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RESUMO

GROLLI, Vinicius G. Metodologia Analitica Para ldentificacdo De Heptacloro. 2013.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao), Curso Superior de Bacharelado em
Quimica Industrial — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

O uso clandestino de pesticidas vem contaminando os esgotos urbanos. O lodo é um
problema de logistica no pos tratamento de esgotos urbanos e industriais. A disposi¢ao
agricola — uso como adubo - deste biossélido rico em carbono, nitrogénio e
micronutrientes oriundos da alta carga de organica € uma solucao utilizada para sua
disposicao final. O heptacloro, da classe dos poluentes organicos persistentes que é
lipofilico e sofre bioacumulagcédo, € um dos possiveis contaminantes deste lodo. Neste
contexto, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia analitica, utilizando a
técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas, para
determinar o pesticida heptacloro em lodo de esgoto, utilizando como padréo interno o
decaclorobifenil. Para a identificagédo do padréo decaclorobifenil foi obtido o coeficiente
de correlacdo linear 0,9945 para a equacdo de reta y=10"x - 0,995. Foi realizado um
teste de recuperacdo em duplicata pela contaminacdo da amostra com 1 mL do
decaclorobifenil na concentracdo de 130 pg/mL e extracdo por 3 minutos com
hexano:propanona [1:1] em ultrassom, obtendo recuperacdes de 84 e 92%.

Palavras-chave: Heptacloro. Decaclorobifenila. Hexano.



ABSTRACT

GROLLI, Vinicius G. Analytical Methodology for Heptachlor Identification. 2013.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao), Curso Superior de Bacharelado em
Quimica Industrial — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

The clandestine use of pesticides has been contaminating the urban sewage. The sludge
is a problem of logistics in the post treatment of urban and industrial. The provision of
agriculture - use as fertilizer - this biosolids rich in carbon, nitrogen and micronutrients
derived from the high organic load is a solution used for final disposal. The heptachlor,
class of persistent organic pollutants that are lipophilic and bioaccumulate, is one of the
possible contaminants this sludge. In this context, the aim of this study was to develop
an analytical methodology, using the technique of gas chromatography coupled with
mass spectrometry to determine the pesticide heptachlor in sewage sludge, using as the
standard interoperable decaclorobifenil. To identify the pattern decaclorobifenila was
obtained linear correlation coefficient of 0.9945 for the equation line y = 4x-10 - 0,995.
We carried out a recovery test for contamination of the sample with 1 mL of
decaclorobifenila to 130 ppm for 3 minutes and extraction with hexane: propanone [1:1]
or ultrasonic obtain recoveries of 84 and 92%.

Keywords: Heptachor. Decachorbiphenyl Hexane.
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1 INTRODUCAO

Com a proibicdo da comercializacdo direta ao publico e do uso de pesticidas
da classe dos organoclorados em 1985 (MELO, 1998) devido descobertas sobre sua
persisténcia no meio ambiente e alta toxidade para os organismos superiores da
cadeia alimentar, estes pesticidas vém sendo comercializados clandestinamente
(ACPO, 2003).

Em sistemas aquaticos e no solo, os POP’s (poluentes organicos
persistentes) estdo fortemente ligados as particulas de solo, particularmente as de
grande teor de matéria organica (JONES, 1999). Tipicamente hidrofébicos, lipofilicos
e resistentes ao metabolismo, os POP’s se acumulam nos tecidos gordurosos de
animais quando lixiviados (JONES, 1999) ou apods introduzidos na cadeia alimentar
via absorcao radicular pelos vegetais (ATSDR, 2007).

Recentemente o lodo de esgoto processado, rico em matéria organica e
macronutrientes, vém sendo utilizado como fertilizante em diversas culturas
vegetais, apresentando resultados satisfatérios (PEDROZA, 2003), dispensando a
utilizacdo de adubos sintéticos e baixando os custos pré colheita. Desta forma, é
importante realizar a caracterizagcdo quimica, bem como, quantificar a carga de
compostos toxicos e/ou persistentes presente neste material.

Sabendo da toxidade dos POP’s e da possibilidade de sua presenca no lodo
de esgoto processado e sua aplicacdo como fertilizante é necessario quantificar esta
carga organica poluidora para assegurar uma utilizacdo sem riscos. Para que esta
identificacdo e quantificacdo sejam realizadas de maneira precisa e exata, torna-se
necessario otimizar uma metodologia de extracdo, bem como uma metodologia
analitica especifica para os compostos de interesse.

O Heptacloro, um organoclorado persistente, pode ser extraido e quantificado
via uma metodologia desenvolvida pela Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente dos
Estados Unidos da América. Entretanto, esta metodologia generaliza a extracdo e
quantificacdo para toda classe de POP’s em matrizes tanto liquidas quanto sélidas,
sendo necesséria a validacdo para utilizagdo desta metodologia nas condi¢cbes de

apresentacao da matriz utilizada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar uma metodologia analitica para determinar o pesticida heptacloro em
lodo de esgoto utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as condi¢cdes de inje¢éo;

e Determinar as condicbes da metodologia analitica para analise
utilizando o cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de
massas;

e Determinar 0 tempo de retencdo e padrdo de fragmentacdo do
heptacloro e decaclorobifenil num mix em hexano;

e Construir uma curva calibragcdo utilizando padrdo interno
decaclorobifenil;

e Determinar os limites de deteccdo e quantificagcdo para a curva
padrdo do padrao decaclorobifenil;

e Determinar a recuperacao do surrogate nas amostras de lodo.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 DEFINICAO, CARACTERIZACAO E APLICACAO DO LODO RESIDUAL

O material a ser trabalhado é um produto do sistema de tratamento de
esgotos denominado lodo de esgoto. O lodo € uma denominacdo genérica para 0s
sélidos, organicos e inorganicos que se acumulam no sistema, e que, devem ser
periodicamente descartados (AISSE, 1999). A Figura 1 ilustra o processo geral de

tratamento de esgotos e a obtencao do lodo residual.

Esgoto Bruto Tratamento

— (3

N

Efluente Tratado

Lodo Residual

Figura 1. Processo geral de tratamento de esgoto
Fonte: Adaptado de Sperling, 2001.

Normalmente, o destino final do efluente tratado sdo os corpos receptores,
que absorvem esta carga liquida sem maiores impactos ambientais. Para o lodo
residual a disposicado final ocorre com o descarte via oxidacdo Umida, incineracéo,
landfarming (disposicdo no solo) ou despejo direto em aterro sanitario enquanto que
0 uso benéfico deste recurso sao as reciclagens agricola e ndo agricola (fabricacéo
de lajotas e similares) como auxiliar na recuperacdo de éareas degradadas
(ANDREOLLI, 2001).

O lodo tratado, estabilizado, higienizado e maturado € denominado biossélido
que é um °‘residuo de composi¢do predominantemente organica e com grande
potencial para a reciclagem” (ANDREOLI, 2001), contendo em média 40% de
matéria organica, 4% de nitrogénio, 2% de fosforo e 0,4% de potassio (ZEITOUNI,
2005)

A reciclagem agricola como uso benéfico do lodo residual é reforcada por
Bonnet (2000), pois, a valorizacdo agricola do lodo de esgoto tem sido colocada

como alternativa preferencial na disposicdo do produto, face a sua influéncia na
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composicdo quimica do solo e sua composicdo quimica em termos de matéria
organica, nitrogénio, fosforo e outros nutrientes. A reciclagem do lodo como
condicionador de solos vem sendo pesquisada desde o inicio da década de 1990 e
testada desde o ano 2000.

O lodo de esgoto aplicado a agricultura é denominado de biossélido, e o
objeto de estudo, proveniente da ETE (estacédo de tratamento de esgoto) da cidade
de Pato Branco - Parana cujas coordenadas geograficas sdo 26° 12’ 06” Sul e 52°
40’ 517 Oeste, apresenta caracteristica quimica especifica, alguns parametros ja

caracterizados estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas Fisico-quimicas do Lodo da ETE - Pato Branco — PR.

Pardmetro Analisado Concentracfes Médias

pH 7,560

C (Carbono)  (g.Kg™) 152,00
Relagdo C:N  (g.Kg™) 10:2
N - NH, (mg.Kg™) 1,546

N - NO; (mg.Kg™ 536,00
P total (F6sforo) % 8,000
S total (Enxofre) % 1,230
K (Potassio) % 1,340

Ca (Célcio) % 165,000
Mg (Magnésio) % 5,210

Fonte: Agustini, 2007.

Do ponto de vista agrondmico o biossélido, dependendo de sua origem e
processo de tratamento utilizado, apresenta uma quantidade significativa de
nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas. Uma de suas caracteristicas
€ a matéria organica que exerce efeitos importantes nas caracteristicas do solo, e
gue de maneira geral, aumenta a infiltracdo e retencdo de agua no solo, entretanto,
deve haver cautela na questdo dos nutrientes que dependem da origem do esgoto
bruto recebido pela estacéo de tratamento, e algumas vezes precisam ser corrigidos
com fertilizantes quimicos (ANDREOLI, 2001).

A reciclagem agricola € uma solucdo viavel para a disposicdo final deste
residuo, visto o aumento na produtividade de diversas culturas agricolas,
observadas nos primeiros trabalhos desenvolvidos com biossélido por
pesquisadores como Bettiol et al. (1982) que verificaram aumentos na producao de
arroz em solos cultivados com residuo; Berton (1989) constatou aumento na

producédo de fitomassa do milho nos tratamentos adubados com biossadlido, Martins
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(1993) e Vanzolini (1994) verificaram aumento nas quantidades de fitomassa da
parte aérea e da raiz do sorgo granifero proporcionais as doses de lodo
empregadas.

Ainda, Silva (1995) verificou aumentos lineares da produtividade de biomassa
em cana-de-acgUcar cultivada em solo que recebeu biossoélido, Favaretto et al. (1997)
obtiveram maior produtividade da cultura do milho adubada organicamente com lodo
de esgoto, além de observarem um aumento da producédo de grédos em funcéo do
aumento das dosagens de biossolido. Lourenco et al. (1995), verificaram aumento
da produtividade do milho e feijdao adubados com biossélido. Bottega e Nascimento
(1999) constataram aumentos de 32 a 54% na produtividade da cultura do milho

com uso de lodo de esgoto digerido aerdbio caleado. (PEDROZA, 2003)

3.2 CONTAMINANTES ORGANICOS NOS BIOSSOLIDOS

7z

O lodo de esgoto é uma matriz complexa de compostos organicos e
inorganicos, que lhe confere seu uso como adubante em solos cuja sua aplicacao é
necessaria. Como sua origem antes de chegar a estacdo de tratamento ndo é
controlada, uma carga de poluentes tanto organicos quanto inorganicos é sempre
absorvida por esta matriz. Algumas analises vém apontando centenas de
contaminantes organicos no biossélido, cujas origens sdo de produtos sintéticos e
seus respectivos produtos de degradacdo. Nestes estudos, foram encontrados:
pesticidas organoclorados, bifenilas policloradas, organofosforados, 6leos minerais,
lipideos, produtos farmacéuticos, entre outros que, pela sua natureza hidrofébica ou
lipofilica migram para a fase sélida durante o processo de tratamento (SAITO, 2007).

Andreoli (2001) ressalta que existem “poucos dados sobre o comportamento
destes poluentes organicos no meio”. E que a falta deste conhecimento “torna
extremamente dificil a previsao de tratabilidade e do destino destes, nas etapas de

tratamento”.

3.2.1 Pesticidas da Classe dos Organoclorados

As moléculas ditas organocloradas, sdo hidrocarbonetos clorados sintetizados
pelo homem, logo, ndo s&o encontradas naturalmente no ambiente. Os

organoclorados de baixo peso molecular sdo utilizados como solventes devido a sua
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alta volatilidade, ja os de alto peso molecular sdo os pesticidas e bifenilos de baixa
volatilidade, que apresentam grande impacto na biota em que sao inseridos (YOGUI,
2002).

Devido a alta persisténcia no meio ambiente, os compostos organoclorados
podem causar efeito danoso em longo prazo. Outro fator agravante no caso desses
compostos esta associado a sua lipofilicidade que é a condicdo de uma substancia
se dissolver em gorduras e sua consequéntemente insolubilidade em agua,
explicada por sua baixa polaridade. Em razdo destas caracteristicas, estes
compostos sofrem bioacumulacéo, ou seja, pequenas quantidades dos compostos
presentes na dgua ou sedimentos tém sua concentracdo aumentada a medida que
vao sendo transferidos para niveis mais altos da cadeia alimentar (BARBOSA,
2004).

3.2.1.1 Heptacloro

O composto 1,4,5,6,7,8,8-heptachloro-3alpha,4,7,7alpha-tetrahydro-4,7-
methanoindene ou heptacloro (IUPAC) é um inseticida organoclorado sintético da
classe dos ciclodienos clorados, persistente, isolado do clordano em 1946. Foi
extensivamente utilizado durante os anos de 1953 a 1974 no controle de pragas do
solo (FELIX, 2007). A molécula do heptacloro € representada na Figura 2 e suas

caracteristicas fisico-quimicas no Quadrol.

Cl—u

Cl Cl

Figura 2. Molécula do Heptacloro
Fonte: Kegley, 2010.
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Nome Usual Heptacloro
Numeracdo CAS 76-44-8
Férmula Molecular C1oHsCly
Massa Molar 373,500 g.mol™
Ponto de Fuséo 95,000 °C
Pom(‘i fme:;)"géo 135,000 °C
Solubilidade em H,0 0,056 pg.L™
Solubilidade em Solventes Organicos | Muito Soltvel
Press(ziZ%citca:)\/apor 1,440 Pa
Densidade (20 °C) 1,660

Quadro 1. Propriedades Fisico-quimicas do Heptacloro
Fonte: Adaptado de Anjos, 2005 e Kegley, 2010.

O heptacloro, no solo, é eliminado via evapora¢éo ou oxidacdo. Sua meia vida
no solo em regifes temperadas pode alcancar dois anos e sua oxidacao a epéxido
de heptacloro (também lipossolivel e com baixa pressdo de vapor), ocorre quando
incorporado biologicamente (FELIX, 2007).

No Brasil, o heptacloro é acrescentado a cola para madeira e atua como
fungicida para a conservacdo da mesma, sua venda direta ao publico esta proibida,
juntamente com o restante da classe organoclorada desde 1985 (MELO, 1998).
Entretanto, pode ser aplicado pelas autoridades competentes em campanhas de
saude publica no combate a vetores de agentes etioldgicos de moléstias e a critério
da Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria (SNAD) do Ministério da Agricultura
em uso emergencial na agricultura (ANVISA, 1985).

A apresentacao comercial do heptacloro, um sélido com aspecto de cera, cuja
composicéo técnica chega a 67% de principio ativo e 33% de substancias correlatas
(LARINI, 1993), é a Biarbinex 400 CE, Hepta 50 e Madefour, facilmente encontrado
em sites especializados e pode ser obtido clandestinamente pela internet (ACPO,
2003). A legislacdo brasileira, representada pela Portaria 518 do Ministério da
Saude, aceita para padrao de potabilidade, concentracdes de heptacloro na ordem
de 0,03 pg.L™" ou 0,03 ppb (BRASIL, 2004) enquanto a resolugdo CONAMA 357
aceita 0,01ug.L™* (CONAMA, 2005).
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3.3 A VALIDAGCAO ANALITICA

Validacdo de método analitico € o processo que deve demonstrar que o
meétodo é adequado ao uso pretendido, é vital para a garantia da qualidade analitica
e tem recebido consideravel atencdo na literatura. A determinacdo das
caracteristicas de desempenho do método € somente uma parte do processo e 0s
critérios de aceitacdo sdo baseados no uso intencional do método. E recomendado
gue o planejamento e execucdo da validacdo de método siga um plano mestre de
validacdo (BARROS, 2002).

O uso de ferramentas estatisticas adequadas, testes de hipo6tese: t de Student
e F, rejeicdo de dispersos, analise de variancia e regressao linear, entre outras, é
indicado para demonstracdo de evidéncia objetiva da validade do método. Existem
diversos conceitos para o termo “Validagao”, entre eles esta o descrito pela ANVISA:

“A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar precisao,
exatiddo, linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacéo,

especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperacdo adequadas a
analise” (ANVISA, 2003).

Por fim, toda a validacdo comeca com uma condicdo analitica proveniente de
uma literatura, portanto, deve-se ter sempre a melhor condicdo analitica para se
iniciar uma validacéo (LEITE, 2008).

3.3.1 Seletividade/Especificidade

A Especificidade do método analitico refere-se a capacidade de medir com
exatidao o analito de interesse em presenca de outros componentes ou interferentes
gue possam estar presentes na matriz da amostra. Especificidade do método é
demonstrada como o desvio dos resultados obtidos pela analise do analito de
interesse em amostras fortalecidas com todos os interferentes e os resultados
obtidos com amostras néao fortalecidas, contendo somente o analito. Quando néo se
conhecem os interferentes, a especificidade do método pode ser investigada pela
comparacao dos resultados com outros métodos/técnicas independentes (LANCAS,
2004).
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3.3.2 Precisao

A Precisdo do método analitico € o grau de concordancia entre resultados de
medidas independentes em torno de um valor central, efetuadas varias vezes em
uma amostra homogénea, sob condicdes pré-estabelecidas. E calculado por desvio
padrdao, variancia ou coeficiente de variagdo que sao funcdes de quanto um
resultado individual (x;) difere da média (x), fornecendo o desvio em relacdo a média
(d;) conforme equacao 1 (SKOOG, 2008).

di = |x; — X| [1]

Observe que o valor de d; estd em modulo. Na pratica, se calcula a estimativa

do desvio padrdo absoluto, conforme equacdo 2, aonde (n) € o numero de

s = /2(9::19?)2 [2]

Pode ainda ser expressa através do intervalo de confianca da média, que é

medicdes.

uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar
um certo valor de uma variavel, calculada pela equacdo 3, em que (t,—,) € valor

critico da distribuicdo de Student com (n — 1) graus de liberdade.

Intervalo de confianca da média = X + t,,_4 \/% [3]

Ainda, ha a estimativa da porcentagem do desvio padréo relativo (RSD) ou

coeficiente de variacédo (CV) que pode se calculada pela equacéo 4.

RSD (%) ou CV (%) == .100 [4]

S
X

Para analises em macro quantidades, sdo aceitos valores, para a equagao 4,
de 1 a 2% enquanto para analises de tracos ou impurezas, até 20% (JARDIM,
2004).

3.3.3 Exatidao, Linearidade e Faixa de Aplicacao

A exatiddo indica a proximidade da medida do valor verdadeiro, de uma

maneira geral, sdo aceitos valores entre 80% a 120%. Quanto mais proximo este
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resultado estiver de 100%, maior a proximidade com o valor real e, portanto, maior a
exatiddo (SKOOG, 2008). Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de
um meétodo sdo a utilizacdo de um material de referéncia certificado, comparacéo de
meétodos, adicdo de padrao e os ensaios de recuperacao (JARDIM, 2004).

Para avaliar a exatiddo do método via adicdo de padrdo ou ensaio de
recuperacdo, se espera a sua linearidade, que é a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito (JARDIM,
2004).

Observa-se a linearidade, Figura 3, na construcdo da curva analitica via
métodos como a padronizacdo interna/externa, que consiste na analise de varias
solucdes de concentracfes distintas e conhecidas do analito de interesse, variando
entre as proximidades dos limites minimos e maximos de quantificacdo, que € a
faixa de aplicacdo deste método (SKOOG, 2008).

Toda curva analitica é descrita pela equagao “y = ax + b” e € uma relagao
linear simples entre um valor de sinal genérico (y) e a concentracdo (x) do analito
estudado naquele ensaio. O valor de (a) € chamado de coeficiente angular, ou
inclinacdo da reta, e de (b) € o valor de “y” quando “x = 0” (CHARNET, 1999).

45
40
35
30
25
20
15
10

5
0

Area

y=0,25x
R#=1

0 50 100 150 200

Concentragdo
Figura 3. Construcdo da curva de calibragdo via padronizacéo externa
Fonte: adaptado de SKOOG, 2008.
Ainda, deve se verificar a relagdo estatistica entre os valores dos pontos que
compdem a reta via coeficiente de correlacdo (R?), que quanto mais perto de 1,0

(um), menor a dispersao do conjunto de pontos e menor a incerteza nos coeficientes
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estimados (INMETRO, 2003). Coeficientes iguais a 0,90 e 0,99 sdo recomendados
pelo INMETRO (INMETRO, 2003) e ANVISA (ANVISA, 2003), respectivamente.

3.3.4 Padronizacao por Surrogate

O termo surrogate significa em portugués substituto em portugués
(WHITLAM, 2012) e utilizado em ensaios de recuperacdo, € um composto puro e
diferente do analito que quando adicionado na amostra, a priori da extracao, fornece
a eficiéncia global — via equacao 5 (INMETRO, 2003) - do processo e ainda pode ser
usado para corrigir as concentracdes em vista das possiveis perdas no processo.
Necessita ser quimica e fisicamente semelhante ao analito (CLARK, 2003).

ci1—-cC2
Recuperacio, % = i .100

Aonde (C1) é a concentracdo do surrogate adicionado e (C2) a
concentracdorecuperada. Ainda, deve ter tempo de retencdo préximo do analito, ser
inerte aos outros componentes da matriz e, quando cromatografada, ficar separada

de todas as demais substancias presentes na amostra (JARDIM, 2004).
3.3.5 Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Limite de deteccédo (LD) € a menor concentracdo do analito em uma amostra,
gue pode ser detectada, mas nédo necessariamente quantificada, sob determinadas
condicbes experimentais. Existem muitos critérios para definicdo do limite de
deteccdo. Para métodos analiticos instrumentais, o critério adotado é a relagédo
sinal/ruido de 3:1 (SKOOG, 2008).

Limite de quantificacdo (LQ) do método analitico € a menor concentracdo do
analito que pode ser determinada com precisdo e exatiddo, aceitaveis, sob
determinadas condicdes experimentais. E calculado como a concentra¢do do analito
para o qual a relacao sinal/ruido é de 10:1 (SKOOG 2003).
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3.3.6 Robustez

A robustez mede a sensibilidade que o método apresente frente a pequenas
variacfes (INMETRO, 2003). E, ainda, o nivel de reprodutibilidade dos resultados
dos testes obtidos pelas analises de algumas amostras sob uma variedade de
condi¢bes anormais de como diferentes laboratorios, diferentes analistas, diferentes
instrumentos, diferentes lotes de reagentes, diferentes dias, etc (CLARK, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento dos ensaios foram utilizados os materiais conforme a
Tabela 2.

Tabela 2. Reagentes, vidraria e instrumentacédo utilizados nos ensaios.

Descricéo Quantidade (Especificagéo)
A Hexano P.A. 1000 mL (PROLAB)
S Lodo estabilizado 5000 g (ETE PB)
o
S Decaclorobifenila anidra 10 mg (AKSO Inc.)
@
Baldao volumétrico 6 (2mL)/1 (100 mL)
© Bastao de vidro 1 (30 cm)
§ Espatula 1
©
> Vial 6 (2 mL)
Vial 2 (50 mL)
@ Balanca analitica 1(0,000 g +0,005g)
§ Coluna cromatogréfica 1 (30 m x 0,25 mm id DF 0,25 pm)
(8}
g Cromatégrafo gasos 1 (Varian VF - 5 ms)
g Espectrometro de massas 1 (Acoplado CG)

4.2 METODOS

4.2.1 Protocolos SW-846 (EPA)

A metodologia original faz parte de um conjunto de métodos da Agéncia de
Protecdo do Meio Ambiente dos Estados Unidos da América (EPA) denominado
SW-846 (métodos para a avaliacdo de residuos sélidos — métodos fisico-quimicos)
para extracdo e analise de compostos toxicos. O método que trata de

organoclorados esta na Tabela 3.
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Tabela 3. Identificacdo e descricao/aplicabilidade do método utilizado

Método

(EPA - SW-846) Descricdo/Aplicabilidade

Andlise por CG;
Escolha método extracéo
8081B Escolha do surrogate
Escolha do Sistema de solventes

3500C Padronizagéo interna

3550c Extracdo em ultrassom

Fonte: Adaptado de EPA, 1993

A sesséo 2.12 do método 8081B indica a extracdo de organoclorados, entre
outros, pelo método 3550C (ultrassom) e padronizacéo interna pelo método 3500C
(técnica de surrogate). A sessdo 5.4.2 do método 3550C indica 100 mL de
hexano:propanona na proporcéo 1:1, v/v ou diclorometano:propanona na propor¢ao
1:1, v/iv como sistema de solventes para a extracédo, por 3 minutos, em 30 gramas de
amostra. A adicdo do surrogate, pelo método 3500C é feita com 1 mL de
decaclorobifenila & 10 LQ. Para a cromatografia dos extratos, a sessdo 11.5 do
método 8081B indica a injecdo de 2 uL, em modo split, do extrato e ndo especifica
sobre diluicdes ou troca de solventes. Ja para a identificacdo, a espectrometria de

massas é comentada na sessdo 11.7 do mesmo método.

4.2.2 Construcdo da Curva de Calibracao

A sessao 3.3.3 deste trabalho trata da utilizacdo da equacao da reta e
regressdo para a determinacdo da concentracdo de um analito em uma matriz
genérica. A construcdo da curva de calibracdo sera feita pela preparacdo de uma
solucdo de trabalho e a partir desta obter seis diluicbes que serdo injetadas no
cromatdgrafo com as condi¢des de trabalho previamente determinadas. A integracéo
dos picos do composto decaclorobifenila fornecera a area que sera relacionada com

a concentragdo da amostra utilizada no processo.
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A linearidade ser& confirmada pelo valor do r quadréatico o qual determina se
os valores seguem a linearidade esperada e comparado ao indicado pelo INMETRO
e ANVISA: 0,90 e 0,99, respectivamente.

4.2.3 Estacao de tratamento de esgotos e amostragem

O tratamento de esgoto aplicado na ETE de Pato Branco € a estabilizacao
anaerdbia em reator anaerdbio de lodo fluidizado. O esgoto chega a estagcdo por

uma série de tubulacdes que afluem para a estagéo conforme Figura 4.

Figura 4. Chegada do Esgoto & ETE de Pato Branco, Parana.
E gradeado, desarenado, passa por calha Parshall — Figura 5 - e segue para
o reator anaerobio de manto de lodo e fluxo ascendente (Figura 7) aonde o liquido é
tratado ao passar pelo fundo do reator que é rico em bactérias conforme Figura 6.
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Figura 5. Gradeamento do Esgoto Bruto na ETE de Pato Branco, Parana.

Seguindo pela tubulacéo, entra no reator anaerébio de manto de lodo e

fluxo ascendente (RALF) conforme Figura 6.

Figura 6. Entrada do Esgoto no Reator Anaer6bio de Manto de Lodo e Fluxo
Ascendente na ETE de Pato Branco, Parana.
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Figura 7. Reator Anaerébio de Manto de Lodo e Fluxo Ascendente na ETE de Pato
Branco, Parana.

Neste estagio, ha a precipitacdo da fase sélida com a fase liquida seguindo
para decantacao (Figura 8A) e liberacao (Figura 8B e C).

Figura 8. Tratamento Final da Parte Liquida: A) decantador Secundario, b) e c) liberacdo em corpo
hidrico receptor do efluente tratado na ETE de Pato Branco, Parana.

O lodo segue pela tubulacao até os leitos de secagem, Figura 9, nos quais €

separado da &gua residual por evaporagéo.
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Figura 9. Leitos de Secagem de Lodo na ETE de Pato Branco, Parana.

Quando chega aos leitos, passa pelos estagios visualizados na Figura 10.

L

Figura 10. Lodo no Leito de Secagem com A) 2 dias, B) 9 ias, C) 21 dias ) dias na
ETE de Pato Branco, Parana.

ApOs a completa secagem, (Figura 10D), é feita a raspagem do leito, a
calagem, que é a deposi¢cdo e homogeneizacado de carbonato de calcio ao lodo afim
de atingir a estabilidade biologica e a estocagem em 8 baias (Figura 11) aonde
aguarda sua destinacéo final.
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Figura 11. Baias de Estocagem de Lodo na ETE de Pato Branco, Parana.

As duas ultimas baias de cada lado do pavilhdo foram escolhidas para
amostragem, pois estariam logo sendo distribuidas para a adubacdo conforme

Figura 12.

Figura 12. Amostragem nas Baias de Estocagem de Lodo na ETE de Pato
Branco, Parana.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE INJEGCAO: VOLUME, REGIME E
RAMPA DE TEMPERATURA E AQUISICAO DE DADOS PELO EM

Cem mililitros de uma solucéo de trabalho de heptacloro na concentracdo de
100 pg/mL em hexano foi preparada pela pesagem de 10 miligramas do analito em
um baldo volumétrico de cem mililitros tendo seu volume completado com hexano
P.A. (Figura 13). O mesmo procedimento foi realizado com o surrogate

decaclorobifenila. Estas foram chamadas solu¢des de trabalho.

Decaclorobifenil.

Das solugfes de trabalho foram preparadas solu¢gées mix dos padrdes, a 10
pg/mL, para os testes de injecdo. ApOs a otimizacdo, as condi¢des ideias verificadas
foram a injecdo de 1 yuL de amostra - em modo splitless. A aquisicdo de dados pelo

espectrometro de massas foi iniciada aos 6 minutos do inicio da corrida até os 44
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minutos toais da corrida cromatografica. O arraste foi promovido por Helio na vazéo
constante de 1 mL.min™ iniciando a corrida com a temperatura de 100 °C mantida
constante nos dois primeiros minutos elevada a uma taxa de 15 °C.min™* até 160 °C

e novamente elevada a uma taxa de 5 °C.min* até 300 °C ao final da corrida.

5.2 DETERMINACAO DO TEMPO DE RETENCAO DO HEPTACLORO E DO
DECACLOROBIFENILA

Com as condicbes de injecdo definidas, uma solugdo mix (contendo
heptacloro e decaclorobifenil) foi injetada, os compostos foram identificados e seus

tempos de retencdo conhecidos (Figura ).

kCounts mix padroes hepta deca 10ppm.SMS 40:650 Filtered
40:650
400 =
300 1
200 1
heptacloro
-~ 15,698
decaclorobifenila
7~ 30,876
100 / B
{\)M\J\J
0_ —
T T T T
10 20 30 X
minutes

Figura 14. Cromatograma da Injecdo do "mix" Para a Determinacdo Dos Tempos de Retencéo.
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O heptacloro e a decaclorobifenila apresentam tempo de retencao de 15,698
min e 30,876 min, respectivamente. As interferéncias presentes na linha de base

nao comprometem a identificacdo dos picos destes compostos.

5.3 CONSTRUCAO DA CURVA DE CALIBRACAO E DETERMINACAO DO LIMITE
DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

A partir da solucéo de trabalho do decaclorobifenila, foram diluidas solugfes a
2, 5, 10, 20, 40 e 50 pg/mL cujos cromatogramas, obtidos pelas injecdes em

cromatografo gasoso sob as condi¢cdes abordadas, estdo sobrepostos na Figura .

kCounts] CURVA DECA 2PPM.SMS 40:650 Fjltered
175-140:650 .
CURVA DECA 5PPM.SMS 40:650 Filtered
40:650 \
CURVA DECA 10PPM.SMS 40:650 Filtered
40:650 \
CURVA DECA 20PPM.SMS 40:650 Filtered
150-{40:650 .
CURVA DECA 40PPM.SMS 40:650 Filtered
40:650
CURVA DECA 50PPM.SMS 40:650 Hiltered
40:650
\
125 \ ]
100 \ ]
' decaclorobifenila
75 .
50 .
25 .
07 | | T T T T =
30.25 30.50 30.75 31.00 31.25 31.50
minutes

Figura 15. Sobreposicdo dos Cromatogramas das Solu¢des de Decaclorobifenila a 2, 5, 10, 20, 40 e
50 ppm em Hexano.
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A area dos picos (Figura 16) foi integrada com o auxilio do software de anélise
dos cromatogramas, do ponto que o pico deixa e retorna para a linha base e foram
diretamente proporcionais a concentracdo da decaclorobifenila na amostra e estao

relacionados na Tabela 4.

kCounts] CURVA DECA 2PPM.SMS 40650 Filtered
140650

’ kCounts| CURVA DECA 5PPM.SMS 40650 Filtered
3 40650

Apex: 30.872 min
Area: 31314
Apex: 30.860 min
Area: 64670

.....................................................

CURVA DECA 20PPM.SMS 40:650 Filterec
40650

507 80 Apex: 30.868 min.
Area: 207758

Apex: 30.874 min.
Area: 112181

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

CURVA DECA 40PPM.SMS 40:650 Filtered
40650

150

Apex: 30.877 min
Area: 388742

125

.....................................................
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Figura 16. Area dos picos de decaclorobifenila nas concentracées de 2, 5, 10, 20, 40 e
50 pg/mL utilizadas para a calibragéo interna.

Tabela 4. Area dos Picos e Concentracdes das Solugbes no Preparo da Curva de Calibragéo

Concentracéo da

Area do pico decaclorobifenila (ug/mL)

31314 2
64670 5
112181 10
207758 20
388742 40
535334 50

O gréfico de calibragao foi construido e mostrou um coeficiente de correlagcéo

em 0,9945, cuja equac&o da reta é dada por y =10™x — 0,8096 (Figura 17).

D
o

y = 1E-04x - 0,8096
R*=0,9945

[
o

IS
o

N
o

=
o

Concentragdo decaclorobifenila (ppm)
w
o

o

0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

Area do pico

Figura 16. Grafico da Concentracgdo em Funcdo da Area do Pico da
Decaclorobifenila na Construcéo da Curva de Calibracdo

5.4 LIMITE DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Estes parametros foram determinados utilizando-se a relacdo sinal-ruido no
tempo de retencdo em que o composto decaclorobifenil foi eluido. Para o LD a razdo
sinal:ruido foi 3:1 e o valor obtido foi de 0,5 pg/mL. Para o LQ a razéo sinal:ruido foi

10:1 e o valor determinado 4,33 pg/mL.
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5.5 ENSAIO DE RECUPERACAO

Um ensaio de recuperagdo foi executado, regido pelas metodologias dos
meétodos 8081B, 3500C e 3550C, adaptadas por este trabalho, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Metolodia utilizada no ensaio de recuperacao

Métodos Descricdo das
Adaptados Atividades Desenvolvidas

Andlise por CG;
Injec&o de 1 uL em modo splitless;
Rampa de temperatura conforme Fig. 16;
Corrida cromatografica de 44 minutos;

8081B ~ .
Extracdo por ultrassom;
Contaminado com decaclorobifenila;
Hexano:Propanona 1:1
3500C Surrogate a 130 ppm em Hexano

Extracao ultrassonica;
15 gramas de lodo;
1 mL surrogate;
50 mL Hexano:Propanona 1:1;
3 minutos de extracao
3550C Filtragem a vacuo e evaporacao;
Recuperacdo com 10 mL de Hexano;
Passgem em filtro 0,45 pum e evaporagao
Recuperag¢do com 1 mL Hexano;
Passagem da solugéo em filtro 0,45 pm;
Acondicionamento em vial para inje¢ao.

Foi preparado 50 mL de decaclobifenila a 130 pug/mL para a contaminagao
das amostras. Em balanga analitica, um baldo volumétrico de 50 mL previamente
tratado em estufa e mantido em dessecador até a temperatura ambiente foi tarado e
nele foram pesados 6,50 mg + 0,01 mg (Figura 18) dissolvidos em Hexano P.A. A

solucéo foi estocada a — 4°C até o inicio do protocolo.
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Figura 178. Pesagem de 6,5 mg do surrogate para o ensaio
de recuperacéo.

As amostras foram homogeneizadas, trituradas em moinho de pas,
peneiradas a 100 mesh, pesadas a 15,00 g = 0,001 g e contaminadas com 1 mL de

surrogate conforme Figura 19.

™

Figura 19. Contaminacdo da amostra com 1 mL de surrogate a 130 ppm
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Foram utilizados os solventes hexano e propanona, ambos puros e adquiridos
no comercio varejista de produtos quimicos. A preparacao dos sistemas de solvente
com a medida de 25 mL de cada um dos solventes em proveta, homogeneizacdo em

um béquer e deposicao sobre no lodo ocorreram conforme Figura 20.

Figura 18. Preparacdo do sistema de solventes (hexano:propanona
[1:1]).

Logo preparados e o aparelho de ultrassom configurado para o tempo de 3

minutos, as amostras foram extraidas conforme Figura 21.

Figura 19. Extragdo em ultrassom para o ensaio de
recuperacao
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Ambos os extratos foram filtrados e mantidos em estufa até a secura, apos
serem recuperados hexano e passado pelo filtro de 0,45 um foram injetados no
cromatografo gasoso. Os cromatogramas sdo bastante semelhantes conforme a

Figura 22.

MCounts Extrato diluido 4x - duplicata.SMS TIC Filtered

]loniza... 40:650
12.5- ]
10.0- 1
7.5- 1A 1
5.0 =

Apex: 30.900 min.
1 Area: 125968 |
2.5+ B
il
UL,
OO 1 AN Ml WUMW ;
\ T ‘ T \
10 20 30 4Q

minutes

Figura 20. Cromatograma do ensaio de recuperacdo com o tempo de retencdo do surrogate
identificado

Para fins quantitativos, as areas dos picos de ambos os cromatogramas foram
integradas. Os cromatogramas do ensaio de recuperacao e de sua duplicata com a

integracdo em simetria estao disponiveis na Figura 23 e 24, respectivamente.
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kCounts| Extrato diluido - Intensity of Base P%Ek Filtered
140:650 ]
8] ]
] (
1 Apex:30.900 min,
I Area: 9367
a _
6_ -
Apex: 30.834 min.
Area: 3430
Apex: 30.875 min.
] Area: 1
5—_ 7
4_ —
"""" LS B B B B B BN
30.6 30.7 30.8 30.9 31.0 311 31.2.
minutes

Figura 21. Integragdo da area do pico de interesse e suas redondezas no ensaio de recuperacao.

O pico de interesse € o identificado com a marcagdo sendo 0s picos proximos
ruidos e interferéncias. A integracdo da area do pico do surrogate obteve o valor de
9367 e foi feita de acordo com as bases dos picos obtidas no cromatograma. O
desconto das areas foi feito pela integracdo em simetria do fim do pico de interesse

e integracdo de base das outras areas dos interferentes.
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kCounts| Extrato diluido 4x - duplicata.SMS Intensity of Base Peak Filtered

140:650

] Apex: 30.900 min.
1 Area: 9542
a i
] Apex: 30.867 min.
] Area: 332
6 i

Apex: 30.834 min.
Area: 3233

A
minutes

Figura 22. Integracé@o da area do pico de interesse e suas redondezas na duplicata do ensaio de
recuperacao.

A area obtida, de metodologia analoga ao realizado na Figura 23, foi de
9542. Com estes valores e a equacao da reta da Figura 19 transcrita como Equacéo
6.

y = 107%%* — 0,8096
Equacéo 6. Regresséo linear da andlise de recuperacdo do surrogate

A equacéo ja organizada em termos de y pode calcular a concentracdo de
decaclorobifenila naguela amostra pela adicdo de x que € a area obtidas nas Figuras

23 e 24 conforme Quadro 2.
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Valor do

comando "=intersepc¢éo”
valor do

comando "=inclinagéo”

9,84E-05

-809581567

[ (Area . Inclinac&o ) + intercep¢o |

Area ensaio recuperacio 9367
Area duplicata ensaio recuperacio | 9542

Concentracao ensaio 0,112142
Concentracao duplicata ensaio 0,129362

Massa de surrogate utilizada
na contaminacao (mg)
0,13 mg

Massa recuperada (mg)
Ensaio 0,112
Duplicata 0,129

Porcentagem recuperada (%)
Ensaio 84,61

Duplicata 99,23

Quadro 2. Dados do ensaio de recuperacdo do surrogate pela extracdo com
Hexano:Propanona [1:1] em ultrassom

5.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LODO

O lodo de esgoto foi caracterizado em ensaios fisico-quimicos no Laboratorio
de Solos da UTFPR/PB utilizando metodologia de andlise especifica de solos.
Foram avaliados pH, Carbono, Nitrogénio (nitrito), Fosforo, Calcio e Magnésio

conforme Tabela

Tabela 6. Caracterizacgao fisico-quimica do lodo

Pardmetro Analisado  Concentracdo obtida

pH 8,560
C (Carbono)  (g.Kg™) 132,00
N - NO; (mg.Kg™) 682,00

P total (Fésforo) % 7,300
Ca (Calcio) % 173,000

Mg (Magnésio) % 1,210
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O coeficiente de correlacéo linear (0,9945) apresentou valor acima e igual ao
indicado pelo INMETRO (0,90) e ANVISA (0,99). Portanto, a amostra a ser analisada
pode ser preparada em hexano e 1 pL injetada no modo splitless utilizando gas de
arraste Hélio & uma vazdo de 1 mL.min? com temperatura inicial de 100 °C
evoluindo até 300 °C numa corrida de 44 minutos.

As recuperacOes obtidas de 84 e 99 % para 0s ensaios evidenciam que o
processo estd calibrado e € preciso. Entretanto, é encorajada a continuidade do
trabalho com a aplicacdo da metodologia de extracdo para heptacloro do lodo
estabilizado utilizando a metodologia construida neste trabalho para a injecdo e

analise.
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