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RESUMO
Clorofenéis consistem de um grupo de 19 isébmeros incluindo mono-, di-, tri- e
tretraclorofendis, e o pentaclorofenol (PCF). Sdo substancias orgéanicas sintéticas
obtidas em larga escala industrial e comercial. Muitos séo utilizados como
agrotoxicos, principalmente como fungicidas para preservacdo de madeira. A
presenca de clorofendis em sistemas hidricos é de grande interesse, devido a
variedade de fontes contaminantes e propriedades fisico-quimicas dessas
substancias. O processo de desinfeccdo da agua para consumo humano por
cloracdo em presenca de substancias fendlicas pode resultar na formacédo de
clorofendis. O 2,4,6- Triclorofenol (2,4,6-TCF) é o principal isbmero formado através
desse processo. Clorofendis sdo especialmente toxicos e potencialmente
carcinogénicos. Muitos sdo considerados poluentes prioritarios para serem
monitorados em agua pela Unido Européia e pela agéncia de protecdo ambiental
dos Estados Unidos. A Portaria n° 518/2004, norma de potabilidade vigente no
Brasil, inclue dois clorofendis: 2,4,6-TCF e PCF, e estabelece o valor maximo
permitido de 200 ng/mL e 9 ng/mL, respectivamente. Este estudo teve por objetivo
implementar e validar metodologias analiticas para determinacéo de clorofendis em
agua para consumo humano, em niveis de concentragdo exigidos, utilizando técnica
de Cromatografia a Gas acoplada ao Detector Seletivo de Massas (CG-DSM).
Incluem-se outros congéneres, além dos contemplados na referida portaria,
sabendo-se do potencial de contaminacao e da toxicidade dos mesmos. Foi avaliada
a qualidade da agua de sistemas e solugbes alternativas de abastecimento do
Municipio do Rio de Janeiro. Dois métodos analiticos foram validados, os quais
demonstraram ser adequados aos objetivos do estudo. Podem ser utilizados em
rotinas de controle e acdes de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano. As substancias investigadas incluem todos os isdbmeros tri- e
tetraclorofendis, e o pentaclorofenol. Todas as substancias apresentaram linearidade
na faixa de trabalho. As recuperacoes variaram de 75 a 103 %. Os coeficientes de
variacdo foram menores que 15%. Apenas o 2,4,6-TCF foi encontrado,
representando 36 % das amostras analisadas. A faixa de concentracdo encontrada
variou entre 0,008 e 0,238 ng/mL e a concentracdo media foi 0,0365 ng/mL. Os
niveis de concentracdo encontrados séo inferiores ao valor maximo permitido

preconizado pela norma de potabilidade vigente.
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ABSTRACT
Chlorophenols consist of a group of 19 different isomers which include mono-, di-, tri-
and tetrachlorophenols, and pentachlorophenol (PCF). They are synthetic organic
compounds, obtained on large industrial and commercial scales. Many of them are
widely used as pesticides, mainly as fungicides for wood protection. The presence of
chlorophenols in the aquatic environment is of great concern, due to their physical
and chemical proprieties and the variety of contamination sources. Drinking water
disinfection by chlorination treatments may form chlorophenols when phenolic
compounds are already present in raw water. 2,4,6- Triclorofenol (2,4,6-TCF) is the
main isomer formed through this process. According to the International Agency for
Research on Cancer, Chlorophenols are classified as. possibly carcinogenic
compounds (Group 2B). Therefore, most of them are considered high-priority
pollutants in water by the European Union and the United States Environmental
Protection Agency. Regulation N°. 518/2004, the effective Brazilian potability norm,
includes two chlorophenols: 2,4,6-TCF and PCF, and establish the maximum
concentration acceptance of 200 ng/mL and 9 ng/mL, respectively. The objective of
this study was to implement and validate analytical methods for the determination of
chlorophenols in drinking water at levels of the concentration limits established in the
potability norm. Two methods were validated for the determination of
pentachlorophenol and all isomers of the tri- and tetrachlorophenols. Instrumental
analysis has been done by gas chromatography and mass spectrometry. Both
methods had shown to be suitable in the scope of the study, fast, easy to execute
and not expensive. All studied analytes presented linear working range and
correlation coefficients between 0,9988 and 0,9997. The recovery rates varied from
75 to 103%, and variation coefficients were all lower than 15%. After validation, water
quality was evaluated in samples collected from common water supply systems and
alternative solutions in the Municipality of Rio de Janeiro. 2,4,6-TCF residues were
detected in 36% of the 28 analysed samples, varying from 0,008 to 0,238 ng/mL, and
all other analytes were below quantitation limit. These results indicate that
chlorophenols levels in the sampled drinking water supplies are well below the
regulation limits. The validated methods had been shown to be suitable for
application in quality control routines and surveillance action by public health

authorities.
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l. INTRODUCAO

A Vigilancia Sanitaria atua sobre fatores de risco a saude, com acodes
eminentemente preventivas. Assegurar a qualidade da agua para consumo humano
€ medida de grande impacto na prevencdo de doengas, onde a avaliacdo
laboratorial possui papel indispensavel no suporte as acdes executadas, requerendo
resultados confiaveis para maior eficacia. Este estudo buscou contribuir com essas
acoOes, através da validacdo de metodologias analiticas e avaliacdo da qualidade da
agua consumida no Municipio do Rio de Janeiro quanto a presenca de clorofendis.

A relacéo causal entre 4gua para consumo humano e doencas apresenta-
se como questdo pertinente a saude publica, onde o Estado deve assumir o papel
de protetor legitimo promovendo medidas que proporcionam agua em quantidade e
qualidade adequadas (PONTES & SCHRAMM, 2004). No que se refere a qualidade,
0S riscos a saude s&o ocasionados principalmente pela ingestdo de agua
contaminada por microorganismos patogénicos ou substancias quimicas em niveis
prejudiciais. Portanto, constitui-se em acdo eficaz na prevencdo de doencas de
veiculacdo hidrica assegurar o fornecimento de &gua segundo padrées de
potabilidade adequados (SILVA & ARAUJO, 2003).

Nas Ultimas décadas ocorreram grandes avancos na tecnologia
empregada no processo de tratamento da agua para consumo humano (HELLER,
1997). No entanto, apenas a tecnologia ndo assegura a qualidade da agua diante da
possivel falha no processo de tratamento, requerendo medidas de controle (BONINI,
2002). Assim, a realizacdo do controle aliado as acdes de vigilancia da qualidade da
agua apresentam-se como ferramentas indispensaveis para assegurar a saude dos
consumidores (WHO, 1976).

No Brasil, o padrédo de potabilidade e as responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia sao regulamentados através da Portaria n° 518, de 25 de marco
2004, do Ministério da Saude (BRASIL, 2004). A vigilancia da qualidade deve ser
realizada pelas autoridades de salude publica, onde as responsabilidades permeiam
entre as trés esferas do governo, em agodes idealmente articuladas. O controle de
qualidade deve ser realizado pelos prestadores de servico responsaveis pelo

abastecimento.



Quanto ao padrdo de potabilidade para substancias quimicas, na referida
portaria sdo contemplados 2 clorofendis: Pentaclorofenol (PCF) e 2,4,6-Triclorofenol
(2,4,6-TCF). A contaminacdo de sistemas hidricos por clorofendis, incluindo agua
para consumo humano, representa um risco potencial, devido, principalmente, a
disposicdo e variedade de fontes e as caracteristicas fisico-quimicas dessas
substéancias (CZAPLICKA, 2004).

Um fato ocorrido em novembro de 2001 destaca a contaminacdo da agua
para consumo humano por clorofendis no Municipio do RJ. Nesta ocasido, apos forte
chuva ocorrida na noite do dia 11 de novembro, a agua fornecida a populacdo do
referido municipio e outros da Baixada Fluminense apresentava forte odor e gosto
desagradavel. Algumas pessoas relataram sintomas indesejaveis como enjéo, dores
de cabeca, dentre outros, e atribuiram & ingestdo da 4gua (MONTEIRO et al., 2001).
Segundo a CEDAE - Superintendéncia da Regido Metropolitana (CEDAE-SRM),
responsavel pelo fornecimento de agua na regido, o problema foi ocasionado pelo
excesso de matéria organica carreada para a Estacdo de Tratamento (ETA) do
Guandu. Para tratar a agua bruta, a empresa aumentou a dosagem de cloro.
Segundo a mesma, 0 mau cheiro seria resultado da reacéao do cloro em contato com
a matéria organica (SIMOES et al., 2001). Esta reacdo pode levar a formacgéo de
substancias de diversas classes, dentre elas as organocloradas e clorofendis
(STEVENS et al., 1976; SITHOLE & WILLIAMS, 1986; GALLARD, 2002).

Apesar da suspeita da contaminacdo da agua por essas substancias, no dia
14 de novembro, anteriormente & veiculacdo dos laudos sobre as possiveis causas
do problema, o diretor da CEDAE, através da imprensa, afirmou que “apesar do mau
cheiro e do gosto ruim, o problema nao causa riscos a saude” (MONTEIRO et al.,
2001). No dia 19 de novembro foi entregue ao Ministério Publico Estadual relatério
da CEDAE atestando que a agua distribuida a populagédo encontrava-se dentro dos
padrbes para consumo humano, atribuindo a alteragdo nas caracteristicas
organolépticas a presenca de cianobactérias, as quais atingiam niveis dez vezes
menores que o estabelecido pela norma de potabilidade vigente (SIMOES et al.,
2001). O problema se prorrogou por aproximadamente dez dias sem que a
populacédo tivesse informacdes suficientes sobre os riscos do consumo da agua por
parte do setor saude e pelo prestador de servico. A situacdo apresentada

necessitava de acfes imediatas das autoridades de saude publica responsaveis, o



gue ndo ocorreu. Ficou evidenciada a fragilidade das autoridades em apresentar
solucdes rapidas para o problema.

Na ocasido, amostras de agua foram analisadas no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), onde foi encontrado o PCF
(comunicacdo pessoal). Cabe registrar que, ndo havia e ainda ndao ha meétodo
analitico implementado e validado no referido instituto, bem como em outros
constituintes da rede de Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENSs) para
identificacdo e quantificacdo destas substancias em niveis requeridos pela norma de
potabilidade vigente. Portanto, as substancias n&o foram quantificadas e os
resultados encontrados (qualitativos) ndo puderam ser utilizados para avaliar a
qualidade da &agua em relacdo a legislacdo. A situacdo apresentada reflete a
necessidade dos laboratérios de Saude Publica possuirem metodologias analiticas
validadas abrangendo todos os padrfes de potabilidade contemplados na portaria,
podendo desta forma dar suporte as acdes de fiscalizagéo.

Neste contexto, torna-se de suma importancia implementar e validar
metodologias analiticas capazes de identificar e quantificar clorofendis em niveis de
concentracdo exigidos pela norma de potabilidade vigente. Ainda, avaliar a
qualidade da agua fornecida a populagdo do Municipio do R.J. quanto a presenca
dessas substancias, proporcionando subsidios para assegurar a saude dos

consumidores.



. ASPECTOS GERAIS

.1 ABORDAGEM NORMATIVA, PADRC)ES DE QUALIDADE E
CONTROLE DA QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO
HUMANO

A associacdo da qualidade da agua para consumo humano e a ocorréncia
de doencas tornou-se questéo relevante para a saude publica a partir do século XIX,
quando ocorreu grande avan¢o no reconhecimento dessa relacéo, principalmente,
através de estudos cientificos. Destaca-se o historico estudo realizado por John
Snow, concluido em 1884, o qual demonstrou a associa¢do da agua consumida pela
populacdo de Londres e a incidéncia do célera, mesmo antes das descobertas de
Louis Paster acerca dos organismos microscopicos (SNOW, 1990). O préprio
processo de implantacdo dos sistemas coletivos de abastecimento, iniciado nesse
mesmo seéculo, revela reflexo positivo nas condicdes de saude da populacdo
corroborando para o entendimento da relagdo entre qualidade da agua e saude
(HELLER, 1997).

A evolucao deste conhecimento e o desenvolvimento de tecnologias para
tratamento e controle da qualidade possibilitam o fornecimento de agua atendendo a
padrées de qualidade especificos. O Estado possui papel de protetor legitimo da
salude publica, devendo intervir no processo de maneira decisiva e, desta forma,
assegurar o fornecimento de agua atendendo a padrdoes de qualidade adequados
(PONTES & SCHRAMM, 2004). No entanto, a agua distribuida através de grandes
sistemas de abastecimento atendendo, assim, grande numero de consumidores,
pode configurar-se como um importante veiculo de doencas (BONINI, 2002).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece o padrdo de
potabilidade onde as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e radioldgicas,
definidas a partir de conhecimento técnico cientifico, inclusive através de testes
toxicoldgicos, ndo oferecem riscos a saude com o consumo da 4gua durante toda a
vida. Esse conjunto de informacdes € atualizado periodicamente e fornecido atraves
do documento: Critérios de Qualidade da Agua Potavel (do inglés: Guidelines for
Drinking-Water Quality - GDWQ) (WHO, 2004).

Véarios paises seguem os valores recomendados pela OMS como

referéncia para estabelecer as normas de potabilidade da agua a serem cumpridas



pelos responsaveis pelo abastecimento. Esses valores ndo possuem carater
obrigatério e podem ser modificados segundo variaveis locais e/ou regionais
relacionadas com aspectos econémicos, ambientais e sociais.

No Brasil, a partir do Decreto n°. 79.367, de 9 de marco de 1977, as
normas e o padrdo de potabilidade da agua para consumo humano tornam-se de
competéncia do Ministério da Saude (MS), regulamentadas através de Portaria, a
ser observada em todo o territério nacional (BRASIL, 1977b). A partir de entdo, o MS
sancionou quatro portarias que dispéem sobre a potabilidade da agua para consumo
humano: Portaria n° 56 Bsb/1977, Portaria n°. 36/1990, Portaria n° 1469/2000 e
Portaria n°. 518/2004.

Considerada a primeira norma de potabilidade sancionada, a Portaria n°.
56 Bsb, de 14 de marco de 1977 abrange diferentes constituintes quimicos e
microbiolégicos (BRASIL, 1977a). Nela, o setor saude é incumbido das acfes de
fiscalizacdo da qualidade da agua, sendo reforcado na Constituicdo Federal de 1988
e, posteriormente, pelos dispositivos regulatdrios da Lei 8080/1990 (Lei Orgéanica da
Saude). Com os avancos ocorridos na area de saneamento nas décadas posteriores
a publicacdo dessa portaria, tornou-se evidente a necessidade de realizar a revisao
dos padrbes de qualidade em vigéncia (SOARES et al., 2002).

No entanto, anteriormente havia sido publicada a Portaria n°. 635/1975, a
qual recomendava concentracfes oOtimas de fluoreto a serem mantidas na agua
potavel em funcdo da média das temperaturas maximas diarias do ar e consideradas
adequadas a prevencdo de carie dentaria (BRASIL, 1975a). A obrigatoriedade do
processo de fluoretacdo em estacfes de tratamento € estabelecida na Lei n°.
6.050/1974 e regulamentada pelo Decreto n°. 76.872/1975 (BRASIL, 1974; BRASIL,
1975b).

Iniciada em 1988, a primeira revisao da norma de potabilidade contou
com a participacdo de setores governamentais de salude, companhias estaduais de
abastecimento de agua, vigilancias sanitarias, LACENSs, dentre outros, subsidiando a
formulacdo da Portaria n°. 36, de 19 de janeiro de 1990. Além da incluséo e revisao
de parametros de potabilidade, destaca-se a definicdo de controle e vigilancia da
qualidade da 4gua e dos responsaveis por sua execucdo (BRASIL, 1990; FREITAS
& FREITAS, 2005).

Em 1999, o Ministério da Saude promoveu a segunda revisdo da norma

de potabilidade, por intermédio da Coordenagdo Geral de Vigilancia Ambiental em



Saude (CGVAM), em parceria com o Departamento de Engenharia de Saude
Publica (DENSP) e com a Representacédo no Brasil da Organizacdo Pan-Americana
da Saude (OPAS / OMS) (BEZERRA et al., 2004). Apesar do prazo maximo de cinco
anos para a proxima revisdo, a mesma foi realizada apenas no ano de 2000, onde
em 29 de dezembro foi publicada a Portaria n° 1469 (BRASIL, 2001). Houve a
ampliagcdo do processo participativo na revisdo, havendo contribuicdo de entidades
dos setores publico, privado e de organiza¢cdes ndo-governamentais (FREITAS &
FREITAS, 2005). Segundo BASTOS et al. (2001), como resultado, foram
incorporadas informacdes atualizadas sobre os riscos associados a alguns
microorganismos, dos mecanismos de remocdo dos mesmos Nno processo de
tratamento da agua, do emprego de indicadores e as evidéncias toxicologicas de
agravos a saude decorrentes da ingestdo de substancias quimicas. Nessa portaria
0s deveres e obrigacdes do Ministério da Saude eram realizados por intermédio da
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA). Destaca-se a definicdo mais clara de
solucédo alternativa de abastecimento, sendo especificado todas as modalidades de
abastecimento coletivo, incluindo entre outras, a distribuicdo por veiculos
transportadores, poco comunitario e instalacbes condominiais. Esta portaria
caracterizou-se pelo carater universal e abrangente.

Em junho de 2003, foi instituida a Secretaria de Vigilancia em Saude, do
Ministério da Saude (SVS/MS), que assumiu as atribuicbes do Centro Nacional de
Epidemiologia (Cenepi), até entdo localizado na estrutura da FUNASA. Em virtude
desse novo ordenamento, a Portaria n°. 1469/2000 foi revogada, passando a vigorar
a Portaria n°. 518, de 25 de margo de 2004. De acordo com o artigo 4°, 4gua potavel
€ a agua para consumo humano cujos parametros microbiolégicos, fisicos, quimicos
e radioativos atendam ao padrao de potabilidade e que n&o ofereca risco a saude. O
controle da qualidade da agua para consumo humano é o conjunto de atividades
exercidas de forma continua pelos responsaveis pela operacdo do sistema ou
solucéo alternativa de abastecimento destinadas a verificar se a agua fornecida a
populacdo € potavel, assegurando a manutencdo desta condi¢cdo. Este controle &
realizado através da avaliacdo dos resultados das analises quimicas, fisicas,
microbiolégicas e radiologicas tanto da saida do sistema de abastecimento,
geralmente uma Estacdo de Tratamento (ETA), como na rede de distribuicdo e

reservatorios.



Apesar da obrigatoriedade, a realizacdo do controle de qualidade da agua
pelos prestadores de servico de abastecimento ainda ndo € uma realidade. Dados
da Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB) do ano de 2000 revelam que
a maioria dos distritos do estado recebeu agua através da rede geral sem a devida
realizacdo do controle de qualidade, segundo a norma de potabilidade vigente
(IBGE, 2002). Em estudo realizado por SARTORI & THIBAUT (2005) verificou-se
gue em apenas 3,5% dos sistemas de abastecimento do Estado, comprovou-se a
realizacdo do controle de qualidade, atendendo ao plano minimo de amostragem da
Portaria n°. 518/2004, em novembro de 2004. Ainda, verificou-se que, apesar da
obrigatoriedade, o prestador de servigco responsavel por atender a aproximadamente
50% da populacdo (CEDAE-SRM), incluindo a capital, ndo enviou relatérios mensais
a autoridade estadual responsavel em 2004, especificando o controle de qualidade
da agua em todos os sistemas de abastecimento sob sua responsabilidade. Assim, a
autoridade ficou impossibilitada de avaliar o cumprimento dos parametros de
potabilidade contemplados na Portaria e assegurar a qualidade da agua fornecida a
populacao.

O panorama apresentado no Estado e Municipio do R.J. é preocupante e
exige medidas efetivas de intervencdo das autoridades de saude publica
responsaveis, considerando-se o risco do consumo de agua onde néo é assegurada
a qualidade da mesma pelos prestadores de servico através da realizacdo do
controle de qualidade.

As normas de potabilidade no Brasil, em geral, seguem as
recomendagcbes da OMS, como para os clorofendis. Destes, dois clorofendis sdo
considerados: PCF e 2,4,6-TCF. Alguns paises possuem regulamentacdo mais
exigente quanto ao Valor Maximo Permitido (VMP), e incluem outros congéneres

além dos recomendados pela OMS (Tabela 1).



Tabela 1: Concentracdo Maxima Permitida de clorofendis em agua para consumo

humano em diferentes paises e documentos orientativos (ng/mL).

] ] Estados ) Unido
Substancias Brasil Canada ] Australia ) OMS
Unidos Européia
2-clorofenol - - - 300 - -
2.,4-diclorofenol - 900 - 200 - -
2.,4,6-triclorofenol 200 5 - 20 - 200
2,3,4,6- tetraclorofenol - 100 - - - -
Pentaclorofenol 9 60 1 10 0,1 9

Fonte: BRASIL, 2004; GCDWQ, 1996; SDWA, 1996; ADWG, 2004; Directive 98/83/EC; WHO, 2004

Nos Estados Unidos, o 2,4,6-TCF esta sendo avaliado como candidato a
inclusdo na lista de contaminantes controlados. A norma de potabilidade (Safe
Drinking Water Act) esta submetida ao 6rgdo de controle ambiental desse pais
(USEPA). A Directive 98/83/EC é a norma atual de potabilidade com abrangéncia em

todos os paises da Europa.

1.2 VIGILANCIA DA QUALIDADE DA AGUA

Em 1976, a OMS publica o primeiro guia para a vigilancia da qualidade da
agua a partir de um estudo iniciado em 1968, tomando como base métodos e
procedimentos em desenvolvimento em alguns paises. Foram reunidas informacgdes
e critérios para planejar, organizar e operar programas de vigilancia da qualidade da
agua em nivel regional e nacional. Todos os atores envolvidos no processo de
fornecimento de agua foram contemplados, como as autoridades de saude publica e
prestadores de servico de abastecimento. A vigilancia da qualidade da agua foi
definida como “a constante e vigilante avaliacdo da saude publica e o controle da
seguranca da qualidade dos sistemas de abastecimento de agua potavel” (WHO,
1976).

Rojas (2002), em guia mais recente da OMS (do inglés: Guidelines for the
surveillance and control of drinking water quality) conceitua vigilancia da qualidade
da agua como a “combinacéo de medidas adotadas pelas autoridades competentes
para avaliar os riscos inerentes a qualidade da agua distribuida a populacéo pelos
prestadores de servico privados e publicos, bem como avaliar o grau de
conformidade da mesma em relacdo aos padrbes de qualidade exigidos pela



legislacdo.” Verifica-se a inclusdo da noc¢ao de risco quando comparado ao guia da
OMS de 1976.

As autoridades de saude publica possuem papel indispensavel na
promocao, regulamentacéao e vigilancia da qualidade dos servi¢cos de abastecimento.
As acdes de vigilancia incluem atividades tais como o monitoramento da qualidade
da agua, combinado com inspe¢Bes e auditorias sanitdrias dos sistemas de
abastecimento (WHO, 2001).

No Brasil, a regulamentacdo de acfes de vigilancia pode ser identificada
desde 1977, com a publicacdo do Decreto n°. 79.367/1977. Apesar de nao definir
vigilancia, algumas normas sao identificadas, nesse sentido, definindo
responsabilidades as autoridades de saude publica. Segundo o artigo 4° deste
Decreto, cabe ao Ministério da Saude, em articulacdo com as Secretarias Estaduais
de Saude (SES), a fiscalizacdo e o controle do exato cumprimento das normas e
padrées de potabilidade estabelecidos. As SES cabe, ainda, segundo o artigo 6°,
manter registros sobre a qualidade da agua dos sistemas e a realizacdo de
notificacdo de eventuais fatos epidemiolégicos que possam estar relacionados ao
comprometimento da qualidade da agua fornecida.

Em 1990, com a primeira revisdo da norma de potabilidade, a definicéo e
0s responsaveis pela vigilancia da qualidade da agua sédo entdo regulamentados
pela Portaria n° 36/1990, definida como “conjunto de atividades de responsabilidade
da autoridade sanitaria estadual competente, com a finalidade de avaliar a qualidade
da agua distribuida e de exigir a tomada de medidas necessarias, no caso da agua
nao atender ao padrao de potabilidade”. No entanto, as responsabilidades relativas
as acoes de vigilancia da qualidade da agua nao foram bem definidas, dificultando
sua implementacdo. Com a publicacdo da Portaria n°. 1469/2000, e mantida na
Portaria n° 518/2004, esse aspecto € solucionado e a vigilancia é definida como “um
conjunto de acdes adotadas continuamente pela autoridade de saude publica, para
verificar se a agua consumida pela populacdo atende a essa norma e para avaliar 0s
riscos que o0s sistemas e as solugdes alternativas de abastecimento de agua
representam para a salde humana.” Na referida portaria sdo atribuidos deveres e
obrigacdes para diferentes niveis governamentais, comprometendo as trés esferas
do governo nas ac¢des de vigilancia.

Os sistemas de controle e vigilancia da qualidade da agua em geral séao

muito limitados ou insuficientes. Apenas 52% da populacdo das Américas possuem



sistemas efetivos de vigilancia da qualidade da agua, revelando precarias condi¢cdes
no processo de assegurar a qualidade dos servigcos de abastecimento. A situacéo é
ainda pior na América Latina, onde apenas 24% da populacdo contam com sistemas
de vigilancia efetivos (WHO, 2001).

Como mencionado acima, no Brasil, apenas em 1990, a vigilancia da
qualidade da agua é definida e em 2000, as responsabilidades sédo definidas com
maior clareza. Segundo FREITAS & FREITAS (2005) a vigilancia sé foi
implementada como um programa a partir da criacdo do Sistema Nacional de
Vigilancia Ambiental em Saude, ou seja, ainda é recente e enfrenta dificuldades na
implementacgao.

A Portaria n° 518/2004 surge em substituicdo a Portaria n°® 1469/2000,
mantendo o seu conteudo em maioria, modificando alguns quesitos técnicos e prazo
de adequacédo ao seu cumprimento. Estudo realizado por BEZERRA et al. (2004), no
ano de 2003 verificou que a Portaria n°® 1469/2000 estava implementada de forma
parcial pelo setor saude, necessitando um maior empenho das esferas federal,
estadual e municipal. Dentre os problemas apontados, verificaram a necessidade de
esclarecimento a respeito das competéncias dos diferentes atores envolvidos com
as questbes relativas a agua para consumo humano. Esta condicdo mostrou
desarticulacdo e ineficiéncia nas acbes de vigilancia. Apenas 19% dos Estados
realizavam avaliacdes sistematicas da vigilancia da qualidade da agua, visando a
reducdo da morbi-mortalidade associada as doencas de veiculacdo hidrica. Ainda,
no Estado do R.J., de acordo com os dados da PNSB 2000, verifica-se que
aproximadamente 40% dos distritos abastecidos pela rede geral ndo contava com
servicos de vigilancia da qualidade da agua (IBGE, 2002).

As acOes de vigilancia da qualidade da agua realizadas pelo Estado,
legitimo protetor da saude da populagdo, sédo indispensaveis para assegurar que 0S
prestadores de servico de abastecimento realizem o controle de qualidade do
processo, mantendo a qualidade da agua em padrdes de consumo adequados para

a populacéo garantindo o cumprimento da legislacao.

1.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS CLOROFENOIS

Clorofendis sdo substancias organicas, onde um ou mais atomos de

hidrogénio do fenol (1-hidroxibenzeno) sdo substituidos por um ou mais &tomos de

10



cloro. Os 19 congéneres possiveis e suas propriedades fisico-quimicas estéo

descritos na Tabela 2.

Todos os congéneres sao soélidos, com ponto de fuséo entre 33 e 190 T,

exceto o 2-clorofenol, o qual é liquido com ponto de fusdo de 9 . Possuem baixas

pressdes de vapor, principalmente as substancias com maior peso molecular.

Sdo0 pouco soluveis em agua e sollaveis em solventes organicos a

excecao dos seus sais, muito sollveis em gua. Sdo 4cidos relativamente fracos. A

acidez aumenta com o aumento do nimero de atomos de cloro substituidos.

Em geral, com o aumento do niumero de atomos de cloro na molécula,

ocorre a reducdo na pressao de vapor, aumento no ponto de ebulicdo e redugéo da

solubilidade em agua.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas dos clorofendis.

Substancias Peso Po.nto de Ponto de Solubilidade oKa Log K o
Molecular  ebuli¢cdo (T) fuséo () (g/L a 20%)

2-clorofenol 128.56 175 9.3 28 8.3-8.6 2.12-2.17
3-clorofenol 128.56 214 33-34 26 8.8-9.1 2.48-2.50
4-clorofenol 128.56 217-219 42-44 27 9.1-9.4 2.35-2.44
2,3-diclorofenol 163.00 206 57-58 - 6.4-7.8 3.15-3.19
2,4-diclorofenol 163.00 210 45 4.5 7.5-8.1 2.75-3.30
2,5-diclorofenol 163.00 211 58-59 - 6.4-7.5 3.20-3.24
2,6-diclorofenol 163.00 219 68 - 6.7-7.8  2.57-286
3,4-diclorofenol 163.00 253-254 65-68 - 7.4-8.7 3.13-3.44
3,5-diclorofenol 163.00 233 68 - 6.9-8.3 2.57-3.56
2,3,4-triclorofenol 197.45 sublima 77-84 0.22 6.5-7.7 3.49-4.07
2,3,5-triclorofenol 197.45 248-255 57-62 0.22 6.8-7.4  3.84-4.56
2,3,6-triclorofenol 197.45 246 58 - 6.0-7.1 3.88

2,4,5-triclorofenol 197.45 sublima 67-70 0.948 7.0-7.7 3.72-4.10
2,4,6-triclorofenol 197.45 243-249 69 0.434 6.0-7.4  3.60-4.05
3,4,5-triclorofenol 197.45 271-277 101 - 7.7-7.8 4.01-4.39
2,3,4,5-tetraclorofenol 231.89 sublima 116-117 0.166 6.2-7.0 4.21-5.16
2,3,4,6-tetraclorofenol 231.89 150 70 0.183 5.3-6.6 4.10-481
2,3,5,6-tetraclorofenol 231.89 188 114-116 0.1 5.2-55 3.88-4.92
Pentaclorofenol 266.34 300 190 0.014 4.7-49 5.01-5.86

Fonte: CZAPLICKA, 2004

O destino e o transporte de substancias quimicas no ambiente aquatico

depende estritamente do valor da constante de dissociacao (K,) e do coeficiente de

particdo octanol-agua (Kow). No caso dos clorofendis, a K, e Ko aumentam com o

namero de atomos de cloro na molécula, podendo se dissociar parcial ou totalmente.
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Tal fato indica que quanto maior o niumero de atomos de cloro na molécula, maior a

propensédo a biocumulacéo.

1.4 PRODUCAO, UTILIZACAO E FONTES DE CONTAMINACAO
AMBIENTAL

Clorofendis séo substancias organicas sintéticas, obtidas em larga escala
industrial e comercial, por dois métodos principais: cloracdo direta do fenol ou
hidrolise alcalina de hexaclorobenzenos (EXON, 1984; CZAPLICKA, 2004). O
primeiro processo realiza a cloracdo direta do fenol em presenca de catalisador ou
em altas temperaturas. Os principais isdbmeros formados por este método sdo o 2-
CF, 2,4-DCF, 2,4,6-TCF e 2,3,4,6-TeCF. O segundo método € por hidrolise alcalina
do hexaclorobenzeno (HCB) ou outros fendis clorados em metanol ou outro solvente
apropriado. Os principais isdmeros produzidos séo o 2,4,5- TCF e PCF. Ambos os
métodos de producdo podem levar a formacdo concomitante de substancias
altamente téxicas destacando-se as policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDDs), os
policlorodibenzofuranos (PCDFs), os benzenos policlorados, as bifenilas policloradas
(PCBs) e os éteres difenilicos policlorados (KITUNEN et al.,, 1985; VARTIANEN et
al., 1995a; ATDSR, 1999).

Clorofenéis podem ser formados naturalmente (HODIN et al., 1991).
HOEKSTRA et al., 1999 demonstraram a formacédo de clorofendis no ambiente
natural através da cloragdo de acidos humicos naturais. Apés 1 ano de incubagéo de
solo contendo &cido himico, contaminado com solucdo de Na®*'Cl, os autores
encontraram grandes quantidades do 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,5-triclorofenol,
2,6-diclorofenol e 2,4,5-triclorofenol. Além disso, alguns autores reportam a sintese
de clorofendis por fungos presentes no solo. ANDO et al. (1970) demonstraram a
sintese do 2,4-diclorofenol por um fungo do grupo Penicillium presente no solo.

A formacdo pode também ocorrer através da biodegradacdo de
agrotoxicos e herbicidas no meio ambiente. A degradacdo microbiolégica de
herbicidas, especialmente dos acidos 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2,4,5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T), geram varios clorofen6is como metabdlitos
intermediarios (EXON, 1984). A degradacdo do herbicida Lindano leva a formacao
de tetraclorofendis e do pentaclorofenol (ADWG, 2004).

Os clorofendis possuem amplo espectro de utilizacdo. Alguns sé&o

utilizados como agrotéxicos, principalmente como preservantes de madeira, devido
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as suas propriedades fungicidas (REE et al., 1988), destacando-se o PCF, além do
2,3,4,6-tetraclorofenol e 2,4,6-triclorofenol (RENBERG & LINDSTROM, 1981). O
PCF também possui acdo bactericida e inseticida. Monoclorofendis tém sido
utilizados como antissépticos (CZAPLICKA, 2004). Também, sdo utilizados como
intermediarios na sintese de substancias organicas, incluindo agrotoxicos.

Tanto a utilizacdo dos clorofendis obtidos sinteticamente, do qual destaca-
se a utilizacdo como preservativo de madeira, como a formagdo involuntaria,
representam importantes fontes de contaminacdo ambiental. Segundo EXON (1984),
as principais fontes de contaminacdo do meio ambiente sdo: contaminantes ou
produtos de degradacdo dos herbicidas &cido clorofendxiacéticos, 2,4-
diclorofendxiacético (2,4-D) e 2,4,5-triclorofendxiacético (2,4,5-T); formacédo
espontanea como residuos em aguas municipais e industrias; no processo de
desinfeccdo da agua para consumo humano através da cloracdo; fontes industriais
onde clorofendis sao produzidos ou usados como intermediarios na sintese de
outras substancias; efluentes do processo de branqueamento da polpa de madeira
ou producédo papel; a utilizacdo de PCF como preservante de madeira.

A industria de papel e celulose contribui significativamente no processo de
geracdo e contaminagdo do meio ambiente por clorofendis. Durante o processo de
branqueamento da polpa, estas substancias sdo formadas como resultado da
reacdo de ligninas com cloro (KRINGSTAD & LINDSTROM, 1984; LEE et al., 1989;
FREIRE et al.,, 2000). Outros mecanismos representam importantes fontes de
contaminagdo, como o processo de desinfec¢do de agua para consumo humano por
cloragdo em presenca de substancias fenodlicas. O 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol e
2,4,6-triclorofenol sdo os principais sub-produtos formados nesse processo (WHO,
2004). A reacédo de cloracdo dos fenois por este processo € uma tipica reacao de
substituicao eletrofilica (GE et al., 2006). A cloracao inicial ocorre preferencialmente
nas posicdes orto ou para do anel aromatico em relacdo a hidroxila, levando a

formacao do 2-clorofenol e 4-clorofenol, respectivamente.
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Figura 1: Caminho para sucessivas clora¢des do fenol

OH OH

@,Cl Cl Cl
OH — =
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Fonte : GE et al., 2006.

Em geral, alta fragdo de substituicAo na posicdo orto € observada,
correspondendo a aproximadamente 80% das reacdes (ACERO et al., 2005). Como
demonstrado na Figura 1, cloragbes sucessivas levam a formacdo de 2,4-
diclorofenol, 2,6-diclorofenol e, finalmente, 2,4,6-triclorofenol (GALLARD & VON
GUNTEN, 2002; ACERO et al., 2005).

1.5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Estudos epidemiolégicos para avaliagdo da toxicidade de clorofendis
foram realizados em trabalhadores expostos no processo de produgdo dessas
substancias ou quando séo utilizadas como matéria prima na sintese de agrotéxicos.
Estes estudos estdo sujeitos a vieses devido a exposicdo concomitante a outras
substéancias, principalmente as PCDDs e os PCDFs, altamente toxicos. Deste modo,
apesar de terem sido observados efeitos indesejados nesses trabalhadores, além do
aumento do risco da ocorréncia de cancer, ndo se pode afirmar se os mesmos foram
causados pelos clorofendis ou por outras substancias ou pela associacdo destas
(WHO, 1989; ATSDR, 1999).

Estudos em animais demonstram a ocorréncia de efeitos toxicos quando
essas substancias sdo administradas. Dentre outros, verifica-se a presenca de
alteracdes no sistema imunoldgico e propensao a oncogénese (ATSDR, 1999).

Quanto a carcinogenicidade, a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC) considera dados
experimentais (in vivo e in vitro) e epidemiologicos para estabelecer sistemas de

classificacdo em grupos para 0s agentes carcinogénicos. Os clorofendis séo
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classificados como possiveis carcinébgenos humanos (grupo 2B). Esta classificacéo
indica que ha limitadas evidéncias de carcinogenicidade em humanos, porém
evidéncias suficientes em animais (WHO, 1991).

Baseado em estudos de revisdo podem ser realizadas algumas
generalizacbes sobre a toxicidade dos clorofendis. A toxicidade aumenta
diretamente com o niumero de atomos de cloro na substancia. Por exemplo, o efeito
sobre a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, considerado o principal mecanismo de
toxicidade dos clorofenois, segue essa premissa. No entanto, clorofendis com
atomos de cloro na posicdo 3 e 5 do anel aromatico (“meta”), sdo mais toxicos que o
esperado, somente com base no numero de atomos de cloro. Quando substituidos
nessas posigcoes verifica-se aumento dos efeitos sobre a fosforilagdo oxidativa
(EXON, 1984; WHO, 1989).

A populacédo pode ser exposta a clorofenois através da ingestdo de agua
para consumo humano, alimentos e inalacdo de ar contaminado e exposicao
ocupacional. Nesta Ultima, tanto pessoas que trabalham na produgdo, como as que
utilizam clorofendis como agrotoxicos principalmente no tratamento de madeiras
estdo diretamente sujeitas a altos niveis de exposicdo a essas substancias (ATSDR,
1999).

Clorofendis, geralmente sdo encontrados em agua para consumo humano
em concentracdes em torno de uma parte por trilhdo (ppt). No entanto, devido as
suas caracteristicas lipofilicas e por apresentarem-se na forma néo-ionizada em pH
fisiol6égico séo facilmente absorvidos apo6s ingestdo (EXON, 1984). O consumo de
agua contaminada por clorofendis pode ser considerado uma importante via de
exposicao a essas substancias. Estudos realizados em populacfes que consumiram
agua contaminada com clorofendis demonstraram maior ocorréncia de efeitos
toxicos quando comparados a area controle. ApGs longo periodo de exposi¢do a
clorofendis em agua para consumo humano numa comunidade da Finlandia, LAMPI
et al. (2000) observaram diferengcas significativas na ocorréncia de sintomas
granstrointestinais, nausea, indisposicdo, dor de cabeca, anorexia, cansaco
exagerado e infeccdes respiratérias. Houve correlagdo com a dose-resposta, onde o
alto consumo de agua contaminada demonstrou aumento significativo dos sintomas
reportados e, ainda, que os sintomas observados eram semelhantes aos observados
em exposi¢cdes ocupacionais. Em outro estudo realizado com a mesma populacao,

verificou-se maior incidéncia de cancer em pessoas expostas a agua e peixes
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contaminados com clorofendis quando comparado a areas controle (LAMPI et al.,
1992).

O PCF, unico clorofenol utilizado como agrotéxico no pais, teve o uso
agricola cancelado pelo Ministério da Agricultura na Portaria n°. 329, de 2 de
setembro de 1985 (BRASIL, 1985). Seu uso em campanhas de saude publica ou
como domissanitarios foi proibido através da exclusdo de sua monografia pelo
Ministério da Saude, através da Portaria n° 11, de 8 de janeiro de 1998 (BRASIL,
1998). Desde entdo, o PCF é regulamentado exclusivamente para utilizacdo como
preservante de madeiras. A utilizacdo do PCF é liberada através da emissédo de
licencas, destinadas a preservagcdo de dormentes, postes, cruzetas, mourdes para
cercas rurais, esteios e vigas (ANVISA, 2006a). De acordo com a Portaria
Interministerial n° 292, de 28 de abril de 1989, a qual disciplina as atividades
relacionadas a preservacdo de madeira e regulamentada pela Instrucdo Normativa
n° 5, de 20 de outubro de 1992, as empresas que produzem e comercializam
preservativos de madeira, bem como as que utilizam para este fim, sdo obrigadas a
registra-las junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis — IBAMA (BRASIL, 1989; BRASIL,1992). Considerando-se essa
utilizacdo especifica, este produto oferece sérios riscos ambientais e para saude
humana, devido & alta toxicidade e eventual presenca de contaminantes nas
formulacbes comerciais.

No Brasil, a ANVISA é o 6rgao responsavel pelo registro de agrotoxicos.
Em suas monografias, regulamenta o uso e classifica essas substancias de acordo
com suas propriedades toxicoldgicas: classe | — Extremamente toxicos; classe Il —
Altamente toxicos; classe Ill — Medianamente toxicos; classe IV — Pouco toxicos.
Toxicologicamente o PCF é classificado como de Classe | e, portanto, incluido entre
0S agrotoxicos mais toxicos utilizados no pais (ANVISA, 2006a). Cabe registrar que
em formulag6es comerciais outros congéneres sdo encontrados. No entanto, ndo ha
qualquer mencéo a este fato na sua monografia.

Devido a algumas caracteristicas intrinsecas a essa substancia, como
toxicidade para humanos e animais, persisténcia no meio ambiente, solubilidade em
adgua, impurezas nas formulagbes, dentre outras, houve a necessidade de
reavaliacdo quanto a sua utilizacdo, realizado pela ANVISA, por intermédio da
Geréncia Geral de Toxicologia. Esta reavaliagdo culminou numa nota técnica

publicada em 17 de julho de 2006, ficando estabelecido, além de restricbes

16



imediatas quanto a producéo e comercializacdo, a exclusdo da monografia do PCF e
seus sais em 30 de junho de 2007. Este produto esta banido ou tem seu uso restrito
em 25 paises e sua importagéo esté proibida em 67 paises (ANVISA, 2006b).

1.6 METODOLOGIA

Diversas metodologias analiticas tém sido desenvolvidas para
determinacéo de substancias fendlicas em agua, incluindo clorofendis. Dentre estas,
destaca-se as que utilizam caminhos classicos como métodos de extracdo, onde a
Extracdo Liquido-Liquido (ELL), Extracdo em Fase Solida (EFS) e Micro-extracao
em Fase Solida (MEFS) s&o reportados com maior freqiiéncia (PUIG & BARCELO,
1996). Estes métodos estao associados, geralmente, a métodos de Cromatografia a
Gas (CG) ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Alguns métodos oficiais para determinacdo de substancias fendlicas em
agua, como exemplo os da U. S. EPA 604, 625 e o0 8041, utilizam ELL seguido de
Cromatografia a Gas com Detector por Captura de Elétrons (DCE) e/ou Detector
Seletivo de Massas (DSM) (U.S. EPA, 1995 (a) (b) (c)).

Clorofendis sao altamente polares e suas pressdes de vapor sao baixas,
requerendo especial atencdo no desenvolvimento de metodologias que utilizam CG.
Estas propriedades podem causar problemas de adsorcdo no injetor e na coluna,
obtendo-se, assim, cromatogramas com picos largos e com cauda que dificultam a
separacdo cromatografica e causam altos limites de deteccdo (CRESPIN et al.,
1999).

Andlises de clorofendis em agua - utilizando como método a CG, em
geral, sdo realizados por dois caminhos. Um envolve a andlise direta de clorofendis
livres e, o outro, analises de clorofendis derivatizados. Métodos envolvendo
derivatizacdo sdo mais longos, mas os derivados sdo geralmente faceis para
cromatografar e apresentam maior reposta a alguns detectores (LEE et al., 1984a).
Ambos os caminhos normalmente incluem extracdo com solventes organicos. No
entanto, a extracdo dos clorofendis livres, ap0ds acidificar a amostra, tem
apresentado baixa recuperacédo para alguns deles.

A conversdo em derivados menos polares € freqientemente empregada
utilizando diversos agentes derivatizantes, destacando-se a esterificagdo com

anidrido acético, a metilacdo com diazometano e a pentafluorobenzilagdo com
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brometo de pentafluorbenzila (PFBBr) (LEE & CHAU, 1983; LEE et al., 1984 (a,b);
HAJSLOVA et al., 1988).

No processo de acetilagcdo, os clorofendis podem ser convertidos em seus
respectivos acetatos diretamente em solucdo aquosa por simples reacdo com
anidrido acético (CHAU & COBURN, 1974; COUTTS et al.,, 1979). Este método
apresenta algumas vantagens destacando-se a rapidez do processo, 0s produtos
formados sdo extraidos da &gua com bom rendimento, além de possibilitarem a
andlise por técnica de CG (KRIJGSMAN & KAMP, 1977; JANDA & LANGENHOVE,
1989). A reacao de acetilacao dos clorofendis com anidrido acético em meio aquoso

alcalino esté representada na Figura 2.

Figura 2: Reacéo de acetilacdo dos clorofendis com anidrido acético

%
OH )CJ)\ )Ok o
K,CO,
(Clorofenois) (Clorofendis - acetato)
n=1 a5 atomos

Diversos estudos reportam a acetilacdo de clorofenéis com anidrido
acético, objetivando a andlise destas substancias em agua, incluindo agua para
consumo humano. CHAU & COBURN (1974) reportaram o primeiro método para
determinacdo de PCF em aguas naturais e aguas residuais, utilizando esterificacdo
com anidrido acético. Nesse método, o PCF € extraido da agua com benzeno e
acetilado por reacdo com anidrido acético em solucéo alcalina. O acetato do PCF
formado é entéo extraido com hexano e analisado por técnica de CG com Detector
por Captura de Elétrons (DCE) com coluna empacotada. O método utilizado foi
reprodutivo e com alto rendimento de reacdo. A recuperacdo média em agua
destilada foi 88 %. O limite de determinacdo do método foi menor que 0,01 ppb de
PCF utilizando 1 L de agua. Ainda foi demonstrado experimentalmente que 0s
herbicidas &cido carboxilicos, como o acido 2,4-D, silvex, dicamba, e acido 2,4,5-T

nao reagem com o anidrido acético e portanto nao interferem nas analises.
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KRIJGSMAN & KAMP (1977) e RENDBERG & LINDSTROM (1981)
utilizaram métodos baseados no descrito por CHAU & CORBUN (1974) para
converter isbmeros dos clorofendis em seus respectivos acetatos. Os dois estudos
utilizaram a técnica de CG-DCE. O primeiro utilizou a ELL obtendo boa recuperacéao,
entre 80 e 100 %, para todos os 19 clorofendis. A coluna utilizada por este foi a
capilar de vidro de 30 m (SE-30). O segundo utilizou a EFS (cartucho de C;g) apoés
derivatizacao, também, obtendo recuperacao satisfatoria (acima de 85 %).

COUTTS et al. (1979) reportaram um método para acetilacdo direta de
substancias fendlicas, incluindo clorofendis, em solucdo aquosa. Neste método, as
substancias foram derivatizadas em 250 mL de agua, com 10 g de NaHCO;
(excesso) e 0,5 mL de anidrido acético. Os produtos foram extraidos com
diclorometano (2 vezes de 10 mL). Este método eliminou as deficiéncias na
recuperacdo incompleta de clorofendis livres em amostras de agua, pela técnica da
ELL.

LEE et al. (1984a) reportaram um método para quantificacdo simultanea
de 15 clorofendis em &aguas naturais por acetilacdo com anidrido acético em
presenca de KHCO3. Os produtos foram confirmados por CG-DSM e quantificados
por CG-DCE. Varias condi¢cdes experimentais foram verificadas, por exemplo:
volume de amostra, solvente e tempo de extracdo, concentracdo de KHCO; e
volume de anidrido acético. Obteve recuperacdes em aguas naturais de 90 a 105%.

JANDA & LANGENHOVE (1989) determinaram a recuperacédo do método
calculando a raz&o das éareas dos clorofendis acetatos obtidos das amostras de
agua fortificadas com as areas dos picos dos padrées (considerando 100% de
recuperacao), apos correcdo das areas dos picos com o padrao interno. Considera-
se 100% de recuperacao dos padrbes o procedimento usando pequeno volume de
solvente organico e a fase aquosa somente como meio para derivatizacdo, de
acordo com o método descrito anteriormente por RENBERG & LINDSTROM (1981).
O método para derivatizacdo e extracdo dos clorofendis em agua fortificada foi o
mesmo descrito por COUTTS et al. (1979).

BALLESTEROS et al. (1990) reportaram um meétodo para simultdnea
acetilacdo com anidrido acético e extracdo em sistema de extracdo continua. As
recuperacdes das substancias fendlicas, incluindo clorofenois, ndo foram maiores

que 80 %, o que ja era esperado utilizando essa técnica de extracao.
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BUCHHOLZ & PAWLISZYN (1994) realizaram a acetilagdo com anidrido
acético para resolver problemas cromatograficos do método. Os clorofendis
acetilados foram extraidos pela técnica de Microextracdo em Fase Solida (MEFS).

RODRIGUEZ et al. (1996) reportaram procedimento modificado de
RENBERG & LINDSTROM (1981) para acetilacdo dos padrdes de clorofenois. As
condi¢cdes do processo de acetilagdo utilizado no método foram otimizadas. O
rendimento do processo de preparacdo dos padroes, verificada por CG-DCE, foi em
torno de 90%, verificado para varias concentracdes. TURNES et al. (1996)
desenvolveu um novo método para determinacdo de clorofendis em agua potavel,
utilizando o método de derivatizacdo reportado anteriormente e a Cromatografia a
Gas com deteccdo por EM-EM (CG-EM-EM), obtendo limites de quantificacdo
inferiores aos descritos anteriormente.

Em estudo mais recente, BAGUERI et al. (2004) utilizou a Microextracao
com Solvente (MES) para enriquecimento de tracos de fendis em agua. O processo
de derivatizacdo dos padrées também foi como reportado RODRIGUEZ et al. (1996).

Com o estudo das correntes metodologias descritas na literatura,
verificou-se que as que utilizam derivatizacdo com anidrido acético diretamente na
agua (in situ) apresentam maior rendimento no processo de extracdo, quando a

técnica de ELL é utilizada posteriormente.

20



lll. OBJETIVOS

111.1 OBJETIVO GERAL:

Implementar e validar metodologias para determinacdo de clorofendis em
agua para consumo humano, incluindo outros congéneres além dos
contemplados na Portaria n° 518 /2004, sabendo-se do potencial de

contaminacao e da toxicidade dos mesmos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Realizar andlises de clorofendis em amostras de agua provenientes de
sistemas e solugdes alternativas de abastecimento do Municipio do R.J.
gerando resultados confiaveis atraves da aplicacdo do método validado;
Avaliar a qualidade da agua com base na norma de potabilidade;

Fornecer os resultados das analises a Vigilancia Sanitaria Municipal,

Elaborar um Procedimento Operacional Padrdo (POP) do método validado
visando a divulgacdo do conhecimento e utilizagdo pelos laboratorios
governamentais;

Subsidiar a Secretaria de Vigilancia em Saude em acdes de vigilancia da

qualidade da agua.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE

IV.1.1 EQUIPAMENTO

Cromatégrafo a Gas (CG) Hewlett-Packard (HP 6890) equipado com
injetor split/splitless e Detector Seletivo de Massas (DSM) HP 5973, utilizando
impacto de elétrons (70 eV). Hélio (99.999 %) utilizado como gas de arraste com
razdo de fluxo de 1mL/min. Todas as injecbes foram realizadas em modo
split/splitless pulsado. Coluna capilar HP-5MS com 60 m x 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 pum de espessura de filme. A interface do CG-DSM foi mantida em 280
C. O DSM foi operado em modo scan, varrendo a faixa de 50 a 350 m/z. Para
determinacdo quantitativa o DSM foi operado em modo seletivo de ions (SIM),
selecionando os ions quantificadores e qualificadores para cada substancia de

interesse.

IV.1.2 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Apés determinacdo da ordem de eluicdo das substancias, através da
injecdo dos clorofendis acetilados, o programa de temperatura do cromatdgrafo foi

otimizado (Tabela 3).

Tabela 3: Programa de temperatura otimizado

) Tempo de Tempo total
°C/min Temperatura (C) o ) )
permanéncia (min.) (min.)
60 1
30 140 0
4 170 0
40 280 5 23.88

IV.1.3 PROCEDIMENTO ANALITICO

Os clorofendis investigados foram injetados sem derivatizar e em modo
“scan” (Figura 3). Como esperado, o cromatograma obtido demonstra que 0s picos

apresentaram cauda e resolucdo inadequada. Assim, a primeira etapa a ser
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investigada foi a derivatizacdo, uma vez que a analise destas substancias por

cromatografia a gas, com a coluna cromatogréfica utilizada, torna-se inviavel.

Figura 3: Cromatograma total de ions (50-350 m/z) obtido para os clorofendis néao

derivatizados.
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As substancias de interesse foram derivatizadas separadamente em
concentracdo intermediaria, empregando procedimento utilizado na construcdo das
curvas analiticas e injetados no CG/DSM para confirmacdo da formacdo dos
derivados acetato e determinagdo dos tempos de retengcdo. Numa segunda etapa,
foram realizados testes preliminares com uma solu¢do padrdo contendo todos os
clorofendis. ApoOs esta, e otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas, pode-se
construir o programa de aquisicdo dos grupos de ions, em modo seletivo de ions
(SIM).

Através da inspecdo dos espectros de massas, obtido em modo de
varredura de ions, para cada composto, confirmou-se a formacdo dos derivados
acetato nas condic¢oes utilizadas. A identificacdo dos picos foi baseada na presenca
do ion molecular (M), o ion do fenol parental (M-42%), e os is6topos dos atomos de
cloro nas regides do ion M* e (M-42") (LEE et al, 1984a). Ndo foi observado o
fragmento CH3zCO" (m/z = 43), pois a faixa de varredura dos ions foi fixada de 50 a
350 m/z.

Em todas as substancias investigadas foi identificada a presenca dos ions
caracteristicos dos congéneres, confirmando a acetilagcdo. Como exemplo, a Figura
4 demonstra 0s espectros de massas obtidos para o 2,4,6 — triclorofenol, 2,3,4,6 —

tetraclorofenol, 2,4,6 — tribromofenol e pentaclorofenol acetatos.
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Figura 4: Espectros de massas obtidos para os clorofendis acetilados
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Na etapa de derivatizacdo a razdo molar entre a base utilizada e o
anidrido acético tem sido investigada por ser considerada muito critica. Isto ocorre,
provavelmente, devido a diferentes razdes de reacdo entre a acetilagdo do ion
fenolato e a hidrdlise do anidrido. Assim, se o pH da fase aquosa for muito alto, em
relacdo a quantidade de anidrido adicionada, este sera hidrolisado antes que o
processo de acetilacdo tenha terminado. Por outro lado, em pH muito baixo,
correspondendo a baixas concentracdes de ions fenolato reativos, tem-se reducao
da eficiéncia da reagdo (RENBERG & LINSTROM, 1981).

O procedimento para acetilacdo dos padrdes (curva analitica) e para
tratamento das amostras foi de acordo com o0 recentemente otimizado por
RODRIGUEZ et al. (1996).

Para extragdo dos clorofendis derivatizados utilizou-se a técnica de
extracdo (liquido-liquido), inicialmente empregando hexano como solvente. Obteve-
se rendimento satisfatorio para extracdo das substancias investigadas no método
analitico utilizando 10 mL de amostra, no qual ndo é requerida etapa subseqlente
de concentracao do extrato. No entanto, no tratamento de 200 mL de amostra, onde
sao utilizados grandes volumes de solvente, sendo necessario concentrar o extrato,
obteve-se baixo rendimento do processo. Este fato ocorre devido a perdas dos

analitos nas condicbes de temperatura e pressdao requeridas na etapa de
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concentracdo do extrato em rotaevaporador. Dessa forma, obteve-se rendimento
insatisfatorio, principalmente para os derivados mais volateis. Para minimizar essas
perdas foi utilizado isooctano como keeper (LEE et al., 1989). Com a utilizacdo de
iIssoctano como keeper e hexano como solvente na extragdo, obteve-se melhora no
rendimento na etapa de evaporacdo. Todavia, as substancias mais volateis
continuavam a apresentar baixo rendimento. Esse problema foi resolvido com a
utilizacado de diclorometano como solvente na extracdo, concomitante a adicdo do

referido keeper na etapa de evaporagao (COUTTS et al., 1979).

V.2 PLANO DE AMOSTRAGEM, COLETA E PRESERVA(}AO DAS
AMOSTRAS

O abastecimento de agua para consumo humano da maioria da
populacdo do municipio do R.J. é realizado por 15 sistemas de abastecimento, todos
sob responsabilidade da CEDAE. Principalmente pela indisponibilidade da rede de
distribuicdo, ou por fatores econémicos também séo utilizadas solucfes alternativas,
COMO pocos artesianos, para abastecimento de residéncias, instalagdes comerciais,
escolas, hospitais, dentre outros. Alguns locais utilizam os dois tipos de
abastecimento (sistema e solucéo alternativa de abastecimento).

Quanto a populacdo abastecida, o sistema Guandu (Estacdo de
tratamento e rede de distribuicdo) fornece &gua a aproximadamente 96% da
populacédo, sendo considerado, portanto, o principal sistema de abastecimento que
atende ao municipio. Na literatura cientifica, observa-se que a maioria dos estudos
restringe-se a avaliar a qualidade da agua desse sistema, com base na norma de
potabilidade.

Os locais de coleta foram selecionados com o objetivo de representar
uma significativa por¢cado da agua consumida. Em conjunto com a Vigilancia Sanitaria
Municipal (VISA), foram coletadas amostras de agua da rede de distribuicdo de 6
sistemas de abastecimento, incluindo o sistema Guandu, além de solucdes
alternativas de abastecimento. As coletas foram realizadas preferencialmente em
locais publicos, como escolas, hospitais e postos de salde. Entre outubro e
novembro de 2006, foi coletada uma amostra em cada ponto de coleta selecionado,
a excecao de trés pontos de coleta da rede de distribuicdo da ETA Guandu, onde
foram coletadas duas amostras em intervalo de sete dias. No total foram analisadas
28 amostras. A identificacdo dos pontos de coleta, realizada por Sistema de
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Posicionamento Global (GPS), e a descricdo dos sistemas e solu¢cdes alternativas
estdo demonstrados no Anexo |.

As amostras de agua foram coletadas em frasco ambar de 1000 mL,
contendo 500 mg de tiossulfato de sodio para evitar oxidacdo das substancias
investigadas e mantidas em geladeira (2 a 8 C) por no maximo 7 dias até realizacao
das analises (RODRIGUEZ & CELA, 1997). ApoOs tratamento das amostras, os
extratos foram analisados imediatamente ou mantidos em congelador também por

no maximo 7 dias.

IVV.3 VIDRARIAS E MATERIAIS

a) Pipetas volumétricas de capacidade: 1; 2; 3 e 5mL;

b) Baldes volumétricos de capacidades: 10; 25; 50; 100 e 200 mL;
c) Tubos de ensaio de capacidade: 10 e 20 mL;

d) Pipetas Pasteur;

e) Espatulas de metal;

f) Seringa de vidro de capacidade: 100 pL;

g) Béqueres de vidro de capacidades: 10; 20; 100 e 200mL;

h) Tubos concentradores com fundo graduado de 1 ml.

IV.4 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

a) Cromatografo a Gas (Agilent 6890N Series), com Detector Seletivo de
Massas (Agilent 5973);

b) Balanca analitica (Metter AE 200)

c) Ultra-som (Branson, 5210);

d) Manta de aquecimento (Fisatom, Brasil);

e) Evaporador rotatorio & vacuo (Blchi Rotavapor R 134, Suica);

i) Suporte universal,

j) Agitador de tubos (Phonix AT 56, Brasil).

V.5 LIMPEZA DA VIDRARIA E MATERIAIS UTILIZADOS

As vidrarias e materiais utilizados no estudo foram submetidos ao
processo de lavagem seguindo as etapas do procedimento descrito abaixo. Este

procedimento esta validado para analise de residuos de agrotoxicos pelo Laboratorio
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de Analise de Micropoluentes Organicos do Departamento de Saneamento e Saude

Ambiental da Escola Nacional de Saude Publica, Fundagdo Oswaldo Cruz.

a) Descontaminacédo do material utilizado com acetona para analise (P. A.);

b) Lavagem com &agua corrente;

c) Imersdo do material lavado em solucédo de detergente alcalino (Extran 5 %
(v/v)) por, no minimo, doze horas;

d) Sonificagcdo com Extran a 5 % (v/v): trés vezes de quinze minutos cada;

e) Lavagem com agua corrente;

f) Sonificacdo com agua corrente: trés vezes de quinze minutos cada;

g) Sonificagdo com 4gua ultra-pura: trés vezes de quinze minutos cada;

h) Lavagem com agua ultra-pura;

i) Rinsagem com acetona grau residuo de pesticida;

j) Rinsagem com hexano grau residuo de pesticida;

k) Secagem do material em local plano e em temperatura ambiente;

IV.6 REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS

a) Agua ultra-pura (MILLI-Q, Milipore);

b) n - Hexano para analise de residuos — Omnisolv (Merck, Estados Unidos);

c) Acetona para analise de residuos (Proquimios, Brasil);

d) Acetona p. a. (Merck, Alemanha);

e) Isooctano para analise de residuos — Suprasolv (Merck, Alemanha);

f) Detergente alcalino - Extran MAO1 (Merck, Brasil);

g) Sulfato de sodio anidro granulado p.a. (Merck, Alemanha);

h) Carbonato de Potassio p. a. (tratado em mufla a 400C, por 12 horas para
eliminar a presenca de interferentes);

i) Anidrido acético (Vetec, Brasil): bidestilado a 139 <, para eliminar a presenca
de interferentes. Armazenado em geladeira (2 — 8T) para minimizar a
formacgédo de &cido acético;

j) Tiossulfato de sédio p. a.(Merck, Alemanha);

[) Diclorometano para analise de residuos (Merck, Alemanha);

m) Metanol para andlise de residuos (Omnisolv, Estados Unidos)
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V.7 PREPARO DAS SOLUCOES-PADRAO

No preparo das solucdes-padrao todas as diluicdes foram realizadas com

o auxilio de pipetas volumétricas.

IV.7.1 SOLUCOES ESTOQUE

Foram preparadas solugcbes-padréo estoque individuais de concentracao
400 mg/L a partir da solubilizagdo de 0,01 g de cada substancia em metanol,

utilizando baldes volumétricos de 25 mL, avolumados com metanol.

IV.7.2 SOLUCOES INTERMEDIARIAS

Retirou-se 1 mL da solugcdo estoque de cada padrédo para balédo
volumétrico de 100 mL, obtendo-se uma solu¢cdo com todos as substancias de
interesse a uma concentracao de 4 mg/L, avolumado com metanol;

Solucdo intermediaria de concentracdo 2 mg/L: 5 mL da solucdo de
concentracdo 4 mg/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL,
avolumado com metanol;

Solucéo intermediaria de concentracdo 1 mg/L: 5 mL da solucdo de
concentracdo 2 mg/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL,
avolumado com metanol;

Solucdo intermediaria de concentracdo 300 ng/mL: 3 mL da solugdo de
concentracdo 1mg/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL,
avolumado com metanol;

Solugbes intermediarias utilizadas na construgdo das curvas analiticas:

a) Solucao de concentracdo 150 ng/mL: 5 mL da solucdo de concentragcdo 300
ng/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com
metanol;

b) Solucédo de concentracdo 120 ng/mL: 4 mL da solu¢do de concentragcdo 300
ng/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com
metanol;

c) Solucédo de concentracdo 90 ng/mL: 3 mL da solucédo de concentracdo 300
ng/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com

metanol;
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d) Solucdo de concentracdo 60 ng/mL: 2 mL da solucdo de concentracdo 300
ng/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com
metanol;

e) Solucdo de concentracdo 30 ng/mL: 1 mL da solucédo de concentracdo 300
ng/L foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com
metanol;

f) Solucdo de concentragédo 3 ng/mL: 1 mL da solugéo de concentracdo 30 ng/L
foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, avolumado com

metanol;

IV.8 METODOLOGIAS ANALITICAS

Através da analise das metodologias descritas na literatura, foram
selecionadas para implementacao e validacéo no laboratorio as que utilizam anidrido
acético como agente derivatizante e a extracdo liquido-liquido, principalmente, pela
disponibilidade do reagente e pelo baixo custo do procedimento, respectivamente.
Foram implementadas e validadas duas metodologias analiticas, utilizando
diferentes volumes de amostra, caracterizadas como uma metodologia rapida (10

mL de amostra) e um método mais sensivel (200 mL de amostra).

IV.8.1 ACETILACAO DOS PADROES EM SOLUCAO PADRAO

Em tubo de ensaio de capacidade para 10 mL, 2 mL de solugéo de
Carbonato de potassio (K,CO3) a 5 % e 2 mL de hexano contendo 200 uL de
anidrido acético foram adicionados a 1 mL da solucdo dos clorofendis em metanol
nos niveis de concentracdo estudados. A mistura foi agitada por 1 minuto e em
seguida a fase orgéanica separada. A fase aguosa (aAgua — metanol) foi extraida com
1 mL de hexano agitando a mistura por 1 minuto. As fases organicas (hexano) foram

entdo misturadas, adicionado sulfato de sédio anidro e analisada por CG - DSM.

IV.8.2 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

IV.8.2.1VOLUME DE 10 ML DE AMOSTRA

Em tubo de ensaio o pH da amostra (10 mL) foi corrigido com K,CO3; (pH
= 11-11,5), adicionados o padréo interno (2,4,6-tribromofenol) e 0,4 mL de anidrido
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acético. O tubo de ensaio foi entdo agitado por 1 minuto. Apés, 2 mL de hexano
foram adicionados e o tubo de ensaio agitado por 1 minuto, seguindo a separacao
da fase organica (hexano). A fase aquosa foi hovamente extraida com 1 mL de
hexano, agitando a mistura por 1 minuto. As fases organicas (hexano) foram entdo
juntadas, adicionado sulfato de sodio anidro e analisada por CG-DSM. O
procedimento utilizado para tratamento das amostras esta esquematizado na Figura
5.

Figura 5: Procedimento analitico para determinacdo de clorofendis em 10 mL de
amostra de agua

(tubo de ensaio de 20 mL)

10 ml de amostra

1) pH 11 (K,CO,)

2) Padré&o interno (25 ng/mL)
3) 0,4 mL anidrido acético

4) agitar por 1 minuto

2 mL n-Hexano

1) agitar por 1 minuto
2) separar a fase orgéanica

1 mL n-Hexano

1) agitar por 1 minuto

2) separar a fase organica

3) juntar as fases orgéanicas (3 mL de hexano)
4) Sulfato de sddio anidro

Andlise por CG/DSM

IV.8.2.2VOLUME DE 200 ML DE AMOSTRA

Em funil de separacdo o pH da amostra (200 mL) foi corrigido com K,CO3
(pH = 11-11,5), adicionados o padrdo interno (2,4,6-tribromofenol) e 1 mL de
anidrido acético. O funil de separacéo foi submetido & agitagdo por 15 minutos. Para
extracdo, foram adicionados 20 mL de diclorometano e o fnil de separacéo agitado
por trés minutos. A fase organica foi separada e 10 mL diclorometano foram
adicionados a fase aquosa. O funil de separacédo foi novamente agitado por trés
minutos e posteriormente a fase organica separada. Sulfato de sodio anidro foi

adicionado para retirar a agua residual da fase organica, a qual foi posteriormente
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concentrada a 1 mL em evaporador rotatorio a temperaturas nunca superiores a 28
C, sob vacuo de 500 mmHg e 100 rotagbes por minuto (rpm), com auxilio de tubo
concentrador de fundo volumétrico com capacidade de 1 mL. Utilizou-se 0,6 mL de
isooctano no processo de concentracdo. O procedimento esta esquematizado na

Figura 6.

Figura 6: Procedimento analitico para determinacédo de clorofendis em 200 mL de
amostra de agua

(Funil de separagéo de 500 mL)

200 ml de amostra

) pH11 (K,CO,)

2) Padr&o interno (25 ng/mL)
3) 1 mL anidrido acético

4) agitar por 15 minutos

20 mL diclorometano

1) agitar por 3 minutos
2) separar a fase organica

10 mL diclorometano

1) agitar por 3 minutos
2) separar a fase organica

3) juntar as fases organicas (30 mL de diclorometano)
4) Sulfato de s6dio anidro

Tubo concentrador

1) 0,6 mL de isooctano
2) Concentracdo a 1 mL

Andlise por CG/DSM

V.9 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

Utilizou-se o processo de validacao intralaboratorial, tendo como base
documento orientativo do Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2003) e da
Eurachem Working Group (EURACHEM, 1998), além da ISO/IEC 17025 (ABNT,

2001) e estudos publicados na literatura cientifica. Foram determinados os
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parametros de desempenho do método, descritos abaixo, onde as soluc¢des padrao,

brancos de amostras e amostras adicionadas de solugbes padréo foram submetidos

aos procedimentos analiticos otimizados (RUELA et al., 2005).

a)

b)

d)

f)

9)

Seletividade: verificacdo de possiveis interferentes na matriz; determinacao
da resolucdo cromatografica; determinacdo da abundancia relativa entre os
ions selecionados (quantificador e qualificador) utilizando fortificacdo da
matriz e aplicacdo do método analitico.

Faixa de trabalho: determinado através da analise de solucbes padrao em

niveis de concentracao proximos ao valor esperado nas amostras.
Linearidade: verificagcdo de valores aberrantes (testes de Grubbs e Dixon);
andlise de residuos da calibracdo por graficos de residuos; andlise da
variancia dos residuos; confirmacdo do modelo matematico utilizado na
construcdo das curvas analiticas.

Precisdo: utilizacdo de testes de recuperagdo em varios niveis de
concentracéo; determinada pelo Coeficiente de variagéo (CV %); comparagao
da precisdo dos métodos por teste F (Snedecor).

Exatiddo: utilizacdo de testes de recuperacdo em varios niveis de
concentracédo; determinada pela taxa de recuperacdo; comparacao da
exatiddo dos métodos por teste T (Student).

Limite de Deteccdo e Quantificacdo: determinado pelo método da relacdo

sinal / ruido através da fortificacdo de amostras.

Limite de repetibilidade: determinado a partir do desvio padréao dos resultados

dos ensaios de recuperacao realizados sob condicdo de repetibilidade.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAQO

V.1 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

O principal produto de um laboratério de quimica analitica é a informacéao
sobre a composicao quimica do material em analise, para um ou mais componentes,
em termos qualitativos e/ou quantitativos. Estas informagdes s&o usadas em
inUmeras situagdes, inclusive como fator de decisédo, por exemplo, em processos
judiciais.

Sempre que as decisbes forem baseadas em resultados analiticos, é
importante ter alguma indicacdo quanto a qualidade dos resultados, ou seja, qual o
nivel de confiabilidade dos mesmos. A qualidade dos resultados deve ser obtida
através de um processo integral, onde a validacdo dos métodos analiticos utilizados
apresenta-se como etapa essencial (VAN ZOONEN et al., 1999), caracterizada por
um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia, fornecendo
evidéncias objetivas de ser adequado para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).

Normas governamentais, estudos publicados em periédicos e documentos
guias apresentam definicbes, procedimentos, parametros e estratégias para
validacdo de métodos. Quanto as definicdes de validacdo de métodos, h& grande

disparidade na literatura. Assim, algumas foram transcritas a seguir:

a) “VerificacOes realizadas para garantir que as caracteristicas de desempenho
de um método sejam entendidas e para demonstrar que o método seja
cientificamente coerente, sob as condi¢des nas quais ele deve ser aplicado. A
validacdo de um método estabelece, através de estudos sistematicos de
laboratorio, que o método é adequado a finalidade, isto é, suas caracteristicas
de desempenho sdo capazes de produzir resultados correspondentes as
necessidades do problema analitico” (ANVISA, 2004).

b) “A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade
dos resultados” (ANVISA, 2003).

c) “Validacdo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o
que a aplicacéo requer” (EURACHEM, 1998).
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d) “Confirmacédo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos”
(ABNT, 2001).

e) “Comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que o0s
requisitos para uma aplicagdo ou usos especificos pretendidos foram
atendidos” (INMETRO, 2003).

A validacao de métodos analiticos € justificada por razdes legais, técnicas
e comerciais. Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os laboratérios que
executam as analises devem submeter-se a um credenciamento ou certificacéo (do
inglés “accreditation or certification”) fundamentados em padrdes de qualidade
internacionais e “guidelines” (VAN ZOONEN et al., 1999).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia
de laboratorios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagc&o e Qualidade Industrial). O
primeiro estabelece documentos com poder de lei. O segundo estabelece guias, as
quais sdo documentos que sugerem uma linha a ser seguida e sao, portanto,
abertos para interpretacdo. As guias sdo recomendacdes e sao intencionalmente
vagas para deixar aos analistas a flexibilidade de adaptéd-las de acordo com o
método a ser usado. Esses 0Orgdos, bem como os Orgaos credenciadores
internacionais, exigem o item validacdo de métodos analiticos como requisito
fundamental na comprovacédo de competéncia técnica. Para a validacdo de métodos
de ensaios quimicos, o INMETRO possui um documento, de carater orientativo,
servindo de guia para laboratérios acreditados com a NBR ISO/IEC 17025.

De acordo com a NBR ISO/IEC 17025, para confirmar que os métodos
sdo apropriados para os usos pretendidos, o laboratério deve validar: métodos néo
normalizados; métodos criados/desenvolvidos pelo préprio laboratério; métodos
normalizados usados fora dos escopos para 0s quais foram concebidos; e
ampliacbes e modificagbes de métodos normalizados. Métodos normalizados séo
agueles desenvolvidos por organismos de normalizagdo ou outras organizacdes
cujos métodos sdo aceitos pelo setor técnico dos organismos normalizadores.
Métodos ndo-normalizados sdo aqueles desenvolvidos pelo proprio laboratério ou
outras partes, ou adaptado a partir de métodos normalizados e validados
(INMETRO, 2001).
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A validacdo de meétodos analiticos depende da determinacdo dos
parametros totais de desempenho do método (ou pardmetros de validacéo), os quais
sdo obtidos durante o desenvolvimento do método e através de estudos
interlaboratoriais ou seguindo protocolos de validacéo interna (EURACHEM/CITAC,
2002).

Os principais parametros de desempenho determinados nos estudos de
validacdo de métodos sdo: seletividade/especificidade; linearidadade e faixa de
trabalho; precisdo; exatidao e tendéncia; limite de deteccéo; limite de quantificacéo;
robustez; e incerteza de medicdo (PINTO et al., 1999; BOLZ et al., 2000; LEON et
al., 2006; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2004; RUELA et al., 2005;
RANGEL, 2006).

A necessidade de se determinar cada um destes parametros para
validacdo de um método em particular depende do escopo e da natureza do mesmo
(VAN ZOOENEN et al., 1999), como exemplo, a freqiéncia com que o método sera
utilizado, andlise qualitativa e/ou quantitativa, analise de tracos ou substancias
majoritarias, dentre outros (RIBANI et al., 2004).

Os métodos propostos para analise de 10 e 200 mL de amostra foram
validados determinando-se os seguintes parametros de desempenho: seletividade;
faixa de trabalho; linearidade; precisao; limite de repetibilidade; exatiddo; limite de

deteccao e quantificacao.

V.1.1 SELETIVIDADE

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade
de avaliar, de maneira inequivoca, as substancias sob andlise na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra
complexa (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). Pode-se verificar a seletividade de
um meétodo cromatografico através da injecdo de brancos (varias amostras) obtidos
com a mesma matriz a ser analisada. Como condicdo para seletividade do método,
deve-se observar a auséncia de picos na regido do tempo de retencdo das
substéancias de interesse (LANCAS, 2004; RUELA, 2005).

A seletividade dos métodos foi testada através da andlise da mistura de
padrées e do branco da matriz (n= 6). Idealmente, a matriz ndo deve apresentar
interferentes que coincidam com os tempos de retencdo (tgr) das substancias

investigadas. A seletividade do método esta claramente demonstrada na Figura 7,
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onde se observa a separacdo cromatografica com resolucdo adequada para todas
as substancias investigadas. Ndo foram observadas substancias interferentes na

matriz.

Figura 7: Cromatograma obtido pela analise de amostras fortificadas com as

substéancias investigadas, em modo seletivo de ions.
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(1) 2,4,6-triclorofenol; (2) 2,3,6-triclorofenol; (3) 2,3,5-triclorofenol; (4) 2,4,5-triclorofenol; (5) 2,3,4-
triclorofenol; (6) 3,4,5-triclorofenol; (7) 2,3,5,6-tetraclorofenol; (8) 2,3,4,6-tetraclorofenol; (9) 2,3,4,5-

tetraclorofenol; (PI) 2,4,6-tribromofenol (padrao interno); (10) pentaclorofenol.

Os tempos de retencéo relativos (tr substancia investigada / tr do padrao
interno) foram determinados para todas as substancias investigadas através da
fortificacdo de amostras de agua (n= 10). Como critério de aceitacao, o tr relativo da
substancia a analisar deve ser idéntico ao da substancia padrdo na matriz,
considerando uma margem de + 0,5 %. A substancia usada como padrdo interno
deve ter caracteristicas similares a substancia a ser quantificada, como por exemplo,
ter tempo de retencdo proximo a esta substancia. Esta técnica elimina erros
decorrentes de pequenas mudancas em variaveis experimentais, sendo
extremamente Util e, por isso, amplamente utilizada (RIBANI et al., 2004). Utilizou-se
o 2,4,6-tribromofenol como padrao interno por apresentar caracteristicas similares
aos clorofendis, participando de todas as etapas do método analitico além de ter
sido utilizado com sucesso por outros estudos na determinacao de clorofenois em
agua para consumo humano (FINGLER et al., 1992).

Foram verificadas as intensidades relativas dos ions quantificadores e
qualificadores para todas as substancias investigadas através de amostras
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fortificadas (n= 6). A média das injecbes de seis replicatas esta apresentada na
Tabela 4.

Tabela 4: Intensidade relativa dos ions selecionados

fon fon Intensidade
Substancias qualificador quantificador relativa

m/z m/z (%)
2,4,6-triclorofenol 196 198 96
2,3,6-triclorofenol 196 198 95
2,3,5-triclorofenol 196 198 96
2.,4,5-triclorofenol 196 198 96
2,3,4-triclorofenol 196 198 98
3,4,5-triclorofenol 196 198 96
2,3,5,6-tetraclorofenol 230 232 124
2,3,4,6-tetraclorofenol 230 232 128
2,3,4,5-tetraclorofenol 230 232 127
Pentaclorofenol 268 266 156

As intensidades relativas dos ions monitorados na amostra devem ser
idénticas as obtidas para a substancia de referéncia, com uma margem de + 10%,
quando utilizada a técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (SPISSO, 1998).
Este foi o critério de aceitacdo utilizado para andlise das substancias investigadas

nas amostras.

V.1.2 FAIXA DE TRABALHO

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracado do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado, sendo esta
uma faixa que apresente condicbes de linearidade. No limite inferior da faixa de
concentragéo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de detecgédo e de
quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de

resposta do equipamento de medicédo (INMETRO, 2003).
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A faixa de trabalho de 1 a 50 ng/mL demonstrou-se adequada para
construcdo das curvas analiticas, segundo os critérios de aceitabilidade de
linearidade.

V.1.3 LINEARIDADE

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentragdo do analito
na amostra, em uma dada faixa de concentracdo (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).
A quantificacdo de analitos requer que se conheca a dependéncia entre a resposta
medida e a concentragdo do analito. Esta relagdo, obtida por diversas maneiras,
pode ser descrita através de uma equacdo matematica usada para o célculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2003).

A quantificacdo das substancias de interesse pode ser realizada através
da padronizacdo externa, padronizagdo interna, superposicdo de matriz e adicédo
padrdo. Utilizou-se o0 método de padronizacao interna, realizado através do preparo
de solucdes-padrao das substancias de interesse em seis niveis de concentracdes
equidistantes (3, 30, 60, 90, 120, 150 ng/mL), as quais adicionou-se quantidade
conhecida do padrédo interno. O método de derivatizagdo dos padrbes foi entdo
realizado em triplicata para cada nivel de concentracdo. Para o tratamento
estatistico empregado na construcédo da curva analitica (linearidade), seis niveis de
concentracéo sao suficientes. (CALCUTT & BODDY apud VALENTE, 2001).

As solucdes foram analisadas por técnica de CG-DSM. Realizou-se
tratamento estatistico dos dados e construiu-se um grafico relacionando a razéao de
areas (area da substancia/area do padrdo interno) com a concentracdo da
substancia.

Na construcdo das curvas analiticas utilizou-se o método dos minimos
quadrados, que fornece resultados ndo tendenciosos e com variancia minima. A
aplicabilidade deste método exige que algumas suposi¢cdes sobre a natureza dos
erros associados as medidas sejam validas, comprovadas através de tratamento
estatistico. Alguns erros associados as medidas sdo causados pelo desenho do
estudo experimental, e principalmente no preparo das solu¢des-padrdo (PIMENTEL
& BARROS NETO, 1996). Como estas etapas foram realizadas de maneira

criteriosa, no tratamento estatistico esses erros foram considerados despreziveis.
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No tratamento estatistico, inicialmente verificou-se a ocorréncia de valores
aberrantes (outliers) entre os dados obtidos para a construcdo da curva analitica. Os
valores aberrantes sdo aqueles gerados por erros grosseiros durante as etapas de
validacdo do meétodo e, portanto, ndo fazem parte da populacdo dos valores. A
existéncia de outliers pode afetar a confiabilidade dos testes estatisticos (médias,
desvios-padrdo e variancias), inclusive fornecer conclusdes errbneas sobre o0s
modelos mateméaticos utilizados na construcdo das curvas analiticas (SPISSO,
1998).

Cada nivel de concentracdo da curva analitica foi realizado em triplicatas
independentes e injetados no CG-DSM em duplicata. Assim, para cada nivel de
concentracdo foram obtidos seis resultados a serem avaliados quanto a presenca de
valores aberrantes. Para deteccdo dos valores aberrantes foram utilizados os testes
de Grubbs simples e pareado, para rejeicio de um resultado aberrante e para
rejeicdo de dois resultados aberrantes, respectivamente (HORWITZ, 1995) e
também o teste de Dixon, ambos para um nivel de significancia estatistica de 5 %.

Os valores de Grubbs tabelados (G tapelado) S@0 utilizados como
parametros para rejeicdo de um e dois valores aberrantes em funcdo do niumero de
replicatas (n) e do nivel de significancia estatistica adotado. Na deteccdo de um
valor aberrante, o valor de Grubbs calculado (G cacuiado) Para o valor suspeito foi

determinado pela equacéao 1.0:

S

(Eq. 1.0)

onde, y,= valor suspeito de ser aberrante; y = média dos valores obtidos para uma

determinada concentracdo; s= desvio padrao dos valores obtidos. Para a deteccéo
simultanea de dois valores aberrantes, o valor de G cacuado fOi determinado pela

equacao 1.1:

G= 100(1—%} (Eq. 1.1)

onde, s,= desvio padrdo descartando um par de valores suspeitos, s= desvio

padrdo sem descartar os valores. Nos dois casos, como critério de exclusao avalia-
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se como se segue: se G caculado < G tabelado, O Valor suspeito ndo é aberrante; se G
calculado > G tabelado, O Valor suspeito € considerado aberrante.

O teste de Grubbs foi utilizado seguindo recomendagdo de HORWITZ
(1995), onde primeiro aplica-se o teste de Grubbs simples e posteriormente o
pareado. Através do teste de Grubbs simples (para rejeicdo de um resultado
aberrante), sete valores aberrantes foram detectados, ou seja, para estes os valores
de G caculado fOram maiores que o valor de G iapelado (1,89), para um nivel de
significancia de 5 % e n= 6. Esses valores aberrantes foram identificados no ultimo
nivel de concentracdo da curva analitica, em diferentes substancias e
compreendendo sempre os maiores valores da série. Ainda, pelo teste de Grubbs
pareado (G tapelado = 79,6 para um nivel de significancia de 5% e n= 6) foram
detectados dois valores inferiores da série, apenas para uma substancia, no
segundo nivel de concentracdo da curva analitica. Assim, aplicando-se os testes de
Grubbs a série de valores obtidos foram detectados e, consequentemente, rejeitados
nove valores aberrantes.

O teste de Dixon também foi empregado na deteccdo de valores
aberrantes aplicando-se a equacdo 2.0. Este teste € recomendado pelo Codex
Alimentarius na deteccao de valores aberrantes (CODEX ALIMENTARIUS, 2000).

= M (Eg. 2.0)
int ervalc

Onde, x = valor suspeito de ser aberrante; x = valor mais préximo do suspeito de

ser aberrante; intervalo = diferenga entre o maior e 0 menos valor. O valor de Q
calculado deve ser inferior ao valor de Q tabelado em funcdo do numero de
replicatas e o nivel de significancia escolhido. Caso isso ndo ocorra o valor é
considerado aberrante.

Através do teste de Dixon foram detectados quatro valores aberrantes
(Qtabelado = 0,628, para um nivel de significancia de 5% e n = 6) sendo que apenas
um desses valores nédo foi detectado pelo teste de Grubbs. Este valor foi também
rejeitado. Assim, o teste de Grubbs foi mais restritivo como critério de rejeicdo dos
valores verificados no estudo, quando comparado ao teste de Dixon. Cabe registrar

que o teste de Grubbs tem sido indicado em substituicdo ao tradicional teste de
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Dixon, por aumentar a probabilidade de rejeicdo correta de um valor aberrante
(HORWITZ, 1988; KELLY, 1990).

Como critério para escolha do método dos minimos quadrados a ser
utilizado (ordinal ou ponderado) é necessario avaliar as variancias dos residuos, ou
seja, diferencas entre os valores observados e os valores estimados pelo modelo ao
longo da curva analitica. As variancias dos residuos sdo homogéneas quando 0s
erros nas medidas sdo constantes nos diversos pontos da curva analitica e
heterogéneas quando estes variam. No primeiro caso, 0 critério de minimos
quadrados ordinais pode ser aplicado; no segundo, o critério de minimos quadrados
ponderados, ou seja, as diferentes varidncias nos pontos da curva analitica sdo
levadas em conta usando-se ponderacdo (BARROS NETO et al., 2002; PIMENTEL
& BARROS NETO, 1996).

A verificacdo das variancias dos residuos e consequente escolha do
melhor modelo a ser utilizado na constru¢do das curvas analiticas foi realizada
através do teste de Cochran. Baseia-se na comparagdo da variancia méaxima com

todas as variancias dos grupos de valores, aplicando-se a equacéao 3.0.

C= gygx (Eqg. 3.0

g

. N . 2 Z - -a . . ~
onde, s, “mec = Maior variancia; ZSY = somatdrio das variancias. Na avaliagdo dos

resultados, se C caculado > C tabelado, NA0 ha diferenca significativa nas variancias dos
residuos (homocedasticidade); se C caculado < C tabelado, h@ diferencas significativas
nas variancias dos residuos (heterocedasticidade).

Para aplicacdo do teste de Cochran € necessario que haja o mesmo
namero de valores em cada nivel de concentracdo da curva analitica. Como alguns
valores foram rejeitados por serem considerados aberrantes, o teste ndo poderia ser
aplicado para as seis replicatas (n=6). No entanto, realizou-se a média das injecdes
em duplicatas, obtendo-se, assim, trés valores para cada nivel de concentracdo da
curva analitica. Nos casos em que um dos valores das duplicatas havia sido
rejeitado, o outro valor foi utilizado. Assim, aplicou-se o teste para seis niveis de
concentracdo (comparacdes) e trés repeticbes, considerando um nivel de
significancia de 5%. Os resultados obtidos para o teste de Cochran (C caculado) para

as 10 substancias de interesse estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores obtidos pelo teste de Cochran (C caculado) para as 10 substancias

investigadas.

Substéncias C calculado
2,4,6-TCF 0,609
2,3,6-TCF 0,609
2,3,5-TCF 0,423
2,4,5-TCF 0,611
2,3,4-TCF 0,564
3,4,5-TCF 0,774

2,3,5,6-TeCF 0,347

2,3,4,6-TeCF 0,451

2,3,4,5-TeCF 0,386

PCF 0,604

Pelos resultados verifica-se que para nove substancias de interesse foram
obtidos valores de C caculado Menores que o valor de C iapelado (0,616), para trés
repeticbes auténticas e nivel se significancia de 5%. Este fato revela que as
variancias dos residuos sdo homogéneas (homocedasticidade) e, portanto, as
equacbes da reta para essas substancias foram determinadas pelo método dos
minimos quadrados ordinarios.

No entanto, uma substancia investigada (3,4,5-TCF) apresentou
variancias dos residuos heterogéneas (heterocedasticidade), jA& que o valor de
Cecalculado €Xxcedeu o valor de Ciapelado- NESSE Caso, 0 método dos minimos quadrados
ordinarios ndo deve ser empregado, pois as estimativas dos parametros ndo mais
terdo variancia minima.

De acordo com PIMENTEL & BARROS NETO (1996), nessa perspectiva,
trés procedimentos podem ser adotados: restringir a faixa de concentracao da curva
analitica até que a varidncia seja constante; realizar uma transformacéo
estabilizadora da variancia e entdo aplicar o método dos minimos quadrados
ordinarios; usar o método dos minimos quadrados ponderados. Este ultimo pode ser
utilizado como alternativa na constru¢do da curva analitica para o 3,4,5-TCF, j& que
0 programa utilizado para operacionalizar o CG-DSM, o qual € utilizado em analises

de rotina, possui essa ferramenta. Ainda, ha disponibilidade de um aplicativo do
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Microsoft Excel ® (Calwer 2.2) com a opcdo de andlise por regressado linear pelo
método dos minimos quadrados ponderados. No entanto, nesse estudo retirou-se o
ponto da curva analitica com maior variancia. O teste de Cochran foi entdo aplicado
a nova série de valores, a qual apresentou variancias homogéneas, ou seja, o valor
de Ccaculado foi menor que o valor de Ciapelado- ASSIM, a curva analitica para a
substancia em questdo também foi construida pelo método dos minimos quadrados
ordinérios.

A Figura 8 apresenta as curvas analiticas das substancias investigadas,
construidas através da analise de regressdo pelo método dos minimos quadrados
ordinarios, bem como as equacdes das retas e respectivos coeficientes de
correlagao (r).

Figura 8. Curvas analiticas e coeficientes de correlacdo das substancias de

interesse
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Figura 8 (cont.): Distribuicdo dos residuos obtidos na andlise de variancia da

regressao
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Cabe notar que foram encontrados valores de (r) sempre superiores a
0,99. A ANVISA reporta o valor do coeficiente de correlagcdo como sendo maior ou
igual a 0,99 e o INMETRO valores maiores que 0,90 (ANVISA, 2003; INMETRO,
2003). Valores de correlagdo altos, assim como os reportados pela ANVISA e
INMETRO, e os encontrados nesse estudo sdo por vezes erroneamente utilizados
para avaliar o ajuste obtido pelo modelo. O (r) expressa a correlacdo entre os
valores observados e os estimados pelo modelo. De acordo com BARROS NETO et

al. (2002), o (r) s6 faz sentido para a relacdo de variaveis aleatérias ndo tendo,
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portanto, nenhum significado neste tipo de calibracdo, j4 que os valores de
concentragdo (X) em um experimento de calibracdo ndo sédo grandezas aleatdrias.
Apés rejeicdo dos valores aberrantes e aplicacdo do teste de Cochran
para verificar as variancias, os residuos foram analisados visualmente através da
construcdo de graficos. Pode-se avaliar se 0 modelo linear € adequado verificando a
distribuicdo dos residuos nos varios niveis na curva analitica (BARROS NETO et al.,
2002). Os graficos de residuos das substancias de interesse estdo mostrados na

Figura 9.

Figura 9: Distribuicao dos residuos obtidos na analise de variancia da regressao
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Figura 9 (cont.): Distribuicdo dos residuos obtidos na andlise de variancia da

regressao
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Os gréficos foram avaliados verificando-se distribuicdo dos residuos ao
longo da curva analitica. Verificou-se que os erros distribuem-se aleatoriamente em
torno da linha zero, ou seja, 0os erros ndo apresentam desvios sisteméticos indicando
qgue o modelo linear € adequado.

Na avaliacdo correta de um modelo e a conclusdo que o ajuste da reta é
satisfatorio deve-se usar o teste F (PIMENTEL & BARROS NETO, 1996). Para isso,
utilizou-se andlise de variancia na regressdo por ANOVA com um nivel de
significancia de 5%. O ajuste do modelo é considerado satisfatorio, ou seja, a
regressao linear € aceita, se o valor do F de significancia for menor que o F
calculado. Na Tabela 6 estdo demonstrados os valores de F obtidos através da
analise de variancia na regressao (ANOVA), onde se verifica que para todas as 10
substancias de interesse o valor de F de significancia € menor que o valor de F
calculado. Desta forma, a regressao linear para todas as substancias de interesse foi

confirmada e aceita.
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Tabela 6: Analise de variancia na regressao (ANOVA) para confirmacdo da

regressao linear das substancias avaliadas.

Substéancias F  caiculado F significacao
2,46 -TCF 8172,54 4,17621E-23
2,36 -TCF 6479,84 2,66348E-22
2,35-TCF 6621,13 2,24225E-22
2,45-TCF 10176,11 7,24853E-24
2,3,4-TCF 10605,57 5,21004E-24
3,45-TCF 13332,57 8,37168E-25
2,3,5,6- TeCF 12917,25 1,07804E-24
2,3,4,6- TeCF 13077,09 9,7714E-25
2,3,4,5-TeCF 10284,95 6,65795E-24
PCF 14489,21 4,30605E-25

V.1.4 PRECISAO

A precisdo € a avaliagdo da dispersdo dos resultados de ensaios
independentes, obtidos em uma série de medidas repetidas de uma mesma amostra
(ANVISA, 2003), amostras semelhantes ou padrdes, em condicdes definidas
(INMETRO, 2003). Normalmente é estimada em estudos de repetibilidade, utilizando
ensaios de recuperacdo. A repetibilidade, também chamada de repetitividade, € o
grau de concordancia entre os resultados de medic¢des, sob as chamadas condi¢des
de repetibilidade: mesmo procedimento de medicdo; mesmo observador; mesmo
instrumento sob as mesmas condicfes; mesmo local; e repeticdes dentro de um
curto periodo de tempo (INMETRO, 2003).

Pode ser determinada por meio de andlise de padrbes, material de
referéncia ou adicdo a branco em varias concentracfes na faixa de trabalho. De
acordo com a ANVISA (2003), pode-se verificd-la por, no minimo, nove
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentragdes: baixa, média e alta com trés réplicas cada ou minimo de seis
determinacdes a 100% da concentracdo do teste. O INMETRO (2003) sugere que
sejam realizadas sete ou mais repeticdes para o célculo do desvio padréo para cada

concentracdo e que seja calculado o limite de repetibilidade (r), utilizado como
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critério para determinar o nivel de significancia entre analises duplicatas de uma
amostra.

A repetibilidade dos dois métodos (10 e 200 mL de agua) foi determinada
através de ensaios de recuperacao, mediante a fortificagcdo com os analitos em agua
ultra-pura, em concentracdes préoximas ao limite de deteccdo, a concentracao
méxima permissivel e & média da faixa de trabalho. Para o primeiro método, os
padrées foram adicionados em 10 mL de agua, em cinco niveis de concentracao
finais: 3; 6; 9; 12; 15 ng/mL. O método analitico foi entdo aplicado em triplicata para
cada nivel de concentracdo. Para o segundo método, os padrdes foram adicionados
em 200 mL de agua ultra-pura, em quatro niveis de concentracao finais: 0,005; 0,05;
0,15 e 0,25 ng/mL. Para cada nivel de concentragédo foram efetuadas no minimo trés
repeticoes.

A repetibilidade foi estimada pelo desvio padrdo relativo (% DPR),
também conhecido como coeficiente de variacdo (CV %), o qual expressa a
dispersédo dos resultados entre todas as replicatas em cada nivel de concentracéo

estudado. Com esse intuito a equacgao abaixo foi aplicada, onde s= desvio padréo

das leituras no nivel de concentracdo estudado e y= média dos resultados obtidos.

CV (%) = > 100 (Eq. 4.0)
y

O calculo da repetibilidade foi realizado individualmente para cada nivel

de concentracdo. As faixas dos CV (%), nos varios niveis de concentracéo

estudados, estdo demonstradas na Tabela 7.
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Tabela 7: Coeficientes de Variacdo (CV) para todas as substancias investigadas
pelos dois métodos (10 e 200 mL de amostra)

CV% (10mLde CV % (200 mL de

Substéncias amostra) amostra)
2,46 - TCF 0,8-34 3,6-14,6
2,3,6 - TCF 0,9-31 3,8-13,2
2,3,5-TCF 1,0-3,2 21-11,0
2,45 -TCF 0,6 -2,7 1,8-115
2,3,4-TCF 1,2-25 2,1-98
3,45-TCF 1,0-3,0 34-8,1
2,3,5,6 - TeCF 0,7-2,6 23-72

2,3,4,6 - TeCF 0,4-27 3,9-6,9
2,3,4,5 - TeCF 0,7-2,2 4,8-8,6
PCF 1,0-2,0 3,8-6,4

A avaliacdo do CV deve considerar o nivel de concentracdo estudado no
ensaio de recuperacdo. Quanto menor a concentracdo maior o valor do CV aceito.
Em métodos de andlise de tracos ou impurezas, normalmente séo aceitos valores de
até 20 % (ANVISA, 2003; BRITO et al.,, 2003). Para melhorar a precisdo de um
método, pode-se aumentar o nimero de replicatas utilizadas nos testes. Assim, 0s
erros aleatorios tenderdo a se cancelar no célculo da média (PIMENTEL & BARROS
NETO, 1996). Esse artificio ndo precisou ser utilizado, ja que, como demonstrado na
tabela acima, ambos os métodos apresentam precisdo adequada, com CV% sempre

inferiores a 15%.

V.1.4.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA MATRIZ NA PRECISAO DOS
METODOS ANALITICOS

Como a precisdo dos metodos foi determinada através de testes de
recuperagdo utilizando agua ultra-pura, verificou-se a necessidade de proceder a
validacdo do método em agua para consumo humano, matriz a ser analisada. Com
essa finalidade, a variabilidade dos valores da distribuicdo em torno das medidas

centrais deve ser conhecida, através da aplicacdo do método analitico em agua ultra
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pura e na agua tratada. Normalmente, tem-se utilizado a variancia como medida de
precisdo de métodos analiticos (SKOOG et al.,, 1996). Para comparacdo das
variancias, ou seja, das precisfes de métodos analiticos, pode-se recorrer ao teste
de Snedecor (teste F). Fundamenta-se no célculo da razéo entre as variancias (s)

dos dois métodos, de acordo com a equacéo 5.0, onde s’ e S; s&o as variancias de

cada amostra, com a maior variancia sempre no numerador.

(Eq. 5.0)

ﬂ
Il
|,

O valor obtido é entdo comparado ao F tabelado. Se Fcacuiado < F tabelados
os dois métodos ndo apresentam diferencas significativas entre si, relativamente as
suas precisbes (EURACHEM/CITAC, 2002; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

Em todos os procedimentos de validagdo onde se utilizou 4gua para
consumo humano, foi adicionado tiossulfato de sédio (500 mg/L) a matriz para evitar

a oxidacao das substancias investigadas.

V.1.4.1.1 INFLUENCIA DA MATRIZ NA PRECISAO DO METOD O
ANALITICO COM 10 ML DE AGUA

Para avaliacdo da influéncia da matriz na precisdo do método analitico
foram preparados dois grupos de amostras, um com a matriz (Agua para consumo
humano) e o outro sem (adgua ultra-pura). As amostras testes foram fortificadas com
os clorofendis no mesmo nivel de concentracéo e sendo este um ponto intermediario
da faixa de trabalho. No total foram preparadas e analisadas, através da aplicacdo
do método analitico, seis amostras para cada grupo. O teste de Snedecor foi entédo
aplicado para comparacédo das variancias das respostas obtidas em cada grupo, em

um nivel de significancia de 5%. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Comparacado das variancias obtidas na aplicacdo do método analitico a 10

mL de agua ultra-pura e agua de abastecimento.

Variancias das recuperacgfes Teste de Snedecor
10 mL de 10 mL de 4gua
agua de F calculado F tabelado
Substéncias ultra-pura abastecimento
(n=6) (n=6)
2,46 -TCF 0,005926 0,00372 1,59 5,05
2,3,6 -TCF 0,00326 0,004331 1,33 5,05
2,3,5-TCF 0,003161 0,001865 1,70 5,05
2,45-TCF 0,005209 0,002414 2,16 5,05
2,3,4-TCF 0,003628 0,001635 2,22 5,05
3,45-TCF 0,004104 0,001306 3,14 5,05
2,3,5,6 - TeCF 0,014938 0,003047 4,90 5,05
2,3,4,6 - TeCF 0,003495 0,014577 4,17 5,05
2,3,45-TeCF 0,001007 0,004625 4,59 5,05
PCF 0,002067 0,008071 3,90 5,05

Como Fearculado < Frabelado para todas as substancias investigadas, a matriz

nao influencia significativamente na precisdo do método analitico.

V.1.4.1.2 INFLUENCIA DA MATRIZ NA PRECISAO DO METOD O
ANALITICO COM 200 ML DE AGUA

A avaliagdo da influéncia da matriz na precisdo do método analitico foi
verificada como descrito no item anterior, & excecdo do volume de agua utilizado
(200mL) e do numero de replicatas (4) para cada grupo. Os resultados obtidos para
o teste de Snedecor, para um nivel de significancia de 5%, estdo demonstrados na
Tabela 9.
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Tabela 9: Avaliacédo da influéncia da matriz na precisdo do método

Variancias das medidas Teste de Snedecor
Substancias 200mLde 200 mL de
agua agua de F calculado F tabelado
ultra-pura  abastecimento

2,4,6 - TCF 0,077975 0,026159 2,98 9,28
2,3,6 - TCF 0,046434 0,016506 2,81 9,28
2,35-TCF 0,033608 0,01361 2,47 9,28
2,45 -TCF 0,065827 0,028713 2,29 9,28
2,3,4-TCF 0,043829 0,018097 2,42 9,28
3,45-TCF 0,003264 0,020654 1,58 9,28
2,3,5,6 - TeCF 0,017138 0,009637 1,78 9,28
2,3,4,6 - TeCF 0,026678 0,014831 1,80 9,28
2,3,4,5-TeCF 0,004102 0,004915 1,20 9,28
PCF 0,003334 0,000869 3,84 9,28

Como Fcaculado £ Frabelado Para todas as substancias investigadas, a matriz

nao influencia significativamente na precisdo do método analitico.

V.1.4.2 COMPARACAO DA PRECISAO ENTRE OS DOIS METODOS (10 E
200 ML DE AMOSTRA)

E pratica comum em laboratérios analiticos se analisar a precisdo entre
dois métodos, em um nivel de significAncia requerido. Ou seja, se 0s métodos
apresentam diferencas significativas entre si quanto as suas precisfes. Para essa
avaliacdo também se pode recorrer ao teste F, como descrito anteriormente
(EURACHEMI/CITAC, 2002; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

A repetibilidade dos dois métodos (10 e 200 mL de agua) foi determinada
mediante a fortificagdo com os analitos em agua de abastecimento em um nivel de
concentracdo intermediario da faixa de trabalho. Para o primeiro método, os padrdes
foram adicionados em 10 mL de agua de abastecimento e o método analitico foi
entdo aplicado em 6 replicatas genuinas. Para o segundo método, os padrées foram
adicionados em 200 mL de agua de abastecimento e o método analitico foi entédo
aplicado em 4 replicatas genuinas. O método de adicdo padrdo demonstrou ser
adequado ndo sendo encontradas substancias interferentes no branco da amostra, o

qual foi realizado em triplicatas para os dois métodos.
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As variancias dos dois métodos foram entdo comparadas através do teste
F, admitindo-se um nivel de significancia de 5%. Os resultados encontrados estéao

demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10: Avaliacdo da preciséo entre os dois métodos analiticos (10 e 200 mL de

amostra)
Variancias das medidas (S) Teste de Snedecor
10 mL de 200 mL de
Substancias agua de agua de F calculado F tabelado
abastecimento  abastecimento
2,46 - TCF 0,00372 0,026159 7,03 5,41
2,3,6 - TCF 0,004331 0,016506 2,66 5,41
2,3,5-TCF 0,001865 0,01361 5,59 5,41
2,45 -TCF 0,002414 0,028713 8,60 5,41
2,3,4-TCF 0,001635 0,018097 8,20 5,41
3,4,5-TCF 0,001306 0,020654 12,84 5,41
2,3,5,6 - TeCF 0,003047 0,009637 2,350 9,01
2,3,4,6 - TeCF 0,014577 0,014831 1,676 9,01
2,3,45-TeCF 0,004625 0,004915 3,213 9,01
PCF 0,008071 0,000869 9,29 5,41

Através dos resultados demonstrados na tabela acima pode-se verificar
que hé diferenca significativa quanto a precisdo dos métodos avaliados para seis
substéancias investigadas, ja que os valores de F caculado SA0 Maiores que o valor de F
tabelado- EStE fato pode ser decisivo na escolha da metodologia a ser utilizada, o que
dependera dos objetivos do estudo. No entanto, as duas metodologias possuem
precisdo adequada, dentro dos critérios de validagédo adotados.

V.1.5 LIMITE DE REPETIBILIDADE
A partir do desvio padrédo dos resultados dos ensaios realizados sob
condicdo de repetibilidade € aconselhavel calcular o limite de repetibilidade (r)

utilizado como critério de decisdo para verificar se a diferenca entre analises em
duplicata de uma amostra € significante. Para um nivel de significancia de 5%, o r é
avaliado pela equacédo 6.0, onde Sré o desvio-padrdo de repetibilidade associado
aos resultados considerados (INMETRO, 2003; LANCAS, 2004):

r=28Sr (Eq. 6.0)
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O limite de repetibilidade dos dois métodos (10 e 200 mL de agua) foi
determinado mediante a fortificacdo com os analitos em agua ultra-pura em um nivel
de concentracdo intermediario da faixa de trabalho. Para o primeiro método, os
padrées foram adicionados em 10 mL de agua e o método analitico foi entdo
aplicado em 6 replicatas genuinas. Para o segundo método, os padrdes foram
adicionados em 200 mL de &4gua e o método analitico foi entdo aplicado em 4
replicatas genuinas. Os resultados encontrados para o “r’, onde o Sr foi
determinado utilizando o valor da razdo da area da substancia investigada e a area
do padréo interno para cada substancia investigada, estdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11: Limite de repetibilidade (r) para as substancias investigadas

(r) ()

Substéncias 10 mL de amostra 200 mL de amostra
2,46 - TCF 0,22 0,78
2,3,6 - TCF 0,16 0,60
2,3,5-TCF 0,16 0,51
2,45 -TCF 0,20 0,72
2,3,4-TCF 0,17 0,59
3,45-TCF 0,18 0,51
2,3,5,6 - TeCF 0,15 0,37
2,3,4,6 - TeCF 0,17 0,46
2,3,45-TeCF 0,08 0,18
PCF 0,04 0,16

Se o Sr para as amostras analisadas em duplicata for menor ou igual ao
limite de repetibilidade determinado e demonstrado na tabela acima, pode-se dizer
que ndo ha diferenca significativa entre as analises realizadas, para um nivel de
significancia de 5%.

Em todas as amostras analisadas o valor de Sr encontrado foi menor que
o valor de r determinado. Assim, considerou-se que nao houve diferenca significativa

entre as duplicatas e os valores foram aceitos.
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V.1.5.1 EXATIDAO

Exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacéo ao valor de referéncia aceito convencionalmente
como verdadeiro (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003), sendo expresso em termos de
componentes de erros aleatérios e sistematicos (tendéncia) (SKOOG et al., 1996).
Assim, a exatidao € sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga, ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo. Os processos
mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo: materiais de referéncia,
comparacdo de meétodos/ensaios interlaboratoriais; realizacdo de ensaios de
recuperacao e adicdo padrao (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

A exatiddo dos dois métodos foi determinada por meio de ensaios de
recuperacdo. A recuperacgdo consiste na relacdo percentual entre a concentracao da
substancia determinada mediante aplicacdo do procedimento analitico e a
concentracdo aceita como verdadeira (BRITO et al.,, 2003). Para tanto, seguiu-se
exatamente o mesmo procedimento de fortificacdo das amostras utilizado nos testes
de repetibilidade. Para determinacdo da recuperacdo dos analitos foi empregada a

equacao abaixo:

Recuperacao (%) = valorgptldo 100 (Eg. 7.0)
valor adicionado

Na tabela 12 estdo demonstrados os valores de recuperagdo das
substancias de interesse em cada nivel de fortificacdo realizado, bem como os

respectivos valores dos CV %, para os dois métodos.
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Tabela 12: Ensaios de recuperacédo para as substancias de interesse

Volume de Recuperacdo Coeficiente
Substéancias ng/mL n de Variacao
amostra (%)
(CV %)

0,005 3 79,8 5,8
0,05 4 81,3 3,6
200 mL 0,15 4 87,0 14,6
0,25 4 74,9 6,6

246 -TCF
3 3 99,5 0,8
6 3 98,7 2,1
10 mL 9 3 101,9 3,4
12 3 99,7 2,3
15 3 98,3 1,5
0,005 3 76,3 4,1
0,05 4 82,1 3,8
200 mL 0,15 4 89,0 13,2
0,25 4 77,4 4,3

23.6-TCF
3 3 100,6 2,0
6 3 100,1 2,0
10 mL 9 3 103,3 31
12 3 100,4 2,1
15 3 98,9 0,9
235-TCF 0,005 3 80,0 5,08
0,05 4 83,6 2,07

200 mL

0,15 4 90,9 11,5
0,25 4 80,4 3,4
10 mL 3 3 98,4 1,0
6 3 98,6 1,2
9 3 98,9 3,2
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Coeficiente

] Volume de Recuperacédo _
Substéancias ng/mL de Variacao
amostra (%)
(CV %)
12 98,4 2,3
15 96,4 1,1
0,005 81,2 4,7
0,05 84,1 1,8
200 mL 0,15 91,4 11,5
0,25 80,7 3,5
245-TCF
3 98,4 1,6
6 99,2 2,1
10 mL 9 99,2 2,7
12 98,4 2,1
15 97,1 0,6
0,005 83,6 5,8
0,05 87,5 2,5
200 mL 0,15 95,5 9,8
0,25 85,8 2,1
234-TCF
3 99,8 2,1
6 98,3 15
10 mL 9 101,1 2,5
12 100,1 19
15 98,6 1,2
345-TCF 0,005 83,0 3,7
0,05 90,8 3,4
200 mL 0,15 96,6 8,1
0,25 86,6 4,1
10 mL 3 99,6 1.4
6 97,6 1.4
9 98,9 3,0
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Coeficiente

] Volume de Recuperacédo _
Substéancias ng/mL de Variacao
amostra (%)
(CV %)
12 98,8 1,7
15 97,2 1,0
0,005 92,3 7,2
0,05 87,4 4,2
200 mL 0,15 93,7 7,5
0,25 89,2 2,3
2,.3,5,6-TeCF
3 97,8 1,7
6 95,5 1,7
10 mL 9 98,8 2,7
12 97,2 2,3
15 96,3 0,4
0,005 96,9 3,9
0,05 92,6 6,5
200 mL 0,15 96,7 6,9
0,25 86,2 4,7
23,4.6-TeCF
3 98,8 1,7
6 95,5 1.8
10 mL 9 98,8 2,7
12 97,2 2,4
15 96,3 0,4
2345-TeCF 0,005 90,3 4,9
0,05 91,8 8,6
200 mL 0,15 102,9 51
0,25 93,8 59
10 mL 3 98,1 2,2
6 97,4 1,1
9 97,7 0,7
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Coeficiente

o Volume de Recuperacédo o
Substéancias ng/mL n de Variacao
amostra (%)
(CV %)
12 3 96,3 2,1
15 3 94,9 11
0,005 3 86,2 6,4
0,05 4 89,3 6,0
200 mL 0,15 4 100,4 3,8
0,25 4 92,9 6,0
PCE
3 3 100,5 1.3
6 3 97,6 1.0
10 mL 9 3 97,7 1,0
12 3 98,4 2,0
15 3 96,9 1,2

O Codex Alimentarius estabelece o intervalo de recuperacdo de
agrotoxicos em alimentos em funcéo da faixa de concentracdo dos analitos. Foram
aceitos os valores de recuperacdo compreendidos entre o valor minimo de 70% e
maximo de 120 %, como exatidao adequada.

Através dos resultados apresentados na tabela acima verifica-se que
todas as substancias apresentaram recuperacdo compreendida entre a faixa
estipulada, em todos os niveis de concentracdo estudados e nos métodos utilizando

10 e 200 mL de amostra.

V.1.5.2 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA MATRIZ NA EXATIDAO DOS
METODOS ANALITICOS

Como a exatiddo dos meétodos foi determinada através de testes de
recuperacdo utilizando agua ultra-pura, verificou-se a necessidade de proceder a
validacdo do método em agua de abastecimento, matriz a ser analisada. Para isso,
pode-se recorrer ao teste t (Student) para comparacdo de médias, com um
determinado nivel de significAncia estatistica (INMETRO, 2003). No entanto, como
critério para selecéo do teste t adequado, anteriormente torna-se necessario verificar
as variancias dos grupos através do teste F, onde:

a) se o teste F ndo é significante, isto &, se F calculado for menor que o F
tabelado, a matriz ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método. Neste
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caso, 0s desvios-padrdo dos grupos de testes podem ser agrupados e a

significancia das diferencas das médias dos dois conjuntos de amostras pode ser

testado com a distribuicdo t de Student. Neste caso, aplica-se as equacgdes 8.0 e

8.1, onde x, e x2= medias das respostas dos analitos em amostras “com matriz” e

“sem matriz’ na mesma faixa de concentracdo; s e sS,= desvios-padrdo das

respostas dos analitos dos dois grupos de amostras.

);1_ )22
t= (Eq 8.0)
Mot
n
o (-1 + (18 .
(nl tn, - 2) -

O valor de t tapelado € Obtido a partir da tabela da distribuicdo de Student

para (nl+n2—2) graus de liberdade e um nivel de significancia desejado,

normalmente 5 %.

b) Se o teste F é significante, a matriz tem um efeito importante sobre a

precisdo do método. Assim, as variancias podem ser consideradas desiguais e o t

calculado € determinado pela equacéo 9.0.

t= B (Eqg. 9.0)

Neste caso, para obtenc¢éo do t tabelado, o numero de graus de liberdade

é determinado pela equacéo 9.1:
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KA

n+1 n,+1

Para os dois casos (condicdo “a” e “b”), se tcaiculado < trabelado, PaAra a
confianca estatistica desejada considera-se que ndo ha diferenca significativa entre

a exatidao dos dois métodos.

V.1.5.2.1 INFLUENCIA DA MATRIZ NA EXATIDAO DO METOD O
ANALITICO COM 10 ML DE AGUA

O teste F ja foi aplicado no item V.1.4.1.1 para a mesma série de valores,
obtendo resultado de Fcacuado £ Frabelado Para todas as substancias investigadas.
Assim, o teste t foi calculado pela aplicagéo das equagdes (8.0 e 8.1). Os resultados

encontrados estdao demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13: Avaliacdo da influéncia da matriz na exatiddo do método analitico com 10

mL de amostra

Média dos grupos Teste t (Student)
10 mL de 10 mL de agua

agua de t calculado t tabelado
Substancias ultra-pura abastecimento

(n=6) (n=6)
2,46 - TCF 2,24 1,92 0,976 2,306
2,3,6 - TCF 1,89 1,61 0,886 2,306
2,35-TCF 1,73 1,55 0,777 2,306
2,45 -TCF 2,42 2,23 1,029 2,306
2,3,4-TCF 2,26 2,11 0,906 2,306
3,45-TCF 2,28 2,17 0,897 2,306
2,3,5,6 - TeCF 1,85 1,70 1,159 2,306
2,3,4,6 - TeCF 2,42 2,35 1,507 2,306
2,3,45 - TeCF 2,29 2,28 1,240 2,306
PCF 1,46 1,35 0,898 2,306
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Note que o valor de tcacuiado € MENOr que tiapelado Para todas as substancias

investigadas, demonstrando que a matriz ndo apresenta efeito significativo na

exatiddo do método, em um nivel de significancia de 5%

V.1.5.2.2 INFLUENCIA DA MATRIZ NA EXATIDAO DO METOD O

ANALITICO COM 200 ML DE AGUA

O teste F ja foi aplicado no item V.1.4.1.2 para a mesma série de valores,

obtendo resultado de Fcaculado £ Frabelado Para todas as substancias de interesse.

Assim, o teste t foi calculado pela aplicacdo das equacdes 8.0 e 8.1. Os resultados

encontrados estdo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14: Avaliagdo da influéncia da matriz na exatiddo do método analitico com

200 mL de amostra

Média dos grupos

(area CFs/ area PI)

Teste t (Student)

200 mL de 200 mL de

agua agua de t calculado t tabelado
Substéancias ultra-pura abastecimento

(n=4) (n=4)
2,4,6 - TCF 1,91 1,82 1,359 2,776
2,3,6 - TCF 1,63 1,52 1,117 2,776
2,3,5-TCF 1,59 1,49 1,078 2,776
2,45 -TCF 2,23 2,11 1,54 2,776
2,3,4-TCF 2,13 2,01 1,405 2,776
3,45-TCF 2,23 2,11 1,469 2,776
2,3,5,6 - TeCF 1,74 1,73 1,188 2,776
2,3,4,6 - TeCF 2,39 2,33 1,564 2,776
2,3,45-TeCF 2,46 2,46 1,354 2,776
PCF 1,49 1,52 0,767 2,776

Verifica-se que 0 valor de tcacuiado € MeENOr que tiapelado Para todas as

substancias

significativo na exatiddo do método.

investigadas, demonstrando que a matriz ndo apresenta efeito
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V.1.5.2.3 COMPARAGCAO DA EXATIDAO ENTRE OS DOIS METO DOS (10
E 200 mL DE AMOSTRA)

O teste F ja foi aplicado anteriormente para a série de valores avaliada,
obtendo resultado de F caculado < F tabelado Para as seguintes substancias: 2,3,6 — TCF;
2,3,5,6 — TeCF; 2,3,4,6 — TeCF,; 2,3,4,5 — TeCF; PCF. Assim, o teste t foi calculado
pela aplicacdo das equacdes 8.0 e 8.1. Para as demais substancias foram aplicadas
as equacdes 9.0 e 9.1, ja que foram observadas diferencas significativas entre as
variancias (Fcaiculado > Ftabelado). OS resultados encontrados para o teste t estdo

demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15: Avaliacdo da exatiddo dos dois métodos (10 e 200 mL)

Média dos grupos Teste t (Student)
10 mL de 200 mL de
Substéancias agua agua t calculado t tabelado
(n=6) (n=4)
2,46 - TCF 1,92 1,82 1,151 2,776
2,3,6 - TCF 1,61 1,54 1,111 2,306
2,3,5-TCF 1,55 1,51 0,836 2,776
2,45 -TCF 2,23 2,13 1,272 3,182
2,3,4-TCF 2,11 2,03 1,269 2,776
3,45-TCF 2,17 2,13 0,643 2,776
2,3,5,6 - TeCF 1,70 1,74 1,263 2,306
2,3,4,6 - TeCF 2,35 2,35 1,647 2,306
2,3,45-TeCF 2,28 2,47 1,311 2,306
PCF 1,35 1,53 4,644 2,571

Através dos resultados apresentados, verifica-se que o valor de teaculado €
menor que tapelado Para as substancias investigadas, demonstrando que nao ha
diferencas significativas quanto a exatiddo dos métodos avaliados, a excecdo do
PCF. Assim, as metodologias poderiam ser utilizadas com o mesmo nivel de
exatiddo nos resultados obtidos em analises de clorofendis, a excecao do PCF.
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V.1.6DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECAO E QUANTIF ICACAO

V.1.6.1 LIMITE DE DETECAO (LD)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢es
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). Pode ser calculado utilizando trés
procedimentos diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido, método
baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004). O método relacao
sinal-ruido pode ser aplicado em processos analiticos que exibem linha de base.
Assim, utilizou-se o método relacdo sinal-ruido, ferramenta oferecida pelo programa
de operacionalizacdo do equipamento (CG-DSM), para determinacdo dos LD das
substancias de interesse. A relacdo sinal-ruido foi realizada por comparacéo entre a
medicdo dos sinais de amostras em baixas concentragcdes conhecidas das
substancias de interesse na matriz e um branco (matriz isenta das substancias de
interesse) destas amostras. A relacao sinal/ruido aceita como estimativa do limite de
deteccao foi 3:1; significa dizer que o sinal das respostas dos analitos investigados
foi 3 vezes maior do que o sinal do ruido da linha base do cromatograma (RIBANI et
al., 2004). Os LD para as substancias investigadas estdo demonstrados na tabela

abaixo.

Tabela 16: Limites de Deteccéo (LD) dos clorofendis em 10 e 200 mL de amostra

LD (ng/mL) (n=6)

Substancias 10 mL de 200 mL de
amostra amostra
2,46 - TCF 0,145 0,002
2,3,6 - TCF 0,104 0,002
2,35-TCF 0,128 0,002
2,45 -TCF 0,112 0,002
2,3,4-TCF 0,123 0,002
3,45-TCF 0,149 0,002
2,3,5,6 — TeCF 0,185 0,002
2,3,4,6 - TeCF 0,186 0,003
2,3,45—-TeCF 0,184 0,003
PCF 0,254 0,004
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V.1.6.2 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

O LQ é definido como a menor concentracdo do analito que pode ser
quantificada na amostra com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condi¢cdes de
analise utilizadas. Para se calcular o LQ foi adotado o mesmo procedimento utilizado
na determinacdo do LD. A relagdo sinal/ruido aceita como estimativa do limite de
quantificacdo foi 10:1, o que significa dizer que o sinal das respostas dos analitos de
interesse foi 10 vezes maior do que o sinal do ruido da linha base do cromatograma
(RIBANI et al., 2004). Os valores de LQ das substancias de interesse estao

demonstrados na Tabela 17.

Tabela 17: Limites de Quantificacao (LQ) dos clorofendis em 10 e 200 mL de agua

LQ (ng/mL) (n=6)

Substancias 10 mL de 200 mL de
amostra amostra
2,46 - TCF 0,483 0,008
2,3,6 - TCF 0,348 0,006
2,3,5-TCF 0,427 0,007
2,45 -TCF 0,374 0,006
2,3,4-TCF 0,409 0,007
3,45-TCF 0,497 0,008
2,3,5,6 — TeCF 0,617 0,010
2,3,4,6 - TeCF 0,618 0, 010
2,3,4,5-TeCF 0,613 0,010
PCF 0,848 0,014

Os dois métodos, com 10 mL e 200 mL de agua obtiveram LQ, pelo
menos, 10 vezes menores que 0s estabelecidos na portaria. Assim, os dois métodos
poderiam ser utilizados em analises de rotina para controle da qualidade da agua em

niveis de concentracao exigidos pela norma de potabilidade vigente.

V.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE AGUA

ApoOs validacdo das metodologias analiticas, realizou-se as andlises das
28 amostras de agua coletadas através da aplicacdo da metodologia analitica
utilizando 200 mL de amostra, sempre em duplicata. Esta metodologia foi
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selecionada por apresentar maior sensibilidade em relacdo a que utiliza 10 mL de
amostra. As amostras foram analisadas quanto a presenca de todos os congéneres
dos triclorofendis e tetraclorofendis, além do pentaclorofenol, totalizando dez
substéancias investigadas.

Apenas o0 2,4,6 — TCF foi encontrado em concentracdes acima do LQ,
representando 39% das amostras analisadas. A faixa de concentracdo encontrada
foi entre 0,008 e 0,238 ng/mL e a concentracdo média de 0,0365 ng/mL. A
distribuicdo dos pontos de coleta e a faixa de concentracdo encontrada estéo

demonstradas na Figura 10.

Figura 10: Faixa de concentragcdo encontrada para 2,4,6 — Triclorofenol em
amostras de agua do Municipio do Rio de Janeiro, 2006.
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Na construcdo do mapa considerou-se o resultado das analises com
maiores niveis de concentracdo para os pontos de coleta onde foram coletadas duas
amostras com intervalos de tempo. Assim, 0 mapa apresenta os resultados das
andlises de 25 amostras. A identificacdo de todos os pontos de coleta e respectivo
sistema ou solucao alternativa de abastecimento e os resultados encontrados para

2,4,6-TCF estdo demonstrados no Anexo |.
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Neste estudo foram coletadas amostras da rede de distribuicdo de seis
sistemas de abastecimento, a mérito de comparacdo da qualidade da &agua e
possiveis inferéncias a efetividade dos processos de tratamento utilizados.

Os seis sistemas de abastecimento avaliados apresentaram niveis de
concentracdo acima do limite de quantificacdo pelo menos para uma amostra
coletada na respectiva rede de abastecimento.

Na rede do sistema de abastecimento Afonso Viseu foi encontrado a
maior concentracdo do 2,4,6-TCF, sendo que as trés amostras provenientes de
pontos da rede de distribuicdo apresentaram niveis de concentracédo acima do LQ.

No principal sistema de abastecimento do municipio (Guandu), o qual
abastece aproximadamente 50% da populacdo do Estado do R.J., foram coletadas
amostras em 12 pontos da rede de distribuicdo, sendo que em trés pontos
localizados nos bairros do Flamengo, Copacabana e Santa Teresa foram coletadas
duas amostras em intervalo de sete dias, perfazendo 15 amostras. Em trés amostras
foram encontradas concentra¢des acima do LQ. Em Santa Teresa foi encontrada a
maior concentracao (0,0306 ng/mL).

Foram analisadas também a agua de cinco solucdes alternativas de
abastecimento que atendem uma escola municipal, um hospital, uma clinica e duas
instalacdes comerciais. Em apenas uma amostra foi encontrado o 2,4,6-TCF em
concentracdo acima do LQ. As concentracfes maximas encontradas nos sistemas e

solucdes alternativas de abastecimento estdo demonstradas na Figura 11.

Figura 11: Concentragbes maximas encontradas de 2,4,6-Triclorofenol por sistema
e total das solucBes alternativas de abastecimento, Municipio do Rio de Janeiro,
2006.
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Clorofendis podem ser alocados em dois grupos, distinguindo os
presentes em aguas naturais e os formados durante o processo de tratamento da
adgua por cloracdo. Os presentes em aguas naturais podem resultar de inUmeras
fontes, como efluentes industriais e domésticos, por derramamento quimico
ocasional, lixiviacdo em regides onde sdo utilizados com agrotoxicos, dentre outras
reportadas anteriormente.

O PCF tem sido encontrado em aguas naturais com maior freqiiéncia e
em maiores niveis de concentracdo em relacdo a agua tratada. Este fato pode ser
explicado ja que sua formacdo ndo ocorre no processo de cloracdo da agua
(NIEMINSKI et al., 1993). O proprio processo de tratamento da agua pode eliminar
ou diminuir os niveis deste contaminante.

Poucos estudos detectam o PCF em agua tratada, ou quando detectam,
em niveis menores que em agua natural. J4 o 2,4,6-TCF tém sido encontrado com
maior freqiéncia e concentracdo na agua tratada em relacdo a agua natural.
SITHOLE & WILLIANS (1986) determinaram a presenca de clorofendis, em agua
para consumo humano, abrangendo 39 cidades distribuidas geograficamente, em
proporcdo de populacdo e cobrindo aproximadamente 40% dos consumidores do
Canada. O estudo foi realizado nos anos de 1984 e 1985. Foram analisados os 19
isbmeros possiveis na agua natural (antes da estacdo de tratamento) e na agua
apos tratamento. Na agua natural, PCF foi encontrado com maior frequéncia (mais
de 20% das amostras). Ja em agua tratada, 2-CF, 4-CF, 2,4-DCF, 2,6-DCF e 2,4,6-
TCF foram encontrados com maior frequéncia. Também, foi observado aumento nos
niveis de concentracdo destas substancias em &gua tratada, em relagdo a agua
natural, indicando a formacao destas substancias como sub-produtos do processo
de desinfeccdo da agua. Ainda, verificou-se menores concentracfes de PCF em
adgua tratada em relacdo a agua natural. O 2,4,6-TCF foi encontrado em torno de
10% das amostras analisadas e em maiores niveis de concentracdo na 4gua tratada,
atingindo a concentracdo maxima de 0,719 ng/mL.

As caracteristicas fisico-quimicas dos CFs implicam que 0s mesmos
podem ser adsorvidos em material em suspensao na dgua, com maior propensao ao
PCF. Dessa maneira, essa substancia pode ser transportada por longos percursos,
chegando a atingir fontes de captacédo de agua para tratamento. A adsor¢céao do PCF
é também influenciada pelo pH da 4gua. Em pH geralmente encontrado em aguas

naturais (levemente acido), este é transportado principalmente na forma nao
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dissociada e, portanto, adsorvida nas particulas em suspensédo (ZUIN et al., 1999).
Os resultados encontrados mostram que a agua captada nao foi contaminada por
essa substancia e/ou que ela foi retirada no processo de tratamento. No caso das
solucbes alternativas avaliadas apenas a cloracdo € utilizada no processo de
tratamento, medida ndo efetiva na retida desse contaminante. Isto indica que a agua
captada ndo estava contaminada ou apresentava niveis residuais dessa substancia,
abaixo do LD. Resultados semelhantes foram encontrados por GASPAR et al. (1997)
avaliando a qualidade da agua de abastecimento de cinco cidades do Estado de S&o
Paulo.

Apesar do PCF néo ter sido encontrado nas amostras analisadas, deve-se
avaliar a qualidade da 4gua de acordo com a legislacéo vigente, prevendo eventuais
falhas nos processos de tratamento e sabendo-se da potencial contaminacdo de
aguas naturais. Em alguns estudos pode-se verificar que o processo de purificacédo
da agua fornecida a populacdo nem sempre foi suficientemente eficaz para retirar
essa substancia. FINGLER & DREVENKAR (1988) realizaram analises da para
consumo humano que abastece a cidade de Zagreb e FINGLER et al., (1992) da
agua que atende as cidades de Sisak e Labin, ambas cidades da Croéacia. Por
serem regides extremamente industrializadas, a qualidade da agua que atende a
populacdo depende da eficicia dos processos de purificacdo da agua captada. Entre
os CFs avaliados, o PCF foi encontrado em maiores concentracdes e frequéncia nos
dois estudos, revelando a contaminacdo de aguas naturais por essa substancia e a
ineficiéncia nos processos de tratamento da agua.

Outros estudos tém demonstrado a contaminacao de dguas naturais. VAN
ZOEST & VAN ECK (1991) determinaram a presenca de micropoluentes em aguas
do estuario de Scheldt, regido nordeste da Bélgica, onde sdo recebidas grandes
guantidades de efluentes industriais, principalmente por via fluvial. Neste estudo
foram encontradas concentragbes de PCF entre 0,02 e 1,1 ng/mL. Estudo realizado
por MUIR & EDULJEE (1999) mostram concentracfes de PCF de 0,008 a 200 ng/mL
em amostras de agua, em varios rios da Europa, durante varios anos na década de
1990. Em estudo mais recente realizado na Alemanha, o PCF foi encontrado nas
aguas do Lago Schwelvollert e em aguas subterraneas (MONTERO et al., 2005.

A contaminacdo de &aguas naturais por PCF também tem sido
demonstrada no Brasil. ZUIN et al. (1999) determinaram PCF em &gua natural de

superficie em areas afetadas por residuos industriais (S&o Vicente-SP), onde a
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maior parte da populacédo utiliza pogos pouco profundos para o abastecimento. A
concentracdo maxima encontrada foi 0,0266 ng/mL. DEL GRANDE et al. (2003)
determinaram PCF nas aguas da bacia do Rio Piracicaba (SP). A regido é
extensamente industrializada, despejando na bacia efluentes de industrias de papel
e celulose, quimicas, refinaria de petréleo, dentre outras. Também, sdo despejadas
em suas aguas efluentes domésticos de 40 municipios. Além dos problemas para o
meio ambiente, a contaminacdo da bacia oferece riscos a saude das populacdes de
30 municipios que captam essas aguas para abastecimento publico. Foram
encontradas concentracfes maximas de 0,0223 ng/mL de PCF em agua.

A auséncia de clorofendis nas amostras pode ser explicada, além do
mencionado acima, pela oxidagdo dessas substancias pelo Cloro Residual Livre
(CRL), resultante da cloracdo (RODRIGUEZ & CELA, 1997). Essa propriedade
oxidante foi observada em laboratério, através da fortificagcdo de amostras de agua
tratada com CFs, seguindo-se a execucao da metodologia analitica sem a adicdo de
tiossulfato de sédio. Algumas amostras teste, coletadas apés passagem pela caixa
d agua ou cisterna, apresentaram niveis de 2,4,6-TCF menores que 0s encontrados
qguando as amostras foram coletadas diretamente da rede de distribuicdo, ou seja,
com menor tempo de contato com o CRL.

Na maioria das amostras, no momento da coleta, foi determinado a
concentracdo de cloro residual livre e o pH. Nao se observou correlagcdo aparente
desses parametros com a concentracdo da substancia encontrada. O pH influencia
na velocidade e eficiéncia da formacgdo dos clorofendis. No entanto as amostras
analisadas apresentaram valores de pH muito proximos, ndo sendo possivel
estabelecer uma correlacéo entre esses parametros.

Pode-se indicar o processo de cloracdo como possivel fonte de contaminacgao
por essa substancia, fato reportado em outros estudos. Ha grande variacdo na
frequéncia de amostras contaminadas, principalmente devido a diferencas nos LD
dos métodos utilizados, e concentragdo maxima de 2,4,6-TCF encontrada em
estudos anteriores. NIEMINSKI et al. (1993) avaliaram a ocorréncia de subprodutos
da cloracdo da agua para consumo humano em Utah (USA), dentre eles o 2,4,6-
triclorofenol. Para este, foi encontrada concentracdo maxima de 1,10 ng/mL.
SITHOLE & WILLIANS (1986) em aproximadamente 10% das amostras analisadas e
concentracdo maxima de 0,719 ng/mL. FINGLER & DREVENKAR (1988)
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encontraram essa substancia em 40% das amostras e concentracdo maxima de
0,009 ng/mL.

Em relagdo as caracteristicas toxicolégicas e organolépticas dos
clorofendis verifica-se que os limites com base nos efeitos toxicolégicos, para a
maioria dos clorofendis, sédo superiores aos limites relativamente ao sabor e odor da
agua. Os clorofendis sdo reconhecidos pelos seus baixos valores de limiar de
percepcdo organoléptica. Para o 2,4,6 — TCF, o valor mdximo recomendado pela
OMS e adotado pela Portaria 518/2004 (200 ng/mL), considerado seguro para néo
ocorréncia de cancer durante um consumo por toda a vida, excede o valor
recomendado para ndo ocorréncia da alteragdo gosto da agua (2 ng/mL). Os niveis
de 2,4,6-TCF encontrados neste estudo sao inferiores ao VMP, ndo oferecendo
riscos a saude humana. Os niveis de concentracdo encontrados para esta
substancia sdo préximos aos recomendados para nado alteracdo das caracteristicas
de sabor.

A coleta das amostras foi realizada em periodo onde ndo ocorreram
precipitacdes pluviométricas. E sabido que com as chuvas aumenta o teor de
matéria organica nas aguas, levando a um aumento no teor de subprodutos da
cloracdo formados, dentre eles 0 2,4,6-TCF (SHITOLE & WILLIANS, 1986). Assim,
0s niveis de concentragdo encontrados para essa substancia podem ser maiores
nestes periodos. Nessas situacfes a eficiéncia da desinfeccdo ndo deve ser
comprometida. Para tanto, deve-se otimizar os processos de tratamento e reduzir o
teor de substancias organicas na agua antes da cloracao, reduzindo assim o nivel
de subprodutos da cloracdo potencialmente téxicos formados.

Apesar do PCF ndao ter sido detectado nas amostras de agua analisadas,
nao é descartada a contaminacdo de aguas naturais por essas substancias, ja que,
como mencionado essa substancia pode ter sido eliminada no processo de
tratamento da agua. A contaminacdo por PCF requer especial atencdo das
autoridades de saude publica, devido a sua alta toxicidade e dos contaminantes
presentes nas formulacdes comerciais. Varios estudos tém demonstrado a presenca
de substancias com alto poder toxicolégico no meio ambiente, introduzidas através
da utilizacdo de clorofendis comerciais. Estas substancias podem estar presentes
como contaminantes em formulagdes de clorofendis comerciais, produzidos como
subprodutos da sintese dos mesmos. KITUNEN et al.,, (1985) determinaram a

presenca de PCDF e fenoxifendis policlorados em agua (superficial e subterranea) e

71



solo, na Finlandia. A contaminacéo foi atribuida a utilizacdo do fungicida comercial
KY-5. Neste produto, a composicdo dos principais clorofendis pode variar
dependendo do lote: 2,3,4,6-TeCF (78-83%), 2,4,6-TCF (7-14%) e PCF (5-10%)
(VALO et al., 1984).

Em estudo realizado no lago Valkjarvi (Finlandia) por VARTIAINEN et al.,
(1995a), entre outros, foram encontrados tracos de isdmeros dos PCDD e PCDF,
reportados como possiveis contaminantes do KY-5. Também, foram analisadas
pessoas da vila de Karkdlaque as quais consumiam agua de abastecimento
sabidamente contaminadas com clorofendis em altas concentracdoes (70 a 140
ng/mL de clorofendis). Foram encontradas niveis de concentracdo levemente
maiores para PCBs, PCDD e PCDF, em relacéo a area controle (VARTIANEN et al.,
1995b).
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VI. CONCLUSOES

O principal escopo do estudo foi atingido. Foram implementadas e
validadas duas metodologias, utilizando-se 10 e 200 mL de amostra, em niveis de
sensibilidade requeridos pela norma de potabilidade vigente. A primeira metodologia
€ adequada para analises de rotina de controle de qualidade da agua para consumo
humano, pois é requerido pequeno volume de amostra e reagentes, nao inclui etapa
de evaporacdo do extrato, sendo um método rapido, facil e relativamente pouco
oneroso. O propdsito da segunda metodologia € quantificar clorofendis em agua
para consumo humano em niveis de concentracdo extremamente pequenos. Nesses
niveis de concentracao os clorofendis podem ocasionar odor e gosto desagradaveis
na 4gua, afetando sua potabilidade.

Em amostras com altos niveis de concentragdo, fato pouco reportado na
literatura, pode-se empregar o método utilizado para determinar o branco da curva
analitica, ou seja, 2 mL da amostra seriam derivatizados, extraidos e analisados por
técnica de CG-DSM. Assim, as metodologias possibilitam a determinacdo dessas
substancias em amostras com ampla faixa de concentracdo em agua, em niveis de
parte por trilhdo (ppt) e parte por bilh&o (ppb).

Quanto a validacdo das metodologias, todos os parametros associados
ao desempenho do método apresentaram-se em concordancia com o estabelecido
pelos 6rgdos reguladores como o INMETRO e ANVISA demonstrando que as
metodologias sdo adequadas para o que se propdem.

No delineamento do plano de amostragem, o suporte da VISA foi
fundamental, principalmente na identificacdo da rede de distribuicdo dos sistemas e
solugdes alternativas de abastecimento, bem como na logistica para coleta das
amostras. Dessa forma, pdde-se avaliar a qualidade da dgua quanto a presenca de
clorofendis em diferentes sistemas de abastecimento, além de solu¢des alternativas,
como determinado pela norma de potabilidade vigente, e abrangendo grande
parcela da populagéo do referido municipio.

Apenas o 2,4,6-TCF foi detectado nas amostras. As concentracdes
encontradas foram sempre inferiores ao VMP estabelecido pela norma de
potabilidade vigente. De acordo com informacdes do relatorio situacional dos

LACENSs, até o ano de 2004 nenhum dos laboratérios realizava analise dessa

73



substancia em &agua para consumo humano (ANVISA, 2005). Assim, a
disponibilizacdo do POP da metodologia analitica validada para esses laboratdrios

se faz necessaria.
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ANEXOS

Anexo |: Pontos de coleta de amostras de agua e concentracao de 2,4,6-TCF encontrada.

~ Cédigo  Nome do Sistema " 246TCF
das Instituicdo Endereco GPS (ng/mL)
amostras
1 Afonso Viseu Centro de Acolhimento Floriano Lemos Rua Boa Vista, 120, Alto da Boa Vista S 22%7. 818’ 0,009
W043°16. 591
2 Afonso Viseu UACPS Nicola Albano Rua Boa Vista, 190, Alto da Boa Vista S 22%7. 927 0,008
W 043°16. 637
3 Afonso Viseu Escola Municipal Mario Faccini Avenida Edson Passos, 711, S 22%56. 934 0,238
W 043°15. 666’
4 Dois Murinhos Residéncia Rua Ferreira de Almeida, 72, S 22%7. 943 0,01
W 043°16. 512
5 Dois Murinhos Colégio Santa Marcelina Estada do Acude, 250, S 22%57. 859’ <LQ
W 043°16. 725’
6 Taylor Residéncia Rua Boa Vista, 4575, Alto da Boa Vista S 2257. 564 0,008
W 043°16. 365’
7 Gavea Pequena C. C. Mata Machado Estrada das Furnas, 1467 S 22%8. 542’ 0,0111
W 04317. 013’
8 Solucédo Alternativa  Escola Municipal Diogo Feijé Estrada da Paz, 1474 S 22%57. 967" <LQ
W 043°17. 765’
9 Guandu Colégio Marista Sao José Rua Conde de Bonfim, 1067, Usina S 22%56. 453’ <LQ
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Cédigo Nome do Sistema 2,4,6-TCF
das Instituicdo Endereco GPS (ng/mL)
amostras

W 043°15. 094’

10 Ciganos Hospital Cardoso Fontes Av. Menezes Cortes, 3245, Freguesia S 22°55. 536’ 0,0349
W 043°18. 926’

11 Guandu Clinica de Doengas Renais — CDR Estrada de Jacarepagua, 7094, Largo do Anil S 22%6. 810’ <LQ
W 04320. 362’

12 Guandu Escola Municipal Poeta Mario Quintana Av. Tenente Coronel Muniz de Aragéo, 898, S 22°57. 143 <LQ

Jararepagua W 043°20. 782’

13 Guandu Renalvida Rua Einstein, 89, Barra da Tijuca S 22°00. 530’ <LQ
W 43°17. 851

14 Solugdo Alternativa Renalvida Rua Einstein, 89, Barra da Tijuca S 22°00. 530’ <LQ
W 043°17. 851’

15 Solucdo Alternativa Supermercado EXTRA Av. das Américas, 900, Barra da Tijuca S 23°00. 128’ <LQ
W 043°19. 410’

16 Solucéo Alternativa Hospital Rio Mar Av. Candido Portinari, 555, Barra da Tijuca S 22°59. 675’ <LQ
W 043°24. 670’

17 Solucao Alternativa  Sendas (Pao de Aclcar) Av. das Américas, 2000, Barra da Tijuca S 22°59. 916’ 0,0174
W 043° 20. 022’

18 Guandu Shopping Av. das Américas, 2000, Barra da Tijuca S 22°59. 916’ <LQ
W 043° 20. 022’

19 Guandu Escola Municipal Vice Almirante Paulo Av. Adolfo de Vasconcelos, 264, Barra da Tijuca S 23° 00. 480’ <LQ
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Cédigo Nome do Sistema 2,4,6-TCF
das Instituicdo Endereco GPS (ng/mL)
amostras
Castro Moreira da Silva W 043° 25. 758’
20 Guandu Escola Municipal Sergio Buarque de Rua Jornalista Ricardo Marinho, 455, Barra da S 23°00. 317 <LQ
Holanda Tijuca W 043° 20. 824’
21 Guandu Edificio Bellis Rua Almirante Ari Rangel, 290, Recreio dos S23°01. 112 <LQ
Bandeirantes W 043° 28. 497
22 Guandu Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) FIOCRUZ/CESTEH, Av. Leopoldo Bulhges, S 22°52. 626’ <LQ
1480, Manguinhos W 043°15. 038’
23 Guandu Residéncia Rua Paissandu, 279, Flamengo <LQ
24 Guandu Residéncia Rua Figueiredo Magalhées, 279, Copacabana 0,0163
25 Guandu Residéncia Santa Teresa 0,0306
26 Guandu Residéncia Santa Teresa 0,0132
27 Guandu Residéncia Rua Figueiredo Magalhées, 741, Copacabana <LQ
28 Guandu Residéncia Rua Paissandu, 279, Flamengo <LQ
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