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RESUMO

As substancias per e polifluoroalquilas (PFAS), denominadas genericamente "produtos quimicos eternos”,
foram amplamente inseridas na cadeia produtiva global a partir da década de 1940, impulsionadas por suas
singulares propriedades hidrofébicas e lipofobicas. Contudo, a elevada estabilidade termodinamica da ligacao
carbono-fluor confere a tais compostos uma severa persisténcia ambiental e potencial de bioacumulagdo,
culminando em graves prejuizos a saude humana e animal. O presente estudo técnico objetiva apresentar o
desenvolvimento e a validagdo interna de uma metodologia analitica expandida para a determinagdo
quantitativa de mais de 46 compostos de PFAS em matrizes complexas, desenvolvida com base nas diretrizes
do Método EPA 1633. O processo de validagdo estatistica foi conduzido por meio do software especializado
Conflab, avaliando-se rigorosamente os parametros de seletividade, linearidade, limite de detecgdo (LOD),
limite de quantificagdo (LOQ), precisdo, exatiddo e incerteza de medi¢do. A robustez metodologica obtida por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) confere alta confiabilidade analitica
ao laboratorio. Os resultados fornecem subsidios técnicos fundamentais face as novas tendéncias normativas
no territério brasileiro, consubstanciadas na revisdo da diretriz ABNT NBR 10.004 ¢ no Projeto de Lei PL
2726/2023.

PALAVRAS-CHAVE: PFAS, Espectrometria de massas, Satide ptblica

INTRODUGAO

A classe das substincias per e polifluoroalquilas (PFAS) compreende uma vasta gama de compostos
organofluorados sintéticos que possuem uma cadeia alquilica total ou parcialmente fluorada. A energia de
dissociagdo da ligagdo de coordenagdo carbono-fltior (C-F) qualifica-se como uma das mais elevadas na
quimica organica, o que confere a essas moléculas uma maior resisténcia frente aos processos convencionais
de degradacdo térmica, quimica e biologica. Devido a essa estabilidade e a simultanea capacidade de repelir
agua e lipideos, os PFAS foram incorporados como surfactantes e revestimentos em matrizes diversas, tais
como polimeros antiaderentes, embalagens alimenticias, téxteis impermeaveis e espumas formadoras de filme
aquoso (AFFF) para combate a incéndios.

A dispersdo desregulada e continua desses xenobiodticos ao longo das ultimas décadas resultou em uma
contaminagdo generalizada dos ecossistemas. Evidéncias epidemioldgicas recentes correlacionam a exposi¢ao
perene a concentracdes trago de PFAS com distirbios de desregulagdo endocrina, hepatotoxicidade,
hipercolesterolemia, restri¢do do crescimento fetal intrauterino ¢ manifestagdes oncogénicas, notadamente os
carcinomas renais ¢ testiculares. Diante deste cenario de vulnerabilidade toxicologica, faz-se necessario o
estabelecimento de metodologias analiticas robustas aptas a quantificar tais poluentes em niveis de ultratraco.
Embora normativas internacionais apontem caminhos técnicos, o desenvolvimento de métodos internos
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customizados e validados com critérios estatisticos estabelecidos é essencial para garantir a precisdo ¢ a
rastreabilidade metroldgica nas industrias nacionais.

OBJETIVOS

Este trabalho técnico propde-se a descrever o processo de desenvolvimento e validagdo analitica interna de um
método expandido para determinacdo de 46 compostos de PFAS, em diversas matrizes ambientais,
fundamentado no Método EPA 1633 e estruturado computacionalmente via software Conflab, demonstrando a
conformidade dos pardmetros de lod, loq, precisdo, exatiddo e incerteza com as demandas do cendrio
regulatorio brasileiro e internacional.

METODOLOGIA UTILIZADA

O desenvolvimento e a validacdo interna da metodologia analitica expandida foram baseados nos moldes
técnicos e operacionais descritos no protocolo oficial EPA Method 1633A (Dezembro de 2024). O escopo
instrumental foi estendido para a determinag@o simultdnea de mais de 46 compostos prioritarios de substancias
per e polifluoroalquilas (PFAS). As matrizes ambientais testadas foram agua para consumo humano, aguas
naturais (superficial, subterranea, salina e salobra), aguas residuais (bruta e tratada, efluente), residuos liquidos
e solidos, solos e sedimentos. O sistema analitico emprega a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em sequéncia (LC-MS/MS), operando sob ionizagdo por electrospray em modo negativo (ESI-) com
resolucdo de massa unitaria no modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

A arquitetura metodolégica divide-se em quatro pilares fundamentais: (a) amostragem e integridade da matriz,
(b) processamento fisico-quimico e extragdo, (c) calibracdo por diluigdo isotdpica e (d) tratamento estatistico
automatizado via software Conflab.

PROCESSAMENTO FiSICO-QUIMICO E EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A integridade analitica exige que as amostras sejam coletadas em frascos de polietileno de alta densidade
(PEAD) com septos isentos de politetrafluorotileno (PTFE) para mitigar contaminagdes cruzadas. Em
conformidade com o método normativo, as matrizes aquosas sdo processadas em sua totalidade (volume total
do frasco, nominalmente 250 mL) para evitar desvios causados pela adsor¢do de analitos nas paredes do
recipiente. Previamente a extragdo, realiza-se o monitoramento do teor de sélidos suspensos totais (TSS).
Amostras com carga de TSS < 50 mg sdo submetidas diretamente ao fluxo de extragdo. Em cenarios com TSS
> 50 mg ou em matrizes solidas (solos e sedimentos), aplica-se a centrifugacdo a 1400 RCF e extragdo
exaustiva com metanol amoniacal a 0,3% v/v.

O processo de extragdo e purificagdo baseia-se em cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) de troca
anionica fraca (WAX), cujo adsorvente polimérico apresenta um pK, conjugado superior a 8, assegurando uma
carga liquida positiva estavel durante todo o gradiente de carregamento. O protocolo operacional de SPE
compreende:

1. Condicionamento: Ativag¢do da fase estacionaria com 15 mL de hidréxido de amoénio metandlico a
1% v/v, seguida por equilibrio acidificado com 5 mL de 4cido féormico 0,3 M.

2. Carregamento: Percolagdo da amostra previamente fortificada através do leito polimérico sob fluxo
controlado de 5 mL/min.

3. Lavagem: Purificagdo sequencial com duas por¢des de 5 mL de agua reagente purificada Tipo I e 5
mL de uma solu¢do misturada de acido formico/metanol (1:1, 0,1 M) para elui¢do de interferentes
orgénicos e biomoléculas polares neutras.

4. FEluicdo: Dessor¢ao dos analitos retidos mediante quebra da interag@o ionica através da passagem de
hidréxido de amoénio metanoélico a 1% v/v.
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FUNDAMENTOS DA DILUICAO ISOTOPICA E QUANTIFICACAO ESTRUTURAL

Para anular os efeitos de supressdo ou aprimoramento de sinal causados pelo efeito de matriz no processo de
ionizacdo hidrica, o método adota a calibra¢do por diluicdo isotopica verdadeira e quantificagdo por padrao
interno extraido. Previamente ao inicio da etapa de preparo das amostras, todas as amostras, brancos e padrdes
de calibragdo sdo fortificados com uma mistura de padrdes internos extraidos (EIS), constituidos por analogos
idénticos estruturalmente, porém enriquecidos de forma estdvel com carbono-13 ("*C), oxigénio-18 (**O) ou
deutério (D).

O método EPA 1633A estabelece dois critérios de quantificagdo matematica para os analitos nativos:

- Diluicéo isotopica verdadeira (ID): Aplicada a 24 compostos que dispdem de analogos isotopicos
exatos comerciais. O célculo baseia-se na razdo de resposta direta entre o analito nativo e seu
respectivo par marcado.

- Quantificag@o por padrdo interno extraido (EIS): Aplicada a 16 compostos que ndo possuem analogos
isotopicos comerciais idénticos. Neste caso, a resposta do analito nativo ¢ normalizada pelo EIS de
outra substincia estruturalmente andloga e com comportamento cromatografico e tempo de retengo
similares.

Imediatamente antes da injecdo no sistema LC-MS/MS, o extrato final purificado recebe uma segunda
fortificagdo contendo os padrdes internos ndo extraidos (NIS). A fungdo metrolégica do NIS ¢ quantificar de
forma independente a eficiéncia de recuperacdo de cada composto de EIS adicionado no inicio do processo,
servindo como o indicador primario de controle de qualidade e robustez global do ensaio, sem interferir no
calculo final do teor dos analitos nativos.

PROTOCOLO ESTATISTICO COMPUTACIONAL VIA SOFTWARE CONFLAB

O tratamento matematico dos dados, as curvas de calibracdo e os pardmetros de validacao instrumental foram
integralmente processados através do software especializado Conflab. Esse sistema computacional realiza o
tratamento estatistico multivariado de dados quimicos em observancia ao guia metrologico internacional ISO
GUM (Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement). O Conflab calculou de forma automatizada:

- Os limites de detecgdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) baseados na modelagem estatistica
do ruido instrumental e na razdo sinal/ruido (S/N) empirica de replicatas sequenciais;

- A linearidade ¢ adequacdo do modelo de calibragdo através do calculo do erro padrio relativo (RSE)
ou desvio padrdo relativo (RSD) dos fatores de resposta, rejeitando o uso de coeficientes lineares (r e
%) em conformidade com as restri¢gdes normativas da EPA;

- Os parametros de precisdo analitica por meio do calculo do desvio padrio relativo percentual
(DPR%) sob condig¢des de repetitividade e reprodutibilidade intermediéria;

- A exatidao metrologica calculada pelas taxas percentuais de recuperacdo de matrizes de referéncia
certificadas e ensaios de fortificagdo;

- A estimativa matematica da incerteza expandida de medigdo (U), ponderando os componentes de
incerteza sistemdatica associados a curva de calibragdo, erro volumétrico, pesagem e eficiéncia de
recuperagao do método.

RESULTADOS OBTIDOS

A modelagem estatistica implementada via software Conflab validou a conformidade metrologica do método
analitico interno expandido para os 46 compostos de PFAS. Os modelos matematicos lineares gerados pelo
sistema exibiram desvios analiticos controlados, com erro padréo relativo inferior ao limite critico normativo
de 20% estabelecido pelo Método 1633A.

A sensibilidade instrumental alcangou patamares de ultratrago, com razdes sinal/ruido superiores a 10:1 para
os fons quantificadores primarios e acima de 3:1 para as transi¢des eletronicas confirmadoras secundarias em
todos os limites inferiores validados. A Tabela 1 expde os dados metrologicos definitivos calculados e
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consolidados estruturalmente pelo software para os principais compostos de PFAS monitorados no escopo
laboratorial.

Tabela 1 - Parametros de validacdo estatistica calculados via software Conflab para compostos na
matriz de d4gua potavel.

Composto Analisado Faixa Linear LOD (ng/L) LOQ (ng/L) Incerteza (U)
(ng/L)
Acido 10 a 250 3,0 10,0 19,74%

11-Cloroeicosafluoro-3-oxaund
ecano-1-sulfénico

Acido 42100 121 4,0 19,42%
9-Clorohexadecafluoro-3-oxano

nano-1-sulfénico

Acido 42100 1,21 4,0 19,79%
4,8-Dioxa-3H-Perfluorononanic
o
Acido dimérico de oxido de 42100 1,21 4,0 15,02%
hexafluoropropileno
Acido 42100 121 4,0 15,58%
nonafluoro-3,6-dioxaheptandico
Acido Perfluorobutandico 20 a 500 6,0 20,0 18,92%
Acido 42100 121 4,0 16,17%
Perfluorobutanolssulfénico
Acido 1H,1H, 2H, 100 a 1000 30,30 100,0 16,15%
2H-Perfluorodecanossulfonico
4a100 1,21 4,0 18,31%
Acido Perfluorodecanoico
Acido Perfluorododecandico 4a100 1,21 4,0 18,97%
Acido 42100 1,21 4,0 19,22%
Perfluoro(2-etoxietano)sulfonic
o
Acido 42100 121 4,0 19,71%
Perfluoroheptanossulfonico
Acido Perfluoroheptandico 42100 1,21 4,0 16,44%
Acido 1H, 1H, 2H, 2H 40 a 500 12,12 40,0 19,47%
Perfluorohexanossulfonico
Acido 10 2250 3,0 10,0 18,11%
Perfluorohexanossulfonico
Acido Perfluorohexandico 42100 1,21 4,0 17,74%
Acido 42100 1,21 4,0 14,45%

Perfluoro-3-metoxipropandico
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Acido 4a100 1,21 4,0 18,09%
Perfluoro-4-metoxibutandico
Acido Perfluorononandico 4a 100 1,21 4,0 18,81%
IH,1H, 2H, 2H-Acido 40 a 500 12,12 40,0 18,15%
Perfluorooctanosulfonico
Acido 42100 1,21 4,0 17,16%
Perfluorooctanossulfonico
Acido Perfluorooctandico 4a100 1,21 4,0 15,79%
Acido Perfluoropentandico 42100 1,21 4,0 18,76%
Acido 42100 121 40 13,57%
Perfluoropentanossulfénico
Acido perfluoroundecandico 42100 1,21 4,0 18,15%
N-Acido Etil 10 2250 3,0 10,0 17,57%
Perfluorooctanasulfonamidoacé
tico
N-Acido Metil 10 2 250 3,0 10,0 16,34%
Perfluorooctanasulfonamidoacé
tico
Acido Perfluorotetradecandico 4a 100 1,21 4,0 19,17%
Acido Perfluorotridecandico 10 a 250 3,0 10,0 17,69%
Acido 10 2 250 3,0 10,0 19,52%
Perfluorononanossulfonico
Acido 10 2 250 3,0 10,0 18,73%
Perfluorodecanossulfénico
4a100 1,21 4.0 17,42%
Acido
perfluorododecanossulfonico
Perfluorooctanossulfonamida 4a100 1,21 4,0 18,08%
N-Metil 42100 1,21 4,0 17,74%
perfluorooctanosulfonamida
N-Etil 42100 1,21 4,0 14,61%
perfluorooctanosulfonamida
N-Metil 42100 1,21 4,0 15,29%
perfluorooctanosulfonamidaeta
nol
N-Etil 42100 1,21 4,0 18,02%
perfluorooctanosulfonamidaeta
nol
Acido 3-Perfluoropropil 42100 1,21 4,0 18,21%
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propanoico
Acido 2H,2H,3H,3H 42100 1,21 4,0 19,25%
Perfluorooctanoico
Acido Perfluorohexadecanoico 4a100 1,21 4,0 18,55%
Acido perfluorooctadecanoico 4a100 1,21 4,0 17,45%
8:2 4cido carboxilico insaturado 42100 1,21 4,0 16,99%
de fluotelomero
8:2 Diester de 4100 1,21 4,0 19,07%
polifluoalquilfofato
Acido 1H, 1H, 2H, 42100 1,21 4,0 17,83%
2H-Perfluorododecanossulfonic
0
Perfluorooctanosulfonil 4a100 1,21 4,0 17,01%

Fonte: Dados experimentais internos gerados e consolidados por rotina automatizada do sistema Conflab
(2026).

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A validagdo interna de uma metodologia analitica capaz de identificar e quantificar um amplo escopo de PFAS
(mais de 46 compostos) representa um avango relevante para o monitoramento e a gestdo de potenciais
passivos industriais e ambientais. Historicamente, limitacdes em técnicas convencionais — como a
seletividade insuficiente para discriminar misturas isoméricas complexas (estruturas lineares e ramificadas) e
congéneres de cadeia curta — dificultavam a detecgdo precisa de contaminagdes ao longo dos processos. Além
disso, a tendéncia dessas substancias de interagir com materiais de uso rotineiro, ou a sua presenga em certos
materiais, evidencia a necessidade de instrumentacdo de elevada sensibilidade, bem como de rigoroso controle
de qualidade nas etapas de preparo e analise. Tais lacunas analiticas podem ter contribuido para o atraso no
diagnostico de episodios relevantes de contaminagdo hidrica, a exemplo do caso histérico em Parkersburg
(EUA), no qual o descarte inadequado de residuos contendo PFOA culminou na contaminacido de aguas
subterraneas destinados ao abastecimento publico.

Os dados gerados neste estudo demonstram que as etapas criticas de extragdo SPE com cartuchos WAX
mitigam o efeito de supressdo idnica na fonte do espectrometro de massas. Conforme preconizado na revisao
do método 1633A da EPA, a calibragdo fundamentada no principio de dilui¢ao isotopica verdadeira corrige
matematicamente ¢ em tempo real quaisquer perdas fisicas de analitos que possam ocorrer durante a
concentragdo ou processamento laboratorial. O tratamento estatistico realizado por meio do Conflab (Tabela 1)
auxilia no controle metrologico das taxas de recuperacdo dos padrdes internos marcados (EIS e NIS),
favorecendo a conformidade com os critérios de aceitagdo estabelecidos em diretrizes internacionais da
agéncia ambiental norte-americana.

No cenario regulatério do territério brasileiro, a consolidagdo metrologica deste método interno confere
suporte técnico estratégico para a adequagdo industrias nacionais frente a diretrizes da norma ABNT NBR
10.004, que estabelece limites de corte restritivos para descarte de PFOS (50 mg/kg) e PFOA/PFHxS (40
mg/kg). Ademais, a expansdo do escopo laboratorial para 46 analitos antecipa e atende de forma proativa as
demandas de fiscalizacdo hidrica e ambiental que serdo compulsorias apds a aprovagdo e promulgacdo do

AESABESP - Associacdo dos Engenheiros da Sabesp



Encontro Técnico =S

AESABESP 'FENASAN

37° Congresso Nacional { Feira Nacional
de Saneamento e de Saneamento e
Meio Ambiente Meio Ambiente

Projeto de Lei PL 2726/2023, o qual institui a Politica Nacional de Controle dos PFAS. A validagdo
instrumental robusta combinada ao calculo sistematico de incertezas expandidas credencia a infraestrutura
laboratorial aos parametros de acreditagdo internacional sob a norma ISO/IEC 17025.

CONCLUSOES / RECOMENDAGOES

O desenvolvimento e a validacdo do método analitico interno demonstraram a viabilidade técnica no
monitoramento quantitativo das substancias per e polifluoroalquilas. A integracdo dos preceitos operacionais
do método EPA 1633A com o processamento estatistico automatizado via software Conflab proporcionou a
sustentagcdo metrologica necessario para certificar a exatiddo, a reprodutibilidade e o controle de incertezas
associados ao escopo expandido de compostos organofluorados.

Recomenda-se a adogdo de protocolos analiticos de elevada sensibilidade para o monitoramento sistematico de
matrizes industriais ¢ ambientais, auxiliando na mitigacdo de eventuais riscos de inconformidade legal frente
as diretrizes da ABNT NBR 10.004 ¢ as propostas do Projeto de Lei PL 2726/2023. Sugere-se, por fim, o
fomento a programas integrados de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo (PD&I) focados no acoplamento
de sistemas analiticos LC-MS/MS com processos de separagdo por membranas de ultrafiltragdo e técnicas de
oxidacdo avancada, viabilizando ndo apenas o monitoramento em nivel de ultratrago, mas a destrui¢do
metddica e definitiva dessas estruturas moleculares resistentes em prol da preservacdo ecossistémica e da
saude publica.
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