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RESUMO

Os organoclorados sdo compostos bioacumulaveis e com alta toxicidade.
Apesar de terem o seu uso banido devido a descoberta de seus impactos
ambientais, tracos desses compostos podem ser encontrados em diversas
matrizes ambientais, entre elas, o lodo de esgoto. Das diversas formas de
disposicdo final dada ao lodo de esgoto, a utilizacdo na agricultura como
condicionador de solos ou como fertilizante tem ganhado destaque,
entretanto € necessdria a quantificacdo dos contaminantes organicos
passiveis de serem encontrados em sua composi¢ao, para eliminar os riscos
de contaminacdo ambiental provenientes dessa atividade. A presente
pesquisa teve por objetivo a otimiza¢é@o e a valida¢éo da técnica de extragao
solido-liqguido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), para
quantificacdo dos dez organoclorados em amostras de lodo de esgoto por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
utilizacdo do liner sem |4 de vidro aumentou a intensidade dos sinais
cromatograficos dos organoclorados de 9 a 120 vezes, além da deteccdo do
END. O C18 foi o adsorvente mais eficiente na remocéo dos interferentes. No
estudo de niveis para tempo de fortificagdo das amostras antes da extragao,
ndo foram verificadas diferengas significativas apos seis horas. Por isso foi
selecionado o tempo minimo de seis horas para fortificagdo. Os parametros
de seletividade, exatiddo e precisdo foram atendidos para todos os
organoclorados. Foi observada linearidade na faixa de concentracédo
trabalhada apenas para ADL e END. O efeito de matriz foi significativo
apenas para LND, HCB e HPT. Os limites de quantificacdo foram inferiores
ao LMR da EPA.

PALVRAS-CHAVE: Poluentes organicos persistentes. Contaminantes

ambientais. Otimizacéo. Validacdo.



ABSTRACT

The organochlorine are compounds bioaccumulate and with high toxicity.
Despite they have their use banned due to the discovery of their
environmental impacts, traces of such compounds can be found in various
environmental matrices, among them, the sewage sludge. From the various
forms of final disposition given to sewage sludge, the use in agriculture as
conditioner soil or as fertilizer has gained prominence, however is necessary
the quantification of organic contaminants likely to be found in its composition
to eliminate the risk of environmental contamination from this activity. The
present research aimed at the optimization and validation of solid-liquid
extraction technique with purification at low temperature (SLE-LTP), to
quantification the ten organochlorines in sewage sludge samples by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The use of the liner
without glass wool increased the intensity of the chromatographic signals of
the organochlorines from 9 to 120 times, in addition to detection of the END.
The C18 was the more efficient absorber in removing the interfering. In the
study of levels to time of fortification of the samples prior to extraction, no
significant differences were observed after six hours. Therefore it was
selected the minimum time of six hours to the fortification. The selectivity
parameters, accuracy and precision were met for all organochlorine. It was
observed linearity in the concentration range worked only for ADL and END.
The matrix effect was significant only for LND, HCB and HPT. The

quantification limits were below the MRL of the EPA.

KEYWORDS: Persistent organic pollutants. Environmental contaminants.

Optimization. Validation.
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO

O processo de tratamento do esgoto tem sido uma técnica
empregada para remover substancias (sélidos grosseiros e matéria organica)
presentes no esgoto, que podem causar impactos ambientais aos cursos
hidricos. Apés o tratamento do esgoto, é obtido um solido, denominado lodo
de esgoto, que apresenta composi¢cdo quimica muito complexa. A sua
disposic¢éo final tem se tornado um dos principais problemas para as estacdes
de tratamento de esgoto, uma vez que a maior parte delas ndo possui projeto
de descarte seguro, o que é imprescindivel, pois, devido a sua complexidade,
o descarte de forma nao planejada pode acarretar impactos ambientais.

Das disposi¢cbes finais do lodo de esgoto, destaca-se a
utilizac¢éo, na agricultura, como complemento de fertilizantes ou condicionador
de solos agricolas, devido ao elevado conteddo de nutrientes e de matéria
organica. Entretanto, por ser uma matriz complexa, podem ser encontrados
diversos contaminantes, tais como organoclorado. O uso indiscriminado do
lodo de esgoto, sem monitoramento, pode levar a contaminagdo de solos, da
agua, das plantas e a entrar na cadeia alimentar.

Os inseticidas organoclorados fazem parte dos Poluentes
Orgéanicos Persistentes (POPs), devido ao alto poder de bioacumulagéo,
elevada estabilidade, grande tempo de persisténcia no ambiente, capacidade
de transporte pela atmosfera e, principalmente, alta toxicidade. Esses
produtos foram usados no passado no controle de insetos e de doencas
agricola. Entretanto foram banidos, pois a contaminacdo humana por esses
compostos pode causar graves problemas a saude, como danos ao sistema
nervoso, renal e endocrino.

O uso dos organoclorados na agricultura foi banido pela

Convencéo de Estocolmo, devido aos impactos ambientais causados (UNEP,
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1997). Entretanto ainda sdo encontrados em diversas matrizes ambientais. O
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e a Environmental
Protection Agency (EPA) estabelecem limites de concentracdo de alguns
organoclorados para solo e lodo de esgoto, respectivamente.

A extracdo em Soxhlet é a técnica oficial de extracdo de
organoclorados em matrizes sélidas (EPA, 2007). Porém é uma técnica muito
laboriosa, pois demanda elevado tempo de execucdo e alto gasto com
solventes. Por isso, novas técnicas de andlise tém sido propostas para a
obtencdo de melhores resultados, obtidos de forma rapida, prética e
econdmica.

Nesse cenario, a técnica de extracdo sdlido-liqguido com
purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) se destaca, atendendo as
exigéncias. O principio da técnica surgiu do trabalho de Anglin e Mckinley
(1960) ao extrairam o DDT, que é um dos principais organoclorados, de
vegetais. Nos ultimos anos, a técnica apresentou varias modificacdes e tem
se mostrado eficiente na extracdo de organoclorados, em diversas matrizes.
A presente pesquisa visou otimizar e validar a técnica de extracdo sélido-
liquido com purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT), para extracdo dos
dez organoclorados em amostras de lodo de esgoto e quantificacdo por
cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lodo de esgoto

O crescimento da populacdo mundial e 0 aumento na geracéo de
residuos urbanos tém se tornado uma das principais preocupactes
ambientais na atualidade. A contaminacdo dos efluentes receptores de
esgotos e Aaguas residuais tem se tornado um problema de ambito
internacional (DANESHVAR et al., 2012).

No processo de tratamento do esgoto, ha a formagdo de um
residuo sélido chamado lodo de esgoto ou biossélido (MARIA et al., 2007). A
disposi¢do final desse produto tem sido uma das maiores dificuldades
encontradas, pois esses residuos sao produzidos em grandes volumes, e as
estacOes de tratamento ndo possuem projetos adequados de descarte. Tal
pratica requer cuidados especiais que garantam o equilibrio do meio
ambiente e a preservacdo da salde humana.

Das opgdes de disposi¢ao final tinham-se os aterros sanitérios,
incineragdo, conversdo em 6leo combustivel, disposicdo no solo
(landifarming), disposicao oceénica, reutilizagdo na indUstria (fabricacdo de
tijolos, produgdo de cimento, etc.) e uso agricola (BETTIOL; CAMARGO,
2006). A disposicdo na agricultura € considerada mais promissora que a
incineragdo e landfarming (ROIG et al., 2012), pois as demais préaticas séo de
custo elevado e/ou causam maiores danos ao meio ambiente (PIERZYNSKI,
1994), seu uso tem sido indicado para paisagismo, recuperacdo de areas
degradadas, silvicultura e agricultura em geral.

Na agricultura, o lodo de esgoto tem sido utilizado como
fertilizante ou condicionador de solos agricolas, devido ao elevado teor de
material organico, que proporciona melhorias na textura do solo, bem como
fonte de nutrientes essenciais as plantas, como nitrogénio e fosforo
(JURADO-GUERRA et al., 2013). J& ha relatos de uso na agricultura para as

culturas de arroz, aveia, trigo, pastagens, feijdo, soja, girassol, café e
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péssego (BETTIOL; CAMARGO, 2006) em alguns paises, como na Inglaterra
e Pais de Gales, que tradicionalmente adotaram o uso do lodo de esgoto na
agricultura como medida de disposi¢do final (KELESSIDIS; STASINAKIS,
2012).

No Brasil, 0 uso do lodo de esgoto é proibido pela Resolucao
Conama n° 375, de 2006, em pastagens, em cultivo de olericolas, em
tubérculos, em raizes, em culturas inundadas e demais culturas cuja parte
comestivel entre em contato com o solo (BRASIL, 2006). Isso porque, no lodo
de esgoto podem ser encontrados patégenos e contaminantes orgéanicos e
inorganicos de diversas classes (HARRISON et al., 2006). A presenca dos
contaminantes esta relacionada a composi¢cdo do esgoto, que, juntamente
com o processo de tratamento, proporcionam composi¢cdes complexas e
heterogenias ao lodo de esgoto, sendo necessario o conhecimento da sua
composicao quimica antes da aplicacdo no solo, evitando contaminagdo do
solo e das plantas (ANDREOLI, 2009; SINGH; AGRAWAL, 2008). O
desconhecimento dos efeitos de contaminacdo das plantas por substancias
quimicas, decorrentes do uso de lodo de esgoto na agricultura, € o principal
entrave para 0 seu uso, tornando-se necessario o monitoramento para
realizacéo dessa pratica (BETTIOL; CAMARGO, 2006).

Alguns contaminantes quimicos ja foram quantificados no lodo
de esgoto, como bifenilas policloradas (GUO et al.,, 2009), compostos
farmacéuticos (VOM EYSER et al., 2015), compostos perfluorados (RUAN et
al., 2015), drogas ilicitas (GAGO-FERRERO et al, 2015), estrogénios
(VYMAZAL; BREZINOVA; KOZELUH, 2015), ftalatos (SABLAYROLLES et al.,
2005), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (BARBOSA et al.,, 2014;
OLESZCZUK; ZIELINSKA; CORNELISSEN, 2014), metais pesados (COLLIN;
DOELSCH, 2010), organobromados (GORGA et al., 2013), organoclorados
(LIU et al., 2013) e policarbonatos(YU et al., 2015).

2.2 Organoclorados

Os organoclorados possuem como caracteristica principal a

presenca de atomos de cloro, além do carbono e do hidrogénio na sua
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estrutura quimica. Sua alta estabilidade é conferida pela estruturacdo das
moléculas, basicamente compostas por ligacdes de C-H, C-C e C-Cl, o que
Ihes atribui um tempo muito grande de degradacéo na natureza (BARBOSA,
2004). Suas propriedades fisico-quimicas estdo descritas na TAB 1. Além
disso, sdo compostos com caracteristicas altamente tdxicas, s&o
transportados pela atmosfera e depositados em locais de longo alcance
(BOER; FIEDLER, 2013). Devido a essas caracteristicas e a acdo de
bioacumulacdo na cadeia alimentar, os organoclorados séo classificados

como poluentes orgénicos persistentes (POPS).
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TABELA 1
Propriedades fisico-quimicas dos organoclorados
Organoclorado Estrutura  Massa Solubilida Temperatur Pressdo  Coeficiente Coeficiente  Meia-vida
quimica molar de em H,0O ade de vapor de de particéo- (dias)
(g mol) (mg L™ ebulicédo (mPa) adsorgéo octanol-dgua
°C) (log K oc) (log K ow)
Lindano®™ ¢ 290,83 7,300 323,4 4,3 x10” - 3,20 — 3,70 >365"

:O: (20°C) (20 °C)

Hexaclorobenzeno” cl 284,78 3,2x10° 323-326 1,5x10° 2,56 - 4,54 3,03-6,42 365 -
“ “ (20°C) (20 °C) 7305
Cl Cl
Cl
Heptacloro'” a® 373,32 0,056 135 - 145 53,0 4,38 4,40 -55 210 -

(25-29°C) (25 °C) 730®
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Continuacao...

Aldrin” o 364,91 0,027 145 8,6 2,61- 4,69 517-7.4 730 -
(27°C) (20 °C) 14245
cis-Clordano o o 409,78 0,056 175 1,3x10°  4,58-5,57 6,000 730 -
5 @ (20°C) (20 °C) 5479
trans-Clordano ¥ o 409,78 0,056 175 1,3x10°  4,58-5,57 6,000 730 -
cl
(20°C) (20 °C) 5479
"Cl
Cl
Dieldrin'” 380,91 0,186 330 0,4 4,08-455  3,692-6,200 1095 -
(20°C) (20 °C) 1460®
Endrin'” 380,91 0,230 245 2,0x107 5,34 3,209-5,339 4380
(25°C) (20 °C)



Continuacao...

pDT® 354,49  55x10° 185
S (25°C)

Mirex? 0,200 485
(24°C)

23

2,1x10™  5,15-6,26 4,890-6,914 395 -
(20 °C) 1215
0,1 5,28 3,763 43839
(20 °C)

Fonte: Adaptacdo de UNEP (1998); “Gaynor (2001), ®Fernicola (2002); “Oliveira (2002); ®WHO (2004); ®Almeida et al.

(2007); PMcBean(2012).
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Séo conhecidos doze POPs: os inseticidas aldrin, dieldrin, endrin,
clordano (cis e trans), DDT, heptacloro, mirex e toxafeno; os quimicos de
aplicacdo industrial, como as Dbifenilas policloradas (PCBs) e
hexaclorobenzeno; os residuos ou subprodutos ndo intencionais, como as
dioxinas e os furanos (FERNICOLA; OLIVEIRA, 2002).

2.2.1 Aldrin, Dieldrin e Endrin

Entre as décadas de 1950 e 1970, aldrin e dieldrin foram
amplamente utilizados como inseticidas de solo em diversas culturas
alimentares, como milho e algoddo, e em tratamento de sementes.
Entretanto, seu uso era regulamentado pela Environmental Protection Agency
(EPA) como cupinicida, formicida e no controle de insetos vetores (ATSDR,
2002; EPA, 2003).

Sobre condi¢Bes ambientais, o aldrin € amplamente convertido
em dieldrin por meio de processos biolégicos e abidticos (EPA, 2003). O
endrin teve sua fabricacdo a partir da década de 1950, nos Estados Unidos,
e, como aldrin e dieldrin, foi utilizado até a década de 1970, no controle de
lepdoptera em culturas de algoddo, milho, cana-de-acUcar, arroz, dentre
outras (WHO,1991). Também era utilizado como avicida em pomares e
rodenticida, em espécies florestais (EPA, 1973). Entretanto a sua principal
entrada no ambiente era por meio das aplicagcdes agricolas (EPA, 1978). O
endrin é considerado o composto de maior toxicidade do grupo dos
organoclorados ciclodienos, ou seja, dos que apresentam em sua estrutura
um composto ciclico oriundo da Sintese de Diels - Alder entre um dieno e um
diendfilo (EPA, 1973).

2.2.2 Clordano (cis e trans)

O clordano é uma mistura composta das formas cis e trans
(CETESB, 2012). A sua producdo comercial iniciou no ano de 1947, nos
Estados Unidos (WHO, 1988a). Durante a década de 1980, o uso do clordano

era aprovado apenas como inseticida doméstico para o controle de cupins,
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mas ja havia sido utilizado em culturas agricolas, gramados e jardins como
fumigante (ATSDR, 1994).

2.2.3 Heptacloro

O uso do heptacloro se iniciou nos Estados Unidos, no ano de
1952, no controle de pragas agricolas, com aplicacdo foliar e via solo, e no
controle da malaria e de pragas domésticas (WHO, 1988b; ATSDR, 2007).

2.2.4DDT

O diclorodifenil-tricloroetano (DDT) teve a sua capacidade
inseticida descoberta no ano 1939, e em 1942, passou a ser comercializado
em grande escala (BARBOSA, 2004). Também foi utilizado no controle de
insetos vetores de doengas durante a Segunda Guerra Mundial (WHO, 1979
e 1990). Em alguns paises subdesenvolvidos, era utilizado no controle da
malaria (CLARKE et al., 2010).

2.2.5 Hexaclorobenzeno e Lindano

Até 1965, o principal uso do hexaclorobenzeno era como
fungicida, mas também era utilizado na industria para fabricacdo de borracha,
fogos de artificio e munigcfes (EPA, 1992). Apesar de ndo ser mais produzido
comercialmente, o hexaclorobenzeno € um subproduto na producdo de
hidrocarbonetos, produtos clorados no processo de combustdo de residuos
urbanos (ATSDR, 2013).

O lindano é um dos isdmeros do hexaclorocicloexano (y-HCH)
gue foram amplamente utilizados como inseticida em culturas agricolas, em
animais e em instalagBes agricolas. Apesar de ter a sua fabricagdo suspensa
na década de 1970, era possivel encontrar esse produto na formulagao de
medicamentos prescritos para tratamento de sarna e piolho humano (ATSDR,
2005).
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2.2.6 Mirex

O mirex era aplicado como inseticida para controle de formigas
de fogo (Solenopsis invicta), além de ser utilizado como aditivo na indUstria
de plastico, borracha, tinta, papel e produtos elétricos (ATSDR,1995). Foi
amplamente utilizado nos paises da América do Sul e na Africa do Sul
(ORRIS et al., 2000).

2.3 Riscos a salde e ao meio ambiente

Os organoclorados sédo considerados os principais fatores de
poluicdo ambiental e humana da atualidade (MOSTAFALOU; ABDOLLHI,
2013). Os organoclorados, ao entrarem em contato com o solo, podem ser
lixiviados, gerando impactos ambientais (APARICIO et al., 2009). Para avaliar
a contaminacdo ambiental, varias matrizes tém sido estudadas, tais como
sedimentos marinhos (VAGI et al. 2007), plantas (SOJINU et al. 2012),
espécies aquaticas (AEL et al., 2013), particulas atmosféricas (BECOUZE et
al., 2011), agua (CORTADA et al., 2009), dentre outros.

A associacdo dos organoclorados ao lodo de esgoto ocorre no
processo de tratamento do esgoto, na fracdo sdlida suspensa, durante a
sedimentagdo de particulas grosseiras. Isso ocorre devido a caracteristica
hidrofébica desses compostos, que, consequentemente, tendem a adsorver
nessas particulas (SAITO, 2007; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2008).

Em trabalho recente, foi observado que frutos de tomate
cultivados em solos poluidos com clordano ndo foram contaminados,
diferentemente dos frutos de abobrinha, que foram altamente afetados
(CABIDOCHE; LEUSUEUR-JANNOYER, 2012). O risco de contaminacéo da
populagdo que se alimenta com vegetais contaminados por organoclorados é
advindo de sua estabilidade e ndo-biodegradacéo ao longo do tempo (SHEN;
XIA; DAI, 2013).
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A intoxicacdo humana por organoclorado pode gerar sérios
problemas a saude, causando danos ao sistema nervoso central e ao sistema
de defesa do organismo, acarretando lesdes hepaticas e renais (FLORES et
al.,, 2004). Os compostos lindano, hexaclorobenzeno e dieldrin podem
ocasionar alteracBes no sistema linfatico (MICHALOWICZ, 2013). A
exposicdo ao hexaclorocicloexano e mirex esta associada ao risco de
endometriose (UPSON et al., 2013). A intoxicacdo crbnica com clordano
pode provocar perturbacBes neuroelétricas (HYDE; FALKENBERG, 1976).
Ainda, doengas como comprometimento das funcées intelectuais em criangas
(ABELSOHN et al., 2002), diabetes (LEE et al., 2007) e hipertensdo (HA et
al., 2009) sdo relatadas como consequéncia da intoxicacdo por
organoclorados.

No Brasil, ha relatos de areas contaminadas em aterros (FILHO
et., 2003) e planicies costeiras (NASCIMENTO et al., 2004). Na cidade de
Paulinia-SP, a empresa Shell é responséavel pela contaminacdo do solo e
lencol fredtico, devido a vazamento de aldrin, endrin e dieldrin da sua
producéo (ALMEIDA et al., 2007). Em Duque de Caxias-RJ, no bairro Cidade
dos Meninos, a contaminagéo ocorreu devido ao abandono de cerca de 400 t
de hexaclorobenzeno, produzidos pelo Instituto de Malariologia, vinculado ao
Ministério da Saude (KOIFMAN et al., 2008).

2.4 Concentra¢c6es méaximas permitidas

Por meio da Convencédo de Estocolmo, os POPs tiveram o uso
banido na agricultura (UNEP, 1997). Em alguns paises, como a Jordania, a
comercializagdo e o uso de organoclorados pertencentes ao grupo dos POPs
ja haviam sido proibidos desde a década de 1980 (AHMAD et al., 2010).

No cenario mundial, algumas leis foram criadas para
regulamentar o uso do lodo de esgoto. Dentre essas, destaca-se a Lei de
Protecdo ao Ambiente de 1970 (Environment Protection Act. 1970), na
Australia, que estabelece medidas a respeito das descargas seguras do
biossélido no meio ambiente (EPA VICTORIA, 2004). No Brasil, o Conselho

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) regulamenta o uso do lodo de esgoto
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na agricultura, por meio da Resolugédo n° 375, de 2006, vigente até o presente
momento. Entretanto, nela ndo sdo estabelecidos limites méximos de
residuos (LMR) para organoclorados em lodo (BRASIL, 2006). Na Resolucédo
n°420, de 2009, sdo encontrados LMR para solo em areas agricolas
(BRASIL, 2009) (TAB. 2).

TABELA 2
Concentracfes maximas permitidas dos organoclorados em solos agricolas
segundo a Resolucdo CONAMA n° 420

Organoclorados Agricola APMax*

(mg kg™ de peso seco)

Aldrin 0,003
Aldrin + Dieldrin -
Clordano -
DDT 0,550
DDT+DDD+DDE -
Dieldrin 0,200
Hexaclorobenzeno

Endrin 0,400
Lindano 0,001

Fonte: Adaptada da Resolugdo CONAMA n° 420, de 2009 (BRASIL, 2009)
Nota: *APMax - Area de Protecdo Maxima .

2.5 Métodos de analise e extracdo de organoclorados

Para a determinacdo de contaminantes organicos em baixos
niveis de concentragdo em amostras ambientais, € necessaria a realizagao
da extragdo dos analitos da matriz, purificagdo dos extratos (clean up),
identificacdo e quantificacdo (QUEIROZ et al., 2009). A identificacdo e a
quantificacdo de organoclorado podem ser feitas pela cromatografia gasosa
(CG), utilizando detector de captura de elétrons (DCE) (BOER; BLOK;
BALLESTEROS-GOMEZ, 2014; WU et al., 2015) e espectrometro de massas
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(EM) (ARNHOORN et al., 2015. SURMA; SADOWSKA-ROCIEK; CIESLIK,
2014) e pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se o detector de
arranjo de diodos (PADRON, RODRIGUEZ, 2006) e ultravioleta (UV) (JANI et
al., 1991; MORENO; FERRERA; RODRIGUEZ, 2006).

A extracéo dos organoclorados em matrizes ambientais pode ser
feita utilizando-se diversos métodos analiticos, como a extracdo em fase
sélida, dispersdo da matriz em fase solida, microextracdo por fase soélida,
microextracao liquido-liquido dispersiva, extracao assistida por micro-ondas,
soxhlet, ultrassom, extracdo por fluido pressurizado, extracdo por fluido
supercritico e microextracdo em gota suspensa (QUADRO 1). Na extracéo
em fase sélida (EFS), ocorre a separacdo do analito de interesse contido no
extrato por eluicho em cartuchos contendo sorventes, onde o analito
permanece retido e é retirado com um solvente em que ele possui afinidade
(SCHEURER; BRAUCH; LANGE, 2009). Ja a dispersao da matriz em fase
sélida (DMFS) consiste na mistura da matriz da amostra com um material de
suporte sdlido num almofariz. A amostra é totalmente triturada e ha formacao
de uma fase, que é eluida em coluna para separacao dos analitos (TADEO et
al., 2010). Na microextracédo por fase soélida (MEFS), a extracdo e a pré-
concentracdo dos analitos ocorrem em bastdo de fibra ética, de tamanho
reduzido, recoberto com solvente. A extragdo ocorre mergulhando o bastéo
recoberto na amostra. Ocorre a migracdo e concentracdo dos analitos de
interesse da matriz para o solvente no bastdo (VALENTE; AUGUSTO, 2000).
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QUADRO 1
Técnicas de extracdo de organoclorados em diferentes matrizes ambientais

descritas na literatura corrente

Matriz Técnica de extracédo

Agua Microextragdo liquido-liquido dispersiva®, Microextracdo em
gota suspensa’, Extracdo em fase solida'®, Microextracdo em
fase sélida*?

Sedimentos Micro-ondas', Ultrassom™*®

Solo Micro-ondas®, Extracdo por fluido pressurizado®, Soxhlet’,
Ultrassom’, Microextracdo em fase sélida'®, Dispersdo da
matriz em fase sélida™

Vegetais Microextracdo liquido-liquido®, Dispersdo da matriz em fase

solida®, Extracao por fluido supercritico®

Fonte: Adaptado de " Silgoner et al. (1998);  Concha-Grafia et al. (2003); °
Concha-Grafia et al. (2004); * Cortada et al. (2009); °> Bedendo, Carasek
(2010); ° Quan et al. (2010); ’ Quinete et al. (2011); ® Vazquez-Quintal et al.
(2012); ° Rajabi (2015); *° Yazdanfar; Yamini, Ghambarian (2014); ™ Pham;
Phan, Nguyen (2014); * Dias et al. (2015); ** Yang et al. (2015); ** Zhao et al.
(2015).

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (MELLD) utiliza
microlitros de um solvente organico como fase extratora. A fase de extratora é
misturada com dispersor e colocada na amostra, gerando turbuléncia, o que
forma pequenas goticulas dispersas ao longo da amostra aquosa. Forma-se
uma solucdo turva, e o estado de equilibrio é alcangcado e os analitos sao
separados (REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010).

Na extrac@o assistida por micro-ondas, diferentes substancias
quimicas absorvem em diferentes extensdes de ondas transmitidas, devido
as suas propriedades dielétricas. Em amostras que contenham varias
espécies quimicas dispersas num ambiente homogéneo, é possivel produzir
um aquecimento seletivo de componentes da amostra, proporcionado a
separacdo (ESKILSSON; BJORKLUND, 2000).
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Para a extracdo em soxhlet, a amostra é colocada em um dedal,
e o solvente extrator é condensado a partir de um baldo de destilagdo até
atingir o nivel de transbordamento. Quando isso ocorre, o solvente passa pelo
dedal, lavando a amostra e volta para o baldo de destilacdo, levando os
analitos extraidos a uma cuba, sendo esse processo repetido até se
conseguir a extracao completa (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

Durante a extracdo por ultrassom, ha formacdo de ondas que
acarretam em implosGes de bolhas de cavitacdo, que, na superficie da
amostra, fazem com que esse choque resulte em erosao e na desagregacao
das particulas. Esse efeito proporciona uma exposi¢cdo de novas superficies,
liberando o analito de interesse (VILKHU et al., 2008).

No processo de extracdo por fluido supercritico (EFSC), é
empregada a temperatura para aumentar a capacidade de extracdo do
solvente, que é disperso no sistema, atingindo equilibrio termodinamico
(OLIVEIRA; SILVESTRE; SILVA, 2011). Quando empregada a extragao por
fluido pressurizado (EFP), séo utilizados solventes liquidos & temperatura e
pressao elevadas, que melhoram o desempenho da extragdo (MUSTAFA;
TURNER, 2011). Na microextragdo por gota suspensa (MEGS), ocorre a
concentracdo dos analitos organicos, utilizando-se uma gota de solvente
organico suspenso, a partir da ponta de uma agulha de seringa, o qual é
imerso na amostra colocado e colocado em frasco fechado (FRAGUEIRO;
LAVILLA; BENDICHO, 2006).

As técnicas oficiais para extracdo de organoclorados de
amostras sélidas recomendadas pela EPA s&o: soxhlet, extracdo de fluido
pressurizado, extragdo em micro-ondas, extracdo em ultrassom e extragédo
com fluido supercritico (EPA, 2007).

Os métodos de analise desenvolvidos para a determinacdo de
agrotoxicos no lodo de esgoto e relatados na literatura cientifica disponivel se
concentraram, principalmente, na determinacéo de organoclorados (TADEO
et al.,, 2010). Dentre as técnicas de extracdo mais utilizadas, destaca-se a
soxhlet, porém é uma técnica muito laboriosa, pois demanda elevado tempo
de execucdo, alto gasto com solventes, baixa frequéncia analitica e geracao

de residuos. Entretanto novas técnicas sdo estudadas para a extracdo de
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contaminantes em amostras sélidas ou semi-sélidas (ZULOAGA et al., 2012).

Para o lodo de esgoto, essas técnicas analiticas estao descritas na TAB 3.

literatura corrente

TABELA 3

Técnicas de extracdo de organoclorados em lodo de esgoto relatadas na

Técnica Quantidade de  Quantidade Tempo Referéncia
de amostra (g) de solvente de
extracao (mL) execucao
(horas)

DMFS 3 3-6 0,1 Sanchez-Brunete; Miguel;
Tadeo (2008)

EFP 1-5 11-60 20 Helaleh et al. (2005); Al-
Rashdan et al. (2010); Liu
et al. (2013)

EFSC 3 - 0,5 Berset; Holzer (1999)

Soxhlet 2,5 150 - 200 16 - 24 Falandysz; Strandberg
(2004); Helaleh et al.
(2005); Ju et al. (2009)

Soxtec 2,5 50 3 Helaleh et al. (2005)

Ultrassom 1,0 45 - 60 0,3-1 Lega et al (2997);
Katsoyiannis; Samara

(2004); Wang et al (2007)

Notas: DMFS: Dispersé@o da matriz em fase sélida, EFP: extracdo por fluido

pressurizado; EFSC: extragdo por fluido supercritico.

A maioria das técnicas de extracao baseadas na extracdo sélido-

liquido em lodo de esgoto ndo é seletiva, tornando-se necesséria a limpeza

dos extratos. Para isso, técnicas como extracdo em fase sélida, fase normal,

reversa, mistura de adsorventes e extracdo de permeacdo em gel séo

empregadas (ZULOAGA et al., 2012). Para o clean up de extratos de lodo de

esgoto contendo organoclorado é comum utilizar o adsorvente C18 (BERSET;
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HOLZER, 1999; S’ANCHEZ-BRUNETE, 2008) e mistura dos adsorventes
silica e alumina (HELALEH, 2005; STEVENS, 2003).

2.5.1 Extracao sélido - liqguido com purificacdo em baixa temperatura

A extracdo solido-liquido com purificacdo em baixa temperatura
(ESL-PBT) é baseada no principio proposto por Anglin e Mckinley (1960), que
empregaram a purificacdo em baixa temperatura para analise de DDT em
extratos de plantas. Os autores utilizaram a acetona como solvente extrator a
uma temperatura de congelamento de -70°C. A técnica foi novamente
empregada por Mcculley e Mckinley (1964) para a andlise de organoclorados
em 6leo. Em 1997, Juhler congelou amostras de carne e gorduras a -10°C
para analise de organofosforados em carne e em gorduras. No ano de 2001,
Lentza-Rizos, Avramides e Cherasco otimizaram a técnica como alternativa
na extracdo de organoclorados organofosforados em azeite por precipitagédo
em baixa temperatura. Em 2004, Goulart otimizou e validou a extragéo
liquido-liquido com purificacdo em baixa temperatura (ELL-PBT) para
piretréides no leite.

A ESL-PBT ou ELL-PBT é uma técnica de facil execugéo, que
consiste em colocar a amostra liquida ou sélida em contato com solvente
menos denso que a agua e com ponto de fusdo abaixo de -20 °C. A escolha
do solvente extrator € baseada na polaridade do composto de interesse de
extragdo (analito). Depois da adigdo do solvente extrator e da agua a
amostra, o sistema é agitado e levado ao refrigerador (FIG. 1). Ap6s um
determinado periodo, a fase é congelada com a amostra. O extrato organico
€ secado com sulfato de sédio e analisado por cromatografia (PINHO et al.,
2010a).
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FIGURA 1 — Esquema da técnica ESL-PBT: 1) Amostra de lodo de esgoto
contendo organoclorados e interferentes da matriz; 2) Adicdo da fase
extratora (solvente organico + agua) para extracdo dos organoclorados; 3)
Homogeneizacdo do sistema; 4) O sistema € colocado em repouso e 0s
organoclorados migram para o solvente orgénico; 5) Congelamento do
sistema para a separagdo do extrato (solvente orgénico + organoclorados); 6)
Apos o congelamento, é feito o recolhimento do extrato; 7) O extrato obtido é

levado para a analise cromatografica

A ESL-PBT mostrou-se promissora na analise de organoclorados
em leite (GOULART et al., 2008), tomate (PINHO et al.,, 2010), agua
(GOULART et al., 2010; SILVERIO et al., 2012; VIEIRA et al., 2007), batata
(RIGUEIRA et al.,, 2013), abacaxi (MORAIS et al.,, 2014), grdo de milho
(FREITAS et al., 2014), morango (HELENO et al., 2014), ovos de crocodilo
(SOUSA et al., 2014), alface (COSTA et al., 2015) e solo (PASSOS et
al.,2015). Também tem se demonstrado promissora na quimica forense
(FRANCA et al., 2015). Recentemente foi empregada para quantificacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e clorobenzenos em lodo de
esgoto (BARBOSA et al., 2014; PINHO et al., 2014).
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2.6 Validacdo de métodos analiticos

O processo de validacdo consiste no estabelecimento de limites
gue confiram a técnica estudada aplicabilidade ao longo de sua execugéo.
Para a obtencdo desses limites, sdo aplicadas figuras de mérito que
garantam qualidade nas medidas instrumentais e confiabilidade estatistica
dos calculos (RIBEIRO; FERREIRA, 2008). A validacdo é uma etapa de
estudo exigida para os métodos ndo normalizados, métodos criados e/ou
desenvolvidos pelo préprio laboratério, métodos normalizados usados fora
dos escopos para os quais foram concebidos, ampliagbes e modificacdes de
métodos normalizados (INMETRO, 2011).

No estudo da validacéo, é necessério que os dados analisados
sejam representativos e as concentragfes estudadas sejam adequadas ao
tipo de amostra avaliada (RIBANI et al., 2004). Para que isso aconteca, ha
agéncias que sugerem roteiros de validagcdo, como a Unido Internacional da
Quimica Pura e Aplicada (IJUPAC) e a Organizagdo Internacional de
Normalizacéo (ISO), dentre outras. As agéncias disponibilizam protocolos que
reconhecem a aptidao do laboratério em fornecer dados de alta qualidade e a
confiabilidade da técnica de analise empregada laboratério (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial (INMETRO) séo responsaveis pela disponibilidade
desses protocolos.

O processo de validacdo pode ser feito interlaboratorial, quando
a metodologia desenvolvida é validada em laboratorio externo aquele que a
desenvolveu, ou no préprio laboratério que desenvolveu a metodologia (in-
house). Esse Ultimo é de suma importancia, pois corrige erros referentes a
parametros de desempenho, assegurando a viabilidade do método (SOUZA;
PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

Com o objetivo de fornecer uma verificacdo béasica de

pressupostos livres de erros, varias figuras de mérito sdo empregadas
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(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Dentre elas, destacam-se
seletividade, limite de deteccéo (LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade,
exatiddo e precisdo (INMETRO, 2010; RIBANI et al.,, 2004). Para matrizes
complexas, também é feito o parametro de efeito de matriz.

A validacdo de um método analitico esta relacionada ao seu
desenvolvimento metodolégico no laboratério. Ao longo das etapas, alguns
pardmetros ja sdo avaliados ou adquire-se um conjunto de experiéncias
capaz de avaliar parametros (HOLCOMBE et al., 1998). E o caso da
seletividade e dos limites (LD e LQ). A seletividade de um método é dada
pela capacidade de distinguir analitos um dos outros, obtendo resposta que
se distingue de todas as outras (TAVERNIERS; LOOSE; BOCKSTAELE,
2004). O LD consiste na menor concentracdo possivel de ser detectada,
porém ndo é possivel a sua quantificacdo. O LQ representa a menor
concentracao possivel de ser quantificada. Os dados de LD e LQ podem ser
obtidos com base na avaliacdo visual, na relacdo sinal/ruido, no desvio
padrdo da resposta e da inclina¢@o, no desvio padrdo do branco e na curva
de calibragéo (ICH, 1995).

A linearidade é a capacidade do método em obter resultados que
sejam diretamente proporcionais & concentracdo do analito dentro de um
determinado intervalo de concentracdo (SHABIR, 2003). O modelo linear de
resposta é obtido quando, na anélise de regressdo do sinal analitico (Y) em
funcé@o da concentragdo do analito (C) estabelecido na curva analitica, produz
resposta esperada (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). Porém a equacio
produzida pela regressdo dos dados ndo é suficiente para averiguar a
linearidade, fazendo-se necessaria a utilizacdo do método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO) no auxilio. Para aceitar o modelo de
regressédo, tal como o MMQO, o padrao de residuos deve ser homogéneo,
distribuicdo normal e independente (HUBERT et al., 1999). Para isso, sé&o
empregados os testes de Jacknife, teste de Ryan-Joiner, teste de Brown &
Forsythe — Levene modificado (homoscedasticidade) e teste de Durbin-
Watson. A auséncia desses pressupostos pode acarretar na ineficiéncia do

MMQO e em inferéncias incorretas.
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2.6.1 Teste de Jacknife

O desacordo dos dados ao modelo de regressdo montado pode
ser decorrente de diversas situacbes, dentre elas, erros grosseiros nas
variaveis, quer de resposta ou explicativas; inadequacdo ao modelo linear
para descrever a estrutura sistematica dos dados; desajuste na escala de
andlise dos dados; a distribuicdo de erro para a variavel resposta pode ser
consideravelmente maior do que a distribuicdo normal. Desse modo, a
utilizagdo do MMQO, o melhor método de fixagdo do modelo (ATKINSON et
al., 1984). No MMQO é feita a observacgéo visual da distribuicdo univariada
de cada variante para ver se h& alguma estranheza (outliers) e séo
examinados os diagramas de dispersdo dos residuos (BELSLEY; KUH;
WELSCH, 1980).

O teste de Jacknife (QUENOUILLE, 1956) para residuos
padronizados avalia a dispersdo dos residuos, permitindo a exclusédo
sucessiva até que ndo haja mais dados discrepantes, respeitando-se o limite
maximo de exclusdo de 22, 2% dos dados originais (HORWITZ, 1995). Ndo é
permitida a exclusao de todo um nivel de concentragdo, devendo permanecer
ao menos uma repeticdo em cada nivel (BAZILIO et al., 2012).

A estatistica do teste de Jacknife é dada pela analise do residuo

padronizado de Jacknife (J,;), calculado, utilizando-se a seguinte equacgéo:

n—p-—1
Jei=1 |———=
n—p-—r

Onde o residuo padronizado (r;) € dado por r; = e;/S,;, (e; = erro
absoluto, S,; = erro padrdo do residuo), p = numero de pardametros do
modelo e n = nimero de pontos da curva analitica (SOUZA, 2007). No
gréfico representativo dos residuos da curva analitica de um dado composto
“Y” submetido ao teste de Jacknife (GRAF. 1), as linhas pontilhadas

horizontais correspondentes a tt(_q/2;n-2)Sres INdicam a faixa de variagao
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aceitavel para os residuos da regressao representados no grafico (SOUZA,
2007), sendo s,,; 0 desvio padrao dos residuos da regressédo. Os outliers

diagnosticados pelo teste encontram- se fora desse limite padronizado.

0.20
0.15 -
0.10 -

0.05 - *

0.00 &

Residuos (ei)

-0.05 - ®
-0.10 - *

-0.15 -

-0.20 - N
Concentrac¢ao pg L-*"Y"

GRAFICO 1 — Representacdo dos residuos da regressio da curva analitica
do composto “Y”

2.6.2 Teste de Ryan-Joiner

Outro parametro que é estudado para verificar a adequacgéo do
modelo linear a uma curva analitica € a normalidade. Para isso pode ser
aplicado o teste de Ryan-Joiner (RYAN; JOINER, 1976), utilizando o
coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner (R.,). Quando coeficientes de
correlagao calculados sédo maiores que os valores criticos estabelecidos para
esses coeficientes, os residuos seguem distribuicdo normal (SOUZA, 2007),

ou seja, os desvios da normalidade nédo séo significativos (GRAF. 2).
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GRAFICO 2 — Representacdo da probabilidade de distribuicdo normal da

curva analitica do composto “Y”.

Os residuos sdo organizados em ordem crescente. Um grafico
dos valores dos residuos ordenados e; e versus os valores dos percentis
estimados para uma distribuicdo normal reduzida gi (quantis normais — valor
normal esperado) é construido (BAZILIO et al., 2012). Os quantis normais sédo

obtidos pela equacéo:

_ 138
G =¢ —y71 i=1..,n

Sendo ¢~ inverso de uma funcéo de distribuicdo normal padrao.
Assim, temos que O coeficiente de correlagdo (R.,) entre i e q;, que €

calculado pela equacao:
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Do qual S, € a somatoria dos produtos cruzados de e (residuos
da linearidade) e g (quantis), S, € a soma dos quadrados dos desvios da
média de e, e, por fim, S,,, a soma dos quadrados dos desvios da média de q
(BAZILIO et al., 2012). Ja o coeficiente de correlagao critico para graficos de
probabilidade normal em nivel de significancia de 95% (a = 0,05) pode ser

obtido por interpolacéo polinomial (SOUZA, 2007), pela equacéo:

0,1288 0,6118 4 1,3505
Vn n n?

RCTit(n) = 1,0063 —

2.6.3 Teste de Brown & Forsythe — Levene modificado

A verificagdo da homogeneidade dos residuos € feita pelo teste
de Levene (LEVENE, 1960), modificado por Brown e Forsythe (1974). Nele,
0s residuos sado intercalados em dois grupos distintos, sem promover a
separacao de repeticdes do mesmo nivel, para os calculos das medianas dos
residuos de cada grupo (é; e €;), o valor absoluto das diferencas entre os
residuos e as medianas dos respectivos grupos (d,; = |é‘1—e1j| e dyj =
|é; - e2j|), a média das diferencas dy e a soma dos quadrados dos desvios
SQDy dos valores di;de cada k grupo (BAZILIO et al., 2012). O F de Levene
(FL) é a estatistica desse teste, mas, no caso de 2 grupos, ou seja, 1 grau de
liberdade de tratamentos, em que t=+/F pode-se calcular a estatistica t de
Levene (t,). Quando a estatistica t_ calculada for maior que o t critico t;-

a2n1+n2-2), NA0 ha homoscedasticidade. Calcula-se o ¢, pela equagéo:

(d, — dy)

1 1
VG g 0%

tL=
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Considera-se di= média dos médulos das diferencas entre o j-
ésimo residuo, a mediana de cada grupo k =1 e k =2; ng = numero de

observagdes em cada grupo e a variancia combinada (s;) (SOUZA, 2007).

2.6.4 Teste de Durbin-Watson

O teste de Durbin-Watson avalia se o0s residuos séo
independentes (DURBIN; WATSON, 1951). A estatistica do teste (d) é

definida pela equacéo:

Xisa(e — ei—1)2

n 2
i=1€i

d=

Ha dois limites criticos d, (limite inferior) e dy (limite superior). Se
0 valor de d estiver entre esses dois limites, o teste ndo tem concluséo.
Valores de d < d_ indicam autocorrelagdo e os residuos ndo sédo
independentes a um nivel de significancia de 2a, enquanto valores de d > dy
indicam independéncia dos residuos e ndo ha autocorrelagdo entre os
residuos. Nesse Ultimo, o resultado é ideal (SOUZA, 2007). Calculam-se d,_ e

dy para a=0,05 pelas seguintes equacdes:

2,8607 3,4148 16,6400
Vn n n?

d, = 1,9693 —

3,0547 1,3862 16,3662
Vn n n?

U
S
Il

1,9832 —

2.6.5 Efeito de matriz

Efeito de matriz € o nome dado as mudancgas que o analito sofre
em sua resposta cromatogréafica devido aos componentes da matriz quando

essa é uma matriz complexa, podendo provocar taxas de recuperagao acima
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de 100% (HAJSLOVA et al., 1998). Para a determinacéo do efeito de matriz,
é utilizado o teste F, que caracteriza a homogeneidade das variancias das
curvas do padrdo preparado na matriz € no solvente, e o teste t, que

comprova o efeito de matriz. A estatistica do teste F é descrita por:

2
F j— STESl

2
STeSZ

Tem-se: 1 = varidncia maior, e 2 = varidncia menor. Fgqiico POr

Fu _apni-2m2-2) . Para o teste t, sdo utilizadas as seguintes equagdes:

' la; — a,| , |by — b, |
t a= et b =
2 2 2 2 2 2
Sres 1 Z xl + Sres 2 Z xz Sres 1 + Sres 2
nlsxx 1 nZSxx 2 nlsxx 1 nZSxx 2

Dado tyiico POI t(1-ajon1+n2-4).

2.6.6 Exatiddo e precisao

A exatiddo do método é um pardmetro de fundamental
importancia, pois esta diretamente relacionada as caracteristicas quantitativas
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Ela pode ser avaliada por
experimentos de fortificacdo/recuperacéo. A precisédo, por sua vez, garante a
qualidade na quantificacdo do método final, podendo ser trabalhada em trés
niveis: repetitividade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade (RIBANI et al.,

2004). E avaliada pelo célculo do desvio padréo relativo (DPR):

S
DPR(%) = = x 100

S é o desvio padrdo absoluto, e X, a média do determinado

grupo de dados avaliados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Otimizar e validar a extracéo sélido-liquido com purificacdo em baixa
temperatura para quantificagdo de dez organoclorados em amostras

de lodo de esgoto.

3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer as condi¢des de analise simultanea dos organoclorados:
aldrin, dieldrin, endrin, lindano, clordano (cis e trans), heptacloro,
DDT, mirex e hexaclorobenzeno por cromatografia gasosa, acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM).

e Otimizar a quantificagdo dos multirresiduos em amostras de lodo
fortificados, empregando-se a técnica de extragcdo sélido—liquido com
purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT).

e Validar a metodologia otimizada.
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CAPITULO 2 — EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO COM PURIFICACAO EM
BAIXA TEMPERATURA: UMA TECNICA EFICIENTE PARA A EXTRACAO
DE DEZ ORGANOCLORADOS EM LODO DE ESGOTO

RESUMO

Lodo de esgoto é um residuo sélido gerado nas estacdes de tratamento de
esgotos. Esse material pode ser utilizado como complemento de fertilizantes
ou condicionador de solos agricolas, devido ao elevado contelido de matéria
organica. Entretanto essa pratica pode levar & contaminacéo e a acumulacao
de organoclorado em solos, agua, plantas e a sua entrada na cadeia
alimentar. Esta pesquisa teve como objetivo a otimizacdo e validacdo da
metodologia de extracdo solido-liquido com purificacdo em baixa temperatura
(ESL-PBT) de dez organoclorados, sendo eles: aldrin (ALD), dieldrin (DLD),
endrin (END), lindano (LND), cis-clordano (c-CLD), trans-clordano (t-CLD),
hexaclorobenzeno (HCB), heptacloro (HPT), DDT e mirex (MRX), em
amostras de lodo de esgoto e, posteriormente, andalise por cromatografia
gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Na otimizacdo da
técnica, foram avaliados os parametros tempo de fortificagédo e clean up dos
extratos. Os resultados revelaram que o tempo ideal de fortificacdo foi de seis
horas e o clean up utilizando o adsorvente C18 resultou em extratos com
menos interferentes nas analises cromatograficas. Na etapa de validacéo, foi
observada linearidade na faixa de concentracdo trabalhada apenas para ADL
e END. O efeito de matriz foi significativo apenas para LND, HCB e HPT. Os
limites de quantificacdo atenderam a Resolu¢cdo Conama 420/2009. Séao
0,002 mg kg™ para HCB, 0,004 mg kg™ para c-CLD e t-CLD, 0,008 mg kg™
para DDT, HPT e MRX, 0,015 mg kg'1 para DLD e END. Os compostos ALD e
LND ndo atenderem & legislacdo, com limite de 0,008 e 0,040 mg kg™,
respectivamente. Porém permaneceram abaixo dos valores estabelecidos

pela EPA, assim como os demais. A exatidao e a precisao do método foram
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demonstradas com recuperacdes acima de 90% para a maioria dos

compostos e DPR abaixo de 17%.

PALAVRAS-CHAVE: Biossoélido. Contaminantes ambientais. Métodos de

extracao.
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CHAPTER 2 SOLID-LIQUID EXTRACTION WITH PURIFICATION IN LOW
TEMPERATURE: AN EFFICIENT TECHNIQUE FOR EXTRACTION OF TEN
ORGANOCHLORINES IN SEWAGE SLUDGE

ABSTRACT

Sewage sludge is a solid waste generated in sewage treatment plants. This
material can be used as a complement to fertilizer or conditioner agricultural
soils due to the high content of organic matter. However, this practice can lead
to contamination and accumulation of organochlorine in soils, water, plants
and its entry into the food chain. This research aimed at the optimization and
validation of solid-liquid extraction methodology with purification at low
temperature (SLE-LTP) of ten organochlorine, namely: aldrina (ALD), dieldrin
(DLD), endrin (END), lindane (LND), cis-chlordane (c-CLD), trans-chlordane
(t-CLD), hexachlorobenzene (HCB), heptachlor (HPT), DDT and mirex (MRX)
in sewage sludge samples and subsequently chromatography analysis gas,
coupled with mass spectrometry (GC-MS). In the optimization of the technic,
we evaluated the parameters time of fortification and clean up of extracts. The
results revealed that the optimal time of fortification was six hours and the
clean up using the C18 sorbent resulted in extracts with less interfering in the
chromatographic analysis. In the validation stage, it was observed linearity in
the concentration range worked only for ADL and END. The matrix effect was
significant only for LND, HCB and HPT. The limits of quantification attended
the CONAMA Resolution 420/2009. Are 0.002 mg kg™ for HCB 0.004 mg kg™
for c-CLD and t-CLD, 0.008 mg kg™ for DDT, HPT and MRX, 0.015 mg kg™ for
DLD and END. The ALD and LND compounds do not comply with the
legislation, with a limit of 0.008 and 0.040 mg kg"l, respectively. However
remained below the levels set by the EPA, as well as the others. The accuracy
and precision of the method was demonstrated with recoveries above 90% for

most compounds and STDEV below 17%.

KEYWORDS: Biosolids. Environmental contaminants. Extraction methods.
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1 INTRODUCAO

O lodo de esgoto ou biossélido € o nome dado ao produto
gerado do tratamento do esgoto oriundo de diversas fontes, tais como
residéncias e industrias (UYSAL; YILMAZEL; DEMIRER, 2010). Varias séo
as disposicdes finais dadas a esse produto: aterros sanitarios, incineracéo
(WANG et al., 2006), extracao de dleo (KWON; LEE, 2015), degradacao
aerdbia por micro-organismos (CHI et al., 2011; CUKJATI et al., 2012) e uso
em constru¢des (CHIANG et al., 2009; CUSIDO; CREMADES, 2012). Porém
a utilizacdo na agricultura ainda é considerada a forma mais sustentavel ao
meio ambiente (PIERZYNSKI, 1994; SMITH, 2009). O lodo pode ser usado
como fertilizante ou condicionador de solos agricolas, devido ao elevado
contelldo de matéria organica e elementos essenciais as plantas, como
nitrogénio e fésforo (GUO et al., 2009; LEIVA et al.,, 2010; OZCAN et al.,
2013). O uso do lodo na agricultura reduz os gastos com fertilizantes,
diminuindo os impactos ambientais causados por esses, além de ser 30 a
40% mais barato que as demais técnicas de disposi¢do (ANTILLE 2011; LIU
etal., 2013).

Entretanto o uso na agricultura sem analise quimica pode causar
contaminagdo ambiental e degradagédo do solo quando este é tratado com
lodo de esgoto (OLESZCZUK; HOLLERT, 2011). Considerado uma matriz
complexa, sua composi¢cdo pode conter diversas classes de contaminantes
(BARAN; OLESZCZUK, 2002; SINGH; AGRAWAL, 2008). Dentre essas,
encontram-se o0s organoclorados (LIU et al., 2013), que sé&o classificados
como poluentes orgéanicos persistentes (POPS).

Apesar de terem o seu uso banido pela Convencdo de
Estocolmo (UNEP, 1997), os organoclorados sdo facilmente encontrados em
diversas matrizes ambientais, por serem estaveis, bioacumulativos e de faclil
transporte atmosférico (BOER; FIEDLER, 2013). A alta toxicidade dos
organoclorados pode causar danos a saude, como o aumento do risco a
endometriose, pela exposicdo ao hexaclorobenzeno e ao mirex (UPSON et

al., 2013), ocasionar alteragdes no sistema linfatico, devido a contaminagao
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com lindano, hexaclorobenzeno e dieldrin  (MICHALOWICZ et al., 2013) e
perturbacdes neuroldgicas provocadas pela intoxicagao crénica com clordano
(HYDE; FALKENBERG, 1976).

A quantificagdo de organoclorado pode ser feita por
cromatografia gasosa (CG), utilizando-se detector de captura de elétrons
(DCE) (BOER; BLOK; BALLESTEROS-GOMEZ, 2014; WU et al., 2015) e
espectrobmetro de massas (EM) (ARNHOORN et al., 2015; SURMA,;
SADOWSKA-ROCIEK; CIESLIK, 2014), e por cromatografia liquida,
utilizando-se o detector ultravioleta (UV) (JANI et al.,, 1991; MORENO;
FERRERA; RODRIGUEZ, 2006) ou arranjo de diodos (PADRON; FERRERA,
RODRIGUEZ, 2006).

A extracdo dos organoclorados em lodo é realizada pelas
técnicas sohxlet (ZAO, DONG, WANG, 2013) e extracéo liquido pressurizado
(LIU et al., 2013; MUSCALU et al., 2011), que sdo recomendadas pela EPA.
Mas outras técnicas, como QUEChERS e extracdo liquido pressurizado
(MASIA et al., 2015), sdo empregadas a fim de obter maior agilidade e
menores custos. Recentemente, a técnica de extracdo solido-liquido com
purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) foi empregada em lodo de
esgoto para a determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos e
clorobenzenos (BARBOSA et al., 2014; PINHO et al., 2014). Essa técnica tem
se destacado na andlise de organoclorados em diversas matrizes, tais como
tomate (PINHO et al.,, 2010), batata (RIGUEIRA et al., 2013), abacaxi
(MORAIS et al.,, 2014), grdo de milho (FREITAS et al., 2014), morango
(HELENO et al., 2014), ovos de crocodilo (SOUSA et al.,, 2014), alface
(COSTA et al., 2015) e solo (PASSOS et al., 2015).

O principio da técnica consiste em colocar a amostra sélida em
contato com um solvente menos denso que a dgua e com ponto de fuséo
abaixo de — 20 °C, geralmente acetonitrila. O sistema € agitado e levado ao
freezer. Ap6és um determinado periodo, a fase aquosa € congelada e
separada da fase organica contendo o analito de interesse (PINHO et al.,
2010a).

Com o intuito de atender & necessidade de novas técnicas de

extracao, a presente pesquisa teve por objetivo otimizar e validar a técnica de
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ESL-PBT de dez organoclorados em lodo de esgoto, analisados por

cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os padrdes analiticos dos organoclorados aldrin (ALD), dieldrin
(DLD), endrin (END), lindano (LND), cis-clordano (c-CLD), trans-clordano (t-
CLD), hexaclorobenzeno (HCB), heptacloro (HPT), DDT e mirex (MRX) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), com pureza de 99,9%.
Acetonitrila (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) grau HPLC e sulfato de sodio
(Dindmica, Diadema, Brasil) foram os reagentes utilizados. Para o clean up,
foram utilizados alumina (Micro Abrasives, Westfield, USA), florisil
(Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, USA), carvao ativado (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), C18 (Fluka, Milwaukee, USA), PSA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) e silica gel, 230-400 mesh (Carvalhaes, Alemanha).

2.2 Equipamentos

Na etapa de preparo de amostra, foi utilizado vértex (Phoenix,
Sao Paulo, Brasil) e centrifuga (Kindly, Sdo Paulo, Brasil).

As analises foram realizadas utilizando-se cromatégrafo a gas da
Agilent Technologies (GC7890A), acoplado a espectrdmetro de massas
(MS5975C) e coluna capilar DB-5 MS (Agilent Technologies) com fase
estacionéaria 5% fenil e 95% metilpolisiloxano (30 m comprimento x 0,32 mm
didmetro interno x 0,25 um espessura do filme interno). Hélio (99,9999% de
pureza) foi utilizado como gas de arraste a uma taxa de 1 mL min™. O injetor
foi mantido a 270 ° C. A programacao de temperatura foi 100 ° C, 20 ° C min™
até 200 ° C, 10 ° C min™ até 280 ° C. O volume injetado de amostra foi de 1
4L no modo de injecdo sem divisdo de fluxo (splitless), com liner sem Ia de
vidro, utilizando-se injetor Combi PAL. O espectrobmetro de massas foi
operado no modo de ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. O analisador
de massas tipo quadrupolo. A interface foi mantida a 280 ° C e a fonte de

fons, a 230 ° C. O controle do instrumento e a aquisicdo de dados foram
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feitos com o software ChemStation (E.02.02.1431 copyright© 1989-2011), da
Agilent Technology. Para espectrémetro de massas operando no modo MIS,

foram escolhidos trés ions de cada analito (TAB. 1).

TABELA 1
Tempo de retencdo dos organoclorados e ions selecionados para analise no

CG-EM no modo MIS

Organoclorados Tempo de retencéo - t, fons (m/z)
(min)

LND 7,607 181, 183, 219
HCB 7,680 282, 284, 286
HPT 9,703 272,273, 274
ALD 10,450 263, 265, 269
t-CLD 11,739 373, 375, 377
c-CLD 11,995 373, 375, 377
DLD 12,563 263, 265, 277
END 12,993 263, 317, 345
DDT 14,030 165, 235, 237
MRX 16,098 237,272,274

2.3 SolugBes padrao

Solugbes padrdo estoque individuais de cada organoclorado
foram preparadas em acetonitrila, a uma concentracdo de 500 mg L*. Foi
preparada uma solucdo intermediaria, contendo, simultaneamente, o0s
organoclorados na concentracdo de 25 mg L ™, a partir da diluicio da solucéo
estoque, com excecdo do DLD. Para o DLD, preparou-se uma solucdo de 20
mg L™. A partir dessas solucdes, foi preparada uma solucédo de trabalho, na
concentracdo de 4 mg L™, contendo todos os organoclorados. As solucdes

foram armazenadas a 4 ° C no refrigerador em frascos a&mbares.
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2.4 Amostras de lodo de esgoto

Para a etapa de otimizagdo da técnica, foi utilizado o lodo da
estacdo de tratamento de esgoto da cidade de Juramento-MG, Brasil. As
amostras de lodo foram peneiradas em tamiz de 1 mm de didmetro e

armazenadas em frascos de vidro no refrigerador.
2.5 Extracgao solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura

Para a otimizagdo da ESL-PBT, foram medidas 4,0000 g de
amostras de lodo e fortificadas com 100 pL da solugéo de trabalho dos
organoclorados, obtendo-se a concentracdo de 50 pg kg™. As amostras foram
deixadas em repouso por 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 172 horas. Foram
adicionados as amostras 2 mL de 4gua e 8 mL de acetonitrila. O sistema foi
homogeneizado e levado & temperatura de -20 ° C durante uma hora, para
congelamento da amostra. Foram transferidos 2 mL do sobrenadante para
tubo falcon de 15 mL, contendo 375 mg de sulfato de sédio e 60 mg de
adsorvente. O tubo foi homogeneizado em vértex por 30 segundos e levado
para centrifuga durante 10 minutos, com rotagdo de 4000 rpm. Depois, 1 mL
do extrato foi transferido para vial de injecdo e submetido a andlise
cromatografica. Os adsorventes otimizados univariadamente para a limpeza
dos extratos foram alumina, C18, carvao ativado, florisil, 1& de vidro, PSA e

silica.
2.6 Validacéo

Os parametros avaliados para a validacdo foram limites de
deteccdo e quantificacéo, seletividade, linearidade, efeito de matriz, preciséo
e exatiddo. Para a avaliacdo da linearidade do método, foram preparadas
curvas analiticas, fortificando amostras de lodo com solucdo padrdo dos
organoclorados em sete niveis de concentragdo (TAB. 2), em triplicata para

cada nivel.



53

TABELA 2
Niveis de concentracdo de cada organoclorado para a avaliacdo da

linearidade do método

Organoclorados Niveis de concentracao (ug L™)

LND 20,0; 30,0; 40,0; 60,0; 70,0, 80,0; 90,0
HCB 1,0; 11,0; 21,0; 31,0; 51,0; 71,0; 81,0
HPT 4,0; 14,0; 24,0; 34,0; 54,0; 74,0; 84,0
ALD 4,0; 14,0; 34,0; 44,0; 54,0; 74,0; 84,0
t-CLD 2,0; 12,0; 22,0; 32,0; 52,0; 72,0; 82,0
c—CLD 2,0; 12,0; 32,0; 52,0; 62,0; 72,0; 82,0
DLD 7,5;17,5; 27,5, 37,5; 57,5; 77,5, 87,5
END 17,5; 27,5; 37,5; 57,5, 67,5; 77,5; 87,5
DDT 4,0; 14,0; 24,0; 54,0, 64,0; 74,0; 84,0
MRX 4,0; 14,0; 34,0; 44,0; 54,0; 74,0; 84,0

Apés a obtencdo dos dados experimentais, foi aplicado o método
dos minimos quadrados ordindrios, para estimar a consisténcia dos dados da
regressdo. A dispersdo dos valores foi investigada e tratada pelo método dos
residuos padronizados de Jacknife, com exclusdo maxima de 22,2% dos
dados. As premissas dos residuos da regresséo e o ajuste ao modelo linear
foram validadas por meio da verificacdo da normalidade dos residuos pelo
teste de Ryan-Joiner; homoscedasticidade dos residuos pelo teste de Brown-
Forsythe, independéncia dos residuos pelo teste de Durbin-Watson e teste F,
para verificar a significancia da regresséo e ajuste do modelo linear.

Para avaliar o efeito de matriz, duas curvas analiticas foram
preparadas: uma em extrato da matriz (branco) e outra em acetonitrila. As
concentracbes para cada organoclorado sdo apresentadas na TAB. 3 e o0s
experimentos foram realizados em triplicata. As duas curvas analiticas (matriz
e solvente) foram avaliadas pelos testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsythe,

Durbin-Watson e teste F da regresséo, para avaliar a linearidade dos dados
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para cada composto. Em seguida, os dados das duas curvas foram
submetidos ao teste F, para verificar a homogeneidade das variancias dos
residuos das regressdes. Quando o teste indicou homoscedasticidade, as
inclinagbes e interse¢bes das curvas de solvente e matriz foram comparadas
pelo teste t de varidncias combinadas. Quando o teste indicou
heterocedasticidade, o teste t foi empregado, utilizando-se as variancias

amostrais de cada curva.

TABELA 3
Niveis de concentracdo de cada organoclorado analisado para avaliagdo do

efeito de matriz

Organoclorados Niveis de concentracéo (ug Lh

LND 20,0; 30,0; 40,0; 60,0; 70,0; 90,0; 100,0
HCB 1,0; 11,0; 21,0; 31,0; 41,0; 71,0; 81,0
HPT 4,0; 14,0; 24,0; 34,0; 44,0; 54,0; 74,0
ALD 4,0; 14,0; 24,0; 34,0; 54,0; 7,04, 84,0
t—-CLD 2,0;12,0; 22,0; 32,0; 42,0; 52,0; 72,0
c-CLD 2,0;12,0; 22,0; 32,0; 42,0; 52,0; 72,0
DLD 7,5;17,5; 27,5; 37,5; 57,5; 77,5, 87,5
END 7,5;17,5; 27,5; 37,5; 57,5; 77,5; 87,5
DDT 14,0; 24,0, 3,04, 44,0; 64,0; 74,0; 84,0
MRX 4,0; 14,0; 34,0; 44,0; 54,0, 64,0; 74,0

A seletividade da técnica foi estudada qualitativamente,
avaliando as amostras de lodo de esgoto isentas de organoclorados (branco)
em seis replicatas independentes, para checar a interferéncia dos
componentes da matriz. Outros interferentes, tais como derivados do
solvente, vidrarias, adsorventes e reagentes, foram investigados pela
repeticao do método, sem utilizar o lodo.

Para determinar os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ), foram fortificadas amostras de lodo de esgoto com os organoclorados

nas menores concentracdes aceitaveis. Apés a ESL-PBT e analise por CG-
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EM, os limites foram considerados como trés e dez vezes o sinal da linha de
base para o LD e LQ, respectivamente.

A exatiddo foi realizada, avaliando-se injecbes das amostras
fortificadas nas concentragdes 1 x LQ, 1 x LQ + 10 ug kg™ e LMR (100 ug kg
Y em triplicata, para cada composto. Para cada nivel, valores de
recuperacdo foram considerados aceitaveis quando entre 70 e 120%
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). A precisdo intermediaria foi
avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR), obtido em experimentos de
fortificagdo/recuperacdo dos organoclorados do lodo em dois dias distintos.
Os ensaios foram realizados na concentracdo de 50 pg L™ correspondendo a
100 pg Kg™. O método foi considerado preciso quando o DPR< 20% (RIBANE
et al., 2004).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Condi¢Bes cromatograficas de andlise

As analises cromatograficas dos dez organoclorados foram
realizadas inicialmente no modo de injecdo splitless, utilizando-se liner de
vidro desativado. Dentro do liner, na posicao central, foi colocada uma 1a de
vidro (FIG. 1). A fung&o dessa |a é remover da matriz particulas néo voléateis e
compostos polares que podem danificar a coluna cromatografica (HO; YU,
2004).

La de vidro

< Agilent 19251

FIGURA 1 - Liner cromatografico preenchido com Ia de vidro

Entretanto o sinal do END néo foi detectado e os demais
compostos foram detectados com sinais de baixa intensidade (FIG. 2). A
remocao da I& de vidro aumentou a intensidade dos organoclorados de 9 a
120 vezes, além da deteccdo do END. Esses resultados foram semelhantes
aos encontrados por Wylie e Uchyama (1996), os quais analisaram
organofosforados, utilizando-se 0 mesmo modo de injecdo, por CG-EM. Os

organoclorados adsorvem nos grupos silandis da 1a de vido, dificultando a
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entrada na coluna cromatogréafica e, consequentemente, uma pequena ou
nenhuma quantidade dos compostos é detectada pelo espectrébmetro de
massas (SINTON; LACOURSE, 2001). No caso do END, isso acontece, pois
as suas caracteristicas fisico-quimicas lhe conferem um grau de polaridade,
possibilitando a sua adsorcdo nos sitios ativos da 1& de vidro, mesmo eles

sendo polares.

Liner sem

1& de vidro
400000 10

200000 +

04

400000 — 8 10 12 14 16

Abundancia

Liner com
1a de vidro

200000 —

Tempo de retengdo (min)

FIGURA 2 - Cromatogramas de ions totais da solu¢do padrdo de dez
organoclorados em acetonitrila, na concentracdo de 500 pg L*
Nota: Os numeros referem-se aos organoclorados: 1. LND; 2. HCB; 3. HPT;
4. ALD; 5. t-CLD; 6. ¢c-CLD; 7. DLD; 8. END; 9. DDT; 10. MRX.

3.2 Otimizacdo da ESL-PBT
3.2. 1Limpeza dos extratos
A técnica ESL-PBT proporciona a extragcao dos organoclorados e

clean up dos extratos durante a etapa de congelamento. Porém, devido a

complexidade do lodo de esgoto, foi necessaria uma etapa de clean up
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adicional para remover componentes da matriz remanescentes no extrato.
Para isso, os adsorventes alumina, octadecil-silica (C18), carvao ativado,
florisil, 14 de vidro, amina primaria-secundaria (PSA) e silica foram avaliados.

O C18, o carvao ativado e a & de vidro proporcionaram melhor
limpeza dos extratos, pois removeram maior quantidade de interferentes da
matriz (FIG. 3). O C18 é uma silica com estrutura modificada que possui
grupo alquila octadecil, conferindo-lhe caracteristica apolar. Ele é altamente
eficiente na adsorcdo de compostos hidrofébicos (PICHON, 1998), como
compostos lipidicos presentes no lodo. Os organoclorados também séo
hidrofébicos, entretanto sdo solUveis em acetonitrila, o que garante a
eficiéncia da limpeza sem haver perda do analito (SSANCHEZ-BRUNET;
MIGUEL; TADEO, 2008).
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FIGURA 3 - Cromatogramas de ions totais de extratos de lodo de esgoto,
submetidos a limpeza com diferentes adsorventes, na concentracdo de 500
pg L™

Nota: Os numeros referem-se aos organoclorados: 1. LND; 2. HCB; 3. HPT;
4. ALD; 5. t-CLD; 6. c-CLD; 7. DLD; 8. END; 9. DDT; 10. MRX.
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O uso do carvao ativado como adsorvente na etapa de clean up
é comprometido devido a alta capacidade de adsorcdo de organoclorados,
demonstrada pelos resultados obtidos. Houve adsorcdo total do HCB e
reducdo da resposta cromatografica dos demais compostos. (FIG. 3). O
principio do clan up empregado baseia-se na remoc¢éo dos interferentes do
extrato pelo adsorvente, permanecendo apenas o analito de interesse.
Entretanto o carvéo ativado pode adsorver 80% dos organoclorados contidos
em uma solugcdo (MURAYAMA et al., 2003). Respostas semelhantes foram
obtidas utilizando a 1& de vidro como adsorvente. Além de adsorver os
interferentes da matriz, houve acentuada reducéo da resposta cromatografica
dos compostos ALD, DLD, HCB e HPT (FIG. 3). Os resultados demonstraram
diferenca na resposta de adsorcdo entre silica e 18 de vidro. Isso porque,
além da silica, a 1a de vidro possui, em sua composicao, 6xidos de aluminio e
ferro, que compreendem 28% de sua massa (LUND; YUE, 2008) e que
podem atuar como sitios de adsor¢ao.

Apesar de apresentarem menor eficiéncia de limpeza, quando
comparadas com o C18, a silica e a alumina sdo utilizadas em colunas na
etapa de clean up nas técnicas de extracdo com fluido supercritico e soxhlet,
na extracdo de organoclorados (BERSET; HOLZER, 1999; HELALEH, 2005;
STEVENS, 2003). O emprego desses adsorventes pode estar relacionado ao
fato deles apresentarem menor adsor¢do de organoclorados (FIG. 3).
Semelhantemente, o florisii também apresentou baixa adsorcdo dos
organoclorados e baixa remoc¢éo de interferentes da matriz (FIG. 3). Embora
nao tenha demonstrado eficiéncia na fase de clean up da ESL-PBT, o florisil
apresenta eficiéncia quando utilizado no clean up para lodo de esgoto em
coluna, com solventes de eluicdo de menor polaridade que a da acetonitrila
(GRANDE; REZENDE; ROCHA, 2003).

Os resultados obtidos utilizando o PSA demonstraram baixa
eficiéncia de limpeza dos extratos, apesar da baixa adsorcdo de
organoclorados (FIG. 3). O PSA demonstra-se eficiente quando empregado
no meétodo QUEChERS para a extragdo simultdnea de diversos

contaminantes organicos em lodo de esgoto (CERQUEIRA; CALDAS;
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PRIMEL, 2014). Em nenhuma das analises em modo SCAM foi observado o
sinal do LND, fato esse que pode estar relacionado a baixa intensidade do
sinal do LND em relacdo aos ruidos da linha de base, além da possibilidade
de adsorcao por carvao ativado e 1a de vidro (FIG. 3).

Os extratos obtidos na ESL-PBT e clean up com C18 foram
analisados no modo MIS (FIG. 4). No cromatograma, observou-se reducao no
ndmero de sinais de componentes da matriz, utilizando-se o C18, melhorando
a relacao sinal/ruido. Consequentemente, observou-se o sinal do LND, que
ndo era perceptivel no cromatograma de ions totais. Constatou-se, também,
que a adsorcdo dos organoclorados pelo C18 foi minima, quando
comparadas as areas dos extratos submetidos a ESL-PBT sem 0 processo
de clean up (GRAF. 1).

7000 +
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1000

Tempo de retenc¢ao (min)

FIGURA 4 - Cromatograma no modo MIS do extrato de lodo de esgoto,
utilizando C18 na etapa de clean up

Nota: Os numeros referem-se aos organoclorados: 1. LND; 2. HCB; 3. HPT;
4. ALD; 5. t-CLD; 6. c-CLD; 7. DLD; 8. END; 9. DDT; 10. MRX, na

concentracdo de 50 ug L™
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GRAFICO 1 - Comparagdo das areas cromatograficas de cada
organoclorado analisado em extratos obtidos apés ESL-PBT sem clean up e

com clean up, utilizando C18.

3.2. 2 Tempo de fortificagdo

O tempo de contato dos organoclorados com amostras de lodo
de esgoto pode influenciar na porcentagem de recuperacdo, por causa de
fenbmenos de adsorcdo e/ou degradagcdo dos analitos. Dessa forma, as
amostras foram fortificadas e deixadas em repouso por 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72
e 162 horas e, somente depois, foram submetidas a ESL-PBT. Somente os
organoclorados ALD e DDT obtiveram influéncia do tempo de fortificacdo na
porcentagem de recuperacao, pelo teste Tukey com 95% de probabilidade
(TAB. 4).



TABELA 4

Média da porcentagem de recuperagdo da ESL-PBT, em fungéo da influéncia do tempo de fortificacdo das amostras de lodo de

63

esgoto
Tempo de Organoclorados
Fortificacéo
(horas) LND HCB HPT ALD t-CLD c-CLD DLD END DDT MRX
0 107 a 79 a 94 a 86 a 93 a 93 a 98 a 97 a 124 a 71 a
3 104 a 73 a 86 a 80 ab 88 a 87 a 92 a 94 a 97 b 66 a
6 109 a 78 a 99 a 88 a 97 a 97 a 101 a 104 a 105 ab 71 a
12 101 a 75 a 89 a 81 ab 93 a 92 a 97 a 95 a 84 b 69 a
24 107 a 76 a 98 a 79 ab 93 a 90 a 95 a 94 a 102 b 76 a
48 100 a 69 a 93 a 70 bc 88 a 87 a 89 a 0 a 91 b 68 a
72 100 a 74 a 96 a 74 ab 92 a 93 a 95 a 0 a 93 b 67 a
168 101 a 66 a 94 a 55 ¢ 89 a 89 a 92 a 103 a 95 b 62 a
C.V. (%) 4,828 7,273 5,579 6,269 5,164 5,064 5,251 6,480 7,854 6,565

Nota: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5% realizado no

programa estatistico SAEG.
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O lodo de esgoto é uma fonte de micro-organismos capazes de
degradar compostos organicos (SEMPLE; REID; FERMOR, 2001). Dentre as
reacdes de degradacao do ALD no lodo de esgoto, destaca-se a epoxidagéo
(HILL; MCCARTY, 1967), que se baseia na quebra da ligacéo dupla entre os
atomos de carbono e adicdo de um oxigénio a molécula, por enzimas
oxigenases, formando o DLD (FIG. 5), que é mais resistente a
transformagbes (TU; HARRIS, 1968; EPA, 1987). Entretanto outras
transformag@es sdo passiveis de acontecerem ao ALD. Em lodo de esgoto, o
processo de descloragdo do aldrin pode formar compostos anélogos, tendo
atomos de cloro substituidos por hidrogénio (BACZYNSKIA; GROTENHUISB;
KNIPSCHEER, 2004). Esse processo acontece porque o lodo de esgoto
possui bactérias capazes de remover cloro de ciclodienos clorados (EEKERT;
SCHRAA, 2001). A reducéo da porcentagem de recuperagdo do ALD pode
estar correlacionada a descloragdo do composto, pois ndo foi observado

aumento na concentragdo de DLD.

cl Cl ¢ c
cl N cl
Cl Cl
cl Cl Cl

E—

oxigenase

(@]
aldrin dieldrin

FIGURA 5 — Via metabdlica de epoxidag&o do aldrin em dieldrin
Fonte: Adaptado de Hill e Mccarty (1967)

Apesar de sua alta estabilidade quimica, o DDT pode sofrer
reacbes de biodegradacdo, dando origem a moléculas semelhantes,

realizadas por micro-organismos anaerdbicos facultativos em condi¢des
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ambientais 6timas (FOGHT et al., 2001). Uma das reac8es de biodegradacéo
do DDT é a desalogenacdo redutiva, que consiste na remocdo de um
substituinte de halogéneo, a partir de uma molécula com a adi¢cdo simultanea
de elétrons para a molécula, sendo que, no caso do DDT, ocorre o processo
de hidrogendlise (FIG. 6), é a substituicdo de um substituinte de halogéneo de
uma molécula por um atomo de hidrogénio (MOHN; TIEDJE, 1992).
Substratos como adubacgdo verde, lodo de esgoto e alfafa foram utilizados
para estimular a desalogenacdo de DDT em solos (MOHN; TIEDJE, 1992),
sendo o0 lodo de esgoto eficiente por ser fonte de micro-organismos
anaeroébicos capazes de realizarem esse processo (HILL; MCCARTY, 1967;
LIANG et al., 2014). O processo de desalogenacdo pode ter biodegradado
uma pequena parte do DDT contido no lodo de esgoto, reduzindo a

porcentagem de recuperacdo do mesmo.

CClg CHCl,
2H

cl cl ; o ‘ ‘ o

HCI
DDT DDD

FIGURA 6 — Reacéo de desalogenacdo do DDT
Fonte: Adaptado de Mohn e Tiedje (1992)

Baseado nos resultados obtidos no teste de médias, Tukey
com 95% de probabilidade (TAB. 4), foi otimizado o tempo de 6 horas de
fortificacdo das amostras de lodo com a solucédo trabalho contendo os

organoclorados.
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3.3 Validacéo

3.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi demonstrada por meio da auséncia
de interferentes no tempo de retencdo dos dez organoclorados durante as
andlises de extratos de lodo. Na FIG. 7 € comparado o cromatograma de
extrato de lodo isento dos organoclorados (branco) com o cromatograma de
extratos de lodo obtidos, apés a ESL-PBT de amostras fortificadas com os

organoclorados.
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Extrato branco

3000
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FIGURA 7 — Cromatogramas no modo MIS dos extratos de lodo de esgoto

obtidos apds a ESL-PBT de amostra isenta (branco) e amostra de lodo de
esgoto fortificada com dez organoclorados, na concentragdo de 50 ug L*
Nota: Os numeros referem-se aos organoclorados: 1. LND; 2. HCB; 3. HPT;
4. ALD; 5. t-CLD; 6. c-CLD; 7. DLD; 8. END; 9. DDT; 10. MRX, na
concentracdo de 50 ug L™

3.3.2 Limite de detecc¢éo e limite de quantificacéo
Os limites de deteccdo e quantificacdo dos organoclorados

estdo descritos na TAB. 5. Apesar de apresentar LQ’s superior aos das

demais técnicas para a maioria dos compostos, a técnica demonstra-se
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eficiente na quantificacdo de organoclorados, pois 0s compostos
apresentaram LQ abaixo do LMR estabelecido pela Resolucdo Conama
n°420 para solo, com excecédo do LND e ALD. Entretanto todos os valores de
LQ encontrados nesta pesquisa estdo abaixo dos valores de LMR
estabelecidos pela EPA Victéria (2004) para lodo de esgoto grau C1, na
Australia. A classificacdo C1 é baseada em valores rigorosos de LMR, para
garantir protegdo a saude humana, ao meio ambiente e a seguranca
alimentar (TAB. 5).
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TABELA 5
Limites de quantificacdo dos dez organoclorados obtidos na ESL-PBT, de diferentes técnicas de extragdo em lodo de esgoto

analisados por CG-EM e os limites méaximos de residuos permitidos (LMR)

Organoclorado ESL-PBT DMFS® EFP® EFS' Soxhlet® Soxtec® Ultrassom® *Resolucéo **EPA
Conama
LD LQ LQ (ug kg™) LMR (ug kg™)
(Mg kg™)  (ng kg™
LND 12,00 40,00 0,30 1,93 5,20 1,66 6,25 0,04 1,00 50,00
HCB 1,00 2,00 0,50 502 1,30 8,03 - 0,06 5,00 50,00
HPT 2,00 8,00 0,30 - 3,70 - 8,30 - - 50,00
ALD 2,00 8,00 0,30 - 4,50 - 3,28 - 3,00 50,00
t-CLD 1,00 4,00 - 2,50 - 0,34 - - - 50,00
c-CLD 1,00 4,00 - 2,38 - 0,32 - - - 50,00
DLD 5,00 15,00 2,00 - - 0,74 1,85 - 200,00 50,00
END 5,00 15,00 1,70 - - - 66,67 - 400,00 -
DDT 2,00 8,00 1,30 - 7,50 - 1,90 0,10 550,00 500,00
MRX 2,00 8,00 - - - 31,2 - - - -

Notas: ' Berset; Holzer (1999); “Helaleh et al. (2005); °Wang et al. (2007); * Sanchez-Brunete; Miguel; Tadeo (2008); > Ju et al.
(2009); ®Liuetal (2013); * LMR estabelecido para solo; ** LMR estabelecido para lodo de esgoto.
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3.3.3 Linearidade

As equacBes das curvas de calibracdo e os coeficientes de
determinagao (R%) estdo demonstrados na TAB. 6. Todos os organoclorados
obtiveram R” acima de 0,95, valor superior ao recomendado pelo INMETRO
(0,90) (2010). Os valores dispersos identificados pelo *tg.q2;n-2)Sres foram
confirmados pelo teste de residuos padronizados Jacknife. Foram detectados
dois valores dispersos para ALD, no nivel 84 ug L™ dois valores dispersos
para c-CLD, no nivel 82 ug L™; trés valores dispersos para END, nos niveis
65,5 ug L' e 75,5 pg L™; um valor para DLD e MRX, no nivel 7,5 ug L™ e 34
Mg LY, respectivamente. O nimero maximo de exclusdo de valores extremos
determinados pelo teste foi de quatro, correspondendo a 22,2% dos 21 dados
originais (GRAF. 2).

TABELA 6
Equacdes das curvas de calibracdo dos extratos de lodo de esgoto
fortificados com organoclorados para ensaios de linearidade e seus
respectivos coeficientes de determinagéo

Dados da calibracéo

Organoclorados Equagdo R*
LND y = 580,88x — 10673 0,9852
HCB y =2379,1x — 16463 0,9702
HPT y =1022x — 111446 0,9610
ALD y = 690,68x — 4813,6 0,9611
-CLD y = 424,58x — 2952 0,9789
c-CLD y = 488,93x— 2580,9 0,9803
DLD y =699,61x — 7789,9 0,9799
END y = 487,73x — 9642 0,9834
DDT y = 2684,8x — 21533 0,9606
y =2220,6x — 15126 0,9770

MRX
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GRAFICO 2 — Representacédo exploratérias dos residuos das curvas dos dez
organoclorados submetidos a ESL-PBT, apds exclusdo de valores dispersos
diagnosticados pelo teste de residuos padronizados Jacknife, com a = 0,05. g;

= residuo da regressao, - - - - = tt.g2:n-2Sres, @ = significancia
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A distribuicdo normal dos residuos da regresséo foi confirmada
pelo teste de Ryan-Joiner, (GRAF. 3). Os coeficientes de correlagédo
calculados (R) foram superiores aos coeficientes criticos (Ritico), S€Ndo eles:
0,9901 > 0,9460 para LND; 0,9715 > 0,9460 para HCB; 0,9824 > 0,9460 para
HPT; 0,9870 > 0,9378 para ALD; 0,9785 > 0,9460 para t-CLD; 0,9811 >
0,9408 para c-CLD; 0,9653 > 0,9378 para END; 0,9849 > 0,9435 para DLD;
0,9894 > 0,9460 para DDT e 0,9773 > 0, 9435 para MRX. Estes resultados
indicam que o desvio da normalidade nao foi significativo (a = 0,10).
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GRAFICO 3 - Probabilidade normal das curvas dos dez organoclorados
analisados em extrato de lodo de esgoto apés ESL-PBT
Notas: R= coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, R o= valor critico

estabelecido, a= significancia, e;= residuo da regresséo, ;= valor normal

esperado.

Os residuos da regressao apresentaram variabilidade constante

ao longo dos niveis de concentracdo, demonstrando homoscedasticidade

para todos organoclorados. A estatistica t de Levene néo foi significativa (a =

0,05) em todas as curvas examinadas, apresentando t de Levene superior ao

1:critico (TAB- 7) .
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TABELA 7
Representagdo da homogeneidade das variancias dos residuos da regressao

das curvas analiticas dos dez organoclorados analisados pelo teste de

Levene modificado

Estatistica
Organoclorado N tL toritico
LND 21 0,44 2,09
HCB 21 1,14 2,09
HPT 21 -0,167 2,09
ALD 19 1,28 2,11
t-CLD 21 1,18 2,09
c-CLD 19 0,18 2,11
END 18 -0,23 2,12
DLD 20 1,23 2,10
DDT 21 0,78 2,09
MRX 20 1,09 2,10

N = ndmero de observacgdes; t, = estatistica t de Levene; tyico= Valor tabelado
para a = 0,05.

A independéncia dos residuos da regressao foi evidenciada
apenas para ALD e END, pelo teste de Durbin-Watson, que apresentaram
limites inferiores (d.) e superiores (dy) menores que a estatistica d, ao nivel
de significAncia de a = 0,05, significando que ndo houve autocorrelagédo (TAB.
8), entretanto ndo foi observado perfil de distribuicdo homogéneo dos pontos
nos quatro quadrantes dos gréaficos. Para os compostos LND, HCB, HPT, t-
CLD, c-CLD, DLD e DDT, foi evidenciada autocorrelagdo dos residuos da
regressao, pois apresentaram estatistica d inferiores aos limites (d, e dy). O
teste de Durbin-Watson ndo foi conclusivo para o composto MRX, pois
apresentou d, > d < dy. A distribuicdo dos pontos nos graficos para os
compostos LND, HCB, HPT, t-CLD, c-CLD, DLD, DDT e MRX, ndo sugeriu
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tendéncia positiva ou negativa, com concentracdo dos pontos no primeiro e

guarto quadrante (GRAF. 4).

Representacao da independéncia dos residuos de regressao das curvas

TABELA 8

analiticas dos dez organoclorados pelo teste de Durbin-Watson

Estatistica

Organoclorado D d, du

LND 0,57590 1,22017 1,41973
HCB 0,55704 1,22017 1,41973
HPT 0,45588 1,22017 1,41973
ALD 0,68901 1,13219 1,38050
t-CLD 0,89670 1,22017 1,41973
c-CLD 0,96419 1,15667 1,39072
END 1,47424 1,13219 1,38050
DLD 1,02195 1,17938 1,40070
DDT 0,91429 1,22017 1,41973
MRX 1,35310 1,17938 1,40070

Notas: d = estatistica de Durbin-Watson; d_ = limite inferior; d,= limite superior.

Significancia a= 0,05.
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GRAFICO 4 - Curvas dos dez organoclorados em extrato de lodo de esgoto
Notas: d = estatistica de Durbin-Watson, a = significancia, e; = residuo da

regressao.

Foi observada alta significancia da regresséo (a= 0,001) para
todos os organoclorados (TAB. 9). As premissas relativas ao MMQO
(normalidade, homoscedasticidade e independéncia) foram confirmadas para
0s compostos ALD e END, indicando linearidade nas faixas de concentragéo
estudadas, sem ponderacdes, A adequacdo do uso do MMQO para a
estimativa dos pardmetros da regressdo nao foi observada para os demais
organoclorados, pois ndo houve confirmagdo da independéncia desses
compostos, impedindo a inferéncia da linearidade do método nas faixas de

concentracdo estudadas.
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TABELA 9

Estatistica da andlise de variancia da regressao para as curvas dos dez
organoclorados analisados

Estatistica

Organoclorado F Feritico

LND 1,12x10°  1,19x10™'
HCB 6,10x 10°  2,45x 10"
HPT 4,68x10° 2,49x10™
ALD 3,56 x 10°  7,35x 10"
t-CLD 8,80x10°  9,72x 10
c-CLD 8,47 x10°  6,08x10™"°
END 8,90 x 10°  9,03x 10"
DLD 9,02x 10>  3,60x 107"
DDT 4,32 x10°  4,95x10™
MRX 7,06 x 10° 2,78 x 10

Notas: F = estatistica do teste; Fico = valor de F tabelado

3.3.4 Efeito de matriz

Os resultados referentes a adequacdo ao MMQO estédo descritos
nas TAB. 10 e 11. O efeito de matriz foi avaliado a partir de duas curvas
analiticas, cujas solucdes padrao foram preparadas em extrato da matriz e
acetonitrila. O teste F foi realizado para cada curva analitica dos dez
organoclorados. Para HCB e MRX, o teste indicou heteroscedasticidade na
variancia dos residuos. Dessa forma, a comparacao da intersecao entre as
curvas analiticas (extratos da matriz e acetonitrila) foi feita pelo teste t, o qual
foi calculado a partir das varidncias amostrais de cada curva. De modo
semelhante foi realizada a comparacdo entre as inclinagbes das curvas
analiticas desses compostos. Para os demais organoclorados, o teste F
indicou homoscedasticidade nas variancias dos residuos. Dessa forma, foram
comparadas as inclinagdes das curvas analiticas e os interceptos (extrato e
acetonitrila) pelo teste t de variancias combinadas.



TABELA 10

Avaliacao da linearidade das curvas analiticas preparadas em padréo da matriz para os dez organoclorados analisados

78

Organoclorados

Estatistica
LND HCB HPT ALD t-CLD c-CLD END DLD DDT MRX
Nuamero de observagdes (a = 0,10)

N 17 17 20 17 21 20 21 18 21 21
Normalidade (a = 0,05)

R 0,8170 0,8944 0,9750 0,9830 0,9407 0,9740 0,9893 0,9750 0,9821 0,9677

Reritico 0,9344 0,9344 0,9435 0,9344 0,9460 0,9435 0,9460 0,9378 0,9460 0,9460

Homoscedasticidade (a = 0,05)

t 0,15 -0,17 -0,14 1,49 0,22 0,08 -0,02 -0,02 0,12 0,16

Leritico 2,13 2,13 2,10 2,13 2,09 2,10 2,09 2,12 2,09 2,09
Independéncia (a = 0,05)

do 1,10570 1,10570 1,17938 1,10570 1,20049 1,17938 1,20049 1,10570 1,20049 1,20049

D 7,36056 1,11620 1,24874 1,48203 1,55440 1,50786 1,54467 1,65015 1,04110 1,80252

du 1,37009 1,37009 1,40070 1,37009 1,41037 1,40070 1,14037 1,37009 1,14037 1,14037

Analise de variancia da regresséo (a = 0,001)
F 5,99x10 5,37 x10° 6,16x10° 5,44x10° 8,47x10° 7,69x10° 8,67x10 4,3x10° 3,63x10 1,94x10°
Feritico 1,29x10° 3,72x10™ 2,24x10™° 3,37x10™ 3,37x10"  3,2x10™° 1,65x10° 5,5x10™"° 8,56x10° 1,37x10°

Notas: n = ndimero de observagBes, R= coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, R 4wico = Valor critico estabelecido, t.

estatistica t de Levene, t.iico = valor tabelado, d = estatistica de Durbin-Watson, d, = limite inferior, d,= limite superior, F

estatistica do teste; Fico = valor de F tabelado, a = significancia
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TABELA 11
Avaliacao da linearidade das curvas analiticas preparadas em acetonitrila para os dez organoclorados analisados
Estatistica Organoclorados
LND HCB HPT ALD t-CLD c-CLD END DLD DDT MRX
NUmero de observagdes
N 18 20 21 21 17 19 18 17 20 21
Normalidade (a = 0,10)
R 0,9782 1,0424 1,1848 1,1848 0,9096 0,9849 0,9577 0,8433 1,0730 1,1956
Raiico 0,9378 0,9435 0,9460 0,9460 0,9344 0,9408 0,9378 0,9344 0,9435 0,9460
Homoscedasticidade (a = 0,05)
i -1,50 -0,03 -0,35 0,71 0,25 -0,31 0,18 -0,52 -0,93 0,30
teritico 1,75 1,73 1,73 1,73 1,75 1,74 1,75 1,75 1,73 1,73
Independéncia (a = 0,05)
do 1,15667 1,20049 1,22017 1,22017 1,13219 1,17938 1,15667 1,13219 1,20049 1,22017
D 1,58008 1,57380 0,68488 0,69582 0,57796 1,01413 1,45766 1,88031 1,86833 0,90190
dy 1,39072 1,41037 1,41973 1,41973 1,38050 1,40070 1,39072 1,38050 1,41037 1,41973
Analise de variancia da regresséo (a = 0,001)
F 2,45 x 10° 3,28 x 10° 3,35 x 10° 4,53 x 10 7,56 x 10 391x10°  4,24x10° 6,90x10°  2,00x10° 1,29 x 10
Feritico 4,00 x 10 536x10"  157x10™ 1,02x10%  3,02x10™ 3,63x10"® 6,09x10"® 587x10" 350x10"  7,23x10"

Notas: n = niumero de observacdes, R= coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, R 4wico = Valor critico estabelecido, t,
estatistica t de Levene, tuiico = valor tabelado, d = estatistica de Durbin-Watson, d, = limite inferior, d,= limite superior, F

estatistica do teste; F.ico = valor de F tabelado, a = significancia.
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Os resultados evidenciaram efeito de matriz para LND, HCB e
HPT, pois os dados estatisticos apontaram diferenca nas inclinacdes das
curvas (matriz X acetonitrila) (TAB. 12). O efeito de matriz nesses compostos
foi caracterizado como positivo, pois a resposta cromatografica dos
compostos na matriz é superior as respostas cromatograficas dos mesmos
em solvente puro (GRAF. 5). Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos por S’anchez-Brunet et al. (2008), os quais analisaram o0s
organoclorados a-BHC, B-BHC, s-BHC, endosulfan-1 (a), endosulfan-11 (B),
endosulfan sulfato, END aldeido, HPT ep6xido, DDD e DDE, juntamente com
os organoclorados ALD, DLD, LND, END, HPT e DDT, também estudados na
presente pesquisa; e aos obtidos por Barbosa et al. (2014), para HPA, em
lodo de esgoto, obtido da estagéo de tratamento do municipio de Juramento-
MG.

TABELA 12

Comparacdes entre as interse¢bes e inclinacdes das curvas analiticas
preparadas em extrato da matriz e em acetonitrila para os dez

organoclorados analisados

Organoclorados ta tcritico tb tc:r|'tico

Comparacéo da intersecdo =~ Comparagédo da inclinagéo

LND 0,000191 1,693889 3,901876 1,693889
HCB 1,481760 1,644853 4,392354 1,644853
HPT 0,000012 1,684875 2,558957 1,684875
ALD 0,000006 1,687094 1,024348 1,687094
t-CLD 0,000035 1,689572 0,533916 1,689572
c-CLD 0,000003 1,687094 0,407837 1,687094
END 0,000058 1,687094 0,980186 1,687094
DLD 0,000278 1,693889 1,334822 1,693889
DDT 0,000004 1,684875 1,640476 1,684875
MRX 0,000078 1,683851 0,673963 1,683851

Notas: t, = estatistica t para contraste entre intersecdes; t, = estatistica t para

contraste entre inclinagdes; tyico = Valor tabelado para a = 0,05.
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GRAFICO 5 — Curvas de calibrac&o, obtidas na avaliagéo do efeito de matriz
em extrato e solvente, nas faixas de concentracdo estudadas, com
respectivas equacgdes e coeficientes de determinacéo (R?)
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3.3.5 Exatid&o e preciséo

A exatiddo foi avaliada utilizando-se ensaios de recuperacao
nas concentragdes 1 x LQ, LQ+10 ug kg™ e LMR otimizado (100 pg kg™). Foi
observado aumento nas respostas cromatograficas para todos os compostos
na concentracdo LQ, obtendo porcentagens de recuperacao entre 112 a
396% (TAB. 13). Os resultados podem ser atribuidos ao efeito de matriz, que,
em baixas concentracdes, proporciona uma superestimacéo da porcentagem
de recuperacdo. Tais resultados ndo foram demonstrados no teste de efeito
de matriz, pois esse trabalha com curvas de calibracdo em concentracbes
crescentes, demonstrando o efeito de matriz na faixa de concentragéo,
atenuando, dessa forma, a resposta obtida em LQ. Para LQ+10 ug kg'l e
LMR, as porcentagens de recuperacdo atenderam as recomendacgfes da
IUPAC, que sugere a faixa de 70 a 120% como critério para exatidao (TAB.
13).

TABELA 13
Exatiddo e precisdo do método para determinacdo dos dez organoclorados

analisados em lodo de esgoto

Organoclorados LQ LQ +10 ug Kg™ LMR (100 pg kg ™) @
(2-40 pg Kg ™)@ @ 1° dia 7° dia
Recuperacao (%) (média + DPR)

LND 112 +10 94+ 2 113+ 4 109+ 2
HCB 741+ 1 106 £ 12 84 +3 78+ 4
HPT 208 £ 11 92 +14 103+ 2 99+ 4
ALD 162+ 5 78+ 6 94 +£3 88+ 5
t-CLD 396 + 17 100+ 3 104 £ 1 97+ 4
c-CLD 310+ 16 92+ 7 106 £1 97+ 4
DLD 183+ 2 104 £ 11 106 £ 0 101+ 3
END 120+ 11 81+18 108 £ 2 104+ 5
DDT 255+ 12 92+ 9 98+5 105+11
MRX 155+ 14 76+ 5 78+ 0 71+ 5

Nota: * média de 3 repeticées.
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Os testes de precisdo avaliam a concordancia entre os
resultados (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Os resultados da
precisdo intermediaria mostraram que ndo houve diferenca estatistica na
porcentagem de recuperacdo entre os dois dias (1° e 7° dia) de analise. O
DPR entre as andlises foi inferior a 7%, o que também foi considerado
satisfatério (TAB. 14), demonstrando a precisdo da ESL-PBT



TABELA 14

Teste de média da porcentagem de recuperacao, em fungéo do dia de extragao
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Organoclorados

Dia LND HCB HPT ALD t-CLD c-CLD DLD END DDT MRX
Recuperacdo média (%)

1° 113 a 84 a 103 a 94a 104 a 106 a 106 a 108 a 98 a 78 a

7° 109 a 78 a 99 a 88 a 97 a 97 a 101 a 104 a 105 a 71 a
C. V. 3,25 3,47 3,27 4,34 3,15 2,78 2,23 1,72 8,59 3,33
(%)
DPR +3 15 13 15 15 16 +3 13 15 +7
(%)

Nota: Médias seguidas de mesma letra, nas colunas,

programa estatistico SAEG.

nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5% realizado no
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4 CONCLUSAO

As condicbes cromatograficas para a analise dos extratos
obtidos na ESL-PBT foram otimizadas, utilizando-sse liner sem |a de vidro,
pois aumentou a intensidade dos sinais cromatograficos dos organoclorados
de 9 a 120 vezes, além da deteccdo do END, que néo era possivel com a la
de vidro devido a sua adsorcdo nos grupos silandéis.

A técnica de ESL-PBT proposta para a extracdo de dez
organoclorados foi otimizada utilizando o C18 como adsorvente na etapa de
clean up e com tempo de 6 horas de fortificacdo das amostras de lodo de
esgoto, obtendo-se porcentagens de recuperacdo acima de 90% para a
maioria dos organoclorados, o que evidencia a sua eficiéncia.

Na etapa de validacdo, foi avaliada a eficiéncia a ESL-PBT,
tendo como base a estatistca do MMQO. Os parametros seletividade,
exatiddo e precisdo da técnica contemplaram os critérios estabelecidos para
todos os organoclorados.

A linearidade foi determinada apenas para ALD e END,
atendendo as primicias de normalidade, homoscedasticida e independéncia
dos residuos da regressdo, sem ponderagbes, na faixa de concentragao
estudada. Para os demais organoclorados, a deteccdo de autocorrelacdo de
seus residuos de regressdo impediu o ajuste da linearidade do método nas
faixas de concentracdo estudadas.

Os limites de quantificacdo obtidos para o método proposto
foram maiores para a maioria dos organoclorados que o0s encontrados na
literatura corrente, porém se apresentaram menores do que os LMR
recomendados pela EPA. Foi evidenciado efeito de matriz com tendéncia
positiva para LND, HCB e HPT.

A ESL-PBT foi satisfatoriamente validada, sendo um método
simples, de facil execugédo, com possibilidade de aplicagdo em amostras reais

para a demonstracéo de sua eficiéncia.
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