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Resumo

Processos bioldgicos secundarios anaerébios empregados para o tratamento de dguas residuais tém se de-
senvolvido de forma acelerada a partir da metade do século XX e sdo atualmente utilizados na maioria das
Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs) ao redor do mundo. Lodos produzidos ao longo do tratamento sdo
o principal subproduto e constituem um material semisélido que contém matéria organica, micro-organis-
mos patogénicos, substancias toxicas e até metais pesados retirados da fase liquida. Entretanto, aplicando-
-se tratamento adequado, pode se transformar um residuo problema em um produto com valor econdémico:
com tecnologias modernas e de baixo custo, podem ser reaproveitados materiais nele contido (nutrientes e
metais pesados) e pelo seu potencial energético (produgédo de biogas - 70% de metano). Os acidos graxos
volateis (AGVs) sdo importantes intermediérios da digestdo anaerdbia, e sua taxa de producdo determina em
grande parte a taxa de producdo de metano. O conhecimento da concentracdo de AGVs no lodo em trata-
mento permite acompanhar o desempenho do reator. O método de cromatografia gasosa acoplada a espec-
trometria de massas (CG/EM) para determinacgédo de AGVs se destaca de outros por ser eficiente e seletivo,
permite obter informacg&o estrutural, massa molar, entre outras vantagens. A validacdo de um método para
sua deteccdo assegura a confianca dos resultados. No presente trabalho foi utilizado o cromatégrafo gasoso
Thermo Scientific (TRACE 1300), e o detector foi um espectrometro de massas Thermo Scientific (ISQ QD —
Single Quadrupole) com uma coluna de polaridade intermediaria SPB- 624. Foram utilizados reagentes (ana-
litos) de marca reconhecida, e testes prévios foram feitos para definir condi¢des adequadas para o método
(CG/EM). A validacdo do mesmo foi realizada seguindo as recomendacdes de INMETRO e ANVISA. Os resul-
tados mostraram que a validagdo do método (CG/EM) para determinagdo de AGVs com a coluna escolhida e
as melhores condi¢des cromatograficas obtidas mostraram-se adequadas, atendendo aos parametros de
validacao: linearidade (r 2 0,9843), precisao (coeficientes de variacdo < 20%), sensibilidade (coeficientes an-
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gulares = 238218), limite de deteccao (0,030 mg.L-1 - 0,848 mg.L"), limite de quantificagédo (0,120 mg.L™
- 2,827 mg.L"), exatiddo (100% - 110% - concentracdes maiores). Aplicado em matrizes reais, o método se
mostrou satisfatério porque os tempos de retengdo foram muito semelhantes aos dos padrées utilizados.
Palavras-chave: Digestdo anaerdbia. Espectrometria de massas. Metano.

Abstract

Secondary biological anaerobic processes used for wastewater treatment have developed rapidly since the mid-
20th century and are currently used in most Sewage Treatment Plants (ETEs) around the world. Sludge produced
throughout the treatment is the main byproduct and is a semi-solid material containing organic matter, patho-
genic microorganisms, toxic substances and even heavy metals withdrawn from the liquid phase. However, by ap-
plying appropriate treatment, it can transform itself from a problem residue into a product with economic value:
modern and low-cost technologies can be reused in the material (nutrients and heavy metals) and its energy po-
tential (biogas production - 70% methane). Volatile fatty acids (AGVs) are important intermediates of anaerobic
digestion and their rate of production largely determines the rate of methane production. The knowledge of the
concentration of VFAs in the sludge under treatment allows monitoring the performance of the reactor. The gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC / MS), for the determination of VFAs, stands out from oth-
ers for being efficient and selective, and allows structural information, molar mass, among other advantages. The
validation of a method for its detection ensures the reliability of the results. In the present work, the Thermo Sci-
entific gas chromatograph (TRACE 1300) was used and the detector was a Thermo Scientific mass spectrome-
ter (ISQ QD - Single Quadrupole) with an SPB-624 intermediate polarity column. Recognized brand reagents And
previous tests were done to define suitable conditions for the method (CG / MS). Validation was done following
the recommendations of INMETRO and ANVISA. The results showed that the validation of the method (GC / MS)
for determination of VFAs with the chosen column and the best chromatographic conditions obtained were ad-
equate, taking into account the validation parameters: linearity (r 2 0,9843), precision Coefficients of variation
<20%), sensitivity (angular coefficients > 238218), limit of detection (0.030 mg.L-1 - 0.848 mg.L-1), limit of
quantification (0.120 mg.L-1 - 2.827 mg.L -1), accuracy (100% - 110% - higher concentrations). Applied to real
matrices, the method proved to be satisfactory because the retention times were very similar to the patterns used.
Keywords: Anaerobic digestion. Mass spectrometry. Methane.

1 INTRODUGAO

Os processos bioldgicos secundarios empregados
para o tratamento de &guas residuais tém se de-
senvolvido de forma acelerada a partir da metade
do século XX e sdo atualmente utilizados na maio-
ria das Estagdes de Tratamento de Esgotos (ETES)
ao redor do mundo.

Durante o tratamento dos esgotos sdo produzidos
lodos que se decantam no tanque de sedimentacao
primario por deposicdo por gravidade das particu-
las sélidas; ja nos reatores biolégicos de tratamento

secundarios a producao de lodos é mais abundante,
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principalmente se o processo for aerdbio, e se depo-
sitam no decantador secundario; também s&o gera-
dos no tratamento terciario (METCALF, EDDY, 2003).

Alem Sobrinho (2001) cita que a producéo de esgo-
to domeéstico no Brasil varia entre 80 a 200 litros/
hab.dia e cada habitante produziria cerca de 150 g/
dia de lodo centrifugado, totalizando uma produ-
¢do média em torno de 150 a 220 mil toneladas de
matéria seca porano. Para Andreoliet al. (2001), no
Brasil, aumentos na coleta dos esgotos realmente
gerados poderiam incrementar em até 4 vezes a

producédo de lodos. Célculos de Soares (2004), que
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consideraram o tratamento de somente 30% dos
esgotos urbanos produzidos, mostraram uma ge-
racdo de lodos superior a 400.000 mil toneladas/
ano. O lodo das estagdes de tratamento de esgoto
doméstico é um material pastoso, semi-sélido, rico
em agua (até 98%) e com teor de sélidos na ordem
de 1 a 2 e até de 5%, sendo estes principalmente
organicos de composicdo complexa e putrescivel
(proteinas, carboidratos, lipideos, acidos nucléicos,
entre outros), possui também fosfatos, nitratos, ni-
tritos e diversas formas de enxofre, além de ferro,
magnésio, célcio, entre outros componentes (MIKI
et al.,, 2006). A matéria organica constitui de 59 a
88% dos sélidos totais, sendo aproximadamente
50 a 55% de carbono, 25 a 30% de oxigénio, 10
a15% de nitrogénio, 6 a10% de hidrogénio, 1 a
3% de fésforo e 0,5 a 1,5% de enxofre (TIAGY; LO,
2013). Contém ainda detergentes e algumas subs-
tancias de dificil degradagdo, como compostos
fendlicos, usados de intermedidrios ou aditivos na
producdo dos detergentes e emulsificantes, entre
outras muitas e diversas moléculas (CORVINI et al.,
2006), microrganismos patogénicos (virus, bacté-
rias protozoarios, helmintos e fungos) e até a me-
tais pesado como cddmio, cobre, cromo, chumbo,
niquel, manganés, mercurio e zinco embora em
baixas concentragdes (CHAGAS, 2000). Os micror-
ganismos patogénicos e as substancias xenobidti-
cas e recalcitrantes tornam os lodos brutos dos es-
gotos residuos perigosos e um problema de satde
publica e ambiental quando descarregados no solo
e na agua sem tratamento prévio, por veicularem
doencas infecciosas e afetarem a qualidade das
aguas e dos solos alterando a microbiota e em con-
sequéncia as cadeias e as teias alimentares (JONS-
SON, MAIA, 2007).

O lodo é o principal subproduto do tratamento
das aguas residuais e deve ser tratado para deci-
dir seu destino adequado, sem causar impactos a
salde publica e ao meio ambiente. Sua disposicao
sanitaria e/ou a sua utilizacdo na agricultura e em

empreendimentos florestais é um dos mais im-
portantes problemas associados ao projeto e ao
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gerenciamento das estacdes de tratamento de es-
gotos; problema que aumenta com o crescimento
populacional e a consequente maior producéo de
esgotos e de lodos das ETEs, na medida em que as
redes de coleta de dguas residuais sdo ampliadas e
novas estacdes de tratamento de esgoto sdo cons-
truidas e entram em funcionamento. A correta ges-
tdo do lodo é questao relevante de salide publica,
ambiental e sanitaria que as empresas de sanea-
mento devem enfrentar e respeitar as disposi¢oes
da legislacdo ambiental: a Lei No 12.305/2010 que
institui a Politica Nacional de Residuos Sélidos no
Brasil assim como Resolucdo Conama No 430 do
13/05/2011, que complementa e altera a Resolu-
¢do n® 357/2005 e dispde sobre as condigcdes ade-
quadas para o descarte de efluentes finais de ETEs.

Lettinga et al. (2000) enfatizam que muitos dos
residuos produzidos pelas sociedades humanas
podem ser materiais Uteis para a recuperagao e
que para reusar subprodutos como nutrientes,
metais, a &gua que os compde e a energia contida
na matéria organica ndo totalmente degradada,
para atingir esses objetivos de prote¢do ambien-
tal e conservagao dos recursos, diversas técnicas
ja estdo disponiveis. Efetivamente, os lodos dos
esgotos sdo fontes valiosas de macronutrientes
para a agricultura e reflorestamento, como nitro-
génio, fésforo, enxofre e célcio entre outros, que
podem ser recuperados assim como os metais
pesados ali contidos. Os lodos sdo muito valori-
zados como fonte de energia, devido a possibili-
dade de recuperar a energia dos residuos organi-
cos por meio da biodegradacdo microbiana com
producdo de biogas, em especial metano. Este é
liberado na fermentagdo metanogénica sob con-
di¢des controladas de pH, temperatura e substra-
tos apropriados e portanto, para a recuperacéo da
energia na forma de biogas deve-se preferir, na
etapa de estabilizagao, a digestdo anaerébia (VAN
HAANDEL; LETTINGA, 1994).

Com essa abordagem e aplicando-se tratamento
anaerdbio, o lodo transforma-se de um residuo
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problema em um produto com valor econémico
que com tecnologias modernas e de baixo custo
pode ser bem mais valorizado pelo reaproveita-
mento dos materiais nele contidos (nutrientes e
metais pesados) e pelo seu potencial energético
(gas metano). Dentre as diversas tecnologias dis-
poniveis, a digestao anaerdbia convencional (DA)
é uma excelente op¢ao para o tratamento do lodo
derivado do esgoto sanitario. Durante o processo
sdo reduzidas as concentrag¢des dos microrganis-
mos patogénicos (e estes podem até ser elimi-
nados), estabilizam-se total ou parcialmente as
substancias organicas putresciveis presentes no
lodo fresco, reduz-se o volume do lodo por meio
de liquefagéo, gaseificacdo e adensamento pela
diminuicado de seu contetido em &gua. A digestao
anaerdbia ou fermentacgado permite também dotar
o0 lodo de caracteristicas favoraveis para seu uso
em solos e outras finalidades apds estabilizado e
recuperados os metais pesados e a energia.

Os processos da digestdo anaerdbia sdo geral-
mente explicados como a sequéncia de quatro
fases bioquimicas correspondentes aos metabo-
lismos dos grupos microbianos envolvidos e pre-
dominantes em cada uma delas e denominadas
fases de hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994;
CHERNICHIARO,1997). Em cada uma dessas fa-
ses, micro-organismos especificos metabolizam os
substratos organicos, seja nos lodos, nos esgotos
ou de qualquer ambiente com material organico
putrescivel passivel de biodegragdo ou estabiliza-
¢do por microrganismos heterdtrofos fermentati-
vos. Na digestdo anaerébia com metanogéneses,
esses grupos de bactérias e arqueias agem suces-
sivamente e sintroficamente e sdo denominadas,
respectivamente, bactérias hidroliticas, acidogé-
nicas, acetogénicoas e arqueias metanogénicas
(VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994; MADIGAN, et al.,
2016). Na fase acidogénica sdo produzidos, a partir
das macromoléculas orgénicas hidrolisadas na fase
anterior, acidos graxos volateis (AGVs) de baixo peso
molecular, que sdo os principais intermediérios das
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etapas seguintes da digestao anaerdbia fermenta-
tiva dos compostos organico dos lodos e dos esgo-
tos e, portanto, da producéo de biogéas. Sua taxa de
producao determina a taxa de producdo de meta-
no (CHERNICHIARO, 1997; SAWYER; MCCARTHY,
1978). Mudangas ambientais e/ou operacionais
podem causar o desequilibrio da taxa de producéo
e consumo dos AGVs, por isso, 0 monitoramento
da sua concentragdo é fundamental para evitar
problemas operacionais; o acimulo desses &ci-
dos pode ter um efeito negativo sobre a digestao
anaerébia, se a capacidade de tamponacao for ex-
trapolada e o pH descer para niveis desfavoraveis,
por sua vez, uma taxa baixa de formagao também
freia o resto do processo pela falta de substratos
para as bactérias das etapas subsequentes (CHER-
NICHIARO, 1997; LEITAQ et al., 2006).

Diversos métodos foram desenvolvidos paraa deter-
minacao de acidos graxos volateis; dentre eles des-
taca-se a cromatografia gasosa, utilizando como
detector um espectrémetro de massas, que oferece
alta eficiéncia na deteccdo de baixas concentragdes.
A validacdo adequada da metodologia assegura a
qualidade metroldgica dos ensaios e a confiabilida-
de técnica dos resultados obtidos. O trabalho tem
por objetivo validar um método de cromatografia
gasosa acoplada a um espectrometro de massa (CG/
EM) para a determinacéo de acidos graxos volateis,
considerando sua importancia como intermedia-
rios essenciais na digestdo anaerdbia e precursores
da metanogénese, processo que permite recuperar
parte importante da energia contida nos residuos
organicos na forma de biogas.

2 METODOLOGIA
2.1 Local das analises

a pesquisa foi realizada no laboratério de Quimi-
ca Sanitaria e Ambiental (LAQUISA) da Estacéo
Experimental de Tratamento Biolégico de Esgoto
Sanitario (EXTRABES), situada na cidade de Cam-
pina Grande/PB (07° 14’ 22” S e 35°53’05” W),
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em érea pertencente &8 Companhia de Aqgua e Es-
goto de Campina Grande — CAGEPA, cedida em
sistema de comodato a Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB).

2.2 Escolha dos reagentes e padroes

Os 4cidos graxos volateis escolhidos foram acido
acético, acido propidnico, acido isobutirico, aci-
do butirico, acido isovalérico, acido valérico. Para
preparacao dos analitos padrdes foram escolhi-
dos acidos P.A. da marca Sigma Aldrich que séo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Pureza, molaridade e concentragdo comum
dos acidos graxos volateis (AGVs).

Acidos . Concentracio
(Sigma PL(':/:)za M?rl::ljl:)d e Comum
Aldrich) (g/L)
Acido Acético 99,7 17,43 1046, 85
oppCido 99,0 13,23 980,10
ropiénico
Acido 99,5 10,95 965,15
Isobutirico
Acido Butirico 99,0 10,78 950, 40
ido 99,0 8,97 915,75
sovalérico
Acido Valérico 99,0 9,01 920,70

2.3 Preparacao das solucdes padroes de acidos
graxos volateis (AGVs)

No preparo das solugcdes foram utilizados agua
Milli Q (para as solugdes estoque de 500 mg.L™") e
metanol P.A. (para as dilui¢des). Preparou-se uma
solugcdo estoque de 500 mg.L" para cada acido
graxo volatil (Acido acético, acido propibnico, acido
isobutirico, &cido butirico, acido isovalérico e &cido
valérico) e uma solucdo estoque de 500 mg.L" da
mistura dos seis acidos; a seguir se realizaram dilui-
¢Oes das solugdes padrdes de cada acido, até atin-
girem as concentrag¢des de 0,5 mg.L”", 1 mg.L", 2,5
mg.L-1, 5 mg.L"", as solugbes padrdes individuais
de cada acido foram injetadas sequencialmente no
cromatégrafo gasoso para obter o cromatograma
desses padroes que permitem encontraras melho-
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res condi¢des para a elaboragao do método e para
a determinacgdo dos tempos de retencdo de cada
um desses compostos. Em seguida foram prepa-
radas dilui¢des a partir da solugéo estoque de 500
mg.L™" composta pela mistura dos seis acidos para
montar a faixa de trabalho a ser utilizada. As con-
centracdes da faixa de trabalho foram: 0,5mg.L",
0,7 mg.l"", Tmg.L"", 1,5 mg.L", 2 mg.L", 2,5 mg.L",
3mg.L", 4mg.L" e 5mg.L". Posteriormente cada
concentragdo que contém a mistura dos seis acidos
foi injetada seis vezes no cromatdgrafo para anali-
sar a separagdo dos picos do cromatograma para
cada um dos AGVs, os tempos de retencao de cada
um, montar a curva de calibragédo e se analisar as
melhores condi¢cdes do método.

2.4 Cromatografia Gasosa /
Espectrometria de Massas

O cromatégrafo gasoso utilizado é da marca
Thermo Scientific (TRACE 1300) e o detector é
um espectrémetro de massas Thermo Scientific
(ISQ QD - Single Quadrupole). As condigdes cro-
matograficas foram estabelecidas com base em
dados da literatura e injegdes testes para obter
as melhores condi¢bes cromatograficas, visan-
do maior sensibilidade na identificacdo dos AGVs
selecionados. A coluna utilizada no cromatégrafo
gasoso é SPB — 624 Capillary GC column, com fase
estacionéria (6% cianopropilfenil, 94% dimetilpo-
lisiloxano) que possui polaridade intermediaria.
Foram estabelecidas as seguintes variaveis: tama-
nho da coluna cromatogréafica (30 m x 0,25 mm),
espessura do filme (1,4 um), volume de injecédo de
1ul, temperatura do injetor (170°C), modo de inje-
¢ao (splitless), velocidade linear do gas de arraste
(gas Hélio — TmL.min""), temperatura da interface
(250°C), temperatura da fonte de ionizacao (im-
pacto de elétrons) do espectrometro de massa
(230°C), tempo de corte do solvente (4 minutos).
Foram testadas algumas rampas de temperatura
do forno, e as melhores condices encontradas
foram de 35°C, com tempo de espera de 1 minuto,
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seguido de aumentos de temperatura na taxa de
20°C.min™" até 100°C com tempo de espera tam-
bém de 1 minuto e continuando com taxa de 50°C.
min~' até atingir 200°C com tempo de espera de 3
minutos. Apés escolhida a melhor condigéo cro-
matografica para realizacdo das injegdes, proce-
deu-se avalidagdo do método.

2.5 Validacdao de método

Avalidagao da metodologia de andlise de AGVs foi
realizada utilizando critérios conforme Resolugéo
ANVISA RE n° 899, de 29 de maio de 2003 e docu-
mento INMETRO DOQCGCRE-008, de 2016.

Para a validacdo de um método analitico é funda-
mental o perfeito controle da qualidade dos reagen-
tes a serem usados: fornecedor, marca, qualidade
(grau de pureza) da dgua ou do diluente a ser usado,
entre outros. Destaca-se que os reagentes devem
sergrau P.A. (Para Analises) e as solugdes preparadas
com agua deionizada ultrapura. A seguir, deve haver
controle acurado da exatidao das concentragoes dos
reagentes, devem-se conhecer os equipamentos
a serem utilizados e seu funcionamento, os pontos
criticos do aparato e da técnica, e as temperaturas
envolvidas no processo que devem ser controladas
ao longo de toda a operagdo. Ainda, para a avalia-
¢do correta e segura dos critérios estabelecidos pela
ANVISA e INMETRO, foram empregadas solugdes
com diferentes concentragdes, em ordem crescente,
e as andlises para cada uma dessas concentra¢des
foram feitas no minimo com cinco repeticoes. Sem
esses cuidados cada um dos critérios de validagao
(linearidade, precisdo, sensibilidade, limite de de-
teccdo, limite de quantificacado e exatidao) nao seria
corretamente estabelecido.

Linearidade: Foram utilizadas solugdes padrées
nas concentragdes escolhidas para a faixa de tra-
balho, foi feita a andlise de regressao por minimos
quadrados e a correlagao linear foi obtida por meio
do R2% Foram elaborados os graficos de residuos
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para cada acido e realizado o test F (F-Snedecor)
na andlise da variancia (ANOVA) da regressao.

Precisao: Foi obtida com base na repetitividade.
Foram feitas cinco repeti¢cdes de cada concen-
tracdo de cada acido, pelo mesmo analista e nas
mesmas condi¢des operacionais, contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, concentragdes
baixa, média e alta. Apds as repeticées foram cal-
culados os coeficientes de variagcdo de cada acido
para as trés concentracdes utilizadas.

Sensibilidade: Foi determinada por intermédio da
inclinacao da curva analitica, uma vez que quanto
maior a absortividade da substancia, maior o coe-
ficiente angular e mais sensivel é o método.

Limite de deteccao e quantificacao: Foi prepa-
rada uma solucao estoque a partir dos seis acidos
puros e a seguir se procedeu a diluir essa solugédo
até se aproximar do suposto limite de quantifica-
¢do. Ap6s leitura de cada uma dessas diluicdes no
cromatdgrafo sob as condi¢des previamente defi-
nidas, foram preparadas trés curvas de calibragédo
de cada acido para obter seus coeficientes linea-
res e calcular o desvio padrao desses coeficientes,
os valores dos desvios padrdes obtidos divididos
pelos coeficientes angulares das curvas de ca-
libracdo de cada acido, multiplicado por trés é o
limite de detec¢do e o0 mesmo valor multiplicado
por dez é o limite de quantificagédo. O limite de
detecgdo também foi calculado multiplicando por
trés o ruido da linha de base; nesse caso, o limite
de quantificacédo foi aproximadamente 10 vezes
maior que esse ruido.

Exatidao: A exatidao foi calculada como a diferen-
ca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito, acrescida dos intervalos de confianga. A
exatiddo do método foi determinada apés o es-
tabelecimento da linearidade, do intervalo linear,
sendo verificada a partir de no minimo nove de-
terminag¢des contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentragoes (baixa,
média e alta), com seis réplicas cada uma.
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2.6 Amostras para aplicagdo do método
CG/EM para deteccao e quantificacao de AGVs

em matrizes reais

Para avaliar a eficacia do método de recupera-
¢do dos AGVs em matrizes reais foram utilizadas
amostras de lodos e permeado obtidos de reato-
res anaerébios em funcionamento na EXTRABES
(um biorreator anaerébio de membrana dinami-
ca - BRAnMD, e dois digestores anaerébios con-
vencionais - DAC1 e DAC2) e amostras de lodo
originado de residuos sélidos de um reator em
batelada. Os sistemas experimentais BRANMD e
DAC1 e DAC2 foram alimentados com lodo aeré-
bio de excesso de um sistema de lodo ativado que
por sua vez recebia esgoto doméstico. Este era
aduzido do interceptor leste do sistema de esgo-
tamento sanitéario da Companhia de Aguas e Es-
gotos da Paraiba (CAGEPA) da cidade de Campina
Grande, que passa pelas dependéncias da Estagédo
Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgoto
Sanitario (EXTRABES) e efluente (residuos séli-
dos) obtidos de um reator em batelada, alimenta-
do em batelada, de residuos obtidos na Empresa
Paraibana de Abastecimento e Servigos Agrico-
las (EMPASA). Volumes de 100 mL das amostras
das matrizes reais foram coletados em béqueres
e transferidos para garrafas de polietileno que
foram preservadas na geladeira a 4 °C até o mo-
mento de uso. Para realizar as andlises, 2 g das
amostras eram pesadas em um tubo eppendorf,
em seguida foram centrifugadas (centrifuga refri-
gerada Excelsa 4, mod. 280R-Fanem) durante 15
min, 12.000 rpm. Apés centrifugacéo, o sobrena-
dante das amostras foi filtrado em microfiltro de
fibra de vidro (GF-2, diametro 47 mm), tamanho
de poro 0,45 um (GF-2) e a seguir 5 pL do filtra-
do das amostras provenientes de lodo de esgoto
foram diluidos quarenta vezes em metanol P.A.
e 5 ulL do filtrado das amostras provenientes de
efluentes de residuos sélidos foram diluidos cin-

qguenta vezes em metanol P.A.

116 A Revista DAE esta licenciada sob a Licenga Atribuicdo-
By NG NdoComercial 4.0 Internacional Creative Commons.

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ
3.1 Parametros de validagao

A seguir foram calculados os parametros de va-
lidagdo para CG/EM seguindo as recomendagdes
ANVISA (2003), INMETRO (2016).

3.1.1 Linearidade

Os coeficientes de correlagdo linear foram obti-
dos a partir da curva de calibragdo de cada acido,
utilizando os coeficientes de determinacgao (R?). A
tabela 2 mostra os resultados obtidos, onde se ve-
rifica forte correlagéao.

Tabela 2- Coeficientes de correlagao linear dos acidos
graxos volateis em estudo.

Analito Coeficiente de correlagao linear (r)
Acido acético 0,9917
Acido propiénico 0,9905
Acido isobutirico 0,9848
Acido butirico 0,9843
Acido isovalérico 0,9868
Acido valérico 0,9871

A ANVISA (2003) considera para o coeficiente de
correlagdo linear o valor igual a 0,99. Dos seis aci-
dos analisados, quatro (acético, propidnico, isova-
lérico, valérico) atenderam ao padrdo, tendo em
vista que os valores dos coeficientes de correlacao
linear dos 4cidos isovalérico e valérico, se arredon-
dados para duas casas decimais, correspondem a
0,99, enquanto os acidos isobutirico e butirico tive-
ram coeficientes bem préximos a esse valor.

De acordo com INMETRO (2016), para compro-
var a linearidade deve-se mostrar o gréafico dos
residuos para garantir que eles sejam aleatérios
e também avaliar a linearidade com aplicagédo do
teste F (também conhecido como F-Snedecor) na
andlise da variancia (ANOVA) da regressao. Os
residuos foram aleatérios, comprovando que o
modelo linear é adequado. A tabela 3 mostra os
valores de F tabelado e de F calculado.
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Tabela 3 —Valores de F calculado e F tabelado para

cada acido.
Analito F (calculado) F (tabelado)
Acido acético 359,24 5,99
Acido propiénico 260,86 6,61
Acido isobutirico 165,41 6,61
Acido butirico 140,08 6,61
Acido isovalérico 120,04 7,71
Acido valérico 120,87 7,71

Como o valor de F calculado é maior que o valor de F
tabelado, deve-se rejeitar a hipdtese nula, que diz: o
coeficiente angular é igual a zero e ndo ha correlagéo
linear significativa entre x e y aceitando-se a hipétese
alternativa que diz que o coeficiente angular é dife-
rente de zero, demonstrando assim que ha correlacao
linear significativa entre x e y (MAGALHAES, 2004).

Os valores do presente trabalho sdo coincidentes
com os obtidos por Mulat e Feilberg (2015), que
utilizaram cromatografia gasosa acoplada a um
espectrémetro de massas (CG/EM) com coluna de
alta polaridade (HP-INNOWax) e validaram o mé-
todo para determinagdo do enriquecimento de isé-
topos de carbono e concentragédo de acidos graxos
de cadeia curta ndo derivatizados por injecdo em
solucdo aquosa direta de amostras de digestor de
biogas (os acidos analisados foram acético, propi6-
nico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico), e
sua faixa de trabalho foi de 0,5mmol/La 10 mmol/L
(concentracgdes se convertidas em mg.L", serd mui-
to superior a faixa de trabalho do respectivo traba-
lho), foi obtida boa linearidade para todos os acidos
com coeficientes de regressdo superiores a 0,9978.
Se comparada a faixa de trabalho e o tipo de coluna
utilizada com o trabalho em estudo, os resultados
aqui obtidos se mostram satisfatérios.
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Fiorini et al. (2016), para analisar acidos graxos
volateis de cadeia curta (acético, propidnico, iso-
butirico, butirico, isovalérico, valérico e acido ca-
préico) em fezes de ratos, utilizaram um método
quantitativo, cromatografia gasosa com detector
de ionizagdo de chama, headspace e micro extra-
¢do em fase sélida. As curvas de calibracdo fo-
ram construidas com concentrac¢des de 0,01 até
315 mg.L"; o menor coeficiente de determinagao
obtido foi o do &cido butirico :0,9956; para todos
os outros acidos os valores foram maiores, sendo
bem préximos dos valores obtidos no presente
trabalho, que utilizou injegao direta.

Amer et al. (2013), em seu novo método para a
quantificacdo de acidos graxos volateis indivi-
duais no leite, usando derivatizagdo e croma-
tografia gasosa - espectrometria de massas,
utilizando uma coluna HP-5MS, revestida com po-
liimida, a curva de calibracao é feita com concen-
tragdes 0,5 mg.L'" — 50 mg.L", o valor obtido para
o coeficiente de determinacdo do acido butirico
foi de 0,9994, valor préximo ao obtido no presente
trabalho. Deve-se levar em consideragdo que as
concentragdes utilizadas foram maiores do que as
utilizadas no presente trabalho e também foi uti-
lizada derivatizacao.

3.1.2 Precisao

Nas tabelas 4, 5 e 6 sdo apresentados os respecti-
vos valores de média, desvio padrao e coeficiente
de variacao (foi utilizado o software Microsoft Ex-
cel para realizagéo dos célculos), visando avaliar a
precisdao do método para os seis acidos.
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Tabela 4 - Valores médios, desvio padrao e coeficiente de variagdo dos seis AGVs utilizados, na concentragao de 0,5 mg.L™".

Amostras Acético Propi6nico
1 225492 182496
279566 225396
234093 199088
253589 212503
223459 144336
243240 192764
23540,34 31405,38
9,7 16,3

Isobutirico
107569
97846
120997
89237
125814
108293
15339,22
14,2

Butirico Isovalérico Valérico
80982 3487520 611847
76951 3480439 581627
59624 3747580 568936
68252 3841573 537444
60597 3371767 416651
69281 3585776 543301

9558,553 198848,4 75662,14
13,8 5,5 13,9

CV = Coeficiente de variagdo

Tabela 5 - Valores médios, desvio padréo e coeficiente de variacao dos seis AGVs utilizados, na concentracdo de 2 mg.L™".

Amostras Acético Propidnico
1 3946274 2476769
3882986 2081377

4466806 2466928

4301508 2381786

4223162 2384480

4164147 2358268

245190,6 161057,8

CV% 5,9 6,8

Isobutirico
765437
711247
803071
824292
748859
770581

44607,25
58

Butirico Isovalérico Valérico
378013 16703227 9539301
422223 17135654 7375750
499229 18676994 10467575
453807 20653447 9496111
441162 18793665 9142779
438887 18392597 9204303
44306,53 1564214 1133647
10,1 8,5 12,3

*M = Média; **DP = Desvio padrao; ***CV = Coeficiente de varia¢do

Tabela 6 - Valores médios, desvio padrao e coeficiente de variagédo dos seis AGVs utilizado, na concentragdo de 5 mg.L™.

Amostras Acético Propi6nico
1 15661804 8194006

2 15578629 8266889

3 15130743 7764369

4 14965686 7617104

5 13925048 7693417

M* 15052382 7907157
Dp** 695138,5 300787,6

CV%*** 4,6 3,8

Isobutirico
2450074
2432480
2364383
2250295
2279442
2355335
89165,28

3,8

Butirico Isovalérico Valérico
1479678 47664484 33708752
1482185 58499677 31309265
1403060 54579427 33751743
1307029 53539391 31355316
1397782 51829220 30413355
1413947 53222440 32107686
72090,51 3956736 1528122

5,1 7.4 4,7

*M = Média; **DP = Desvio padrao;***CV = Coeficiente de variagdo

O INMETRO (2016) utiliza os critérios de aceitagdo
sugeridos pela AOAC (2012), que aceitam o des-
vio padrdo relativo ou coeficiente de variacdo de
11% para concentragdes superiores a 0,1 mg.L”’
até 1 mg.L" e valores de 7,3% para concentragoes
maiores que 1 mg.L" até 10 mg.L". O INMETRO
(2016) também utiliza as sugestdes de Eurachem
(2014), considerando a dificuldade de estimar um
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desvio padrao confiavel a partir de poucas re-
peticdes; nesse caso é admissivel que os valores
calculados a partir de varios pequenos grupos de
repeticdes possam ser agrupados para obter esti-
mativas com numeros suficientes de graus de li-
berdade. A tabela 7 mostra o valor médio dos des-

vios padrdes relativos ou coeficientes de variagao.
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Tabela 7 — Média dos coeficientes de variagao para cada acido.

Amostras Acético Propidnico
Concentragdo 0,5 mg.L" 9,7 16,3
Concentragdo 2 mg.L" 59 6,8
Concentragédo 5 mg.L" 4,6 3,8
MCV%* 6,7 89

*MCV= Média dos coeficientes de variagao.

Sendo assim, analisando a média dos coeficientes
de variagdo, apenas o acido acético e o isovalérico
obedecem ao intervalo aceito de 7,3. Ja analisando
as concentragdes individuais, o método apresen-
tou boa precisdo apenas para a concentracéo de
5 mg.L™". A ANVISA (2003) aceita o coeficiente de
variacdo de até 5% para métodos analiticos, po-
rém para matrizes biolégicas aceita o coeficiente
de variagao até 20%, considerando a segunda op-
¢do os valores das trés concentragdes sdo aceitos
por estarem inclusos no intervalo. O que fica claro
no método é que ele apresentou melhor precisao
para a concentracdo mais alta, 5 mg.L™".

Os valores de coeficiente de variagdo obtidos na
concentragdo 5 mg.L" foram melhores que os de
Alves (2014), que realizou validagdo de um mé-
todo analitico para a identificagdo de AGVs em
aguas intersticiais de sedimentos marinhos por
(MEFS/CG/EM), a coluna cromatogréfica usada
foi a Nukol™, coluna capilar de silica fundida de
alta polaridade. As concentragdes utilizadas para
elaborar as curvas de calibracao foram entre 1 e
9 mg.L" e seus valores de coeficiente de variacéo
foram entre 4,8 para acido acético, 6,8 para acido
propidnico e 7,7 para acido butirico. Foram reali-
zados seis ensaios consecutivos.

Zhao et al. (2017) realizaram a extracao em fase
sélida de fibra embalada acoplada com CG/EM
para a determinacgédo de acidos graxos de cadeia
curta na urina infantil, utilizaram uma coluna de
alta polaridade, DB-WAX Ul MS, obtiveram uma
curva de calibragdo variando de 0,07659 a 765,9
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Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico
14,2 13,8 55 13,9
5,8 10,1 8,5 12,3
3,8 51 7,4 4,7
7.9 9,7 71 10,3

mg.L" e seus valores médios dos coeficientes de
variacgao foram, cido acético, 7,1, acido propio-
nico, 7,1, acido isobutirico, 5,1, acido butirico,
3,2, 4cido isovalérico, 6,6, acido valérico, 3,0, fo-
ram realizados 5 ensaios consecutivos. Para aci-
do acético o método aqui apresentado se mos-
trou mais preciso.

Gardana, Del Bo e Simonetti (2017) realizaram
validacdo e aplicacdo de um método cromato-
grafico liquido de alta eficiéncia - Orbitrap es-
pectrométrico de massa para a detec¢do e quan-
tificagdo simultanea de acidos organicos volateis
e nao volateis em amostras fecais humanas, com
uma coluna 1.8 m HSS T3, a faixa linear utilizada
foi aproximadamente 0,498 mg.L'™' — 18,9 mg."",
obtiveram os seguintes valores de coeficiente de
variacdo para precisdo do método com relagédo a
repetitividade, acido acético (4,7 - 6,2), &cido pro-
pidnico (2,4 - 6,9), acido isobutirico (3,4 - 5,1), aci-
do butirico (2,3 - 6,2), acido isovalérico (4,3 - 5,7),
acido valérico (4,6- 4,7). As concentragdes foram
préximas as obtidas pelas maiores concentracées
do método em estudo.

3.1.3 Sensibilidade

Os calculos apresentados na tabela 8 mostram ex-
celente capacidade do método aqui validado em
determinar concentragées muito préximas de um
analito, devido a ter apresentado elevada sensi-
bilidade como verificada pelos altos coeficientes
angulares obtidos a partir das curvas de calibracao.
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Tabela 8 — Coeficientes angulares dos acidos
graxos volateis.

Analito Coeficientes angulares
Acido acético 3000000
Acido propidnico 1000000
Acido isobutirico 420110
Acido butirico 238218
Acido isovalérico 9000000
Acido valérico 5000000

O método se mostrou mais sensivel para o acido
isovalérico e menos sensivel para o 4cido butirico,
0 que o torna desfavorecido comparativamente
guanto a sua detec¢ado e quantificacdo em relagédo
aos demais 4cidos.

Alves (2014) obteve valores de coeficientes angulares
para acido acético, 7854,9, acido propi6nico, 17833 e
acido butirico, 90728. O presente método apresentou
maior sensibilidade para os acidos citados.

Mesquita et al. (2013) apresentaram dados de va-
lidacdo de uma metodologia para anélise de uma
mistura de sete acidos graxos volateis (C1 a C5) em
amostras ambientais por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, utilizaram uma coluna de troca i6-
nica HPX-87H , o detector foi UV-Vis com arranjo
de diodos, sua faixa de trabalho foi de 12,5mg.L"
a 400mg.L". Os valores de coeficiente angular ob-
tidos foram acido acético, 1,89, acido propibnico,
1,76, &cido isobutirico, 2,30, &cido butirico, 1,72,
acido isovalérico 1,77, acido valérico 1,49, valores
muito inferiores aos valores de coeficiente angular
obtidos pelo método em estudo o que evidencia a
vantagem de utilizar como detector um espectré-
metro de massas, pois possui alta sensibilidade.

3.1.4 Limite de Deteccao (LD)

A tabela 9 apresenta os limites de deteccdo para
cada acido calculados de duas maneiras:, a) a partir
das curvas de calibracdo das dilui¢des do analitos
(AGVs) aproximadas do suposto limite de quantifi-
cagao; b) utilizando o ruido da linha de base (consi-
derando aproximadamente trés vezes maior).
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Tabela 9 - Limites de detec¢do calculados a
partir das curvas de calibragéo (a) e utilizando
o ruido da linha de base (b).

Analito LD (a) LD (b)
Acido acético 0,086 mg.L" 0,030 mg.L"
Acido propiénico 0,244 mg.L" 0,100 mg.L"
Acido isobutirico 0,196 mg.L" 0,700 mg.L"
Acido butirico 0,848 mg.L" 0,500 mg.L"
Acido isovalérico 0,515 mg.L’ 0,500 mg.L"
Acido valérico 0,335mg.L" 0,500 mg.L"

Comparando os dois métodos, os valores se mos-
traram préximos para o acido isovalérico e mais
distantes para o acido butirico.

3.1.5 Limite de Quantificacao (LQ)

Atabela 10 apresenta os limites de quantificacao
para cada acido, calculados de duas maneiras di-
ferentes: a) a partir das curvas de calibragdo das
diluicdes do analitos (AGVs) aproximadas do su-
posto limite de quantificacdo; b) utilizando o ruido
da linha de base (considerando aproximadamente
dez vezes maior).

Tabela 10 - Limites de quantificagdo (a) calculados a
partir das curvas de calibragdo e (b) utilizando o ruido
da linha de base.

Analito LQ (a) LQ (b)
Acido acético 0,289 mg.L" 0,120 mg.L"
Acido propiénico 0,815mg.L" 0,400 mg.L"
Acido isobutirico 0,654 mg.L" 0,400 mg.L"
Acido butirico 2,827 mg.L"! 2mg.L’
Acido isovalérico 1,71 mg.L" 2mg.L?
Acido valérico 1,11 mg.L" 2mg.L’

Comparando os dois métodos os valores se mos-
traram mais préximos para o acido isovalérico e
mais distantes para o acido butirico.

Raposo et al. (2015), que realizaram a harmoniza-
¢do da determinagdo quantitativa de perfil de aci-
dos graxos volateis em amostras de matriz aquo-
sa por injecdo direta, utilizaram técnicas de CG e
CLAE: Multi-laboratério estudo de validagao, foi
utilizada uma coluna de alta polaridade (DB-WAX)
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para o GC. Os detectores foram: detector por io-
nizacdo de chama (FID), para o GC e para o HPLC,
indice de refracao e condutividade, sua faixa de
trabalho foide 10 mg.L'" a 1000 mg.L™". Os valores
dos limites de deteccdo e limites de quantificagcao
obtidos foram para acido acético (LD: 3,3 mg.L"e
LQ: 9,0 mg.L"), acido propidnico (LD: 2,2 mg.L" e
LQ: 10,3 mg.L"), &cido isobutirico (LD: 2,9 mg.L"e
LQ: 8,3 mg.L'"), acido butirico (LD: 2,1 mg.L'"e LQ:
7,0 mg.L™"), acido isovalérico (LD: 2,2 mg.L'e LQ:
13,1 mg.L'™") e acido valérico (LD: 1,9 mg.L"e LQ:
6,0 mg.L'"). O método aqui utilizado se mostrou
mais adequado, pois obteve limites de deteccao
e quantificacdo mais baixos para todos os acidos.

Mulat e Feilberg (2015), ja citados, obtiveram os
seguintes valores para os limites de deteccao e
limites de quantificacéo, acido acético (LD: 0,260
mg.L" e LQ: 0,854 mg.L™"), 4cido propidnico (LD:
0,443 mg.L" e LQ: 1,479 mg.L"), 4cido isobutirico
(LD: 0,580 mg.L'" e LQ: 1,935 mg.L'"), &cido bu-
tirico (LD: 0,519 mg.L" e LQ: 1,730 mg.L"), acido
isovalérico (LD: 0,460 mg.L"" e LQ: 1,536 mg.L") e
acido valérico (LD: 0,445 mg.L" e LQ: 1,483 mg.L").
O método aqui apresentado se mostrou mais ade-
quado para os acidos, acético, propidnico, isobuti-
rico e valérico.

Mannion et al. (2016), em seu trabalho de com-
paracdo e validacdo de dois métodos analiticos
para a determinagao de acidos graxos volateis em
produtos lacteos por cromatografia em fase ga-
sosa (utilizando uma coluna especifica para AGVs,
CP FFAP CB capillary column), com detec¢do de
ionizacao de chama, utilizando a faixa de traba-
lho (3mg.L"" = 700 mg.L™"), no método por injegédo
direta, obtiveram os respectivos valores de limite
de deteccgao e quantificagdo para o acido butirico
(LD:0,7 mg.L'" e LQ:3 mg.L™"). Os valores do método
aqui utilizado foram predominantemente melho-
res para o respectivo acido.
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3.1.6 Exatidao

A exatiddo do método relaciona o valor obtido com
o valor tedrico das concentracées e foi calculada ba-
seada nas concentragoes baixa (0,5 mg.L"), média (2
mg.L") e alta (5mg.L™"), sendo feitas seis determina-
¢Oes para cada concentracdo. As tabelas 11, 12, 13
apresentam os valores de exatidao obtidos.

Tabela 11 —Valores de exatiddo para a
concentracdo 0,5 mg.L™".

Analito Exatidao (%) Coeficientes de Variagao (%)
Acido acético 132 +57
Acido propiénico 130 £6,6
Acido isobutirico 126 +59
Acido butirico 152 +7,6
Acido isovalérico 130 +3,8
Acido valérico 129 +28

Tabela 12 —Valores de exatiddo para a
concentracdo 2 mg.L™".

Analito Exatidao (%) Coeficientes de Variagao (%)
Acido acético 100 +52
Acido propiénico 105 +8,4
Acido isobutirico 107 +7,0
Acido butirico 102 +9,0
Acido isovalérico 105 +10,2
Acido valérico 100 +10,9

Tabela 13 —Valores de exatiddo para a
concentracdo 5 mg.L™".

Analito Exatidao (%) Coeficientes de Variagao (%)
Acido acético 108 +97
Acido propiénico 109 +7,4
Acido isobutirico 108 7,2
Acido butirico 110 +55
Acido isovalérico 107 6,3
Acido valérico 110 +7,6

Analisando os valores de exatidao para cada con-
centracdo se observa que o método teve uma
boa exatidao para as concentracées 2 mg.L" e 5
mg.L™", pois os valores sdo satisfatérios para todos
os acidos, considerando que o intervalo de exati-
déo pode variar de 80% a 120% e o coeficiente
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de variagdo pode variar até 20% (ANVISA, 2003).
Segundo INMETRO (2016), para o intervalo de
concentragdo de 0,1 mg.L." a 10 mg.L™", aceita-se
a recuperacao na faixa de 80% a 110%, enqua-
drando-se dentro desse intervalo todos os acidos
das concentra¢des 2mg.L'" e 5mg.L"' . O método
nao apresentou boa exatiddo para a concentragao
0,5 mg.L™".

Zhou et al. (2016) realizaram determinacao rapida
de 4cidos férmico e acético em biomassa hidroli-
sada utilizando cromatografia gasosa com heads-
pace e um detector de ionizacao de chama (FID).
As separacdes cromatogréaficas foram realizadas
com coluna capilar de silica fundida HP-5 (30 m
de espessura de 0,32 mm de diametro 0,25 mm
de espessura) e uma coluna capilar de silica HP-
-INNOWax (30 m 0,25 mm de didmetro 0,25 mm
de espessura de pelicula). Obtiveram-se curvas de
calibragdo na gama de 5 a 16000 mg.L" e valores
de exatiddo para acido acético (97% - 103%), sen-
do estes bem préximos aos obtidos no presente
trabalho; todos estdo dentro do intervalo aceito.

Cerqueira et al. (2011), na validagdo do método
para a determinacdo de acidos graxos volateis
(acético, propidnico e butirico) por HPLC-DAD em
efluentes de reatores anaerébios tratando es-
gotos domésticos e utilizando coluna c18, com
faixa trabalho de 7,5 mg.L'" a 300 mg.L", obtive-
ram valores de exatiddo para acido acético (98%
- 100%), acido propidnico (90,1% - 102%), acido
butirico (89,6% - 99,2%), valores préximos aos
aqui encontrados.

A validacdo do método para todos os parame-
tros se mostrou adequada e viavel, pois a maior
parte das concentragdes utilizadas atendeu aos
critérios estabelecidos pela ANVISA (2003) e IN-
METRO (2016); se comparada a literatura, os va-
lores foram bem préximos para trabalhos com CG,
CLAE, utilizando diversos detectores. As andlises

122 A Revista DAE esta licenciada sob a Licenga Atribuicao-
BY NC NaoComercial 4.0 Internacional Creative Commons.

foram realizadas de forma simples e econ6mica,
por injecdo direta, ndo utilizando algumas técni-
cas mostradas em alguns trabalhos citados, como
headspace, micro extracdo em fase sélida e deri-
vatizacdo. A coluna utilizada para determinacéo
de AGVs nao foi especifica, sua polaridade era in-
termediaria, o que pode ter contribuido, para em
alguns casos a concentragdo mais baixa da faixa
de trabalho, que foi 0,5 mg.L™", ter ficado fora dos
critérios de validacdo estabelecidos, na precisdo
a concentragdo de 0,5 mg.L", ndo obedeceu ao
critério do INMETRO (2016) e na exatiddo essa
concentragdo ndo obedeceu aos critérios ANVISA
(2003) e INMETRO (2016), pode ter contribuido
também para a deficiéncia do acido isobutirico
e butirico com relagdo a linearidade em relacao
aos outros acidos, pois ficou fora do critério AN-
VISA (2003), na sensibilidade o acido butirico fi-
cou desfavorecido em relagéo aos outros acidos e
também apresentou o maior limite de deteccao,
mesmo com pequenas limita¢des, os resultados
foram em sua maioria satisfatdrios e o método foi
devidamente validado.

3.1.7 Aplicacao do Método em Matrizes Reais

A eficacia do método CG/EM validado sob as con-
di¢cdes definidas foi determinada a partir da medi-
¢do da concentragdo de AGVs utilizando amostras
reais de lodos de reatores anaerébios e do per-
meado de um biorreator anaerébio de membrana
dindmica, alimentados com lodo de descarte de
um sistema de lodo ativado e efluente provenien-
te de uma biorreator anaerébio de batelada, ali-
mentado com residuos sélidos. Foram escolhidas
amostras aleatérias de lodo e permeado (BRAN-
MD), lodo efluente (DAC1), lodo (DAC 2) e efluente
(residuos sélidos), para comparar seus tempos de
retencdo com os tempos de retengdo dos padrdes,
para avaliar o efeito de matriz.
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Tabela 14 — Concentragéo, tempos de retengédo das amostras e tempos de retengéo dos padroes.

Amostras - Acético Propi6nico
Tempo de retencao do _ 581 6,89
padréo (min)
c 1 23,64 60,48
(mg.L™")
Lodo (BRANMD) T
ra 5,33 6,58
(min)
c 4 25,28 74,56
(mg.L")
Permeado (BRANMD) T
ra 538 6,57
(min)
¢ 25,68 81,72
Lodo (mg.L7) ’ '
fluente (DAC1
efluents (DACT) Tra 536 6,57
(min)
¢ 25,48 82,64
Lodo (mg.L) ' '
DAC 2
(bAC2) Tra 538 6,58
(min)
c 4 16,75 8,95
Efluente (mg.L)
Resid 5lid
(Residuos sélidos) Tr.a 553 6.68
(min)

C = concentragao; Tra = tempo de retengdo da amostra.

Os tempos de retencdo das amostras e dos pa-
drées foram muito préximos, indicando que o
efeito matriz néo foi significativo e levando em
consideracdo que pode haver variacdo do tempo
de retencéo de acordo com a variagédo da concen-
tracdo da amostra. A aplicagdo do método valida-
do em matrizes reais foi satisfatdria.

4 CONCLUSAO

A validacdo do método de cromatografia gasosa
usando como detector um espectrometro de mas-
sas foi fundamental para sua credibilidade, asse-
gurando a confianca dos seus resultados, de acor-
do com ANVISA e INMETRO. O método se mostrou
vidvel para determinacdo de acidos graxos volateis
(&cido acético, acido propidnico, acido isobutirico,
acido butirico, acido isovalérico, e acido valérico),
pois atendeu aos parametros de validacdo (linea-
ridade, precisdo, sensibilidade, limite de deteccao,
limite de quantificagao e exatidao), principalmente
nas concentracdes mais elevadas da faixa de traba-
lho. Quando aplicado em matrizes reais, ficou com-
provada a sua eficacia, tendo em vista que os tem-
pos de retengdo dos acidos presentes nas matrizes
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Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico
7,51 7,81 8,35 8,73
209,16 109,88 12,32 22,72
6,88 7,21 7,83 7,92
217,44 131,8 12,36 22,76
6,87 7,20 7,82 7,94
255,72 140,72 12,32 22,64
6,87 7,20 7,83 7,92
157,96 196,68 12,28 22,68
6,87 7,20 7,82 7,92
30,25 271 5,65 20,05
7,03 7,43 7,63 7,71

reais foram bem préximos aos tempos de retencdo
dos acidos nos padrdes. Destaca-se que as andlises
foram realizadas por injecdo direta, de forma sim-
ples e econdmica e foi utilizada uma coluna de pola-
ridade média, com as vantagens de seu baixo custo e
de nao ser exclusiva para a detecgao e quantificacao
de AGVs, obtendo-se excelentes resultados.
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Curvas de calibragao e gréafico de residuos, dos acidos analisados:
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< . ;e Acido Butirico (Plotagem de residuos
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