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RESUMO

O estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a validacao de um método
analitico para deteccao e quantificacdo de acidos haloacéticos por meio da
extracao liquido-liquido e da analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Para a validacdo, consideraram-se parametros
como linearidade, precisdo, limites de deteccao e quantificacao e seletividade.
Adicionalmente, aplicou-se 0 método para avaliar a formacdo de acidos
haloacéticos em ensaios de cloracdao de células de Cylindrospermopsis
raciborskii com o oxidante hipoclorito de calcio, simulando situacdes em
estacoes de tratamento de agua. O método apresentou baixo tempo de
andlise, excelente seletividade, precisao, repetitividade e sensibilidade,
com possibilidade de aplicacao para analises de rotina em substituicdo a
cromatografia @ gas por captura de elétrons. Observou-se a formagdo de
acidos haloacéticos durante os ensaios com doses de 25 e 50 mg.l' do
oxidante, com destaque para os acidos dicloroacético e tricloroacético.

Palavras-chave: acidos haloacéticos; extracdo liquido-liquido; cromatografia
gasosa; espectrometria de massas; Cylindrospermopsis raciborski.

ABSTRACT

The objective of the study was to develop and validate an analytical
method for the detection and quantification of haloacetic acids through
liquid-liquid extraction and gas chromatography-mass spectrometry
analysis. For validation, parameters such as linearity, precision, detection
and quantification limits, and selectivity were considered. Additionally, the
method was applied to evaluate the formation of haloacetic acids in in
Cylindrospermopsis raciborskii cell chlorination assays with the calcium
hypochlorite oxidant, simulating full scale situations in water treatment
plants. The method presented low analysis time, excellent selectivity,
precision, repeatability, and sensitivity, with possibility of application for
routine analysis in substitution gas chromatography by electron capture.
The formation of haloacetic acids was observed during the tests with 2.5
and 50 mg.L" doses of the oxidant, with emphasis on dichloroacetic and
trichloroacetic acids.

Keywords: haloacetic acids; liquid-iquid extraction; gas chromatography;
mass spectrometry: Cylindrospermopsis raciborskii.

INTRODUCAO

Apesar dos beneficios no processo de controle de microrganismos e patdgenos
presentes na agua de abastecimento, estudos demonstram que a utilizagdo do
cloro pode contribuir para a formagio de subprodutos organicos halogenados
(SOH) indesejados, tais como os trialometanos (TAM) e os acidos haloacéti-

cos (AHA), quando ha presenga de matéria organica natural (MON) na agua.

A MON pode ser derivada da decomposigdo das vegetagdes terrestre e aquatica
e da matéria orgénica algogénica (MOA), composta de algas e cianobactérias
(CORAL et al., 2013; ZAMYADI et al., 2015).

Os AHA sio compostos derivados do dcido acético para os quais os hidro-
génios do grupo metilo podem ser substituidos por cloro e/ou bromo e iodo.

Dependendo do grau de substituigao, ocorre a formagao de diferentes AHA: acido
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monocloroacético (AMCA), 4cido monobromoacético (AMBA), 4cido dicloroa-
cético (ADCA), 4cido dibromoacético (ADBA), 4cido tricloroacético (ATCA),
acido tribromoacético (ATBA), 4cido bromocloroacético (ABCA), 4cido dibro-
mocloroacético (ADBCA), 4cido bromodicloroacético (ABDCA), 4cido cloroio-
doacético (ACIA), 4cido bromoiodoacético (ABIA) e 4cido diiodoacético (ADIA)
(CARDADOR; SALGUERO; GALLEGO, 2015; HEALTH CANADA, 2019).

A soma das concentragdes de ABDCA, ADBCA e ATBA ¢ denominada
AHA, concentragbes de AMCA, AMBA, ADCA, ADBA e ATCA sdo conhe-
cidas como AHA,, e os AHA, referem-se a soma das concentragdes de AHA,
e ABCA. Juntos, os AHA e os AHA, formam o AHA e representam os AHA
mais frequentes que se formam durante o processo de cloragao. Com relagdo as
espécies iodadas, apesar da ocorréncia e alta toxicidade serem preocupantes, elas
ainda ndo foram regulamentadas (USEPA, 1996; HEALTH CANADA, 2019).

Os AHA sao substancias classificadas pelas agéncias internacionais como
agentes carcinogénicos para os seres humanos, o que torna extremamente
relevante a realiza¢ao de trabalhos de avaliagdo de risco (USEPA, 1996; 2012;
WHO, 2011). Outros SOH potencialmente prejudiciais a sattde humana decor-
rentes da cloragdo da 4gua também sio relatados na literatura, como os TAM,
haloaldeidos (HAD), halocetonas (HK), halofendise (HF), halopicrinas (HP) e
tricloronitrometano (TCNM) (LEGAY et al., 2010; BUTIAQ, 2011; GAN et al.,
2013; CARDADOR; SALGUERO; GALLEGO, 2015). A inquietagdo acerca dos
possiveis riscos a saide dos seres humanos ocasionou a modificagdo da legis-
lagdo de potabilidade de varios paises, incluindo alguns dos compostos como
obrigatérios no processo de monitoramento nas estagdes de tratamento de dgua
(ETA). Os Estados Unidos e o Canada, por exemplo, apresentam em sua legis-
lagdo o limite de 60 e 80 ug.L", respectivamente, para os AHA, (USEPA, 1996;
HEALTH CANADA, 2019).

No Brasil, foram regulamentados pela primeira vez na Portaria n° 2.914 de
2011 do Ministério da Satide (BRASIL, 2011), com valor méximo de 80 pug.L"!
para AHA totais permitido na dgua destinada ao abastecimento publico, valor
esse correspondente ao somatdrio dos AMCA, ADCA, ATCA, AMBA, ADBA,
ABCA, ABDCA, 1,2,3-tricloropropano e 2,2-dicloropropiénico (DALAPON).
Em 2017, foi substituida pela Portaria da Consolidagdo n° 5 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2017a), mantendo-se as substdncias monitoradas e o valor
maximo permitido. Em 4 de maio de 2021, houve uma nova atualizagdo, agora
pela Portaria n° 888 (BRASIL, 2021), mantendo-se o valor maximo permitido
em 80 ug.L!, porém houve a adigdo das espécies ADBCA e ATBA e a retirada
do 1,2,3-tricloropropano e DALAPON. Desse modo, as espécies monitoradas
passaram a ser representadas pelos AHA, e, com os TAM, representam os SOH
que ocorrem em maior frequéncia em aguas de abastecimento.

Além das substancias orgénicas as quais, tradicionalmente, se atribui sua
formagao, estudos destacam e relacionam espécies de cianobactérias como parte
importante na composi¢io da MOA e, também, na formagéo de outros SOH
(CORAL et al., 2013; ZAMYADI et al., 2015). A espécie Cylindrospermopsis
raciborskii é bem conhecida em aguas tropicais do Brasil. Autores apontam
o primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii, em 1969, no Lago Paranoa
em Brasilia (DF). Grande expanséo na distribuigdo ocorreu a partir da década
de 1990, coincidindo com o aumento da eutrofizagdo dos sistemas aquaticos
nas mais diversas regides do pais (SANT’ANNA et al., 2008; ARAGAO, 2011).

De modo geral, pode-se obter a determinagao de SOH pela técnica de
cromatografia, e, por estarem em baixas concentragdes, necessitam de uma

etapa de pré-concentragdo. Os SOH podem ser isolados da matriz aquosa pela
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técnica de extragio liquido-liquido (ELL), seguida pela determinagio por cro-
matografia a gds por captura de elétrons (CG-DCE) (NIKOLAOU et al., 2002;
CULEA; COZAR; RISTOIU, 2006; PAVON et al., 2008). Pela sua forga acida e
carater hidrofilico, os AHA ndo podem ser determinados diretamente por CG.
Assim, a maioria dos métodos requer uma etapa de derivatizagdo, que con-
siste na esterificagdo dos grupos carboxilicos, mais volateis e menos polares.
No decorrer dos anos, a ELL foi a técnica com maior aplicagdo para preparar
as amostras dos AHA utilizadas pela United States Environmental Protection
Agency (USEPA) (SILVA, 2010).

Para andlise dos AHA, os métodos aprovados pela USEPA sio os 552.1,
552.2,552.3, e 0 Standard Methods recomenda o método 6251B. Em todos eles,
0s AHA sao extraidos da amostra de dgua usando metil-terc-butilico éter (MTBE)
ou resina de troca ani6nica e sao convertidos em ésteres metilicos usando dia-
zometano ou metanol acidificado. Os métodos da USEPA recomendam a CG
com DCE pela baixa concentragao com que os AHA sdo encontrados em dgua
potavel (SILVA, 2010). Na literatura, observaram-se interferéncias nas etapas
de extragdo e derivatizagdo principalmente para AMCA e espécies bromadas,
justificadas conforme Xie (2001), dadas as reagdes quimicas com outras subs-
tancias (impurezas) na etapa de extracdo e derivatizagao por metilacdo acida.

A Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial INMETRO) sao, no Brasil,
agéncias que realizam credenciamento para verificar a competéncia de labora-
torios de ensaios, disponibilizando guias para o procedimento de validagdo de
métodos. Os principais pardmetros de validagdo de métodos analiticos, mencio-
nados por Ribani et al. (2004), Zanchetta, Pena e Gongalves (2015), INMETRO
(2016), Brasil (2017a; 2017b) e Franco et al. (2018; 2019a; 2019b) sdo: curva
analitica, precisao, limite de detec¢io (LD) e quantificagao (LQ) e exatidao.

Considerando que os AHA formam um grupo de substéncias de interesse
para os gerenciadores das ETA, a vigilancia da qualidade da 4gua e a comu-
nidade cientifica, este trabalho tem como objetivo a proposta de validagio de
um método ELL por cromatografia a gis acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) para a quantificagdo de AHA em 4guas de abastecimento. A técnica
ELL-CG-DCE, recomendada pela USEPA, geralmente ¢ mais sensivel, todavia,
uma das vantagens do EM ¢é que ele indica a provavel massa molar do composto
de interesse com um elevado nivel de precisao (CARERI; MANGIA, 2011).
Franco et al. (2019a) validaram o método ELL-CG com EM, em detrimento a
DCE (detector recomendado pela USEPA), para detecgdo e quantificagdo de
TAM, e obteve excelentes resultados para seletividade, precisao, repetitividade,
sensibilidade e baixo tempo de andlise.

Nesse contexto, o objetivo do estudo foi desenvolver e validar um método
analitico que utilizasse a técnica de ELL, seguido pela determinagéo por CG,
utilizando a EM como alternativa para os métodos USEPA (ELL, seguidos pela
determinagdo por CG-DCE) para detecgdo de AHA. Ainda, utilizaram-se amos-
tras em condigGes experimentais da espécie Cylindrospermopsis raciborskii para
analisar a formacéo de espécies de AHA, buscando reproduzir o efeito da clora-

¢ao em floragdes tipicas encontradas nos sistemas de abastecimento no Brasil.

METODOLOGIA
Validacao do método de detec¢ao de acidos haloacéticos
A validagao do método observou os seguintes pardmetros: inexisténcia de interfe-

rentes (seletividade), proporcionalidade entre a resposta da rea de cada composto e
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aconcentragio (curva de calibragio e linearidade), determinagio do limite de detec-
¢d0 e quantifica¢io, exatidio e precisdo (RIBANI et al., 2004; ZANCHETTA; PENA;
GONCALVES, 2015; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b; FRANCO et al., 2019a).

Reagentes e materiais

A Portaria n° 888 do Ministério da Saude (BRASIL, 2021), que substituiu a
Portaria da Consolidagio n° 5 (BRASIL, 2017a), determina que, na d4gua des-
tinada ao abastecimento publico, o valor correspondente ao somatdrio dos
AHA, ndo deve ultrapassar 80 pg.L'". Procedeu-se a aquisi¢do de um padrio
com nove espécies de AHA em que os compostos de monitoramento obriga-
torio pudessem estar inseridos. Padrdes certificados de pureza cromatografica
de AHA (AMCA, AMBA, ADCA, ADBA, ATCA, ATBA, ABCA, ADBCA e
ABDCA) (4-7787, TraceCERT®) e do padrio interno 1,2,3-tricloropropano
(47669-U, TraceCERT®), ambos diluidos em MTBE da marca Sigma, foram
adquiridos. Para a ELL, utilizaram-se metanol (646377), MTBE (34875),
também da Sigma, dcido sulftrico destilado (H,SO,) (obtido por meio do
destilador subferroso de quartzo Kurner - Analysentechnik, Rosenheim,
Alemanha, para aumento de pureza), sulfato de sédio (Na,SO,) e sulfato de
cobre (CuSO,) (agentes secantes da fase organica) e bicarbonato de sédio
(NaHCO,). Utilizou-se também dgua ultrapura obtida por meio do sistema

de purificagdo de 4gua da Thermo Fisher.

Otimizacao das condicdes de extracao
e elaboracao da curva de calibracao
O método utilizado para a determinagdo cromatogréfica baseou-se nas recomen-
dagdes da USEPA 552.2 (USEPA, 1995) e 552.3 (USEPA, 2003). A derivatizacdo
foi necessaria para transformar os acidos carboxilicos em ésteres, procedimento
efetuado por uma metilagao 4cida. Como as concentragdes originais dos padrdes
sao elevadas, dilui¢des foram necessarias; as quais se efetuaram em MTBE do
padrio combinado de AHA (200-2.000 pg.mL") (4-7787, TraceCERT®) com
as seguintes concentragdes: 200 ug.mL" para ATCA e ADBA; 400 ug.mL" para
AMBA, ABCA e ABDCA; 600 pg.mL"' para AMCA e ADCA; 1.000 pg.mL"!
para ADBCA; 2.000 ug.mL"! para ATBA, assim como do padréo interno 1,2,3-tri-
cloropropano (1.000 pg.mL™") (47669-U, TraceCERT®).

Em balbes volumétricos alongados, adicionaram-se aliquotas de 50 mL de
4gua isenta de compostos organicos voldteis em concentragdes distintas, que
variaram de 200 pg.L" (correspondente as menores concentragdes, ATCA e

ADBA) a 2.000 pg.L' (para a maior, ATBA). Posteriormente, realizaram-se

ensaios, que consistem na ELL e na derivatizagdo das aliquotas, para identi-
ficagdo preliminar dos tempos de retengdo livre de interferéncias dos com-
postos em relagao ao volume da aliquota. Com base na analise das aliquotas
no CG-EM, gerou-se o cromatograma modo total ion current (TIC, respostas
correspondentes a todas substincias eluidas), com as respostas da sensibili-
dade (intensidade) das nove espécies-alvo de AHA e do 1,2,3-tricloropropano,
separadamente modo selected ion recording (SIR, construido com base no TIC,
mas apenas usando fragmentos dos compostos de interesse). Para minimizar
interferéncias nas respostas em algumas espécies observadas nessas primei-
ras corridas cromatograficas, também relatadas por Xie (2001), procedeu-se
a destilagao do H,SO,.

Assim, definiram-se seis (p = 6, para a curva de calibragio) e oito (p = 8,
linearidade) pontos em concentragdes variadas para cada espécie de AHA em
triplicata (n = 3), conforme Tabela 1.

Desse modo, para a extragdo em cada concentragio e do branco (n = 10,
sem adi¢do de concentragdes de AHA), as aliquotas foram transferidas para
baldes volumétricos alongados de 50 mL e imediatamente foi adicionado 500 uL
do padrao interno 1,2,3-tricloropropano (por meio da diluigao do padréo para
20 ug.mL"). Em seguida, a amostra foi acidificada com 1 mL de H,SO, desti-
lado e acrescentou-se 2 g de CuSO,, 16 g de Na,SO, e 3,5 mL de MTBE (res-
friado) para posterior agitagao por 3 minutos para ser resfriado em geladeira
(5 minutos, repouso para separar as fases). Esse procedimento ocasiona uma
reacdo exotérmica, tornando o resfriamento muito importante para que ndo
haja perdas dos compostos na amostra.

Para a etapa posterior, derivatizagio, transferiu-se 2 mL da fase orgénica
para um frasco 4mbar com tampa rosqueavel, no qual foi adicionado 1 mL de
solugdo dcida de metanol 10% (utilizando-se H,SO, destilado). Apés o fecha-
mento, ele foi mantido sob aquecimento imerso em banho de dgua a 50°C por 2 h.
Posteriormente, o frasco foi resfriado e adicionou-se 4 mL de solucéo saturada
de NaHCO, em incrementos de 1 mL e depois agitado por 3 minutos, seguido
pelo mesmo tempo de repouso em freezer. O extrato obtido foi transferido para
um frasco vial de 2 mL e armazenado em freezer (validade analitica de 14 dias);
volume de 3,5 UL foi injetado no CG-EM. Utilizaram-se as informagoes para

o levantamento dos pardmetros para validar o método.

Instrumentacao e condicdes cromatograficas
Utilizou-se um sistema de CG-EM, o CLARUS 680 SQ 8PerkinElmer (USA), para

as andlises, empregando-se os padrdes dos AHA para a detecgdo. As condigoes

Tabela 1- Concentragdes das espécies de acidos haloacéticos usados para curva de calibragdo e linearidade.

_ AMCA AMBA ADCA ATCA ABCA ADBA ABDCA ADBCA ATBA
6 4 6 2 4 2 4 10 20

12 8 12 4 38 6 12 30 40
Concentracao AHA 18 12 18 6 12 8 16 40 60
(curva de calibragdo - ugLh 24 16 24 8 16 15 20 50 30
30 20 30 10 20 40 80 200 100
45 30 45 5 30 60 120 300 600
Concentracio AHA 240 160 240 80 160 80 160 400 800
(inearidade - ug ") 300 200 300 100 200 100 200 500 1000

AHA: acidos haloacéticos; AMCA: &cido monocloroacético; AMBA: acido monobromoaceético; ADCA: &cido dicloroacético; ATCA: acido tricloroacético; ABCA: &cido bromocloroacético;
ADBA: 4cido dibromoacético; ABDCA: 4cido bromodicloroacético; ADBCA: dcido dibromocloroacético; ATBA: acido tribromoacético.

Fonte: elaborado pelos autores.
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otimizadas para o CG foram 3,5 UL de amostra injetada no modo splitless sepa-
rados por coluna capilar ZEBRON ZB - 5MS (30 m length x 0,25 mm diameter
x 0,25 um film; Fase G27 — 5% Polysilarylene e 95% Polydimethylsiloxane).
A temperatura do injetor foi de 280°C, o gas de arraste foi hélio, de grau de
pureza 99,9995% e fluxo constante de 1,2 mL.min"". O forno foi programado a
30°C por 8 minutos, com taxa de aquecimento de 2°C.min"' até 35°C, seguido
de 5°C.min™" até 90°C, acompanhado de 20°C minaté 200°C.

O EM foi usado no modo de impacto de elétrons (EI+). O tempo de corte
do solvente de 2,7 minutos, a velocidade de aquisi¢ao de 0,5 s.scan’’, o intervalo
de leitura m.z' de 50 a 260 u.m.a e o modo de ionizagdo por impacto eletrénico

de 70 eV. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C.

Aplicacdo do método de deteccao de acidos
haloacéticos na cloracao de cianobactérias

Manutencao e cultivo

Assim como as analises cromatograficas, o cultivo de cianobactérias foi reali-
zado nos laboratérios da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJM), campus Mucuri, em Teéfilo Otoni (MG). A cepa tdxica de
Cylindrospermopsis raciborskii foi obtida no Laboratério de Ficologia (ICB-
UFMG) e cultivada no meio concentrado ASM-1, conforme orientagdo de
Jacinavicius ef al. (2013), sob as seguintes condigdes: temperatura 23 + 2°C,
irradidncia 40-50 umol fétons m=2s™ e fotoperiodo 14-10 h claro-escuro, con-

duzidas em Erlenmeyers replicados de 500 mL e 1 L.

Amostragem e extracdao nas amostras

A densidade de 1,0 x 10° células.mL"!, obtida durante a fase exponencial de cres-
cimento (periodo de 20-25 dias), foi utilizada para os ensaios por estar asso-
ciada a eventos de floragao (JACINAVICIUS et al., 2013; FUNASA, 2015). O
hipoclorito de calcio foi escolhido como oxidante e utilizado nas doses de cloro
de2,5e 5,0 mg.L! para avaliar os efeitos na formagdo de AHA. As condigoes de
formagéo foram pH 6,5 (no qual comumente predomina a coagulagio na maio-
ria das ETA brasileiras), temperatura 30°C (recorrente na Regido Nordeste do
Brasil onde ha eventos de floracdo) e tempo de contato de 30 minutos (formagao
de AHA nos primeiros minutos da cloragdo). As aliquotas em triplicata foram
submetidas ao procedimento de extragdo descrito anteriormente para detecgao

dos AHA, apds validagdo e preparagio da curva de calibragéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros de validacao analitica

Conforme mencionado anteriormente, podem ocorrer reagdes quimicas com
impurezas na etapa de extragio e derivatizagdo por metilagio dcida. Como
proposta de evitd-las, procedeu-se com o processo de destilagdo do H,SO,
para o aumento de sua pureza durante o processo de validagao. Inicialmente,
realizaram-se seis extragdes para obter os pardmetros iniciais da rampa da
corrida cromatografica do método, tomando por referéncia valores monitora-

dos por Xie (2001), para identificar a presenga dos AHA. Apés a identificagao

Fonte: elaborado pelos autores.

Figura1- Cromatograma modo TIC da otimiza¢do da rampa dos AHA, inclusive o padrao interno 1,2,3-tricloropropano, obtido por inje¢do pela extracao de um padrao na

concentragdo 80-800 pg.L"
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das massas (m.z!), procedeu-se com a otimizagdo da rampa (modo TIC e
SIR) para a separagdo de AMCA, ADCA, ATCA, AMBA, ADBA, ATBA,
ADCA, ADBCA, ABDCA e ADBCA, além do padrio interno 1,2,3-triclo-
ropropano. A Figura 1 apresenta o cromatograma no modo TIC e a Figura
2 no modo SIR, inclusive do 1,2,3-tricloropropano, obtida por inje¢do com
base em uma extragdo na concentragio variada de AHA (80-800 pg.L").
A sequéncia com que as espécies de AHA sido exibidas nas Figuras 1 e 2
se deve as caracteristicas quimicas de cada composto. O AMCA foi detectado
primeiro pois tem menor massa molar, enquanto o ATBA foi o ultimo a ser
detectado por apresentar maior massa molar que os demais compostos. As
demais respostas demonstradas na Figura 1 ocorreram pelas interagdes fisicas
da amostra com a composi¢io da coluna, contudo tais interagdes nao influen-

ciam a sensibilidade do método.

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 apresentam os valores obtidos dos parametros de
validagdo (linearidade, limites de detec¢do e quantificagio, precisdo e exati-

dao) para a curva analitica.

Curva analitica e linearidade
Apés a defini¢ao da otimizagdo da rampa (TIC e SIR), procedeu-se com a
construcdo da curva de calibragdo analitica, utilizando concentragdes con-
forme Tabela 1 (p = 6 e n = 3), para as espécies de AHA. Por meio dos resul-
tados, obtiveram-se as regressoes lineares (Y =aX = b), na qual Y ¢é a area do
pico obtida (descrito como sensibilidade ou intensidade) e X é a concentragao
de cada AHA no CG-EM.

Observou-se a similaridade dos resultados para as faixas de concentra-
¢des determinadas, com respostas lineares e correlagdes superiores (Tabelas 2

a 4) preconizadas por Ribani et al. (2004), INMETRO (2016), Brasil (2017b) e

Fonte: elaborado pelos autores.

Figura 2 - Cromatogramas modo TIC e SIR da otimizacdo da rampa dos AHA, inclusive o padrao interno 1,2,3-tricloropropano, obtido por injecdao pela extracdao na
concentracdo 80-800 ug.L" (A - SIR 2, AMCA; B - SIR 3, AMBA; C - SIR 4, ADCA; D - SIR 5, ATCA; E - SIR 6, ABCA; F - SIR 7,1,2,3-tricloropropano; G - SIR 8, ADBA; H-SIR 9,

ABDCA; | - SIR 10, ADBCA; J - SIR 11, ATBA).
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Tabela 2 - Coeficientes de correlagdo obtidos para as curvas de calibragdo em
diferentes faixas de concentracdo de acidos haloacéticos.

Tabela4 - Precisdes intermedidria e repetitiva em baixa, média e alta concentragao
de acidos haloacéticos e respectivos desvios padrao relativos.

Espécie R Concentragao Precisdo Intermediaria Repetitividade
;> & AHA (ug L") DPR (%) DPR (%)
de AHA AHA (ug.L") (linearidade)
12 484 083
AMCA 6-45 09960 6-300 09986 AMCA (ug L) 18 300 102
AMBA 4-30 09904 4-200 09947 24 480 349
ADCA 6-45 09947 6-300 09997 3 800 707
ATCA 2-15 09944 2-100 09994 AMBA (ug L") 12 1594 134
ABCA 4-30 09976 4-200 09998 16 146 184
ADBA 2-60 09944 2-100 09923 2 1023 149
ABDCA 12-120 09942 12-200 09928 ADCA (ugLh 18 1839 010
ADBCA 10-300 09901 10-500 09946 24 1907 107
ATBA 20-600 09908 20-1000 09908 4 1906 001
AHA: 4cidos haloacéticos; R: coeficientes de correlacao; AMCA: acido ATCA (ug.L) 6 966 087
monocloroacético; AMBA: acido monobromoacético; ADCA: acido 0 1071 100
dicloroacético; ATCA: acido tricloroacético; ABCA: dcido bromocloroacético; ’ :
ADBA: 4cido dibromoaceético; ABDCA: cido bromodicloroacético; ADBCA: &cido 8 244 227
dibromocloroacético; ATBA: acido tribromoacético. ABCA (ugL) 2 239 070
20 541 181
Tabela 3 - Limite de deteccao e limite de quantificacao para a determinagdo de 6 1046 305
acidos haloacéticos em dgua.
ADBA (ug.L") 8 1044 234
Gl Qg L) 40 1032 268
AMCA 052 158 - 687 173
AMBA 008 024 ABDCA (ug L") 16 246 29
ADCA 002 006 20 655 293
ATCA 004 014 30 738 181
ABCA 001 001 ADBCA (gL 50 702 319
ADBA 013 043 200 455 731
ABDCA on 032 60 901 185
ADBCA 057 193 ATBA (ug.L) 80 n46 380
ATBA 236 294 600 302 056

AHA: acidos haloaceéticos; LD: limite de deteccao; LQ: limite de quantificacao;
AMCA: &cido monocloroacético; AMBA: dcido monobromoacético; ADCA: acido
dicloroacético; ATCA: &cido tricloroacético; ABCA: acido bromocloroacético;
ADBA: 4cido dibromoaceético; ABDCA: acido bromodicloroacético; ADBCA: &cido
dibromocloroacético; ATBA: &cido tribromoacético.

Franco et al. (2019a). Houve excelente linearidade em todas as espécies (p =8 e
n = 3), com correlagdes superiores as sugeridas pelas agéncias e por Xie (2001).
O método forneceu resultados diretamente proporcionais a concentragdo dos
AHA, dentro da faixa de aplicagdo (Tabela 5).

Precisao

A precisao foi obtida pela estimativa do DPR em niveis como repetitivi-
dade e intermedidria, em pontos referentes a baixa, 4 média e 4 alta con-
centragdes, respectivamente (p = 3) (12, 18, 24 pg L' para o AMCA; 8,
12,16 pg L' para o AMBA; 12, 18, 24 ug L' para 0 ADCA; 4, 6, 10 pg L*!
para o ATCA; 8, 12, 20 ug L' para o ABCA; 6, 8, 40 ug L' para o ADBA;
12, 16, 20 ug L' para o ABDCA; 30, 50, 200 ug L' para 0 ADBCA; 60, 80,
600 ug L' para o ATBA). A repetitividade foi avaliada por injeg¢des em
um mesmo dia (n = 3) e, para a precisao intermediaria, por inje¢ées em

dias distintos (n = 5). Conforme constatado nas Tabelas 4 e 5, por meio
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AHA: acidos haloaceéticos; DPR: desvio padrao relativo; AMCA: acido
monocloroacético; AMBA: dcido monobromoacético; ADCA: &cido
dicloroacético; ATCA: &cido tricloroacético; ABCA: acido bromocloroacético;
ADBA: 4cido dibromoacético; ABDCA: dcido bromodicloroacético; ADBCA: &cido
dibromocloroacético; ATBA: acido tribromoacético.

da curva de calibragdo (p = 6 e n = 3) de cada espécie de AHA, obser-
vou-se que todos os desvios foram inferiores a 20%, também no limite
aceitavel (20%) (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b;
FRANCO et al., 2019a).

Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os LD e LQ foram obtidos pelo método baseado em pardmetros da curva ana-
litica (RIBANTI et al., 2004; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b; FRANCO et al.,
2019a). O LD (n = 10) foi calculado com base na relagao de 3,3 vezes o desvio
padrao do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica. O LD
(n = 10) foi a relagdo de 10,0 vezes também o desvio padrdo do branco divi-
dido pelo coeficiente angular da curva analitica de calibragdo, para cada espé-
cie de AHA. Conforme observado na Tabela 3, o método é capaz de detectar
e quantificar baixas concentragdes em todas as espécies. Ribani et al. (2004) o

recomendam por ser estatisticamente mais confiavel.
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Tabela 5 - Exatiddo e recuperacdo em baixa, média e alta concentracao de acidos
haloacéticos para sua determinagao em agua.

/f:l‘;éde ol aferida DPR (%) Rzgg'i;:)a'
12 134 083 9447
AMCA 18 1682 300 9057
2% 2434 102 10140
8 731 707 9137
AMBA 12 mm 134 9256
16 1436 184 88,85
12 2 149 10093
ADCA 18 1820 010 10112
2% 2246 107 B0
2 167 096 8370
ATCA 8 6,27 087 104,55
5 1469 ) 9792
4 416 369 10399
ABCA 12 1213 0,70 10106
20 2083 181 1044
6 679 305 1322
ADBA 8 739 234 233
40 3922 268 9805
12 1240 173 10330
ABDCA 16 1376 29 8600
20 1628 293 8139
30 2957 181 9948
ADBCA 50 4051 319 8102
200 18133 731 9067
60 58,24 185 9706
ATBA 80 6377 380 7971
600 57462 524 9577

AHA: cidos haloacéticos; DPR: desvio padrao relativo; AMCA: &cido
monocloroacético; AMBA: dcido monobromoaceético; ADCA: &cido
dicloroaceético; ATCA: acido tricloroacético; ABCA: dcido bromocloroacético;
ADBA: 4cido dibromoaceético; ABDCA: cido bromodicloroacético; ADBCA: &cido
dibromocloroacético; ATBA: acido tribromoacético.

Seletividade

Avaliou-se a possivel interferéncia nos tempos de retengio comparando a matriz
da substancia (padrdo) com a adi¢io do composto 173-Estradiol-D5. Nao se
observaram interferéncias no tempo de reten¢io dos AHA, mantendo também
a caracteristica de estar bem separada durante o cromatograma (RIBANI et al.,
2004; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b; FRANCO et al., 2019a).

Comparacao dos resultados analiticos

A ELL, a derivatizagdo por metilagdo 4cida e a andlise por CG-DCE para
os nove AHA foram publicadas no método USEPA 552.2 (USEPA, 1995)
e, desde entdo, foram amplamente adotadas por muitos laboratdrios. Xie,
Reckhow e Springborg (1998), utilizando-se de adaptagdes da USEPA 552.2

(n, Eng Sanit Ambient | v.26 n4 | jul/ago 2021 | 711-720

(USEPA, 1995), desenvolveram métodos analiticos para AHA para agua
potavel empregando a ELL e a derivatizagdo por metilagao acida, seguidas
de detecgdo por CG-DCE. Incluiram-se no método apenas AMCA, AMBA,
ADCA, ADBA e ATCA. Obteve-se LD entre 0,07-0,40 pg.L"' para os com-
postos, exceto para AMCA, pela auséncia de um pico atribuivel.

Por meio de andlises de amostras nas concentra¢des de 10, 20, 30, 40
e 50 pug.L! das espécies, as recuperagdes médias foram entre 109-118%.
Comparando-se o LD e as recuperagdes com aqueles relatados no método
6251B (APHA; AWWA; WEEF, 2012), os autores mostraram que ambos os
métodos eram comparaveis, exceto para AMCA.

Em comparagdo com o uso do diazometano, outra opgdo para deriva-
tizagdo, a metilagdo acida fornece melhor eficiéncia de metilagao para os
acidos mono-haloacéticos e di-haloacéticos, mas fraca para os acidos tri-
-haloacéticos. A metilagdo incompleta de algumas espécies com metanol
acido também foi relatada em estudo realizado por Xie (2001), no qual se
associam as baixas respostas obtidas do ATBA a sua parcial descarboxila-
¢do. Segundo o autor, os cromatogramas obtidos por CG-DCE fornecem
baixas respostas a0 AMCA dado o seu menor teor de halogénio e a menor
sensibilidade do detector para a espécie, além de ser suscetivel a interfe-
réncia cromatografica durante a metilagao dcida. O comportamento simi-
lar para as espécies tri-haloacéticos bromados (ADBCA, ABDCA e ATBA)
sdo justificadas por sua fraca eficiéncia e instabilidade durante o processo
de derivatizagdo por metilagdo acida.

Xie (2001), utilizando a configuragio CG-EM e as adequagdes da
USEPA 552.2 (USEPA, 1995), também menciona a metilacdo dcida como
um passo critico para detectar AHA. O autor detectou a baixa eficiéncia
para acidos tri-haloacéticos bromados assim como no detector DCE, e, em
contrapartida, nao foram observadas interferéncias na resposta do AMCA.
Xie et al. (2002) realizaram uma série de modificagdes no método USEPA
552.2 (USEPA, 1995), como variag¢do do tempo e temperatura de metilagéo,
volume e férmula do metanol 4cido, e a instabilidade do ATBA pode ser
atribuivel a formagao de perdxidos em MTBE envelhecido.

Em comparagio ao presente estudo, ndo se observou interferéncia na
resposta do AMCA nem baixa eficiéncia nos acidos tri-haloacéticos broma-
dos durante a metilagdo 4cida. Os resultados podem ser atribuidos ao uso
de H,SO, destilado, que provavelmente aumentou a eficiéncia de metilagao
e/ou aredugdo da descarboxilagdo, minimizando a interferéncia na matriz.
Nos cromatogramas obtidos utilizando o H,SO, nio destilado e com base em
informagoes levantadas neste estudo, verificaram-se menores interferéncias
de outros ions (m.z") nos espectros em AMCA e tri-haloacéticos bromados.

Destaca-se a importincia do método desenvolvido nesta pesquisa nos
diversos parametros abordados quando comparado com trabalhos na litera-
tura nacional. Esta também aborda a mensura¢do de AHA em ambos detec-
tores (DCE e EM), de modo que foi validado um método para as nove espé-
cies mais recorrentes durante a cloragio de dguas para abastecimento com o
tempo de corrida cromatogréfica (25,5 minutos) similar aos detectores DCE.
Entre os estudos internacionais relacionados a EM, verificaram-se menores
tempos referentes a corrida cromatografica, se comparados ao estudo de
Xie (2001), aproximadamente 50 minutos, além da significativa melhora na
sensibilidade do mono-halogenado AMCA e das espécies tri-haloacéticas

bromado-cloradas, independentemente do detector utilizado.
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Tabela 6 - Formacao de acidos haloacéticos apds cloragdo de dgua contendo Cylindrospermopsis raciborskii (1,0 x 108 células.mL"; hipoclorito de calcio).

Dose de hipoclorito de cdlcio (mg L") ADCA (ug L") ATCA (ug L AHA* (ug L")
25 148 406

30°C 65

50

258

30 min

255 161 416

AHA: acidos haloacéticos; ADCA: acido dicloroacético; ATCA: &cido tricloroacético. *Acido monocloroacético, dcido monobromoacético, cido bromocloroacético, acido
dibromoacético, acido bromodicloroacetico, acido dibromocloroacético e acido tribromoacético nao foram formados durante 0s ensaios de cloragao.

Analise de formacao de acidos haloacéticos apés
cloracdo de aguas com C. raciborskii
Os resultados de formagdo de AHA nas aguas de estudo estdo expostos na Tabela 6.

Com o hipoclorito de calcio, obteve-se 4,16 ug.L"! como a maior concen-
tracdo, novamente sem tendéncia definida nos diversos pardmetros estudados.
Autores como Lee et al. (2010) afirmaram, apds pesquisas sobre formagao de
subprodutos em 4dguas de piscinas, que a formagio de AHA foi maior, prece-
dido de TAM e dos demais subprodutos. Comportamento também observado
por Hang et al. (2016), em concentragdes de diferentes tipos de SOH em amos-
tras de piscinas e para as condi¢des de cloragdo com cianobactéria Microcystis
aeruginosa. Contudo, ressalta-se a significativa diferenca em relagdo & matéria
organica natural desses estudos com as que foram apresentadas.

Nio se observaram espécies bromadas de AHA. Ates, Yetis e Kitis (2007)
verificaram o impacto da combinagao de brometo e da MON em agua clo-
rada e concluiram que a adigdo de brometo influencia positivamente a
concentragao de AHA, sendo o ADCA o principal composto formado no
estudo. Os valores obtidos estdo associados exclusivamente a cloracdo de
aguas contendo cianobactérias e seus metabdlitos, ja que foram cultivadas
em dgua ultrapura, apenas com o meio ASM-1, justificando a ndo formagéo

das espécies bromadas.

CONCLUSOES

Com base nos resultados experimentais, é possivel concluir que:

o Avalidagio dos AHA por ELL-CG-EM mostrou-se satisfatoria com menor
interferéncia de outras respostas no AMCA e nas espécies bromadas ABDCA,
ADBCA e ATBA, dado o uso do H,SO, destilado, que influenciou positi-
vamente a etapa de metilagdo dcida;

«  Otimas respostas nos principais parametros de validagio analitica (curva
de calibragio, precisio, exatiddo e seletividade) viabilizaram a quantifica-

¢do de AHA pela instrumentacdo apresentada neste trabalho;

o Ométodo apresentou eficiéncia quando aplicado para identificar e quantificar
espécies de AHA em amostras cloradas contendo a espécie Cylindrospermopsis
raciborskii, que é recorrente em reservatorios, principalmente nas estagoes

de tratamento de agua.
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