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RESUMO

LELES, Telma Chaves, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, mar¢co de 2005.
Otimizagdo e validacdo da técnica microextragdo em fase solida para
determinacédo de Trihalometanos em agua. Orientadora: Maria Eliana Lopes
Ribeiro de Queiroz. Conselheiros: Anténio Augusto Neves e César Reis.

Os trihalometanos (THMs), compostos organoclorados formados no
processo de cloracdo da agua, apresentam potencial carcinogénico, que
tornam a sua presenca indesejavel, na dgua potavel. Em razdo dos riscos a
saude humana, varias técnicas de extracdo e andlise vém sendo utilizadas no
monitoramento destes compostos, dentre eles a microextracdo em fase sélida
(SPME). Essa técnica consiste em colocar em contato uma fibra revestida com
material adsorvente com os vapores do analito obtidos pelo aquecimento de
certo volume da amostra mantida em um recipiente hermeticamente fechado.
Como séo estabelecidos equilibrios entre o analito gasoso e as matrizes (dgua
e fibra), alguns fatores podem influenciar quantitativamente nas extracoes.
Numa primeira etapa foi realizado um experimento, baseado num planejamento
fatorial, em que foram avaliados os efeitos da forga i6nica, do tempo e da
temperatura de aquecimento na extracdo de quatro THMs em &gua, tendo
como resposta as areas dos picos no cromatograma. Verificou-se a
inexisténcia de um efeito de interacdo estatisticamente significativo entre os
fatores estudados. A influéncia do tipo de fibra, volume da amostra e do tempo
de “splitless” do analito foram estudados por procedimento univariado. Uma vez
otimizada a técnica de extracdo de THMs em agua e da analise dos mesmos
por cromatografia gasosa, procurou-se determinar os principais parametros de
validacdo da técnica: Limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo. Os parametros da
validacdo da técnica de SPME de THMs em agua apresentaram uma faixa de
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linearidade, precisdo e exatiddo adequadas, além de um LD de 0,010; 0,005;
0,001 e 0,020 pg L* para o CHCls, CHCLLBr, CHCIBr, e CHBrs,
respectivamente, bem inferior aos limites estabelecidos pela legislagdo. A
técnica foi aplicada a um conjunto de amostras coletadas na rede de
distribuicdo de 4gua potavel da UFV. Os resultados mostraram teores de THMs
bem abaixo do limite estabelecido pela legislacdo, permitindo concluir que o
manancial que abastece a UFV estd em boa condicdo e que o tratamento

convencional é adequado.
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ABSTRACT

LELES, Telma Chaves, M.S. Universidade Federal de Vigcosa, March, 2005. Solid
phase micro-extraction technique optimization and validation to
determine trihalomethanes in water. Adviser. Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Committee members: Anténio Augusto Neves and César Reis.

The trihalomethanes (THMSs), organic-chlorated compounds, formed in
the water chlorination process, have carcinogenic potential, what makes its
presence undesirable in drinking water. In view of the risks to human health,
many extraction and analysis techniques have been made in the monitoring of
these compounds among which the SPME, the solid phase of micro-extraction,
that consists of putting in contact a fiber covered by absorvent material with
vapors of analyte kept in the headspace. This steam is obtained by heating a
certain volume of the sample in a hermetically closed container. As balance
between the gaseous analyte and the matrixes (water and fiber) is established,
some factors can quantitatively influence the extractions. In a first stage, an
experiment based on a factor planning was carried out, in which the heating
temperature of the extraction of four THMs in water, time and ionic force effects
were evaluated and resulted in peak areas in the chromatography. It was not
found to exist a statistically meaningful interaction effect between the factors
studied. The influences of the kind of fiber, the sample volume and the time of
analyte’s desorption were studied by the same procedure. Having the extraction
of THMs in water and their analysis by a gas chromatography, one tried to
determine the technique’s main parameters of validation: detection limit,
quantification limit, precision (replicability and intermediate precision) and
accuracy. The SPME technique validation parameters of THMs in water
presented a linear area, suitable precision and accuracy, besides a detection
limit (DL) of 0,010; 0,005; 0,001 and 0,020 pg L™ for CHCIl;, CHCI,Br, CHCIBr;
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and CHBrs, respectively, inferior to the limits required by the legislation. The
technique was applied to a set of samples collected at UFV’s distribution
system of drinking water. The results showed THMs levels below the limit
required by the legislation, what leads to the conclusion that the water fountain
that supplies UFV is in good condition and the conventional treatment is

suitable.



Introducao

1. INTRODUCAO

Aguas destinadas ao consumo humano devem apresentar
caracteristicas fisicas e quimicas que atendam aos padrfes de potabilidade
exigidos pela legislacdo vigente. Para isso, estas aguas passam por diversas
etapas de tratamento: floculacdo, decantacéo, filtracdo, desinfeccéo, dentre
outras. A desinfeccao é talvez a mais importante de todas por ser responsavel
pela eliminacdo ou inativacdo dos agentes patogénicos que poderiam causar
sérios danos a saude humana. Um bom agente desinfetante deve ser eficiente
no combate a todos os agentes patogénicos, nao oferecer riscos aos homens
ou animais nas quantidades aplicadas na agua, fornecer uma quantidade
remanescente que proteja a agua de posteriores contaminacdes e apresentar
baixo custo de aquisigéo e aplicagao.

Por reunir todas estas caracteristicas, o cloro e seus derivados sdo 0s
agentes desinfetantes mais empregados nas estacdes de tratamento de agua
(ETAs). Porém, o emprego de desinfetantes clorados deve ser criterioso, pois
0S mesmos sao responsaveis pela contaminacao da agua com subprodutos de
desinfec¢cdo, como os trihalometanos (THMs). Os THMs sdo compostos de
férmula geral CHX3, onde X pode ser um halogénio ou uma combinacao de
halogénios. O grupo compde-se principalmente dos seguintes compostos:
cloroférmio (CHCI3), bromoférmio (CHBr3), bromodiclorometano (CHCI,Br) e o
dibromoclorometano (CHCIBry).

A presenca dos THMs na agua destinada ao consumo humano é
indesejavel devido ao potencial carcinogénico apresentado pelos mesmos,
oferecendo, portanto, sérios riscos a saude humana. No Brasil o valor maximo
de THMrowis (trihalometanos totais) permitido em aguas potaveis é de
100,00 ng L™, segundo a Portaria nimero 1469 de 29/12/2000 do Ministério da

Saude, que estabelece normas e padrdo de potabilidade das aguas destinada
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ao consumo humano. Essa portaria exige que as estacdes de tratamento de
aguas monitorem, dentre outros, a presenca de trihalometanos em &guas
tratadas.

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) sugere que a
determinacdo de trihalometanos em agua tratada seja feita por extracéo
liquido-liqguido e quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a um
detector de captura de elétrons. Apesar de ser uma técnica simples e
relativamente barata, a sua aplicabilidade vém diminuindo nos udltimos anos
devido a grande geracdo de residuo. No entanto, para analise de THMs em
amostras de agua, outras técnicas alternativas de extracdo vém sendo
empregadas, desde que sejam cientificamente reconhecidas. Podem ser
citadas a microextracdo em fase sélida e “headspace”, sendo geralmente a
analise destes compostos feita por cromatografia gasosa.

A microextracdo em fase solida € uma técnica em que os analitos de
uma amostra aquosa sao adsorvidos sobre uma fibra de silica fundida coberta
com uma fase estacionéria. A fibra é entdo inserida diretamente dentro do
injetor do CG para dessorcdo térmica. Esta técnica tem sido indicada como o
processo que reduz o tempo de preparo da amostra, elimina os erros da
extracao liquido-liquido e erros provenientes de injecao.

Outra técnica utilizada para analise dos THMs em agua é o “headspace”
gue consiste em aquecer a amostra contida em um frasco hermeticamente
fechado, provocando a volatilizagdo destes compostos que se concentram na
parte superior do frasco. Uma aliquota da fase gasosa € coletada e injetada em
um cromatégrafo a gas. Estas técnicas sdo bastante eficientes e apresentam
alta sensibilidade, sendo suas principais vantagens a rapidez e a manipulacéo
minima de solventes.

Visto a importancia de se viabilizar uma técnica para o monitoramento
dos niveis de trihalometanos em aguas destinadas ao consumo humano, o
objetivo principal deste trabalho foi otimizar e validar a técnica de
microextracdo em fase sélida (SPME), e quantificar THMs em aguas por
cromatografia gasosa, e emprega-la na quantificacdo destes compostos em

amostras de agua tratada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideracdes Gerais

A agua é um recurso natural indispensavel, seja como componente
bioquimico de seres vivos ou como meio de vida de animais e vegetais. E
considerada também como fator limitante ao desenvolvimento econémico de
muitos paises.

Em relacdo a distribuicio da &gua, estima-se que sua ocupacao
corresponda a 70% da superficie do planeta. Desta porcéo, 97% corresponde a
agua salgada, ou seja, imprépria para o consumo humano, a ndo ser que seja
realizado um processo de dessalinizacdo, o que requer um investimento muito
alto. Do total de 3% de agua doce restante, 77% esta retida nas geleiras e
calotas polares, 22% como aguas subterraneas e apenas 1% corresponde a
agua de superficie, disponivel em rios e lagos, como mostra a figura 1, mas
nao totalmente aproveitados por questdes de inviabilidade técnica e econdmica
(IGM, 2001).

Agua Doce i R
3% Agua subterranea

22%

Oceanos Geleiras
97 % 77 %

Agua de
superficie
1%

Figura 1 - Distribuicdo da agua no planeta
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Esses dados ressaltam a grande importancia de se preservar 0S recursos
hidricos e de se evitar a contaminacdo da pequena fracdo mais facilmente
disponivel.

Infelizmente, este recurso natural encontra-se cada vez mais limitado e
exaurido pelas a¢des impactantes do homem, como o langamento de efluentes
industriais, de esgotos domeésticos e de atividades agricolas nas bacias
hidrograficas, degradando a sua qualidade e prejudicando o ecossistema.

Atualmente, varios paises enfrentam problemas com a falta de agua.
Mesmo sendo um dos paises mais rico em agua doce disponivel, concentrando
18% do potencial de agua da superficie do planeta, observa-se, no Brasil, uma
enorme desigualdade regional na distribuicdo dos recursos hidricos, sendo que
a ocorréncia mais freqiente de seca reside na regido Nordeste, enquanto
problemas sérios de abastecimento em outras regides ja sdo identificados e
conhecidos. Organizacbes internacionais alertam para o fato de que nos
proximos 25 anos cerca de 2,8 bilhdes de pessoas poderdo viver em regides
com extrema falta de agua, inclusive para o préprio consumo (PAZ, 1996).

Embora seja essencial para a sobrevivéncia e o desenvolvimento de
praticamente todas as atividades desenvolvidas pelo homem, nem toda a 4gua
disponivel é adequada para o consumo humano.

Quando uma &agua destinada ao consumo humano ndo se enquadra nos
padrdoes de potabilidade, a mesma deve ser submetida a um tratamento que
remova nao sO 0s organismos patogénicos e substancias prejudiciais a saude,
mas que também a proteja de novas contaminacdes (TOMINAGA, 1998).

Neste contexto, o sistema de abastecimento de 4gua apresenta-se como
grande responsavel pela manutencao da qualidade de vida de uma populacgéao.

No Brasil, de acordo com normas e padrdes estabelecidos pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2001), a 4gua levada as estacfes de tratamento, deve ser
submetida a uma série de etapas destinadas a torna-la potavel, como:
floculagcéo, decantacéo, filtracao, desinfeccao, dentre outras.

Das operacdes de potabilizacdo processadas nas estactes de tratamento,
a desinfeccao destaca-se como uma das etapas mais importantes, por garantir
a qualidade sanitaria da agua distribuida a populacdo. Desta forma,
principalmente esta etapa, deve seguir rigorosos critérios para garantir a

seguranca dos consumidores.
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Um fator de grande importancia no processo de desinfeccéo é a escolha
do agente desinfetante, que para ser considerado eficiente deve ser capaz de
destruir, em um tempo razoavel, os organismos patogénicos e ndo deve ser
toxico para 0 homem e animais nas quantidades aplicadas. Seu custo de
utilizacdo deve ser razoavel e apresentar facilidade e seguranc¢a no transporte.
Além disto, deve produzir concentracdes residuais resistentes na agua, de
maneira a constituir uma barreira contra eventual recontaminacao antes do uso
(SANCHES et.al., 2003).

Por reunir todas estas caracteristicas, o cloro, tanto na sua forma gasosa
(Cl) ou na de hipoclorito de sédio (NaClO) ou de hipoclorito de célcio
(Ca(ClO),) é o agente desinfetante mais empregado nas estacfes de
tratamento de agua (RIBEIRO et.al., 2000).

O uso do cloro no tratamento da agua tem como objetivos a desinfeccéo
(destruicdo dos microorganismos patogénicos), a oxidacdo (alteracdo das
caracteristicas da agua pela oxidacdo dos compostos nela existentes) ou
ambas as acdes ao mesmo tempo (SANCHES et.al., 2003).

O cloro e seus derivados sédo fortes agentes oxidantes, sendo suas
reacdes com compostos inorganicos redutores, como sulfitos, sulfetos, ion
ferroso e nitrito, geralmente muito rapidas. Alguns compostos organicos
dissolvidos também reagem rapidamente com o cloro, mas em geral, sédo
necessarias algumas horas para que a maioria das rea¢des do cloro com
compostos organicos se complete, (MEYER, 1994).

Quando adicionado a agua, o cloro (Clyg) reage produzindo o acido
hipocloroso e o &cido cloridrico. O acido hipocloroso (HCIO), por sua vez,
ioniza parcialmente liberando no meio o ion hipoclorito (CIO’), como mostra o
esquema 1, (SANCHES et. al., 2003).

|
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Em solucdo diluida e pH acima de 4,0, o equilibrio da reacdo é
deslocado no sentido da formacédo do o ion hipoclorito (CIO"), ficando pouco
Clyg em solugdo. Em valores de pH mais baixos, a hidrolise do Clyg €
reprimida permanecendo o cloro em sua forma molecular, (MEYER, 1994).

Os derivados clorados ao entrarem em contato com agua se dissociam,

conforme as equacgdes 1, 2, 3 e 4, (SILVA et. al., 1999).

NaCIO(S) + H, O ~—— Na+(aq) + CIO-(aQ) (1)
ClO @) + HLO ~—— HCIOpg + OH (2)
Ca(ClO)se) + H:O ~ ~ Ca® (g + 2 ClO (g (3)
ClO (a + H2O ~—— HCIOpg + OH (4)

O equilibrio entre as espécies HCIO e CIO™ é dependente do pH do meio.
Por exemplo, para um pH igual a 8,0 tem-se cerca de 22% de HCIO e 78% de
ClO, tendo ambos os compostos acdo desinfetante e oxidante. A tabela 1
contém os teores de HCIO, CIO’, e Cl, encontrados em agua, em funcao do pH

(HADAD,1971).

Tabela 1 - Teores de HCIO e CIO", em agua tratada com Cl,, em funcéo do pH

pH=1,0 Formam-se: 15% Cl, e 85% HCIO
pH=5,0 Forma-se quase exclusivamente HCIO
pH=7,0 Formam-se: 73,3% HCIO e 26,7% CIO
pH=8,0 Formam-se: 22,2% HCIO e 77,8% CIO
pH=10,0 Forma-se quase exclusivamente ClIO

Fonte: HADAD, 1971

A acdo do cloro como agente desinfetante envolve uma série de fatores,
de maneira que ndo € possivel se determinar com precisao sua atuacao sobre
as bactérias e outros microorganismos. Uma das teorias mais difundidas se
refere a reacdo do acido hipocloroso (HCIO) com um sistema enzimatico que €

essencial na oxidagcdo da glicose, portanto, para o metabolismo celular

6
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bacteriano. Sendo o virus desprovido de enzimas, a sua destruicdo sO €
possivel por oxidacdo direta da matéria protéica, o que exige dosagens mais
elevadas de cloro, (SOUZA, 2002).

Experimentalmente é comprovado que o &cido hipocloroso exerce maior
acao desinfetante que o ion hipoclorito, 0 que se explica ndo somente pela sua
forte capacidade de oxidacdo, mas também ao pequeno tamanho de sua
molécula e sua neutralidade elétrica, que permitem uma rapida penetracéo nas
células (MEYER, 1994).

Portanto, os compostos clorados sédo mais efetivos em valores de pH
baixos quando a presenca de acido hipocloroso é dominante, ou seja, em pH
acima de 9,0, a concentracdo de HCIO em solucéo é tdo pequena que ja nao
teriamos uma acao sanificante eficiente (USEPA, 1999).

A adicdo de cloro, em aguas que contém amonia ou compostos
amoniacais, podera levar a formacdo de compostos clorados ativos,
denominados de cloraminas, conforme as equacdes 5, 6 e 7 (JOHNSON,

1977).

HCIO (ag) T NH4+ (aq) ~ NH,CI (ag) T H>O ot H+(aq) (monocloramina) (5)
NH,Cl aq) + HCIO @y ~— NHClyag + H20  (dicloramina) (6)

NHCI; aq) + HCIO g ~— NClzaq + H20 g (tricloramina) (1)

As cloraminas também apresentam acao bactericida, com excec¢édo da
tricloramina. A agéo bactericida da dicloramina é, em certos casos, trés vezes
maior do que da monocloramina (MACEDO, 2000).

Quando um derivado clorado € adicionado a agua ocorre, em primeiro
lugar, a reacdo de oxidacdo da matéria organica. A quantidade de cloro
consumida nesta oxidacdo é chamada de “demanda de cloro”. Satisfeita a
demanda, o derivado clorado reage com a amonia, formando as cloraminas. A
quantidade de cloramina formada corresponde ao chamado “cloro residual
combinado”. Apo6s a formacao das cloraminas, tem-se a presenca do chamado

“cloro residual livre” que é constituido do acido hipocloroso e do ion hipoclorito,
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livres na agua. O fluxograma da figura 2, representa as diversas fases do cloro
adicionado a agua, (MACEDO 1997).

O cloro residual total (CRT) € a soma das concentracdes do cloro
residual livre (CRL) e do cloro residual combinado (CRC) (MACEDO, 1997).

C|2 (9), NacClO (aq)s Ca(CIO)Q (aq)

I
| )

Cloro Residual Demanda de Cloro
h 4
h 4 h 4
Livre Combinado
h 4 A 4
| I T
HCIO ClO NHCI NHCI, NCl;

Figura 2 - Distribuicdo dos compostos clorados formados na desinfec¢ao de
agua com cloro (Cly) ou derivados clorados (MACEDO, 1997).

O cloro é normalmente adicionado a agua em quantidade suficiente para
que um nivel residual acompanhe a agua por todo sistema de distribuicdo. Este
cloro residual protegera a agua de uma possivel recontaminacéo, garantindo
gue a mesma chegue em seu destino final livre de agentes patogénicos
(USEPA, 1999).

Segundo a Portaria 1469 do Ministério da Saude, a agua apos a
desinfeccéo deve conter um teor minimo de cloro residual livre de 0,50 mg L™,
sendo obrigatéria a manutencéo de, no minimo, 0,20 mg L™ em qualquer ponto
de rede de distribuicdo. O teor maximo de cloro residual livre, em qualquer
ponto do sistema de abastecimento, recomendado por esta portaria € de 2,00
mg L™ (BRASIL, 2001).
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A grande desvantagem do uso do cloro como agente desinfetante em
aguas destinadas ao consumo humano é a formacao de alguns subprodutos

nao desejados, dentre eles os trihalometanos.

2.2. Trihalometanos

O processo de desinfec¢cdo de agua para abastecimento publico com
produtos a base de cloro colaborou muito para a erradicacdo de doencas
transmitidas pela agua. Apesar de contribuir para a melhoria da saude da
populacdo, a adicdo de cloro em estacGes de tratamento de dgua promove a
formacdo de alguns subprodutos toxicos e potencialmente carcinogénicos.
Dentre estes subprodutos destacam-se os trihalometanos (THMs), (PARREIRA
et. al. 2002).

Os trihalometanos sdo compostos orgéanicos derivados do metano (CHy),
de férmula geral CHX3, onde X pode ser cloro, bromo ou iodo ou combinacfes
dos mesmos (SOUZA, 2002). Destas combinacdes € possivel a formacao de
10 diferentes compostos, porém apenas 4 ocorrem de maneira mais
significativa na dgua de abastecimento: triclorometano ou cloroférmio (CHCI5),
tribromometano ou bromoférmio (CHBr3), bromodiclorometano (CHCI,Br) e o

dibromoclorometano (CHCIBry), figura 3.

C|)I C|:I
A A
/// ’///
Cl H H
Cl Cl Br
Triclorometano (CHCls) Bromodiclorometano (CHCI,Br)
(|2I I|3r
% K
Br
Br Br H Br H
Dibromoclorometano (CHCIBr,) Tribromometano (CHBTr3)

Figura 3 - Principais trihalometanos encontrados em 4guas de abastecimento
publico.
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A soma das concentracdes dos quatro THMs encontrados com maior
freqiiéncia, expresso em pg L' é denominado de trihalometanos totais
(THM1otis), (TOMINAGA e MIDIO, 1999).

Os THMs séo formados pela reacdo quimica entre o cloro residual livre
(HCIO) e as substancias derivadas da decomposicdo da matéria organica
vegetal, os acidos humicos e falvicos, naturalmente dissolvidos na agua. Estas
substancias sdo denominadas de “precursores dos trihalometanos” e em geral
s6 tém significado sanitario devido a formacéao de THMs.

O mecanismo de producado de cloroférmio em agua potavel, através da
reacdo entre o HCIO e um grupo fendlico de matéria organica esta

representado na figura 4, (BAIRD, 2001).

OH 0
cl
HCIO Cl > R—— C——CHCl,
OH OH

O

HOCL> g—c—ccly 2T >R——C~—OH * CHCl
0 o)

Figura 4 - Mecanismo de formacao do cloroférmio a partir da reacédo do acido
hipocloroso com um grupo fenélico da matéria organica (BAIRD,
2001).

A presenca de THMs bromados, detectados na dgua potavel se deve ao
fato de que o cloro oxida o brometo, convertendo-o em uma espécie de bromo
reativo (HBrO — Acido hipobromoso), o qual reagirda com a matéria organica
formando o correspondente THM. Situagdo semelhante ocorre com iodetos,
porém sua presenca € menos comum (SOUZA, 2002).

A reacdo de formacdo dos THM pode ser influenciada por alguns
fatores, como a quantidade do derivado clorado empregado, o tempo de
contato, a temperatura, as concentracbes de halogénios no meio, como
também, caracteristicas e concentracdes dos precursores (TOMINAGA, 1998).

10
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A formacédo dos THM, sob condi¢cdes normais néo € instantanea. Mesmo
gue sob algumas condicbes de reacéo a formacao destes compostos pode ser
completada em menos de 1 hora, em outras circunstancias, podem ser
necessarios varios dias para que ocorra a maxima producdo dos mesmos
(FIGUEIREDO, 1999).

A taxa de formacéao de trihalometanos em funcdo do tempo e dosagem
de cloro manifesta-se em trés intervalos sequenciais. No primeiro intervalo
ocorre a demanda imediata de cloro, devido principalmente a reacdo deste com
compostos inorganicos, tais como sulfetos, ferro e aménia. No segundo
intervalo o cloro adicional comeca a reagir com a matéria organica
(precursores) presente. Neste intervalo, a relagéo entre a dosagem de cloro e a
producdo de THMs é quase linear. Mantendo-se a concentracdo de cloro
residual, apés as demandas anteriores, verifica-se um terceiro intervalo onde a
producdo de THMs é insignificante. Segundo MOHAMED e RIZKA, 1995 a
producdo de THMs pode alcancar valores altos com aumento da dosagem de
cloro, podendo ultrapassar o limite estabelecido pela legislacéo.

FIGUEIREDO (1999), estudando a relacédo existente entre o tempo de
contato e a temperatura, mantendo-se constante o pH do meio e a dosagem de
cloro, constatou que a elevacdo destes fatores propiciou uma maior producéo
de THM, sendo o tempo de contato o que apresentou maior significancia.

Da mesma forma, um aumento da concentracao dos precursores (0 que
€ mais comum em grandes mananciais protegidos e que possuem maior
quantidade de vegetacdo em suas margens) maiores serdo as possibilidades
de formacéao de trihalometanos (SOUZA, 2002).

Outro fator que influencia na quantidade e no tipo dos THMs é a
presenca de brometos e iodetos que facilitam a formacao dos THMs, em cuja
constituicdo entram o bromo e o iodo. Em aguas superficiais brasileiras a maior
presenca, depois do cloroférmio, tem sido do bromodiclorometano (16%) e do
dibromoclorometano (3%) (MACEDO, 1997)

A importancia dos THMs prende-se ao fato de que, além de serem
considerados carcindgenos, sdo também indicadores de possivel presenca de
outros compostos organoclorados (acido acético clorado, haloacetonitrilos,
clorofendis, cloropropanonas) também resultantes do processo de cloracéo das

aguas e mais perigosos que os proprios THMs, (MACEDO, 2000).
11
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Para evitar riscos a saude humana, diversos paises adotaram valores
guia com a finalidade de controlar os niveis de THMs em &guas destinadas ao
consumo humano.

A Comissdo das comunidades européias estabeleceu o valor maximo
permitido de 40,00 ng L para o cloroférmio e 15,00 ng L* para o
bromodiclorometano. O valor maximo de bromodiclorometano pode ser
aumentado para 25,00 ng L™ se o valor de cloroférmio estiver abaixo de
30,00 ng L™ (KUIVINEN e JOHNSSON, 1999).

No Brasil, o valor maximo permitido de THMrqis € de 100,00 Og Lt
segundo a Portaria 1469 de 29 de dezembro de 2000 do ministério da saude,
(BRASIL, 2001).

2.2.1. Efeitos toxicos dos Trihalometanos

A exposicdo humana a aguas contendo THMs n&o ocorre apenas pela
ingestao mas também quando estas sao utilizadas para trabalhos domésticos e
de higiene. Isso ocorre em virtude da volatilidade e lipossolubilidade desses
compostos (TOMINAGA e MIDIO, 1999).

Aguas recreativas, especialmente em piscinas, também sdo fontes
potenciais de THMs haja visto o grande aporte de material organico
transportado pelos proprios banhistas, além dos altos teores de cloro com que
normalmente se trabalha neste tipo de agua.

Constatada a presenca de THMs em &gua, diversos estudos
epidemioldgicos tém sido realizados com a finalidade se encontrar uma
correlacdo existente entre o consumo de agua tratada e a contaminacdo dos
consumidores por estes compostos.

Com relacdo a toxicidade, esta refere-se principalmente ao cloroférmio,
por ser o composto mais estudado e encontrado em maior concentracao que
os demais (TOMINAGA, 1998). Resultados de experimentos com mamiferos
expostos a altas doses de cloroférmio, variando de 30,00 a 350,00 mg kg™,

incluem efeitos sobre o sistema nervoso central, toxicidade hepética e

12



Revisdo de Literatura

nefroldgica, sendo que a intensidade de resposta esta diretamente relacionada
com o aumento da dose aplicada nos animais (SOUZA, 2002).

Alguns estudos realizados no Canada, considerando a cloracao de agua
bruta, indicaram uma associacdo entre a dosagem de cloro e o céncer de
estbmago. Também houve associacfes positivas entre cloroféormio na agua
tratada e o risco de morte por cancer de cdolon e cancer de estbmago (MEYER,
1994).

Outras pesquisas também sugerem que a ingestdo regular de agua com
altos teores de subprodutos da cloracdo pode estar relacionada ao
desenvolvimento de cancer retal e de bexiga (GIBBONS e LAHA, 1999).

Segundo a National Academy of Sciences, na sua publicacao relativa a
agua de abastecimento e saude, o cloroférmio apresentou resultados negativos
no ensaio de mutagenicidade utilizando Salmonella typhimurium TA-100. Sob
as mesmas condicbes os outros THMs apresentaram resultados positivos
(TOMINAGA, 1998).

Estudos realizados no Instituto Nacional do Céncer, nos Estados Unidos,
mostraram aumento nos tumores de ratos quando os THMs foram ministrados,
utilizando 6leo de milho como veiculo (FAWELL, 2000).

Os levantamentos epidemioldgicos relacionando a concentracdo dos
THMs com mobilidade e mortalidade por céncer ndo sao estatisticamente
conclusivos, mas apresentam um elevado risco. N&o obstante, os estudos
definitivos continuam sendo conduzidos pela EPA (Environmental Protection
Agency), através do Nacional Céancer Institute. De concreto sabe-se que até
agora nado se identificou nenhum efeito toxico observavel a exposicdo com
curta duracdo proveniente do cloroférmio existente comumente em pequenas
concentracbes no ar, alimentos ou na agua dos sistemas publicos de
abastecimento (SOUZA, 2002).

13
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2.2.2.Controle dos niveis de THMs em aguas tratadas

A contaminacdo por THMs pode ser controlada pela reducdo da
concentracdo dos precursores, uso de processos alternativos para a
desinfeccdo e remocédo dos THMs ja formados.

A reducdo da concentracdo dos precursores pode ser conseguida
principalmente pelo uso de carvao ativado granular. Porém h& necessidade de
controle técnico da saturacdo do carvao ativado, pois sua acao so6 é eficiente
quando ele estd pouco saturado. O alto custo e a pequena disponibilidade
desta matéria prima no mercado inviabiliza a utilizacdo desta tecnologia
(USEPA, 1999).

GIBBONS e LAHA (1999), analisaram diversas amostras de agua
potavel e observaram que as amostras de agua clorada que receberam um
tratamento adicional (filtracdo com carbono ativado) apresentaram teores de
THMs bem menores do que aquelas que nao receberam nenhum tratamento
adicional. Este estudo indica a eficiéncia do carbono ativado na remocéo de
THMs da agua.

Outras opcoes para controlar a formacdo de THMs, inclui o controle de
qualidade do manancial, aplicando medidas adequadas para abaixar as
concentracfes de matéria organica e ion brometo na agua destinada ao
abastecimento da ETA. Algumas medidas sugeridas pela USEPA consistem no
controle de formacdo de algas no manancial (controlando assim a
concentracdo dos precursores dos THMs), e também na prevencao da intrusdo
de &gua salgada no manancial (controlando a concentracédo de ions brometo),
em caso de regides litoraneas.

Outra forma de reduzir a presenca de precursores de THMs € por meio
de um rigido controle do processo de coagulacdo, que ocorre pela eliminagéao
da turbidez dos efluentes nas unidades de decantacdo. Com o0 monitoramento
do pH, da quantidade de floculante e do auxiliar de coagulacdo a serem
utilizados, obtém-se reducao nos niveis de turbidez e das substancias humicas,
mostrando a eficiéncia deste processo no controle da formagdo dos THMs
(MACEDO, 1997).

14
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MACEDO (1997), comparou a formacéo de THMs em amostras de agua
qgue foram desinfetadas com hipoclorito de sédio por meio da pré-cloracdo e em
amostras de agua que foram desinfetadas com o0 mesmo agente, porém desta
vez por meio da pos-cloracdo. Na pré-cloracdo a concentracdo média de
THMyotais fOi de 117,52 ug L, valor superior ao nivel maximo permitido pela
legislacdo brasileira. JaA a pos-cloracdo originou concentracdes de THMotais
mais baixas, em média 56,67 pg L. Assim, uma forma de controlar a formacao
de THMs é a adocao da pos-cloracdo ao invés da pré-cloracao.

Atualmente, tem havido um crescente interesse pelo uso de
desinfetantes alternativos que minimizem a formacédo dos THMs, dentre eles
destacam-se o didxido de cloro, 0zénio e a radiacao ultravioleta. Porém, o fator
econbmico é o principal impedimento para implantacdo destes processos
alternativos, sendo que estes vém sendo utilizados somente em universidades,
para fins de pesquisa (SANCHES et. al., 2003).

Depois de formados, os processos mais utilizados para retirada dos
THMs séo a aeracao e o uso do carvdo em pdé. Por serem volateis, se a agua
for armazenada a temperatura ambiente, em recipientes abertos por um
periodo de tempo de 3 dias, ocorrera a volatilizacdo de parte dos THMs. A
ressalva que se faz a este processo € em relacao ao seu carater pratico, que
deixa muito a desejar, pois favorece a recontaminacdo da agua. Além disso, o
uso de aeradores também é descartado, em funcdo do custo dos
equipamentos e manutencdo dos mesmos. A remoc¢ao dos THMs através de
carvao ativo em p6 tem se mostrado eficiente, mas os fatores ja citados tém
inviabilizado o seu uso (SANCHES et. al., 2003).

2.2.3. Técnicas de extracao e andlise

Desde que estudos comprovaram a existéncia de riscos a saude
humana causada pelos trihalometanos, métodos analiticos mais praticos,
rapidos, seguros e de baixo custo vém sendo desenvolvidos para a

determinacdo destes compostos em agua.
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Dentre os métodos analiticos empregados para extracdo e determinacgao
de THMs em amostras de &agua, destacam-se: extracdo liquido-liquido
(TOMINAGA, 1998), “headspace” (CARLOS, 2002; KUIVINEM e JONHSSON,
1999) e micro extracdo em fase sélida (PARREIRA et al., 2002; STACK et al.,
2000).

No Brasil, a Portaria 1469 de 29 de dezembro de 2000, do ministério da
saude, sugere a adocdo de metodologia analitica para andlise de &agua
proposta pela edicdo mais recente da publicacdo Standard Methods for
examination of water and wastewater (BRASIL, 2001). Esta metodologia utiliza
a extracao liguido-liquido como técnica de extracdo e a cromatografia gasosa,
equipada com detector de captura de elétrons (ECD), como técnica de
quantificacdo. O pentano € o solvente extrator empregado na extracdo de THM,
sendo sugeridos também o hexano, o metilciclohexano e o 2,2,4 trimetilpentano
como solventes extratores alternativos.

A extracao liquido-liquido de compostos organicos volateis presentes em
agua € provavelmente a técnica mais amplamente empregada e um dos
procedimentos mais simples de concentracdo de amostras. Os compostos
organicos (solutos) tendem a se distribuir entre duas fases liquidas imisciveis,
normalmente por agitacdo em um funil de separacéao, até atingirem o estado de
equilibrio, (MAJORS, 1997).

Segundo TOMINAGA (1998) a técnica de extracdo liquido-liquido
mostrou-se precisa e exata para a quantificacdo dos THMs em agua de
abastecimento publico.

Embora seja uma técnica simples e de baixo custo, o uso de solventes
organicos (normalmente toxicos), utilizados nas extragdes liquido-liquido (ELL),
impulsiona o uso de outras técnicas de extracdo de compostos organicos que
apresentem menor impacto sobre o homem e o meio ambiente (QUINTEIRO,
1983).

Assim, técnicas alternativas poderdao ser utilizadas desde que sejam
cientificamente reconhecidas pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2001).

Uma técnica comumente usada para extragcdo dos THMs em agua é a
extracdo por “headspace”, que estabelece um equilibrio de particdo entre as
fases gasosa e liquida, facilitando a extracao.

16
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Existem dois tipos de “headspace”: dindmico e estatico. O “headspace”
estatico € um método rapido e simples de extracdo, onde uma peguena
quantidade de amostra é colocada em um frasco que é hermeticamente
fechado de modo que parte do frasco contenha um espaco vazio. Entdo, as
condicBes de equilibrio de fases dentro do frasco sdo alteradas para que o0s
analitos se desloquem e se concentrem na fase vapor. Apdés o equilibrio ser
estabelecido, uma fracdo da fase gasosa € retirada, como representado na
figura 5, e transferida para o cromatografo a gas para ser analisada (KNUPP,
2004).

Cromatografo a gas

Figura 5 — Esquema representativo do procedimento basico de extracdo por
“headspace” estéatico (QUINTEIRO, 1983).

A técnica “headspace” dinamico, conhecida também como “purge and
trap” € recomendada pelo United States Environmental Protection Agency
(WANG e CHEN, 2001).

Neste sistema, o0s analitos sdo removidos ativamente através do
borbulhamento de um gés inerte pela amostra. Os analitos removidos séo pré-

concentrados em uma coluna contendo adsorvente, logo apés dessorvidos por
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aguecimento e fluxo de gas inerte e depois, separados e quantificados por
cromatografia gasosa, (MAJORS, 1997).

As leis da termodinamica regulam a distribuicdo das substéncias entre a
fase vapor e a matriz. Portanto, caracteristicas como pressdao de vapor,
coeficiente de particdo e caracteristicas moleculares de grupos funcionais iréo
determinar uma melhor ou pior transferéncia dos analitos para a fase vapor
(KNUPP, 2004).

CARLOS (2002), KUIVINEM e JONHSSON (1999), empregaram
“headspace” estatico na extracdo de THMs e outros compostos clorados em
amostras de agua para posterior andlise por cromatografia gasosa. Utilizando
esta técnica, foram obtidos resultados que atenderam com eficiéncia aos
objetivos propostos, apresentando vantagens como a nado utilizacdo de
solventes e uma maior rapidez de analise.

ALLONIER et al. (2000), em estudos sobre determinacdo de THMs em
aguas do mar cloradas, utilizaram um sistema de "purge-and-trap" (armadilha:
coluna contendo silica gel e carvao ativado) acoplado a um cromatografo a
gas, equipado com ECD. Apoés a adicdo de sulfato de sédio a matriz de agua,
durante o borbulhamento, foram observados aumentos na eficiéncia de
extracdo dos THMs devido ao efeito da forga idnica.

A microextracdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction) tem sido extensamente investigada como uma alternativa
simples, versétil e de baixo custo para a extracdo ou pré-concentracdo de
compostos organicos volateis e semivolateis, sem a utilizacdo de solventes.
Entre os estudos relatados na literatura encontram-se os de analises dos
THMSs, em niveis de pg L™}, (VALENTE e AUGUSTO, 2000; ARAUJO, 1999).
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O esquema mostrado na figura 6 ilustra o dispositivo basico de SPME,
gque € composto por um corpo cilindrico, denominado de amostrador, com
fenda (em “z”), pela qual o pino travador desliza. Esse apresenta em sua
extremidade superior um lancador e na inferior uma agulha oca de aco
inoxidavel. A agulha forma o canal que armazena toda a extensao da fibra e
parte do tubinho inox. A outra extremidade do tubinho é envolta por uma
pequena mola, e fica em contato com o lancador, obedecendo ao mecanismo
da seguinte forma: o lancador, ao ser pressionado, empurra o tubinho,
comprimindo a mola e, como consequéncia, a fibra desliza pela agulha e se
expfe ao meio externo, ou se esconde, quando é puxada. O pino travador,
fixado no lancador acompanha esse movimento, na extensao da fenda em “z”.
Quando posicionado no centro dessa fenda impede a subida do lancador,

mantendo, assim, a fibra exposta (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

] ]

~—— LANGADOR ————

A A
FENDA "Z"

¢~ PINO
{ TRAVADOR

CORPO
CILINDRICO

AGULHA
INOX

FIBRA
REVESTIDA

(A) (B)

Figura 6 — Dispositivo de SPME: (A) vista externa do amostrador com a fibra
exposta e o émbolo travado pelo pino no centro da fenda em “z”;
(B) Vista interna do amostrador de SPME com a fibra exposta,
(QUINTEIRO, 1983).
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A parte moével do dispositivo de SPME, apresentado na figura 7,
composto pela agulha, pela fibra revestida e pela mola que envolve uma das
extremidades do tubinho de inox, € projetado para que as fibras sejam
retraidas para dentro da agulha durante as operacdes que possam danifica-las,
como as de transporte, perfuracdo do septo do frasco de amostra e do injetor
do cromatografo. O conjunto pode ser trocado de acordo com seu estado de
uso e com a natureza do analito que se deseja extrair (QUINTEIRO et. al.,
1983).

LANGCADOR

[ AGULHA \
| INOX \

|
|
AGULHA I TUBO |
INOX | |

\\ FIBRA—"] /

TUBO \ /

INOX ————1J \ /
REVESTIMENTQ

\ \ /

FIBRA 1 /
REVESTIDA, /LN \ /
== /A | N v
\ N -
} ~ - -~

Figura 7 — Parte movel do dispositivo de SPME: (A) Dispositivo com a fibra
retraida na agulha; (B) Posicdo com a fibra exposta; (C) Vista
detalhada da se¢do com recobrimento (QUINTEIRO, 1983).

A fase estacionaria polimérica que reveste a fibra consiste de um bastéo
de silica fundida (10 mm de comprimento, diametro de 110 a 160 um) recoberto
com filmes de até 100 um de espessura de polimeros sorventes
(polidimetilssiloxano-PDMS, Carbowax-CW, Poliacrilato-PA) ou solidos
adsorventes (Carvao ativo microparticulado, divinilbenzeno-DVB, carboxen-

CAR) ou misturas destes materiais (LOPES, 2004).
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Basicamente, a operacdo de microextracdo em fase solida (SPME) é
realizada em duas etapas: extracdo e dessorcao. Na extracdo por SPME as
moléculas do analito tém de se deslocar da matriz e penetrar no recobrimento
e, para isto, resisténcias a transferéncias de massa devem ser vencidas, até
gue se estabeleca um equilibrio de particdo ou de adsorcédo do analito, entre a
fibra e 0o meio que a envolve. No final da extracdo o amostrador é levado para a
segunda etapa do processo. A dessor¢ao ocorre quando os analitos adsorvidos
na fase estacionaria sdo termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste
e carreados para a coluna cromatografica (PAWLISZYN, 2000).

A figura 8 representa o esquema da sequUéncia operacional para a

extracdo e dessor¢ao por SPME dos analitos no injetor do cromatdgrafo a gas.

e e B e Y o i A o o |l|

(A) (B)

Figura 8 — Procedimento béasico para microextracdo em fase sélida: (A)
Processo de extracdo (B) Processo de dessorcao, (QUINTEIRO,
1983).

A quantidade extraida de um analito é influenciada por diferentes
fatores, dentre eles a escolha adequada do recobrimento da fibra extratora,
modo de extracdo (contato direto com os analitos ou com a fase gasosa acima
da amostra - “headspace”), temperatura, tempo de extracdo, forca ibnica da
amostra, pH e agitacdo da amostra. E de fundamental importancia a otimizag&o
destas variaveis para obter-se o desempenho maximo da técnica, (LOPES,
2004).

21



Revisdo de Literatura

Desde que a técnica de SPME foi desenvolvida, entre 1989 e 1990, pelo
Prof. Janusz Pawliszyn da Universidade de Waterloo em Ontéario (Canada),
para analise de poluentes organicos volateis e semivolateis em aguas, varios
tratamentos tedricos que fundamentam a técnica e trabalhos sobre sua
aplicacao foram publicados.

MACEDO (1997), quantificou THMs em amostras de agua potaveis de
Juiz de Fora — MG, por cromatografia em fase gasosa, utilizando microextracao
em fase solida. Segundo o autor, a técnica se mostrou muito eficiente na
analise de THM, permitindo uma reducdo significativa no tempo de analise, se
comparado com processo tradicional de extracdo liquido-liquido, reduzindo
ainda em niveis consideraveis o erro de injecao.

PARREIRA et al. (2002), utilizaram a técnica de SPME e cromatografia
gasosa para a determinacdo de Trihalometanos em agua potavel de diversas
cidades do estado de Minas Gerais. Os resultados dos estudos de otimizacao e
validacao foram considerados adequados, atendendo aos limites estabelecidos
pela portaria 1469 do Ministério da Saude, Brasil.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Solucdes padrao e amostras de agua

3.1.1. Solucdes padrao

Uma mistura de THMs, constituida por: CHCI;, CHCI,Br, CHCIBr, e
CHBr3, contendo 2.000,00 pg L™ de cada componente, em metanol, foi diluida
neste mesmo solvente (Mallinckrodt / HPLC), para obtencdo de uma solucéo
estoque a 200,00 pg L™,

As demais solugcbes padrdo de THMs empregadas na otimizacédo e
validacéo da técnica de microextracdo em fase solida foram preparadas a partir

de diluicbes sucessivas da solucdo estoque, em agua mineral.

3.1.2. Amostras de agua usadas na otimizacdo e validacdo da
técnica HS/SPME

Na primeira etapa deste trabalho que consistiu na otimizagéo e validacao
da técnica de microextracdo em fase soélida (SPME), para extracdo e
quantificacdo de THMs em agua, foram empregadas amostras de agua mineral

fortificadas com concentrac6es conhecidas dos padrées de THMs.

3.1.3. Amostras de aguas naturais

Na etapa de aplicacdo da técnica otimizada, foram empregadas

amostras de agua potavel coletadas, em triplicata, em varios pontos no campus
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universitario utilizados pela Divisdo de Agua e Esgotos da Universidade
Federal de Vicosa, ETA — UFV, para controle de rotina da qualidade da agua
nos extremos da rede de distribuicdo, conforme descritos na tabela 2. A coleta

foi feita segundo normas técnicas da ABNT.

Tabela 2 — Localizacdo dos pontos de coleta na rede de distribuicdo de agua
tratada da ETA-UFV.

Amostras de agua Descricao/Localizagcéo

1 Reservatoério 1 — ETA -UFV
Reservatoério 2 — ETA -UFV

Capela —a 0,3 km da ETA -UFV
Veterinaria—a 1,0 km da ETA -UFV
Celulose —a 3,0 km da ETA -UFV
Vila 7 casas — a 2,0 km da ETA -UFV
Vila Gianetti —a 2,0 km da ETA -UFV

N oo o~ 0N

Para a coleta das amostras, foram utilizados frascos (vidro transparente)
de 44,0 mL de capacidade, com tampa equipada com septo de silicone,
previamente aquecidos durante 1 hora a + 105 °C. A esses frascos foram
adicionados 2,0000 g de sulfito de sédio para conservar as amostras e
melhorar a eficiéncia da extracdo. Os recipientes de coleta foram preenchidos
totalmente sem que houvesse a formacao de bolhas de ar em seu interior e

armazenados a = 5 °C até o momento de extracdo e analise.

3.2. Condi¢bes cromatograficas

As condi¢des cromatograficas foram otimizadas por injecées do analito,
adsorvido em uma fibra de SPME, em um cromatografo a gas Shimadzu (CG —
17 A), equipado com detector de captura de elétrons (ECD).

Para obtencéo das condicfes cromatograficas ideais para separacao e
quantificacdo simultdnea de THMs foi utilizada a coluna Supelcowax 10, com

fase estacionaria composta por 100 % de polietilenoglicol, 30 m de
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comprimento, 0,25 mm d. i., 0,25 nm de espessura de filme. A temperatura do
injetor foi fixada em 200 °C e a do detector foi variada em 200, 220 e 250 °C. A
temperatura da coluna durante a corrida cromatografica, também foi otimizada.

As melhores condi¢cfes analiticas determinadas, que proporcionaram
uma melhor separacdo entre os picos dos compostos de interesse e menor

tempo de analise, foram as seguintes:

Temperatura da coluna: 40 °C (7min) % %0%23%1® 180 °C (1 min)
Tempo total de andlise: 12,7 min

Temperatura do injetor: 200 °C

Temperatura do detector: 250 °C

Gas de arraste: Nitrogénio

Vazao do géas de arraste: 1,8 mL/min

Divisao de fluxo: 1:5

3.3. Otimizacdo da técnica de extracdo de THM em agua por
HS/SPME

Para a determinacdo das melhores condicbes de extracdo de THMs,
amostras de agua mineral foram fortificadas com concentragBes conhecidas
desses padrdes.

Frascos de vidro transparente de 44,0 mL de capacidade, contendo
sulfito de sddio, foram preenchidos totalmente com a amostra fortificada,
contendo 10,00 pg L de cada THM, tomando o cuidado para ndo haver
formacéo de bolhas. Em uma extremidade da tampa (equipada com septo de
silicone) foi introduzida uma agulha de ponta longa (40x8) e na outra uma
agulha de ponta curta (13x3). A agulha de ponta longa foi acoplada uma
seringa hipodérmica de 50,0 mL e retirada uma aliquota de 10,0 mL da
solucdo. As agulhas foram retiradas e o frasco levado para um sistema de
aguecimento para a obtencao de vapores de THMs no espaco vazio do frasco

de vidro (*headspace”), de acordo com a figura 9.
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Figura 9 — Sistema de aguecimento monitorado na extracao de THMs em agua
por HS/SPME.

Para a extracéo, a fibra foi colocada em contato com a parte gasosa da
amostra (“headspace”) até atingir o equilibrio de adsorcéo entre os analitos, a
matriz e o headspace. Durante o periodo de extracao, foi utilizada agitacdo
magnética. Realizada a extracdo, a fibra foi retirada do frasco da amostra e
inserida no injetor do cromatégrafo a gas, onde os analitos foram termicamente
dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carreados para a coluna

cromatografica.

3.3.1. Planejamento multifatorial das condi¢cdes de extracao

A extracdo e analise de THMs em &gua por HS/SPME tém como
variaveis os fatores forca i6nica, tempo e temperatura de extracao. Assim, com
0 objetivo de estudar o comportamento simultaneo dos trés fatores, utilizando
poucos experimentos, foi realizado um experimento obedecendo a um
planejamento fatorial 2°. Para cada ensaio foram realizadas duas repeticdes
totalizando 16 experimentos.

Os sinais (+) e (-), descritos na tabela 3, correspondem aos niveis
maximos e minimos dos parametros: forca i6nica (1,0000 e 2,0000 g de sulfito
de sadio), tempo de extracdo (5 e 10 min) e temperatura de extracado (30 e 40
°C).
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Os resultados obtidos, pela variacdo simultanea dos fatores, foram
interpretados através das estimativas dos efeitos para cada um dos THMs

estudados.

Tabela 3 - Planejamento multifatorial para otimizacdo das condi¢cbes de
extracdo de THMs em amostras de agua.

Fatores

codificados Fatores originais

Ensaios F1) F2) F(@3) (1) Tempo  (2) Temperatura (3) Massado

(min) (°C) sal (9)
le?2 - - - 5 30 1
3e4 + - - 10 30 1
5e6 - + - 5 40 1
7e8 + + - 10 40 1
9e10 - - + 5 30 2
11e12 + - + 10 30 2
13e 14 - + + 5 40 2
15e 16 + + + 10 40 2

3.3.1.1. Planejamento “estrela”

A partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial 23, foi
realizado um planejamento tipo estrela, com cinco niveis para os fatores forca
ibnica e tempo de extracdo, mantendo-se constante a temperatura de extracao
(30 °C).

Na tabela 4, estdo representados os niveis maximos e minimos dos
fatores em estudo.

Os sinais (+) e (-) descritos, correspondem aos niveis testados para a
forca ibnica (1,0000 e 2,0000 g de sulfito de sédio) e o tempo de extracéo (5 e
10 min). A variavel codificada “0” corresponde a média entre os niveis maximos
e minimos dos fatores em estudo, e estdo representadas pelos ensaios 9, 10 e
11. J4 a variavel codificada + 2'2, indica gue 0S Novos pontos, representados
pelos ensaios 5, 6, 7 e 8, estdo a uma distancia 22 do ponto central (em
variaveis codificadas), correspondendo aos niveis maximos e minimos das

variaveis.
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Tabela 4 - Planejamento fatorial em estrela para otimizacdo das condi¢des de
extracdo de THMs em amostras de agua.

Fatores codificados Fatores originais
Ensaios F(1) F(2) (1) Tempo (min)  (2) Forcaibnica (Q)
1 - - 5 1
2 + - 10 1
3 - + 5 2
4 + + 10 2
5 212 0 4 1,5
6 +2172 0 11 1,5
7 0 2172 7,5 0,8
8 0 +2172 7,5 2,2
9 0 0 7,5 1,5
10 0 0 7,5 1,5
11 0 0 7,5 1,5

Os resultados obtidos, na variagdo simultdnea dos fatores, foram
interpretados, com auxilio do programa Statistica 6.0 (Stat-Soft), através das

estimativas dos efeitos para cada um dos THMs estudados

3.3.2. Estudo univariado

ApoOs a otimizacdo do método de extracdo de THMs em agua por
HS/SPME, avaliou-se os efeitos dos fatores, tipo de fibra, volume da amostra e
tempo de “splitless”, mantendo-se constantes o tempo de extracao,
temperatura de extracao e forca idnica.

Nestas avaliacbes, frascos de vidro transparente de 44,0 mL de
capacidade, contendo 2,0000 g de sulfito de sddio, foram preenchidos
totalmente com solu¢des padrao de THMs preparadas em agua mineral a 5,00
ug LY. Em uma extremidade da tampa (equipada com septo de silicone) foi
introduzida uma agulha de ponta longa (40x8) e na outra uma agulha de ponta
curta (13x3). A agulha de ponta longa foi acoplada uma seringa hipodérmica de
50,0 mL para retirada de aliquotas da amostra.

As agulhas foram retiradas e o frasco levado para um sistema de

aquecimento para a obtencao de vapores de THMs no espaco vazio do frasco
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de vidro (“headspace”). O tempo e a temperatura de extracao utilizados foram
de 5 minutos e 30 °C, respectivamente.

As andlises foram feitas de acordo com as condi¢cdes cromatogréficas
otimizadas no item 3.2.

Para cada analise foram feitas trés repeticées e um branco.

3.3.2.1. Tipo de fibra adsorvente

A escolha da fibra a ser utilizada na extracdo é determinada pela massa
molecular e pela polaridade da espécie em estudo. Normalmente, os
revestimentos mais seletivos, ou seja, com grande afinidade pelo analito e os
mais espessos, pela maior quantidade extraida, proporcionam ao método alta
sensibilidade.

Levando-se em consideragcdo as caracteristicas dos compostos
estudados, dois tipos de fibras foram avaliados experimentalmente para a
selecédo da fibra que proporcionasse maior extracéo: polidimetilssiloxano (100 -
PDMS) de 100 pm de espessura e a polidimetilssiloxano-divinilbenzeno (65-
PDMS/DVB) de 65 um de espessura.

As andlises foram feitas nas condicbes cromatograficas e analiticas

descritas nos itens 3.2. e 3.3.2.

3.3.2.2. Volume da amostra

As extracBes e anadlises, para a otimizacdo das melhores condicfes de
analise e verificacdo da relacéo existente entre o volume de amostra utilizada e
a quantidade de THMs extraidos por SPME, foram feitas de acordo com as
condi¢des cromatogréficas descritas nos itens 3.2. e 3.3.2.

Os volumes de amostras testados para a otimizagcédo foram: 34,0; 24,0 e
14,0 mL de solucdo padrdo de THMs a 5,00 pg L™ (10,0; 20,0 e 30,0 mL de

“headspace”).
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Neste estudo foi utilizada uma fibra de polidimetilssiloxano (100 - PDMS)

de 100 um de espessura.

3.3.2.3. Tempo de “splitless”

No final da extracdo, os analitos adsorvidos na fase estacionéaria foram
termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carreados para a
coluna cromatogréfica.

A injecao foi realizada no modo splitless, variando-se a purga fechada
em 1, 2, 4, 6 e 8 minutos, para obtencdo da condi¢cdo cromatogréafica que
apresentasse melhor eficiéncia.

Neste estudo foram utilizados 34,0 mL de solucdo padrdo (10,0 mL de
“headspace”).

As extracdes e andlise foram feitas, em triplicata, nas condicbes

cromatograficas descritas nos itens 3.2. e 3.3.2.

3.4. Validacdo do método analitico

Para validacdo do método proposto neste trabalho foram avaliados os
seguintes parametros de desempenho: seletividade, linearidade e faixa de
aplicacao, limite de deteccao, limite de quantificacéo, precisao (repetibilidade e
precisao intermediaria) e exatidao.

Todos os experimentos do processo de validagao foram realizados, em
triplicata, de acordo com as condi¢des, otimizadas descritas nos itens 3.2. e
3.3.

3.4.1.Seletividade

A seletividade foi o primeiro parametro analisado na validacdo do

método de microextracdo em fase soélida.
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Este parametro foi avaliado comparando-se uma amostra de agua
mineral isenta dos componentes de interesse (branco), com a mesma amostra

de 4gua mineral, porém, fortificada a 5,00 pg L™.

3.4.2. Linearidade de resposta do detector

No estudo da linearidade de resposta do detector para o CHCI,Br,
CHCIBr, e CHBr3, foram empregadas solugdes padréo contendo 0,00; 0,05;
0,50; 2,50; 4,50; 6,50 e 8,50 pug L™ de cada THM em agua mineral. Para o
CHCI3; foram empregadas solu¢des padrdo a 0,00; 5,00; 10,00; 20,00; 40,00;
60,00 e 80,00 ug L™, preparadas em agua mineral. As solucdes padrdo foram
analisadas em triplicata.

ApOGs a analise cromatografica, as curvas analiticas foram construidas
relacionando as concentracées dos THMs (ug L™) com as &reas dos picos dos

padrdées no cromatograma.

3.4.3. Limite de deteccéo e limite de quantificacdo do método

O limite de deteccdo € a quantidade minima detectavel do composto,
capaz de produzir um sinal analitico duas vezes maior que o nivel do ruido de
fundo (COLLINS et. al, 1990) Os limites de deteccado (LD), para o CHCls,
CHCI,Br, CHCIBr, e CHBr3, foram obtidos através da analise cromatografica de
solugcdes padrao em concentra¢des decrescentes, 1,00; 0,50; 0,10; 0,05; 0,02;
0,01; 0,005 e 0,001 pg L™

Foram consideradas como limites de quantificacdo (LQ), as
concentracfes de cada THM capaz de gerar um sinal analitico dez vezes maior
que o nivel de ruido de fundo, aumentando assim a precisdo das medidas
realizadas.

Os experimentos foram realizados em triplicata, acompanhados de um

branco.
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3.4.4. Precisao

Segundo o INMETRO (2003), precisdo é um termo geral para avaliar a
dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, em condi¢des definidas.

A precisao pode ser determinada em condigdes de repetibilidade e de

precisdo intermediaria.

3.4.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade das medidas foi avaliada através do célculo do desvio
padréao relativo entre as medidas de 7 replicatas de uma solucédo padrédo de
THMs a 1,00 ng L, em &gua mineral, submetidas aos procedimentos de
andlise otimizados nos itens 3.2. e 3.3.

As analises foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas

condicoes.

3.4.4.2. Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria indica o efeito de variacbes dentro do
laboratorio, devido a eventos como diferentes dias. A preciséo intermediaria foi
realizada em trés dias consecutivos e sob as mesmas condi¢cdes de analises,
empregando trés replicatas de uma solucéo padrdo de THM a 1,00 ng L™, em
agua mineral. Todas as andlises foram acompanhadas de um branco.

A precisédo foi expressa em termos de percentagem, sob a forma de

coeficiente de variacao (CV).
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3.4.5. Exatidao

A exatiddo €, usualmente, determinada comparando-se 0s resultados
obtidos pelo método a validar com os obtidos por intermédio de um método
estabelecido como referéncia (LANCAS, 2004).

Para a realizacdo deste estudo, uma solucdo padrdo de 1,00 ng L™
contendo os THMs estudados (amostra teste), foi analisada pelo método de
extracdo SPME e pelos métodos de referéncia, extracdo liquido-liquido e
“headspace”.

As condi¢cdes cromatogréficas ideais utilizadas para a separacdo e

quantificacdo simultdanea dos THMs, foram as mesmas otimizadas no item 3.2.

3.4.5.1. Extracao por SPME

Para extracdo e andlise dos THMs da solucdo padrdo de 1,00 ng L™,
utilizando SPME, foi utilizado as condicOes ideais otimizadas e descritas nos
itens 3.2. e 3.3.

3.4.5.2. Extracao liquido-liquido

Amostras de agua mineral fortificadas com 1,00 pg L™ de cada THM,
foram analisadas (em triplicata) pela metodologia proposta pela Associagcao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), descrita na norma 13407, para
quantificacdo de THMs em amostras de agua. A metodologia emprega
extracdo liquido-liquido e cromatografia gasosa equipada com detector de
captura de elétrons, como mostra o procedimento descrito a seguir.

Frascos de vidro transparente de 44,0 mL de capacidade, contendo
3,0000 mg de sulfito de sodio, foram preenchidos totalmente com a amostra,
tomando o cuidado para néo haver formacao de bolhas. Em uma extremidade
da tampa (equipada com septo de silicone) foi introduzida uma agulha de ponta

longa (40x8) e na outra uma agulha de ponta curta (13x3). A agulha de ponta
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longa foi acoplada uma seringa hipodérmica de 50,0 mL e retirados 10,0 mL da
solucdo. Em seguida, uma seringa hipodérmica de 5,0 mL, contendo 4,0 mL de
hexano, foi acoplada a agulha de ponta longa, o solvente foi injetado no frasco
cuidadosamente. As agulhas foram retiradas e o frasco, com 34,0 mL de
amostra e 4,0 mL de solvente organico, foi agitado vigorosamente durante 60
segundos. Apés a separacao das fases, foi coletado 1,00 nl da fase organica
(com microsseringa Hamilton de 10,00 nl) e injetado em cromatdgrafo a gas.

A metodologia proposta pela ABNT foi empregada para construir as
curvas analiticas dos THMs estudados e para avaliar a linearidade de resposta
do método. As curvas analiticas foram obtidas empregando solucfes padrao de
THMs a 0,00; 5,00; 25,00; 45,00; 65,00 e 85,00 ng L™, em 4gua mineral. As
solucdes padrao foram analisadas em triplicata, acompanhadas de um branco
do método.

As curvas padrdo foram obtidas relacionando as concentracbes dos

THMSs (g L™) com as &reas dos picos no cromatograma.

3.4.5.3. Extracao por “headspace”

Esta metodologia foi utilizada por CARLOS (2002), para quantificacao de
THMs em &guas.

Frascos de vidro transparente de 44,0 mL de capacidade, contendo
3,0000 de sulfito de soédio, foram preenchidos totalmente com a amostra
tomando o cuidado para ndo haver formacao de bolhas. Em uma extremidade
da tampa (equipada com septo de silicone) foi introduzida uma agulha de ponta
longa (40x8) e na outra uma agulha de ponta curta (13x3). A agulha de ponta
longa foi acoplada uma seringa hipodérmica de 20,0 mL e retirados 10,0 mL da
solucédo. As agulhas foram retiradas e o frasco, com 34,0 mL de amostra, foi
aguecido a 60 °C, durante 20 minutos, sendo em seguida retirado e mantido
por 60 segundos em repouso (tempo de equilibrio). Uma aliquota de 300 nl da
fase gasosa (parte superior do frasco) foi coletada com microsseringa para
coleta de amostra gasosa (“gastight”) Hamilton de 500,0 nL e 200 nL desta

aliquota foi injetada em um cromatografo a gas.
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A técnica de extracdo por headspace foi empregada para construir curvas
analiticas das solucbes padrdao de THMs a 0,00; 5,00; 25,00; 45,00; 65,00 e
85,00 ng L* em &gua mineral e para avaliar a linearidade de resposta do

método. As andlises foram realizadas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Solucgdes padrao

Segundo a ABNT (1995), a 4gua utilizada para a execu¢do de um ensaio
pode ser obtida em um sistema de ultrafiltracdo com resinas, para remocao de
componentes organicos ou também pode ser preparada fervendo-se a agua
destilada e deionizada por 15 min.

Durante o procedimento inicial de analise, foi constatado que os
processos de destilacdo e deionizacdo empregados, nao foram suficientes para
a remocao de todos os interferentes na faixa de trabalho empregada. CARLOS
(2002), j& havia relatado a contaminacdo da agua destilada por cloroférmio e
outros solventes frequientemente usados no Laboratério de Quimica Analitica
(LAQUA), Universidade Federal de Vicosa.

Em razdo do grande volume de agua a ser empregado durante todo o
experimento e a possivel contaminacdo do ambiente, o uso de agua fervida
também foi descartado. Optou-se entdo pela utilizacdo de agua mineral, isenta
dos compostos em estudo, para o preparo das solucbes empregadas na

otimizacao e validacao da técnica SPME.

4.2. Amostras de dgua e analise de THMs por CG

As amostras empregadas na etapa de aplicacdo da técnica otimizada
foram coletadas de acordo com as normas estabelecidas pela Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1995).

Estas normas recomendam para a coleta de amostras o uso de frascos

de vidro, com tampa equipada com septo de silicone, previamente aquecidos
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durante 1 hora a 105 °C. A estes frascos foram adicionados 2,0000 mg de
sulfito de sodio para melhorar a eficiéncia da extracdo e conservacdo das
amostras, impedindo assim, a reacdo do cloro residual e a matéria organica
presente na agua (formacao adicional de THMSs), apés a coleta da amostra.

Os recipientes de coleta foram preenchidos totalmente com a amostra
sem que houvesse a formacéao de bolhas de ar em seu interior e armazenados
a £ 5 °C, mantendo-se os frascos hermeticamente fechados até o momento de
extracdo e analise. Seguindo as normas da ABNT, as amostras foram mantidas
nestas condi¢des por um periodo maximo de 14 dias.

A identificagcdo e quantificacdo dos THMs extraidos das amostras de
agua, foram realizadas em um cromatégrafo a gas, nas condicbes
cromatograficas otimizadas e descritas no item 3.2.

Na figura 10 esta representado um cromatograma de uma solugao
padrdo a 5,00 pg L™, contendo os quatro THMs em estudo.
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Figura 10 — Cromatograma de uma solucdo padrdo de THM a 5,00 pg L*,
onde: tg = 6,6 min: CHCl3, tg = 8,4 min: CHCI,Br, tr = 10,3 min:
CHCIBr; e tg= 12,2 min: CHBIr3.

Vérias programacdes de temperatura da coluna foram testadas, porém a
programacao de temperatura inicial de 40 °C, durante 7 minutos, rampa de

30 °C min? até 180 °C, mantendo-se a temperatura final durante 1 minuto,
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possibilitou uma boa separacdo dos picos referentes aos quatro THMs
estudados, como pode ser observado na figura 10.

Nas condicdes cromatograficas utilizadas, os compostos foram
identificados pelos seus tempos de retencao: 6,6; 8,4; 10,3 e 12,2 minutos para
0 CHClI3, CHCI,Br, CHCIBr, e CHBr3, respectivamente.

4.3. Otimizacao da metodologia

Na extracdo e analise de THMs em agua usando a técnica de SPME e
CG, algumas variaveis podem influenciar nos resultados. Como a técnica se
baseia no processo de transferéncia destas espécies da fase aquosa para a
fase gasosa, “headspace”, variaveis como a forca ibnica da fase aquosa, a
temperatura e o tempo de aquecimento da amostra influenciam neste
processo.

As espécies que vao sendo transferidas para a fase gasosa sao
adsorvidas na superficie da fibra estabelecendo o equilibrio fase liquida/fase
gasosal/fase sélida. O sentido do deslocamento do equilibrio de adsor¢cédo é
fortemente influenciado pelas caracteristicas da fibra.

Na analise cromatografica, os THMs adsorvidos na fibra devem ser
dessorvidos na regido do injetor. Essa dessorcédo é feita pelo aquecimento da
fibra e arraste dos volateis pelo gas através da coluna. A temperatura do injetor
e o0 tempo de “splitless” sdo dois outros fatores que afetam a resposta do
detector.

Em funcdo do numero de variadveis que afetam a extracdo de THM em
agua por SPME procurou-se fazer um experimento obedecendo a um
planejamento fatorial completo.

As extracOes foram realizadas conforme a metodologia descrita no item
3.3. A agitacdo, no momento da extracdo por SPME, foi necessaria para
facilitar o transporte dos analitos para a fase estacionaria e assim reduzir o
tempo de equilibrio.
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4.3.1. Estudo multifatorial

Foi realizado um experimento obedecendo a um planejamento fatorial 2°
em que foram avaliados os efeitos quantitativos dos fatores: forca ibnica,
temperatura e tempo de extracdo, em dois niveis. Nesse experimento foram
realizados oito ensaios (com uma repeticdo) sendo os efeitos dos fatores
avaliados pelas médias das areas dos picos no cromatograma relacionadas as
concentracdes de cada THM em cada ensaio. Os dados obtidos sdo mostrados

na tabela 5.

Tabela 5 — Médias das areas dos picos atribuidos aos THMs obtidos nos
ensaios do experimento.

Trihalometanos

Ensaios CHCI3 CHCI,Br CHCIBTr», CHBr3
le? 1.859.809 401.249 376.061 152.504
3e4 2.010.008 380.309 380.541 154.501
5e6 1.836.622 390.808 371.731 160.389
7e8 1.961.205 391.477 357.952 154.207

9e10 1.881.986 439.776 404.635 175.527
11e 12 1.639.067 333.827 341.939 163.784
13 e 14 1.747.501 390.092 380.455 175.801
15e 16 1.947.928 399.722 370.833 169.546

A observacdo dos dados da tabela 5 revela que nao existem grandes
variagbes nas areas atribuidas a cada um dos trihalometanos. Para o
cloroférmio a variacdo dos resultados nao atinge 20 %, 0 que é aceitavel numa
analise cromatografica. Situac6es semelhantes sdo encontradas nos resultados
dos outros trihalometanos.

Na andlise dos resultados do planejamento, ndo foram observados
efeitos de interacdo estatisticamente significativos entre os fatores estudados.
No caso de inexisténcia de efeitos de interacdo entre os fatores, efeitos
principais podem ser interpretados separadamente.

Desta forma, optou-se por fazer um estudo do comportamento
simultaneo entre os fatores forca ibnica e tempo de extracdo, mantendo-se

constante a menor temperatura de extracdo em estudo, 30 °C, ou seja,
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temperatura na qual as solugdes padréo ou amostras sdo submetidas para que
ocorra a particdo entre os vapores de THM e a fibra PDMS.

De acordo com LOPES (2004), o aumento da temperatura de extracao
diminui o tempo necesséario para atingir o equilibrio por que aumenta a
difusibilidade do analito na matriz e no recobrimento da fibra. Entretanto,
temperaturas superiores a 30 °C geralmente diminuem o coeficiente de
particdo (kp) entre a fase extratora (fibra) e o analito, diminuindo a quantidade
extraida pela fibra, principalmente para as espécies mais volateis.

PARREIRA et. al. (2002), na determinacdo de THMs em agua potavel de
cidades do estado de MG utilizando HS/SPME, utilizou a temperatura de
extracdo de 30 °C, por apresentar maiores valores de resposta (areas), para a
maioria dos compostos, do que as temperaturas de 40 e 45 °C testadas.

Tendo estabelecido 30 °C como a temperatura de extracdo, um novo
planejamento fatorial foi realizado para a determinacdo do tempo necessario
para que o equilibrio entre as espécies e a fase extratora fosse estabelecido
(tempo de extracdo) e para avaliar uma possivel interacdo com a forca idnica
do meio. O planejamento fatorial adotado foi o planejamento tipo “estrela”.
Nesse experimento foram realizados onze ensaios (sem repeticdo) sendo os
efeitos dos fatores avaliados pelas areas dos picos atribuidos aos THMs nos
cromatogramas obtidos em cada ensaio. Os dados obtidos sdo mostrados na
tabela 6.

Tabela 6 — Areas obtidas nos ensaios do planejamento fatorial tipo estrela para
determinacdo do tempo de extracdo e efeito da forca idnica.

Trihalometanos

Ensaios CHCI; CHCI,Br CHCIBr» CHBr3
1 1.043.323 245.249 235.232 115.457
2 1.198.046 262.923 237.793 119.121
3 1.234.605 280.345 260.886 130.391
4 1.283.355 282.076 261.524 127.307
5 1.187.782 249.070 239.679 124.125
6 1.283.359 275.298 250.618 126.346
7 1.170.237 247.101 228.869 103.821
8 1.321.509 289.655 269.907 131.786
9 1.220.029 270.958 257.534 124.922

10 1.293.822 280.270 259.758 125.426
11 1.283.191 282.162 260.547 128.007
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Os dados da tabela 6 indicam que uma maior quantidade de analitos sao
extraidos por SPME quando os niveis maximos dos fatores forca ibnica e
tempo de extracdo foram testados, ou seja, 2,2000 g e 7,5 minutos
respectivamente (ensaio 8).

Porém, durante as analises cromatograficas observou-se um efeito de
cauda nos picos dos compostos em estudo, prejudicando a quantificacdo dos
mesmos. Este efeito pode ser atribuido a umidade dentro do frasco de analise,
uma vez que o tempo de contato da fibra com a fase vapor € maior. Desta
forma, optou-se por utilizar o tempo de 5 minutos para a extragéo, onde o efeito
de cauda € minimizado, ndo interferindo na separacdo e quantificacdo dos
THMs.

Em relacdo a quantidade de sal optou-se por empregar 2,0000 g de
sulfito de sdédio, uma vez que este fator ndo tem efeito significativo sobre as

analises.

4.3.2. Estudo unifatorial

O estudo unifatorial para a otimizacdo da técnica de extracdo de THMs
em aguas empregando micro extracdo em fase soélida, consistiu em fixar todos
os fatores otimizados anteriormente, como o tempo e temperatura de extracao,
temperatura da coluna, do detector, dentre outros, variando apenas os fatores
ainda nao otimizados: tipo de fibra e volume da amostra.

As condi¢des cromatogréficas utilizadas foram as mesmas otimizadas no
item 3.2.

4.3.2.1. Selecao do tipo de fibra

Na SPME, a matriz e o revestimento que compdem as fibras competem
pelo analito. Assim, a natureza quimica do analito determinard o tipo de fibra a
ser usada. Dois tipos de fibras, polidimetilssiloxano (100 -PDMS) de 100 um de
espessura e a polidimetilssiloxano-divinilbenzeno (65-PDMS/DVB) de 65 um de
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espessura, foram testadas experimentalmente para a selecdo da fibra que
proporcionasse maior extracdo. A selecdao do tipo de fibra foi realizada
empregando amostra de agua mineral fortificada contendo 1,00 ug L™ de cada
composto em estudo.

As respostas do detector em funcdo do tipo de fibra utilizado estéo

apresentadas na figura 11.
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Figura 11 - Extracdo de THMs em agua por SPME utilizando dois tipos de

fibras

Comparando-se os resultados apresentados acima, verificou-se que
para os compostos em estudo, a eficiéncia da extracdo foi em média quatorze
vezes maior quando a fibra utilizada era a PDMS/DVB.

Embora a fibora PDMS/DVB extraisse maiores quantidades dos analitos,
optou-se por empregar a PDMS, pois esta fibra € menos afetada pela umidade,
nao interferindo desta forma na separacdo e quantificacdo dos THMs. Além
disso, esta fibra atende com eficiéncia aos objetivos da técnica de extracéo
SPME, pois geralmente 4guas destinadas ao consumo humano apresentam
teores de THMs bromados inferiores a 30,00 pg L™* e de CHCIl; abaixo de
100,00 pg L™,
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Resultados semelhantes foram encontrados por CHO et. al. (2003), em
analises de THMs em &gua potavel usando HS/SPME. Os valores encontrados
utilizando a fibora PDMS/DVB foram em média quinze vezes maiores do que 0s

valores apresentados pela fibra PDMS.

4.3.2.2. Volume da amostra

Os volumes de amostras, 34,0; 24,0 e 14,0 mL de solucéo padréo (10,0;
20,0 e 30,0 mL de “headspace”) foram avaliados para a otimizacdo das
melhores condi¢cfes de analise e verificacdo da relagdo existente entre volume
e quantidade de THMs extraidos por SPME . Solucbes padrdes de THMs
preparadas em agua mineral a 5,00 pug L™, foram utilizadas como amostras,
empregando a fibora PDMS como fase extratora.

Os resultados obtidos para as areas dos THMs estdo apresentados na

figura 12.
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Figura 12 — Efeito do volume da amostra na area do pico atribuido aos THMs

na analise cromatografica.
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Conforme mostrado na figura 12, a fracdo extraida para os quatro THMs
tende a diminuir quando o volume da amostra diminui (ou o volume do
“headspace” aumenta). Assim, de acordo com os resultados obtidos, optou-se
pelo volume de 34,0 mL de amostra (ou 10,0 mL de “headspace”), por fornecer

uma maior quantidade de analito extraido.

4.3.2.3. Tempo de "splitless”

O efeito do tempo de splitless na resposta cromatografica de cada THM
foi avaliado, colocando-se a fibra no centro da zona aquecida do injetor sob
fluxo do gas de arraste de 1,8 mL/min.. A injecao foi realizada variando-se o
tempo de splitless em 1, 2, 4, 6 e 8 minutos, para obtencdo da condicao
cromatografica que apresentasse melhor eficiéncia.

Os resultados obtidos estéo apresentados na figura 13.
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Figura 13 — Efeito do tempo de “splitless” sobre a quantidade de analito

extraida.

Pelos resultados obtidos, pdde-se observar que a dessorcao térmica dos THMs
adsorvidos pelo revestimento da fibra foi efetiva em todos os tempos testados.

Esta facilidade de dessorcdo se deve ao fato de que em temperaturas mais
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altas o coeficiente de particdo revestimento/gas decresce juntamente com a
capacidade de retencdo dos analitos pela fibra. Outro fator importante a
considerar é o fluxo de gas de arraste dentro do injetor do cromatografo que
também facilita a remoc¢éo do analito do revestimento.

Pelas areas obtidas pode-se observar uma pequena diferenca entre 1
min e os demais tempos de dessor¢ao da fibra no modo splitless. Apés 2 min
de splitless, para todos os THMs as &reas permaneceram praticamente
constantes, ndo apresentando diferencgas significativas. Entretanto, analisando
0s cromatogramas obtidos (Figura 14), observa-se apés 2 min de splitless o
aparecimento de picos com caudas e um aumento no nivel de ruido,
principalmente proximo ao tempo de retencdo do CHCI; (~6 min) e entre os
picos do CHCI3; e CHCI,Br.
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Figura 14 - Cromatogramas de uma solucdo padrdo de THMs a 5,00 ug L™,
onde: (A) corresponde ao tempo de purga fechada do gas de
arraste de 1 min; (B) corresponde a 2 min; (C) corresponde a 4
min; (D) corresponde a 6 min e (E) corresponde a 8 min.
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Levando em consideracdo uma melhor resolucdo cromatografica dos
picos, ou seja, sem efeito de cauda durante a corrida cromatogréfica, 1 minuto,
no modo splitless, ou seja, tempo que a purga do gas de arraste permanece

fechada, foi o tempo de splitless selecionado.

4.4. Validacdao do método analitico

O objetivo de uma andlise € gerar informacfes confiaveis, exatas e
interpretaveis sobre a amostra e, para garantir que o método analitico gere
estas informacdes, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada validagdo. A
validacdo de um método € um processo continuo que comeca no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento
(RIBANI et al., 2004).

4.4.1.Seletividade

De acordo com a IUPAC, a seletividade € uma caracteristica qualitativa
que indica 0 grau ou extensdo em que outras substancias interferem na
determinacdo de uma espécie por um dado procedimento. Um interferente é
usualmente definido como um agente quimico que causa um erro sistematico
na determinacao da espécie desejada (DEN BOEF e HULANICKI, 1977).

Para o estudo deste pardmetro, uma solucdo padrdo a 5,00 pg L™ de
THMs e a matriz da solucéo, isenta dos analitos em estudo, foram submetidas
ao mesmo processo de extracdo e analise, conforme as condi¢cfes otimizadas
e descritas no item 3.2.

Os cromatogramas da solucdo padrédo e da matriz da solucéo utilizada

no estudo da seletividade do método sdo mostrados na figura 15.
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Figura 15 - Cromatograma representativo de uma matriz de 4gua mineral
isenta de interferentes e de uma matriz fortificada de THMs a
5,00 pug L™, onde: tg = 6,6 min: CHCls, tz = 8,4 min: CHCL,Br, tg =
10,3 min: CHCIBr; e tr = 12,2 min: CHBrs.

Foi verificado, pelos cromatogramas obtidos e apresentados na figura
15, que a matriz utilizada na preparacdo das solucbes padrdo ndo apresenta
interferentes eluidos no mesmo tempo de retencdo dos THMs analisados. A
utilizacdo de um detector por captura de elétrons, torna o método bastante
seletivo, uma vez que o detector € seletivo para um pequeno grupo de

compostos.

4.4.2. Linearidade e faixa de aplicacao

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracéo do
analito na qual o método pode ser aplicado.
No estudo da linearidade de resposta do método, foram escolhidas

concentragcdes que melhor atendessem aos objetivos do trabalho: 5,00; 10,00;
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20,00; 40,00; 60,00 e 80,00 pg L™, para o CHCl; e 0,50; 2,50; 4,50; 6,50 e 8,50
ug L, para o CHCI,Br, CHCIBr, e CHBIrs.

Para o método estudado foi observada uma boa linearidade de resposta
na faixa de 5,00 a 60,00 ug L™ para o CHCl; e de 0,50 a 8,50 pg L™, para os
demais THMs estudados. Concentraces acima de 60,00 ug L™* de CHCl;
apresentaram problemas de saturacéo da fibra de PDMS.

A partir dos dados obtidos dos cromatogramas, foi possivel construir as
curvas analiticas correlacionando os valores de concentracdo a area de seus
respectivos picos, como mostra a figura 16. As curvas analiticas para cada
THM estudado, foram construidas na faixa de trabalho empregada no estudo

da linearidade de resposta do método.
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Figura 16 - Curvas analiticas de THMs: CHCI; (5,00; 10,00; 20,00; 40,00 e
60,00 ng L™); CHCI,Br, CHCIBr, e CHBr; (0,50; 2,50; 4,50; 6,50 e
8,50 pg LY.

Os respectivos coeficientes de regressao linear das curvas analiticas

dos THMs obtidas estdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 - Parametros das equacdes de regressao linear das curvas padrao de
THMs (y=ax+b).

de regresséao

CHCl3 CHCIBr CHCIBr; CHBr3
a 17830 52791 54473 25555
b 67718 9898,2 9383,3 4637,5
R? 0,9956 0,9909 0,9966 0,9988

Os resultados apresentados na tabela 7 indicam que existe uma boa
resposta linear do método para todos os compostos estudados (valores de R?
ou seja, valores do coeficiente de determinacdo maiores que 0,99). Desta
forma, pode-se dizer que as curvas analiticas descrevem com grande precisédo

os dados experimentais.

4.4.3.Limite de deteccao e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental. Para a determinacao
dos limites de deteccdo dos THMs, foi utilizado o método visual como
procedimento experimental. Neste procedimento, solucbes padrao em
concentracfes decrescentes conhecidas, foram analisadas, até a menor
concentracdo que se pode distinguir entre o ruido e o sinal analitico (RIBANI et.
al., 2004).

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade do analito
que pode ser quantificada com um nivel aceitavel de precisdo e veracidade
(INMETRO, 2003). Este fator foi calculado considerando-se a relagédo LQ =10 x
LD, aumentando assim, a precisao das medidas.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo para os THMs estao

apresentados na tabela 8.
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Tabela 8 — Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) para os THMs

Trihalometanos LD (ug/L) LQ (ng/L)
CHCl; 0,010 0,100
CHCI,Br 0,005 0,050
CHCIBr, 0,001 0,010
CHBr3 0,020 0,200

PARREIRA (2002), em estudo para determinagéo de trihalometanos em
agua potavel de cidades do estado de Minas Gerais, utilizando HS/SPME,
encontrou os seguintes limites de detec¢do: 0,060 pg L™ para o CHCls, 0,006
ug L™ para o CHCI,Br, 0,002 pg L™ para o CHCIBr, e 0,012 pg L™ para o
CHBr3. As pequenas diferencas entre os valores obtidos neste estudo e os da
literatura podem ser atribuidas as condicfes de analise, como equipamentos,

analistas, etc.

4.4.4.Precisao

A precisdo € um termo geral usado para avaliar a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, em
condicbes definidas. A precisdo pode ser determinada em condi¢cdes de
repetibilidade, ou seja, condicdes mais homogéneas possiveis: mesma
amostra, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo dia; ou em condi¢des
intermediarias: mesma amostra, diferentes analistas ou diferentes
equipamentos ou diferentes dias ou diferentes técnicas, INMETRO (2003).

Neste trabalho avaliou-se a precisdo da técnica de extracdo SPME sob
condicdes de repetibilidade e condi¢bes intermediarias.

4.4.4.1. Repetibilidade

A precisdao do método de extracdo de THMs em &agua por SPME, em
condicdes de repetibilidade, foi determinada através do calculo da estimativa
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do desvio padrao relativo ou coeficiente de variacao (CV), entre as medidas de
7 replicatas de uma solucdo padrdo de THMs a 1,00 ng L™, submetidas ao
procedimento de andlise otimizado. As analises foram realizadas sob as
mesmas condi¢cdes, ou seja, empregando a mesma solucdo padrédo, mesmo
operador, mesmo dia e mesmo equipamento.

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9 — Areas dos picos e coeficientes de variagdo (CV) obtidos apos sete
extracdes dos THMs em amostras de agua

Trihalometanos Area cVv
CHCI3 19.544 2,9
CHCI,Br 58.361 1,7
CHCIBr, 61.080 1,4
CHBr3 33.285 0,7

Pelos dados apresentados na tabela 9, o erro relativo esta entre 0,7 e
2,9 % para os THMs analisados, que € bastante razoavel, considerando a
baixa concentracdo das amostras em estudo. Em se tratando de um método
instrumental pode-se dizer que a técnica otimizada apresentou uma boa
repetibilidade, uma vez que CV de até 20% sdo aceitaveis, dependendo da
complexidade da amostra (RIBANI, et. al. 2004).

4.4.4.2. Precisao intermediaria

A precisédo intermediaria refere-se as variacdes ocorridas dentro de um
mesmo laboratdrio, quando um ou mais fatores séo alterados.

Neste trabalho, para avaliar a precisdo da metodologia proposta, sob
condicées intermediarias, uma solucdo padrdo de THM a 1,00 ng L™, em &gua
mineral, foi analisada em trés dias consecutivos, no mesmo laboratério e por
um Unico analista. Todas as analises foram realizadas em triplicata e

acompanhadas de um branco.
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Os valores das areas de THMs obtidas das amostras e os coeficientes

de variacéo (CV) obtidos estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 — Areas dos picos e coeficientes de variacdo (CV) obtidos apods
andlise realizada em trés dias consecutivos, pelo mesmo
analista

Trihalometanos

CHC|3 CHC'QBF CHC|BF2 CHBI’g

Area CcVv Area CcVv Area CV Area CcVv

1°Dia 172506 0,1 277.059 0,4 287.491 0,4 140.756 0,3
2°Dia 173.667 15 277.126 0,5 288.233 0,2 141.034 0,6
3°Dia 168.174 1,2 270.289 0,9 272.637 0,6 137.147 0,9
Média 171.449 0,9 274.825 0,6 282787 0,4 139.646 0,6

De acordo com os resultados dispostos na Tabela 10, pode-se afirmar
gue a técnica de extracdo SPME apresentou 6tima precisdo em condi¢des
intermediarias, uma vez que o0s valores das &reas apresentadas sao
estatisticamente iguais para os diferentes dias de analise, para cada um dos
THMs estudados.

4.4 5. Exatidao

Segundo o INMETRO (2003), a exatiddo expressa o0 grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados e o valor aceito como
verdadeiro ou aceito como referéncia.

Para a realizacdo deste estudo, uma mesma solucéo padrao de THM a
1,00 ng L™, em &gua mineral, foi analisada por trés métodos de extracéo
diferentes. O primeiro método utilizado foi a microextracdo em fase sélida,
otimizada neste trabalho. Os resultados obtidos pela técnica a validar (SPME),
foram comparados com os resultados obtidos pelo método “headspace” (HS) e
extracao liquido-liquido (ELL), utilizados como métodos de referéncia.

Inicialmente, foi avaliada a linearidade de resposta das técnicas de

referéncia, em funcdo das concentracbes dos THMs, uma vez que a
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linearidade da técnica a validar ja havia sido estudada no item 4.4.2. Os

parametros da regressao linear obtidos sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11 — Parametros da regressao linear das curvas padrdao de THMs

(y=ax+Db)
Paré?eetros Técnicas de Trihalometanos
regressdo  ©Xiracao CHCI;  CHCI;Br  CHCIBr,  CHBrs
ELL 2.341 2.734 2.107 896
A HS 5.737 5.054 2.429 472
ELL 4.412 2.178 563 117
° HS 16.198 9.195 2.302 943
. ELL 0,9957 0,9981 0,9978 0,9970
HS 0,9913 0,9924 0,9989 0,9838

Os resultados apresentados na tabela 11 indicaram que existe uma boa
resposta linear dos métodos para a maioria dos compostos estudados (valores
de R? maiores que 0,99). Desta forma, pode-se dizer que as curvas analiticas
descreveram com grande precisdo os dados experimentais, contribuindo para a
exatiddo do método.

Os métodos utilizados como referéncia, ELL e HS, mostraram na faixa
de concentracdo estudada, uma linearidade semelhante aquela obtida pela
metodologia otimizada (tabela 7).

Depois de avaliada a linearidade de resposta das técnicas de referéncia,
a exatidao foi analisada comparando-se os resultados individuais encontrados
utilizando a técnica SPME e os valores aceitos como referéncia. Os valores das
medidas obtidas estdo apresentados na tabela 12.

Os ensaios dos métodos testados foram realizados em triplicatas,

utiizando a mesma amostra.
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Tabela 12 — Concentracdo dos THMs obtidas a partir das analises de uma
mesma amostra pelos métodos de SPME, ELL e”headspace”.

Trihalometanos

CHC|3 CHC'QBF CHC|BF2 CHBI’g

C CVv C CVv C CVv C CVv

SPME 1,16 1,2 0,97 0,2 1,06 0,4 1,13 1,2
ELL 2,30 5,1 1,03 6,8 1,17 5,3 1,34 2,1
HS 0,64 1,5 0,99 4,1 0,88 3,8 1,04 0,4

C = Concentracdo pg L™

Avaliando-se os valores obtidos (tabela 12) ap6s a extracdo dos THMs,
pode-se concluir que a exatiddo dos métodos sao relativamente préximas com
excec¢do do resultado para o CHCI3, extraido usando ELL. . Esse resultado
pode estar comprometido com uma fonte de erro que néo foi identificada.

Observa-se que de maneira geral o erro na analise quando se usa o
SPME fica entre 3 e 16 %. Desconsiderando o primeiro resultado, quando se
usa a ELL, o erro fica entre 3 e 34 % e para a técnica de extracdo “headspace”
entre 1 e 36 %. Além da exatiddo um pouco melhor, a SPME mostra uma maior
precisdo com os coeficientes de variagédo (CV) obtidos sempre menores que 0s
demais métodos.

Além da proximidade dos valores encontrados com o valor real que € de
1,00 pg L?, a técnica de SPME se mostrou muito eficiente na analise de THM,
apresentando também como vantagens a alta sensibilidade, ndo utilizacdo de
solventes, reducdo em niveis consideraveis do erro de injecdo e uma reducéo
significativa no tempo de analise, se comparado com o processo tradicional de

extracao liquido-liquido.
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4.5. Quantificacado de THMs em amostras do sistema de

abastecimento da Universidade Federal de Vigosa

A aplicacéo da técnica otimizada e validada neste trabalho, foi realizada
empregando amostras de agua potavel coletadas, em triplicata, em varios
pontos no campus universitario. Estes pontos sdo utilizados pela divisdo de
Agua e Esgoto da UFV para controle de rotina de qualidade da &agua. A
localizacdo dos pontos de coleta esta relacionada na tabela 2.

As concentragbes dos THMs obtidas, foram determinadas pelo método
do padrdo externo, empregando curvas analiticas e estdo apresentados na
tabela 13.

Tabela 13 — Concentracdo de THMs em amostras de aguas tratadas coletadas
em diferentes pontos da rede de distribuicdo do Campus da
Universidade Federal de Vicosa (1= reservatorio 1; 2= reservatério
2; 3= Capela; 4= veterinaria; 5= celulose; 6= vila 7 casas; 7= vila

Gianetti)
Trihalometanos
Amostras CHCls CHCI,Br CHCIBr; CHBr3 THMrotais
deagua - oy ¢ cv Cc o C cv C
1 10,24 2,00 475 012 096 001 <020 0,02 15,94
2 19,42 240 925 003 165 013 <020 0,02 30,32
3 2122 2,81 766 014 1,35 004 <020 0,01 30,23
4 12,11 029 637 017 1,16 001 <020 0,01 19,64
5 18,91 028 7,30 005 136 002 <020 0,01 27,57
6 1219 065 630 010 108 031 <020 0,01 19,57
7 1043 060 663 002 098 005 <020 0,01 18,04

C = Concentragéo g L™

De modo geral, as amostras coletadas apresentaram valores de
THMrowis toleraveis, considerando o limite maximo permitido pela legislacao

brasileira que é de 100,00 ug L™ para 4gua potavel.
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Valores superiores de THMsyqais foram encontrados no reservatorio 2 em
relacdo aqueles apresentados pelas amostras coletadas no reservatorio 1. Isto
se deve ao maior tempo de contato do cloro residual com a matéria organica
presente na agua ou até mesmo com o lodo formado nas paredes do
reservatorio, ja que este se encontrava inoperante.

O CHCI3 foi o THM mais encontrado, apresentando valores superiores a
50% dos THMromis para todas as amostras analisadas, o que pode ser
explicado pelo maior teor de cloro nas aguas devido ao processo de tratamento
utilizado. No entanto, andlises revelaram também a presenca de THMs
bromados, o que indica a presenca de brometo nas aguas que abastecem as
ETAs. Esta contaminacdo pode estar relacionada com as caracteristicas
quimicas dos solos da regidao ou por adicdo de reagentes contaminados no
processo de tratamento de agua.

Contaminacdo por THMs bromados também foram detectados por
CARLOS (2002) em amostras de agua potavel distribuida as populacdes dos
municipios de Vicosa e regido.

Valores proximos a 85% de CHCIl; em relacdo aos valores de THMs
foram encontrados por outros autores: cerca de 80% em aguas potaveis do
municipio de S&do Paulo — SP (TOMINAGA e MIDIO, 1999) e cerca de 85% em
aguas potaveis do municipio de Vigosa - MG (CARLOS, 2002).

Na figura 16 esta representado um cromatograma de uma amostra de
agua coletada diretamente da rede de distribuicdo do campus da Universidade

Federal de Vigosa.
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Figura 16 — Cromatograma da amostra de agua coletada diretamente da rede
de distribuicdo localizada ao lado da capela da Universidade
Federal de Vigosa, cujos tempos de retencdo para o CHCIs,
CHCI,Br e CHCIBr, séo: 6,6, 8,4 e 10,3 minutos respectivamente.

De acordo com o cromatograma apresentado na figura 16, pbéde-se
observar uma boa separacao entre os picos atribuidos ao CHCI3;, CHCI,Br e
CHCIBr,, que aparecem em um tempo de 6,6, 84 e 10,3 minutos
respectivamente. Ndo foi observado picos atribuidos ao CHBr; (tempo de
retencdo de 12,2 minutos), pois, provavelmente, este composto nao se
encontra nas amostras ou sua concentragdo nas mesmas se encontra abaixo

do limite de quantificacdo do método, menor que 0,20 ng L™
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5. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi otimizada e validada a técnica de microextragcdo em
fase sélida (SPME), para extracdo e quantificacdo de THMs em agua potavel.

Na otimizacdo da técnica foram avaliadas as interagfes e os efeitos
individuais dos fatores forca idnica, tempo e temperatura de extracdo dos
THMs em &gua pela técnica HS/SPME. Também foram avaliados o tipo de
fibra, volume da amostra e o tempo de “splitless” que proporcionassem
melhores condicdes de extracdo e andlise dos compostos de interesse.

Com a técnica otimizada, os pardmetros de validacdo, como
seletividade, limite de deteccao, limite de quantificacéo, linearidade, preciséo e
exatiddo foram avaliados. Os resultados indicam que a técnica otimizada
(HS/SPME) é eficiente na extracdo e analise dos THMs em agua, com
parametros de validacdo adequados. O limite de quantificacdo do método para
os THMs CHCI;, CHCI,Br, CHCIBr, e CHBr3 foram respectivamente 0,100;
0,050; 0,010 e 0,020 pg L™

As amostras de agua potavel analisadas apresentaram resultados
concordantes com a literatura, onde o teor de CHCI; encontrado em amostras
de agua clorada é sempre o mais elevado, em relacdo aos demais THMs.

Os teores de THMrqtais €ncontrados nas amostras de aguas coletadas na
rede de distribuicdo da ETA - UFV, estao abaixo do limite maximo estabelecido
pela portaria 1469 do ministério da satde que é de 100,00 pg L™ para agua
potavel. As amostras analisadas apresentaram também contaminacdo por
THMs bromados, cuja origem estd associada a presenca de brometo na agua
submetida ao processo de cloracao.

De modo geral, a técnica de extracao e analise empregada demonstrou

ser adequada para determinacdo de trihalometanos em agua potavel,
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proporcionando resultados comparaveis ao método de referéncia ELL e com o

método de extracdo HS.
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