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Resumo

O uso do cloro para a desinfeccdo e/ou oxidacéo nas estacoes de tratamento de agua favorece a formagao de subprodutos organicos halogenados (SOH),
muitos deles carcinogénicos. O objetivo desta pesquisa foi validar uma metodologia analitica proposta para a quantificagdo simultanea de 12 subprodutos da
desinfeccao por cromatografia a gas com detector de captura de elétrons (CG-DCE). O método apresentou linearidade (r>0,998), repetibilidade menor que
0,15%, limites de deteccao de 1 a 6 ug.L" e de quantificacao de 3 a 21 ug.L", precisao (<10%), exatidao (93-120%) e recuperagao (87-117%). Os resultados
indicam que o método pode ser empregado para a investigagdo de SOH em agua, garantindo confiabilidade analitica nos resultados.

Palavras-chave: compostos organicos halogenados; cromatografia a gas; outros subprodutos da desinfeccao; subprodutos da desinfeccéo; trialometanos.

Abstract

The use of chlorine for disinfection and/or oxidation at drinking water treatment plants favors the formation of halogenated organic by-products (HOB), many of
them carcinogenic. The purpose of this research was to validate an analytical method for the simultaneous quantification of 12 HOB from disinfection by gas
chromatograph with electrons capture detector (GC-ECD). The method provided linearity (r>0.998), repeatability lower than 0.15%, limits of detection from 1 to
6 ug.L" and of quantification from 3 to 21 ug.L", precision (<10%), accuracy (93-120%) and recovery (87-117%). The results indicate that the method can be
employed to investigate the formation of HOB in water, yielding analytically reliable results.

Keywords: halogenated organic compounds; gas chromatograph; other disinfection by-products; disinfection by-products; trihalometanes.
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Introdugao

Os principais subprodutos da desinfeccdo que podem ser for-
mados nos sistemas de tratamento de agua potavel sao: trialome-
tanos (THM), acidos haloacéticos (AHA), haloacetonitrilas, haletos
cianogeénicos, halopicrinas, haloacetonas, haloaldeidos, halofenois,
mx [3-cloro-4-(diclorometil)-5-hidroxi-2(5h)-furanona] (ROOK &
EVANS, 1974), entre outros, ndo contemplados no padrao de po-
tabilidade da Portaria MS n°® 2.914 (BRASIL, 2011), que tém sido
detectados em aguas cloradas (PASCHOALATO; TRIMAILOVAS; DI
BERNARDO, 2008; DANTAS et al., 2008).

A United States Environmental Protection Agency (USEPA) apro-
vou e publicou os primeiros métodos analiticos para quantificacao
dos subprodutos organicos halogenados (SOH) por meio da cro-
matografia a gas com detector de captura de elétrons (CG-DCE)
(KRASNER et al., 1989; FAIR & BOLYARD, 1991). Posteriormente,
ABNT (1995), APHA, AWWA e WEF (2005) e Xie (2003) publica-
ram métodos analiticos para determinacdo de trialometanos e outros
subprodutos.

A técnica analitica de CG-DCE, principalmente para quantifica-
cdo de THM, vem sendo utilizada com sucesso para controle, redu-
¢do e remocao de subprodutos da desinfeccao (FERREIRA FILHO,;
HESPANHOL,; PIVELI, 2003; PASCHOALATO, 2005; DANTAS et al.,
2008; ALVARENGA, 2010; CARVALHO, 2010; AGRIZZI, 2011).

Considerando-se a importancia da investigacdo e do controle de
compostos carcinogénicos, faz-se necessario um estudo analitico, por
meio da validacdo de uma metodologia por CG-DCE, para quantifi-
cacao simultanea de outros subprodutos da desinfeccao, possiveis de

serem encontrados em aguas de abastecimento.

Metodologia

O procedimento analitico foi baseado nas recomendacdes do
método 551.1 (USEPA, 1995). O equipamento utilizado foi um cro-
matografo a gas modelo 3600 CX (Varian) com detector de captura
de elétrons (CG-DCE). A aquisicdo de dados foi realizada por um
microcomputador com o software para cromatografia Galaxie WS Ver.
1.9. O gas de arraste foi o nitrogénio 5.0 DCE (White Martins) e o
sistema injetor foi do tipo slit/splitless acoplado a uma coluna DB-1,
com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 5 pm de
filme (Agilent J&W Scientific).

Para a calibracdo, foram adquiridas as seguintes solucdes: padrdo
misto de trialometanos (48140-U, Supelco); padrdo misto de haloge-
nados volateis para haloacetonitrilas, cloropicrina e haloacetonas (EPA
551B 4-8046, Supelco) e padriao puro de cloro hidrato (47335-U,
Supelco). O composto utilizado como padréo interno (PI) foi o dicloro-
metano grau cromatografico (J.T. Baker) e o solvente utilizado na extra-
cdo foi o metil terc-butilico éter (MTBE) com grau de pureza cromato-

grafica. Para a diluicao dos padroes, foi preparada uma agua ultrapura,

obtida por purificador da marca Milli-Q e submetida a fervura por
10 minutos, exposicio a radiacdo UV por 1 minuto, borbulhamento
de nitrogénio por 5 minutos e resfriamento, sendo finalmente acondi-
cionada em frasco de vidro escuro e conservada a 4°C, para garantir a
isencéo de compostos volateis, cloro residual e matéria organica.

As solucoes-padrao foram diluidas em acetona de pureza grau
cromatografico (J.T. Baker), exceto o padrdo de cloro hidrato, que foi
diluido em metanol para evitar degradacdo (USEPA, 1995). A partir
dessas solucdes, foram preparadas diferentes solucdes de padroes di-
luidas em dgua ultrapura, obtendo-se concentracdes crescentes em
baldes volumétricos de 10 mL.

Para as analises de compostos organicos por cromatografia a
gds, sdo necessarios procedimentos de extracdo. A USEPA (1995)
recomenda a técnica de extracao do tipo liquido-liquido com uso
de MTBE; ja outras fontes recomendam o uso de n-pentano (ABNT,
1995) ou hexano (APHA; AWWA; WEE 2005). Alternativamente
outras técnicas de extracdo podem ser empregadas, tais como: in-
jecdo aquosa direta, microextracdo em fase liquida, técnicas de
headspace (estatico, microextracdo em fase solida e purge and trap)
e técnicas de extracio usando membranas (PAVON et al., 2008;
GOLFINOPOULOS; LEKKAS; NIKOLAOU, 2001; TOR & AYDIN,
20006; CHO; KONG; OH, 2003).

Nesta metodologia, foi utilizada a extracao liquido-liquido.
O procedimento iniciou-se com a adicdo de 10 uL de padrao interno
diclorometano 1% p/v em metanol, em baldes volumétricos conten-
do 10 mL de solucdo padrao de diferentes concentracoes, inclusive
em um branco. Em seguida, transferiu-se o contetudo total dos baloes
para um frasco de vidro com tampa. A extracdo foi processada com
adicdo de 10 mL de MTBE a 4°C em cada frasco, submetidos a agi-
tacdo (100 rpm) por 30 minutos, seguida de resfriamento a 4°C, ob-
tendo-se a separacéo de duas fases; 5 mL da fase organica foi retirado
e transferido para um frasco de vidro, onde se adicionou aproxima-
damente 1 mg de sulfato de sodio anidro para adsorcao de umidade.
Em seguida, os frascos contendo os extratos foram acondicionados
em freezer (-4°C), para posterior injecao de 1 pL no CG-DCE.

Na aplicacdo da metodologia para investigacdo dos subprodutos
da desinfeccdo em amostras de agua (matriz real), deve-se adotar o
mesmo procedimento analitico de extracdo, considerando-se o volu-
me de amostra igual ao da solucdo padrao (10 mL). No caso de agua
clorada, € necessaria a prévia descloracdao com adicao de, aproxima-
damente, 6 mg de acido ascorbico por 100 mL de amostra (USEPA,
1995) ou, alternativamente, tiossulfato de sédio ou sulfito de sodio
(APHA; AWWA; WEE 2005). No procedimento utilizado para a vali-
dacao, foram avaliadas a seletividade, a linearidade, a repetibilidade,
os limite de deteccdo e o limite de quantificacéo, recuperacio, preci-
sdo e exatiddo (LANCAS, 2004; INMETRO, 2007).

A seletividade do método foi obtida por meio da otimizacdo das
seguintes condicdes analiticas: fase movel, temperatura da coluna;

fase estacionaria; rampa de aquecimento; temperatura do injetor e
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detector e fluxo de gases; ja a linearidade foi obtida por curvas ana-
liticas de calibracdo com concentracdes crescentes, utilizando-se as
solucoes provenientes do procedimento de extracdo. Esses resulta-
dos possibilitam um tratamento estatistico por regressao linear para
a obtencdo do coeficiente de correlacio (1), sendo satisfatério que o
mesmo seja maior que 0,99 (ANVISA, 2003).

A repetibilidade (r%) representa a fidelidade quando as condi-
cdes operacionais forem realizadas pelo mesmo analista, no mesmo
equipamento e em um curto intervalo de tempo (LANCAS, 2004).
O parametro utilizado foi o tempo de retencéo de cada analito. Foram
efetuadas seis injecdes sucessivas de uma mesma solucdo de agua
fortificada com adicao de padrao, onde a mesma passou pelo proce-
dimento. A partir de um tratamento estatistico, calculou-se o valor de
(%), utilizando-se a Equacao 1 e considerando-se como aceitaveis os
valores menores que 1% (ANVISA, 2003).

%=t x5, x\2 (@)

onde:
1%: repetibilidade;
t: valor obtido da tabela de Student;

S,: desvio padrao da repetibilidade.

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor quantidade de-
tectada de um analito, porém ndo necessariamente quantificada como
um valor exato. O limite de quantificacio (LQ) é a menor quantidade
de analito que pode ser quantificada com exatidao e com uma fideli-
dade determinada. O LD e o LQ foram obtidos a partir dos resultados
de linearidade, considerando-se a estatistica de regressao linear de
cinco curvas analiticas de calibracdo, obtidas para cada composto,

conforme as Equacées 2 e 3, respectivamente.

Lp-DP.x3 2)
IC
DP.x 10 3
10="22 1Y
Q IC
onde:

DP : desvio padrao da intercepcao com o eixo y;
IC: inclinacdo da reta obtida da curva analitica de calibraciao
(LANCAS, 2004).

A recuperacdo visa avaliar a eficiéncia do processo de extracao
do analito considerando-se a matriz na qual se encontra, neste caso,
a agua. Uma solucdo de concentracdo conhecida da mistura de todos
os analitos foi preparada em meio aquoso (C1) e em meio organico
com MTBE (C2). A mistura em meio aquoso foi extraida e, em segui-
da, ambas foram injetadas no CG-DCE. A eficiéncia da recuperacéo
na extracéo foi calculada pela Equacéo 4, sendo que os valores aceitos
encontram-se na faixa de 70 a 120% (LANCAS, 2004).

Recuperacao (%) :% x 100 )

A precisdo demonstra a dispersao entre os resultados analiticos
obtidos repetidamente de uma mesma solucdo padrio e a exatiddo
expressa pela concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito
como verdadeiro ou como referéncia e esta sempre associado a va-
lores de precisao (LANCAS, 2004). A precisio foi determinada pelo
calculo do desvio padréo relativo (DPR) e da exatidao, por meio da
relacdo entre a concentracdo média experimental (CME) e a concen-
tracdo tedrica (CT), previamente conhecida, conforme as Equacoes 5
e 0, respectivamente. Foram preparadas trés solucoes de padrao em
diferentes concentracoes — contendo a mistura de todos os analitos —
dissolvidas em agua. Cada uma delas foi extraida e injetada seis vezes
(n=6) no CG-DCE.

DP
CME

DPR = x100 5)

onde:

DP: desvio padrao

Exatidao = Cé\{[[E x 100 6)

Resultados e discussao

As condicoes operacionais cromatograficas que resultaram na se-
paracdo e na identificacéo de 12 analitos e do padréo interno foram:
fluxo do gas de arraste de 3,6 mL.min"', presséo de 15 psi; injetor na
temperatura de 160°C e detector a 290°C; razao de divisao de fluxo
(split) de 2:1; temperatura do forno da coluna a 40°C por 1 minuto,
com rampas de aquecimento de 5°C.min até¢ 125°C e de 20°C min**
até 180°C, permanecendo por 5 minutos. A Figura 1 mostra o cro-
matograma de uma agua ultrapura com uma mistura dos padrdes,
obtendo-se estabilidade da linha de base, identificacdo do padrio
interno e dos 12 analitos de interesse, todos com tempo de retencéo
nao coincidentes e areas bem definidas.

Na Tabela 1, apresentam-se os valores das faixas de concentra-
coes dos analitos, os valores de coeficiente linear (r), dos limites
de deteccdo e de quantificacdo em pg.L', além dos resultados de
recuperacdo, sendo um inferior (P2), um intermediario (P4) e um
superior (P6).

As diferentes faixas de concentracdo de padroes mistos, conforme
a Tabela 1, apresentaram valores de coeficiente linear de 0,9984 a
0,9997, demonstrando linearidade adequada. Os limites de detec¢éo
e de quantificacdo foram obtidos por meio dos calculos das regres-
soes lineares aplicados as Equacdes 2 e 3.

Os valores obtidos entre 87 e 117% para a recuperacao satisfi-
zeram a recomendacdo de 70 a 120%, demostrando que a técnica

empregada de extracdo foi eficiente e confiavel. O mesmo aconteceu
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Figura 1 - Cromatograma de uma agua ultrapura fortificada com mistura de padrdes e padrao interno nas condigoes otimizadas.

Tabela 1 - Faixas de concentragao das curvas analiticas, resultados de coeficiente linear, limites de deteccao, limite de quantificagao e recuperagao

para os pontos P2, P4 e P6.

Analito Faixa Coeficiente Limites Recuperacao
(ug.L") linear (r) Deteccao (ug.L'") Quantificagao (ug.L") P2 (%) P4 (%) P6 (%)

Cloroférmio 2,5a100 0,9995 4 13 108 101 98
Tricloroacetonitrila 2,5a120 0,9992 2 7 98 91 97
Dicloroacetonitrila 2,5a120 0,9993 2 6 112 88 90
Bromodiclorometano 2,5a100 0,9984 3 9 101 93 87
Cloro hidrato 2,5a100 0,9994 5 17 101 100 106
1,1-Dicloropropanona 2,5a120 0,9993 1 4 104 105 107
Cloropicrina 25a120 0,9997 2 7 106 89 98
Dibromoclorometano 2,5a100 0,9990 & 11 104 93 89
Bromocloroacetonitrila 2,5a120 0,9992 1 3 118 117 96
1,1,1-Tricloropropanona 2,5a120 0,9993 5 17 110 93 109
Dibromoacetonitrila 2,5a120 0,9992 2 7 113 93 103
Bromoférmio 2,5a100 0,9993 6 21 104 94 95

com os valores de repetibilidade entre 0,02 e 0,14%, que estdo de
acordo com o valor aceitavel, que é menor que 1%.

A Tabela 2 contém os resultados da repetibilidade em funcéo do
tempo de retencdo, com média de seis injecoes, desvio padrao e valor
de percentual de repetibilidade obtidos para trés pontos da curva:
inicio (P1), intermediario (P4) e final (P7).

A precisio e a exatiddo foram avaliadas em trés diferentes pon-
tos da curva de calibracido e os resultados estao representados na
Tabela 3.

Os valores de precisdo, expressos pelo DPR, ficaram entre 2 e
13%. Ja para a exatiddo, os resultados ficaram entre 93 e 117%.
O método mostrou-se preciso e exato, visto que a literatura recomen-
da desvio maximo de 20% (ANVISA, 2003).

Conclusao

A metodologia proposta apresentou resultados que atendem as
normas de validacéo analitica, podendo ser empregada com confia-
bilidade na investigacdo da formacéo de trialometanos e também de
outros subprodutos da oxidacdo com cloro e seus derivados em agua,
que, mesmo ndo estando contemplados no atual padrio de potabi-
lidade brasileiro, podem apresentar risco a saude e potencializar a
formacdo de trialometanos e 4cidos haloacéticos. Nesse sentido, a re-
ferida metodologia devera auxiliar pesquisadores e técnicos do setor
de tratamento de agua, visto que possibilita a quantificacao simulta-
nea de 12 subprodutos, de maneira simples e rapida, por meio de um

tnico equipamento de CG-DCE.
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Tabela 2 — Resultados de repetibilidade em fungéo do tempo de retengdo das amostras de agua ultrapura fortificada com diferentes concentragoes

(P1, P4 e P7), com média (n=6) e desvio padrao.

P1

Analito ,\(A,ﬁﬁ:)a s, (%)

Diclorometano (PI) 4,11 0,0133 0,0376
Cloroférmio 6,55 0,0293 0,0828
Tricloroacetonitrila 8,68 0,0279 0,0788
Dicloroacetonitrila 9,16 0,0293 0,0828
Bromodiclorometano 9,67 0,0301 0,0852
Cloro hidrato 10,02 0,0310 0,0876
1,1-Dicloropropanona 10,61 0,0321 0,0908
Cloropicrina 12,85 0,0394 0,1114
Dibromoclorometano 13,20 0,0360 0,1018
Bromocloroacetonitrila 14,17 0,0392 0,1109
1,1,1-Tricloropropanona 15,23 0,0418 0,1182
Dibromoacetonitrila 16,70 0,0450 0,1273
Bromoférmio 16,86 0,0467 0,1320

r%: repetibilidade; S : desvio padrao de repetibilidade.

P4 P7
“("rﬁl‘:]';'" s, (%) "("rﬁﬁ]';i s, (+%)
4,11 00151 0,043 4,10 00084 0,024
6,55 00315 0,089 6,53 00137 0,039
8,68 00349 0,099 8,66 00152 0,043
9,16 00349 0,099 9,13 00155 0,044
9,66 00372 0,105 9,64 00137 0,039
1002 00422 0119 9,99 00137 0,039
1060 00392 0111 1057 00155 0,044
1284 00450 0,127 1281 00167 0,047
1320 00432 0,122 1316 00163 0,046
1417 00512 0,145 1413 00147 0,042
1523 00524 0,148 1519 00110 0,081
16,70 00504 0,142 1666 00151 0043
1685 00496 0,140 1681 00155 0,044

Tabela 3 — Resultados de precisao e exatidao obtidos para os pontos P1, P4 e P7 da curva de calibragéo.

Analito . 2 s
Precisao (DPR) Exatidao (%)

Cloroférmio 9 96
Tricloroacetonitrila 7 117
Dicloroacetonitrila 6 115
Bromodiclorometano 6 104
Cloro Hidrato 6 101
1,1-Dicloropropanona 7 112
Cloropicrina 7 116
Dibromoclorometano 6 105
Bromocloroacetonitrila 11 110
1,1,1-Tricloropropanona 7 117
Dibromoacetonitrila 7 116
Bromoférmio 7 106

DPR: desvio padrao relativo.
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