
SPE e GC-ITD-MS/MS apds derivatizagao. As recuperacdes obtidas ficaram entre
83 e 111% e Limites de Detecgdo entre 2,9 e 18 ng L™.

SAFAROVA et al .(2003) empregaram a extragcdo headspace seguida de
separacgao por GC-MSD para quantificagcdo de 53 compostos organicos volateis
em aguas de superficie, esgotos e esgotos tratados até niveis de concentracao de
0,1 ug L.

RANTAKOKKO et al. (2004) descrevem as interferéncias decorrentes da
matriz sobre a determinagéo por GC-MS dos analogos do 3-cloro-4-diclorofenil-5-
hidroxi-2(5H)-furanone que contem bromo em agua potavel e apresentaram os

meios possiveis para contornar este problema.
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2.9. Parametros cromatograficos

A seguir sdo descritos os parametros cromatograficos utilizados para

avaliar a separacao dos analitos por Cromatografia Gasosa.

2.9.1. Fator de retencéao (k)

E determinado pela razdo entre o tempo em que as moléculas do
analito ficam retidas na fase estacionaria e o tempo que percorrem a coluna na
fase Mmovel, de acordo com a equacdo (1) (COLLINS, 1995; LANCAS, 1993;
PINTO, 1999):

i, —t t'
k=R M |-_R 1
[ C ] o (1)
Onde:

tr = tempo de retengcdo de um analito, que é o tempo transcorrido desde a

injecao até a eluicdo do ponto maximo do pico;
tw = tempo de retencdo de um analito nio retido;
t'r = tempo de retengao ajustado.

Os valores ideais para k devem variar entre 1 e 10 para dois
componentes, e para multiplos componentes sao aceitos valores entre 0,5 e 20
(LANCAS, 1993; PINTO, 1999).
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2.9.2. Resolucéao (Rs)

A resolucado refere-se a separacdo de dois picos adjacentes e pode ser
obtida pela equacéao (2) (LANCAS, 1993; PINTO, 1999).:

Re=2 lem(;] @
Wbl +Wb2 Whl +Wh2
Onde:
tr1 € tro = tempo de retencao de dois picos adjacentes;

Wy1 e Wy = largura dos picos adjacentes na base, em unidades de tempo;

Wh1 e Whe = largura dos picos adjacentes a meia-altura, em unidades de

tempo.

Considera-se que: Rs = 1 tem-se 98% de separagéo; Rs = 1,25 tem-se
99,5% de separagcédo e Rs = 1,5 tem-se 100% de separacdo para picos

gaussianos.

2.9.3. Fator de separacéo (o)

O fator de separagao relaciona-se com a separacdo de dois picos
adjacentes, sendo calculado pela razdo entre os respectivos fatores de retencéo
que sao, por sua vez, relacionados aos tempos de retencéo ajustados, conforme
a equacao (3) (LANCAS, 1993; PINTO, 1999):

a= ke = Yoy (3)
K,

O fator de separacdo mede a seletividade de um sistema cromatografico.
Assim, quanto mais seletivamente a fase estacionaria reter o segundo
componente que esta sendo analisado, maior sera o fator de separagado. Se o = 1,
nao existem diferengas termodindmicas entre os dois componentes de um dado

sistema e eles ndo podem ser separados. Entretanto, quando a > 1 ndo significa
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que os dois picos estao totalmente separados, porque eles podem ser largos e
estarem sobrepostos. Consequentemente, um valor elevado de o s6 implica em
boa separagao se os picos forem estreitos (LANCAS, 1993; PINTO, 1999).

2.10. Validacéao de procedimentos analiticos

Para garantir que um novo procedimento analitico gere informagdes
confiaveis, exatas e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacéo
denominada validagao (RIBANI et al., 2004).

O laboratorio ao empregar procedimentos emitidos por organismos de
normatizagdo, organizagdes reconhecidas na sua area de atuagao ou publicados
em livros ou periodicos, necessita demonstrar que tem condi¢cdes de executar de

maneira adequada estes métodos através da validagao. (INMETRO, 2003).

O objetivo da validagado de um procedimento analitico € demonstrar que este
procedimento € aceitavel para a aplicagdo analitica desejada (Francotte et al.,
1996).

2.10.1. Curvas analiticas e linearidade

A concentragdo de uma amostra ndo é uma grandeza fisica observavel. Em
um processo cromatografico qualquer, a concentracdo sempre é obtida de forma
indireta, a partir de medidas de outras grandezas e por comparagdes € obtida a
concentragdo real na amostra. Isto significa que para chegar ao valor final da
analise, é preciso antes encontrar uma funcdo que relacione as medidas
efetivamente realizadas com a concentragao procurada. Portanto, em qualquer
analise quantitativa é necessario fazer uma calibragdo (PIMENTEL & BARROS,
1996).

Usualmente se busca obter uma relacéo linear entre a resposta medida e a

concentragcao do analito, introduzindo assim o conceito de linearidade:
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Linearidade é a habilidade de um método analitico produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragao do analito em amostra, em uma
dada faixa de concentragdo (INMETRO, 2003).

A relacdo matematica entre a resposta medida e a concentracdo do analito
nestes casos (modelo linear) pode ser descrita pela equagado da reta (x)
(INMETRO, 2003):

y =ax +b (4)

Onde:

y = resposta medida (absorvancia, area do pico, etc..)
X = concentragao

a = inclinagao da curva de calibragao

b = intersec¢do com o eixo y, quando x = 0

O grau de concordancia entre a variavel independente x e a variavel
dependente y é dado pelo coeficiente de correlagao r, que deve assumir valores o

mais proximo possivel de -1 e +1 (JEFFERY et al, 1992).

O valor de r é calculado pela equacao:

‘ @yl - Z Xlz Y 5)

\/.nle2 -(le)z._”ZYf _(Zyl)z.

Mais comumente utilizado para determinar a adequac&o do ajuste dos

dados, usa-se o coeficiente de determinagdo r’, que nada mais é que do que o
quadrado do coeficiente de correlagdo e indicagcdo o porcentual da variabilidade

de y que é explicado pela variagao de x.

Para avaliacdo da linearidade das curvas analiticas calcula-se a razao entre
o sinal (S) e a concentragdo (Q), definida por (S/Q;))=(Si-b)Q;; onde a razao
sinal/concentragédo para o i-ésimo ponto da curva analitica, (S/Q); é calculada a
partir do sinal medido S;, da concentragado Q;, correpondente e do intercepto da
curva analitica b. A definicdo exata dos valores S e Q depende da técnica
analitica; no caso da cromatografia a curva analitica € geralmente, construida

através dos parametros area do pico e concentracdo (PRIMEL, 2003).
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Em muitos métodos analiticos, os dados apresentam um comportamento
nao linear, tornando impossivel predizer ou explicar estes dados através de uma
equacado linear. Se estes dados tiverem um comportamento curvilineo
caracteristico, normalmente pode-se adotar uma equag¢ao polinomial, do tipo
(MILLER, 1991):

y=a +bx +bx*+bx>+...

Da mesma maneira que o modelo linear, este modelo pode ser avaliado pelo
calculo do coeficiente de correlacdo ou determinacdo porém nao se aplicando o

teste de linearidade.

Um teste mais robusto para testar se o modelo de calibragao, seja ele linear
ou polinomial, é capaz de descrever corretamente os dados, indicando a validade
do modelo e a significancia estatistica é a Anadlise de Variancia, que permite
efetuar o exame dos residuos, o que é fundamental para avaliagao da qualidade
do ajuste de qualquer modelo (MILLER, 1991; BENICIO, 1995).

Os elementos de calculo para analise de variancia, estdo apresentados na
Tabela 4 (BENICIO, 1995; PIMENTEL E BARROS, 1996; MASSART, 1989).



Tabela 4: Elementos de calculo da ANOVA.
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Fonte de Soma Quadratica Graus de Média Quadratica F
Variagao Liberdade
Regresséao m_n SQ MQ
~ _\2 reg reg
reg ZZ(y| - y) p-1 MQ
e p -1 MQres
Residuos m_ n SQ
= ZZ(yU n-p MQres rre;
Falta de m.no SQ.. MQ.:
Ajuste SQ = (§; - v)* m-p MQy =—— =
¥ IZZJ: | I o m-p Mer
Erro Puro n & _\2 Ser
Ser = ZZ(yl - yl) n-m Mer =
T n—m
Total m n o
:ZZ(yij_y) n-1
i
% de variacdo explicada SQreg
SQr
% maxima de variagdo explicavel SQ; - Ser

2.10.2. Limite de Deteccgéao e Limite de Quantificag&o

Um dos principais pontos de discussao é a definicao cientificamente correta

do limite minimo, em concentracdo, no qual é possivel afirmar que o analito esta

presente em uma determinada amostra (matriz), ou seja, a definicdo de limite

deteccao.

O segundo ponto e a definicdo da concentragdo minima a qual um analito

pode ser quantificado em uma determinada amostra/matriz, com um determinado

grau de confianga. Este seria o conceito de limite de quantificagao.
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Um conceito que vem sendo cada vez mais utilizado e o Reporting Limit
(Limite de Reportagem), bem mais conservador que o Limite de Quantificacao, é
uma forma mais segura de assegurar o resultado, especialmente em analises de
rotina onde a comprovacgao pratica e repetida do LOD e LOQ, pode consumir

muito tempo e mao de obra.

O Reporting Limit considera o menor padrao da curva de calibragao, sendo
que o sinal deste atinge os critérios de LOD e LOQ e seu sinal encontra-se dentro
da faixa de trabalho e atinge os critérios de linearidade e ajuste da curva. A partir
do fator de concentracdao obtido para amostra na etapa de preparagdao e da
demonstragcao pratica em amostras sintéticas ou fortificadas, € estabelecido o
Reporting Limit, sempre abaixo do parametro de aceitagdo, controle ou valor
maximo permitido para concentragdo do analito na amostra. Constitui-se portanto
um limite seguro de aceitagao ou rejeigao dos resultados, ndo exigindo 0 maximo
da técnica analitica a disposicao na demonstragao de rotina do LOD e LOQ. Mas
por outro lado, garantindo que os resultados estdo abaixo dos limites aceitaveis.
Este conceito é bastante util em métodos multi-residuos, onde sdo determinados

varios compostos de diferentes classes organicas simultaneamente.

O LOD ¢ a menor concentracao do analito detectada pelo procedimento em
estudo e & geralmente expressa em unidade de concentragdo. LOQ €& a menor
concentracdo de soluto que pode ser determinada com precisdao e exatidao
aceitaveis nas condi¢gdes experimentais e também é geralmente expressa em
unidades de concentragdo (FRANCOTTE, 1996).

Francotte (1996) propde uma metodologia para determinagdo do LOD e do
LOQ baseado na medigao do ruido da linha de base antes e depois do pico de

interesse e da altura do proprio pico.

No sinal obtido com o GC-MS e os valores da linha de base podem aparecer
censurados, ou seja, o software automaticamente considera um sinal menor que

um determinado valor como zero.

Uma outra caracteristica do sinal obtido € que muitas vezes nido se obtém
um pico bem resolvido para os compostos, especialmente em concentragcdes
muito baixas, e o software considera o sinal do ion pertencente a um espectro de

massas caracteristico na janela de tempo de integragéo.
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Dadas estas caracteristicas do sinal obtido, optamos pelo calculo do LOD e
LOQ por procedimentos estatisticos, conforme proposto na literatura (INMETRO,
2003; EURACHEM, 1998).

O INMETRO (2003) diferencia o conceito de LOD para o equipamento (LDE,
Limite de Deteccédo do Equipamento) e para o método analitico (LDM, Limite de
Detecgcao do Método). Para o primeiro considera que o analito deve produzir um
sinal de trés a cinco vezes o do ruido do equipamento. Para determinagdo do

LDM é proposta a seguinte féormula:
LDM = X + t(n-1, 1-0)-(S)
Onde:
Xm = média dos valores dos brancos de amostra.

tn1, 1) = valor tabelado de t para o grau de confianga desejado

considerando n-1 graus de liberdade.

s = desvio padrao dos resultados de determinagdes em replicada, sendo no
minimo 7 brancos de amostra ou 7 brancos com a menor concentracido aceitavel

do analito.
Ja o limite de quantificagao é calculado pela formula:
LOQ = Xy, + 10s
Onde:
Xm = média dos valores dos brancos de amostra.

s = desvio padrao dos resultados de determinagdes em replicada, sendo no
minimo 7 brancos de amostra ou 7 brancos com a menor concentragcdo aceitavel

do analito.

Em ambos os casos X, = 0 se forem usados os resultados da menor

concentracao de padrao.

Ja o Eurachem Guide (1998) propbde a deteminagdo do LOD usando a

seguinte equacao:

LOD=0+3s
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Onde
Xm = média dos resultados dos brancos da amostra
s = desvio padrao dos restados de brancos da amostra.

Para o calculo do LOQ multiplicando-se o valor o desvio padrao dos brancos

por 10 e somando ao valor encontrado para o branco.
LOQ =0 + 10s.

A definigdo do Limite de Detecgéo esta baseada no trabalho de Currie neste
campo da quimica analitica. Um historico descrevendo este trabalho foi elaborado
pelo US-EPA na forma de uma revisdo das informacdes disponiveis sobre este
tema (US-EPA, 2003). Neste trabalho esta muito bem definido o conceito

estatistico de LOD e do LOQ, demonstrado na Figura 2:
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Figura 2: Demonstragao da distribuicdo estatistica normal para o valor zero, LOD
e LOQ (Adaptado de US-EPA, 2003).
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Considerando que os valores da medigao repetitiva de uma amostra em
branco se distribuam normalmente em torno do valor zero, teremos como Valor
Critico o valor acima do qual é possivel afirmar com 99% de confianga que existe
alguma concentracdo do analito na amostra, e que corresponde ao limite para
lado direto da curva de distribuicdo normal dos valores medidos para

concentragéo zero.

Como é esperado que os valores medidos no LOD também se distribuam
normalmente, temos a segunda curva, cujo centro (média) representa o valor
numérico do LOD. Em termos praticos para 7 replicatas, que € o n minimo com
significancia estatistica comumente aceito, teremos n-1 = 6 graus de liberdade. Se
considerarmos um grau de confianga de 99% o valor de tp 1) tabelado sera de
3,143 e o valor do LOQ podera ser calculado como X, + 3,14s, onde s € o desvio
padrao das medicbes do branco e X, a média dos resultados do branco.
Simplificadamente é dito o sinal correspondente a 3 vezes o desvio padrao do

branco.

Ja a terceira curva correspondente ao LOQ, segue 0 mesmo principio, ou
seja, precisa ser estatisticamente diferente do valor de LOD. Novamente
considerando 7 replicatas, n-1 = 6 graus de liberdade e um valor de t( 1) = 3,146,
teremos LOQ = Xm + 3,143 x 3,143 x s. Onde s € o desvio padrao das medicdes
do branco e X, a média dos resultados do branco. Como 3,143 x 3,143 = 9,85 =
10 diz-se 10s, e portanto, o sinal correspondente a 10 vezes o desvio padrdo do

branco.

Este procedimento de calculo para o LOQ pressupde que o desvio padrao
(s), € constante na faixa de concentragdo entre o branco (concentracdo=0) e a
concentracdo do padrao correspondente ao LOQ, Se o desvio padrdo nao for

constante X, e s deverao ser calculados a partir da injecéo de padrodes.

Na cromatografia, por simplificacdo, € normalmente considerado o pico com
relacado sinal/ruido 3 para LOD e um pico com relagao sinal/ruido 10 para LOQ,
sendo este valor obtido do sofware que processa automaticamente o sinal. Neste
trabalho LOD e LOQ foram calculados pelo método estatistico em fungao do tipo

de sinal obtido no sistema GC-MS.
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2.10.3. Recuperacéao

A Recuperagao (ou fator de recuperacgéo), R, é definida como a proporg¢ao
da quantidade do analito, presente ou adicionada na por¢ao analitica do material

teste, que € extraida e passivel de ser quantificada (THOMPSON, 1999).

A recuperacéo (R) foi calculada pela equagéao 6 (CAUSON, 1997):

R(%) = massa ou concentracdo obtida x 100 (6)

Massa real

Normas de Referéncia para analises de principios ativos, estabelecem
critérios bastante flexiveis para aceitacdo de resultados de recuperacido em
métodos multiresiduos. O protocolo do US-EPA 8270C (US-EPA, 1996) apresenta
dados de recuperacdo considerados aceitaveis para valores entre Detectado
(maior que zero) e 200% para varios compostos (DDT, Endrin Aldeido,

Hexaclorobenzeno, e outros).

Ja protocolo de analises US-EPA 525.2 (US-EPA, 1995), propbe uma faixa
aceitavel de 70 a 130% e apresenta dados de recuperagdo e precisdo para
fortificacdes entre 0,5 e 5,0 ng L™ de 80 compostos diferentes, onde a maioria tem
recuperagdes nesta faixa, com excegdo de alguns compostos que apresentam

recuperagoes aceitas de 21 (Atraton) a 159% (Hexazinona).

Alguns procedimentos mais modernos estabelecem faixas de aceitagdo em
funcdo da concentragcdo a ser analisada, como por exemplo no Guidelines for
Single-laboratory Validation of Analytical Methods for Trace-level Concentration of
Organic Compounds (FAO, 1999) onde para concentragdes menores que 1 ug kg’

" ou ug L™ a recuperacao aceita fica entre 50 a 120%.
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2.10.4. Exatidao

Exatiddo do método é definida com sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro.
A exatiddao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa
combinagdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos (INMETRO,
2003).

A exatiddo é expressa em porcentagem de erro sistematico, podendo ser
calculada pela equacao 7 (CAUSON, 1997):

Exatidao (%) = valor real — valor obtido x 100 (7)

valor real

2.10.5. Precisao

A precisdo determina o desvio nos resultados de uma analise e é um dos
critérios mais importantes para o julgamento do desempenho de um procedimento

analitico.

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras

semelhantes ou padrdes, em condigdes definidas (INMETRO, 2003).

A precisdo é geralmente expressa em termos de repetitividade e precisao

intermediaria.

Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medigdes
repetidas de um mesmo mensurando, efetuadas sobre as mesmas condicdes de
medicdo: mesmo procedimento de medicdo, mesmo observador, mesmo
instrumento usado nas mesmas condi¢gdes, mesmo local e curto espaco de
tempo. (FRANCOTTE, 1996; INMETRO, 2003).

A Precisdo Intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma

amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo
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laboratdério ou em laboratérios diferentes, variando uma das seguintes condigoes:
diferentes analistas, diferentes equipamentos ou diferentes tempos
(FRANCOTTE, 1996; INMETRO, 2003).

O valor numérico usado para avaliar a precisdo é o desvio padrao relativo,
(RSD, do inglés: Relative Standard Deviation), e pode ser calculado pela equagao
8 (CAUSON, 1997).

RSD = S x 100 (8)
Xm
Onde:

s = estimativa do desvio padrdo absoluto: s = {Z(xi-xm)*/N-1}"; x; = valores

individuais; x,, = média das medidas em replicatas e N = numero de medidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacgao

Cromatdgrafo a gas Varian modelo 3800 (Estados Unidos), equipado com
injetor Varian modelo 1079 com insersor (liner) de quartzo silanizado e coluna
analitica CP Sil 8 MS low bleed de 30 m de comprimento x 0,25 mm d.i. e filme de
0,25 um (Varian ,USA).

Amostrador automatico modelo AS 8200 (Varian, USA) com carrossel para

48 vials.

Espectrémetro de massas modelo Saturn 2000 (Varian, USA) do tipo lon
Trap com opgao MS/MS. Capaz de varredura de 10 a 650 m/z e ionizagao por

impacto de elétrons (El) a 70 eV.

Sistema de aquisicdo de dados Saturn GC/MS Workstation, version 5.51
(Varian, USA)

Balanga Analitica modelo BP221s (Sartorius, Sao Paulo, Brasil)
Pesos padrao calibrados (Waagen, Sao Paulo, Brasil)
Estufa para secagem (Fanen, Sdo Paulo, Brasil).

Sistema SPE Varian (Harbor City,USA) para pré-concentragéo simultanea de

20 amostras.
Proveta de Vidro Graduada Calibrada 100 mL (Pyrex)
Baldo volumétrico calibrado, varios volumes (Brand)
Pipetas volumétricas Classe A calibradas, varios volumes (Brand).

Bomba de Vacuo para pressao negativa de 760 mm Hg (Plimar, Sdo Paulo,

Brasil).

Medidor de Fluxo (Varian, USA)
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Tubo graduado Kuderna Danish Calibrado 10 mL
Seringa 10 uL para Cromatografia (Hamilton, Reno,USA).

Frascos para amostras, 2 mL (12 x 32 mm) em vidro limpo com septo de

silicone/teflon (Varian, USA).

3.2. Reagentes, solventes e amostras

A agua usada no preparo de solugbes e fortificagbes foi purificada por

destilagdo em destilador de vidro e deionizagao em coluna trocadora mista.
Diclorometano Grau p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Acetona Grau p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Hexano p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Metanol p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Extran Alcalino e Neutro (Merck, Sdo Paulo, Brasil)
Sulfato de Sodio Anidro p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Hélio 99,999% (Air Products, Sdo Paulo, Brasil)

As concentragdes e o fornecedores dos padrdes analiticos sao apresentados

na Tabela 5.



Tabela 5: Fornecedores e pureza dos padrdes utilizados.
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Nome comum

Fornecedor

Pureza (%)

PCBTF
Xileno

PCT
3,4-DCBTF
Mononitro
DDVP
Triclorfon
DCPI
Diuron
Dinitro
3,4-DCA
Ketone
Trifluralina
Oxirane
Lindano
Propanil
2,4-D Ester
Clorpirifés
Bromoketal

Endosulfan l e Il

Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Chem Service (West Chester, USA)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Chem Service (West Chester, USA)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)
Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)

Milenia Agro Ciencias S.A. (Londrina, Brasil)

97,8
99,2
98,4
98,1
98,1
99
98
92,8
99
96,2
99,5
98,8
99,3
98,6
98,9
99,4
99,1
99,4
97,3

97,5
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3.3. Preparacédo das solugfes analiticas

Preparou-se 100 mL de solugdo estoque de cada pesticida (listados na
Tabela 5), em acetona, obtendo concentracdes entre 71 e 654 mg L. Esta
solucao foi preparada através da dissolugado do padrao de referéncia em acetona.
A solugao foi armazenada em frasco revestido com papel aluminio e estocada a 4
°C. Efetuou-se a correcdo das pesagens em funcédo da pureza dos padrdes de

referéncia.

A partir da solugao estoque foram preparados 100 mL das solugcbes
intermediarias A, B, C e D. As solugdes A, B e C foram preparadas em acetona e
a solucado D foi preparada em diclorometano. Os volumes utilizados para cada

solucao e as concentragdes obtidas encontram-se na Tabela 1 do Apéndice 2.

As solugdes intermediarias A, B e D foram usadas para preparagao das
solugdes analiticas da curva de calibragdo, preparadas em diclorometano. Os
volumes utilizados para cada solugcdo e as concentracbes obtidas encontram-se
na Tabela 2 do Apéndice 2. A solugao intermediaria D foi usada sem diluicdo

como o ponto 10 da curva de calibracéao.

As solugbdes intermediarias B e C foram utilizadas para preparacédo dos trés

niveis de fortificacdo, conforme sera descrito no item 3.5.

3.4. Amostras de 4gua de superficie e de efluente

Agua do Rio Taquari, coletada 200 m & montante do ponto de langamento do
efluente industrial no dia 28/05/04 com teor de cloreto = 3,7 mg CI' L™, pH = 7,0,
salinidade = <0,01%, oxigénio dissolvido = 6,19 mg O, L™, condutividade = 0,067
mS cm™, turbidez = 3 NTU.

Amostra de efluente industrial tratado, coletado no dia 01/06/04 com DQO =
63,2 mg O, L, cloretos = 1421 mg CI' L™, fluoretos = 6,3 mg F L™, pH = 7,0,

solidos sedimentaveis= 0,1 mL L™ e sélidos suspensos totais= 18 mg L™.
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3.5. Preparacao das fortificagdes

Foram escolhidos trés niveis de concentracdo para preparagao das
fortificagcdes, que foram preparadas utilizando provetas graduadas calibradas,

também utilizadas para medigc&do dos volumes de amostra a serem extraidos:

Nivel de fortificacdo 1: foi preparado de forma que apods a corregao pelo
fator de concentragao obtido na etapa de concentragao (100 vezes) o extrato final,
considerando uma recuperacao ideal de 100%, contivesse concentragbes dos
analitos equivalente ao ponto 2 da curva analitica (0,5 mL da solugéo
intermediaria C adicionados a 100 mL de agua). Desta forma se o procedimento
levasse a uma recuperagdao de 50%, o extrato ainda conteria concentragao

equivalente ao ponto 1 da curva de calibracdo.

Nivel de Fortificacdo 2: foi preparado de forma que apds a corregao pelo
fator de concentragao obtido na etapa de concentragao (100 vezes) o extrato final,
considerando uma recuperagao ideal de 100%, contivesse concentragdes dos
analitos equivalente a um ponto intermediario da curva de calibragcdo (0,5 mL da

solugdo intermediaria B adicionados a 100 mL de agua).

Nivel de Fortificacdo 3: foi preparado de forma que apds a corregao pelo
fator de concentragao obtido na etapa de concentragao (100 vezes) o extrato final,
considerando uma recuperacao ideal de 100%, contivesse concentragbes dos
analitos equivalente a um ponto proximo a concentragdo maxima da curva (1,0

mL da solugdo intermediaria B adicionados a 100 mL de agua).

3.6. Sorventes

Dadas as caracteristicas de polaridade variadas presentes nos compostos
analisados, inicialmente foram escolhidos de acordo com a literatura e catalogos
de fornecedores 4 tipos de sorventes mais indicados para determinacdo deste

conjunto de compostos, a ver:
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1) Strata C18-E 200 mg, 3 mL, 8B-S001-FBJ (Phenomenex, USA).

Sorventes de silica quimicamente ligada sao atualmente os mais usados
para SPE. Esta fase é preparada pela ligagdo de um radical ndo polar (octadecil)
através de uma reacdo covalente com os grupos silano da superficie de uma
particula de silica. Esta fase tem a caracteristica de ser altamente hidrofobica e

muito atrativa a solutos organicos em solug¢des aquosas (MITRA, 2003).
2) SPE Strata SDB-L 500 mg, 3 mL, 8B-S014-HB (Phenomenex, USA).

Sorvente apolar composto por um copolimero de poliestireno-divinilbenzeno,
que apresenta uma capacidade de adsorgcao maior que as resinas tipo C18, para
compostos mais polares e que apresenta uma estabilidade maior a variagbes de
pH (HENION, 1999):

3) SPE Strata X 33 U 200 mg, 6 mL 8B-S100-FCH (Phenomenex, USA).

Este sorvente composto por um polimero de poliestireno-divinilbenzeno e
com grande area de superficie (800 m? g') com capacidade de adsorgdo de
compostos acidos, neutros e basicos. Na maioria das aplicagbes, ndo requer
ajuste de pH (HENION, 1999).

4) Abselut, Nexus, 60 mg, 3 mL, part number 12103101 (Varian, USA).

Um polimero com caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, com a estrutura
ainda nao completamente conhecida, com capacidade para extracdo de
compostos acidos e basicos. Este tipo de resina dispensa o pré-condicionamento
antes da etapa de extracdo. Diferentemente das resinas C-18 que necessitam ser
umedecidas, por exemplo permanecendo em contato com agua purificada até a
aplicagdo da amostra, este sorvente possui grupos hidrofobicos e hidrofilicos em

uma razao que permite a aplicagao direta da amostra aquosa (HENION, 1999).
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3.7. Otimizag&o do sistema GC-MS/MS

3.7.1. Escolha da coluna

Teoricamente o GC-MS poder operar com qualquer tipo de coluna
cromatografica capilar usada com outros detectores (FID, ECD, NPD) desde que
esta ndo produza perda excessiva da fase estacionaria nas temperaturas de
analise. Na pratica, a escolha da coluna fica bem mais restrita, pelos seguintes

motivos:

Uma vez que o MS pode ser um detector quase que universal, permitindo
determinagdes com variados tipos de compostos, busca-se uma coluna que traga
resultados aceitaveis para esta condicdo. As mais usadas sdao as com fase
composta de 100% dimetilpolisiloxano ou com fase compostos de 5% fenil - 95 %

dimetilpolisiloxano.

Na pratica a troca de coluna do GC-MS é um procedimento complicado, uma
vez que torna-se necessario quebrar o vacuo e abrir o sistema, procedimento este

demorado e que pode introduzir contaminantes no sistema.

O sistema com detector de massas do tipo lon Trap é sensivel a variagdes
na vazao de gas, dificultando sua operagdo com principalmente colunas de 0,53
mm d.i. assim como com colunas de 0,1 mm de didmetro interno. As colunas mais

usadas com o lon Trap sdo as de 0,25 mm de didmetro interno.

Portanto a coluna escolhida para o trabalho foi a VF — 5ms de baixo
sangramento (Factor Four), com fase composto de 5% fenil-95% de
dimetilpolisiloxano, com diametro interno de 0,25 mm, comprimento de 30 m e
espessura da fase estacionaria de 0,25 um, do fornecedor Varian (Valnut Creek,
Estados Unidos).
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3.7.2. Vazao do gas de arraste

O detector de massas tipo lon Trap apresenta algumas restricdes de vazéo
do gas de arraste, que pode interferir no processo de ionizagdo do analito. Em
geral o fabricante recomenda ndo usar vazées menores que 1,0 mL min ' ou

maiores de 1,5 mL min™".

Esta restricdo se deve ao fato de que o gas ao sair da coluna em alta
temperatura e sob pressdo encontra uma ambiente com vacuo, formando um
cone de espalhamento de gas/analito que sera irradiado pelo feixe de elétrons
para ionizagdo. O formato e a diuicdo do analito neste cone, que sdo definidos
pelo didmetro da coluna e vazdo do gas de arraste podem prejudicar esta
ionizagao.

Adicionalmente a informagao obtida com o espectro de massas, permite a
separacao de picos co-eluidos, sem a necessidade de obter-se uma separacao
completa dos mesmos pela cromatografia. Esta possibilidade é maximizada com
0 uso de recursos como o MS/MS ou MRM, portanto o que se busca € uma
separacgao satisfatoria, mas ndo necessariamente total dos picos que permita uma
medigao aceitavel do sinal do analito, com um tempo de analises razoavel. Em

face disto a vazao escolhida foi de 1,2 mL min™".

3.7.3. Programa de temperaturas do cromatografo

Para separacdo cromatografica dos compostos a serem analisados foi
utilizada uma rampa de temperaturas com a coluna a 45 °C por 1,5 min, depois
uma aquecimento a taxa de 10 °C e no final um segmento isotérmico a 260 °C por

4 minutos, completando um tempo total de corrida de 27 minutos.

O injetor foi programado para manter uma temperatura de 250 °C durante
todo o tempo da corrida, ou seja, 27 minutos. O modo de inje¢do usado foi 0 sem
divisdo (splitlesss) com a seguinte programacao: no momento inicial as valvula de

divisdo (split) permanece aberta com uma vazdo de 50 mL min™ e em 0,01 min
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esta valvula é fechada e assim permanece até 0,80 min, abrindo entdo com uma
vazao de 70 mL min™' para remoc&o de restos de solvente e analito volatilizados

que possam ter permanecido no injetor.

3.7.4. Desenvolvimento das condi¢Oes de detec¢cao por MS/MS

Para cada composto analisado foram desenvolvidas as condi¢gdes de
fragmentacdo no modo MS/MS do espectrobmetro de massas. Estas condicdes
séo por fim programada no método do sistema de controle do GC-MS em janelas

de tempo que correspondam a saida de cada pico de interesse.

Para compostos parcialmente co-eluidos foi utilizada o recurso MRM o qual
permite a fragmentacdo MS/MS alternada em duas condi¢des diferentes a cada

novo ponto de aquisi¢cao de dados.

3.8. Otimizacéao do sistema SPE

Para otimizacdo do procedimento SPE foram escolhidos os 4 cartuchos dos
disponiveis comercialmente e foram realizados testes simples de extracao,
buscando definir parametros tais como: pH da amostra para extracéo, volume de
amostra a ser usado, concentracdo do analito na amostra, necessidade de
fitracdo da amostra, solvente a ser usado para eluicdo, procedimento de

secagem dos extratos, etc..
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3.8.1. Quantidade de Sorvente

Nao foram testados procedimentos para diferentes quantidades de sorvente
em um mesmo cartucho. Foram testados cartuchos contendo quantidades
diferentes de sorventes, 60, 200 e 500 mg e observou-se que quanto maior a
quantidade de material sorvente no cartucho mais dificil torna-se o processo de

secagem dos mesmos.

Para o cartucho escolhido para o procedimento (Abselut, Nexus, 60 mg, 3
mL) foram realizados testes com variagdo no volume da amostra para um mesmo
nivel de fortificacdo, buscando observar se a capacidade de retencdo dos analitos
nao havia sido ultrapassada para o volume de concentracdo da amostra escolhido
(100 mL).

3.8.2. Volume de amostra

Em funcdo dos parametros estabelecidos para os parametros analisados e
por consequéncia dos limites de detec¢cdo e quantificacdo desejados, optou-se
por usar um volume de amostra de 100 mL, com uma taxa de percolacdo da
amostra de 2 a 3 mL min”' e um volume final de extrato de 1 mL, provendo assim

uma razao de pré-concentracao de 100 vezes.

3.8.3. Filtragdo da amostra

Uma vez que as amostras apresentam solidos suspensos em baixa
concentragado, usualmente menor que 100 mg L™, e que ndo chegam a dificultar a
passagem da amostra pelo cartucho, optou-se por percolar diretamente as

amostras sem filtracdo prévia.
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Adicionalmente, a semelhanca do que ocorre na LLE, é desejavel quantificar
todo analito presente na amostra, quer esteja este na fase liquida, quer esteja
este aderido aos solidos presentes na amostra. Em termos de emissédo de
efluentes liquidos tratados o que importa € a quantidade total de analito que esta

sendo emitida para o meio ambiente.

3.8.4. pH da amostra

O pH escolhido para trabalho, mais uma vez em funcao das propriedades do
grupo de compostos a serem analisado, foi o pH neutro numa faixa de 6,0 a 8,0,

que € a faixa de ajuste para o pH do efluente final tratado.

Faixa esta em que se encontram a maioria das amostras analisada na rotina
do laboratério, sejam estas de efluente industrial tratado e agua de superficie do

rio Taquari, dispensando pré-ajuste do pH antes do procedimento de extragao.

3.8.5. Escolha do solvente

Foram testados para condicionamento dos cartuchos os solventes acetona,
metanol e diclorometano e misturas destes. Ja para eluicdo o solvente com
melhor desempenho foi o diclorometano no qual todos os compostos analisadas
apresentam excelente solubilidade. O diclorometano, por ndo ser miscivel com a

agua também permite a facil constatacdo na presenga desta nos extratos.

E fundamental que os extratos obtidos nZo contenham agua, pois esta
interfere na detecgdo pelo espectrbmetro de massas, prejudicando a
fragmentacao dos analitos, e portanto a formagdo dos espectros de massas e

consequentemente do sinal obtido.
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3.8.6. Secagem do extrato

Durante a otimizagédo do procedimento foram testadas diferentes estratégias

para obtencado de um extrato final isento de agua:

e Secagem do cartucho com Na,SO, colocado sobre o sorvente e

purga pelo sistema de vacuo;
e Secagem posterior a eluigdo, usando cartuchos com Na;SOy;

e Secagem prévia do cartucho com Nitrogénio Ultra Puro.

3.9. Procedimento experimental

Apos a definicdo das melhores condicbes para extragcdo dos analitos, o
procedimento final ficou bastante simples para uso na rotina analitica do
laboratério. Para extragao foi empregado um volume pequeno de amostra (100
mL), sem necessidade de ajuste do pH e filtragdo. O fator de concentragao obtido
foi adequado para os LODs esperados para o procedimento.

Nao foi necessaria a etapa de purificacdo do extrato, eliminando assim uma

fonte de perda do analito, por dois motivos:

1) Na propria extragdo SPE ocorre uma purificagdo, uma vez que em
condigdes ideais, somente os analitos de interesse ficam retidos e posteriormente

sdo eluidos do sorvente.

2) O espectrémetro de massas, programado para detecgdo no modo MS/MS
prové uma purificacdo on-line, uma vez que, apds a fragmentagdo de todos os
compostos que podem estar saindo da coluna num dado tempo de retengao, o ion
do composto de interesse € separado fisicamente dentro do detector e
novamente fragmentado. Este novo espectro serve para identificacdo e

quantificacdo do analito.
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3.9.1. Descricédo da etapa de extracéo e pré-concentracéo

As amostras do Rio Taquari, do efluente industrial tratado e a agua destilada
e deionizada utilizada nos testes foram estocadas, durante a realizacdo dos
experimentos, em frascos de vidro ambar e mantidas sob refrigeracdo a 4°C.
Antes de iniciar os experimentos as amostras eram retiradas da camara
termostatica, aguardando o tempo necessario para que estas atingissem a

temperatura ambiente.

Uma fracdo de 100 mL da amostra é transferida para a proveta graduada

calibrada, para medicado do volume e posterior transferéncia ao sistema SPE.

Para preparacao das fortificagbes, foram transferidos 80 mL de amostra
(dgua destilada, agua de superficie ou efluente industrial tratado), adicionar o
volume a solugao intermediaria requerido para a fortificacido e completar o volume

até a marca de 100 mL com a amostra.
Observacgao:

e para o Nivel de Fortificacdo 1 medir, com pipeta volumétrica, 0,5 mL

da solucao intermediaria C;

e para o Nivel de Fortificacdo 2 medir, com pipeta volumétrica, 0,5 mL

da solucao intermediaria B;

e para o Nivel de Fortificacdo 3 medir, com pipeta volumétrica, 1,0 mL

da solucao intermediaria B.
e A preparagao das solugdes C e B esta descrita no item 3,5.

O cartucho Abselut Nexus 60 mg de 3 mL, segundo as instrugbes do
fornecedor, ndo necessita da etapa de pré-condicionamento, porém como foi
observada contaminagdo com xileno durante os testes, requer uma etapa de
limpeza antes, percolando-se no cartucho sob vacuo, duas por¢des de 3 mL de
acetona e duas porgbdes de agua destilada e deionizada. A seguir € adicionada

agua destilada e deionizada até encher o cartucho.
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O recipiente com a amostra é entdo conectado ao sistema SPE através do
tubo de succdo, e a amostra € percolada pela fase contida no cartucho a uma

vazdo de 2 a 3 mL min™. A montagem do sistema pode ser vista na Figura 3

Vacuo

Amostras

Sistema SPE

Figura 3: Sistema SPE usando bomba de vacuo (LANCAS, 2004).

Apds a passagem de toda a amostra, mas antes de secar o tubo e o
cartucho, sao adicionados 5 mL de agua destilada e deionizada para lavagem do

sistema,

O cartucho é entido retirado do sistema de extracdo e conectado a uma
adaptador na linha de gas, na qual é seco pela passagem de N, utilizando uma

pequena vazao de gas, obtida através da regulagem da pressao em 300 mm Hg.

A seguir o cartucho é novamente conectado ao sistema de extragdo. A
eluicdo é feita usando 3 porgdes de 0,5 mL de diclorometano, com o extrato

sendo recolhido em um tubo graduado para medigdo do volume.

Devido a perda de diclorometano durante a extragao, seja por volatilizagao
ou no sorvente, o volume adicionado de 1,5 mL resulta em cerca de 0,8 a 0,9 mL
de extrato no tubo graduado.O volume final é ajustado em 1 mL, pela adicéo de

pequenos volumes de diclorometano sobre o cartucho.

Quando nao injetados imediatamente os extratos sdo conservados em

geladeira a 4 °C.
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3.9.2. Validagéo do procedimento

Definidas as melhores condicbes de separagdo para 0s compostos
estudados, o passo seguinte foi a validacdo do procedimento para analise,

segundo os parametros que serdo descritos a seguir.

3.9.2.1. Curva analitica e linearidade

As curvas analiticas foram obtidas preparando-se solucdes analiticas com
concentracdes entre 11,8 e 6546 pg L', conforme apresentado na Tabela 2 do

Apéndice 2.

Cada padrao foi injetado pelo menos 3 vezes no sistema GC-MS. Os
cromatogramas foram processados automaticamente pelo software de controle do
sistema. Neste software séo definidos os parametros de identificagao e integragéo

do pico de cada composto de interesse, estes parametros sao:
e Nome do composto
e tempo de retencao,
e janela de integracao
e espectros de referéncia,
o critérios de aceitagcdo do espectro nos padrdoes e na amostra,
e ions usados para quantificagao

e parametros do pico cromatografico: largura minima do pico, relagao
sinal ruido, area minima, altura minima do pico integrado e colocagao

da linha de base.
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Uma vez definidos os melhores parametros possiveis para os compostos e
nas faixas de concentragdes analisadas, todos os padrdes, brancos, fortificacbes
e amostras foram processados e os resultados transferidos para o programa
Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft). Foram entdo tragados os graficos com
as concentragdes do analito no eixo x (abscissas) e as respectivas médias das

areas dos picos no eixo y (ordenadas)

Para cada composto foi calculado e avaliado o modelo mais apropriado para

descrever a curva analitica:

Linear: avaliando-se a repetitividade entre as inje¢cdes, o teste de
linearidade (conforme item 2.9.1), grafico dos residuos, o coeficiente de
determinagao (r2) e 0s parametros da equacao e finalmente a analise da variancia

com o teste F para significancia do modelo.

Polinomial de segunda ordem (quadratico): Onde o modelo linear falhou
para os dados obtidos, utilizou-se o modelo quadratico, sendo este avaliado pelo
repetitividade entre as injegdes, pelo grafico dos residuos, pelo coeficiente de
determinacao (r2), parametros da equacao e pela analise de variancia com o teste

F para significancia do modelo.

Dada a variagao nas concentragdes dos padrdes utilizados em alguns casos,
onde o uso de todos os pontos afetou a leitura nos extremos da curva, foram
tracadas duas curvas de calibragdo para baixas concentracbes e para altas

concentracdes e estas submetidas a mesma avaliacao anteriormente descrita.

3.9.2.2. Limite de Deteccdao e Limite de Quantificacao

O LOD e o LOQ foram determinados estatisticamente conforme descrito no
item 2.9.2. Para isto foram injetados brancos de agua destilada e deionizada,
brancos da matriz (amostra de agua de superficie do Rio Taquari) e da inje¢ao do

menor nivel da curva de calibragao.
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3.9.2.3. Recuperagéo

Para avaliagdo dos compostos em estudo, foram preparadas fortificacbes
em agua destilada e deionizada conforme descrito no item 3.5. Foram entao
analisadas 7 fortificagdes independentes e cada fortificacdo foi injetada 6 vezes
no GC-MS.

Para verificar a interferéncia da matriz sobre a extracdo e quantificacao,
foram preparadas amostras do efluente tratado e do Rio Taquari, com as mesmas
concentragcdes do Nivel de Fortificagdo 2 (conforme idem 3.5). Igualmente foram
analisadas 7 fortificagdes independentes e cada fortificacdo foi injetada 6 vezes
no GC-MS.

Completando este procedimento, foram analisadas amostras em branco
(sem fortificagcdo) do efluente tratado e da agua do Rio Taquari. Apos a analise
estas amostras foram seca com N ultra puro e sobre o residuo contido no vial, foi
adicionado 1 mL da solugcdo analitica correspondente ao ponto 7 da curva
analitica. A solucado assim preparada foi injetada no GC-MS para verificar uma
possivel interferéncia da matriz sobre a leitura do padrdo. Foram preparadas 7
replicatas independentes e cada uma foi injetada 6 vezes no sistema

cromatografico.

3.9.2.4. Preciséao (repetitividade do instrumento)

O estudo de repetitividade do instrumento em termos de desvio padrao
relativo entre as areas dos picos para injegdes sucessivas, foi realizado injetando-
se cada uma das dez solugdes analiticas 6 vezes seguidas nos sistema

cromatografico.
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3.9.2.5. Preciséo (repetitividade do procedimento)

Para determinagcdo da repetitividade do instrumento foram extraidas sete
replicatas independentes de cada fortificagdo e cada replicata foi injetada 6 vezes
no sistema cromatografico (n= 42). A seguir foram calculadas a média e o desvio

padrao relativo para cada fortificagao.

3.9.2.6. Preciséo (precisao intermediaria)

Para determinagdo da precisdo intermediaria, uma nova fortificagdo com
concentracao correspondente ao Nivel de Fortificagdo 2, foi extraida por outro
operador e em outro dia. Foram extraidas 3 replicatas indenpendentes desta

fortificacdo e cada replicata foi injetada 3 vezes no sistema cromatografico (n=9).

3.9.2.7. Aplicacao do procedimento desenvolvido

Para avaliagao do procedimento desenvolvido foram analisadas amostras de

efluente industrial tratado e do Rio Taquari.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sistema GC-MS para determinacdo dos compostos organicos

Para otimizagdo das condi¢gdes de separagédo pela Comatogragia Gasosa e
da deteccdo pelo espectrbmetro de massas, foram preparadas solugdes
individuais de cada compostos na concentragcdo de 10 mg L™, que foram injetadas
buscado uma separacao adequada dos compostos e aquisicado dos espectros de

massas no modo de “full scan” (varredura de 50 a 650 m/z).

Apds a aquisicdo dos espectros e identificagdo dos compostos assim como
de seus respectivos tempos de retengao, buscou-se a otimizacdo da separagao
dos mesmos, atraveés da injecdo de uma mistura de todos os compostos a serem

analisados, com concentragdes que variaram de 1 a 10 mg L

Uma vez que a separagdo completa de todos os picos levaria a um tempo
muito longo para a corrida cromatogafica, cerca de 45 minutos, optou-se por um
tempo menor, sendo os compostos com picos separados através da detecgao

pelo espectrometro de massas.

Deste modo, estabeleceram-se as melhores condigdes cromatograficas para

separacao e detecgao dos compostos a serem analisados, descritas na Tabela 6.
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Tabela 6: Condicbes cromatograficas utilizadas para a separagao dos compostos.

Volume de Injegao 1uL
Temperatura do Injetor 250 °C
Modo de Injegéo Splitless
Gas de Arraste Hélio

Vazéo do Gas de Arraste 1,2 mL min™

Programacao de Temperaturas do forno

45 °C por 1,5 minutos

da coluna 10 °C min™" até 260 °C

260 °C por 4 minutos

Tempo total 27 minutos

Detector Espectrdbmetro de massas, tipo lon Trap

operando no modo MS/MS

Temperatura da Linha de Transferéncia 290 °C
Temperatura do Manifold 80 °C
Temperatura do lon Trap 240 °C

4.2. Parametros de programacéao do espectrometro de massas

Apods a otimizagao das condicdes de separacao e identificados os espectros

de massas, foram otimizadas as condi¢des de deteccao.

Este € um procedimento empirico, no qual é escolhido um ion mais intenso
e/ou mais caracteristico para cada composto é selecionado (ion pai) e submetido
a uma nova fragmentagédo. A energia necessaria para esta nova fragmentagao
deve ser otimizada por injecdes sucessivas dos padrdes até se obter um ponto
em que todo o ion pai € fragmentado e € gerado um espectro MS/MS com ions
filhos caracteristicos, um exemplo de cromatograma obtido desta maneira pode

ser visto no apéndice 3.

As condicbes para esta fragmentacdo sao programadas em janelas de
tempo ao longo do cromatograma de acordo com os tempos de retengdo dos

compostos a serem analisados, conforme Tabela 7.
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Tabela 7: Programacao das condi¢coes de fragmentagcdo no MS.

Composto Segmento de fon Pai Amplitude de fons Filhos
Tempo (minutos) (precursor) Excitacao (formados)
(volts)
PCBTF 4,80 6,50 180 0,80 161, 145 e 130
Xileno 4,80 6,50 91 0,63 92 e 65
PCT 6,50 7,10 91 0,53 92 e 65
3,4-DCBTF 7,10 7,80 179 1,20 144,125 e 109
1,2-dicloro- 7,80 8,40 146 0,55 159,111e 75
benzeno
Nitrobenzeno 8,70 9,60 77 0,50 124,107 e 51
Mononitro 9,60 10,70 179 95,00 143, 125 e 109
DDVP+Triclorfon 10,90 11,90 109 0,42 79
DCPI+Diuron 11,90 13,0 159 0,70 124
Dinitro 11,90 13,00 143 70,00 138 e 123
3,4-DCA 13,70 14,50 161 0,65 162, 134 e 126
Dibutil-ftalato 15,50 15,90 149 0,54 177, 150 e 121
Ketone 15,90 16,30 134 0,42 140 e 103
Trifluralina 16,30 17,00 306 0,67 264 e 206
Oxirane 17,00 18,50 138 0,45 139 e 103
Lindano 17,00 18,50 219 0,50 217 e 183
Propanil 18,50 19,50 161 0,44 162,134 ¢ 126
2,4-D Ester 18,50 19,50 185 0,68 186 € 143
Clorpirifos 19,50 20,00 197 0,50 198 e 169
Bromoketal 20,00 21,00 254 0,60 191e 173
a- Endosulfan 21,00 22,00 241 100,00 261, 239, 206 € 170
B- Endosulfan 22,00 23,00 241 100,00 261, 239, 206 e 170

O perfil de um cromatograma de separacdo dos compostos analisados de

uma solugdo contendo cerca de 1000 ng L™ de cada analito em diclorometano,

obtido com as condigdes 6timas definidas, pode ser observado na Figura 4
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Figura 4: Cromatograma tipico de uma solugdo analitica com 1000 pg L™ obtido

nas condi¢gdes cromatograficas descritas na Tabela 6.

4.3. Avaliacdo da separacdo cromatografica

Os parametros cromatograficos tr, k, Rs, a foram calculados para os
compostos do cromatograma apresentado na figura 4 do item 4.9 e podem ser
vistos na Tabela 8. O tempo de retencdo de uma analito n&o retido (tv) foi de
1,33 min, determinado pela injegdo de 1 uL de ar, com o MS programado para
monitorar a faixa de massas de 10 a 40 m/z. Nesta faixa € possivel verificar a
presencga de H,O (m/z 18), O, (m/z=28) e N, (m/z=32) presentes no ar.
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Tabela 8. Parametros cromatograficos tgr, k, Rs e a obtidos.

Composto tr (min) k Rs o

tm 1,33 - - -

PCBTF 4,99 2,75 - -

o+m Xileno 5,27 2,96 0,62 1,08
p-Xileno 5,65 3,25 0,83 1,10
PCT 6,74 4,07 2,98 1,25
3,4-DCBTF 7,29 4,48 1,90 1,10
1,2-dicloro-benzeno 8,01 5,02 2,42 1,12
Nitrobenzeno 8,90 5,69 2,69 1,13
Mononitro 9,89 6,44 3,88 1,13
DDVP+Triclorfon 11,18 7,41 3,80 1,15
DCPI+Diuron 12,33 8,27 2,29 1,12
Dinitro 12,45 8,36 0,29 1,01
3,4-DCA 13,85 9,41 3,00 1,13
Ketone 16,13 11,13 5,96 1,18
Trifluralina 16,53 11,43 2,77 1,03
Oxirane (isébmero 1) 17,48 12,14 7,45 1,06
Oxirane (isdmero 2) 17,67 12,29 1,40 1,01
Lindane 17,82 12,40 1,10 1,01
Propanil 18,94 13,24 3,66 1,07
2,4-D Ester 18,99 13,28 0,16 1,00
Clorpirifés 19,89 13,95 9,63 1,05
Bromoketal (isdmero 1) 20,62 14,50 7,16 1,04
Bromoketal (isbmero 2) 20,70 14,56 0,63 1,00
a-Endosulfan 21,54 15,20 7,61 1,04
B-Endosulfan 22,67 16,05 11,08 1,06

* Os compostos bromoketal e Oxirane eluem, cada um, em dois picos
cromatograficos, com espectros de massas idénticos e foram quantificados em
conjunto.
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Apesar da importancia de se determinar os parametros para avaliar a
separagao cromatografica tr , k, Rs e a para outros detectores usados em
conjunto com a Cromatografia Gasosa, quando usamos um espectrometro de
massas operando no modo MS/MS esta avaliagéo perde seu valor, uma vez que
o pico que é efetivamente medido, considera o ion ou ions que o diferenciem de
outros compostos presentes na amostra. Um exemplo da visualizagdo do sinal

pode ser visto na Figura 5.

a -

C :

L | T 1 11 1 rrrr I LI I B B B B B B I LI B B | LI B B B N B R | I TTr 111 1rrrr I TT1r 1 111 rrr | L LI L L I | T 1 1171 I_
4.5 5.0 55 G.0 6.5 7.0 75 2.0

minutes

Figura 5: Visualizagdo dos picos cromatograficos. a) Cromatograma com
visualizagdo de todos os ions; b) Cromatograma com visualizagdo do ion 111
correspondente ao 1,2-Diclorobenzeno (tr = 8,01 min) e c¢) Cromatograma

visualizagao do ion 144 correspondente ao 3,4-DCBTF (tgr = 7,29 min).
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Um outro aspecto da otimizagcdo da separagao e da resolugcédo dos picos € a
baixa frequéncia de aquisicdo de sinal no MS, que dependendo da programacgao
pode ser de 0,25 até 1,0 s (muito maior que em outro tipos de detectores) pode
nao ser desejavel a obtencédo de picos muito finos. Pois neste caso o pico pode
ter muito poucos pontos de dados, o que reduz a precisao do calculo da area do
mesmo. O que se busca na otimizagado da separacdo no GC-MS é uma relagao
otima entre a melhora na resolugcdo do pico e a leitura de dados do

espectrémetro.

4.4. Validagéo do procedimento

Definidas as melhores condicbes de separacdo para os compostos
estudados, o passo seguinte foi a avaliagdo do procedimento para analise,

segundo os parametros descritos na sequéncia.

Exemplos das planilhas de calculo do Microsoft Office Excel® 2003
(Microsoft®) com os calculos da validacdo do procedimento, sdo apresentados no
Apéndice 4 para o modelo linear de calibracdo e no Apéndice 5 para o modelo

quadratico de calibragao.

Os dados de cada composto analisado foram transferidos para esta planilha,
considerando o modelo de calibragdo mais apropriado (linear ou quadratico) e os

resultados est&o discutidos a seguir.

4.4.1. Niveis de fortificagdo utilizados

A concentragao final obtida para cada compostos em cada fortificacio,

preparadas conforme o item 3.5, encontra-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Concentracdo, em ng L', para cada composto nos trés niveis de

fortificagao preparadas.

Nivel de Nivel de Nivel de
Fortificacao 1 Fortificagao 2 Fortificagdo 3
Nome Comum Concentracgao Concentragéo Concentragao
(ug L") (ng L") (ng L")
PCBTF 0,71 7,1 14,3
o+m+p Xileno 2,18 21,8 43,6
PCT 0,87 8,7 17,3
3,4-DCBTF 0,84 8,4 16,9
1,2-dicloro-benzeno 0,80 8,0 16,1
Nitrobenzeno 0,77 7,7 15,3
Mononitro 0,77 7,7 15,4
DDVP+Triclorfon 1,62 16,2 32,3
DCPI+Diuron 1,43 14,3 28,7
Dinitro 0,78 7,8 15,7
3,4-DCA 0,73 7,3 14,5
Ketone 0,78 7,8 15,6
Trifluralina 0,77 7,7 15,4
Oxirane 0,80 8,0 16,1
Lindane 0,73 7,3 14,6
Propanil 0,76 7,6 15,2
2,4-D Ester 0,79 7,9 15,8
Clorpirifés 0,77 7,7 15,3
Bromoketal 0,80 8,0 16,0
o~ Endosulfan 0,52 52 10,4

B- Endosulfan 0,24 24 4,7
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4.4.2. Curvas analiticas

A Tabela 10 apresenta as equagdes do modelo matematico de descricdo
das curvas analiticas obtidas para cada composto. Sdo apresentadas as faixas de
concentracdo para as quais cada equacao se refere, bem como o valor do

coeficiente de determinagéo do modelo (r?).

As equacdes obtidas para as curvas analiticas apresentaram, para todos os
pesticidas em estudo, os valores de r> maiores que 0,99, considerado adequados
para analises de residuos de pesticidas (PIMENTEL e BARROS NETO, 1996).
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Tabela 10: Equagbes do modelo de calibracdo, faixa de concentracdo e

coeficiente de determinacéo (r?) os compostos em estudo.

Nome comum Faixa de Equagao do Modelo r

PCBTF 35,7 - 2141,8 y = 16,845x -174,811 0,9984
Xileno 109.9 - 65455 y = 64,285x -407,543 0,9984
PCT 43,3 - 2597,8 y = 70,034x -1635,197 0,9990
3,4-DCBTF 42,2 - 2531 y = 25,724x + 94,58 0,9994
1,2-dicloro-benzeno 40,2 - 2413 y = 25,978x + 863,278 0,9990
Nitrobenzeno 38.3 - 2298 4 y = 38,526x -846,021 0,9989
Mononitro 77 -2310,3 y =0,00048x* + 1,922x -31,45  0,9993
DDVP+Triclorfon 80,8 - 3231,9 y = 0,00278x + 13,38x -544,84  0,9995
DCPI+Diuron 71,7 -4301,5 y = 0,00133x? + 38,248x -1635,70  0,9991
Dinitro 39,2 - 2353,3 y = 0,00076x° + 4,836x + 152,4  0,9953
3,4-DCA 72,6 - 2179,1 y = 91,954x -5419,78 0,9975
Ketone 39-2342,5 y = 14,047x -382,30 0,9978
Trifluralina 38,5 — 1539,2 y =0,00107x° + 9,68x — 51,62  0,9993
Oxirane 40,2 - 2410,8 y =0,00772x° + 35,98x - 239,98  0,9967
Lindane 36,6 - 2195,6 y = 0,00057x + 7,893x — 130,21  0,9975
Propanil 76 - 1520,7 y = 0,01683x% + 1,302x + 1595,70  0,9984
2,4-D Ester 39,4 - 2363,8 y =0,0076x° + 9,058x + 231,39  0,9989
Clorpirifs 38,3 -2295,7 y =0,00183x° + 1,015x + 292,70  0,9959
Bromoketal 39,9 - 2393,6 y =0,00196x° + 12,624x + 65,51  0,9995
a-Endosulfan 26,1 - 1563,4 y =0,00421x° + 8,39x + 296,04  0,9932
B-Endosulfan 11,8 - 709,1 y = 0,02659x% + 3,963x + 227,42  0,9922

n = 60 (10 solugdes analiticas x 6 injegbes cada)
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4.4.3. Linearidade

Na Tabela 11 sao apresentados os valores do calculo de linearidade descrito
no item 2.10.1 , com os valores minimos, maximos e médios para a razao
sinal/concentracdo (S/Q) sobre o coeficiente angular da equagao (para os
modelos lineares y=ax+b). Observa-se que nas curvas lineares foram obtidos
valores maximos maiores que o recomendado pela literatura que é de 5%.
(PRIMEL, 2003; RIBANI et al., 2004).

A falta de linearidade constatada na resposta do equipamento pode ser
devida a ampla faixa de concentracao utilizada ou as caracteristicas do proprio
detector ITD-MS. Este detector, a cada espectro adquirido ao longo do
cromatograma, ajusta automaticamente o tempo de ionizagdo (tempo em que o
filamento esta ligado para ionizagdo das moléculas do eluato da coluna) para
obtencao de espectros de melhor qualidade. Como para menores concentragdes
das solugdes analiticas, o tempo de ionizacdo tende a ser maior para produzir
uma quantidade maior de ions no interior do detector, a falta de linearidade da

resposta pode ser explicada.

O MS poderia operar com tempo de ionizacao fixo, com uma provavel perda
da qualidade espectral em baixas concentragdes, porém como além da
quantificacdo deseja-se fazer a identificagdo simultdnea dos compostos

analisados, optou-se pelo ajuste automatico do tempo de ionizagao.

Portanto, foi feita a analise de varidancia do modelo, para testar sua
significancia, através do teste F, para predigdo de resultados e este foi o critério

final de aceitacdo da equacao de calibragao usada.

Nos casos em que o modelo linear ndo passou no teste F, foi calculada a
equacao quadratica para os dados, e novamente submeteu-se o modelo a analise

de variancia.

As equacbes usadas para analise de variancia estdo descritas no item

2.10.1 e um exemplo da sua aplicagao é mostrado nos Apéndices 4 e 5.

Conforme a Tabela 11, os dados passaram no teste F com 95% de
confianca, para o modelo linear para o PCBTF, Xileno, PCT, 3,4-DCBTF, 1,2-
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Diclorobenzeno, Nitrobenzeno, 3,4-DCA e Ketone.

Os modelos quadraticos propostos para os compostos Mononitro,
DDVP+Triclorfon, DCPI+Diuron, Dinitro, Triflralina, Oxirane, Lindane, Propanil,
2,4-D Ester, Clorpirifés, Bromoketal, a-Endosulfan e p-Endosfan mostraram-se

significativos quando submetidos ao teste F com 95% de confianga.
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Tabela 11: Resumo dos resultados dos calculos de linearidade, calculo dos

residuos emy e do teste F com 95% de confianga.

[100-(Sm/Q x 100)/a| Média Teste F
Residuos (95% conf.)
Min.(%) Max.(%) Média (%) (%)

PCBTF 0,18 8,02 3,10 - OK
o+m+p Xileno 0,22 10,0 3.26 - OK
PCT 0,08 9,65 4,95 - OK
3,4-DCBTF 0,32 12,52 2,52 - OK
1,2-dicloro- OK
benzeno 0,28 25,56 9,13 -

Nitrobenzeno 1,05 14,46 5,58 - OK
Mononitro . . - 5.41 OK
DDVP+Triclorfon ] - - 8,05 OK
DCPI+Diuron . . - 584 OK
Dinitro - - - 5,81 OK
3,4-DCA 0,5 73,8 26,8 - OK
Ketone 0,49 13,4 7,42 - OK
Trifluralina . - ) 3.05 OK
Oxirane . . - 18,34 OK
Lindane - - - 10,84 OK
Propanil - - - 9.63 OK
2,4-D Ester - - - 7.92 OK
Clorpirifos . - - 17,5 OK
Bromoketal . - - 3,4 OK
o-Endosulfan - - - 7,78 OK
B-Endosulfan - - - 11,67 OK

n = 60 (10 solugdes analiticas x 6 injecdes cada)
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4.4.4. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagdo

O Nivel de Fortificagao 1, preparado conforme descrito no item 3.5, apds a
etapa de pré-concentracdo apresenta concentracido equivalente a solucao

analitica numero 2 (ver Apéndice 2).

Os valores de LOD e LOQ foram calculados com as areas obtidas da injegcéo
da solugédo analitica 1 apresentada neste mesmo apéndice. O célculo seguiu a
metodologia descrita no item 2.10.2 e a Tabela 12 apresenta os resultados para

cada composto.

A sensibilidade do MS foi ajustada de forma que as concentragbes da
solugdo analitica 1 produzissem um sinal no minimo 3 vezes maior que o ruido da
linha de base. O ajuste da sensibilidade é feito através da voltagem do
eletromultiplicador e da corrente de emissao do filamento. A relagao sinal/ruido foi

determinada automaticamente pelo Software Saturn GC/MS Workstation.

Para a solugédo analitica 2 o critério o ajuste foi feito de forma a permitir
obtencdo de um sinal no minimo 10 vezes maior que o ruido da linha de base

para cada composto.

Foram ainda analisados amostra em branco (agua destilada e deionizada),
submetidos ao processo de extracao/concentracdo para verificar os LODs
calculados. Para todos os compostos obteve-se sinais menores menores que 0s

correspondentes da solugao analitica 1.
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Tabela 12: Limites de Deteccdo e Limites de Quantificagdo instrumentais e do

procedimento, considerando um fator de pré-concentracéo de 100 vezes, n= 6.

Composto Instrumental Procedimento
(ug L™ (ng L)

LOD LOQ LOD LOQ
PCBTF 30,4 0,10 0,30
o+m+p Xileno 34,5 108,4 0,35 1,08
PCT 47,6 0,15 0,48
3,4-DCBTF 38,0 0,12 0,38
1,2-dicloro-benzeno 11,5 36,2 0,12 0,36
Nitrobenzeno 35,9 112,9 0,36 1,13
Mononitro 21,3 66,8 0,21 0,67
DDVP+Triclorfon 34,5 108,3 0,35 1,08
DCPI+Diuron 32,9 103,4 0,33 1,03
Dinitro 30,4 95,5 0,30 0,96
3,4-DCA 33,7 106,2 0,34 1,06
Ketone 16,6 52,2 0,17 0,52
Trifluralina 29,8 0,09 0,30
Oxirane 12,9 40,4 0,13 0,40
Lindane 29,9 0,10 0,30
Propanil 77,6 243,8 0,78 2,44
2,4-D Ester 11,2 35,1 0,11 0,35
Clorpirifés 24,3 76,3 0,24 0,76
Bromoketal 13,9 43,7 0,14 0,44
a-Endosulfan 15,4 48,3 0,15 0,48
B-Endosulfan 20,6 0,07 0,21




78

4.4.5. Recuperacao

A Tabela 13 apresenta os valores das recuperacbes obtidas, com o
respectivo RSD%, para os niveis de fortificacéo 1, 2 e 3 em agua destilada e para
nivel de fortificacdo 2 em duas matrizes: agua do Rio Taquari e efluente industrial

tratado.

Os compostos PCT, Nitrobenzeno, Mononitro, DDVP+Triclorfon, Ketone,
Trifluralina, Lindane, Clorpifirifés, Bromoketal, a-Endosulfan e pB-Endosulfan,
apresentam recuperacdes e RSD satisfatorios, pois estdo dentro dos valores
aceitos, conforme descrito na literatura para métodos cromatograficos aplicados
para determinacéo de pesticidas (US-EPA, 1995), os quais devem estar entre 70

e 130%, com valores de RSD de + 30% em todas as fortificagcdes.

Os compostos PCBTF e 3,4-DCBTF apresentaram resultados sempre
abaixo do minimo aceito para recuperagado (70%). Porém a uniformidade das
recuperacoes e RSD obtidos nos trés niveis de fortificacdo e nas duas matrizes
testadas, sugerindo a possibilidade de testar a utilizagdo um fator de corregao

para obter a concentragao correta para analises de amostras reais.

O 1,2-diclorobenzeno apresentou recuperacdo abaixo do aceito somente
para o nivel de fortificacdo 1, cuja concentracdo era de 0,8 ug L. Neste nivel de
concentragdo <1 ug L™ a literatura sugere uma faixa mais ampla de aceitagdo
para recuperacao: 50 a 120% (FAO,1999).

O 2,4-Ester apresentou recuperacao baixa na fortificagdo para concentracdo
de 0,79 ug L™ (69,8%) e para concentragéo de 15,8 ug L™ (67,7%).

O Dinitro e o Oxirane apresentaram recuperagdes altas(149,1% e 172,1%)

para o nivel de fortificagdo 1 (0,79 e 0,80 ug L™, respectivamente).

Finalmente observa-se que o DCPI+Diuron, 3,4-DCA e Propanil
apresentaram boas recuperagdes nas fortificagbes em  agua destilada e
deionizada, com excegédo do Propanil para a concentragcdo de 1 x LOQ (n&o
determinado por ficar abaixo do LOQ). Nas fortificagbes com as matrizes
observa-se uma perda de recuperagao para DCPI+Diuron e 3,4-DCA e um

aumento nas recuperacoes de Propanil. As estruturas destes compostos podem
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ser observadas na Tabela 2, e sua similaridade indica que pode estar ocorrendo
interconversdo entre as espécies em algum ponto do procedimento analitico,
muito provavelmente na etapa de separagdo cromatografica, que envolve altas

temperaturas.

A Tabela 14 apresenta uma comparacgao das recuperacdes obtidas para os
compostos em estudo, para um nivel de fortificacdo equivalente em agua
destilada e deionizada, utilizando-se a LLE e a SPE. Para estas condigdes a SPE
se mostrou mais precisa (com valores de RSD menores) em relacédo a LLE,
porém apresentou recuperacbes menores para PCBTF, o+m+p Xileno, 3,4-
DCBTF e DCPI + Diuron.



Tabela 13: Recuperagdes e RSD para os compostos em estudo.
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> Nivelde : Nivelde : Nivelde : Nivelde : Nivelde
Fortificagédo 1 Fortificagado 2 Fortificagdo 3 Fortificagado 2 Fortificagado 2

H,O H,O H,O : Rio Taquari : Efluente
- Rec. RSD : Rec. RSD - Rec. RSD : Rec. RSD : Rec. RSD

) (%) (%) () (%) (%) () (%) (%) (%)

PCBTF . 798 121 603 32 620 79 ;577 49 - 500 7.3
;ﬁ;”nzp 5124,9 32,5 57,7 47 88,0 83 777 9,6 66,6 6,1
PCT 2107,7 14,2 839 52 834 82 783 9,0 71,7 69
3,4-DCBTF 50,6 12,6 57,7 39 62,3 9,2 51,7 85 417 76
12-dicloro- 621 86 988 7.3 974 77 90,6 11,0 859 58
Nitrobenzeno = 93,0 22,8 2114,7 11,3 2111,5 7,3 2122,4 11,3 99,9 69
Mononitro 89,7 20,1 ;128,8 8,5 ;115,6 6,0 5105,9 12,7 ;111,8 6,9
?rIiDc\I/oPr:on 5120,7 14,6 5113,3 9,0 5105,7 7,7 993 125 5102,2 6,7
DCPI+Diuron 948 47 67,4 6,3 764 76 449 78 50,2 6,8
Dinitro 1491 378 1291 83 1193 35 | 794 105 931 77
3,4-DCA 2117,0 20,5 853 9,1 945 51 744 98 61,4 6,1
Ketone 127,7 13,1 107,2 84 101,5 58 102,9 6,6 1072 74
Trifluralina ;108,3 14,3 ;107,6 5,2 924 58 835 65 §1o1,o 10,4
Oxirane 2172,1 36,7 2110,6 6,4 941 70 946 107 923 91
Lindane 109,6 157 112,0 9,9 1114 65 113,1 10,2 1157 87
Propanil . - - 81,7 5,7 86,1 6,2 ;155,3 16,0 ;132,4 9,7
2,4-D Ester 69,8 157 858 4,1 67,7 33 2126,7 12,6 ;118,4 10,2
Clorpirifés 2104,9 16,4 2115,7 2,0 975 6,7 96,3 141 966 127
Bromoketal 937 131 2102,4 5,6 91,8 87 950 99 849 108
a-Endosulfan : 78,8 12,4 ;106,6 6,5 972 68 111,7 10,2 5111,3 11,9
B-Endosulfan 956 13,8 5110,8 7,0 5105,3 9,0 5121,0 9,5 5118,3 10,9

n = 42 (7 extragdes x 6 injecdes)
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Tabela 14: Comparacgao das Recuperacdes e RSD para os compostos em estudo
obtidas com a LLE e a SPE.

LLE SPE
(concentragao equivalente ao Nivel (Nivel de Fortificagao 2
de Fortificagao 2 em H,0) em H,0)
n = 48 (16 extracdes x 3 injecdes) n =42 (7 extragdes x 6 injecdes)
Rec. RSD Rec. RSD
(%) (%) (%) (%)
PCBTF 74,6 8,9 60,3 3,2
o+m+p Xileno 87,5 15,3 57,7 4,7
PCT 88,6 10,1 83,9 52
3,4-DCBTF 85,0 11,4 57,7 3,9
1.2-disloro- 96,8 16,3 98,8 7,3
Nitrobenzeno 108,1 16,4 114,7 11,3
Mononitro 104,0 9,6 128,8 8,5
'[I')rIiDc\I/oPr:on 106,8 12,0 113,3 9,0
DCPI+Diuron 100,7 12,3 67,4 6,3
Dinitro 100,8 10,6 129,1 8,3
3,4-DCA 90,0 10,3 85,3 9,1
Ketone 101,1 14,8 107,2 8,4
Trifluralina 100,9 10,5 107,6 5,2
Oxirane 103,1 9,1 110,6 6,4
Lindane 102,9 10,4 112,0 9,9
Propanil 100,9 16,1 81,7 57
2,4-D Ester 100,0 13,9 85,8 4.1
Clorpirifés 99,1 15,4 115,7 2,0
Bromoketal 105,0 13,6 102,4 5,6
o-Endosulfan 102,5 14,0 106,6 6,5

B-Endosulfan 97,9 11,4 110,8 7,0
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4.4.6. Precisao

A repetitividade do instrumento foi avaliada pela injecdo das 10 solugbes
analiticas 6 vezes cada uma. A Tabela 14 apresenta os resultados com o0 minimo

€ 0 maximo observado entre os 10 pontos e com a média entre estes.

Apresentaram valores de RSD acima do recomentado pela literatura os
compostos DDVP+Triclorfon, Propanil e 2,4-Ester. Os demais compostos

apresentaram o RSD dentro do aceitavel que deve ser <15% (CAUSON, 1997).

A avaliagdo da repetitividade do procedimento e da preciséo
intermediaria do procedimento foi executada conforme descrito nos itens 3.9.2.5

e 3.9.2.6, respectivamente e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 15.

Para todos os compostos analisados os valores de repetividade e precisao
intermediaria ficaram dentro de recomendado pela literatura, que €, para ambos
<15% (CAUSON, 1997; RIBANI, 2004).
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Tabela 15: Valores de RSD para 6 injegcbes de cada uma das 10 solugdes

analiticas.
Composto RSD (%)
Faixa de Variagao Média

PCBTF

3,5 8,9 6,9
o+m+p Xileno

4,9 9,5 7,5
PCT

6,0 10,9 7.8
3,4-DCBTF

6,0 9,7 8,2
1,2-dicloro-benzeno

4,5 10,8 7,7
Nitrobenzeno

3,1 14,5 8,4
Mononitro

4,7 14,9 8,4
DDVP+Triclorfon

16,7 39,7 25,5
DCPI+Diuron

3,0 12,5 7,2
Dinitro

5,0 14,6 9,2
3,4-DCA

2,9 17,0 8,9
Ketone

4,5 14,3 7,0
Trifluralina

54 12,5 8,3
Oxirane

3,8 12,4 6,7
Lindane

3,9 14,8 6,3
Propanil

7,0 45,3 27,4
2,4-D Ester

21,9 48,0 29,2
Clorpirifés

0,5 16,5 5,0
Bromoketal

3,7 14,9 6,4
a-Endosulfan

3,6 15,0 9,7
B-Endosulfan

4,1 14,6 10,1

n = 60 (10 solugdes analiticas x 6 injegdes cada)



84

Tabela 16: Resultados da avaliagao da repetitividade e da precisdo intermediaria

do procedimento.

Composto Nivel de Repetitividade Preciséo Intermediaria
Fortifcagdo 2 Recuperagdo  RSDr Recuperacdo  RSDpi
(ng L™ (%) (%)
PCBTF 71 60,3 3,2 52,7 50
o+m+p Xileno 21,8 57,7 4,7 58,0 8,5
PCT 8,7 83,9 52 73,5 1,3
3,4-DCBTF 8,4 57,7 3.9 46,4 55
1,2-dicloro-benzeno 8,0 98,8 7,3 101,0 11,6
Nitrobenzeno 7.7 114,7 11,3 118,7 5,8
Mononitro 7,7 128,8 8,5 110,2 7,2
DDVP+Triclorfon 16,2 113,3 9,0 117,0 5,3
DCPI+Diuron 14,3 67,4 6,3 65,1 13,1
Dinitro 7,8 129,1 8,3 108,4 4,8
3,4-DCA 7,3 85,3 9,1 77,2 1,4
Ketone 7,8 107,2 8,4 99,6 5,8
Trifluralina 7,7 107,6 5,2 96,8 10,4
Oxirane 8,0 110,6 6,4 107,7 11,1
Lindane 7,3 112,0 9,9 104,5 7,9
Propanil 7.6 81,7 5,7 97,7 11,9
2,4-D Ester 7.9 85,8 4.1 90,1 7.1
Clorpirifés 7,7 115,7 2,0 89,2 6,2
Bromoketal 8,0 102,4 5,6 93,3 7,2
a-Endosulfan 5,2 106,6 6,5 111,4 5,4
B-Endosulfan 2,4 110,8 7,0 107,9 5,0

Obs.: n = 42 (7 extracbes x 6 injegcdes) para RSDr e n = 9 (3 extragbes x 3
injecdes para RSDy;
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4.5. Aplicacao do procedimento desenvolvido

O procedimento desenvolvido foi aplicado para determinar se as matrizes
apresentavam algum nivel de concentragdo dos compostos analisados. Os

resultados obtidos para estas amostras encontram-se na Tabela 16.

Nenhum dos compostos do estudo foi detectado nas duas amostras
utilizadas como matrizes nos testes de fortificacbes. No Rio Taquari, que é
regularmente monitorando utilizando a LLE e a quantificagdo por GC-MS néo se

encontram historicamente, concentragdes destes compostos.

E o no caso Efluente Industrial Tratado, que também €& regularmente
monitorado utilizando-se a LLE e a GC-MS, a amostra foi coletada em um periodo

em que a contaminacao do efluente estava bastante baixa.

Desta maneira foram obtidas as duas matrizes para os testes de fortificagao,

praticamente isentas dos analitos de interesse.

O procedimento desenvolvido foi aplicado para determinagcao dos compostos
em 5 amostras coletadas em diferentes pontos do Rio Taquari e em cinco
amostras de efluente industrial tratado, coletados em dias diferentes, os
resultados obtidos s&o apresentados nas Tabelas 17 e 18, respectivamente. No
Apéndice 6 é apresentado um cromatograma para uma amostra de efluente
industrial tratado que apresentou contaminacao com Xileno, bem abaixo do limite
permitido para este composto: 300 ug L™ (MILENIA, 2004).

A partir dos resultados analiticos do efluente industrial, sdo feitos ajustes nos
parametros operacionais da estagcao de tratamento e efluentes para atender os
parametros exigidos. Nos casos em que a estagdo de tratamentos ndo tem
capacidade para remocdo do composto de interesse, sdo tomadas medidas
corretivas no processo industrias para reducao/eliminacdo do efluente bruto, ou
ainda a segregacao deste, que é posteriormente sofre outras tipo de destinagao

final, como por exemplo incineragao.



Tabela 17: Resultados analiticos para as matrizes usadas nas fortificagoes.

Composto Concentragdo (ug L™)
Amostra do Rio Taquari Amostras de Efluente Tratado
28/05/04 01/09/04

PCBTF

n.d. n.d.
o+m-+p Xileno

n.d. n.d.
PCT

n.d. n.d.
3,4-DCBTF

n.d. n.d.
1,2-dicloro-benzeno

n.d. n.d.
Nitrobenzeno

n.d. n.d.
Mononitro

n.d. n.d.
DDVP+Triclorfon

n.d. n.d.
DCPI+Diuron

n.d. n.d.
Dinitro

n.d. n.d.
3,4-DCA

n.d. n.d.
Ketone

n.d. n.d.
Trifluralina

n.d. n.d.
Oxirane

n.d. n.d.
Lindane

n.d. n.d.
Propanil

n.d. n.d.
2,4-D Ester

n.d. n.d.
Clorpirifos

n.d. n.d.
Bromoketal

n.d. n.d.

-Endosulf:

-Endosuttan n.d. n.d.

-Endosulf
B-Endosulfan n.d. n.d.




87

Tabela 18: Valores de concentracdo, em ng L™, dos compostos estudados

encontrados em cinco amostras de agua do Rio Taquari.

Composto

Concentragao (ug L)

PCBTF
o+m+p Xileno
PCT
3,4-DCBTF

Mononitro

DDVP+Triclorfon

DCPI+Diuron
Dinitro
3,4-DCA
Ketone
Trifluralina
Oxirane
Lindane
Propanil
2,4-D Ester
Clorpirifos
Bromoketal
o-Endosulfan

B-Endosulfan

n.d.
<LOQ

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
<LOQ

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
<LOQ

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
<LOQ

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
<LOQ

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
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Tabela 19: Valores de concentracdo, em ng L™, dos compostos estudados

encontrados em cinco amostras de efluente industrial tratado.

Composto Amostra Saida pra o Rio, Concentragéo (ug L'1)
12/05/04 21/05/04 25/05/04 04/06/04 08/06/04

PCBTF n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
o*m+p Xileno 16 16 2.0 2.3 15
PCT n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4-DCBTF n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Mononitro <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
DDVP+Triclorfon n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DCPI+Diuron n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Dinitro n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,4-DCA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ketone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Trifluralina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Oxirane n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Lindane n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Propanil <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2,4-D Ester n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Clorpirifos n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Bromoketal n.d. <LOQ n.d. <LOQ n.d.
a-Endosulfan n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B-Endosulfan n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o procedimento
analitico proposto é eficiente considerando as recuperagdes obtidas e preciso
considerando os estudos de repetitividade para determinagcdo de PCT,
Nitrobenzeno, Mononitro, DDVP+Triclorfon, Ketone, Trifluralina, Lindane,
Clorpifirifés, Bromoketal, a-Endosulfan e pB-Endosulfan em amostras de efluente

industrial tratado e de agua de superficie

Os resultados obtidos para o PCBTF e o 3,4-DCBTF, que apresentaram
resultados sempre abaixo do minimo aceito para recuperagéao (70%), requerem
uma otimizagdo do procedimento experimental ou a validacdo de uma
metodologia usando fator de corregdo para determinagcdo da concentragao real

destes compostos.

Os compostos 1,2-diclorobenzeno, 2,4-D Ester, Dinitro e o Oxirane
apresentaram recuperagdes baixas nas menores concentragdes, sugerindo a
necessidade de reavaliar o limite de deteccéo obtido e/ou os volumes de amostra
e de extrato final obtido, para situar a resposta destes analitos em um ponto mais

alto da curva de calibragao, possivelmente melhorando suas recuperacgoes.

Da mesma maneira o procedimento tera de ser otimizado para determinagao
dos compostos DCPI+Diuron, 3,4-DCA e Propanil, que apresentaram problemas
de recuperagdo nas matrizes fortificadas, o que sugere a ocorréncia de uma
reagcao durante a preparagao da amostra ou a degradagao térmica, devido as

altas temperaturas usadas na separagao cromatografica e na deteccao.

Comparando as recuperagdes obtidas para o Nivel de Fortificacédo 2, é
possivel verificar que a SPE levou a resultados muito semelhantes a LLE, com
valores menores de RSD, indicando que a técnica € aceitavel para substituicdo da
LLE nas analises de rotina para concentragdes equivalentes as testadas, com
ressalva feita aos compostos PCBTF, o+m+p Xileno, 3,4-DCBTF e DCPI +
Diuron. Pare estes compostos o resultado deve ser cuidadosamente avaliado em

relagdo ao parametro de controle adotado, considerando a recuperacao obtida na
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avaliacdo da concentragao real do analito no Corpo Receptor ou no Efluente

Tratado.

O procedimento desenvolvido se mostrou rapido e econdmico, permitindo a
preparacdo simultdnea de até 8 amostras, além das reduc¢des da quantidade de
solvente utilizado em relacéo a extracao liquido-liquido, da redugao do tempo total
de analise, da vidraria utilizada na analise e consequentemente da necessidade

de limpeza e descontaminagdo da mesma.

Para o processo de validagdo foram adotadas as etapas e o numero de
replicatas e injegbes propostas na literatura (EURACHEM, 1998; INMETRO,
2003; RIBANI et al., 2004), de forma a obter dados suficientes para avaliar
estatisticamente os resultados obtidos. O numero de replicatas e de injegbes de
cada replicata (n= 42, 7 replicatas x 6 inje¢des cada), demandou uma quantidade
muito grande de inje¢des e de tempo de uso continuo do GC-ITD-MS/MS nao
levando a melhora significativa nos resultados finais obtidos em comparagao aos
resultados obtidos com n=9 (3 extragdes e 3 injegdes de cada) descrito em artigos

pesquisados na revisao da literatura para embasamento deste trabalho.

Com base na avaliagao realizada o método analitico proposto se mostrou
adequado para monitoramento dos compostos no efluente tratado e nos corpos
d'agua receptores deste efluente, desde que observadas as limitagdes
apresentadas para alguns compostos, e ressaltando-se que o uso do GC-ITD-
MS/MS da a informacdo sobre a identidade do composto e apresenta uma
excelente seletividade, tornando bastante confidvel o processo analitico,
dispensando outros procedimentos de confirmacdo dos analitos, além da

comparagao com os padrdes analiticos usados na calibracao.

A aplicacdo do procedimento desenvolvido para controle da qualidade do
efluente final tratado e das aguas de superficie receptores deste efluente em
substituicdo a LLE, devido as rapidez na preparacdo das amostras, permitira um
controle mais eficaz da estagdo de tratamento de efluentes, permitindo ajustes
corretivos em menor tempo, e um melhor gerenciamento das correntes de
efluentes gerados na fabrica, reduzindo o risco de contaminacdo ambiental nos
corpos receptores. Uma avaliagao inicial demonstrou que devido as reducdes no

consumo de reagentes, na limpeza e material e na geragdo de residuos, no
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procedimento de extragdo por SPE representa uma economia de 25% no custo

dos materiais e reagentes utilizados, sem contabilizar os custos de mao-de-obra.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

¢ Investigar o efeito tempo de ionizagdo sobre a linearidade das curvas

analiticas;

e Testar maiores razdes de concentragdo para obtengdo de menores

LODs e LOQs (menor volume final e/ou maior volume de amostra);
e Investigar a estabilidade dos analitos retidos no sorvente;

e Testar cartucho Nexus com analitos mais polares, ex. 2,4-D acido.
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APENDICES

Apéndice 1:

Tipos de espectrometros de massas:
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Apéndice 2:

Tabela 1: Preparacao da solucéo estoque e das solugdes intermediarias A, B, C e D.
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Solugéo Estoque

Solucéo Intermediaria A

Solugéo Intermediaria B

Solucdo Intermediaria C  Solugao Intermediaria D

Solugao Usada - Sol. Estoque Sol. Estoque Sol. Estoque Sol. Int. A
Volume medido (mL) - 10 10 1 10
Volume da solugdo (mL) 100 100 100 100 100
Composto mg L mg L mg L mg L ug/L
PCBTF 142,8 14,3 1,43 0,143 1428
xyleno (o+m+p) 436,4 43,6 4,36 0,436 4364
PCT 173,2 17,3 1,73 0,173 1732
3,4-DCBTF 168,7 16,9 1,69 0,169 1687
1,2-Diclorobenzeno 160,9 16,1 1,61 0,161 1609
Nitrobenzeno 153,2 15,3 1,53 0,153 1532
Mononitro 154,0 15,4 1,54 0,154 1540
DDVP+Triclorfon 323,2 32,3 3,23 0,323 3232
DCPI + Diuron 286,8 28,7 2,87 0,287 2868
Dinitro 156,9 15,7 1,57 0,157 1569
3,4-DCA 145,3 14,5 1,45 0,145 1453
Ketone 156,2 15,6 1,56 0,156 1562
Trifluralina 153,9 15,4 1,54 0,154 1539
Oxirane 160,7 16,1 1,61 0,161 1607
Lindane 146,4 14,6 1,46 0,146 1464
Propanil 152,1 15,2 1,52 0,152 1521
2,4-D Ester 157,6 15,8 1,58 0,158 1576
Chlorpyrifos 153,0 15,3 1,53 0,153 1530
Bromoketal 159,6 16,0 1,60 0,160 1596
Endosulfan | 104,2 10,4 1,04 0,104 1042
Endosulfan Il 47,3 4,7 0,47 0,047 473




Tabela 2: Preparacao das solug¢des analiticas da curva de calibragdo de 1 a 10.

Ponto da curva 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Solugao Intermediaria C C B B C C B B B B
Volume medido (mL) 5 5 1 2 15 20 5 2 10 15
Volume da solug&o (mL) 200 10 100 100 100 50 100 25 100 100
Composto Concentragdes, pg L
PCBTF 35,7 71,4 143 286 428 571 714 1142 1428 2142
xylene (o,m,p) 109,1 218,2 436 873 1309 1745 2182 3491 4364 6546
PCT 43,3 86,6 173 346 520 693 866 1385 1732 2598
3-4-DCBTF 42,2 84,4 169 337 506 675 844 1350 1687 2531
1,2-Diclorobenzen 40,2 80,4 161 322 483 643 804 1287 1609 2413
NitroBenzeno 38,3 76,6 153 306 460 613 766 1226 1532 2298
MONONITRO 38,5 77,0 154 308 462 616 770 1232 1540 2310
DDVP + Triclorfon 80,8 161,6 323 646 970 1293 1616 2586 3232 4848
DCPI+Diuron 71,7 143,4 287 574 860 1147 1434 2294 2868 4302
DINITRO 39,2 78,4 157 314 471 628 784 1255 1569 2353
3,4 DCA 36,3 72,6 145 291 436 581 726 1162 1453 2179
KETONE 39,0 78,1 156 312 469 625 781 1249 1562 2343
TRIFLURALINA 38,5 77,0 154 308 462 616 770 1231 1539 2309
OXIRANE 40,2 80,4 161 321 482 643 804 1286 1607 2411
LINDANE 36,6 73,2 146 293 439 585 732 1171 1464 2196
PROPANIL 38,0 76,0 152 304 456 608 760 1217 1521 2281
2,4-D-Ester 39,4 78,8 158 315 473 630 788 1261 1576 2364
Chlorpyrifos 38,3 76,5 153 306 459 612 765 1224 1530 2296
BROMOKETAL 1 39,9 79,8 160 319 479 638 798 1277 1596 2394
ENDOSULFAN 26,1 52,1 104 208 313 417 521 834 1042 1563
ENDOSULFAN I 11,8 23,6 47,3 94,5 142 189 236 378 473 709
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Apéndice 3:

Cromatogramas e espectros de massas no modo de aquisi¢do Full Scan e MS-MS

para a Trifluralina demonstrando o ganho na relagao sinal ruido no modo MS/MS.
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Apéndice 4

Planilha do Microsoft Excel usada para calculo dos resultados para o modelo de

curva analitica linear.
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CURVA DE CALIBRACAO
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Instrumento (ug/L)

Fator de Concentragéo

Método (ug/L)

Faixa de Trabalho 43,3 2597,8 100 0,43 25,98
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| 4
v 6014
100000 150000 - 40 * e
N 204 -
50000 100000 - [
- 001+ —————————————— — — — - — -
0j0 5000 10000 15000 20000 25000 3000,0
50000 - M X 20
0 T T T T T ! "B
00 5000 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 w -4,0
L]
0 6,0
-50000 0,0 5000 10000 15000 20000 2500,0 ~ 3000,0
TQA 5 TQA 4 TQA 3 TQA 2 TQA_1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
xi 0 0 43,3 86,6 173,2 346.4 519,5 692,7 865.9 1385,5 2597,8 Total
y 1 0 2925 5418 10330 20623 30507 42963 53391 86329 164305
2 0 2985 5232 10450 20623 33442 42162 50856 90176 168749
3 0 2679 5119 9560 20305 32039 44351 48606 88373 177715
4 0 3608 6003 11721 25510 36821 48087 56991 102170 186210
5 0 3184 5489 11868 23081 36689 49033 58597 96747 189674
6 0 2753 7065 12020 22718 36199 49135 57219 97807 193459
7 0 3536 5743 11712 23928 36702 48871 57896 106056 192412
8 0
9 0
Média 0 3096 5724 11094 22398 34628 46372 54794 95380 181789
Repetitividade do Instrumento (Injecdes)
B 337,3 6134 893,1 1823,5 2417.8 2861.8 3596,8 6823,7 10843.6 Média
RSD 10,9 10,7 8,0 8,1 7,0 6,2 6,6 7.2 6,0 7.8
10,9 10,7 8,0 8,1 7,0 6,2 6,6 7.2 6,0
Teste de Linearidade (Calculo dos Residuos)
((S- b)/(Q*100))/a) 102,09 94,39 91,47 92,33 95,17 95,58 90,35 98,30 99,92 Média
((S- b)/(Q*100))/a)-100 2,1 5,6 8,5 7.7 4,8 44 9,6 1,7 0.1 5,0
Parametros da Curva de Calibt
a= 70,0343
b= -1635,1967
¢= 0,9990
Teste F
Total y 0 21670 40069 77661 156788 242399 324602 383556 667658 0 1272524 3186927
1,6121E+11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"
xir2 0 1874,890 7497,83  29991,31 119972,173 269932,19 479888,694 749817,417 1919527,04 0 6748357,07
yr2 0 8555625 29354724 106708900 425308129 930677049 1845819369 2850598881 7452696241 0 2,6996E+10
0 8910225 27373824 109202500 425308129 1118367364 1777634244 2586332736 8131710976 0 2,8476E+10
0 7177041 26204161 91393600 412293025 1026497521 1967011201 2362543236 7809787129 0 3,1583E+10
0 13017664 36036009 137381841 650760100 1355786041 2312359569 3247974081 1,0439E+10 0 3,4674E+10
0 10137856 30129121 140849424 532732561 1346082721 2404235089 3433608409 9359982009 0 3,5976E+10
0 7579009 49914225 144480400 516107524 1310367601 2414248225 3274013961 9566209249 0 3,7426E+10
0 12503296 32982049 137170944 572549184 1347036804 2388374641 3351946816 1,1248E+10 0 3,7022E+10
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Soma 0 67880716 231994113 867187609 3535058652 8434815101 1,511E+10 2,1107E+10 6,4007E+10 0 2,3215E+11 3,4551E+11
Soma/ n level 0 67084128,6 229360680 861604417 3511782421 8393896457 1,5052E+10 2,1016E+10 6,3681E+10 0 2,3133E+11 3,4414E+11
n 9 7 7 7 7 7 7 7 7 0 7 63
n*xi 0 303,099993 606,129972 1212,25995 2424,58997 3636,84992 4849,17993 6061,43988 9698,2898 0 18184,3201 46976,1595
n * xir2 0 13124,2294 52484,7919 209939,17 839805,214 1889525,33 3359220,86 5248721,92 13436689,3 0 47238499,5 72288010,3
X * somay 0 938310,978 3469574,55 134493314 54306658,8 125938398 224864786 332128805 925020110 0 3305711959 4985827933
b= 70,0343
nt= 63 numero total de observagoes
ni = 7 repeticdes no nivel n
p= 2 parametros do modelo
k= 9 niveis de variavel x
Source of Degrees of MS F Test
Variation Freedom
Due to regression SSreg = 1,8275E+11 1 MS reg 1,8275E+11 MSreg/MSr 7207 Pass
Lack of fit SSlof = Bt 7 MSlof 25241476 MSlof/MSpe 0,99
Pure Error SSpe = 1370124654 54 MSpe 25372678,8 DFpe = 54 INVF(prob;DFlof;DFpe)
DFlof = 7
Residues SSr= Rt 61 MSr 25357622,7 F Tab 0,1 1,83 Pass
F Tab 0,05 2,18 Pass
Total Sst = 1,843E+11 62 F Tab 0,01 2,99 Pass
% da variagdo explicada: 99,16 0,9990
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Calculo da Incerteza da Regresséo

média d = desvio vertical = y-ycalc
Nivel X y Xy x"2 ycalc y-ycalc d dr2
Incluir o zero? = n 0
n= 9 433 3096 134044 1875 1397 1698,4 1698,4 2884644 1
9 86,6 5724 495654 7498 4429 1295,1 1295,1 1677197 2
173,2 11094 1921333 29991 10493 601,1 601,1 361295 3
346,4 22398 7758094 119972 22623 -224,3 -224,3 50316 4
519,5 34628 17991200 269932 34751 -122,7 -122,7 15059 5
692,7 46372 32123541 479889 46880 -508,7 -508,7 258753 6
865,9 54794 47446972 749817 59009 -4215,2 -4215,2 17768120 7
1385,5 95380 132145730 1919527 95395 -15,6 -15,6 242 8
0,0 0 0 0,0 0,0 0 9
2597,8 181789 472244566 6748357 180297 1491,9 1491,9 2225849 10
y = mx+b 6710,9 455275,286 712261133 10326859 455275,2857 -2,18279E-10 0 25241476
y=ax+b
D= dv-pd(y)
47905818,1  1898,9274
m= dv-dp(m)= Encontrando a incerteza em x com a Eq. 5-15
70,0343 0,8231 Numero de valores repetidos de y medido(k) =
b= dv-dp(b) = y medido = 7
-1635,1967 881,6543 38496 Incerteza em x =
x calculado 13,8 241 %
2= 0,9990 573,02
Célculosdo DL, LDelLQ eRL Volume de Amostra 100 mL
Volume Final do Extrato 1mL
SIN Colins INMETRO Eurachem  Guid. (p.43) CUADROS Observagdes Injecédo do Menor Padréao
Instrumental Bc Pd t7.0,005= 1,89 9 R=a+bc Conc. = 43,3 ug/L
DL - 23,9 R=y Areas(y) X calc
LD 43,3 41,5 30,8 15,14 2,6 31,35 76,1 a=b 1 2925 65,1
LQ 86,6 125,9 36,7 47,6 8,7 - - b=a 2 2985 66,0
RL 86,6 c=Xx 3 2679 61,6
Guidelines = t vem dos pontos da curva 4 3608 74,9
SIN Colins INMETRO Eurachem  Guid. (p.43) CUADROS Considerar em sinal, ou seja 5 3184 68,8
Tedrico Bc Pd t7.0,005= 1,895 9 o sinal que produz resposta 0 6 2753 62,7
DL - 0,24 7 3536 73,8
LD 0,43 0,42 0,31 0,15 0,03 0,31 0,76 8
LQ 0,87 1,26 0,37 0,48 0,09 - - 9
RL 0,87 s= 337,3 4,817
INTERFERENCIA DA EXTRACAO NA RESPOSTA DO PADRAO
BRANCO EXTRAIDO Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1 206 667 501 134 94 561 269 26,3 32,9 30,5 25,3 24,7 314 27,2
2 462 538 187 459 396 228 442 29,9 31,0 26,0 29,9 29,0 26,6 29,7
3 195 497 149 455 197 113 634 26,1 30,4 255 29,8 26,2 25,0 324
4 30 172 497 402 314 192 23,8 25,8 30,4 29,1 27,8 26,1
5 140 283 325 89 25,3 27,4 28,0 24,6
6 859 321 35,6 27,9
7
8
9
Média 315,333333 431 332 363 229 304 325 27,9 29,5 28,1 28,5 26,6 27,7 28,0
s= 302 200 166 155 154 190 193 43 29 24 22 22 2,7 238
MEDIA 334 28,0
S= 196 0,9
RSD = 58,8 3,11
BRANCO EXTRAIDO, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7 1 2 4 5 6 7
1 61326 60452 61297 51556 51484 51500 50797 899,0 886,5 898,6 759,5 758,5 758,7 7487
2 60154 59278 60742 50960 50684 52934 49563 882,3 869,8 890,7 751,0 7471 7792 731,0
3 58328 58505 60401 52806 51022 53858 50547 856,2 858,7 885,8 7774 751,9 792,4 7451
4 58470 62428 59226 52338 52046 52496 51018 858,2 914,7 869,0 770,7 766,5 7729 751,8
5 60589 59347 60987 51384 52258 53675 50463 888,5 870,7 894,2 757,0 769,5 789,8 743,9
6 59529 59729 56801 50815 52878 52892 50632 873,3 876,2 834,4 7489 778,4 778,6 746,3
7
8
9
Média 59732,6667 59957 59909 51643 51729 52893 50503 876,3 8794 8788 760,7 762,0 7786 7445
s= 1188 1367 1682 783 819 854 501 17,0 19,5 24,0 1,2 1,7 12,2 7.2
MEDIA 55195 811,5
S= 4267 63,2
RSD = 7,7 7,78
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
X Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m) (d-d(m))"2
1 53391 785,7 876,3 F. Calc. = 0,77 sp= 59,45 90,6 84,8 719431
2 50856 749,5 879,4 (vogel p. 116) tCalc = 0,18 129,9 124,2 15428,58
3 48606 77,4 878,8 161,4 155,7 24230,26
4 56991 837,1 760,7 F.Tabel.0,10 3,05 pass t.Tabel.0,10 : 1,78 pass -76,4 -82,1 6739,05
5 58597 860,0 762,0 F.Tabel.0,05 4,28 pass t.Tabel.0,05 : 2,18 pass -98,1 -103,8 10774,95
6 57219 840,4 778,6 F.Tabel.0,01 8,47 pass t.Tabel.0,01 = 3,05 pass -61,8 -67,5  4557,38
7 57896 850,0 7445 -105,6 -111,3  12385,30
8
9
Média 54794 806 811 Soma d 40,1 81309,84
S 3885,0 55,5 63,2 Média d 5,73
RSD 7,09 6,88 7,78 n= 7
= 7 7 sd 116,41
gl= 6 6 tcalc = 0,130
t.Tabel.0,10 : 1,94 pass
t.Tabel.0,05 : 2,45 pass
t.Tabel.0,01 : 3,71 pass
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Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 86,6 86,6 86,6 86,6 86,6 86,6 86,6 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87 0,87
Areas | Conc.
Replicatas 1 2 5 6 7 1 2 4 5 6 7
Injegdes 1 4617 3594 5987 5275 5636 4764 0,89 0,75 1,09 0,99 1,04 0,91
2 4329 3566 5407 4929 5929 4696 0,85 0,74 1,01 0,94 1,08 0,90
3 5090 3253 5371 5457 5331 3972 0,96 0,70 1,00 1,01 0,99 0,80
4 5065 3141 5659 4701 5812 5048 0,96 0,68 1,04 0,90 1,06 0,95
5 4002 3596 5528 5101 6006 4968 0,80 0,75 1,02 0,96 1,09 0,94
6 4792 3215 5411 5755 6131 5097 0,92 0,69 1,01 1,06 1,11 0,96
7
8
9
Média 4649 3394 5561 5203 5808 4758 0,90 0,72 1,03 0,98 1,06 0,91
s= 427 213 234 377 288 416 0,06 0,03 0,03 0,05 0,04 0,06
MEDIA 4895 0,93
S= 855,5 0,12
RSD = 17,48 13,2
Recovery (%) 103,6 82,9 118,7 112,8 122,7 105,4
Mean Recovery (%) 107,7
Estimativa da Incerteza = + 0,129 ug/L n= 6
(Intervalo de Confianga) 13,8 % gl (n-1)= 5 Expressdo do Resultado = 0,93 + 0,129 ug/L
t(0,05:gl)= 2,57
ou 0,93 ug/L +13,8%
Fortificagdo 1 0x LOQ
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66
Areas Conc.
Replicatas 1 2 4 5 6 7 1 2 4 5 6 7
Injecdes 1 56383 49721 51576 46628 44697 49044 48648 8,28 7,33 7,60 6,89 6,62 7,24 7,18
2 56462 48328 47228 46939 42865 48215 48547 8,30 7,13 6,98 6,94 6,35 7,12 717
3 55174 52346 49688 48988 46220 49239 48167 8,11 7,71 7,33 7,23 6,83 7,26 71
4 55225 49510 49220 49358 44779 48607 47495 8,12 7,30 7,26 7,28 6,63 717 7,02
5 55212 49836 47754 49164 46345 45444 48760 8,12 7,35 7,05 7,25 6,85 6,72 7,20
6 54634 51603 49883 49304 45386 48112 47986 8,03 7,60 7,36 7,27 6,71 7,10 7,09
7
8
9
Média 55515 50224 49225 48397 45049 48110 48267 8,16 7,40 7,26 7,14 6,67 7,10 7,13
s= 737 1477 1570 1260 1275 1379 480 0,11 0,21 0,22 0,18 0,18 0,20 0,07
MEDIA 49255 7,27
S= 3192,0 0,45
RSD = 6,48 6,3
Recovery (%) 94,2 85,5 83,9 82,5 77,0 82,0 82,3
Mean Recovery (%) 83,9
Estimativa da Incerteza = + 0,421 ug/L n= 7
(Intervalo de Confianga) 58 % gl (n-1)= 6 Express&o do Resultado = 7,27 + 0,421 ug/L
t(0,05;g1)= 2,45
ou 7,27 ug/L £5,8 %
Fortificagéo 20x LOQ
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 1731,8 1731,8 1731,8 1731,8 1731,8 1731,8 1731,8 17,32 17,32 17,32 17,32 17,32 17,32 17,32
Areas Conc.
Replicatas 1 2 5 6 7 1 2 4 5 6 7
Injegdes 1 102939 109156 101562 106941 99673 84882 94157 14,93 15,82 14,74 15,50 14,47 12,35 13,68
2 99375 106090 101104 107833 101763 80072 89923 14,42 15,38 14,67 15,63 14,76 11,67 13,07
3 103326 109246 103014 112272 99632 82692 89389 14,99 15,83 14,94 16,26 14,46 12,04 13,00
4 100485 107039 100451 112361 99589 82268 87713 14,58 15,52 14,58 16,28 14,45 11,98 12,76
5 96475 108138 103646 112932 98807 84171 88303 14,01 15,67 15,03 16,36 14,34 12,25 12,84
6 101310 115676 105102 112450 101140 84861 89798 14,70 16,75 15,24 16,29 14,67 12,35 13,06
7
8
9
Média 100652 109224 102480 110798 100101 83158 89881 14,61 15,83 14,87 16,05 14,53 12,11 13,07
s= 2527 3388 1753 2667 112 1867 2268 0,36 0,48 0,25 0,38 0,16 0,27 0,32
MEDIA 99470 14,44
S= 9555,8 1,42
RSD = 9,61 9,8
Recovery (%) 84,3 91,4 85,8 92,7 83,9 69,9 755
Mean Recovery (%) 83,4
Estimativa da Incerteza = + 1,312 ug/L n= 7
(Intervalo de Confianga) 91 % gl (n-1)= 6 Expressdo do Resultado = 14,44 + 1,312 ug/L
t(0,05;gl)= 2,45
ou 14,44 ug/L + 9,1 %
Mean Total Recovery (%) 91,7
Mean RSD (%) 9,8




PCT
06_02

CURVA DE CALIBRACAO

Instrumento (ug/L)

Fator de Concentragao

Método (ug/L)

Faixa de Trabalho 43,3 2597,8 100 0,43 25,98
Faixa Linear de Reposta
200
200000 250000 .
y = 65,525x - 2461,5
180000 R?=0,9954
15,0 .
160000 200000
[
140000 ¥ 10,0
120000 150000
§ oo
100000 50
- . .
80000 100000 A X - .

o & 001 ——————— ——— — — — — — — — —
60000 4 00 5000 10000 1500,0 20000 2500,0 3000,0
40000 50000

y !
20000 ] =
L
0 0 - T T T T " 100
00 5000 10000 15000 20000 2500,0 3000,0 0,0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 '
TQA_S TQA_4 TQA_3 TQA_2 TQA_1
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10
xi 0 0 433 86,6 173,2 346,4 519,5 865,9 1385,5 1731,8 25978 Total
y 1 0 3202 5298 13054 18962 32608 43107 95473 111782 185881
2 0 3414 6590 11174 23137 26582 48964 91214 110919 185608
3 0 2823 4908 10311 16235 32244 50115 93545 115436 193766
4 0 2836 4503 11015 16898 28106 44285 79762 92060 135476
5 0 3324 5826 11156 21280 36566 54084 83856 101427 173229
6 0 2525 4759 10079 14335 41357 48317 81570 101600 167401
7 0
8 0
9 0
Média 0 3021 5314 11132 18475 32911 48145 87570 105537 173560
Repetitividade do Instrumento (Injecdes)
sD 315,8 709,6 956,8 3013,4 4972,8 3654,5 6085,4 7958,0 19121,0 Média
RSD [ 10,5 13,4 8,6 16,3 15,1 7,6 6,9 7,5 11,0] 10,8
Teste de Linearidade (Calculo dos Residuos)
((S- b)/(Q*100))/a) 106,47 93,66 98,10 81,40 96,67 84,85 96,46 93,00 101,96 Média
((S- b)/(Q*100))/a)-100 I 6.5 6.3 19 18,6 3.3 15,1 35 7.0 2.0 71
Parametros da Curva de Calibt
a= 65,5250
b= -2461,5012
P= 0,9954
Teste F
Source of Degrees of MS F
Variation Freedom
Due to regression SSreg = 1,5901E+11 1 MS reg 1,5901E+11 MSreg/MSr 2161 Pass
Lack of fit SSlof = HitHHHHH 7 MSlof 105599859 MSlof/MSpe 1,54
Pure Error SSpe = 3087955917 45 MSpe 68621242,6 DFpe = 45 INVF (prob;DFlof;DFpe)
DFlof = 7
Residues SSr= HHtHHH R 52 MSr 73599133,2 F Tab 0,1 1,85 Pass
F Tab 0,05 2,22 Pass
Total Sst= 1,6284E+11 53 F Tab 0,01 3.07 Pass
% da variagdo explicada: 97,65 0,9955
% maxima de variagéo explicave 98,10
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TQA_2
7

865,9

43107

48964
50115
44285
52047
48317
52047



FORTIFICAGAO DE AGUA DO RIO TAQUARI
BRANCO Extraido Matriz 1 - Rio Taquari
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Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 691 719 569 212 237 610 1027 48,1 48,5 46,2 40,8 41,2 46,9 53,2
2 861 661 756 406 668 933 567 50,7 47,7 49,1 43,8 47,8 51,8 46,2
3 770 321 629 562 837 873 886 49,3 42,5 47,2 46,1 50,3 50,9 51,1
4 479 323 841 266 814 1323 1185 44,9 42,5 50,4 41,6 50,0 57,8 55,7
5 969 545 1314 602 909 469 556 52,4 45,9 57,6 46,8 51,4 447 46,1
6 525 790 957 882 764 759 852 45,6 49,6 52,2 51,0 49,2 49,1 50,6
7
8
9
Média 715,8 560 844 488 705 828 846 48,5 46,1 50,5 45,0 48,3 50,2 50,5
s= 190 201 270 247 243 296 250 29 3.1 41 3,8 3.7 4,5 3.8
MEDIA p1= 3021 712 48,44
S= 263 2,18
RSD = 36.9] 4,5
BRANCO EXTRAIDO Matriz 1 - Rio Taquari, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 48476 49366 53068 54623 55796 57423 55964 7774 791,0 847,5 871,2 889,1 913,9 891,7
2 43146 49090 55614 53728 56278 60134 57069 696,0 786,7 886,3 857,5 896,4 955,3 908,5
3 52835 53527 54918 53961 57084 57590 56667 843,9 854,5 875,7 861,1 908,7 916,5 902,4
4 49458 52385 53200 56244 55106 57942 56187 792,4 837,0 849,5 895,9 878,6 921,8 895,1
5 46533 48917 55122 54656 56406 57091 56019 7477 784,1 878,8 871,7 898,4 908,9 892,5
6 48920 49992 55342 55396 57112 58021 54264 784,2 800,5 882,2 883,0 909,2 923,0 865,7
7
8
9
Média 48228 50546 54544 54768 56297 58034 56028 773,6 809,0 870,0 873,4 896,7 923,2 892,6
= 3224 1936 1117 932 770 1084 963 49,2 29,5 17,0 14,2 11,8 16,5 14,7
MEDIA 54064 862,65
S= 3580 52,78
RSD = 6,6 6,1
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO Matriz 1 - Rio Taquari, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
, Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 43107 695,4 7251 F. Calc. = 1,00 sp= 52,55 29,7 -28,1 790,30
2 48964 784,8 855,1 (vogel p. 116) t Calc = 1,90 70,3 12,5 155,76
3 50115 802,4 819,5 171 -40,6 1651,14
4 44285 713,4 828,4 F.Tabel.0,10 3,45 pass t.Tabel.0,10 = 1,81 fail 115,0 57,2 3270,82
5 52047 831,9 848,4 F.Tabel.0,05 5,05 pass t.Tabel.0,05 = 2,23 pass 16,5 -41,2 1700,49
6 48317 774,9 873,0 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 = 3,17 pass 98,1 40,3 1625,06
7
8
9
Média 47806 767 825 Soma d 346,7 9193,56
S 3446,7 52,6 52,5 Média d 57,78
RSD 7,21 6,86 6,36 n= 6
= 6 6 sd 42,88
gl= 5 5 tcalc = 3,300
t.Tabel.0,10 : 2,02 fail
t.Tabel.0,05 : 2,57 fail
t.Tabel.0,01 : 4,03 pass
Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 1 - Rio Taquari
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66
Areas Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 4 5 6 7
Injegbes 1 35843 44125 36392 44681 39049 50979 40216 5,85 71 5,93 7,19 6,34 8,16 6,51
2 36385 44132 35329 44029 41291 47709 38943 5,93 71 577 7,10 6,68 7,66 6,32
3 37216 46987 35672 45606 40208 50698 39160 6,06 7,55 5,82 7,34 6,51 8,11 6,35
4 35234 44434 35840 48364 40678 47220 38907 5,75 7,16 5,85 7,76 6,58 7,58 6,31
5 35643 45619 36707 46109 39600 48944 39648 5,82 7,34 5,98 741 6,42 7,85 6,43
6 38318 47023 37195 47070 41318 50587 38608 6,22 7,55 6,05 7,56 6,68 8,10 6,27
7
8
9
Média 36440 45387 36189 45977 40357 49356 39247 5,94 7,30 5,90 7,39 6,53 7,91 6,37
s= 1147 1369 700 1583 917 1637 587 0,16 0,19 0,10 0,22 0,13 0,23 0,08
MEDIA 41850 6,76
S= 4907,5 0,78
RSD = 11,73 115
Recovery (%) 68,6 84,3 68,1 85,4 75,5 91,3 73,5
Mean Recovery (%) 78,1
Teste t para Interferéncia na Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 1 - Rio Taquari
865,919983 Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m) _ (d-d(m))*2
1 43107 695,4 593,7 F. Calc. = 0,40 sp= 69,55 -101,7 -17,5 305,68
2 48964 784,8 730,2 (vogel p. 116) t Calc = 2,10 -54,6 29,7 880,40
3 50115 802,4 589,9 -212,5 -128,3 16450,78
4 44285 713,4 739,2 F.Tabel.0,10 3,45 pass t.Tabel.0,10 = 1,81 fail 25,8 110,1 12117,82
5 52047 831,9 653,5 F.Tabel.0,05 5,05 pass t.Tabel.0,05 = 2,23 pass -178,4 -94,1 8861,15
6 48317 774,9 790,8 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 = 3,17 pass 15,9 100,1 10025,11
7
8
9
Média 47806 767 683 Soma d -505,6 48640,93
S 3446,7 52,6 83,1 Meédia d -84,27
RSD 7,21 6,86 12,17 n= 6
n= 6 6 sd 98,63
gl= 5 5 tcalc= 2,093
t.Tabel.0,10 : 2,02 fail
t.Tabel.0,05 : 2,57 pass
t.Tabel.0,01 : 4,03 pass
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Areas Conc.
1 2 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 716 826 716 699 406 723 570 48,5 50,2 48,5 48,2 43,8 48,6 46,3
2 892 823 756 633 655 810 86 51,2 50,1 49,1 47,2 47,6 49,9 38,9
3 949 742 561 576 1406 976 895 52,0 48,9 46,1 46,4 59,0 52,5 51,2
4 1104 1023 858 1010 877 692 372 54,4 53,2 50,7 53,0 51,0 48,1 43,2
5 1126 963 752 950 1024 56 538 54,8 52,3 49,0 52,1 53,2 38,4 45,8
6 908 819 542 651 490 472 634 51,4 50,1 45,8 47,5 45,0 448 47,2
7
8
9
Média 949,166667 866 698 753 810 622 516 52,1 50,8 48,2 49,1 49,9 471 45,4
s= 151 105 123 181 373 322 271 23 1.6 1.9 2,8 57 4,9 4.1
MEDIA pl= 3021 745 48,93
S= 260 2,25
RSD = 34.9] 4,6
BRANCO EXTRAIDO Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7 Desconta valor do branco
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 43642 45007 47719 41725 40403 46662 47563 655,1 6743 717.3 626,1 610,4 7011 717,2
2 44100 46072 47528 39542 51454 48949 49444 659,4 690,6 713,8 593,8 7753 7347 753,3
3 47147 46790 47093 44564 46596 41980 48114 705,0 702,8 710,1 671,3 689,7 625,8 720,6
4 43784 45686 46716 43905 48068 48678 50444 651,4 681,6 699,9 654,6 720,2 7323 7642
5 46906 46668 45820 47790 47336 44522 48334 698,7 697,5 687,8 7148 706,8 678,6 7294
6 46672 48258 44898 48899 52074 49587 50595 698,4 724,0 676,9 736,3 787,2 749,6 762,5
7
8
9
Média 45375,1667 46414 46629 44404 47655 46730 49082 730,1 745,9 749,2 715,2 764,8 750,7 786,6
s= 1693 1116 1084 3543 4194 2977 1271 251 17,5 15,9 53,5 64,1 46,0 213
MEDIA 46613 748,94
S= 2756 23,02
RSD = 5,9 31
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
, Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 43107 695,4 782,1 F. Calc. = 9,42 sp= 39,12 86,7 61,6 3799,98
2 48964 784,8 796,7 (vogel p. 116) t Calc = 1,11 11,9 -13,2 173,31
Soma 3 50115 802,4 g -5,0 -30,0 900,79
branco 4 44285 7134 764,3 F.Tabel.0,10 3,45 fail t.Tabel.0,10 : 1,81 pass 50,9 259 668,54
5 52047 831,9 814,8 F.Tabel.0,05 5,05 fail t.Tabel.0,05 : 2,23 pass -17,1 -42,1 1774,56
6 48317 774,9 797,8 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 : 3,17 pass 22,8 -2,2 4,83
7
8
9
Média 47806 767 792 Soma d 150,1 7322,00
S 3446,7 52,6 171 Média d 25,02
RSD 7,21 6,86 2,16 n= 6
= 6 6 sd 38,27
gl= 5 5 tcalc = 1,602
t.Tabel.0,10 : 2,02 pass
t.Tabel.0,05 : 2,57 pass
t.Tabel.0,01 : 4,03 pass
Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 865,9 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66 8,66
Areas | Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
Injegoes 1 36533 31870 41651 37162 43091 43474 43791 547 4,74 6,25 5,56 6,51 6,52 6,60
2 40255 36214 25310 40531 46648 42909 47608 6,01 5,40 3,75 6,09 7,02 6,42 7,25
3 43468 36606 38815 44108 44987 42981 46306 6,49 5,47 5,84 6,64 6,65 6,41 6,93
4 43062 37345 40576 44574 46441 43835 47599 6,40 5,54 6,06 6,65 6,95 6,58 7,21
5 39791 36159 44299 42666 49494 43673 37534 5,90 5,37 6,65 6,37 7,40 6,66 5,65
6 42610 34766 36261 41337 45517 46165 47382 6,36 5,18 5,45 6,21 6,87 6,97 7,13
7
8
9
Média 40953 35493 37819 41730 46030 43840 45037| 6,11 5,28 5,67 6,25 6,90 6,60 6,79
s= 2642 1964 6696 2723 2123 1198 3953 0,36 0,27 0,93 0,37 0,28 0,19 0,56
MEDIA 41557 6,23
S= 4823,8 0,60
RSD = 11,61 9,6
Recovery (%) 70,5 61,0 654 72,2 79,7 76,2 78,5
Mean Recovery (%) 719
Teste t para Interferéncia na Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio
865,919983 Teste T Emparelhado
Area__ P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m) (d-d(m))*2
1 43107 695,4 662,6 F. Calc. = 0,80 sp= 55,81 -32,9 71,3 5089,64
2 48964 784,8 579,2 (vogel p. 116) t Calc = 3,23 -205,6 -101,4 10275,56
3 50115 802,4 614,7 -187,7 -83,4 6963,32
4 44285 713,4 674,4 F.Tabel.0,10 3,45 pass t.Tabel.0,10 = 1,81 fail -39,0 65,2 4252,90
5 52047 831,9 740,0 F.Tabel.0,05 5,05 pass t.Tabel.0,05 = 2,23 fail -91,8 12,4 153,25
6 48317 774,9 706,6 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 = 3,17 fail -68,3 35,9 1287,33
7
8
9
Média 47806 767 663 Soma d -625,3 28022,01
S 3446,7 52,6 58,8 Média d -104,21
RSD 7,21 6,86 8,88 n= 6
n= 6 6 sd 74,86
gl= 5 5 tcalc= 3,410
t.Tabel.0,10 : 2,02 fail
t.Tabel.0,05 : 2,57 fail
t.Tabel.0,01 : 4,03 pass
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Apéndice 5
Planilha do Microsoft Excel usada para calculo dos resultados para o modelo de
curva analitica quadratico.

Mononitro
CURVA DE CALIBRACAO
Instrumento (ug/L) Fator de Concentragéo Método (ug/L)
Faixa de Trabalho 38,5 2310,3 100 0,39 23,10
25000 30000 15,00
y=8,138x- 712,32 10,00 _—
20000 R2=0,9813 25000 .
5,00
15000 20000
- 0,00 = =
. 0jo 5000 W 10000 1500,0 2000,0 2500,0
10000 15000 -5,00
]
-10,00
5000 10000 . n
-15,00
5000
0 i T T T ] %6 [ ] . L]
0| J_ 5000 10000 15000 20000  2500,0 FAl -20,00 -
0 = T T T T "
-5000 0,0 500,0 1000,0 15000 20000  2500,0 -25,00
TQA 5 TQA 4 TQA_3 TQA 2 TQA_1 TQA 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 7
Xi 0 0 38.5 77,0 154,0 308,0 462,0 616.1 770,1 1232,1 1540,2 2310,3 Total 770,1
y 1 0 268 459 832 1808 2741 3181 3780 8015 10004 18181 1 4565
2 0 279 133 902 1645 3022 3581 3987 8065 9747 16877 2 4163
3 0 278 538 954 1940 2854 3778 4593 8385 9534 19272 3 4358
4 0 313 689 480 2537 3539 4401 6489 11685 12259 23893 4 3780
5 0 5 Pass 3987
6 0 6 09914 4593
7 0
8 0
9 0
Média 0 285 455 792 1983 3039 3735 4712 9038 10386 19556
Repetitividade do Instrumento (Injeg6es)
SD 17,0 203,3 185,3 336,8 305,5 440,5 1068,4 15635,1 1094,1 2643,8 Média
RSD 6,0 44,7 234 17,0 10,1 11,8 22,7 17,0 10,5 13,5 17,7
Célculo dos Residuos -21,55 -18,33 -17,35 9,29 10,89 -0,06 -1,94 717 -7,30 0,97
21,55 18,33 17,35 9,29 0,06 1,94 717 7,30 0,97 9,33
y calc 362,67 556,79 958,23 1814,03 2740,53 3737,66 4805,43 8432,50 11203,69 19367,96
ym-ycalc -78,17 -102,04 -166,23 168,47 298,47 2,41 -93,18 605,00 -817,69 187,79
Célculos do Modelo Quadratico
y X y X 2 25000
1 285 385 285 1 39 1482 y=0,0015: + 4,8688x + 173,01
2 455 77,0 455 1 77 se31 | 2% R?=09963
3 792 154,0 792 1 154 23722 15000
4 1983 308,0 1983 1 308 94882
5 3039 462,0 3039 1 462 213490 10000
6 3735 616,1 3735 1 616 379542
7 4712 770,1 4712 1 770 593039 5000
8 9038 1232,1 9038 1 1232 1518169
9 10386 1540,2 10386 1 1540 2372124 0 j ' \ \ '
10 19556 2310,3 19556 1 2310 5337301 00 5000 10000 15000 20000 25000
Xt
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38,5 77,0 154,0 308,0 462,0 616,1 770,1 12321 1540,2 2310,3
1482,25 5930,54041 23722,1616 94882,4803 213490,191 379542,254 593038,65 1518169,02 2372123,76 5337301,31
XX 10 7508,3401 10539682,6 X'y 53979,5 y = b01x2+b1x+b2
7508,3401 10539682,6 1,8677E+10 80423367,7 y = ax’+bx+c
10539682,6 1,8677E+10 3,697E+13 1,478E+11
y =0,00149x2 + 4,869x + 173,01
X%yt 0,37373912 -0,0007393 2,6695E-07 b= XXXy
-0,0007393 2,3684E-06 -9,857E-10 173,014444 b2 =¢c y= 64
2,6695E-07 -9,857E-10 4,4894E-13 4,86884538 b1 =b X = -22,5
0,00148889 b0 = a X'= -3247,6
Teste F (Bruns)
nt= 40 numero total de observagoes
ni= 4 repetigdes no nivel n
p= 3 parametros do modelo
k= 10 niveis de varidvel x
Source of Degrees of MS F Test
Variation Freedom
Due to regression SSreg = 537723974,1 2 MS reg 268861987,1 MSreg/MSr 390 Pass
Lack of fit SSlof = 4819838,7 7 MSlof 688548,4 MSlof/MSpe 1,00
Pure Error SSpe = 20687469,3 30 MSpe 689582,3 DFpe = 30 INVF(prob;DFlof;DFpe)
DFlof =
Residues SSr= 25507307,9 37 MSr 689386,7 F Tab 0,1 1,93 Pass
F Tab 0,05 2,33 Pass
Total SSt = 563231282,1 39 F Tab 0,01 3,30 Pass
% da variag&o explicada: 95,47 = 0,9914

% maxima de variacdo explicavc 96,33
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Calculo da Incerteza da Regressédo

média d = desvio vertical = y-ycalc
Nivel X y Xy x"2 ycalc y-ycalc d dr2
Incluir o zero? = n 0
n= 10 38,5 285 10953 1482 3234 -2949,1 -2949,1 8696913 1
10 77,0 455 35020 5931 3270 -2815,1 -2815,1 7924516 2
154,0 792 121984 23722 3342 -2550,3 -2550,3 6503980 3
308,0 1983 610669 94882 3487 -1504,8 -1504,8 2264295 4
462,0 3039 1404170 213490 3632 -593,2 -593,2 351926 5
616,1 3735 2301175 379542 3777 -42,0 -42,0 1761 6
7701 4712 3628857 593039 3922 790,1 790,1 624199 7
1232,1 9038 11135465 1518169 4357 4680,4 4680,4 21906072 8
1540,2 10386 15996206 2372124 4647 5738,9 5738,9 32935528 9
18181,0 19556 355543091 330548761 20311 -755,1 -755,1 570111 10
y = mx+b 233791 53979,5 390787591 335751142 53979,5 1,81899E-12 0 81779301
y=ax+b
D= dv-pd(y)
2810930037  3197,2508
m= dv-dp(m)= Encontrando a incerteza em x com a Eq. 5-15
0,9413 0,1907 Numero de valores repetidos de y medido(k) =
b= dv-dp(b) = y medido = 2
3197,3134  1104,9953 79 Incerteza em x =
x calculado 2869,3 -86,61 %
2= 0,7528 -3312,83
Célculosdo DL, LDeLQ eRL Volume de Amostra 100 mL
Volume Final do Extrato 1 mL
SIN Colins INMETRO Eurachem  Guid. (p.43) CUADROS Observagdes Injecéo do Menor Padréo
Instrumental Bc Pd t7.0,005= 1,898 10 R=a+bc Conc. = 38,5 ug/L
DL - 22246 R=y Areas(y) X calc
LD 78,7 38739 -11,0 21,3 10,6 -8,68 9607,3 a=b 1 268 19,4
La 156,9 11739,2 12,8 66,8 353 - - b=a 2 279 21,6
RL 156,9 c=Xx 3 278 21,4
Guidelines = t vem dos pontos da curva 4 313 28,5
SIN Colins INMETRO Eurachem  Guid. (p.43) CUADROS Considerar em sinal, ou seja 5 243 14,3
Teodrico Bc Pd t7.0,00s= 1,89 10 o sinal que produz resposta 0 6 347 354
DL - 22,25 7
LD 0,79 38,74 -0,11 0,21 0,11 -0,09 96,07 FALTA CALCULAR PARA RIO E EFLUENTE 8
LQ 1,57 117,39 0,13 0,67 0,35 - - 9
RL 1,57 s= 33,4 6,765
INTERFERENCIA DA EXTRACAO NA RESPOSTA DO PADRAO
BRANCO EXTRAIDO Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 68 59 104 7 86 69 125 =217 -23,6 -14,2 -19,8 -18,0 -21,5 -9,9
2 4 91 74 58 15 115 101 -35,1 -16,9 -20,5 -23,8 -32,8 -12,0 -14,9
3 97 74 17 7 65 8 21 -15,7 -20,5 -11,5 -34,5 -22,3 -34,3 -31,5
4 66 74 16 91 62 -22,1 -20,5 -32,6 -16,9 -23,0
5 30 90 48 -29,6 -17.1 -25,9
6 100 -15,1
7
8
9
Média 56,3333333 64 93 41 64 64 82 -24,16 -22,55 -16,49 -27,31 -22,51 -22,67 -18,76
s= 48 22 17 29 35 44 54 9,9 4,7 3,6 6,1 72 9,1 1,3
MEDIA 67 -221
S= 35 35
RSD = 52,1 -16,00
BRANCO EXTRAIDO, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 5032 5032 5111 5052 4994 5193 4714 801,5 8015 8124 804,3 796,3 8236 7573
2 5153 4753 5096 4848 4780 5120 4723 818,1 762,8 810,3 776,0 766,5 813,6 758,6
3 5233 4784 4839 4936 5182 5591 5173 829,1 767,1 7748 788,3 822,1 877.4 820,9
4 5457 4977 4868 5184 4873 5738 5108 859,4 793,9 7788 8224 7795 897,0 812,0
5 5659 5193 5366 4880 5552 5189 4945 886,5 8236 847,1 780,5 872,2 823,1 789,5
6 5573 5311 4474 4959 5524 5586 4856 875,0 839,7 7234 791,4 868,4 876,7 7771
7
8
9
Média 5351 5008 4959 4977 5151 5403 4920 844,93 798,10 791,13 793,81 817,50 851,89 785,89
s= 249 220 305 124 329 265 193] 33,7 30,4 42,4 17,1 44,9 35,8 26,7
MEDIA 5110 811,9
S= 295 26,9
RSD = 5,8] 3,32
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
A Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 4565 736,3 8449 F. Calc. = 3,10 sp= 38,18 108,6 -18,0 325,07
2 4163 678,7 798,1 (vogel p. 116) t Calc = 5,75 119,4 7.2 52,27
3 4358 706,8 7911 84,3 -42,3 1791,78
4 3780 622,4 793,8 F.Tabel.0,10 3,45 pass t.Tabel.0,10 = 1,81 fail 1714 44,8 2003,09
5 3987 653,0 817,5 F.Tabel.0,05 5,05 pass t.Tabel.0,05 = 2,23 fail 164,5 37,9 1433,47
6 4593 740,2 851,9 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 = 3,17 fail 11,6 -15,0 225,86
7
8
9
Média 4241 690 816 118,4 % Soma d 760,0 5831,53
S 324,2 46,9 26,7 Média d 126,67
RSD 7,65 6,81 3,27 n= 6
n= 6 6 sd 34,15
gl= 5 5 tcalc= 9,086
t.Tabel.0,10 : 2,02 fail
t.Tabel.0,05 : 2,57 fail
t.Tabel.0,01 : 4,03 fail
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Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 77,0 77,0 77,0 77,0 77,0 77,0 77,0] 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Areas | Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
Injegbes 1 553 429 576 511 637 444 0,76 0,52 0,81 0,68 0,93 0,55
2 466 381 537 572 548 721 0,59 0,42 0,73 0,80 0,75 1,09
3 567 422 530 561 593 58 0,79 0,50 0,72 0,78 0,84 -0,24
4 509 497 634 481 1307 400 0,68 0,65 0,92 0,62 2,18 0,46
5 444 436 373 618 501 546 0,55 0,53 0,41 0,89 0,66 0,75
6 483 397 608 697 194 425 0,62 0,45 0,87 1,04 0,04 0,51
7
8
— 9
Média 504 427 543 573 630 432 0,67 0,51 0,74 0,80 0,90 0,52
s= 49 40 92 7 367 218 0,10 0,08 0,18 0,15 0,70 0,44
MEDIA 518 0,69
S= 184,8] 0,16
RSD = 35,67, 22,5
Recovery (%) 86,4 66,7 96,4 104,2 117,0 67,5
Mean Recovery (%) 89,7
Estimativa da Incerteza = + 0,163 ug/L n= 6
(Intervalo de Confianga) 23,6 % gl (n-1)= 5 Expressao do Resultado = 0,69 + 0,163 ug/L
t(0,05;g1)= 2,57
ou 0,69 ug/L + 23,6 %
Fortificagédo 1 0x LOQ
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 7701 770,1 7701 7701 770,1 7701 770,1 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70
Areas Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
Injecdes 1 7262 6368 6222 5962 6245 6494 7346 10,92 9,79 9,60 9,26 9,63 9,95 11,02
2 6982 6293 5659 6137 4797 7756 6524 10,57 9,70 8,86 9,49 7,69 11,52 9,99
3 7171 6844 5822 6486 6200 7424 6908 10,80 10,40 9,08 9,94 9,58 11,11 10,48
4 7213 5811 5901 6328 5790 7165 6185 10,86 9,07 9,18 9,74 9,04 10,80 9,56
5 6841 6744 5673 6272 6032 6830 6184 10,39 10,27 8,88 9,67 9,36 10,38 9,55
6 7260 6960 6290 6150 6134 7119 6315 10,91 10,54 9,69 9,51 9,49 10,74 9,72
7
8
9
Média 7122 6503 5928 6223 5866 7131 6577 10,74 9,96 9,22 9,60 9,13 10,75 10,05
s= 172 430 271 181 548 441 465 0,21 0,55 0,35 0,23 0,74 0,55 0,59
MEDIA 6479 9,92
= 599,2 0,66
RSD = 9,25 6,6
Recovery (%) 139,5 129,3 119,7 124,7 118,6 139,6 130,5
Mean Recovery (%) 128,8
Estimativa da Incerteza = + 0,609 ug/L n= 7
(Intervalo de Confianga) 6,1% gl (n-1)= 6 Expresséo do Resultado = 9,92 + 0,609 ug/L
t(0,05:gl)= 2,45
ou 9,92 ug/L +6,1 %
Fortificagdo 20x LOQ
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 1540,2 1540,2 1540,2 1540,2 1540,2 1540,2 1540,2 15,40 15,40 15,40 15,40 15,40 15,40 15,40
Areas Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
Injegdes 1 13935 14327 13058 13594 11732 11647 13962 18,17 18,55 17,31 17,84 15,96 15,87 18,20
2 13389 14806 13873 12398 13259 13134 14074 17,63 19,01 18,11 16,64 17,51 17,38 18,30
3 14118 15026 14033 14084 11966 12093 12939 18,35 19,22 18,26 18,31 16,20 16,33 17,19
4 13169 14397 13855 13905 12184 12486 13080 17,42 18,62 18,09 18,14 16,42 16,73 17,33
5 14194 14360 14121 14427 11684 11603 14217 18,42 18,58 18,35 18,65 15,91 15,82 18,44
6 15547 15181 16001 14385 12946 12625 14509 19,70 19,36 20,12 18,60 17,19 16,87 18,72
7
8
9
Média 14059 14683 14157 13799 12295 12265 13797 18,28 18,89 18,37 18,03 16,53 16,50 18,03
s= 836 372 979 753 658 597 638 0,80 0,35 0,93 0,74 0,67 0,61 0,63
MEDIA 13579 17,81
S= 1096,8 0,93
RSD = 8,08 52
Recovery (%) 118,7 122,6 119,3 17,1 107,3 1071 171
Mean Recovery (%) 115,6
Estimativa da Incerteza = + 0,857 ug/L n= 7
(Intervalo de Confianga) 48 % gl (n-1)= 6 Expressao do Resultado = 17,81 + 0,857 ug/L
1(0,05;gl)= 2,45
ou 17,81 ug/L +4,8 %
Mean Total Recovery (%) 111,4
Mean RSD (%) 11,4
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CURVA DE CALIBRACAO

Instrumento (ug/L)

Fator de Concentragéo

Método (ug/L)
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Faixa de Trabalho 38,5 2310,3 0,39 23,10
50000 60000 - 45,00
y=18,502x - 1642,2
45000 R® = 0,9866 . 40,00 {®
50000
40000 « 35,00
35000 M 30,00
40000 -
30000 25,00
25000 . 30000 4 20,00
20000 5 15,00
15000 20000 - ¥ 10,00
[ ]
10000 i 5,00
$ % .
5000 10000 7 ¥¢ 0,00
b 00 m 5000 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
0 . L ] 500{ ® =
00 5000 10000 15000 20000 25000 0 T T T T J
-5000 00 500,0 10000 15000 20000 25000 -10,00
TQA_5 TQA_4 TQA_3 TQA_2 TQA_1 TQA_2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 7
xi 0 0 38,5 77,0 154,0 308,0 616,1 770,1 12321 1540,2 2310,3 Total 770,1
y 1 0 592 976 2391 3802 9105 9171 21722 25009 44060 9171
2 0 1034 940 1529 5095 9749 9954 20812 24079 41616 9954
3 0 167 908 2010 3330 10135 11112 22271 27071 48353 11112
4 0 544 986 1011 3325 6376 10473 16514 19523 33515 10473
5 0 863 1038 2275 4583 7780 13451 21978 25401 47257 Pass 13451
6 0 716 925 1935 3256 5882 11974 21877 25404 47670 11974
7 0 12445
8 0
9 0
Média 0 653 962 1859 3899 8171 11023 20862 24415 43745
Repetitividade do Instrumento (Injegées)
SD 272,3 43,4 467,7 704,1 1624,5 1395,4 1996,2 2359,5 5135,8 Média
RSD 41,7 4,5 25,2 18,1 19,9 12,7 9,6 9,7 11,7 17,0
Calculo dos Residuos
y calc 464,66 945,18 1932,03 4009,32 8579,07 11071,40 19378,02 25607,18 43600,63
ym-ycalc 188,01 16,98 -73,53 -110,82 -407,90 -48,90 1484,31 -1192,68 144,54
ym-ycalc (%) 40,46 1,80 -3,81 -2,76 -0,44 7,66 -4,66 0,33
[ym-ycalc] 40,46 1,80 3,81 2,76 0,44 7,66 4,66 0,33 7,74
Célculos do Modelo Quadratico
y X y X x2 50000 y=0,0029% + 12,141x - 7,019
1 653 38,5 653 1 39 1482 45000 R?=0,9977
2 962 77,0 962 1 7 5931
3 1859 154,0 1859 1 154 23722
4 3899 308,0 3899 1 308 94882
5 8171 616,1 8171 1 616 379542
6 11023 7701 11023 1 770 593039
7 20862 12321 20862 1 1232 1518169
8 24415 1540,2 24415 1 1540 2372124
9 43745 2310,3 43745 1 2310 5337301
10 0 0 0 0 04 T T T T !
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
Xt
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
38,5 77,0 154,0 308,0 616,1 7701 1232,1 1540,2 2310,3 0,0
1482,25 5930,54041 23722,1616 94882,4803 379542,254 593038,65 1518169,02 2372123,76 5337301,31 0
X'X 9 7046,29011 10326192,4 Xy 115587,5 y = b01x2+b1x+b2
7046,29011 10326192,4 1,8579E+10 179479160 y= ax>+bx+c
10326192,4 1,8579E+10 3,6924E+13 3,3313E+11
y =0,00292x2 + 12,141x -7,09
(X'x)? 0,3829357 -0,0007244 2,5739E-07 b= (X'X) X'y
-0,0007244 2,3925E-06 -1,001E-09 -7,091869 b2 = ¢ y= 2610
2,5739E-07 -1,001E-09 4,5888E-13 12,1411044 b1 =b X = 205,4
0,00291507 b0 = a X'= -4370,4




Teste F (Bruns)
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n 9 6 6 6 6 6 6 6 6 6 0 54
ym 652,666667 962,166667 1858,5 3898,5 8171,16667 11022,5 20862,3333 24414,5 43745,1667 12843,1
y-calc 464,66 945,18 1932,03 4009,32 8579,07 11071,40 19378,02  25607,18  43600,63
(ycalc-ygm)*2 1 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

2 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

3 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

4 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

5 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

6 153224639,0 141559382,0 119050416,2 78034854,5 18181564,5 3138759,0 42705747,2 162922933,3 946028251,2 0,0

7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 SQreg

9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 9989079282,0
Residuos 1 16215,09 949,72  210650,83  42982,27 276601,34 3611524,91 5494246,94 357822,15 211022,81 0,00

2 324146,31 26,86 16243549 1178697,45 1368733,92 1248585,56 2056301,51 2335341,35 3938747,56 0,00

3 88602,38 1382,54 6078,87 461477,92 2420915,12 1648,26 8369339,08 2142762,06 22585041,39 0,00

4 6294,60 1666,06 848301,53 468296,14 4853521,74 358084,06 8202604,82 37017275,10 101719888,41 0,00

5 158673,55 8615,08 117626,46 329106,83 638514,43 5662490,21 6759901,21 42511,17 13369057,56 0,00

6 63171,03 407,34 8,80 567493,53 7274191,86 814684,50 6244906,05  41283,08 16559789,99 0,00

7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 SQres

9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 271040644,80
Lack of Fit 1 35345,94 288,46 5407,08  12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 1422491,23  20891,48 0,00
(ycalc-ym)*2 2 35345,94 288,46 5407,08  12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 1422491,23  20891,48 0,00

3 35345,94 288,46 5407,08 12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 1422491,23  20891,48 0,00

4 35345,94 288,46 5407,08  12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 1422491,23  20891,48 0,00

5 35345,94 288,46 5407,08  12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 1422491,23  20891,48 0,00

6 35345,94 288,46 5407,08 12281,44 166385,93 2391,33 2203189,04 142249123  20891,48 0,00

7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 SQlof

9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 23212031,63
Pure Error 1 3680,444444 191,3611111  283556,25 9312,25 872044,6944 3428052,25 739026,7778 353430,25 99120,02778 0

2 1454151111 491,3611111  108570,25 1431612,25 2489558,028 1141692,25 2533,444444 112560,25 4533350,694 0

3 235872,1111 2934,027778 22952,25 323192,25 3856641,361 8010,25 1984341,778 7056992,25 21232128,03 0

4 11808,44444 568,0277778 718256,25 328902,25 3222623,361 301950,25 18908002,78 23926772,25 104656310 0

5 44240,11111 5750,694444  173472,25 468540,25 153011,3611 5897612,25 1244712,111 973182,25 12332973,36 0

6 4011,111111 1381,361111 5852,25 412806,25 5240284,028 905352,25 1029548,444 979110,25 15404316,69 0

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 SQpe

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24782861317
nt= 54 numero total de observagdes
ni = 6 repetigdes no nivel n
p= 3 parametros do modelo

= 9 niveis de variavel x
Source of Degrees of MS F
Variation Freedom
Due to regression SSreg = 9989079282,0 2 MS reg 4994539641,0 MSreg/MSr 940 Pass
Lack of fit SSlof = 23212031,6 6 MSlof 3868671,9 MSlof/MSpe 0,70
Pure Error SSpe = 247828613,2 45 MSpe 5507302,5 DFpe = 45 INVF(prob;DFlof;DF pe)
DFlof = 6
Residues SSr= 271040644,8 51 MSr 5314522,4 F Tab 0,1 1,91 Pass
F Tab 0,05 2,31 Pass

Total Sst= 10260119926,8 53 F Tab 0,01 3,23 Pass
% da variagéo explicada: 97,36 2= 0,9977
% maxima de variagdo explicav¢ 97,58




FORTIFICAGAO DE AGUA DO RIO TAQUARI
BRANCO Extraido Matriz 1 - Rio Taquari
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Areas Conc.
1 2 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 108 87 121 116 15 9 107 0,09 0,08 0,11 0,10 0,02 0,01 0,09
2 176 107 156 90 98 74 96 0,15 0,09 0,13 0,08 0,09 0,07 0,08
3 246 26 96 94 82 82 155 0,21 0,03 0,08 0,08 0,07 0,07 0,13
4 129 83 95 93 94 0,11 0,07 0,08 0,08 0,08
5 96 73 14 112 0,08 0,07 0,02 0,10
6 6 12 0,01 0,02
7
8
9
Média 151 76 108 81 65 43 96 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
s= 61 35 32 39 44 41 47 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MEDIA 92 0,08
S= 51 0,03
RSD = 55,4 36,2
BRANCO EXTRAIDO Matriz 1 - Rio Taquari, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 10258 10162 11002 10977 11749 12333 12020 720,8 714,9 765,9 764,4 810,5 845,0 826,6
2 10637 9942 11602 11337 12361 11952 11830 743,8 701,4 801,8 786,0 846,6 822,6 815,3
3 10690 11256 10357 11011 12628 11625 13558 7471 781,2 726,8 766,5 862,2 803,2 915,9
4 9767 9960 11832 11511 12338 13232 11885 690,5 702,5 815,5 7964 845,3 897,2 818,6
5 10827 10956 11076 11713 12563 12474 12119 755,4 763,1 7704 808,4 858,4 853,2 8324
6 11298 11119 11832 11027 12419 11964 12383 783,7 773,0 815,5 767,4 850,0 823,3 8479
7
8
9
Média 105679,5 10566 11284 11263 12343 12263 12299 740,21 739,32 782,64 781,52 845,50 840,73 842,78
s= 521 609 580 307 313 562 647 31,7 37,0 34,8 18,3 18,4 32,9 37,6
MEDIA 11514 796,10
S= 884 4717
RSD = 7,7] 59
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO Matriz 1 - Rio Taquari, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
A Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 9171 653,4 740,2 F. Calc. = 3,87 sp= 70,59 86,8 64,4 414451
2 9954 702,1 739,3 (vogel p. 116) t Calc = 0,57 37,2 14,8 220,15
3 11112 772,5 782,6 10,1 -12,3 150,99
4 10473 733,9 781,5 F.Tabel.0,10 3,40 fail t.Tabel.0,10 = 1,80 pass 47,6 25,2 637,24
5 13451 909,8 845,5 F.Tabel.0,05 4,95 pass t.Tabel.0,05 : 2,20 pass -64,3 -86,6 7507,62
6 11974 823,9 840,7 F.Tabel.0,01 10,67 pass t.Tabel.0,01 = 3,11 pass 16,9 -5,5 30,52
7
8
9
Média 11023 766 788 Soma d 134,4 12691,04
S 1528,6 91,5 46,5 Média d 22,40
RSD 13,87 11,94 5,90 n= 7
= 7 6 sd 45,99
gl= 6 5 tcalc = 1,288
t.Tabel.0,10 : 1,94 pass
t.Tabel.0,05 : 2,45 pass
t.Tabel.0,01 : 3,71 pass
Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 1 - Rio Taquari
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1 1 1
Conc. Real = 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70
Areas Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
Injegdes 1 9714 11469 10024 11698 10737 14954 12254 6,9 7,9 71 8,1 75 9,9 84
2 10009 12243 9789 12339 10678 14329 11781 71 8,4 6,9 8,5 75 9,6 8,1
3 10164 13453 10111 12147 10436 15151 10711 71 9,1 71 8,3 73 10,1 75
4 10151 12995 10528 13246 11189 14510 12405 71 8,8 74 9,0 78 9,7 8,5
5 10285 12886 10397 14099 11726 15844 11367 7.2 8,8 73 9,5 8,1 10,4 79
6 10961 13056 10963 13134 10856 15134 12131 7.6 8,9 7.6 8,9 7.6 10,0 83
7
8
9
Média 10214 12684 10302 12777 10937 14987 11775 7,18 8,65 7,23 8,71 7,62 9,96 8,12
s= 415 712 418 877 458 538 641 0,23 0,38 0,23 0,46 0,25 0,27 0,35
MEDIA 11954 8,21
S= 1682,5 0,99
RSD = 14,08 12,1
Recovery (%) 93,2 112,3 93,9 113,0 98,9 129,4 105,4
Mean Recovery (%) 106,6
Teste t para Interferéncia na Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 1 - Rio Taquari
770,1 Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 9171 653,4 718,0 F. Calc. = 0,71 sp= 100,33 64,5 79 62,40
2 9954 702,1 865,2 (vogel p. 116) t Calc = 0,98 163,1 106,5 11336,64
3 11112 772,5 7233 -49,2 -105,8 11196,22
4 10473 733,9 870,5 F.Tabel.0,10 3,45 pass t.Tabel.0,10 : 1,81 pass 136,6 80,0 6400,30
5 13451 909,8 761,9 F.Tabel.0,05 5,05 pass t.Tabel.0,05 : 2,23 pass -147,9 -204,5 41819,85
6 11974 823,9 996,4 F.Tabel.0,01 10,97 pass t.Tabel.0,01 = 3,17 pass 172,6 115,9 13441,17
7
8
9
Média 11023 766 823 Soma d 339,8 84256,59
S 1528,6 91,5 108,5 Média d 56,63
RSD 13,87 11,94 13,18 n= 6
n= 6 6 sd 129,81
gl= 5 5 tcalc = 1,069
t.Tabel.0,10 : 2,02 pass
t.Tabel.0,05 : 2,57 pass



FORTIFICAGAO DE EFLUENTE DA SAIDA PARA O RIO
BRANCO Extraido Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio
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Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 438 298 394 440 380 293 203 0,36 0,25 0,33 0,37 0,32 0,25 0,17
2 476 433 417 285 318 293 294 0,39 0,36 0,35 0,24 0,27 0,25 0,25
3 403 388 307 371 292 297 314 0,34 0,32 0,26 0,31 0,24 0,25 0,26
4 489 415 481 420 298 303 265 0,40 0,34 0,40 0,35 0,25 0,25 0,22
5 510 471 335 160 330 327 241 0,42 0,39 0,28 0,14 0,28 0,27 0,20
6 474 434 281 379 348 284 197 0,39 0,36 0,24 0,32 0,29 0,24 0,17
7
8
9
Média 465 407 369 343 328 300 252 0,39 0,34 0,31 0,29 0,27 0,25 0,21
s= 38 60 75 104 33 15 48 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
MEDIA 352 0,29
S= 86 0,06
RSD = 24,4 19.4
BRANCO EXTRAIDO Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
Areas Conc.
1 2 3 4 5 6 7| 1 2 3 4 5 6 7
1 9854 9814 10339 9434 9287 11482 11402 695,9 693,5 7257 669,9 660,7 7947 789,9
2 10089 10405 10938 9799 12420 11704 12559 710,4 729,7 762,1 692,5 850,1 807,9 858,2
3 11356 11318 11128 10374 10759 9658 12676 787,2 784,9 773,5 7278 751,2 683,8 865,0
4 10063 10691 10934 10283 11784 10865 12786 708,8 7471 761,8 7223 812,6 757,7 8714
5 10550 10348 10464 12526 12244 10346 12834 738,6 726,3 733,3 856,3 839,7 726,1 874,2
6 11025 11579 10800 11684 12984 12744 11821 767,3 800,5 753,7 806,7 882,9 868,9 814,8
7
8
9
Média 10489,5 10693 10767 10683 11580 11133 12346 734,69 746,98 751,69 745,91 799,54 773,18 845,57
s= 598 656 304 1183 1348 1087 592 36,3 39,7 18,4 71,3 81,1 65,2 348
MEDIA 11099 771,08
S= 1034 39,32
RSD = 9,3 51
Teste t para Interferéncia no BRANCO EXTRAIDO Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio, Seco com N2 + 1 mL de pd nivel 7
A Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 9171 653,4 734,7 F. Calc. = 14,92 sp= 66,82 81,3 88,5 7834,49
2 9954 702,1 747,0 (vogel p. 116) t Calc = 0,19 44,9 52,2 2719,74
3 11112 772,5 751,7 -20,8 -13,6 184,51
4 10473 733,9 745,9 F.Tabel.0,10 3,45 fail t.Tabel.0,10 = 1,81 pass 12,0 19,3 372,19
5 13451 909,8 799,5 F.Tabel.0,05 5,05 fail t.Tabel.0,05 : 2,23 pass -110,2 -103,0 10600,04
6 11974 823,9 773,2 F.Tabel.0,01 10,97 fail t.Tabel.0,01 = 3,17 pass -50,7 -43,4 1884,96
7
8
9
Média 11023 766 759 Soma d -43,6 23595,93
S 1528,6 91,5 23,7 Média d -7,26
RSD 13,87 11,94 3,12 n= 6
= 6 6 sd 68,70
gl= 5 5 tcalc = 0,259
t.Tabel.0,10 : 2,02 pass
t.Tabel.0,05 : 2,57 pass
t.Tabel.0,01 : 4,03 pass
Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio
Volume Inicial = 100 100 100 100 100 100 100
Volume final = 1 1 1 1 1
Conc. Real = 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 770,1 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70 7,70
Areas Conc.
Replicatas 1 2 3 4 5 6 7| 1 2 4 5 6 7
Injegdes 1 11845 10161 12318 11239 13762 13057 11865 8,2 71 84 7,8 93 8,9 8,2
2 13321 12989 7648 10775 14530 13391 12638 9,0 8,8 56 75 9,7 9,1 8,6
3 14812 12686 11243 13058 13395 13205 12755 9,9 8,7 7.8 8,9 9,1 9,0 8,7
4 14723 12910 12308 13643 13758 12978 13560 9,8 8,8 84 9,2 9,3 8,8 9.2
5 12395 13482 12415 12507 14856 12842 9923 8,5 9,1 8,5 8,6 9,9 8,7 7,0
6 13879 12018 11487 12772 13887 13200 14353 9.3 8,3 79 8,7 93 9,0 9,6
7
8
9
Média 13496 12374 11237 12332 14031 13112 12516 9,12 8,47 7,78 8,44 9,43 8,90 8,54
s= 1213 1184 1825 1104 548 194 1529 0,64 0,64 1,03 0,59 0,28 0,10 0,82
MEDIA 12728, 8,67
S= 1400,3 0,54
RSD = 11,00 6,2
Recovery (%) 118,4 109,9 101,0 109,6 122,4 115,6 111,0
Mean Recovery (%) 112,6
Teste t para Interferéncia na Fortificagdo 10 x LOQ, Matriz 2 - Efluente Saida para o Rio
770,1 Teste T Emparelhado
Area P (xCalc) B+P Teste F Teste t d(diferenca) d-d(m)  (d-d(m))*2
1 9171 653,4 911,6 F. Calc. = 1,62 sp= 58,69 258,2 141,2 19925,68
2 9954 702,1 846,7 (vogel p. 116) t Calc = 3,15 144,6 27,5 758,33
3 11112 772,5 778,2 56 -111,4 12416,29
4 10473 733,9 844,3 F.Tabel.0,10 4,11 pass t.Tabel.0,10 : 1,86 fail 110,4 -6,6 43,65
5 F.Tabel.0,05 6,39 pass t.Tabel.0,05 = 2,31 fail
6 11974 823,9 890,3 F.Tabel.0,01 15,98 pass t.Tabel.0,01 = 3,36 pass 66,4 -50,7 2566,50
7
8
9
Média 10637 737 854 Soma d 585,3 35710,46
S 1073,0 65,2 51,3 Média d 117,06
RSD 10,18 8,85 6,01 n= 5
= 5 5 sd 94,49
gl= 4 4 tcalc = 2,770
t.Tabel.0,10 : 2,13 fail
t.Tabel.0,05 : 2,78 pass
t.Tabel.0,01 : 4,60 pass
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Apéndice 6:

Cromatograma de uma amostra de agua do Rio Taquari.
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Cromatograma de uma amostra de efluente industrial tratado
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