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RESUMO

A determinac¢do dos solventes organicos volateis diclorometano (DCM),
metilisobutilcetona (MIBC), tetrahidrofurano (THF) e tolueno (TOL), em
urina, ¢ aplicada no monitoramento toxicoldégico de trabalhadores de diversas
atividades industriais e individuos que tenham tido contato com as espécies
quimicas através de outros meios.

Foi aplicada a técnica de cromatografia a gds com detector de ionizagdo
em chama e sistema de extracdo de headspace. Foi efetuado um levantamento
bibliografico sobre as caracteristicas fisico-quimicas de todas a substancias
estudadas, especialmente, dados de toxicidade e toxicocinética, capazes de
justificar o seu monitoramento através da urina.

A metodologia desenvolvida foi submetida a valida¢cdao nos parametros
de seletividade, linearidade, avaliagcao de residuos, limite de deteccao, limite
de quantificagdo, recuperagao e repetibilidade.

Todos os analitos obtiveram seletividade positiva, sendo capazes de
prover sinais especificos e ndo influencidveis pelos componentes oriundos da
matriz. Em todos os casos os coeficientes de correlacdo linear ao quadrado
foram superiores a 0,99 provendo distribui¢cdes de residuos, de acordo com o
teste C de Cochran, homocedaticas (livres de tendéncias ao longo da faixa
linear). Os Limites de Quantificacdo (LQ) obtidos foram, em média, quatro
vezes menores do que os valores apontados pelo Biological Exposure Indices
(BEI®) da American Conference of Governmental Industrial Hygienists
(ACGIH). As recuperacdes obtidas para todos os analitos estdo no intervalo
de 99 — 100% e todos os ensaios replicados ndo houveram coeficientes de
variagdo superiores a 5%. O método desenvolvido ¢ aplicavel ao
monitoramento bioldégico, em urina, das substancias estudadas.
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ABSTRACT

The determination of the volatile organic solvents dichloromethane
(DCM), methylisobutylketone (MIBC), tetrahydrofuran (THF) and toluene
(TOL) in urine is applied in the toxicological monitoring of workers of
various industrial activities and individuals who have had contact with the
chemical species from other sources.

The gas chromatography technique with flame ionization detector and
headspace extraction system was applied. A literature review was carried out
on the physico-chemical characteristics of all the substances studied,
especially toxicity and toxicokinetic data, which could justify their
monitoring through the urine.

The methodology was submitted to validation in the parameters of
selectivity, linearity, residue evaluation, limit of detection, limit of
quantification, recovery and repeatability.

All the analytes obtained positive selectivity, being able to provide
specific signals and not influenced by the components coming from the
matrix. In all cases linear squared correlation coefficients were higher than
0.99, providing homogeneous distributions of residues, according to the
Cochran C test (free of trends along the linear range). The quantification
limits (LOQ) obtained were, on average, four times lower than the values
indicated by the Biological Exposure Indices (BEI®) of the American
Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH). The recoveries
obtained for all analytes are in the range of 99-100% and all replicate assays
had no coefficients of variation greater than 5%. The method developed is
applicable to the biological monitoring, in urine, of the substances studied.

12



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de agentes quimicos ¢ uma constante necessidade em
diversos setores industriais, incluindo-se os petroquimicos, farmacéutico,
téxteis, de calgados, etc. Embora necessdrios para o desenvolvimento de um
sem numero de atividades, alguns agentes quimicos podem oferecer riscos
ocupacionais. Os danos podem variar desde uma simples cefaléia até
comprometimento neuroldogico ou mesmo morte (BRUCKNER ¢ WARREN,
2001).

Em diversos paises do mundo had programas voltados para a saude e
seguranca do trabalhador, para reduzir os riscos de intoxica¢gdes ocupacionais
causadas por agentes quimicos a niveis biologicamente aceitaveis, de acordo
com as normas regulamentadoras de cada pais. No Brasil, as relagdes de saude
ocupacional, associadas a produtos/substancias quimicas, sdo regidas

principalmente por trés Normas Regulamentadoras (NR):

e NR-7 — Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO)
e NR-9 — Programa de Preven¢dao de Riscos Ambientais (PPRA)
e NR-15 — Atividades e Operagdes Insalubres.

O empregador precisa atender as exigéncias das NRs, submetendo o
funcionario a exames e procedimentos de rotina a fim de controlar as taxas de

toxicidade dentro dos limites permitidos pela legislacao vigente.

A NR-7 estabelece a obrigatoriedade de elaboragcdo e implementacdo,
por parte de todos os empregadores e instituigdes que admitam trabalhadores
como empregados, do PCMSO, com o objetivo de promocdo e preservacdo da
saude do conjunto dos seus trabalhadores. A NR-7 estabelece os parametros
minimos e diretrizes gerais que devem ser observadas na execucdo do

PCMSO.

13



Quanto a NR-9 o objetivo é garantir a protecao dos empregados sob a
perspectiva da integridade fisica e psicoldgica, utilizando como mecanismo a
manutencdo de um ambiente minimamente saudavel para a nao influéncia
sobre sua saude. A NR-9 estabelece a obrigatoriedade da elaboracao e
implementag¢do, do PPRA, por parte de todos os empregadores e instituigdes
que admitam trabalhadores como empregados. Essa NR ¢ parte integrante do
conjunto mais amplo das iniciativas da empresa no campo da preservacao da
saude e da integridade dos trabalhadores, devendo estar articulado com o
disposto nas demais NR, se comunicando diretamente com a NR-15 e, em

especial com o PCMSO previsto na NR-7.

A NR-15 estabelece os limites e tolerancias nas atividades e operacdes
insalubres no ambiente de trabalho, para fatores de risco fisico, quimico e
bioldgico. Fica a cargo dessa NR, definir as substancias e valores de

referéncia para o estabelecimento da margem de insalubridade.

Embora as normas brasileiras contemplem os limites de bioldgicos de
exposi¢do a uma variedade de agentes quimicos, alguns agentes ainda nao
foram contemplados nessas normas. Nesses casos, ¢ indicado que sejam
seguidos os parametros sugeridos pela American Conference of Governmental

Industrial Hygienists (ACGIH) (NR-9).

A ACGIH ¢ a maior referéncia mundial, no ambito de higiene e
toxicologia ocupacional. Se trata de uma institui¢do ndo governamental,
privada, sem fins lucrativos, cujos membros sdo higienistas ocupacionais ou
profissionais de seguran¢a e saude ocupacional dedicados a promover a saude
e a seguranca dentro de um local de trabalho. A ACGIH publica guias de
orientacdes denominados Threshold Limit Values (TLV®) e Biological
Exposure Indices (BEI), para utilizagdo por higienistas ocupacionais na
tomada de decisdes em relagdo a niveis de exposi¢do seguros de varios
agentes quimicos e fisicos encontrados no ambiente de trabalho. Os TLVs®
indicam valores de referéncia para contaminantes quimicos ou fatores fisicos
(som, vibragdo, radiacdo...etc) em um ambiente de trabalho, estimando
valores os quais assegurem a saude do trabalhador. J4 os BEIs® sdo valores de

referéncia bioldégica para evidéncia direta de interagcdes de substdncias com o

14



corpo dos trabalhadores submetidos a ambientes insalubres. Funcionarios
expostos a essas substancias, associam pequenos sintomas como dores de
cabeca, confusdo mental, irritagdes diversas, queimacdo nas mucosas €
problemas respiratérios, a exposicdo a esses agentes (BRUGNONE et al.,

1995).

No final da década de 90, ja haviam sido descritas para monitoramento
mais de 600 substiancias quimicas que podiam gerar algum tipo de dano a
saude do trabalhador (ACGIH, 2010). Dentre essas, o diclorometano (DCM),
metilisobutilcetona (MIBC), tetraidrofurano (THF) e o tolueno (TOL) sao
algumas das substdncias mais utilizadas na industria abrangendo quase todos
so segmentos produtivos. Essas substancias também estdo entre as mais
toxicas tanto pelos efeitos capazes de induzir como pela facilidade com que
sdo absorvidas pelo corpo humano. Algumas informag¢des  sobre  essas

substancias estdo agrupadas na TAB. 1.1.

TAB. 1.1 Propriedades fisico-quimicas e limites das substancias.

Parametro DCM MIBC THF TOL
Estrutura Clvm /U\ Q —@
CAS 75-09-2 108-10-1 109-99-9 108-88-3
T t

emperatuira 40°C 115,8°C 65.5°C 110,6°C
de Ebuli¢do
Temperatura -95.1°C -84.7°C -108,5°C -93°C
de Fusao
Densidade

1,330 g¢/mL 0,802 g/mL 0,889 g/mL 0,865 g/mL
(2 25°C) ) g/m > g/m > g/m 5 g/m
NR-7 Carboxihemoglobina 1:;1 }Eflzr;;)
(IBMP) até 3,5% R
g/g creatinina
ACGIH DCM em urina MIBC emurina THF em urina TOL em urina
(BEI®) 300 ug/L 1000 pg/L 2000 pg/L 30 ug/L

15



O diclorometano (DCM) ¢ utilizado industrialmente como removedor,
intermedidrio para diversos medicamentos e solventes em geral e,
especialmente, no processo de descafeinagdo do café e do cha (ATSDR,
2000). Seus efeitos toxicos principais incluem o aumento da predisposi¢ao ao
cancer, doengas no coragdo, sistema nervoso central, figado e irritagdes na
pele ou olhos (WINSTON et al, 2000). A exposi¢cdo ocorre principalmente
pela inalagcdo e absor¢cdao cutanea (OSHA, Method 80). A NR-7 aponta como
indicador bioldégico a carboxihemoglobina (COHDb), tendo Valores de
Referéncia (VR) de 1% e Indice Bioldégico Maximo Permitido (IBMP) de
3,5%, ambos os valores se aplicam somente a ndo fumantes. A ACGIH sugere
para o monitoramento do diclorometano a determinag¢do da propria substancia
diretamente em urina, apontando como Indice Bioldégico de Exposi¢do (IBE) o

valor de 300 pg/L.

O reconhecimento de que o diclorometano pode ser metabolizado e
ligado a hemoglobina para formar COHDb, resultando em uma reducao na
capacidade de transporte de oxigénio do sangue (STEWART et al., 1972a, b),
induziu investigacdes sobre risco de doenga cardiaca isquémica e outros
efeitos cardiovasculares. Pouco se sabe sobre os efeitos neuroldgicos de
longo prazo das exposi¢des cronicas, embora haja estudos que fornegam
alguma evidéncia de aumento da prevaléncia de sintomas neuroldogicos em
trabalhadores com exposi¢cdes médias de 75-100 ppm (CHERRY et al., 1981;
1983) e longas de 100-200 ppm (LASH et al., 1991). A eliminagdo de
diclorometano na urina de seres humanos expostos ¢ geralmente pequena, com
niveis urinarios de diclorometano na ordem de 20-25 ou 65-100 pg/L nas 24
horas apo6s exposicdo por inalagdo de 2 horas a 100 ou 200 ppm,
respectivamente (DIVINCENZO et al., 1972). Hé4 correlagdo direta entre os

niveis urinarios e de exposicdo ao diclorometano (SAKAI et al., 2002).

A metilisobutilcetona (MIBC) ¢ utilizada industrialmente para na
producao de tintas, pesticidas, adesivos, separacao de cera/6leo, acabamento
de couro, revestimento téxtil, como desnaturante para formula¢cdes de etanol e
producdo de antioxidantes de borracha (BRAITHWAITE, 1995). Seus efeitos

toxicos principais incluem irritacdo aos olhos, nariz, garganta e pele, pode
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causar dores de cabeca e nauseas. S3o observados efeitos sobre o figado e
rins. Exposi¢cdes a altas concentragdes podem oferecer risco de vida em
funcdo dos efeitos narcdoticos (OSHA, Method 1004). Nao consta mengao
dessa substancia na NR-7, mas consta na ACGIH, sendo o MIBC monitorado

em urina, com Indice Bioldgico de Exposi¢do (IBE) de 1000 pg/L.

Varios estudos de exposi¢cdes ocupacionais a misturas de vapores de
solventes que incluiram MIBC relataram varios efeitos neurologicos. Reducao
do desempenho neurocomportamental e aumento da prevaléncia de sintomas
neurologicos agudos foram observados entre pintores de estaleiros expostos a
misturas complexas de vapor de solventes quando comparados a um grupo de
controle nao exposto correspondente a idade, sexo, raga e educacgdo
(VALCIUKAS et al., 1985). A deficiéncia em desempenho continuo,
comparacdo de padrdes e memoria padrdo foi relatada em trabalhadores de
fabricacdo de tintas expostos a misturas de solventes que incluiram MIBC

(TSAI et al., 1997).

O tetraidrofurano (THF) ¢ utilizado industrialmente como solvente de
polimeros plasticos, tintas, intermedidrio na producdo de diversas outras
substancias puras ou complexas (combustiveis, vitaminas, hormonios,
medicamentos, inseticidas...etc.). Seus efeitos tdxicos principais estdo
associados ao sistema nervoso central e, especialmente, ao figado. Nao consta
men¢ao dessa substdncia na NR-7, mas consta na ACGIH, sendo o THF

monitorado em urina, com Indice Biolégico de Exposi¢do (IBE) de 2000 pg/L.

A exposi¢ao ao THF ¢ principalmente por inalacdo ou absor¢ao dérmica
no local de trabalho. A exposicdo ndao ocupacional ¢ incomum, mas pode
ocorrer por via inalatoria e oral e pela contamina¢dao do ambiente (ar ¢ dgua)
(NTP, 1998). Ha varios relatos (GARNIER et al., 1989; ALBRECHT et al.,
1987; JUNTUNEN et al., 1984; EDLING, 1982; EMMETT, 1976) de
intoxica¢cdo ocupacional de encanadores, por uso de cola contendo THF. Ong
et al. (1991) sugerem que a expiracdo ¢ uma importante via de excre¢ao para

o THF, juntamente com a eliminag¢do urindria.

O tolueno (TOL) ¢ o mais téxico entre os quatro agentes quimicos

citados e ¢ o que apresenta maior utilizagdo industrial, sendo o principal
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substituinte do benzeno em diversas atividades onde a utilizagdao desse
composto foi proibida. O tolueno ¢ utilizado industrialmente em diversos
segmentos, desde alimentos até combustiveis. E um forte depressor do sistema
nervoso central, conduzindo a confusao mental, perda de coordenagdao motora
e inconsciéncia, podendo em casos de exposicdo aguda conduzir a morte
(OSHA, Method 111). Consta na NR-7, como sendo o seu respectivo
indicador biolégico o Acido Hipurico em urina. O VR ¢é de até 1,5 g/g de
creatinina ¢ o IBMP ¢ de 2,5 g/g de creatinina. A ACGIH sugere para o
monitoramento do tolueno a determina¢do da propria substidncia diretamente
em urina, apontando como Indice Bioldgico de Exposi¢do (IBE) o valor de 30
ng/L. Intensos danos cerebrais sdao descritos em usuarios que cheiraram
cronicamente tolueno ou cola a base de tolueno. (SHERMAN and GUILLERY,
2006; HORMES et al., 1986; HUNNEWELL e MILLER, 1998; KIYOKAWA
et al., 1999; LAZAR et al., 1983; POBLANO et al., 1996; SASA et al., 1978;
TOYONAGA et al., 1989; EHYAI E FREEMON, 1983).

Diversos estudos ocupacionais examinaram os efeitos da exposi¢do ao
tolueno por inalagdo. Os efeitos mais observados sdo os neuroldgicos,
incluindo visdo alterada, tontura, fadiga, dor de cabe¢a e diminui¢do do
desempenho em testes neurocomportamentais. Estudos em seres humanos
mostraram que a maioria do tolueno no corpo ¢ eliminada na urina,
principalmente como metabolito (4cido hipurico) (LOF et al., 1990, 1993;
TURKALL et al., 1991; TARDIF et al., 1992, 1998). Os niveis urinarios de
acido hiptrico sao utilizados como biomarcador de exposi¢dao aguda ao
tolueno (LOWRY, 1987). O tolueno em urina, amostrado no final do turno de
trabalho, apresenta-se como o marcador bioldégico mais apropriado para
exposi¢des mais longas (KAWAI et al., 2008). E possivel correlacionar os
efeitos toxicologicos observados nos casos do uso do tolueno como droga com
os casos de exposi¢do ocupacional, uma vez que os sintomas sejam parecidos
e comparaveis, torna-se viavel extrapolar os efeitos observados nos usudrios

para os casos de exposi¢do aguda ao tolueno.
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1.1. AS TECNICAS DE ANALISE DOS AGENTES QUIMICOS

Para todas as substancias referenciadas na NR-7, também sdo apontadas
as técnicas analiticas aos quais devem ser procedidos os monitoramentos. No
caso das substancias diclorometano e tolueno, as técnicas sdo

respectivamente, espectrometria UV/VIS e cromatografia liquida.

Como A NR-7 nao contempla o monitoramento da metilisobutilcetona e
do tetraidrofurano, covém adotar o preconizado pela ACGIH, de acordo com o
que fora citado anteriormente. Cabendo para ambas as determinagdes a

técnica de cromatografia a gas.

A espectrometria UV/VIS ¢ wuma das técnicas analiticas mais
tradicionais, com aplica¢des que se estendem por todas as areas das ciéncias.
Seu funcionamento ¢ baseado no principio da inducdo de transigdes

eletronicas nas moléculas as quais se querem analisar (SKOOG et al., 2006).

A grande caracteristica de ser aplicavel a varias areas ¢ também o seu
maior ponto fraco, pois suas aplica¢gdes sdo majoritariamente associadas a
determinac¢des  qualitativas e  semi-quantitativas, necessitando de
procedimento diferenciado para determinagdes quantitativas. A aplicacado
dessa técnica para fins quantitativos, requer uma complexa etapa de preparo
de amostra para evitar ou atenuar as interferéncias caracteristicas dessa
técnica analitica de ordem quimica e/ou espectral, geralmente causadas por

substancias concorrentes.

As deficiéncias da espectrometria UV/VIS limitam sua utilizagdo a
matrizes analiticas simples quando analisadas substadncias mais complexas e

no caso de matrizes mais complexas somente substancias simples.

A técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢
bastante utilizada e aplicdvel adequadamente para fins qualitativos, semi-
quantitativos e quantitativos (DONG, 2006; SNYDER and KIRKLAND, 2009).
E baseada na separagio quimica dos componentes de uma dada amostra, a
partir de suas propriedades fisico-quimicas (MEYER, 2004). Essa técnica

também requisita uma etapa de preparo de amostra, como forma de facilitar o
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processo de separacdo quimica, reduzindo o méaximo possivel a quantidade e
diversidade de substdncias potencialmente complicadoras do processo
analitico. A cromatografia liquida permite o isolamento e determinagdo de

substancias contidas nas amostras (McMASTER, 2007).

A técnica de cromatografia a gas (CG) consiste de uma separacdo
quimica dos componentes da amostra em fase gasosa, para tal, a amostra
liquida ¢ injetada no equipamento e¢ vaporizada instantaneamente (SKOOG et
al., 2006; GROB, 2004). Assim como as demais, depende de um tratamento
prévio da amostra com objetivo de eliminar componentes ndo vaporizaveis. O
ponto fraco dessa técnica ¢ a restricdo a aplicacdo em substiancias estaveis
termicamente ¢ o acumulo de residuos, oriundos das amostras, no corpo do

injetor, fazendo com as inje¢cdes ndo sejam uniformes (SKOOG et al., 2006).

Tanto na CLAE quanto na CG ¢ observada a capacidade de efetuar
separacdo e isolamento da substancia de interesse para proceder a analise, no
entanto, nos dois casos ainda incidem os erros provindos das etapas de

manipulacdo e preparo das amostras.

Em todos os casos, os ensaios quimicos sdo severamente impactados
pela complexidade da matriz, analitos e a disponibilizagdo dos mesmos a

analise.

1.2. ANALISES ATRAVES DA TECNICA DE HEADSPACE

Os ensaios quimicos utilizando técnicas de espectrometria UV/VIS,
CLAE e CQG, prescindem de etapas de preparo da amostra. A execucdo dessas
etapas de preparo demandam tempo, exigem um elevado consumo de amostra

e aumentam a possibilidade de erros de no resultado final.

A técnica de CG associada a extragdao de headspace (HS-CG) elimina
perdas observadas com os outros métodos, uma vez que as etapas de preparo
sdo substituidas pela etapa de extracdo por headspace acoplado ao CG (KOLB
e ETTRE, 2006). Essa etapa consiste de pré-evaporagdo e concentracdao dos

analitos na fase gasosa do frasco de headspace. A técnica HS-CG permite

20



eliminar totalmente a injecdo dos residuos oriundos das amostras e concentrar
as substancias de interesse aumentando dessa forma a sensibilidade de

deteccao dessas substancias no instante da analise (KOLB ¢ ETTRE, 2006).

A FIG 1.1 ilustra o mecanismo de deslocamento de particionamento em

fun¢do da temperatura, a favor da fase de vapor.

Solucao Técnica de
direta Evaporagdo completa
= salom o=
B L a
o e e
P .: &'
:'..-.l'. .:'.'r' ‘- = ’
sanels oha s A
I el . ate, L "
UL PR -
Solvente da amostra s s
o Mk ke willecnis Amostra solida ou semi-solida
* Analitos * Analitos
* Componentes nio volateis ¢ Componentes nio volateis

FIG. 1.1 Deslocamento de particionamento (adaptado Perkin Elmer, 1997).

O processo acima ¢ efetuado diretamente no equipamento de headspace,
através do controle dos parametros de temperatura de equilibrio, tempo de
estabilizag¢do, temperatura da linha de transferéncia, pressao introduzida no
vial e volume de injecdo (SKOOG et al., 2002). A otimizagdo desses
parametros ¢ decisiva para minimizar variacdes no procedimento de injecdo
da amostra no cromatografo influindo diretamente nas variagdes do tempo de

retencao e na forma dos picos cromatograficos (HIGSON, 2004).

O funcionamento da extracdo de headspace pode ser descrito em quatro

etapas, da seguinte forma:
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e (Condicionamento térmico — A amostra ¢ introduzida dentro do forno do
equipamento, onde sera aquecida até a temperatura alvo para a

extracao;

e Estabilizacdo — Ao alcancar a temperatura selecionada, a amostra
permanecera até que o particionamento adequado do analito entre as
fases tenha sido alcancado. Essa etapa ¢ de maxima importancia, pois
se associa diretamente com a por¢ao de analito que sera introduzida no

sistema;

e Pressurizacdo — Quando a amostra passa pela fase de estabilizacdo, a
seringa de inje¢cdo ¢ introduzida no vial/ e injeta o proprio gas de
arraste, com objetivo de que este se misture com a fase gasosa e
aumente a pressao interna do vial. Essa etapa garante a uniformidade da

transferéncia de massa gasosa para o cromatografo;

e Descompressao e introducdao no sistema — Imediatamente na seqiiéncia
da pressurizagdo, inicia-se essa etapa, que consiste na ligacao da
seringa de inje¢do com o injetor do cromatdégrafo. A amostra se
expandird pela diferenga de pressdo até o injetor, onde serd carreada
pelo gas de arraste dando inicio ao processo de separagdo na coluna. A
importancia dessa etapa associa-se a velocidade de injecdo, uma
pressdao baixa demais pode representar uma injecdo com atraso, o que
cromatograficamente seria evidenciado através de alargamentos no pico

oriundo do analito.

A técnica HS-CG ja foi utilizada por outros pesquisadores para
determinacdes dessas substancias, porém, de formas isoladas, KAWAI et al.
(2003) utilizaram a técnica para a determinagdao de metilisobutilcetona
(MIBC) e metiletilcetona (MEC) em urina, ONG et al. (1991) determinaram
tetrahidrofurano em wurina, POLI et al. (2005) ¢ NETTO et al. (2008)
utilizaram a técnica Solid-Phase Microextraction (SPME) associada a técnica
de headspace (HS-SPME-CG) para a determinagdo, respectivamente, de

diclorometano e tolueno em urina.
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A técnica de HS-SPME-CG consiste de uma extragcao em fase soélida,
efetuada através da adsor¢cdo dos analitos da amostra em colunas de silica
fundida recorbertas por filmes finos de polimeros (como o polimetilsiloxano,
poliacrilato ou carbowax) e posteriormente submetendo ao headspace ¢
analise cromatografica (PAWLISZYN, 1997; 1999). Essa técnica ¢ um recurso
para purificacdo de amostras e pré-concentracdo dos analitos da amostra,
apresenta no entanto um grande limitacdo associada a seletividade das
substancias analisadas, pois devem possuir propriedades quimicas muito

similares, em fung¢do da fase da coluna utilizada (PAWLISZYN, 1997; 1999).

A técnica de HS-CG apresenta uma grande aplicabilidade e potencial a
ser explorado para o desenvolvimento de métodos de determinag¢ao simultanea
de diversas substancias sem a limitagdo de similaridade quimica, permite
alcancar limites de detec¢do inferiores as demais técnicas e sem manipulacao

direta da amostra.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de um método para a
determinacao simultdneca das substancias diclorometano, metilisobutilcetona,

tetraidrofurano e tolueno em matriz de urina, utilizando a técnica de CG-HS.

Efetuar a validagcdo do método analitico gerando evidéncia estatistica
para cada um dos analitos estudados, propondo um modelo de validacdo para

futuras aplicagdes em matrizes bioldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

As substiancias diclorometano, metilisobutilcetona, tetraidrofurano,
tolueno, fluorbenzeno e metanol, todos de grau UV/HPLC ou equivalente e
oriundos da Sigma-Aldrich; Brasil. Foi utilizada dgua ultrapura, oriunda de

sistema Milli-Q®.

Foram utilizadas micropipetas automaticas da Eppendorf, nos volumes
de 10 a 100 pL, 100 a 1000 pL, 1000 a 10000 pL e suas respectivas ponteiras.
Baldes volumétricos calibrados nos volumes de 50 ¢ 100 mL, termometros
para monitoramento de temperatura ambiente e vials de headspace de volume

total de 20 mL com tampas lacraveis.

3.2. EQUIPAMENTOS

Para a realizacdo dos experimentos analiticos, foram utilizados os
equipamentos descritos a seguir, conjuntamente as suas condi¢des de

operacao.

Foi utilizado um sistema de injecdo por headspace (Turbo Matrix 40
Trap - Perkin Elmer) acoplado a um cromatdégrafo a gas com detector de
ionizacdo em chama (CG-DIC) (Clarus 500 - Perkin Elmer). A coluna
utilizada foi do tipo DB-624 com 60 m de comprimento, 250 um de didmetro
e 1,4 um de filme interno. A FIG 3.1 apresenta um sistema analitico similar

ao utilizado para as determinag¢des no presente trabalho.
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FIG. 3.1 Cromatografo a gas e extrator de headspace (fonte: Perkin Elmer).

3.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO PROPOSTO

3.3.1. METODO CROMATOGRAFICO

Para se definir o perfil cromatogriafico dos analitos de interesse,
preparou-se um padrdo (padrio de desenvolvimento) contendo os quatro
analitos (diclorometano, metilisobutilcetona, tetraidrofurano e tolueno),
Foram pipetados 100 pL de cada um dos analitos para um baldo volumétrico
de 100 mL, contendo 5 mL de Metanol. O balao foi fechado e agitado
manualmente durante aproximadamente 1 minuto e em seqiiéncia avolumou-se
utilizando dgua ultrapura. Em seguida foi submetido a agitagdo magnética por
60 minutos a temperatura de 25°C. As concentracdes finais dos analitos sdo:

1330 mg/L (diclorometano); 802 mg/L (metilisobutilcetona); 889 mg/L
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(tetraidrofurano); 865 mg/L (tolueno). O mesmo procedimento foi realizado
na preparacdo do padrdo interno, constituido apenas do fluorbenzeno na

concentrag¢ao de 1024 mg/L.

Para a determinag¢dao dos parametros cromatograficos foram testadas
diversas condi¢des analiticas, variando-se a programag¢do de aquecimento do
forno, fluxo do géas de arraste (somente o Hélio foi utilizado como gas de
arraste), temperatura do injetor, temperatura do detector e proporcao dos

gases de queima do detector (Hidrogénio e Ar comprimido).

O ponto 6timo do desenvolvimento ¢ a obtencdao de condigdes capazes
de separar adequadamente os analitos permitindo medi¢des sem interferentes

no detector com o menor tempo de analise possivel.

3.3.2. METODO DE HEADSPACE

Para a realizacdo da extracdo de headspace, a amostra original ¢
acondicionada em um frasco fechado que ¢ entdo aquecido até uma
determinada temperatura e os compostos volateis tém o seu particionamento
de equilibrio liquido-gasoso deslocado a favor da fase gasosa. Depois de
algum tempo, o sistema alcanca o equilibrio e os compostos volateis presentes
na fase vapor sdo analisados pela técnica de CG. Ao extrair uma aliquota da
fase vapor, torna-se possivel analisar os compostos volateis sem interferéncia

da matriz ndao volatil (KOLB e ETTRE, 2006).

Para o desenvolvimento desse método de headspace, o padrdo de
desenvolvimento e o padrdo interno foram diluidos, obtendo-se concentragdes
finais dos analitos de: 0,133 mg/L (diclorometano); 0,802 mg/L
(metilisobutilcetona); 0,089 mg/L (tetraidrofurano); 0,086 mg/L (tolueno) e

do padrao interno de 0,102 mg/L (fluorbenzeno).

Foram testadas as variaveis de temperatura de incubacdo, tempo de
incubag¢do, temperatura da agulha, tempo de pressurizacdo, temperatura da

linha de transferéncia, volume de amostra e volume de padrdo interno.
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O ponto 6timo do desenvolvimento ¢ a obtencdao de condigdes capazes
de gerar o maior tamanho de pico, ou seja, maior contagem de area, mantendo

os parametros cromatograficos ja desenvolvidos.

3.3.3. AMOSTRAS DE URINA

Um conjunto de amostras de urina de individuos nao expostos (cedidas
pelo Centro de Tecnologia SENAI — Ambiental. Integrante do Sistema
FIRJAN), previamente descaracterizadas e avaliadas quanto a data de coleta
e forma de estocagem, sendo observado tempo de coleta ndao superior a dois
dias e armazenagem em geladeira, foi misturado e homogeneizado, compondo
0 que pode ser denominado “poo!/”, o volume inicialmente dedicado para os
procedimentos experimentais foi de aproximadamente 500 mL, cabendo a

reproducdo do procedimento de composi¢cdo do “pool”, caso necessario.

O preparo dos padrdoes em matriz de urina foi efetuado nas mesmas
condigdes que os aquosos, substituindo-se somente a dgua ultrapura com 5%
de metanol, pela urina oriunda do “poo/”. O padrdo interno ndo foi preparado

em urina.

3.4. PARAMETROS DE MERITO

A validagdao estatistica do método proposto foi efetuada através do
estudo dos parametros: Faixa de trabalho; Seletividade; Linearidade; Limites

de deteccao e quantificacao (LD e LQ) e Recuperacao.
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3.4.1. FAIXA DE TRABALHO

A seclecao da faixa de trabalho deve estar relacionada diretamente com a
aplicacdo do método. Os valores de referéncia para composi¢cdo da faixa
analitica sdo os Indices de Exposi¢do Bioldgica (IBE) apontados pela ACGIH
(ACGIH, 2010). Os limites de diclorometano, metilisobutilcetona,
tetraidrofurano e tolueno sdo, respectivamente, 300, 1000, 2000 ¢ 30 ug por

litro de urina.

A faixa selecionada deve atender os requisitos desses valores, para que
os resultados possam ser adequadamente comparados e correlacionados com a

toxicidade de cada uma dessas substancias (CHASIN e SALVATORI, 1994).
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3.4.2. SELETIVIDADE

A seletividade foi avaliada através do teste ¢ aplicado aos coeficientes
angulares das curvas analiticas sem matriz e com matriz, para cada curva
sendo consideradas trés replicatas por nivel de concentracdo (LOVELAND,
2011). As equagdes utilizadas encontram-se listadas a seguir e foram

aplicadas a cada analito.

A EQ 3.1 foi utilizada para obtencao do valor de fcalculado © €

representada a seguir:

Teaic = ”:'1 = I:'El
J % . 3 EQ. 3.1
EP

Sxmi Sxz

As equacdes para obtencdao do Erro Padrdao (EP, EQ 3.2), das varidveis
“Sxx” (EQ 3.3) e do Desvio Padrio do Residuo (DPR, EQ 3.4) estdo

representadas a seguir:

EP = | GL1(DPR1)?+ Glz (DPRz)? EQ. 3.2
GL1 + Glz
Sxx=7" (x; —x)° EQ.3.3

EQ 3.4

Onde:

GL = Graus de liberdade do residuo (n — 2).
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As hipdteses associadas ao teste ¢, neste caso, referem-se a igualdade
ou nao dos coeficientes angulares, o teste serd avaliado através da
comparag¢ao entre os valores de fcajculado € ftabelado- O valor de tiaperado utilizado
como referencial comparativo ¢ 2,160 sendo oriundo da tabela ¢-student, com
distribui¢do normal e bicaudal para 13 graus de liberdade em um intervalo de

confianca de 95% (BUSSAB e MORETTIN, 2004).

3.4.3. LINEARIDADE

A linearidade ¢ obtida por calibracdao analitica, onde se efetuam leituras
de padrdes de concentracdo conhecida, atribuindo-se valores de resposta
correlacionados a valores de concentragdo, dessa forma ¢ possivel a adocdo de
um modelo matematico capaz de expressar a relacdo da concentracdo com a
resposta medida (VIEIRA e LICHTIG, 2004). O modelo adequado para essa

correlagdo ¢ a regressdo linear, ¢ descrito a seguir:

Area = b.C+a EQ.3.5

Onde:

Area = Resposta medida (area do analito / area do padrio interno);
C = Concentragcdo em pg/L;

a = Coeficiente linear.

b = Coeficiente angular.

Os residuos foram verificados quanto as suas varidncias por nivel de
concentragdao e quantidade de replicatas. O teste C de Cochran foi utilizado
para essa avaliagdo. O teste consiste no estudo da homogeneidade das
varidncias, considerando as hipoteses: homogénea e nao homogénea
(homocedastica e heterocedastica), através da comparacdo de valores

calculados com valores criticos tabelados (COCHRAN, 1941).
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A EQ 3.6 apresenta o calculo para a obtencdo de C., . para comparagao

com o valor critico Ciap.

Cealc = S%max

52 EQ. 3.6

Onde:
S?max = Maior variancia entre todo o grupo amostral.

> s? = Somatorio de todas as variancias do grupo amostral.

O valor de referéncia para a avaliagdo, o Ciapelado, ¢ Obtido através de
cruzamento de dados da curva analitica na tabela de Cochran. Os parametros
utilizados no cruzamento de dados da tabela sdo o numero de niveis de
concentragdo da curva “l1” sendo igual a 5 e o nimero de replicatas por nivel

13 2

de concentracdao “n” sendo igual a 3, o valor de Cispelado ¢ igual a 0,6838.

(COCHRAN, 1941).
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3.4.4. LIMITES DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

No presente estudo, foi utilizado o método do desvio padrdo para a
determinacdo dos limites de detec¢dao (LD) e quantificagdo (LQ)
(BRENDOLAN, 2010). O método consiste na utilizagdo do desvio padrao e do
coeficiente angular de acordo com as EQ 3.7 e 3.8, respectivamente para LD e
LQ. O desvio padrdao foi obtido de sete replicatas do ponto mais baixo da
curva analitica e o coeficiente angular foi aproveitado da curva utilizada no

estudo de linearidade.

LD=3s EQ. 3.7
S

LQ =105 EQ. 3.8
S

Onde:
s = Desvio padrdo da resposta.

S = Coeficiente angular da curva analitica.

3.4.5. RECUPERACAO

Experimentalmente, a recuperacao foi feita a partir de amostras
fortificadas com concentragdes conhecidas nas faixas baixa, média e alta da
curva analitica, respectivamente, niveis 1, 3 e 5. A recuperacao representa o
estudo do comportamento do sistema analitico frente a amostras fortificadas
com concentragdes conhecidas do analito alvo. A limitacao deste

procedimento ¢ a de que o analito adicionado ndao estar necessariamente na
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mesma forma que a encontrada na amostra. A EQ 3.9 apresenta o calculo

utilizado para obtencdo dos valores de recuperacdo (CAUSON, 1997).

;,—C
Recuperagéo (%) =[%]xl{]ﬂ EQ. 3.9
3

Onde:
C, = Concentracao do analito na leitura da amostra fortificada;

C, = Concentracao do analito na leitura do branco;

C; = Concentragdo teorica de fortificacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des apresentadas nesse segmento foram as melhores obtidas
no percurso da otimizagdo do método. E os demais dados relacionados aos
preparos dos padrdes foram produto de calculo, levando-se em consideracao
as propriedades fisico-quimicas das substancias de interesse e as
concentragdes finais compativeis aos valores de referéncia apontados pelo
indice Biolégico de Exposi¢do (IBE), todas as informagdes estdo contidas na

TAB. 1.1.

De acordo com o citado anteriormente, os padrdes foram preparados
levando-se em consideragdo as respectivas densidades a 25°C, para tal, todas
as substancias e materiais utilizados foram acondicionados e manipulados em
ambiente de temperatura controlada de 25°C. Todos os materiais volumétricos
utilizados passaram pela devida calibracdo e avaliacdo de enquadramento nos

termos da ISO 17025.

4.1. CONDICOES ANALITICAS

4.1.1. PREPARO DOS PADROES E AMOSTRAS

Como detalhado no item 3.4.1 (Faixa de trabalho), os Indices
Biologicos de Exposicao (IBE) sdao especificos e caracteristicos de cada
substancia e sdo a referéncia para as faixas de trabalho utilizadas para cada

substancia.

A composi¢ao dos padrdoes se deu em cinco etapas: (i) preparo da
solu¢do estoque dos analitos; (ii) preparo da solugdo estoque do padrao
interno; (iii) preparo da solucdo intermediaria dos analitos, (iv) preparo da

solucdo intermediaria do padrdo interno e (v) preparo da curva analitica.
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Preparo da solucdo estoque dos analitos (solugdo 1A): Efetuou-se de
acordo com a TAB 4.1, utilizando como solvente uma solu¢do aquosa de
metanol (grau espectroscopico ou grau de pureza equivalente) 5%. Cada

analito foi aliquotado a partir da substancia pura.

TAB. 4.1 Preparo da solug¢do estoque de analitos (Solucdo 1A).

Substiancia Volume adicionado Volume Final Concentracao
(mL) (mL) (mg/L)
DCM 0,188 5000
MIBC 0,935 15000
50
THF 1,687 30000
TOL 0,028 500

Preparo da solugdao estoque de padrao interno (solugcdo 2A): Efetuou-se
de acordo com a TAB 4.2, utilizando como solvente uma solu¢do aquosa de
metanol (grau espectroscopico ou grau de pureza equivalente) 5%. Duas

formas de preparo foram apresentadas.

TAB. 4.2 Preparo da solu¢do estoque de padrao interno (Solucao 2A).

Substancia Volume adicionado Volume Final Concentracao
(mL) (mL) (mg/L)
0,024 50
Fluorbenzeno 500
0,048 100

Preparo das solugdes intermedidrias de analitos e padrdo interno
(solugdes 1B e 2B): As solugdes 1A e 2A foram diluidas 100 vezes em dgua

ultrapura contendo 5% de metanol, dando origem, respectivamente, as
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solucdes intermediarias 1B e 2B. A TAB 4.3 lista as concentra¢des finais

obtidas apds a diluigdo.

TAB. 4.3 Concentragoes das solu¢des intermediarias 1B e 2B.

Concentracao Concentracao
Solucao Substancia
(mg/L) (ng/L)
DCM 50 50000
MIBC 150 150000
1B
THF 300 300 000
TOL 5 5000
2B Fluorbenzeno 5 5000

A curva analitica foi elaborada através da dilui¢ao da solug¢ao 1B em
agua ultrapura contendo 5% de metanol, em baldo volumétrico de 50 mL. A
TAB 4.4 lista os volumes adicionados a cada nivel da curva e as

concentragdes finais de cada analito.

TAB. 4.4 Concentragdes para a curva analitica.

Volume Concentracio final (ng/L)
Nivel adicionado
(mL) DCM MIBC THF TOL
1 0,150 150 450 900 15
2 0,300 300 900 1800 30
3 0,450 450 1350 2700 45
4 0,600 600 1800 3600 60
5 0,750 750 2250 4500 75
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Uma vez que os padrdoes de composi¢do da curva analitica estejam
estabelecidos, devem ser preparados de forma equiparada as amostras, com
objetivo de igualar os fatores contribuintes da incerteza. Para que os padroes
sejam passiveis de comparagao com as amostras, devem passar por pelos

mesmos procedimentos de preparo (SKOOG et al., 2006).

O preparo das amostras consistiu na retirada de uma aliquota de 8 mL
da urina, para um frasco especifico de headspace, seguida da adicdo de 1 mL
da solucdo intermediaria de padrao interno (Soluc¢dao 2B) e selamento imediato

do frasco.

A FIG 4.1 apresenta um fluxograma de preparo dos padrdes, desde as
substancias puras até os padrdes prontos para extracdo e leitura, para

aquisicao no sinal e composicao da curva analitica.

DA MIBC TOL
0123mL | 0,335mL D.0ZBmL
\
\

Solugdo 1A
50mL
Diluicdo de 100 vezes

Fluorbenzeno
0.024 mL

Solucdo 1B

0,150 mL 0,750 mi

Lilukdo de 100 vezes

Nivel 4 Mivel 5
50mL SOmL

Mivel 1
S0mlL

EmL

FIG. 4.1 Fluxograma de preparo dos padrodes.
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4.1.2. CONDICOES DOS EQUIPAMENTOS

Utilizando os equipamentos apresentados no item 3.2 do presente
trabalho, serdo apresentadas agora as respectivas condigdes de operacio,
obtidas experimentalmente e consideradas Otimas para a devida aplicagdo
analitica. A TAB 4.5 apresenta as condi¢cdes analiticas do equipamento

extrator de headspace Turbo Matrix 40 Trap.

TAB. 4.5 Condig¢des utilizadas para a extracdo headspace.

Condicoes Variaveis
Temperatura de incubacgao 80°C
Tempo de incubacido 60 minutos
Temperatura da agulha 200°C
Tempo de pressurizagao I minuto
Temperatura da transfer line 150°C

As condi¢des do cromatografo a gas relacionam-se ao controle das
regides aquecidas e do fluxo do gas de arraste, serdo apresentadas em

seqiiéncia.

A temperatura do injetor foi ajustada em 200°C, utilizando /liner
(cAmara de vaporizacdo) especifico para inje¢cdes de headspace, podendo
também ser utilizado um liner do tipo splitless (sem divisdo) sem alteragdes
consideraveis na introducdo do sistema. O detector (DIC) foi ajustado em
220°C, mantendo a proporcdo dos gases de queima do detector de 1:10,

respectivamente, H, e ar comprimido.

O programa de aquecimento do forno inicia 45 °C por 5,5 min,

ascendendo a uma taxa de 15 °C/min até 140 °C, onde permaneceu por 4 min
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e posteriormente ascendeu a taxa de 40 °C/min até 200 °C, finalizando a etapa
de separacdo cromatografica e iniciando a limpeza da coluna, sob uma taxa de
100 °C/min até 240 °C e mantendo-se nesta temperatura durante 2 min. A FIG

4.2 apresenta o programa de aquecimento do forno.

300

200 /

/-
o

Temperatura (°C)
=
w1
o

50
0
0 5 10 15 20 25

Tempo (minutos)

FIG. 4.2 Programacao de temperatura do forno.

O gas de arraste utilizado foi He, sendo controlado através do fluxo,
iniciando com um fluxo de 1,4 mL/min durante 17 min, seguido por um
aumento a taxa de 100 mL/min até 1,8 mL/min,. A FIG 4.3 apresenta o fluxo

do gés de arraste durante a corrida cromatografica.

Fluxo (mL/min)
[EnY
ko)

0 5 10 15 20 25
Tempo (minutos)

FIG. 4.3 Programacao de fluxo de gas de arraste.
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A TAB 4.6 apresenta as configuragcdes do cromatdgrafo a gas, de forma

condensada.

TAB. 4.6 Configura¢gdes do cromatdgrafo a gés.
Condicoes Variaveis
Programa do Forno 45°C por 5,5 min

15°C/min até 140°C
140°C por 4,0 min
40°C/min até 200°C
100°C/min até 240°C
240°C por 2,0 min
Tempo de corrida 20 minutos
Temperatura do injetor 200°C
Modo de controle Fluxo
Programa de fluxo 1,4 mL/min por 17 min
100 mL/min até 1,8mL/min
Temperatura do detector 220°C
Fluxo de H, 45 mL/min
Fluxo de Ar comprimido 450 mL/min
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A FIG 4.4 apresenta o perfil de cromatograma de uma amostra de urina
fortificada pelos analitos a uma concentracdo equivalente ao nivel 3 da curva

analitica. A TAB 4.7 apresenta os tempos de retencdo de cada substancia.

THF

140 r

120 -

100 |

©
o
I
MIBC

Response (mV)
2)}
o

40 |

Fluorbenzeno

20 ;\‘J \&r

10 15 20
Time (min)

il =
%DCM
— TOL

FIG. 4.4 Perfil de cromatograma de uma amostra de urina fortificada.

TAB. 4.7 Tempos de Retengdo dos analitos

Analito Tempos de Retencio
Diclorometano 7,441
Tetraidrofurano 9,699

Fluorbenzeno (Padrdo Interno) 10,813
Metilisobutilcetona 12,528
Tolueno 12,823
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Uma caracteristica importante do método desenvolvido ¢ o alto nivel de
automatizacdo do processo de preparo das amostras. Fontes de incerteza
oriundas de operagdes manuais sao consideradas de grande desvio, em
contrapartida, a automatizagdo do processo de extragdo permite que a
incerteza originada seja dispersa uniformemente entre todas as leituras, sendo
representada no estudo da repetibilidade, como sera apresentado

posteriormente (PIMENTEL et al., 2008).

O que fundamenta a busca pela reducdo das operagdes manuais € o
proprio conceito de erro sistematico (SKOOG et al., 2006), onde predominam

trés tipos: erros instrumentais, de método e pessoais (ou de operacgdo).

A automatizag¢do do processo visa o deslocamento das fontes de erro a
favor de erros sistematicos instrumentais, os quais podem ser facilmente
transpostos. Os erros de método sempre estardo presentes, no entanto, esse
tipo de erro associa-se com os erros instrumentais e pessoais. Quando
associados a erros instrumentais, sdo beneficiados pela sua constancia, ja
quando associados aos erros pessoais, sao praticamente indeterminaveis, uma
vez que as fontes e intensidades do erro de origem pessoal tendem a

aleatoriedade (NETO et al., 2002).

4.2. VALIDACAO ANALITICA

4.2.1. FAIXA DE TRABALHO

Os IBE dos analitos foram apresentados em etapas anteriores e esses

mesmos valores serviram de referencial para sele¢do da faixa de trabalho.

Os valores apontados no IBE sdao associados a toxicologia especifica de
cada substancia, uma vez que cada substancia possui um efeito diferente
(ACGIH, 2010). Por esse mesmo motivo, cada analito possui uma faixa
analitica diferente. A TAB 4.8 apresenta as curvas analiticas de cada analito

estudado.
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TAB. 4.8 Faixas de trabalho em pg/L.

Metilisobutil
Nivel Diclorometano Tetraidrofurano Tolueno
cetona
1 150 450 900 15
2 300 900 1800 30
3 450 1350 2700 45
4 600 1800 3600 60
5 750 2250 4500 75

4.2.2. SELETIVIDADE

Foi utilizada a regressdo linear para obtencdo dos valores dos
coeficientes angulares (VIEIRA e LICHTIG, 2004). A comparacdao entre o0s
coeficientes angulares foi realizada assumindo-se como hipotese a igualdade
entre os valores obtidos nas curvas sem matriz e com matriz, ou seja, by = bs.
Os coeficientes angulares indicam a inclinagdo das retas, valores
estatisticamente equivalentes de coeficiente angular indicam igualdade entre

as capacidades de resposta dos analitos sem matriz e com matriz.

Os dados brutos de cada analito sdao apresentados nos tdépicos a seguir,
separadamente, mostrando os valores os quais serdo aplicados nas equacdes

mencionadas no item 3.4.2.

A seqiiéncia de disposicdo dos dados visa atender a gerag¢do das
variaveis necessarias para o calculo da EQ 3.1, que ¢ a principal equagdo para
o teste de hipotese proposto. As equagdes subseqiientes se referem as

variaveis contidas na equacgdo principal.

Sendo assim, a seqiiéncia de exposi¢cdo dos dados da seletividade segue

a ordem:
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e Listagem dos dados brutos oriundos diretamente de leitura instrumental
e sua conversao a dados refinados;

e Avaliacao das curvas analiticas geradas para checagem da viabilidade
dos dados para testes comparativos;

e Obtencgdao dos coeficientes angular e linear das curvas, para utilizacao
nos calculos de Desvio Padrao dos Residuos (DPR);

e C(alculo dos valores de DPR; (curva sem matriz) ¢ DPR; (curva com
matriz) e consideracdes sobre os valores encontrados;

e Obtenc¢do dos valores de Erro Padrdao (EP), através da aplicagdo da EQ.
3.2 utilizando os valores obtidos de DPR; ¢ DPR,, oriundos da EQ. 3.4;

e Obtenc¢do dos valores de Sxx, através da aplicacao da EQ. 3.3;

e Obten¢do dos valores de tc,., através da aplicacdo da EQ. 3.1 em
conjunto com as variaveis ja obtidas.

e Efetiva comparacao entre os valores de t., obtidos e o valor de tip €

avaliacdo do comportamento de influéncia da matriz.

As tabelas contendo os valores brutos instrumentais e os valores para
construcdo da curva analitica (eixos X e Y) fornecerdo também os dados
necessarios para os calculos do Desvio Padrdo do Residuo (DPR), Erro Padrao

(EP) e Sxx.

Para a realizagdo da avaliacdo da seletividade, se faz necessaria a
confirmagdao sobre as condigdes da matriz. O melhor quadro ¢ a
disponibilidade da matriz livre das substdncias de interesse, caso essa
condicdo ndo seja vidvel, outros mecanismos devem ser empenhados para

viabilizar as comparacdes.

A matriz passou pelo procedimento analitico como uma amostra normal,
ndo apresentando identificacdo positiva para nenhuma das substidncias de
interesse. O resultado analitico da matriz serve como um branco para todas as

etapas do processo de validagao.
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4.2.2.1. DICLOROMETANO

A TAB 4.9 apresenta os dados brutos obtidos através da integracao das
areas do analito e do padrdo interno e a respectiva conversao em eixo Y

(razdo entre as areas do analito e padrao interno).

TAB. 4.9 Dados das curvas do diclorometano.

Curva sem matriz Curva com matriz
Concentragao Area do Area Razdo entre Area do Area Razdo entre

(ne/L) analito do PI as areas analito do PI as areas

(SA) (SPI) (SA/SPI) (SA) (SPI) (SA/SPI)
150 4972 2797 1,78 4867 2639 1,84
150 4934 2616 1,89 4965 2798 1,77
150 5146 2620 1,96 4826 2600 1,86
300 9191 2754 3,34 9521 2763 3,45
300 9508 2706 3,51 9458 2786 3,39
300 9573 2652 3,61 9502 2646 3,59
450 13575 2735 4,96 14175 2692 5,27
450 14493 2642 5,49 13950 2761 5,05
450 14565 2718 5,36 14178 2610 5,43
600 19199 2631 7,30 19041 2708 7,03
600 18986 2724 6,97 18915 2655 7,12
600 18925 2607 7,26 19004 2608 7,29
750 24445 2645 9,24 25388 2676 9,49
750 24780 2694 9,20 25473 2791 9,13
750 24298 2654 9,16 25346 2772 9,14
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A TAB 4.10 lista os coeficientes angular, linear e de correlagdo linear

ao quadrado, obtidos a partir dos dados apresentados na TAB 4.9.

TAB. 4.10 Coeficientes das curvas analiticas do diclorometano.

Curva analitica com

Parametro Curva analitica sem matriz
matriz
Coef. Angular 0,012223 0,012351
Coef. Linear -0,098839 -0,167285
R? 0,995404 0,995714

O primeiro indicativo de resultados que corroboram a hipotese de ndo
interferéncia da matriz na quantificagdo pode ser visto diretamente através
dos coeficientes das curvas. No caso do diclorometano, os coeficientes
angulares 0,0122 e 0,0123 sdo equivalentes em ordem, garantindo também
igualdade nas capacidades de resposta de cada curva. A mesma similaridade

também ¢é observada nos coeficientes de correlacdo linear ao quadrado.

Os resultados obtidos nos coeficientes das curvas, iguais em termos de
ordem, corroboram a inexisténcia de substancias quimicas presentes na urina
capazes de induzir perturbagdo quimica no comportamento extrativo do

diclorometano.

E possivel visualizar a similaridade das curvas graficamente, através da
sobreposicao das curvas geradas. A FIG 4.5 apresenta as duas curvas

analiticas, sem matriz e com matriz de urina.

No presente caso, para o diclorometano, a similaridade das curvas ¢ tdo
grande que se torna consideravelmente dificil distinguir qual ¢ a curva sem
matriz € a curva com matriz, somente observando os coeficientes das curvas

se faz possivel efetuar essa identificagao.
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FIG. 4.5 Curvas analiticas do diclorometano.

Utilizando os valores da TAB 4.9 (coluna “Razao entre as areas
(SA/SPI)”) e os coeficientes das curvas apresentados na TAB 4.10, reunimos
os dados para a aplicacdo na EQ 3.4 (Desvio Padrao do Residuo, DPR), sendo
considerado como residuo a diferen¢a entre os valores de Y experimentais (y;)

e Y tedricos (), oriundos dos coeficientes angular e linear.

A EQ 3.4, aplicada as curvas sem matriz € com matriz prové os

resultados, respectivamente para o DPR; e DPR,.

Para o diclorometano, observam-se os valores de DPR;= 0,18925 e
DPR,= 0,18465. Sua similaridade em termos de ordem permite uma avaliagdo
parcial sobre o progresso da argumentacao estatistica empregada, ou seja, a
observacdo de valores intermedidrios permite a estimativa dos resultados

finais.

O valor de Erro Padrao (EP) calculado através da EQ. 3.2 representa
uma correlagao entre os desvios observados nas curvas sem matriz € com
matriz, para que posteriormente seja viabilizada a comparacdo entre os

coeficientes angulares pela EQ. 3.1.

Aplicando a EQ. 3.2, utilizando os dados obtidos de DPR; ¢ DPR; ¢
assumindo que GL; = GL, = 13, obtém-se EP = 0,69472. Esse numero reflete
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o distanciamento entre os valores obtidos e a média originada pelo conjunto
desses valores. O erro padrdo aponta o intervalo a partir da média (sendo a
média o ponto central), podendo ser expresso até em termos percentuais. Este
numero indica o grau de precisdo, ou seja, a proximidade entre os valores
obtidos e a respectiva média. A sua dimensdo ou ordem apresenta

proporcionalidade a média (LUNET et al., 2006).

Tratando agora da obtencdao dos valores de Sxx, efetuada a partir da
aplicacao da EQ. 3.3. Assume-se que, a partir da anélise do significado fisico
das variaveis estatisticas, que os valores de Sxx; e Sxx; podem ser diferentes,
no caso de uma comparagdo entre faixas analiticas diferentes, ou seja, esse
fator permite uma corre¢do e/ou adequacao entre as faixas de trabalho, para

que seja possivel efetuar a comparacao.

No entanto, esse tipo de comparagdo ¢ consideravelmente complicado,
pois muitos fatores sofrem alteracdes severas, em especial os pardmetros da
curva, para os quais podem ser evidenciados coeficientes angulares

diferentes, tornando a comparag¢ao entre as curvas estatisticamente incoerente.

No presente caso, para o diclorometano, os valores de Sxx sdo
equivalentes, em funcdo de a comparacdo efetuada compreender a mesma

faixa de trabalho nas duas curvas analiticas.

Utilizando a EQ. 3.3, substituindo os dados apresentados na TAB 4.9
(coluna concentragdao (ug/L)), obtém-se Sxx = 675000. O valor remete ao
ponto central e a amplitude total da curva. Da mesma forma, valores
diferentes indicam incomparabilidade estatistica entre as curvas, por

possuirem pontos centrais e amplitudes ndao compativeis (DEAN e VOSS,

1999).

Utilizando a EQ. 3.1 em conjunto com as varidveis que foram obtidas
nas etapas anteriores, ¢ possivel a obtencdo do valor de t.,., para efetiva

comparacdo com O tiabelado-

O tcalc apresenta valor de -0,1071, sendo inferior portanto, ao valor de
referéncia que ¢ de 2,160. Como discutido anteriormente, o valor de

referéncia é oriundo da tabela ¢-Student, assumindo n= 13 e intervalo de
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confianca de 95% para distribui¢do normal e bicaudal. Na presente situacgdo, a
obten¢do de um valor de tg,. inferior ao tp significa a igualdade estatistica
entre os coeficientes angulares com um nivel de confianca de 95%. A

comparacao é feita assumindo-se que -© < teac < tp (LOVELAND, 2011).

A equivaléncia entre os coeficientes angulares indica que ndo existem
diferencas consideraveis entre as quantificagdes efetuadas nos padrdes em
dgua e diretamente nas amostras, permitindo a composi¢ao da curva analitica

e equacionamento direto das amostras.

Embora a argumentacdo estatistica esteja em destaque, ¢ importante
considerarmos que a mesma ¢ simplesmente uma ferramenta de
dimensionamento de desempenho do método. Os resultados expressam
matematicamente o comportamento fisico-quimico do método analitico
desenvolvido, ou seja, a obtencdo de valores coesos estatisticamente se deve

ao controle e precisdo alcangados nos procedimentos analiticos.
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4.2.2.2. METILISOBUTILCETONA

A TAB 4.11, lista os dados brutos obtidos através da integracdo das
areas do analito metilisobutilcetona (MIBC) e do padriao interno e a
respectiva conversdo em eixo Y (razdo entre as areas do analito e padrdo

interno) para composi¢do das curvas analiticas.

TAB. 4.11 Dados das curvas da metilisobutilcetona.

Curva sem matriz Curva com matriz
Concentragao Area do Area Razdo entre Area do Area Razdo entre

(ne/L) analito do PI as areas analito do PI as areas

(SA) (SPI) (SA/SPI) (SA) (SPI) (SA/SPI)
450 2913 2797 1,04 3021 2639 1,14
450 2968 2616 1,13 3032 2798 1,08
450 3009 2620 1,15 2979 2600 1,15
900 5562 2754 2,02 5763 2763 2,09
900 5758 2706 2,13 5694 2786 2,04
900 5780 2652 2,18 5823 2646 2,20
1350 8540 2735 3,12 8505 2692 3,16
1350 8813 2642 3,34 8357 2761 3,03
1350 8930 2718 3,29 8667 2610 3,32
1800 11645 2631 4,43 11526 2708 4,26
1800 11653 2724 4,28 11389 2655 4,29
1800 11928 2607 4,58 11646 2608 4,47
2250 14471 2645 5,47 14696 2676 5,49
2250 14507 2694 5,38 14769 2791 5,29
2250 14449 2654 5,44 14585 2772 5,26
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A TAB 4.12 lista os coeficientes angular, linear e de correlacdao linear

ao quadrado, obtidas a partir das curvas analiticas apresentadas.

TAB. 4.12 Coeficientes das curvas analiticas da metilisobutilcetona.

Parametro Curva analitica sem matriz Curva analitica com matriz

Coef. Angular 0,002437 0,002372
Coef. Linear -0,025405 0,015572
R? 0,996603 0,995890

Como discutido anteriormente, ressalta-se a importadncia de avaliar
inicialmente os pardmetros obtidos nas curvas analiticas, para a MIBC. Os
coeficientes angulares 0,0024 e 0,0023, sdo considerados de mesma ordem,
assim como os fatores de correlagdao linear. Esses valores sdo os primeiros

indicativos de similaridade entre as curvas comparadas.

A FIG. 4.6 apresenta as duas curvas da metilisobutilcetona, para que

sejam avaliadas graficamente.
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FIG. 4.6 Curvas analiticas da metilisobutilcetona.
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Os valores de DPR; e DPR; sdo, respectivamente, 0,09728 ¢ 0,10417,
apresentam a mesma ordem de grandeza e permitem a expectativa de
aplicabilidade para o calculo do erro padrao (EP), assim como observado para

o diclorometano.

Aplicando a EQ. 3.2, utilizando os dados obtidos de DPR; e DPR; ¢
assumindo GL; = GL, = 13, obtém-se EP = 0,35840.

Os valores de Sxx; e Sxx; sdo equivalentes, em fun¢do da comparacao
efetuada compreender a mesma faixa de trabalho nas duas curvas analiticas.
Utilizando a EQ 3.3, substituindo os dados listados na TAB 4.11, obtém-se
Sxx = 6075000.

Utilizando a EQ 3.1 em conjunto com as varidveis obtidas nas etapas

anteriores, ¢ possivel a obtencdo do valor de tc,., para comparagdao com o

ttabelado-

A metilisobutilcetona apresentou resultados em conformidade com a
argumentagdo estatistica nas etapas anteriores, para os coeficientes angulares
e valores de desvio padrao dos residuos permitindo que a hipotese de

interesse seja comprovada.

Foi obtido o valor de tcac= 0,3173 e, de acordo com a comparagdo -0 <
0,3173 < 2,160, evidencia-se que a hipotese de equivaléncia estatistica entre
os coeficientes angulares ¢ mantida. Sendo assim, torna-se possivel assumir a

ndo interferéncia da matriz na capacidade de resposta do presente analito.
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4.2.2.3. TETRAIDROFURANO

A TAB 4.13, lista os dados brutos obtidos através da integracdo das
areas do analito tetraidrofurano (THF) e do padrdo interno e a respectiva
conversdo em eixo Y (razdo entre as areas do analito e padrdo interno) para

composi¢cdo da curva analitica.

TAB. 4.13 Dados das curvas do tetraidrofurano.

Curva sem matriz Curva com matriz
Concentragao Area do Area Razdo entre Area do Area Razdo entre

(ne/L) analito do PI as areas analito do PI as areas

(SA) (SPI) (SA/SPI) (SA) (SPI) (SA/SPI)
900 6321 2797 2,26 7340 2639 2,78
900 6408 2616 2,45 7338 2798 2,62
900 6636 2620 2,53 7210 2600 2,77
1800 11904 2754 4,32 13999 2763 5,07
1800 12537 2706 4,63 13695 2786 4,92
1800 12506 2652 4,72 14081 2646 5,32
2700 18585 2735 6,80 20658 2692 7,67
2700 19209 2642 7,27 20052 2761 7,26
2700 19523 2718 7,18 20953 2610 8,03
3600 25334 2631 9,63 27998 2708 10,34
3600 25281 2724 9,28 27390 2655 10,32
3600 26107 2607 10,01 28163 2608 10,80
4500 31199 2645 11,80 17723 2676 13,25
4500 32265 2694 11,98 35648 2791 12,77
4500 31525 2654 11,88 35413 2772 12,78
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A TAB 4.14 lista os coeficientes angular, linear e de correlacdo linear

ao quadrado, obtidos a partir das curvas analiticas apresentadas.

TAB. 4.14 Coeficientes das curvas analiticas do tetraidrofurano.

Parametro Curva analitica sem matriz Curva analitica com matriz

Coef. Angular 0,00267 0,00267
Coef. Linear -0,09108 0,32120
R? 0,99599 0,99324

Para o  tetraidrofurano, observam-se  coeficientes angulares

equivalentes, apontando uma boa perspectiva analitica, j4 que se trata da
principal varidvel observada. A diferen¢a observada nos coeficientes lineares
¢ originada pela influéncia da matriz sobre o processo de extragdao de
headspace, o analito tem sua extratividade acentuada. Embora visivel
graficamente, essa diferenca ¢ estatisticamente desprezivel, como sera

observado posteriormente.

A FIG 4.7 apresenta as curvas do tetraidrofurano.

14,00
)
£
g 12,00
o
AT
= 10,00 ——Linear
[
o (Curva sem
3 z 8,00 matriz)
2L
& < 600 _
~=— ——Linear
£ 400 (Curva
g com
‘é 2,00 matriz)
o
(5]
&’ 0,00

0 900 1800 2700 3600 4500 5400
Concentragdo em pg/L

FIG. 4.7 Curvas analiticas do tetraidrofurano.
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Para o tetraidrofurano, os valores de DPR; e DPR, sio,
respectivamente, 0,23154 ¢ 0,30166. Apresentam diferenga em ordem, neste
caso, torna-se pouco previsivel o resultado obtido para tc,.. A diferenca
observada nos valores de DPR reflete a diferenca dos coeficientes lineares,
essas diferencas ainda ndo sdo capazes de prover uma influéncia

estatisticamente relevante no processo analitico.

Aplicando a EQ 3.2, utilizando os dados obtidos de DPR; e DPR; ¢
assumindo que GL; = GL, = 13, obtém-se EP = 0,86164.

As faixas de trabalho das duas curvas analiticas sdo equivalentes, assim

como nos demais casos, logo s6 ha um valor de Sxx.

Utilizando a EQ 3.3 e substituindo os dados apresentados na TAB. 4.13,
obtém-se Sxx = 24300000. O valor apresenta proporcionalidade em relagao
aos niveis de concentragdo estudados e apresenta-se dentro do esperado para o

argumento estatistico, tal como os demais analitos estudados.

Utilizando a EQ 3.1 em conjunto com as variaveis obtidas nas etapas
anteriores, torna-se possivel a obtencdo do valor de f¢..ic, para comparagdo

com ftabelado-

O valor de f¢4c obtido para o tetraidrofurano ¢ de - 0,0172, seguindo na
comparagao com fyp, tém-se -0 < -0,0172 < 2,160, evidenciando portanto, a
igualdade entre os coeficientes angulares, dentro dos termos de comparacgdo e

intervalo de confianga.

Embora os valores dos coeficientes lineares e dos DPR, intermediarios
para obtencdo de f.,ic, tenham apresentado diferencas consideraveis, constata-
se, ao final do calculo, que essas diferencas nao sao estatisticamente

expressivas sobre a comparac¢ao entre os coeficientes angulares.

Mesmo considerando uma possivel diferenca entre os ambientes
quimicos comparados durante a etapa de extracdo, podemos assumir que o
efeito observado ¢ analiticamente desprezivel, ndo comprometendo assim a
capacidade de resposta para a deteccdo e quantificacdo do tetraidrofurano,

dentro da faixa estudada.
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4.2.2.4. TOLUENO

A TAB 4.15 apresenta os dados brutos obtidos através da integragdo das
areas do analito tolueno (TOL) e do padrdo interno e a respectiva conversao
em eixo Y (razdo entre as areas do analito e padrdo interno) para composicao

da curva analitica.

TAB. 4.15 Dados das curvas do tolueno.

Curva sem matriz Curva com matriz
Concentragao Area do Area Razdo entre Area do Area Razdo entre

(ne/L) analito do PI as areas analito do PI as areas

(SA) (SPI) (SA/SPI) (SA) (SPI) (SA/SPI)
15 67 2797 0,0240 70 2639 0,0266
15 64 2616 0,0243 71 2798 0,0254
15 63 2620 0,0242 73 2600 0,0280
30 129 2754 0,0470 130 2763 0,0469
30 142 2706 0,0525 133 2786 0,0479
30 146 2652 0,0550 131 2646 0,0495
45 199 2735 0,0727 189 2692 0,0702
45 209 2642 0,0791 196 2761 0,0709
45 201 2718 0,0740 189 2610 0,0724
60 268 2631 0,1017 259 2708 0,0957
60 262 2724 0,0961 267 2655 0,1005
60 264 2607 0,1012 262 2608 0,1004
75 354 2645 0,1338 329 2676 0,1229
75 338 2694 0,1254 337 2791 0,1207
75 338 2654 0,1272 332 2772 0,1197
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A TAB 4.16 lista os coeficientes angular, linear e de correlacdo linear

ao quadrado, obtidos a partir das curvas analiticas apresentadas.

TAB. 4.16 Coeficientes das curvas analiticas do tolueno.

Parametro Curva analitica sem matriz Curva analitica com matriz

Coef. Angular 0,00172 0,00160
Coef. Linear -0,00134 0,00129
R? 0,99303 0,99651

Todos os coeficientes observados no TOL apresentam proximidade
entre os valores da curva sem matriz e com matriz, apresentando uma boa

expectativa do comportamento do analito em relagdo ao teste de hipodteses.

A FIG 4.8 apresenta as curvas sem matriz ¢ com matriz, para

comparacao grafica de similaridade.
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FIG. 4.8 Curvas analiticas do tolueno.
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Para o tolueno, os valores obtidos em DPR; ¢ DPR, sdo 0,003276 ¢
0,002155. Dentre todos os analitos estudados, ¢ o que apresenta a menor
diferenca entre os valores de desvio padrao dos residuos. Esses valores
apresentam grande previsibilidade sobre o resultado do teste de hipdteses

efetuado.

Aplicando a EQ. 3.2, utilizando os dados obtidos de DPR; e DPR; ¢
assumindo GL; = GL, = 13, obtém-se EP =0,01191.

Os valores de Sxx; e Sxx; sdo equivalentes, em fun¢do da comparacao
efetuada compreender a mesma faixa de trabalho nas duas curvas analiticas,

assim como os demais analitos estudados.

Utilizando a EQ. 3.3, substituindo os dados observados na TAB. 4.15,
obtém-se Sxx = 6750. O valor apresenta-se em conformidade com a

argumentac¢ao estatistica.

Utilizando a EQ. 3.1 em conjunto com as variaveis obtidas nas etapas

anteriores, ¢ possivel a obten¢ao do valor de fc., para comparacdo com

ttabelado-

O tca1c apresenta valor de 0,5771 que, comparado ao valor de referéncia,
encontra-se na faixa -0 < 0,5771 < 2,160. A conclusdo obtida pela
compara¢ao confirma a hipdtese testada, de que a matriz ndo exerce

influéncia sobre a capacidade de determinacao do analito.

A TAB 4.17 apresenta uma consolidacdo de todos os valores obtidos de
tcalc € comparados diretamente ao valor de #,5. Todos os valores se mostraram
coerentes a hipotese presumida inicialmente, indicando que a otimizacao do
método foi abrangente a todos os analitos e permitindo afirmar que o método

desenvolvido ¢ especifico e seletivo para cada analito.

TAB. 4.17 Valores consolidados de #¢ajc.

t Diclorometano Metilisobutilcetona Tetraidrofurano Tolueno
tealculado -0,107 0,317 -0,017 0,577
ttabelado 2,160
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4.2.3. LINEARIDADE

A linearidade foi estudada a partir dos dados obtidos na curva analitica
sem matriz. A evidéncia estatistica da linearidade dentro da faixa de trabalho
selecionada se da através da obtencdo dos valores de coeficiente de
determinacdao, denominado R? (MUKAKA, 2012). O R? ¢ obtido elevando-se
ao quadrado o coeficiente de correlagdo linear (ou de Pearson), esse valor se
apresentara num intervalo compreendido entre -1 e 1, onde 0 (ponto central)
representa a inexisténcia absoluta de correlagcdo e -1 e 1 representam a
correlacdo maxima possivel, respectivamente, descendente e ascendente

(LOVELAND, 2011).

Uma correlacdo linear, em moédulo, superior a 0,9 é considerada muito
forte, de 0,7 até 0,9 é considerada forte, de 0,5 até 0,7 moderada, de 0,3 a 0,5
fraca e de 0 a 0,3 desprezivel (MUKAKA, 2012). A TAB 4.18 apresenta os
valores obtidos de R? para todos os analitos, utilizando-se a curva analitica

sem matriz.

TAB. 4.18 Valores dos coeficientes de determinagao.

R? Diclorometano Metillsobutilcetona Tetraidrofurano Tolueno

R? 0,9954 0,9966 0,9959 0,9930

De acordo com MUKAKA (2012), os valores obtidos podem ser
considerados como correlagdes muito fortes em fun¢ao de, em todos os casos,
terem sobreposto a margem de 0,9 de correlagdo. Esse fator ¢ mais um

indicador de uniformidade do processo extrativo por headspace.

Outro fator associado a linearidade ¢ a avaliagdo da dispersdao dos
residuos ao longo da faixa de trabalho, essa avaliacdo ¢ efetuada através do
teste C de Cochran (COCHRAN, 1941). O valor de Ccaiculado € comparado com
um valor critico, Ciapelado, € @ conclusdo aponta para duas hipoteses, uma
dispersdo homocedastica ou heterocedastica. O termo homocedastico significa

a existéncia de uniformidade na dispersdo dos residuos, ou seja, dispersao
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livre de tendéncias. Heterocedastico significa a existéncia de uma dispersao

ndo uniforme, ou seja, uma dispersdo com tendéncia (BRITO et al., 2003).

A curva analitica utilizada no teste apresenta 5 niveis de concentragdo e
3 replicatas por nivel, sendo assim, 1 = 5 e n = 3. O valor de Ciabelado

associado a essas variaveis € 0,6838.

A FIG 4.9 apresenta a dispersdao de residuos para o analito

diclorometano.
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FIG. 4.9 Dispersdo de residuos para o diclorometano.

61



A FIG 4.10 apresenta a dispersio de residuos para o analito
metilisobutilcetona.
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FIG. 4.10 Dispersdo de residuos para a metilisobutilcetona.
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A FIG 4.11 apresenta a dispersio de residuos para o analito
tetraidrofurano.
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FIG. 4.11 Dispersdo de residuos para o tetraidrofurano.
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A FIG 4.12 apresenta a dispersdo de residuos para o analito tolueno.
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FIG. 4.12 Dispersdo de residuos para o tolueno.

E possivel evidenciar, através dos graficos de dispersdo, a inexisténcia
de tendéncias ao longo da faixa de concentracdo, no entanto, para uma
qualificacdo inequivoca se faz necessaria uma evidéncia estatistica apropriada

(BRITO et al., 2003).
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A avaliag¢dao da tendéncia dos residuos, como argumento estatistico de
reforco ao pardmetro de linearidade, ndo ¢ comumente encontrada em
trabalhos de validagdo analitica. Entende-se que, estatisticamente, quanto
maior for a linearidade (correlacdo linear) menor sera a probabilidade de
observacdo de tendéncias ao longo da faixa, essa consideragdo implica no
desprezo do dimensionamento estatistico das tendéncias, uma vez que ndo

existe nenhum normativo indicando a aplicabilidade dessa avaliagdo.

Para que haja uma evidéncia estatistica da auséncia de tendéncias na
faixa de concentragdo estudada, emprega-se o teste C de Cochran (MILLER e
MILLER, 2010), que avalia a homogeneidade das varidncias envolvidas na
dispersdao dos residuos e prové parametros comparativos de faixa critica para
avaliacdo das hipoteses de homocedasticidade e heterocedasticidade

(MASSART et al., 1997; TAYLOR, 1988).

A TAB 4.19 apresenta os valores obtidos no teste C de Cochran, através

da EQ. 3.6, para todos os analitos.

TAB. 4.19 Valores obtidos no teste C de Cochran.

c Diclorometano Metilisobutilcetona Tetraidrofurano Tolueno
Cealeulado 0,5455 0,4753 0,4999 0,3395
Ctabelado 0,6838

Os valores apresentados confirmam a homocedasticidade da dispersao
dos residuos em todos os analitos, ou seja, valores inferiores ao critico

(Ctabelado) (ISO 5725, 1994).

GUIMARAES et al. (2010) desenvolveram um método analitico para
determinacao simultanea de varios HPA’s (Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos) e, na etapa de determinacdo da linearidade, em um conjunto de
16 analitos, 6 apresentaram comportamento heteroceddstico na variancia de
seus residuos. A fim de aproveitar os resultados e manter o método

desenvolvido, foi criado um parametro secundario para avaliacdo dos
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resultados obtidos. Foi utilizado o CV% (Coeficiente de Variagdo, percentual)
para comparar as maiores variancias encontradas em todos analitos. Naquele
trabalho, a evidéncia wutilizada para desprezar a heterocedasticidade
encontrada em alguns analitos, foi a observacao de valores de CV%, nos casos
de heterocedasticidade, equivalentes em ordem aos valores associados a

analitos homocedasticos (GUIMARAES et al., 2010).

No trabalho de FARIAS ef al. (2015), também ¢ evidenciada uma
situacdo de heterocedasticidade no comportamento das varidncias dos
residuos. No entanto, a medida escolhida para transpor a heterocedasticidade
foi a substituicdo do modelo de regressdo linear simples pela regressdo linear
ponderada. A ponderacdo aplicada a curva foi selecionada em funcao de
reduzir as variancias encontradas no modelo anterior. Os novos resultados de
residuo foram re submetidos a avaliacdo das varidncias, havendo alteracdo do
quadro, passando entdo para dispersio homocedastica, resultado tido como

satisfatorio pelo autor (FARIAS et al., 2015).

Entende-se que existem varias formas de aplicar ponderagdes em curvas
analiticas, cabendo a cada uma, uma respectiva influéncia, sobre a
composicdo da curva, arcos de confianga da curva e, sobretudo, a equacdo da

curva (OLIVEIRA e AGUIAR, 2009).

A medida utilizada no trabalho de GUIMARAES et al. nio apresenta
uma base estatistica capaz de anular a avaliacdo das variancias indicada pelo
teste C de Cochran (MILLER e MILLER, 2010). A estratégia utilizada por
FARIAS et al., entretanto, representa uma forma vantajosa de analise, por

apresentar uma solu¢ao que ainda utilize os mesmos dados gerados

inicialmente (FARIAS et al., 2015).

Além dos casos observados, também se encontra como solugdo a
substituicao dos dados que apresentaram maior desvio, por outros oriundos de
re-analise, assumindo que a causa do desvio possa estar associada a um erro
pontual. Uma vez que a substitui¢do nao apresentar alteracdo no quadro de
avaliagdo, o problema deverd ser tratado como um erro sistemdatico de
método, ou seja, o método analitico devera retornar a etapa de otimizacgdo a

fim de prover melhor investigagao para resolu¢do do problema.
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Para problemas de cunho analitico, ndo devem ser priorizadas solug¢des
estatisticas, pois quanto maior a complexidade de uma argumentacao
estatistica, maior ¢ o distanciamento da sua representatividade em relagdao ao
método. Entende-se que essas solugdes induzem a uma série de problemas
relacionados a estabilidade e reprodutibilidade do método, sendo

evidenciados posteriormente.

4.2.4. LIMITES DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Como fora visto anteriormente, para determinacdo do Limite de
Deteccdo (LD) e o Limite de Quantificagcdo (LQ) foi utilizado o método do
desvio padrdao no presente estudo por ser capaz de estabelecer relagdao entre os
dois limites, permitindo a obtencdo de um a partir do outro (CURRIE, 1999a;
b; LONG ¢ WINEFORDNER, 1983).

O valor de limite de quantificagdo (LQ) pode ser estimado a partir do
valor obtido no limite de detecg¢dao (LD) ou vice-versa, no caso da adog¢ao do
LQ como o ponto mais baixo em uma curva analitica. Essa relagdo ¢
evidenciada através das EQ. 3.7 e EQ. 3.8, respectivamente para o Limite de

deteccao (LD) e quantificacao (LQ).

Os valores de LD e LQ foram calculados através de suas respectivas

equacdes e serdo apresentados detalhadamente a seguir.
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A TAB 4.20 lista os valores utilizados na determinacdo dos limites de

deteccdo e quantificacdo e os limites calculados para o diclorometano.

TAB. 4.20 Limites de Deteccao e Quantificacao do diclorometano.

Valores

Obtidos

Limite de Limite de
Desvio Coef.

Deteccao Quantificacao

padrao Angular
5 (ng/L) (ng/L)

1,778
1,886
1,964
1,730
1,810
2,020
1,920

0,104718 0,0122 25,75 85,83

A TAB 4.21 lista os valores utilizados na determina¢ao dos limites de

deteccao e quantificagdao e os limites calculados para a metilisobutilcetona.

TAB. 4.21 Limites de Detec¢do e Quantificacdo da metilisobutilcetona.

Valores

Obtidos

Limite de Limite de
Desvio Coef.

Deteccao Quantificacao

padrao Angular
& (ng/L) (ng/L)

1,042
1,135
1,148
1,110
1,100
0,990
1,090

0,055089 0,0024 68,86 229,54
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A TAB 4.22 lista os valores utilizados na determinacdo dos limites de

deteccdo e quantificacdo e os limites calculados para o tetraidrofurano.

TAB. 4.22 Limites de Deteccdo ¢ Quantificacdo do tetraidrofurano.

Valores Desvio Coef. Limite de Limite de

Deteccao Quantificacao

Obtidos padrio Angular
. (ng/L) (ng/L)

2,260
2,450
2,533
2,340 0,139609 0,0027 155,12 517,07
2,290
2,120
2,220

A TAB 4.23 lista os valores utilizados na determina¢ao dos limites de

deteccao e quantificagdao e os limites calculados para o tolueno.

TAB. 4.23 Limites de Deteccao e Quantificacdao do tolueno.

Valores Desvio Coef. Limite de Limite de

Deteccao Quantificacao

Obtidos padriao Angular
& (ng/L) (ng/L)

0,024
0,024
0,024
0,023 0,000926 0,0017 1,63 5,44
0,024
0,026
0,025
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A TAB 4.23 lista os valores dos limites de deteccdo e quantificagdo de

todos os analitos.

TAB. 4.23 Limites de Deteccdao e Quantificacdo em pug/L.

Limites DCM MIBC THF TOL
LD 25,75 68,86 155,12 1,63
LQ 85,83 229,54 517,07 5,44

Deve-se chamar a atencdo ao fato de que os limites de deteccao (LD) e
quantificacdo (LQ), sdo apenas estimativas estatisticas, ¢ podem apresentar

grande variabilidade em funcdo das condi¢des analiticas (SKOOG et al.,

2006).

Como forma transpor a variagdo dos limites, assume-se como o limite
de quantificagdao o ponto mais baixo da curva analitica. Dessa forma, o limite
pode ser testado na pratica, considerando as condi¢cdes analiticas no momento
da anélise e principalmente, impedindo a influéncia dessas variagdes na
qualidade dos resultados. Lembrando, ainda que os resultados devam estar
compreendidos no intervalo de medicdo, ou seja, acima dos valores

determinados como Limite de Quantificagdo (INMETRO, 2007).

Leituras efetuadas e correlacionadas ao intervalo entre os limites de
deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) devem ser relevantes somente em termos
qualitativos, ou seja, a determinag¢do de presenca ou nao de um analito em um
determinado ensaio ¢ dada por resultados encontrados dentro desta faixa

(INMETRO, 2007).

A obtengdo de valores estimados de LQ inferiores ao primeiro ponto da
curva analitica atribui confiabilidade a adocdo do primeiro ponto como o
limite utilizado, pois, indica a robustez e reprodutibilidade das condigdes

analiticas (MUNA, 2015; 2016).
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Limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) inferiores podem ser
alcancados através da aplicacdo de técnicas de deteccdo mais sensiveis, como
a Espectrometria de massas. Tal condi¢do analitica poderia ser implementada
no presente método, no entanto, ampliaria consideravelmente o custo final da
analise, fugindo de um dos objetivos determinados inicialmente, que ¢ a
disponibilizagdo de um método analitico aplicdvel a determinacdao simultanea
de varios analitos com o menor custo possivel e, dessa forma, incentivar o

monitoramento dessas substancias em uma maior freqiiéncia.

Foram observadas, nos trabalhos de POLI ef al. (2005) ¢ NETTO et al.
(2008), caracteristicas consideradas no desenvolvimento do presente método.
Em seus trabalhos, ¢ utilizada adicionalmente a técnica de SPME (Solid Phase
Micro Extration). Trata-se de uma técnica de pré-concentragdo com
significativos resultados analiticos (PAWLISZYN, 1997), porém, que imputa

dois problemas os quais foram contemplados no presente trabalho.

O uso da técnica de SPME requer uma etapa adicional de manipulacao
da amostra. Embora seja em prol da pré-concentracdo dos analitos e que
realmente tem poder de reduzir os limites de detec¢cdo e quantificagdo,
significa também a inser¢do de mais uma fonte de erro e incerteza em todo o
procedimento. E importante lembrar que, quanto menores os volumes de
amostra, maiores sao as dificuldades na sua manipulacdo e,

conseqiientemente, os erros associados ao processamento das amostras.

A outra questdo relacionada a técnica de SPME ¢ a seletividade. A
extragdo e pré-concentracao em fase sodlida sdao dependentes do tipo de
material utilizado, considerando que cada um destes tem interacdes diferentes
para cada tipo de analito, trata-se de uma varidvel a ser considerada para que
este possa efetivamente retird-los de sua matriz original. Quanto maior
afinidade entre o material e o analito, mais exaustivo serd o seu processo de
extragdo para analise cromatografica (MILLS e WALKER, 2000). No presente
trabalho, apresenta-se um conjunto de analitos com estruturas e propriedades

fisico-quimicas distintas.
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A seleg¢do de qualquer tipo de material para emprego da técnica SPME
implicaria no favorecimento de algumas substancias e desfavorecimento de

outras.
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4.2.5. RECUPERACAO

Para o estudo da recuperacdo foram analisadas trés replicatas para os
pontos 1, 3 e 5 da curva analitica e a recuperac¢do foi calculada através da EQ.

3.9.

A TAB 4.24 apresenta os valores obtidos experimentalmente e a média
geral da recuperacdao ao longo da curva analitica para os analitos estudados.
Ressalta-se que todos os brancos (amostras sem fortificacdo) se enquadraram

na faixa de ndo detectado (ND), ou seja, inferior ao limite de detecg¢do.

TAB. 4.24 Valores de recuperacao dos analitos.

DCM MIBC THF TOL
Nivel
Nominal Obtido Nominal Obtido Nominal Obtido Nominal Obtido
150 153,53 450 437,77 900 880,79 15 14,78
1 150 162,40 450 475,93 900 951,88 15 14,94
150 168,78 450 481,60 900 983,06 15 14,86
450 414,18 1350 1291,55 2700 2579,92 45 43,16
3 450 456,91 1350 1378,99 2700 275797 45 46,90
450 446,53 1350 1358,44 2700 2725,18 45 43,88
750 764,24 2250 2255,19 4500 4453,20 75 78,74
5 750 760,66 2250 2219,76 4500 4521,13 75 73,83
750 757,14 2250 224408 4500 448423 75 74,91
Médias 450 453,82 1350 1349,25 2700 2704,15 45 45,11
Rec
100,85 99,94 100,15 100,25
(%)
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Os valores obtidos no estudo de recuperagdo apontam que, tanto o
método de extracdo por headspace como o método cromatografico de anédlise

apresentam perfeita acuracia e sinergia, apresentando resultados satisfatérios.

De acordo com BRITO (2001), a aceitabilidade dos valores encontrados
nos estudos de recuperagdo ¢ correlacionada a concentracdao dos analitos, em
termos percentuais. Quanto menor o percentual de analito em relagdo a
amostra, maior sera o intervalo de aceitabilidade dos resultados (BRITO,

2001).

A TAB 4.25 apresenta os intervalos de aceitacdo dos valores de
recuperacdo em funcdo das concentragdes dos analitos em termos percentuais

(BRITO, 2001).

TAB. 4.25 Intervalos de recuperag¢dao em func¢cdo das concentragdes.

Concentraciao do analito (%) Intervalo de Recuperacao aceito (%)
> 10 98 - 102
> 1 97 - 103
> 0,1 98 — 105
> 0,01 90 - 107
> 0,001 - >0,00001 80 -110
> 0,000001 60 - 115
> 0,0000001 40 — 120

Os percentuais de recuperagcdo encontrados estdo no intervalo entre 99 —
100, esse intervalo representa uma excelente faixa de recuperagdo frente as

concentrag¢des estudadas.
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Finalizando o estudo de validacdo do ensaio quimico desenvolvido, uma
ultima avalia¢dao foi efetuada sobre todos os dados gerados e utilizados nas

etapas anteriores da presente validagao.

Essa avaliagdo compara os coeficientes de variacdo (CV% ou desvio
padrdao relativo) de todas as replicatas geradas com um critério de
aceitabilidade em funcdo da ordem de grandeza das concentracdes analisadas

(WOOD, 1999).

A TAB 4.26 apresenta as relacdes de aceitabilidade entre os
coeficientes de variacdo (%) e as concentragdes dos analitos, em termos

percentuais (WOOD, 1999).

TAB. 4.26 Coecficientes de variacdao em funcdo das concentragdes.

Concentraciao do analito (%) Coeficiente de Variaciao (%)
1 (100%) 2
107! 2,8
1072 (1%) 4
107 5,6
107 8
107 11
10°° (ppm) 16
107 23
107 32
10 (ppb) 45

Como observado na TAB 4.26, a aceitabilidade dos desvios dos

coeficientes de variacdo aumenta inversamente com a concentracdo. Este
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comportamento estd associado ao aumento da dificuldade analitica (de

determinacdo) encontrada em concentragdes mais baixas.

Efetuando-se um comparativo entre as faixas de concentracdo adotadas
no presente estudo e os respectivos limites aceitaveis de coeficiente de
variag¢do, observa-se que os coeficientes aceitaveis estdo entre as faixas de

23,32 e 45%.

Em todo o volume de dados gerados, as replicatas foram avaliadas
inicialmente através do teste de Grubbs, para verificacdo da existéncia de
valores aberrantes integrando um conjunto de replicatas (GRUBBS, 1950).
Posteriormente foram submetidos ao cédlculo para obteng¢do dos coeficientes

de variacdo e comparados com os valores de referéncia contidos na TAB 4.26.

Os testes de Grubbs e avaliagdo dos coeficientes de variagdao funcionam
conjuntamente como validadores das replicatas geradas, podendo indicar a
necessidade de reposicdao de algum dado (re-leitura, novo experimento, etc.)
ou, simplesmente, a retirada do valor reprovado no teste e consideracao do

mesmo como valor aberrante e ndo representativo do conjunto.

De acordo com os testes efetuados ao longo de todo o estudo, torna-se

possivel afirmar que o aproveitamento dos dados gerados foi de 100%.

4.2.6. COMENTARIOS FINAIS SOBRE A METODOLOGIA DE EXTRACAO

Para o desenvolvimento do presente método analitico, duas técnicas de
headspace foram cogitadas, extragdo estatica direta (HS-CG) e micro extragao
em fase s6lida (HS-SPME-CG). Embora muitos trabalhos incentivem o uso da
técnica HS-SPME, pela forma como permite etapas sucessivas de
concentra¢do dos analitos (KOLB e ETTRE, 2006), a técnica utilizada foi de
HS-CG.

Varias sdo as diferencas entre as técnicas citadas, assim como a
especificidade de suas aplicagdes. Para a escolha do presente método, foram

consideradas as caracteristicas relacionadas a manipulagcdo da amostra,
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capacidade de reprodutibilidade e intensidade de sinal gerado por extracao

direta.

A técnica HS-SPME imputa uma maior manipulagdo da amostra, uma
vez que consiste de etapas adicionais de particionamento. A amostra ¢ filtrada
em um material adsorvente, geralmente fibras de poliacrilato e posteriormente
dessorvida em outro solvente ou termicamente (LLOMPART et al., 1998).
Essas etapas de particionamento criam uma dependéncia de tempo e condigdes
especificas a cada operagdo, como forma de deslocar o particionamento e/ou
aumentar a velocidade a favor da otimizacdo do processo, geralmente sdo

utilizados agitadores magnéticos, ultrassom e microondas (SHU ef al., 2003).

Cada etapa de particionamento depende de um tempo minimo para que
seja atingido o equilibrio entre as fases envolvidas, logo, hd uma grande
probabilidade de que as extragdes e inje¢cdes ocorram com etapas de equilibrio
inconstantes, criando um desvio ndo mensuravel, condi¢do que afeta
diretamente a repetibilidade e reprodutibilidade de todo o método analitico

(SHU et al., 2003).

A existéncia de etapas de particionamento ndo equilibradas ¢
especialmente delicada em uma andalise quantitativa, requerem uma calibragao
multivariada complexa para compensar ou corrigir as diferengas oriundas das
relacdes de pressdo parcial e variacdo de concentracdo dos analitos,
complicando ainda mais quando sdo considerados muitos analitos (DUNN et

al., 1998).

Comparacdes experimentais entre as duas técnicas apontam que, em
uma injec¢do direta, considerando as caracteristicas de cada técnica, a extragao
estatica direta apresenta até seis vezes mais sensibilidade do que a micro-
extracdo em fase solida, considerando, para isso, o baixo desvio observado na
extragdo estatica direta e as poucas manipula¢cdes que a técnica requisita

(KOLB e ETTRE, 2006).

Ambas as técnicas apresentam grande utilidade, cabendo ao
desenvolvedor analitico identificar onde cada uma pode ser aplicada com

maior aproveitamento.
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5. CONCLUSAO

O método analitico foi desenvolvido experimentalmente e submetido a
um estudo de validagdo, para que fossem dimensionadas as caracteristicas do

ensaio quimico.

Os resultados obtidos no presente estudo atribuem grande
confiabilidade metrologica para utilizacdo do método dentro das
especificacdes de desenvolvimento, nesse caso, o monitoramento toxicoldgico
das substdncias diclorometano, metilisobutilcetona, tetraidrofurano e tolueno

em urina.

A associacdo da faixa de trabalho com os limites do Indice Biolégico de
Exposicdo (IBE) permite uma antecipada identificacdo de condigdes toxicas
as quais as pessoas podem estar submetidas em um determinado ambiente. A
observacao de valores quantificados, mesmo que abaixo dos limites, pode
prover informag¢des valiosas quanto ao historico toxicoldégico do individuo ou

salubridade do ambiente.

Como foi evidenciado, os limites de deteccdo e quantificacdo
alcancados no presente método sdao capazes de atender os valores do IBE com
um grande distanciamento de valores. Os valores tedricos dos limites de
quantificacdo sdo, em média, quatro vezes menores do que os valores

referenciados.

Os experimentos conduzidos para avaliar a influéncia da matriz sobre a
capacidade de medi¢do de cada analito evidenciaram que o método
desenvolvido para extracdo de headspace se mostrou eficiente no objetivo de

transpor a complexidade da matriz de urina.

O presente trabalho finaliza o objetivo pretendido com éxito, gerando a
comunidade cientifica e académica um ponto de partida para diversas
ramificacdes no ambito da quimica analitica, higiene e toxicologia

ocupacional e estatistica aplicada a metrologia quimica.
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6. PROSPECCOES FUTURAS

Sobre as substiancias estudadas, embora existam estudos apontando a
correlagdo sintomatoldégica com exposi¢cdes a concentragdes moderadas
(proximas ao limite) e agudas (50% acima do limite), ao se considerar
exposi¢gdes a baixas concentragdes e durante longos periodos ainda nao

existem estudos capazes de evidenciar essa influéncia (WHO, 1996).

Os valores adotados como limite de tolerdncia para cada substincia
tendem, com o passar dos anos, a diminuir conforme sdo geradas novas
evidéncias correlaciondveis as suas interagdes com os diferentes organismos.
Essa tendéncia ¢ o que impde a importancia de otimizacdo constante dos

métodos analiticos empregados.

A progressdao do presente trabalho estda no aumento do escopo de
analitos realizados no mesmo ensaio quimico, o autor sugere que as
substancias acetona, benzeno, etanol e metiletilcetona podem ser incorporadas

ao atual procedimento analitico.

As substincias citadas acima sdo atualmente monitoradas diretamente
através da urina, assim como as demais estudadas no presente trabalho
(ACGIH, 2010). As similaridades quimicas entre as substdncias propostas e as
estudas sugerem que o atual método de extragdo de headspace podera se
aplicado diretamente para todas as substancias. Cromatograficamente, no
entanto, serd necessaria uma nova etapa de otimizacdo do processo de
separacao e posteriormente procedido um novo estudo de validagcdo para todos

os analitos.

O atual estudo representa o alicerce para execucdo do trabalho
proposto, provendo o modelo estatistico que serd utilizado no processo de
validagao. O objetivo final ¢ o desenvolvimento de uma varredura de

compostos organicos volateis (COV’s) em urina.
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