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RESUMO

O objetivo deste capitulo € apresentar ao leitor as trés perguntas sobre
contaminantes que sao feitas com maior frequéncia para os quimicos
ambientais — “O que tem?”, "O quanto tem?” e “O que fazem?” - e que
representam a intersec¢ao entre quimica analitica e a ecotoxicologia, onde a
primeira é a responsavel por identificar, a segunda, por quantificar os poluentes
quimicos, e a terceira traz o aspecto interdisciplinar desta area, relacionando
através da avaliagdo do risco, a exposi¢ao (dada pela ocorréncia) com o perigo
(mensurado pelos testes ecotoxicoldgicos), a fim de indicar os possiveis efeitos
sobre a fauna, a flora ou aos seres humanos diante da presenca dos poluentes
quimicos. Como se trata de um campo do conhecimento que contempla uma
vasta gama de areas e subareas, o texto tera um carater informativo/orientativo,
principalmente de fornecer os requisitos, do ponto de vista técnico, necessarios
para se poder empregar um método analitico de maneira correta e confiavel —
empregando os parametros necessarios para validagdo e quais as técnicas
mais comumente utilizadas nas determinagdes quimicas dos contaminantes,
sejam em amostras ambientais ou em testes ecotoxicologicos.

Palavras-chave: Compostos Emergentes; Cromatografia; Ecotoxicologia;
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INTRODUCAO

Ao nos depararmos com um copo de agua, limpa e cristalina, temos a
impressao de que ela € a mais pura das substancias. Mas, infelizmente, pode
haver um perigo invisivel mesmo em aguas claras e limpidas, sejam de rios ou
de abastecimento publico, porque algumas substancias podem estar presentes
na agua em quantidades insuficientes para serem percebidas em atributos
sensoriais (cor, odor, sabor, etc.), mas suficientes para ocasionarem algum
efeito danoso aos organismos ou ao homem. Assim, para entender mais
profundamente a qualidade de um rio com relacdo a estas substancias
imperceptiveis a olho nu, é necessario olhar para dois aspectos: a exposicao e
a toxicidade.

Neste capitulo, abordaremos o que sdo essas substancias invisiveis,
qual a ordem de grandeza que elas ocorrem, como se faz para medir essa
ordem de grandeza a fim de obter dados de ocorréncia, para, enfim, realizar
uma avaliagao de risco empregando os testes ecotoxicolégicos mensurando o

perigo.

Substancias invisiveis: os contaminantes emergentes

Contaminantes organicos podem ser definidos como sendo substancias
quimicas de origem sintética ou natural que estdo presentes no meio ambiente
em diferentes niveis de concentragbes desde mg L a ng L™ ou menores (Luo
et al., 2014). Alguns milhares deles tém chamado a atengcdo da comunidade
cientifica nas ultimas décadas e classificados como contaminantes emergentes,
pois apresentam potencial de causar efeitos crénicos em concentragdes tragos
(da ordem de ng L'1), e nao estdo inseridos nas regulamentagdes vigentes.
Algumas classes bastante populares estédo listadas a seguir cuja evidéncias
mostram capacidade de causarem efeitos nos sistemas endocrino e neuroloégico

ou carcinogenicidade:

e Farmacos (antibidticos, analgésicos, antidepressivos)
e Pesticidas (herbicidas, inseticidas, acaricidas)

e Fendis (bisfenol, octilfenol, nonilfenol)




e Produtos de higiene e beleza (filtros solares, antimicrobianos como o
triclosan)

e Retardantes de chama (polifenilas bromadas, éter dificilimos bromados)

e Hormébnios naturais e sintéticos (estrona, estriol, estradiol e

etinilestradiol)

A fonte majoritaria destas substéncias para o ambiente sdo os efluentes
domésticos e industriais, além das atividades agropecuarias. Como as estagdes
de tratamento de esgoto (ETE) nédo foram projetadas para remover tais
contaminantes, elas, juntamente com o aporte ilegal in natura, se tornam os
principais meios de acesso destas substancias ao meio ambiente ( Montagner
et al., 2017; Alves et al., 2017; Bolong et al., 2009).

Qual a ordem de grandeza que encontramos os contaminantes

emergentes no ambiente?

A exposicdo de organismos aos contaminantes emergentes esta
relacionada com a quantidade da substancia no compartimento ambiental. Em
termos técnicos, quando consideramos a quantidade de uma substancia
presente em uma determinada massa de sedimento ou volume de agua, ela é
avaliada em termos de concentragdo dessa substancia na amostra, ou seja, a
razdo entre quantidade da substancia e a massa ou o volume da amostra. Em
rios, a concentragdo dessas substancias € muito pequena e os préximos
paragrafos trardo uma reflexdo da ordem de grandeza desse numero e quéo
trabalhoso é na pratica a obtencdo de um resultado confiavel.

Concentragbes podem ser expressas, por exemplo, como gramas por
litro (g L'1) ou gramas por quilograma (g kg'1). Quando as concentragdes sao
consideradas altas, elas podem ser expressas em termos de porcentagens (%).
Quando expressas em porcentagem, € preciso observar se a relagdo € massica
(massa/massa, % m/m), volumétrica (volume/volume, % v/v) ou massa por
volume (% m/v). Essa informacao sobre a relagdo massica ou volumétrica &
importante porque a densidade do meio influencia. Por exemplo, a densidade
da agua oceanica € diferente da densidade da agua de uma lagoa ou de um rio,
assim, a comparacgao de resultados deve ser feita com cautela. Para enfatizar a

importancia das unidades dos parametros medidos, apresentaremos um




exemplo usando a substancia agucar. Ela ndo é considerada um contaminante,
mas sera utilizada por ser uma substancia do dia a dia. Imaginemos uma colher
de cha de acgucar (consideremos 10 g de agucar nessa colher) adicionada a
uma jarra contendo 1 litro de agua. A porcentagem resultante de agucar na
agua é de 1% m/v. Para a finalidade do exemplo, consideremos a densidade da
agua a 1,00 g cm® (1000 kg m®), assim, a porcentagem massica resultante
também é 1,00% m/m. Mas se a mesma quantidade de agucar (1 colher de cha,
10 g) for adicionada a 1 litro de 6leo de soja, a concentracdo 1,00% m/v se
mantém, porém, a porcentagem massica € 1,12% m/m, considerando a
densidade do 6leo a 0,89 g cm® Assim, a padronizacdo das unidades na
expressao de uma concentragao € essencial.

Se a mesma quantidade de agucar (10 g) fosse adicionada agora a uma
piscina infantil contendo 1.000 L (mil litros) de agua, a concentragéo resultante
do acgucar na agua seria 0,001% m/v (~0,001 % m/m). Para estas
concentracdes menores, torna-se mais pratico expressa-las em termos de
partes ou utilizando os prefixos mili (m, 10), micro (u, 10°) ou nano (n, 107).
Assim, essa mesma concentragdo pode ser expressa como 10 partes (a
unidade de “parte” neste exemplo € o grama, considerando os 10 g de agucar)
em 1 milhdo de partes de agua (1.000 L ~ 1.000 kg = 1.000.000 g = 1x10° g).
Assim, a concentracao de 0,001% m/m pode ser expressa simplesmente como
10 ppm, ou seja, 10 partes por milhdo (ppm). Observa-se que € importante
manter as unidades das “partes” constantes, por isso a conversao de litros em
gramas. Em solugbes em que a densidade é 1 g/cm?® a unidade ppm é
equivalente a miligrama por litro (mg L™).

Apesar de parecer pouco (uma colher de agucar em 1.000 L de agua),
essa concentracao ppm ou mg L™ é considerada relativamente alta para fins de
ocorréncia ambiental de alguns contaminantes em aguas. Na area ambiental, é
comum relacionar que as substancias ocorrem em nivel trago, ou seja, ainda
menores que ppm. Alguns contaminantes ocorrem em niveis de partes por
bilh&o (ppb). Para fornecer ao leitor uma nog¢do da concentragcdo na ordem de
ppb, seria como dissolver a quantidade da colher de cha de agucar em uma
piscina olimpica completamente cheia de agua, de dimensdes (50 x 25 x 2) m.
Nos casos de solugdes infinitamente diluidas com densidade 1 g/cm®, podemos

aproximar ppb como microgramas por litro (ug L'1). Outros contaminantes




ocorrem em concentragdes ainda menores: em partes por trilhdo (ppt), em geral
também expresso como nanogramas por litro (ng L™). Neste caso, seriam os
mesmos 10 g de agucar em mil piscinas olimpicas.

Sao concentracdes tao baixas que é dificil de dimensionar. Naturalmente
surgem muitas duvidas: Como € possivel medir? Como confiar nos resultados?
E a mais intrigante pergunta: uma concentragéo tdo baixa assim “faz mal” aos
organismos aquaticos ou ao homem?

As respostas para estas perguntas ndo sao triviais e sdo necessarios
anos de estudos analiticos e ecotoxicolégicos para respondé-las. Suponhamos
que um rio esteja contaminado com um farmaco em nivel de 20 ppb ou 20 pg L~
! (¢ uma concentragdo considerada pouco provavel de acontecer na pratica,
mas poderia acontecer). Suponhamos ainda que esse rio seja um manancial e
que o tratamento na Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) no seja eficiente
para remover este farmaco. Ao ser distribuida as casas, essa agua pode ser
ingerida por um cidad&o. Ao ingerir 1 litro de agua, a pessoa tera ingerido uma
massa de 20 microgramas do farmaco. Se pensarmos que existem
medicamentos que sao formulados com essa quantidade de ingrediente ativo,
ou seja, microgramas da substédncia em um unico comprimido, faz-se a reflexao
de que essa pequena concentragao (ppb) é suficiente para provocar um efeito
em um humano. Por analogia, seria como ingerir o equivalente a um
comprimido de farmaco para cada litro de agua ingerido. Estendendo o
raciocinio, essa concentracdo no rio também poderia causar um efeito adverso
a organismos aquaticos e por isso deveria ser investigado com mais detalhes.

A seguir abordaremos os conceitos para responder as perguntas de
como medir, como confiar na medida, para, por fim, entender se faz mal, que

seria o aspecto ecotoxicoldgico.

Como é feita a investigacao dos contaminantes presentes na agua?

A ocorréncia de contaminantes emergentes em corpos aquaticos é
preocupante mesmo em baixas concentragcdes e tem sido extensivamente
estudada nos ultimos anos. As substincias possuem comportamentos
diferentes, o que faz com que algumas s6 causem efeitos adversos em nivel

ppm, enquanto que outras apresentem efeitos em nivel ppt. A discuss&o sobre




esses efeitos e como eles sao avaliados esta descrita em detalhes nos outros
capitulos deste livro.

Uma vez entendido que o perigo existe, como fazer para encontrar, isolar
e medir essas concentracdes tao baixas? Para isso, € necessaria a aplicagao
do que se chama método analitico, o qual pode ter dois escopos: quantitativo e
qualitativo. A aplicagdo de um método analitico para calcular uma concentragcao
€ 0 que se denomina quantificagdo ou determinagcdo. Uma vez que se deseja
saber o “quanto tem” de uma substancia numa amostra, trata-se de uma analise
quantitativa. Mas muitas vezes o interesse é saber “0 que” tem numa amostra,
sem necessariamente quantificar, ou seja, sem determinar quanto tem daquela
substancia. A identificacdo de uma substancia é obtida por meio de uma analise
qualitativa.

Independentemente de se tratar de uma analise quantitativa ou
qualitativa, o método analitico apresenta trés etapas principais: a amostragem,
0 processamento da amostra para torna-la adequada a medigcdo que sera
realizada em um determinado equipamento e, por fim, a analise instrumental
em si.

A amostragem deve ser representativa para se obter a resposta do
cenario objeto do estudo (estudo pontual, sazonal, temporal, etc.). Por exemplo,
para estudar a concentragao instantanea de um contaminante num rio, pode-se
realizar a amostragem em diferentes pontos do rio e avalia-las separadamente.
Esta amostragem é do tipo discreta. E também possivel coletar em vérios
pontos do rio e unir todo o volume coletado em uma uUnica amostra para
obtencdo de uma concentragdo média, assim como coletar varias vezes um
mesmo local em fungdo da vazdo ou tempo. A amostra resultante é
denominada de composta. A teoria de amostragem é muito importante,
abrangente e considera aspectos estatisticos para representatividade, assim,
uma discussdo mais aprofundada ndo esta no escopo deste capitulo. Para
tanto, o leitor € convidado a consultar literatura especifica sobre amostragem
(Cetesb, 2011; Parron et al., 2011).

No entanto, ainda com relagdo a amostragem e sabendo que o interesse
neste capitulo sera a analise de tragos de compostos organicos em matrizes
aquaticas, € importante destacar que o volume de amostra a ser coletada em

cada ponto deve ser suficiente para conter uma quantidade instrumentalmente




mensuravel da substancia de interesse ao final do preparo de amostra,
considerando todas as etapas e as possiveis perdas envolvidas em cada
processo. Ja foi apresentada a ordem de grandeza em que estes
contaminantes ocorrem, em mg L Mg L™ ou ng L™, assim, a escolha do
volume amostrado deve considerar o processamento da amostra e o
equipamento disponivel para a analise quali ou quantitativa.

Foi visto que 1 L de agua coletada de um corpo aquatico pode conter
microgramas ou nanogramas do contaminante que se deseja estudar e, por se
tratar de uma amostra ambiental, varios outros constituintes também estarao
presentes nesse volume em concentragdes maiores: material particulado em
suspensao, microorganismos, metais, sais, nutrientes e outros contaminantes
organicos que nao serdo de interesse para a andlise requerida. Estes
constituintes sdo o que compdem a matriz da amostra e ela pode interferir na
analise quimica dos contaminantes de interesse. Assim, apds a amostragem,
tem-se a etapa de preparo de amostras, que tanto visa isolar os compostos de
interesse, quanto diminuir a interferéncia da matriz e, ao final, obter uma
quantidade mensuravel do analito (composto ou substancia) que possa ser
analisada pelo equipamento escolhido com o minimo de interferentes possiveis.

Existem diversas técnicas de preparo de amostras e a escolha delas
depende da matriz, da natureza do analito (a qual esta relacionada com as
propriedades fisico-quimicas dos mesmos), do nivel de concentragdo em que
se encontra na amostra, bem como a maneira em que os analitos de interesse
devem estar disponibilizados para a analise instrumental, etc. Assim, todas as
etapas do método analitico devem ser pensadas em conjunto para garantir a
confiabilidade dos resultados e a representatividade diante do cenario que esta
sendo estudado.

A ultima etapa do método analitico, a analise instrumental, utiliza poucos
microlitros de amostra, que precisam representar a amostra ou a populagao
(ambiente) de onde a amostra foi coletada. Desta forma temos o preparo de
amostras como uma ponte entre a amostragem e a detecgdo. De um lado, a
amostragem deve ser representativa, mas em geral coleta-se cerca de mL ou
poucos litros de amostra. Por outro lado, um volume muito pequeno € utilizado
no final. Assim, € comum relacionar o preparo de amostras como a etapa de

tornar a amostra mais concentrada em termos do analito, ou seja, existe uma




pré-concentracdo da amostra para a analise instrumental. Esta ponte do
preparo de amostra € uma etapa crucial, que se nao realizada de maneira
adequada, pode comprometer todos os resultados.

Existem diversas técnicas analiticas, classicas ou modernas, para a
etapa de pré-concentragdo de compostos organicos: extracado liquido liquido
(LLE, do inglés liquid liquid extraction), extragdo por headspace, extragdo em
fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction), QUECHeRS (do inglés
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), técnicas miniaturizadas (e.qg.
microextragdo em fase sélida, microextracdo sortiva em barra de agitagao,
microextragdo em sorvente empacotado), extragdo por fluido supercritico,
dentre outros. Por muitos anos a extragdo liquido-liquido, que emprega o
principio da particdo entre uma fase organica e a agua, foi a mais empregada
para analise de compostos organicos, mas atualmente, as mais comuns sao a
SPE e a SPME, que se mostraram mais versateis, empregando menos
solventes organicos e, devido a grande variedade de fases extratoras
comercializadas, trouxe ao preparo de amostras maior seletividade, o que
facilitou a remocdo de inumeros interferentes que nado eram facilimente
separados por LLE, por exemplo. Detalhes sobre essas técnicas podem ser
obtidos em literatura especifica sobre o assunto (Borges et al., 2015;
Moldoveanu and David, 2015; Simpson, 2000; Skoog et al., 2015, 2009).

Em seguida ao preparo de amostra, seguem-se as analises
instrumentais, qualitativas ou quantitativas. Nas quantitativas, as concentragdes
dos analitos sdo determinadas por meio de curvas analiticas (regressao entre
resposta instrumental em fungdo da concentracdo de uma solucéo padréo, ou
seja, uma solugao preparada com concentragdo conhecida — a regressao sera
detalhada na proxima secgéo), de acordo com a Fig. 1. As solugdes padrao
podem ser preparadas em solvente ou na propria matriz (matrix-matched
standard). O método de quantificacdo pode ser por padronizacdo externa,
padronizagao interna (em geral com uso de padrao isotopicamente marcado),
adicdo de padrao, além do uso da curva na matriz. Para uma leitura sobre
estratégias de quantificacdo, é sugerida ao leitor literatura especifica (Celi¢ et
al., 2017; Robards et al., 2004).
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Fig.1. Exemplo de curva analitica. Sua obtencao se inicia pelo preparo de solugdes
padrao (de concentragdes conhecidas e crescentes do composto de interesse) que sao
analisadas pelo equipamento na mesma condicdo da amostra e as respostas
instrumentais sdo registradas. A curva analitica é a equagao obtida pela regressédo dos
pontos de um grafico que representa a resposta instrumental para cada uma das
solugdes-padrao em funcao da concentragdo do composto. No caso da cromatografia,
utiliza-se como resposta a area do pico referente ao composto de interesse.

As técnicas instrumentais analiticas mais utilizadas para a determinagao
de compostos organicos em nivel trago sdo as cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas (MS). Citam-se a cromatografia liquida (LC) e

gasosa (GC), acopladas a MS sequencial ou n&o.

Cromatografia

A cromatografia € uma técnica analitica que esta entre as mais usadas
mundialmente, com sua aplicagdo abrangendo diversas areas (farmacéutica,
alimenticia, médica, agricola, etc.). Seu principio consiste em fazer a amostra
de interesse passar através de uma fase estacionaria imiscivel (coluna
cromatografica), arrastada por uma fase moével (que pode ser liquida ou
gasosa), separar os componentes desta amostra devido as interagbes com a
fase estacionaria, e entdo detecta-los e quantifica-los através de alguma
propriedade intrinseca a estes componentes, tais como absor¢cdo de luz
ultravioleta, indice de refracdo, propriedades eletrénicas, espectro de massas,
etc.

Atualmente existe uma vasta gama de colunas cromatograficas com

caracteristicas especificas para a analise de um determinado grupo de




compostos. O advento dos sistemas de alta e ultra pressdo (proprios da
cromatografia liquida) e a automacéo dos sistemas de injegcdo de amostra no
sistema tornaram as analises mais rapidas, viabilizando o aumento do niumero
de amostras.

Aliado a tudo isso e mais especificamente na area ambiental, a
integracdo da cromatografia a espectrometria de massas, conferiu a parte
analitica um alto grau de especificidade, caracteristica essencial quando se lida

com matrizes complexas, como aguas superficiais e subterraneas.

Cromatografia Liquida de Alta Pressao (ou Performance) - HPLC

E o mais difundido e, devido & evolucdo tecnoldgica, o mais sofisticado
sistema cromatografico disponivel. Suas principais vantagens sao a
versatiidade e a possibilidade de muitas alternativas de fases moveis e
estacionarias, as quais combinadas oferece uma variedade de configuragbes
para a separacao dos compostos.

A instrumentagao basica de um cromatégrafo liquido (comercialmente
conhecido por sua sigla em inglés, HPLC, de High Pressure Liquid
Cromatography, alguns defihnem como High Performance  Liquid
Chromatography) esta sumarizada na figura 2, que representa um esquema
geral desse sistema cromatografico. O acoplamento com a espectrometria de
massas, trouxe a nomenclatura mais simples de cromatografia liquida (do
inglés, LC, Liquid Chromatography). O emprego de pressdes maiores que as
usualmente empregadas, conferiu ainda a alguns sistemas o nome de HRLC,
do inglés, High Resolution Liquid Chromatography. Porém todos com 0 mesmo

principio basico descrito na Fig. 2.
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Fig. 2. Representacao esquematica de um sistema de HPLC.

O sistema consiste em uma bomba capaz de gerar altas pressodes
(podem chegar a 10000 psi) que impulsiona a fase médvel pelo sistema. A
amostra, que estara dissolvida/diluida em um solvente apropriado (muitas vezes
a prépria fase movel) é introduzida neste percurso através do injetor e
consequentemente na coluna cromatografica (fase estacionaria) onde os seus
componentes serdo separados e depois direcionados para um detector, o qual
produzira um sinal que sera captado por um software.

Importante mencionar que na maioria dos tipos de cromatografia liquida
(fase reversa, fase normal, troca ibnica) a separagdo ocorrera devido a
interagbes dos componentes da amostra (também chamados analitos) tanto
com a coluna quanto com o solvente. Dependendo por quem o analito tiver uma
maior afinidade, ele tera um tempo de retengdo maior ou menor. Como o
solvente da fase movel tem essa propriedade de “retirar” ou eluir um analito da

coluna, ele também é chamado de eluente.




Cromatografia Gasosa

Como o proprio nome ja sugere, este tipo de cromatografia tem um gas
inerte (os mais comuns sao Hélio e Nitrogénio) como fase médvel (também
chamada de gas de arraste), mas ao contrario da maioria dos casos da
cromatografia liquida, este gas s6 tem fungao de transportar as moléculas dos
analitos através do sistema cromatografico, sem nenhuma participagdo na
separagao. A Fig. 3 mostra uma representacdo esquematica simplificada da

cromatografia gasosa.
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Fig. 3. Representagdo esquematica de um sistema de cromatografia gasosa

Existem muitas similaridades operacionais entre a cromatografia gasosa
e liquida: amostra € injetada no sistema, arrastada pela fase mével, tem seus
componentes separados na coluna cromatografica e monitorados por um

detector apropriado.




Porém, cada etapa apresenta diferengas conceituais. A amostra é
injetada no estado gasoso ou liquido (sendo vaporizada posteriormente), o que
ja aponta uma exigéncia da técnica — os analitos de interesse da amostra
devem ser volateis ou passiveis de serem transformados, através de reagao
quimica, em compostos com tais caracteristicas. Os analitos sao separados nao
s6 devido as interagdes com a coluna cromatografica, mas também devido a
sua volatilidade e pressédo de vapor, através da aplicagdo de um gradiente de
temperatura durante a corrida cromatografica — esta também é a razdo da
coluna estar fixada dentro de um forno no cromatdgrafo a gas (Langas, 2009,
1993).

Cromatografia acoplada a espectrometria de massas

Todos os tipos de detectores utilizados na cromatografia, seja ela liquida
ou gasosa, devem apresentar uma boa sensibilidade, o que lhe permite detectar
e quantificar concentracbes baixas do analito de interesse, e a maxima
seletividade possivel, o que evitara que analitos interferentes sejam analisados
no lugar do analito de interesse. Como mencionado anteriormente, muitos
contaminantes ambientais estdo presentes nas matrizes aquaticas, que por si
s6 sdo consideradas matrizes complexas e dinamicas (podem conter um
numero grande de interferentes), em concentragdes de nivel traco, ou seja, na
faixa de ppb (Mg L'1) e ppt (ng L'1), o que torna mandatério a utilizagdo de um
detector extremamente sensivel e seletivo para que os resultados tenham
confiabilidade. Atualmente, o detector que supre tais necessidades da quimica
ambiental é o espectrébmetro de massas.

A espectrometria de massas € uma técnica analitica muito utilizada para
a caracterizacao/identificacdo de compostos orgéanicos, cujo principio esta
fundamentado em medir a propriedade denominada relagdo massa e carga
(m/z) de uma substancia, a qual se fragmenta em outros ions moleculares
caracteristicos oriundos do composto precursor de interesse. Estes fragmentos
ibnicos também sdo separados em funcdo de m/z. Como cada composto
apresenta uma fragmentagao propria, caracterizada pelos fragmentos formados
e a abundancia dos mesmos, isto acaba funcionado como uma impressao

digital do composto analisado. Com a unido da cromatografia e a




espectrometria de massas, foi possibilitada a confirmacdo da identidade dos
compostos analisados, bem como detecta-los e quantifica-los em
concentragdes de nivel trago (Moldoveanu and David, 2017).

Para analise de trago de compostos organicos, o analista pode optar pela
analise target ou non-target. Em geral se utiliza uma estratégia chamada de
analise target (com tradugao livre para analise alvo), quando de antemao o
analista sabe o composto que ele quer procurar na matriz e ele utiliza um
padrdao de referéncia para confirmagdo. Assim, escolhe-se uma condigao
instrumental em que o equipamento € configurado a procurar um composto
especifico (de acordo com seu padréo de referéncia) e a analise responde a
pergunta “tem esse composto na amostra?”. Se a resposta desejada for apenas
“sim” ou “ndo”, ela € uma analise qualitativa, apesar de ser target. Entretanto,
na maioria das vezes, o interesse do analista numa analise target € saber a
quantidade ou concentracdo dessa substancia. Entdo, € necessario fazer uma
curva analitica utilizando este padrdo de referéncia para que seja possivel
quantificar o composto. Entretanto, as matrizes ambientais podem conter
diversas substancias, bem como seus produtos de transformagéo no ambiente.
Neste caso, quando se deseja responder a pergunta “quais compostos podem
ter na amostra”, de maneira qualitativa, a analise é referida como “non-target’.
Isso significa que o analista, de antemao, ndo conhece a amostra e busca saber
0s possiveis compostos daquela amostra. Assim, o instrumento € configurado
para fazer uma varredura (scan ou screening) e a resposta € comparada a
bibliotecas do préprio equipamento. Para estas analises, € necessario o uso de
espectrometria de massas de alta resolugédo. Em casos em que a comparagao
com a biblioteca sugere a alta probabilidade da presengca de um composto, uma
outra analise chamada de “suspect screening” pode ser realizada para
investigar a ocorréncia do composto suspeito, ainda sem o padrdao de
referéncia, por comparacgao de biblioteca. Uma vez que o padrao de referéncia
€ adquirido para se confirmar a presenga do composto, a analise passa a ser
target e pode ser realizado por espectrometria de massas tanto de alta quanto
de baixa resolugao (Gago-Ferrero et al., 2016; Sander et al., 2017).

Para a confiabilidade dos resultados obtidos, principalmente de analise
quantitativa, uma série de parametros normatizados devem ser estudados,

como descrito a seguir.




Como confiar nos resultados? A validagao

O objetivo de qualquer analise quimica € obter dados consistentes,
confidveis e precisos, para que possam ser interpretados de maneira correta.
Contudo, todo resultado de uma analise € influenciado por diversos erros e
incertezas inerentes ao processo que produzem uma dispersao de resultados,
Ou seja, provocam uma variagao nos valores experimentais obtidos. Por conta
disso, é impossivel realizar uma analise quimica totalmente livre de erros ou
incertezas. Isto significa que nunca sera possivel garantir condigdes
perfeitamente idénticas para cada analise. Assim, se 0 mesmo método for
repetido inumeras vezes para uma mesma amostra, diferentes resultados seréao
obtidos no final, isto se refere aos chamados erros aleatérios das analises
quimicas.

Uma vez que os erros e incertezas nunca poderao ser completamente
eliminados, os dados obtidos podem fornecer apenas uma estimativa do valor
verdadeiro. A aceitacdo dos resultados dependera de tratamentos estatisticos
que confirmardo (ou ndo) sua confiabilidade. Embora nem sempre seja facil
estimar a confiabilidade de dados experimentais, € sempre importante fazé-lo,
pois dados com qualidade desconhecida tornam-se improdutivos.

Neste sentido, a validacdo torna-se uma ferramenta necessaria na
quimica analitica para demonstrar o desempenho do método e a confiabilidade
dos resultados obtidos. Portanto, antes que um método seja implementado, ele
deve ser validado para demonstrar que é adequado para a finalidade a qual se
destina, e que os resultados compdéem uma sequéncia aleatoéria, ou, que o
meétodo esta em condi¢cdes de controle estatistico.

Segundo a definicdo da International Organization for Standardization
(ISO), validagcao é a "confirmagao, através de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para o uso especifico pretendido ou para uma aplicagdao foram
atendidos”. A validacdo € tida como o processo de garantir que um
procedimento analitico seja confiavel e possa atender as expectativas de uma
aplicagao especifica, de modo a garantir que todos os resultados experimentais
obtidos estejam de acordo com o valor verdadeiro (e desconhecido) do analito
na amostra, além de estabelecer as limitagcdes de desempenho do método e de

identificar fatores que possam influencia-las.




Validagao de um método

Os resultados da validacdo do método podem serdo utilizados para
avaliar a qualidade, confiabilidade e a consisténcia dos resultados analiticos,
portanto, € parte integrante de boas praticas analiticas. Atualmente, existem
varias organizagdes nacionais e internacionais que fornecem diretrizes sobre
validagdo. Como exemplo podemos citar: Instituto Nacional de Metrologia
(INMETRO), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), International
Organization for Standardization (ISO), Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), Cooperation on International Traceability
in Analytical Chemistry (CITAC), entre muitos outros. Apesar da vasta literatura
disponivel sobre validagdo, ha ainda muitas divergéncias entre os guias.
Embora exista um consenso geral entre as diretrizes de validagcédo, a
diversidade prevalece em termos de nomenclatura, metodologia empregada e
critérios de aceitagado. No Brasil, a Resolugdo 169 da Anvisa (ANVISA, 2017) e
o guia DOQ-CGCRE-008 do Inmetro (Inmetro, 2016), sdo documentos que
podem servir de guia na execugao da validagao de um método.

A validagdo de método é um processo longo e muitas vezes complexo.
Ela inicia quando um método é implementado e termina quando ele é
descontinuado. A validacdo implica ndo apenas em definir e avaliar os
parametros mais importantes de desempenho do método, mas também deve
ser um protocolo detalhado sobre como operar e transferir métodos analiticos e
procedimentos envolvidos.

O primeiro passo em um procedimento de validagdo deve ser a
identificacao do problema analitico e dos requisitos necessarios para soluciona-
lo. Em seguida deve-se definir o motivo da validagao, os parametros (figuras de
meérito) a serem avaliados e seus experimentos associados e 0s requisitos que
precisam ser atingidos. Assim, a validade de um método deve ser comprovada
em sua documentagao, que deve descrever como o método foi realizado, quais
parametros foram investigados durante o processo de validagédo e quais foram
os resultados do estudo de validacdo. O método sera considerado totalmente




validado quando todos os requisitos forem atendidos e todo o processo estiver
documentado.

Apés a definicdo dos parametros de desempenho, sua metodologia
associada e a realizacdo dos experimentos necessarios, uma decisdo deve ser
tomada sobre a qualidade dos resultados. Como, no entanto, o valor
"verdadeiro" ou "correto" do resultado nunca podera ser determinado
exatamente, devido aos erros aleatorios, a questao principal sera: a partir de
gue ponto os resultados podem ser considerados validos? Ou, qual é a maior
incerteza que se pode tolerar neste resultado?

Quando os meétodos sao retirados de leis ou diretrizes, os requisitos
devem ser obrigatoriamente seguidos de acordo com o estipulado e a decisao
de validacado deve basear-se neles. Quando a decisao sobre a adequacao da
validagdo é baseada em guias, cada parametro podera ter uma decisdo
separada. Por fim, se n&o houver requisitos externos, o analista podera
estabelecer seus proprios requisitos com base em seu conhecimento e

experiéncia.

Figuras de mérito

A escolha dos parametros a serem avaliados pode variar de acordo com
o problema analitico; cada técnica analitica empregada possui caracteristicas
proprias e, portanto, indicam quais parametros de validagdo precisam ser
investigados. No entanto, as principais figuras de mérito para a validagdo de um

método analitico s&o apresentadas a seguir.

Robustez

A robustez € uma medida da capacidade do método analitico em
permanecer inalterado sob pequenas variagdes internas. Ela avalia a
constancia dos resultados quando variaveis inerentes ao método (parametros
operacionais) variam deliberadamente, fornecendo uma indicacédo da
confiabilidade do método durante seu uso.

O teste de robustez determina a influéncia que cada parametro
operacional tem sobre os resultados da analise e, se a influéncia estiver dentro

de uma tolerancia especificada, diz-se que o parametro esta dentro da faixa de




robustez do método. Desse modo, o estudo da robustez também auxilia a
avaliar a necessidade de revalidacdo do método quando um ou mais
parametros precisam ser alterados.

Para realizar o estudo da robustez ha duas abordagens possiveis; o
procedimento de um fator por vez (OFAT, one factor at a time) e o
procedimento de planejamento experimental.

O procedimento OFAT avalia o efeito na resposta com a variagao de um
unico fator, enquanto os outros fatores sdo mantidos fixos. Esta abordagem
univariada, embora frequentemente adotada, ndo é a mais recomendada para o
estudo da robustez, pois além de exigir um numero maior de experimentos, n&o
leva em consideragdo a possibilidade de interacdo entre fatores. Portanto, a
maneira mais conveniente de determinar a robustez de um método é usando
procedimentos de planejamento experimental que variam todos os fatores
estudados simultaneamente. N&o obstante, avaliagdo da robustez é geralmente
complexa e laboriosa dado que o numero de parametros a serem estudados
costuma ser grande, portanto, é interessante considerar o estudo da robustez

durante a fase de desenvolvimento do método analitico.

Seletividade/Especificidade

Obter um sinal livre da influéncia de outras espécies contidas em uma
amostra e, assim, inequivocamente atribui-lo ao analito de interesse, sempre foi
um grande desafio na quimica analitica. As amostras quase sempre contém
compostos (que ndo sao de interesse para a analise), porém com propriedades
semelhantes as do analito; esses compostos sdo chamados de interferentes.
Portanto, a identidade de um sinal presumivelmente pertencente ao analito
deve ser, antes de tudo, confirmada. A busca por seletividade ou especificidade
€ de grande importancia principalmente em amostras em que o analito
encontra-se em baixas concentragdes, pois interferentes em potencial podem
estar presentes em concentracdes mais altas que o analito de interesse.

Um interferente pode tanto agir como o analito e produzir um sinal
indistinguivel do sinal do analito, como suprimir ou aprimorar o sinal do analito
de interesse. Nesse sentido, a seletividade ou a especificidade do método

devem fornecer um discernimento sobre sua confiabilidade.




Embora possuam significados diferentes, € muito comum ver ambos os
termos serem utilizados sem distingdo. Seletividade refere-se a extensdo em
que um meétodo pode determinar varios analitos em uma mistura complexa sem
a interferéncia de outros componentes. A especificidade, por sua vez avalia a
capacidade do método em produzir um sinal que dependa quase
exclusivamente de um analito em questao.

Essa definigdo € frequentemente usada de maneira equivocada como
equivalente a especificidade. Contudo, especificidade deve ser considerada a
seletividade perfeita, ou a auséncia absoluta de interferentes; significa que
nenhuma interferéncia deve ocorrer. Por definicdo, a especificidade € a
capacidade de avaliar inequivocamente o analito na presenga de componentes
que possivelmente encontram-se na amostra.

A seletividade s6 pode ser descrita para um sistema matriz-analito em
particular, pois 0 mesmo método pode ter diferentes seletividades para o
mesmo analito em matrizes distintas.

A avaliagao de seletividade pode tornar-se um processo longo e varias
estratégias podem ser adotadas, as quais dependerao das técnicas envolvidas
e do tipo de sinal fornecido.

Uma das estratégias mais utilizadas para a avaliagdo da seletividade € o
estudo experimental sistematico da interacdo do analito com seus possiveis
interferentes. A seletividade € avaliada através da comparagao de analises de
amostras branco (sem o analito) contendo os interferentes, em relagdo a
analises de amostras contendo tanto o analito quanto os interferentes. Assim,
deve-se certificar a auséncia de sinal de interferentes onde espera-se o sinal do
analito nas amostras branco demonstrando que o analito ndo sera falsamente
identificado e que sua quantificagdo nao sera prejudicada.

Por fim, a validacdo deve demonstrar que €& possivel confirmar a
identidade do analito corretamente, porém, a confirmacdo de identidade nas
amostras reais deve ser feita durante o uso continuo do método. Isso pode ser
realizado através da analise constante de uma amostra de controle adequada

contendo concentragcdes conhecidas do analito e interferentes.




Estabilidade

Outro desafio encontrado no inicio do desenvolvimento de método é
garantir a estabilidade do analito. Os compostos quimicos podem se decompor
antes ou durante as analises, comprometendo seu resultado. Assim, a
estabilidade passa a ser um parametro de validagcdo importante, mas que ainda
nao é suficientemente avaliado, visto que nao é universalmente incluido nas
diretrizes dos guias de validagdo. Este parametro pode ser definido como a
estabilidade quimica de um analito em uma determinada matriz, sob condicbes
especificas para determinados intervalos de tempo. Perguntas como: “Quanto
tempo é possivel armazenar uma amostra até a andlise quimica?”, ou “E
preciso manté-la refrigerada?” podem ser respondidas por testes de
estabilidade.

A estabilidade do analito durante todo o procedimento analitico é
importante para uma quantificacdo confiavel e, a menos que dados sobre a
estabilidade estejam extensivamente discutidos e disponiveis na literatura, a
validagao completa de um método deveria incluir experimentos de estabilidade
para varias etapas do método. A instabilidade do analito € essencialmente um
erro sistematico, porém pode ser fortemente dependente de detalhes
experimentais como o tipo de matriz, pH, temperatura, luz, etc. Desse modo, é
importante realizar testes de estabilidade para o analito em amostras reais e em
solucbes padrao, levando em consideracdo os parametros de maior
importancia. O teste de estabilidade é importante ndo apenas para estimar o
intervalo de tempo permitido entre a coleta e a analise da amostra, como

verificar a melhor maneira de conservacdo da amostra e do padrao.

Acuracia, precisao e exatidao

Embora todas as etapas da validagdo analitica sejam importantes, a
precisdo e a exatiddo podem ser consideradas a esséncia de um método
analitico. Estes dois paradmetros além de guiar a realizagdo dos outros testes da
validacgao, representam a confiabilidade do método.

A precisdo avalia a proximidade de resultados de preparacdes
independentes provenientes da mesma amostra e sua realizagdo n&o

compreende apenas uma etapa. Os testes que sao feitos sio:




Repetibilidade: avalia a capacidade do método de emitir resultados
concordantes quando preparacdes independentes da mesma amostra sao
analisadas no mesmo equipamento, pelo mesmo analista, no mesmo local e em
um mesmo momento.

Precisdo intermediaria: avalia a capacidade do método de emitir
resultados concordantes quando preparagcbes independentes da mesma
amostra sao analisadas nas mesmas condi¢cdes da repetibilidade, porém por
analistas diferentes.

Reprodutibilidade: avalia a capacidade do método de emitir resultados
concordantes quando preparacdes independentes da mesma amostra sao
analisadas em laboratorios diferentes, em equipamentos diferentes (aqui pode-
se variar o fabricante e o modelo) por analistas diferentes em um periodo de
tempo que ndo necessita ser pequeno. E um teste realizado em estudos
interlaboratoriais quando se esta padronizando metodologias).

Precisdo instrumental (quando aplicavel): avalia a capacidade do
instrumento utilizado em dar respostas iguais para uma mesma preparagao da
amostra.

Ja a exatiddo avalia a proximidade de um resultado analitico
experimental fornecido pelo método com o valor esperado em uma amostra de
concentragdo conhecida. O teste de exatidao é realizado através da fortificagéo
de amostras - adicdo do(s) analito(s) de interesse em pelo menos 3 niveis
(baixo, médio, alto) de concentragbes conhecidas diretamente na matriz que
sera investigada.

Uma importante observacdo € que a fortificacdo deve ser feita
idealmente em uma matriz livre do(s) analito(s) que estdo sendo estudados,
algo que muitas vezes nao € possivel quando se trata de amostras ambientais,
onde o objetivo sera estudar possiveis contaminantes e por isso ja presentes na
matriz. Para contornar esta limitacdo, pode-se adotar a utilizacdo de uma
amostra branco - uma amostra que nao sera fortificada e o valor da
concentracido dos analitos presentes sera descontada das amostras fortificadas.
(Esta amostra branco fara parte do mesmo grupo das amostras que seréo
fortificadas, ou seja, coletadas na mesma hora e local). Outras opgdes sao: a
utilizagdo de surrogate, que seria um composto com estrutura quimica similar

ao analito de interesse e que teria comportamento semelhante na execugao de




um método analitico (€ requisito que o surrogate escolhido ndo esteja presente
na matriz ambiental), ou 0 emprego de padrao isotopicamente marcado, que € o
préprio analito mas com pelo menos um hidrogénio substituido por um is6topo
deutério (*H) ou um carbono 12 ('?C substituido por um isétopo carbono 13
(130)_

Limites de detecgao e quantificagao (LD e LQ)

Entender sobre os limites de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ) do
método analitico ainda é um grande desafio entre os “ndo quimicos” e, por ser
muito importante para se planejar um ensaio toxicolégico ou a analise de uma
amostra ambiental, deve ser entendido com clareza de forma a evitar falsos
positivos ou interpretacdes erradas dos resultados finais de uma analise.

Para iniciarmos, € importante lembrar que ha diferencas importantes
entre os limites de deteccédo e quantificagdo instrumentais (aqui denominados
LDI e LQI, respectivamente) e os limites de detecgéo e quantificagdo do método
analitico (denominados entdo como LD e LQ, respectivamente). O LDI e LQI
consideram apenas as incertezas associadas as medidas instrumentais,
normalmente obtidas pela curva analitica ou curva de calibragdo e nao
consideram a natureza ou o preparo de amostras. O LD e LQ, por sua vez, séo
parametros que consideram as incertezas envolvidas em todas as etapas do
meétodo analitico, desde o preparo de amostras até a analise instrumental. Ha
diferentes maneiras de se calcular LDl e LQI e estdo apresentadas as seguir. O
LD e LQ do método, por sua vez, considera etapas do preparo de amostras
como concentragao ou diluicdo dos analitos, volume de amostra empregado em
cada analise, além dos efeitos causados pela complexidade das matrizes.
Sendo assim, podemos ter um mesmo método instrumental com LDI e LQI
definidos pelas incertezas associadas as curvas analiticas obtidas pelo uso de
padroes de referéncias, sendo aplicado a amostras que passaram por
diferentes preparos desde a amostragem até a analise instrumental, nesses
casos, os LDI/LQI serdo os mesmos, mas os LD/LQ do método como um todo
podem variar significativamente e devem ser reportados separadamente. Por
exemplo, se uma amostra de efluente bruto foi preparada por SPE empregando

100 mL de amostra e obtendo 1 mL de extrato final (o qual sera destinado a




analise instrumental) e, uma outra amostra, agora de agua de abastecimento
publico, para a qual a SPE empregou 1 L de amostra da qual os analitos foram
concentrados em 1 mL de extrato final. Teremos uma variacdo no fator de
concentracido de 10 vezes entre a analise da amostra de efluente e da amostra
de agua de abastecimento publico. Se 0 mesmo método instrumental esta
sendo usado para quantificar os analitos de interesse no extrato final, teremos o
mesmo LDI/LQI para ambas determinacdes, porém o LD e LQ do método
analitico considerara o LDI/LQI e os fatores relacionados ao preparo de
amostras e, neste exemplo sera 10 vezes menor para a analise de agua de
abastecimento publico, uma vez que o fator de concentracdo associado ao
volume de amostra extraido foi 10 vezes maior (100 mL de amostra — 1 mL de
extrato, fator de concentragao para a amostra de efluente foi igual a 100 vezes,
enquanto que para a amostra de abastecimento publico obteve-se um fator de
concentragédo de 100 vezes a partir de 1 L de amostra — 1 mL de extrato).

O limite de deteccgéo instrumental (LDI) € a menor quantidade detectavel
do analito de forma confiavel e distinta de zero ou de ruidos do sistema, porém
estatisticamente, ainda nao € passivel de quantificagdo. Os LDI sdo muito uteis
em analises qualitativas. Ja o limite de quantificacdo instrumental (LQI) € a
menor quantidade de analito que pode ser determinada com precisdo e
exatidao aceitaveis. LDl € o ponto em que um valor medido € maior que a
incerteza associada a ele, enquanto LQl €& um parametro de ensaios
quantitativos para baixas concentragcdes e utilizado para a quantificacdo do
analito. A quantificagdo abaixo do LQ do método é, portanto, evidentemente
inaceitavel. Abaixo do LQ, um método podera produzir apenas dados
semiquantitativos ou qualitativos.

Para a determinagao do LDI e do LQI, diferentes abordagens podem ser
utilizadas. A técnica mais simples para determinacdo do LDI seria a inspecao
visual; o limite de deteccdo € determinado pela analise de amostras com
concentragbes conhecidas, estabelecendo o nivel minimo no qual o analito
pode ser detectado com segurangca. Ja a técnica mais simples para a
determinagao do LQ seria definir valores de precisdo e exatiddo aceitaveis e
encontrar a menor concentracdo do analito que se adequa a estes parametros.

Uma abordagem também muito comum €& a determinagdo com base na

relacdo sinal/ruido (S/N), calculado como a razdo entre a altura do pico do




analito (sinal) e a amplitude entre o ponto mais alto e o mais baixo da linha de
base (ruido), em uma determinada area ao redor do pico do analito. Para o LDlI,
geralmente é necessario que a razéo seja igual ou superior a 3 e para o LQl,
igual ou superior a 10.

Por fim, o LDI e o LQI podem ser determinados através da razao s/b em
que b é o coeficiente angular da regressao e s € o desvio padrao que pode ser
obtido de trés maneiras: desvio padrao do intercepto com o eixo y de curvas de
calibragao construidas contendo concentragdes do analito proximas ao suposto
limite de quantificagdo; desvio padrao residual da linha de regressao; desvio
padrao dos brancos da amostra. Assim, o LDI e o LQI s&o calculados como 3 e

10 vezes o valor da razao obtida, respectivamente.

Faixa de trabalho

A faixa de trabalho de um método analitico € o intervalo entre as
concentragbes minima e maxima do analto em que o método fornece
resultados quantitativos com precisdo, exatiddo e linearidade adequadas. O
limite inferior da faixa equivale ao limite de quantificacdo. Ja o limite superior
deve ser testado com concentragcbes sucessivamente mais altas até que a

precisao, exatidao e/ou a linearidade ndo se mantenham dentro do esperado.

Linearidade

A linearidade de um método € a capacidade de obter uma relacao
proporcional entre a resposta analitica e a concentracdo do analito, dentro de
um determinado intervalo que deve abranger a faixa de trabalho na qual a
concentragdo esperada do analito seja contemplada. Este parametro é
determinado pela analise de uma série de réplicas de diversos niveis de
concentragdo do padrdo, que devem cobrir toda a faixa de trabalho e ser
uniformemente espacadas. E necessério ter um nimero suficiente de niveis de
concentracdo do analito para definir o perfil de resposta em relagcdo a
concentracdo, além de ter um numero suficiente de réplicas para um mesmo
ponto a fim de reduzir erros aleatérios e aumentar a precisdo. Em geral, quanto

mais pontos existirem na curva de calibracdo, melhor. Contudo, para fins




praticos, um valor entre 5 a 10 pontos com 3 a 6 réplicas cada é considerado
satisfatorio.

Em seguida, €& necessario encontrar um modelo matematico que
descreva adequadamente o grau de associagao entre a concentragcéo do analito
(variavel independente) e o sinal analitico obtido (variavel dependente),
chamado de modelo de regressdo. Existem varios métodos de regresséo,
lineares ou ndo, que podem ser testados no conjunto de dados obtidos. Porém,
0 método mais comum € a regressao linear por minimos quadrados, por ser um
método simples e de facil aplicagao (vide figura 1: curva analitica obtida por
esse método).

Existem duas técnicas de ajuste para o modelo método dos minimos
quadrados: método de minimos quadrados ordinarios (MMQO) e o método de
minimos quadrados ponderados (MMQP). Essa classificacdo € baseada no
comportamento dos desvios ou variagdes padrao da resposta sobre a faixa de
trabalho selecionada da curva de calibracédo. Portanto, € necessario analisar o
comportamento da variancia dos dados. Se a varidncia dos dados for constante,
tem-se o fendbmeno de homocedasticidade e o ajuste devera ser realizado por
MMQO. Caso contrario, os dados apresentam heterocedasticidade e o ajuste
por MMQP é o mais apropriado.

Normalmente, a escolha do ajuste dependera da faixa de trabalho de
interesse. Quando a faixa €& estreita, geralmente o modelo por MMQO é
satisfatério, porém, quando a faixa cobrir concentracbes com ordens de
grandeza diferentes, o modelo pode exigir um ajuste ponderado ou mais
complexo.

A adequacdo do modelo de calibracdo escolhido sempre deve ser
confirmada. A aceitabilidade do modelo é frequentemente analisada através
informacgdes graficas, parametros numéricos e testes estatisticos.

Normalmente o primeiro passo para a avaliacdo da linearidade é a
inspecéao visual do grafico de dados experimentais com o modelo de regressao
ajustado e do grafico de residuos. Esta inspecgao inicial pode dar alguma nogao
de quao bem a curva se ajusta aos dados e identificar possiveis ocorréncias de
valores atipicos, que nao estejam obedecendo o comportamento observado
pelas outras medidas. Estes pontos também sao conhecidos por outliers.

Contudo, a linearidade ndo pode ser demonstrada pela simples observagao




visual dos graficos, pois € um processo um tanto subjetivo. Assim, faz-se
necessario o calculo de alguns parametros numéricos usados para avaliar a
qualidade do ajuste. Os parédmetros numéricos mais relevantes sdo o
coeficiente de determinacdo (R?*) e o desvio padrao residual da linha de
regressao. Por fim, € necessario aplicar testes de significancia da regressao
para verificar se a equagao que define a calibracdo é apropriada, como o teste
de analise de variancia, ANOVA.

Faz mal? Como medir os efeitos destas concentragoes? Ecotoxicidade

O suporte que a quimica analitica oferece a ecotoxicologia € fundamental
tanto pelo lado qualitativo (“o que tem”) quanto o lado quantitativo (“o quanto
tem”). Porém, qual o significado real dos resultados obtidos? O contaminante
identificado pode ser nocivo a fauna e flora do local onde ele esta presente?

Ao responder tais perguntas, estamos realizando o que chamamos de
avaliacao do risco, para a qual tem-se a ecotoxicologia como a principal aliada
da quimica ambiental. A ecotoxicologia por definicdo € o campo da ciéncia que
estuda a interacdo entre os seres vivos e as substancias quimicas que podem
ser potenciais poluentes ambientais. Estas interacdes sdo determinadas através
da observacdo dos efeitos decorrentes da exposigcdo destes seres vivos a
amostras que tenham uma ou mais substancias quimicas. Estes efeitos podem
ser a taxa de mortalidade de uma determinada populacao, alteracdo no padrao
de reprodugcao, mudancas de comportamento, inibicdo da respiracao celular,
alteragdes hepaticas ou neuroldgicas, etc.

Neste contexto, € importante entender a diferenga entre um
contaminante e um poluente. Um contaminante se refere a uma substancia que
nao deveria estar naquele compartimento ambiental ou esta presente em
concentragdes acima das concentragdes naturais, ou seja, 0 que chamamos de
background. Um poluente, por sua vez, se refere a um contaminante presente
em um determinado ambiente em concentragcdes que exercem efeitos adversos
aos organismos.

Estes contaminantes sdo comumente classificados de acordo com a sua
origem (natural ou antrdpica), os efeitos causados nos organismos (como por

exemplo, mutagenicidade, carcinogenicidade, interferéncia enddcrina, etc.) ou




com relagdo as suas caracteristicas fisico-quimicas (volateis, persistentes, ou
com capacidade de se acumularem nos organismos, etc.).

Diferentes abordagens e detalhes desta area estdo sendo discutidos em
outros capitulos deste livro e, portanto, apenas alguns aspectos mais
importantes serdao destacados aqui a fim de se entender melhor a atuacédo dos
quimicos na ecotoxicologia quando aplicada a avaliagdo do risco ambiental.

Os testes de toxicidade sdo largamente utilizados para avaliar efeitos
adversos de uma substancia quimica em organismos vivos sob condi¢des
padronizadas e reprodutiveis que permitam comparacdes entre diferentes
organismos, substancias e laboratorios. Devem seguir protocolos rigorosos de
controle de qualidade e, dentre eles, a quantificacdo das concentracdes reais
das substancias testadas tem aproximado ainda mais os ecotoxicologistas dos
quimicos analiticos. Como descrito anteriormente, a mesma técnica analitica
pode ser empregada para a quantificagdo das concentragées de uma dada
substancia tanto em amostras ambientais como nas amostras dos testes
toxicologicos. A principal diferengca em termos de método analitico estd no
preparo de amostras. Em geral, as concentragbes empregadas nos testes
variam em uma grande escala de concentragdo, sendo que em alguns casos
pode haver a necessidade de concentragdo dos analitos (como geralmente é
feito com as amostras coletadas no ambiente em que os contaminantes estao
em niveis trago), em outros, apenas a necessidade de um clean-up antes da
analise instrumental e, em um terceiro cenario, pode haver ainda a necessidade
de diluicdo das amostras. A escolha do melhor preparo de amostras para
atender a essa demanda depende da faixa linear de trabalho construida para a
analise instrumental. Uma vez que as concentragdes dos analitos no extrato
analisado devera estar entre os limites minimos (LQI) e maximos da curva
analitica, para garantir um resultado confiavel e reprodutivo.

Diferentes organismos e métodos sdo usados nos testes toxicologicos e,
portanto, € de se esperar que diferentes efeitos de matriz possam interferir nas
analises quimicas, bem como o volume de amostra disponivel para a analise,
pH, salinidade, etc. Tais parametros precisam ser criteriosamente avaliados
para se obter o melhor preparo de amostras de forma a garantir a exatidao, a

precisdo na determinagdo, sem causar danos significativos ao instrumento de




medida. A seguir, uma breve descricdo sobre os testes toxicolégicos para

finalizarmos o conteudo deste capitulo.

Organismos utilizados

A utilizagdo de seres vivos para os testes de toxicidade se deve ao fato
que as respostas sé ocorrem no campo bioldgico. Os seres vivos mais
comumente utilizados em testes de toxicidade s&o bactérias, microalgas,
microcrustaceos e peixes. Eles serao diretamente responsaveis em sinalizar se
uma amostra apresenta algum grau de toxicidade ou ndo, apontado pelo efeito
(ou endpoint) que esta sendo avaliado.

As caracteristicas desejaveis para que um organismo seja escolhido em
um teste de toxicidade sao: disponibilidade, biologia e fisiologia conhecidas,
estabilidade genética, facilidade de cultivo em Ilaboratério e que,
preferencialmente, esteja presente no local de onde a amostra € proveniente
(este ultimo quesito, apesar de importante, ndo € mandatério).

Nas avaliacbes de risco sdo considerados os testes de toxicidade
realizados com organismos de diferentes niveis da cadeia trofica, pois os
efeitos tdxicos de uma mesma substancia podem ser observados de maneira
diferente para diferentes organismos. Para tal, a derivagdo de um critério de
qualidade considera dentre os testes toxicologicos realizados com diferentes
organismos, aquele que apresentou efeitos em menor concentragéo, ou seja, 0
mais restritivo, de forma que o critério derivado seja protetivo para o organismo

mais sensivel e, consequentemente para os demais organismos.

Tipos de testes ecotoxicoldgicos

Os testes ecotoxicoldégicos empregados com maior frequéncia sao os
testes de toxicidade aguda e crdonica. Como dito anteriormente, ambos tém com
principio basico a exposicdo de uma populagcdo de organismos vivos a
amostras que contenham um ou mais contaminantes quimicos e a observagao

dos efeitos.




Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda consiste em expor diretamente, por um
tempo determinado (intervalos até 96 horas) uma populacdo de organismos
teste a uma amostra concentrada e/ou em varias diluicbes, que contenha
supostos contaminantes quimicos e observar um efeito que normalmente é a
taxa de mortalidade desta populagdo (para invertebrados também pode-se
observar a taxa de imobilidade). E considerada uma metodologia rapida e as
informacdes mais importantes que sdo extraidas deste teste € a Concentragao
Letal Média (CLsp), que também pode ser denominada Concentragdo Efetiva
Média (CEsp), que seria a concentragdo da amostra necessaria para causar
uma taxa de letalidade de 50% em uma populagao no tempo especificado.

O teste de toxicidade aguda, quando aplicado as amostras ambientais
complexas, com varios compostos presentes, na maioria das vezes nao
fornecera um resultado diretamente conclusivo sobre a causa da toxicidade —
se um contaminante, ou até mesmo um conjunto deles é responsavel direto
pela toxicidade da amostra. O teste s6 apontara se a amostra é toxica ou nao, e
em quais concentragdes, e indicara a possibilidade da existéncia de um efeito
sinérgico entre os contaminantes presentes na amostra estudada. Uma das
limitagdes do teste agudo € que muitas vezes um efeito pode ser observado em
um periodo de tempo além do estipulado no teste (Silva et al., 2015).

Toxicidade Cronica

A toxicidade cronica de uma amostra € determinada através da
exposicao de uma populagdo de organismos vivos a fragdes diluidas da
amostra de interesse e por um tempo mais elevado que o utilizado na
toxicidade aguda — pode compreender todo o ciclo de vida do organismo
envolvido. A quantidade de efeitos observados também ¢é mais ampla,
envolvendo alteragdes fisioldgicas, reprodutivas e comportamentais.

O teste de toxicidade crbnica pode ser realizado de forma complementar
ao de toxicidade aguda — através da utilizacdo do valor de CLsp obtido com a
realizagdo deste ultimo e assim calculam-se as diluicbes que a amostra deve
sofrer para que as concentragbes de trabalho n&do sejam demasiadamente

letais, ou de forma conclusiva, se durante o teste de toxicidade aguda uma




amostra nao apresentar indicios de toxicidade devido ao periodo curto de
exposicao, esses efeitos podem aparecer durante a exposigcdo mais prolongada
demandado pelo teste de toxicidade cronica (Magalhdes and Ferrao-Filho,
2008).

Biomonitoramento Automatico em Tempo Real

Os testes mencionados anteriormente, apesar de serem essenciais,
tém uma limitagdo inerente a ambos: o fornecimento de dados contempla
apenas um panorama momentaneo da situacdo e muitos efeitos causados
pelos poluentes podem somente aparecer apos intervalos de tempo maiores e
causados por concentracbes menores do que aquelas empregadas nos testes
(Magalhdes and Ferrao-Filho, 2008). Desta maneira, o biomonitoramento
automatico aparece como uma alternativa para um acompanhamento constante
e geracgao de resultados imediatos.

O sistema de biomonitoramento consiste em acompanhar as reacdes
dos organismos vivos empregados nos testes de maneira permanente através
da aplicacdo de dispositivos com sensores eletrdnicos automatizados que
possibilitem isto. Alguns exemplos que ilustram este sistema sao: (i) a utilizagao
de fluorimetros para monitorar a producédo de clorofila de uma populagao de
fitoplancton; (ii) sensores de movimento e cameras para o monitoramento do
padrao natatério de peixes; (iii) monitoramento da intensidade da luz produzida

por bactérias luminescentes, etc.

Normas Técnicas

No Brasil, a ABNT (Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas), € a
responsavel por emitir os documentos orientativos para a realizagao dos testes
de toxicidade e desta maneira padroniza-los. A Tab. 1 mostra alguns destes
documentos. Sempre € bom salientar que aqui no Brasil cada unidade da
federagao tem seu proprio 6rgdo ambiental (por exemplo, CETESB em Séao
Paulo, IPEA no Rio de Janeiro, etc.) e estes também emitem normas padréo
sobre a realizacao destes testes.




Tab. 1. Normas ABNT referentes a ensaios ecotoxicolégicos

Norma Finalidade

NBR 15469:2007 Preservacao e preparo de amostras

NBR 12713:2009 Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia

Spp

NBR 13373:2010 Tox!0|dade (_3romca — Método de ensaio com
Ceriodaphnia spp

NBR 15088:2011 Toxicidade Aguda — Método de ensaio com peixes

NBR 15499:2007 Toxpldade ernlca de Curta Duracado — Método de
ensaio com peixes
NBR 12648:2011 Método de ensaio com algas (Chlorophyceae)

Toxicidade em sedimento — Método de ensaio com

NBR 15470:2007 Hyalella spp (Amphipoda)

NBR 15308:2011 Método de ensaio com misideos (Crustacea)

Fonte: modificada de Silva et al., 2015

Para uma melhor visualizacdo dos caminhos a se tomar em um
procedimento que conjuga quimica analitica e analise ecotoxicolégica, o

fluxograma apresentado na Fig.4, sintetiza as alternativas possiveis.
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Fig. 4. Fluxograma com as etapas de um procedimento analitico/ecotoxicoldgico

CONCLUSAO

Este capitulo buscou abordar de forma didatica os aspectos analiticos
para a determinagdo de contaminantes ambientais (sejam eles considerados
contaminantes emergentes ou n&o), em concentragdes tragcos nas amostras
ambientais ou nos testes toxicoldgicos, buscando dentro do contexto da
ecotoxicologia, aproximar quimicos e bidlogos para esta, que é uma area

interdisciplinar tdo importante para a preservacao da vida no nosso planeta.
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