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RESUMO

A desinfeccdo é uma etapa indispensavel no tratamento de agua. Esta
etapa, na grande maioria das vezes, é feita pelo uso do cloro e seus
derivados, os quais tém se mostrado bastante eficientes. Entretanto, 0 uso
da cloracdo para desinfeccdo de &agua produz diferentes substancias
organocloradas, dentre elas, os acidos haloacéticos (HAAs), em um total de
nove espécies: acido monocloroacético (MCAA), acido dicloroacético
(DCAA), acido tricloroacético (TCAA), acido monobromacético (MBAA),
acido dibromoacético (DBAA), acido tribromoacético (TBAA), acido
bromocloroacético (BCAA), acido bromodicloroacético (BDCAA) e acido
dibromocloroacético (DBCAA), que sao acidos carboxilicos halosubstituidos,
0S quais sao toxicos a seres humanos, animais e plantas. Estudos recentes
tém demonstrado a associagdo entre o desenvolvimento de alguns tipos de
cancer com os acidos haloacéticos. Devido a isto, a Agéncia de Protecéo
Ambiental (EPA) tem estabelecido para esses subprodutos de desinfeccdo
um nivel de contaminagcdo maximo (MCL) em agua tratada de 60ug/L para a
soma de cinco HAAs (MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA). A Organizacgao
Mundial de Saude (WHO) também estabeleceu MCL para DCAA (50ug/L) e
TCAA (100ug/L). No entanto, o Brasil e a Comunidade Européia nédo
estabelecem limites para estas espécies. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo desenvolver um método analitico para a determinacdo de
HAAs em agua, utilizando técnicas cromatograficas. Testes de separacdes
cromatograficas foram realizados por cromatografia idnica (IC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia a gas (GC)
para desenvolvimento de método para a determinacdo dos &cidos
haloacéticos em agua. A partir dos testes verificaram-se inconvenientes nas
analises quando se usou IC ou HPLC. Ao se proceder a analise por GC, esta
se mostrou com condicfes favoraveis para a analise, sendo que uma etapa
prévia de derivacdo foi necessaria. Quando se trabalhou na faixa de
concentracdo 0,5 a 50 pg/L, obtiveram-se coeficientes de correlagéo (r)
variando de 0,98 — 0,99, recuperacdes no intervalo de 67 — 179%, limite de
deteccao entre 0,08 — 7,2 ug/L e limite de quantificacdo entre 0,2 — 21,6 ug/L
para as determinagfes dos HAAs em agua.

Palavras chaves: agua, acidos haloacéticos, GC-ECD

vii



ABSTRACT

Disinfection is an essential step in water treatment. This step, in most cases,
is made by the use of chlorine and its derivatives, which have been quite
effective. However, the use of chlorination to disinfect water produces various
organic substances, among them, haloacetic acids (HAAs), a total of nine
species: monochloroacetic acid (MCAA), dichloroacetic acid (DCAA),
trichloroacetic acid (TCAA), monobromoacetic acid (MBAA), acid
dibromoacetic (DBAA) tribromoacetic acid (TBAA) bromochloroacetic acid
(BCAA), bromodichloroacetic acid (BDCA) and dibromochloroacetic acid
(DBCA), which are haloreplaced carboxylic acids, which are toxic to humans,
animals and plants. Recent studies have demonstrated an association
between the development of some types of cancer with the haloacetic acids.
Because of this, the Environmental Protection Agency (EPA) has established
for the disinfection by-products a maximum contamination level (MCL) in
treated water from 60 ug/L for the sum of five HAAS (MCAA, DCAA, TCAA,
MBAA, DBAA ). The World Health Organization (WHO) also established MCL
for DCAA (50 pg/L) and TCAA (100 pg/L). However, Brazil and the European
Community do not set limits for these species. Therefore, this study aimed to
develop an analytical method for the determination of Haas in water, using
chromatographic techniques. Tests chromatographic separations were
performed by ion chromatography (IC), high performance liquid
chromatography (HPLC) and gas chromatography (GC) method development
for the analysis of haloacetic acids in water. From the tests there were
drawbacks in the analysis when it used IC or HPLC. By carrying out analysis
by GC, that was with favorable conditions for the analysis, and a prerequisite
for bypass was necessary. When the band worked with 0,5 to 50,0 pg/L were
obtained correlation coefficients (r) ranging from 0,98 to 0,99, recoveries in
the range 67 to 179%, detection limit of 0,08 to 7,2 ug/L and limit of
guantification between 0,2 to 21,6 ug/L for the determination of Haas in
water.

Keywords: water, haloacetic acid, GC-ECD
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1 — INTRODUCAO

Para manter-se vivo, o ser humano precisa consumir varios litros de
agua regularmente. Isso ndo seria um problema, jA que habitamos um
planeta com grande abundéancia de agua. Entretanto, de toda agua 97,2% é
salgada e, portanto, inadequada ao consumo humano, restando apenas
2,8% propicia ao consumo, sendo que 2,1 estdo contidas em coberturas de
gelo e geleiras e somente 0,7 estdo disponiveis em lagos, rios e subsolo
(BROWN et al., 2005).

Essa inadequacdo ou inacessibilidade tornam a &agua propicia ao
consumo humano relativamente escassa. Isso nao significa que a agua da
Terra esteja chegando ao fim. O volume que circula por mares, rios e lagos,
que é guardado nos depositos subterrdneos, como gelo nas calotas polares
ou em umidades da atmosfera jamais diminui ou aumenta. No entanto, um
recurso renovavel ndo se mantém necessariamente inesgotavel e de boa
qualidade todo o tempo. Tudo depende do equilibrio entre a renovacéo e o
consumo. Historicamente isso sempre foi assim, 0 que muda nas ultimas
décadas é o desperdicio, o crescimento populacional e o conseqiente
aumento das atividades industriais com a contribuicdo para o agravamento
dos problemas ambientais. E com respeito a preservacdo das aguas
superficiais e subterrdaneas € menos uma questdo de escassez e mais de
mau gerenciamento do uso desse recurso (BRAGA et al., 2008; TUCCI,
2008; TUNDISI, 2008). Em funcéao disso, a legislacdo vem se tornando cada
vez mais restritiva e a fiscalizacdo, mais presente (TIBURTIUS et al., 2004;
UYAK et al., 2008). Visto que a qualidade da agua € tdo importante como a

guantidade.

Antes de sua distribuicdo ao consumo humano, ela necessita passar
por tratamento adequado. Pois, mesmo que a maior parte do suprimento de

agua seja devolvida ao fluxo das correntes apos o uso, sua qualidade é



inevitavelmente degradada’. A qualidade da agua “bruta” (ndo tratada), a
qual é extraida de fontes superficiais ou subterraneas, cujo uso final é o
consumo humano, varia amplamente desde a quase pura até a altamente
poluida, ou seja, os tipos e as quantidades de poluentes da agua séo
variaveis. Entdo, os processos usados na purificacdo variam de um lugar
para outro (BAIRD, 2002).

Entretanto, o tratamento de &agua antes da distribuicdo para as
torneiras geralmente envolve algumas etapas habituais. Dentre estas, o
estagio final da operacdo normalmente emprega tratar a 4gua com um
agente quimico para assegurar a destruicdo dos virus, bactérias e outros
organismos patogénicos, evitando desse modo doencas de veiculacéo
hidrica®>. O cloro, Cl,, é o agente mais usado por causa da sua maior
conveniéncia devido a simplicidade e baixo custo. Sua agéo esterilizante
deve-se provavelmente ndo ao Cl, propriamente dito, mas ao &acido
hipocloroso, que se forma quando o cloro reage com a agua Eq.: (1)
(BROWN et al., 2005).

Cl; (ag) + H,O () — HOCI (ag) + H" (ag) + CI (aq) Eq (1)

Este agente, 0 mais comumente empregado para purificacdo de agua,
o acido hipocloroso, HOCI, composto neutro e covalente, mata
microorganismos ao passar facilmente através de suas membranas
celulares. Além de ser efetiva, a desinfec¢do pelo método da cloragéo ela é

também relativamente barata. E 0 uso de pequeno excesso do reagente

! Os efeitos de degradac&o séo: o resfriamento das usinas de forca pela circulacdo da 4gua
eleva a temperatura (poluicdo térmica), com efeitos adversos sobre a biota das aguas
receptoras. As descargas de esgotos domiciliares e comercial reduz o teor de oxigénio
dissolvido, novamente pertubando o equilibrio biolégico das aguas. As atividades industriais
e de mineracdo contaminam a agua com uma variedade de materiais téxicos. A agricultura
pode poluir as aguas de superficie e as subterraneas com excesso de nutrientes e pode
levar a salinizacao do solo, quando a agua de irrigacdo evapora, deixando os sais para tras.
(SPIRO e STIGLIANI, 2009)

% Dentre as doencas de veiculacdo hidrica causadas por virus, encontram-se a paralisia
infantil e as hepatites A, B. As bactérias causam com maior freqiéncia a febre tiféide, a
colera e as disenterias bacilares. Ja os protozoarios podem causar amebiase e giardiase.
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pode fornecer 4gua com um poder residual de desinfec¢do, durante seu
armazenamento e fornecimento (BAIRD, 2002).

A cloracéo (desinfeccdo com cloro e seus derivados) tem produzido
excelentes resultados em termos de inativagdo de microrganismos
patogénicos, uma vez que possui caracteristicas importantes no que diz
respeito a capacidade de penetracdo através da membrana celular e as
reacoes produzidas com as enzimas da célula. Aléem de ser um excelente
desinfetante, ele remove ferro, manganés, cor e reduz o gosto e odor dos
efluentes tratados (RICHTER, e NETTO, 2002).

Mas esse grande beneficio tem um inconveniente. Na década de 70,
0s cientistas descobriram que a cloracdo da agua produz um grupo de
produtos secundarios que anteriormente tinha passado despercebido, pois a

atencdo concentrava-se apenas em elementos e anions inorganicos sendo

que poucos estudos tratavam dos subprodutos de desinfeccdo (DBPs) (LIU

e MOU, 2004-b). Mas como esses subprodutos tém causado preocupagéo
devido ao seu potencial efeito nocivo para longos periodos de exposicéao,
eles comecaram a despertar atencdo. A apreensao inicial surgiu com a
descoberta dos riscos associados a saude com o consumo de
trihalometanos (THMs), sub-produtos de cloracdo volateis. Enquanto a
presenca de outros DBPs, tais como os acidos haloacéticos (HAAS), sub-
produtos de cloracdo nao-volateis, foram um tanto ignorados. Contudo, o
risco potencial a salude, quando os consumidores sao expostos por longos
periodos, em particular aos ndo-volateis, tem levado ao aumento dos
esforcos para monitorar e reduzir suas concentragdes em agua potavel
(NIKOLAOU et al., 2002; PAULL e BARRON, 2004).

N&o obstante a discussdo anterior sobre os prejuizos causados a
saude pelos subprodutos de cloragdo, é imprescindivel destacar que a
desinfeccdo da agua é extremamente importante para a protecdo da saude

publica, ja& que a cloracdo salva mais vidas prevenindo doencas de



veiculacao hidrica do que as que sao afetadas negativamente com os DBPs
formados no processo de desinfeccdo. Por exemplo, tanto a tifo quanto a
cOlera estavam disseminadas na Europa e na América do Norte havia um
século, mas foram quase completamente erradicadas no mundo
desenvolvido, gracas a cloragdo e outros métodos de desinfeccdo da agua
servida, e a melhoria do saneamento em geral (BAIRD, 2002).

Desse modo, sendo o processo de desinfeccdo da agua
extremamente necessario e sabendo-se que o método mais utilizado, a
cloragdo, além de oferecer inativacdo de microrganismos patogénicos
também promove a formacao de subprodutos de desinfeccdo, os quais sao
relatados como cancerigenos, verifica-se a necessidade de um método
analitico eficiente para determinar esses subprodutos de desinfec¢cdo em
agua tratada, em especial dos DBPs néo volateis.



2 — OBJETIVOS

2.1. — Objetivo geral

» Desenvolver método analitico para a determinacdo de acidos

haloacéticos em agua.

2.2. — Objetivos especificos:

» Obter as condicBes cromatograficas para analise dos HAAs;

» Desenvolver e validar procedimento analitico para extracdo dos

HAAs, utilizando extracdo em fase solida (SPE);



3 - JUSTIFICATIVA

Os éacidos haloacéticos (acido monocloroacético, acido dicloroacético,
acido tricloroacético, acido monobromacético, acido dibromoacético, acido
tribromoaceético, acido bromocloroacético, acido bromodicloroacético, acido
dibromocloroacético) sdo encontrados em agua tratada devido a reacéo
entre a matéria organica natural presente em agua e o cloro, agente de
desinfeccédo utilizado no tratamento da agua de abastecimento publico. Sao
compostos toéxicos a seres humanos, animais e plantas. Estudos recentes
tém demonstrado a associacao entre o desenvolvimento de alguns tipos de
cancer com os &cidos haloacéticos. Consequentemente, as legislacdes
ambientais limitam os niveis de HAAs em agua tratada para consumo
humano em nivel de micrograma por litro. Dessa forma, os métodos que
detectam e quantificam tais compostos em matrizes aquosas devem
apresentar grande sensibilidade a fim de atender a este requisito. A
cromatografia em fase gasosa, acoplada a um detector por captura de
elétrons tem sido utilizada para esse propésito. E como os HAAs existem em
agua tratada em niveis traco, um método de pré-concentracédo eficaz deve

ser utilizado.

A técnica de extracdo em fase solida (SPE) é dentre outros aspectos
simples de ser aplicada e apresenta algumas vantagens frente ao método de
extracdo liquido-liquido (LLE), como a menor utilizagdo de solventes
organicos e grandes volumes de agua podem ser passados pelo cartucho,
retendo os HAAs retidos e, em seguida, eluidos com um pequeno volume de

solvente organico para possibilitar a analise instrumental.



4 — REVISAO DA LITERATURA

4.1. — Subprodutos de desinfeccdo organoclorados

Conforme ja mencionado, um inconveniente importante no uso da
cloragdo para desinfeccdo de é&agua € a produgdo concomitante de
substancias organicas cloradas — algumas das quais sao toxicas — pela acéo
do HOCI, que nédo é apenas um agente oxidante, mas também um agente de
cloracdo (BAIRD, 2002; CHANG et al, 2009).

A matéria organica natural (NOM) em agua é conhecida por sofrer
oxidacao pelo halogénio, incluindo espécies desinfectantes, para formar uma
grande variedade de DBPs, inclusive HAAs (Eq. 2). O fato de apenas 40%
desses subprodutos serem classificados (Figura 1) tem sido causa de
preocupacao nos ultimos anos. E ainda, dessa pequena percentagem, no
contexto europeu apenas THMs sdo comumente abrangidos pela legislagcéo
e limitados dentro da Unido Européia (PAULL e BARRON, 2004). Outro
motivo de apreensdo € que segundo NIKOLAOU et al, 2002; WANG e
WONG, 2005 para as condigBes rotineiras de tratamento de agua, a
formacao de subprodutos halogenados ndo-volateis tem sido reportado para

ser de trés a cinco vezes maior que o dos volateis.

NOM + HOCI —> DBPs + H,0 Eq (2)



Subprodutos de desinfeccao

W Trihalometanos

20%

M Acicos hzloacéticos

B Haloacetonitrilas

| Cloro Cianogénico

M Cloro hidratado

g, o
2% m Halogenedos organicas
nao-classificacos

Figura 1: Classificacdo dos compostos organoclorados adaptado de (PAULL e BARRON,
2004).

4.1.1. — Acidos haloacéticos

E recente a preocupacdo despertada pelos &cidos haloacéticos.
Embora, uma vez descobertos os prejuizos que podem causar a saude
humana, tais como ma formacdo embrionaria, mutacdo, retardacdo do
crescimento, aborto espontaneo e defeitos cardiacos congénitos (PORTER
et al., 2005; BAYTAK et al., 2008) é crescente 0 interesse por esses
compostos. Estudos epidemioldgicos ainda indicam uma ligacdo entre o
desenvolvimento de cancer de bexiga e subprodutos de desinfec¢do. Outros
trabalhos com animais tém demonstrado que tumores no figado, rim e
intestino estdo associados a agua tratada com cloro e seus derivados
(SCHUCK, 2004). Também, HAAs tém sido associados com resultados
adversos de reprodutibilidade apds exposicdo durante a gravidez (LIU e
MOU, 2004-a). Devido a esses fatores verifica-se a necessidade do

monitoramento da agua de consumo apos o procedimento de cloragao.

Os acidos haloacéticos sdo compostos formados pela interacdo da
matéria organica natural (NOM) com o &cido hipocloroso e bromo, se
presente (PAULL e BARRON, 2004). Eles sdo em um total de nove
espécies: contendo cloro — &cido monocloroacético (MCAA), acido

dicloroacético (DCAA) e éacido tricloroacético (TCAA) — contendo bromo —
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acido monobromacético (MBAA), acido dibromoacético (DBAA) e acido
tribromoacético (TBAA) — e contendo uma mistura das espécies cloro e
bromo - acido bromocloroacético (BCAA), acido bromodicloroacético
(BDCAA) e acido dibromocloroacético (DBCAA). A Tabela 1 mostra suas
férmulas estruturais, formulas quimicas, solubilidade em agua e valores de
pKa (DEBRE et al., 2000; LIU e MOU, 2004-a; JUMNOODOO, 2006).

Devido ao efeito potencial adverso desses compostos a saude
humana, nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) tem
estabelecido para eles um nivel de contaminagdo méaximo (MCL) em agua
tratada, sendo esse nivel de 60 pg/L para a soma de cinco HAAs (MCAA,
DCAA, TCAA, MBAA, DBAA). Nessa regulamentacdo, DCAA nunca deve
estar presente e a concentracdo de TCAA nao deve ser maior que 30 pg/L.
A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) também estabeleceu MCL para
MCAA (20 pg/L) DCAA (50 pg/L) e TCAA (100 pg/L) (BARRON e PAULL,
2004-a; LIU e MOU, 2004-a; CHANG et al., 2009). O Brasil e a Comunidade
Européia nao estabelecem valor limite para os acidos haloacéticos em agua
potavel e efluentes domésticos (SCHUCK, 2004).

Sabe-se, pelo seu uso histérico como pesticida, que acidos
haloacéticos clorados s&o téxicos para organismos aquaticos. Fitoplancton
sdo particularmente sensiveis aos efeitos dos acidos haloacéticos (AGUS et
al. 2009). Esses compostos sdo téxicos em particular para algas, mas
também a humanos e plantas. A Agéncia de Protecdo Ambiental tem
classificado DCAA como um composto do grupo dos provaveis cancerigenos
humanos e TCAA como compostos do grupo dos possiveis cancerigenos
humanos. Além disso, descarboxilagdo de HAAs contribui para formacgéo de
THMs que também sdo cancerigenos (ZHANG e MINEAR, 2002; KOU et al.,
2004; RATASUK et al.,2009).



Tabela 1: Nomenclatura, abreviacéo, férmulas, solubilidade e valores de pKa dos HAAs.

Acido HO H
Monocloroacético MCAA CICH,CO,H 2,86 1.09 > N -
@) Cl
Acido HO H
Dicloroacético DCAA Cl,CHCO,H 1,25 miscivel 2 S cl
@] Cl
Acido HO Cl
o 2.9 N
Tricloroacético TCAA Cl;CCO,H 0,63 1.50 2 S cl
0] Cl
Acido HO H
Monobromacético MBAA BrCH,CO,H 2,87 1.75 2 N H
@) Br
Acido HO H
Dibromoacético DBAA Br,CHCO,H 1,47 211 ; S -
r
@) Br
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Tabelal (continuacao)

Acido HO Br
Tribromoacético TBAA Br;CCO,H 0,66 - \\\\
/ Br
@) Br
Acido HO Br
Bromocloroacético BCAA BrCICHCO,H 1,39 ; \\\\ Cl
O H
Acido HO Br
bromodicloroacético BDCAA Cl,BrCCOzH 1,09 \\\\
/ Cl
O Cl
Acido HO Br
dibromocloroacético DBCAA Br,CICCO,H 1,09

Br

j

@) Cl
Fonte: Adaptado de DEBRE et al., 2000; LOOS e BARCELO, 2001; MCMURRY, 2006; AGUS et al., 2009; SARAJI e BIDGOLI,
2009; SRINIVASAN et al., 2009
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4.1.1.1 — Caracteristicas fisico-quimicas

Os acidos haloacéticos séao acidos carboxilicos que possuem grupos
retiradores de elétrons, os quais, por sua vez, sao mais fortes que os acidos
nao-substituidos. Os acidos cloroacéticos, por exemplo, apresentam a

seguinte ordem de acidez:

HO Cl HO EH HO H HO H
NS \ T"S
cl o> > H > H
Y / 7/ 74
o cl o cl o cl o H
pKa =0,63 pKa =1,25 pKa =2,86 pKa =4,76

Esse aumento da acidez, provocado por grupos retiradores de
elétrons, aparece devido a combinacédo dos efeitos indutivos e entropicos
(SOLOMONS e FRYHLE, 2002). Pois, como a dissociacdo de um &acido
carboxilico € um processo em equilibrio, qualquer fator que estabilize o
anion carboxilato, relativo a um &cido carboxilico ndo dissociado, resulta no
aumento da acidez. Por exemplo, um grupo retirador de elétrons ligado a um
ion carboxilato deslocaliza a carga negativa, estabilizando o ion e, portanto,
aumentando a acidez. Ao contrario, qualquer fator que descentralize o
carboxilato, relativo ao acido néo dissociado, resultard em um decréscimo de
acidez. Um grupo doador de elétrons, por exemplo, desestabiliza o grupo
carboxilato diminuindo a acidez (MCMURRY, 2006).

Os substituintes eletronegativos, como os halogénios, tornam o anion
carboxilato mais estavel pelo efeito retirador de elétrons. Os acidos
monocloroacético e monobromoacético séo, portanto, acidos mais fortes que
acido acético. A introducdo de dois substituintes eletronegativos torna o
acido dicloroacético e o dibromoacético ainda mais acido que o
monocloroacético e monobromoacético. O mesmo raciocinio é valido para as
trihalosubstituicbes (MCMURRY, 2006).
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A maioria dos acidos carboxilicos tem valores de pKa (Tabelal)
préximos de 5, mas o pKa exato de um dado acido depende da estrutura.
Quando substituidos por grupos retiradores de elétrons mais acidos
apresentam um pKa menor, porque seus ions carboxilatos estédo
estabilizados (MCMURRY, 2006).

Os éacidos carboxilicos sao espécies polares e apresentam pontos de
ebulicdo relativamente altos, porque formam ligagbes de hidrogénio
intermoleculares, dando a eles pesos moleculares efetivos maiores
(BRUICE, 2006), jA um dos seus derivados, os ésteres, mesmo sendo
compostos polares, devido ao fato de ndo apresentarem um hidrogénio
ligado ao oxigénio, suas moléculas ndo podem formar ligacdes de hidrogénio
fortes umas com as outras. Como resultado os ésteres possuem pontos de
ebulicdio menores que os &cidos de pesos moleculares semelhantes
(SOLOMONS e FRYHLE, 2002).

E tanto os acidos carboxilicos como os seus derivados, quando
apresentam baixos pesos moleculares (substancias com menos que 4
carbonos) apresentam apreciavel solubilidade em agua. O que se verifica

para todos os acidos haloacéticos (espécies com apenas 2 carbonos).

4.2. — Métodos analiticos para a determinacdo de DB Ps em
agua

De um modo geral a determinacdo de DBPs é realizada por métodos
cromatograficos. THMs e outros DBPs (haloacetronitrilas — HANS,
halocetonas — HKs) podem ser isoladas da matriz aquosa pela técnica de
purg and trap ou extracdo liquido-liquido (LLE), seguido pela determinacéo
por cromatografia a gas por captura de elétrons (GC - ECD) ou
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa (GC — MS)
(NIKOLAOU et al.,, 2005). Contudo, GC é aplicada apenas para uma
categoria particular dos DBPs, os volateis e semi-volateis. E ndo é

apropriada para espécies com grupos funcionais reativos mais polares,
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como por exemplo os HAAs. Na a determinacdo dessa categoria, uma etapa
de derivacdo € necessaria (NETO e NUNES, 2003). Para evitar a etapa de
derivacdo um limitado numero de estudos tem utilizado cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese capilar (CE) e cromatografia ibnica
para determina-los (MARTINEZ et al. 1998; LOOS e BARCELO, 2001; LIU e
MOU, 2003, 2004-a; KOU et al., 2004; BARRON e PAULL 2004-a, 2004-b,
2006; BARRON et al., 2005). Contudo, estas geralmente ndo sado aplicaveis
no caso de agua potavel, porque seu limite de deteccdo € significantemente
maior que o do método GC, e propensa a interferéncias (SARRION et al.,
2000;NIKOLAOU et al., 2005).

A analise dos HAAs é mais complicada que a analise dos DBPs
volateis por causa de sua forga acida e carater hidrofilico, eles sdo mais que
99,99% dissociados para anions halocetato sob condicbes da agua potavel.
Devido a sua natureza polar e acida, HAAs ndo podem ser determinados por
métodos GC diretamente, ja que a cromatografia a gas é utilizada para
separacdo de compostos volateis e semi-volateis, ou seja, os analitos a
serem separados devem apresentar uma razoavel pressdo de vapor a
temperatura de separacdo. Do mesmo modo, a medida que aumenta o
carater ibnico do composto e portanto diminui a sua volatilidade, também é
reduzida a possibilidade de separacédo via GC. Dessa maneira, é necessaria
uma etapa de derivacdo — esterificacdo de seus grupos carboxilicos (NETO

e NUNES, 2003; NIKOLAOQOU et al., 2005).

A maioria dos métodos requer a conversao dos acidos haloacéticos
em ésteres que sao mais volateis e menos polares, apesar do procedimento
de derivacdo consumir tempo e fazer uso de algumas substancias toxicas e
cancerigenas. Essa abordagem pode garantir suficiente sensibilidade para
analise (SWITAJ, 2006).

Correntemente, os métodos aprovados pela USEPA para analise de
acidos haloacéticos sdo: Método 552.1, 552.2, 552.3 e Método Padrao
(USEPA 6251B). Em todos eles, HAAs séao extraidos da amostra de agua
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usando metil terc-butil éter (MTBE) ou resina de troca anibnica, e séo
convertidos em ésteres metilicos, usando diazometano ou metanol
acidificado, e a analise é feita usando cromatografia a gas com detector por
captura de elétrons (GC/ECD) (XIE, 2001; SARAJI e BIDGOLI, 2009).

4.2.1. — Cromatografia a gas
Cromatografia a gas € a principal técnica instrumental empregada na

analise de HAAs em agua potavel. A cromatografia a gas pode ser acoplada
a um detector seletivo de massas (GC-MS) ou acoplada a um detector por
captura de elétrons (GC-ECD). Quando se utiliza esse acoplamento torna a
técnica mais sensivel por um fator cerca de 1000 vezes. GC-ECD ¢é a base
dos Métodos EPA por causa da baixa concentragdo com que o0s acidos
haloacéticos s&do encontrados em agua potavel (URBANSKY, 2000;
DOMINO et al, 2004; SARAJI e BIDGOLI, 2009). Como ja mencionado,
antes da andlise GC é necessério a extracdo da amostra, que é feita com
MTBE, resina de troca anibnica ou TAME e derivacdo dos &cidos
haloacéticos, essa derivacdo foi frequentemente realizada com o reagente
diazometano que €& uma substancia perigosa. Mas, em muitos casos,

diazometano tem sido substituido por metanol acidificado.

4.2.1.1. — Método EPA 552.1
Um volume de 100 mL de amostra de agua é ajustado para pH 5 0,5

usando acido sulfarico, entdo extraido usando uma coluna pré-condicionada
de troca anidnica. Os compostos a serem determinados sdo primeiramente
eluidos usando 4 mL de metanol acidificado, e sdo entdo esterificados
diretamente nesse meio, sob aquecimento (50C) por 2 h apos adicao de 2,5
mL de MTBE. Os ésteres metilicos sdo particionados na fase MTBE e sé&o
identificados usando cromatografia a gas com detector por captura de
elétrons (GC/ECD) (USEPA, 1992).
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4.2.1.2. — Método EPA 552.2
Um volume 40 mL de amostra de agua é ajustado com acido sulfarico

para um pH igual 0,5 e a amostra € extraida usando MTBE. Os &cidos
haloacéticos que foram particionados sdo entdo convertidos para seus
ésteres metilicos, pela adicdo de metanol acidificado e aquecidos por 2 h a
50C. O extrato 4cido é entdo retornado para pH neu tro usando uma solucao
saturada de bicarbonato de sodio. Os analitos sdo identificados e avaliados
usando cromatografia a gas com detector por captura de elétrons (GC/ECD)
(USEPA, 1995).

4.2.1.3 — Método EPA 552.3
O pH de 40 mL de uma amostra de agua € ajustado para 0,5 usando

acido sulfurico concentrado. A amostra é entdo extraida com MTBE ou
TAME. Os acidos haloacéticos sdo convertidos para seus éesteres metilicos
pela adicdo de metanol seguida pelo aquecimento por 2 h a 50C. Uma
guantidade de 18 g de sulfato de sddio é adicionado para separar 0s acidos
haloacéticos metilados protonados do metanol acidificado e a fase aquosa é
descartada. O extrato € neutralizado com uma solucdo saturada de
bicarbonato de sédio e a fase organica € removida para analise. Um
cromatégrafo a gas equipado com detector por captura de elétrons
(GC/ECD) é usado para analise(USEPA, 2003).

4.2.1.4. — Método Padréo 6251 B
A amostra de agua € extraida usando MTBE em um pH 0,5. Sulfato

de sodio é adicionado durante o processo para aumentar a eficiéncia da
extragdo. Uma vez extraidos, os compostos sdo metilados usando uma
solucdo de diazometano para produzir ésteres metilicos ou outros ésteres
derivados que possam ser separados em um cromatografo a gas equipado
com detector por captura de elétrons (GC/ECD) (USEPA, 1995).
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4.3 — Extracdo dos acidos haloacéticos da agua

Quando se tem uma amostra de agua para determinar contaminantes
organicos tais como acidos haloacéticos, o problema analitico apresentado
para esse tipo de amostra é que quase sempre tais contaminantes estéo
presentes em niveis traco e, assim, a etapa de extracdo € em geral
associada a concentracdo da amostra. Extracdo liquido-liquido tem sido
amplamente aplicada para o isolamento dos analitos e 0 uso de grandes
volumes de &gua e de solventes organicos € sem dudvida, o maior
inconveniente a ser deste procedimento. A extracdo em fase solida (SPE)
esquematizada na Figura 2 tem sido aplicada com sucesso, uma vez que um
volume grande de agua pode ser passado pelo cartucho, ficando os
compostos organicos retidos e posteriormente eluidos com um volume
minimo de solvente organico. A SPE é usualmente mais eficiente que a
extracao liquido-liquido e altos percentuais de recuperacdo sao conseguidos
(CASS e DEGANI, 2001).

i metanol metanol
[-)anallto f_) acidificado
- - T
L] L]
» L]
] ]
L]
. L]
e "
e e
L ] * L
1 1 el
*
o,
a) condicionamento b) aplicacéo da c) lavagem d) eluicéo
amostra

Figura 2: Etapas do processo de extragdo em fase solida (SPE).
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Os principios gerais da extracdo em fase sdlida sdo praticamente os
mesmos empregados em cromatografia liquida: particdo, adsorcédo, troca
ibnica, bioafinidade etc. E como os HAAs sdo quase completamente
dissociados em ions nas condi¢cles tipicas de agua tratada, troca idnica
mostra-se como a escolha ideal na extracdo desses analitos da agua (LIU e
MOU, 2004-a).

4.3.1 — Troca idGnica
As resinas de troca ibnica tém um importante papel nas

determinacdes de compostos em niveis tracos. Empregadas n&do apenas na
purificacdo de reagentes tais como a agua. Mas também, na pré-
concentragcdo e separagdo dos analitos das espécies interferentes.
Atualmente, hd um grande numero de fases de troca ibnica disponiveis
comercialmente. Todos consistem de um nucleo solido com uma superficie
guimicamente reativa. Os ions trocados saem em trés principais categorias:
cation, anion e trocadores quelantes (HOWARD e STATHAM, 1997; NETO e
NUNES, 2003; COLLINS, 2006).

Nessa troca, a fase estacionaria é altamente carregada, e os analitos
com cargas e sinais contrarios a esta sao seletivamente adsorvidos pela
fase movel. Os analitos adsorvidos podem ser subseqgientemente eluidos,
por deslocamento com outros ions, com 0 mesmo tipo de carga, porém com

maior forca de interagdo com a fase estacionaria (COLLINS, 2006).

A fase estacionaria possui ions fracamente ligados a sitios de carga
fixa. Eles podem ser trocados por ions que estéo livres em solucéo. Os ions
da troca podem estar positivamente carregados (cations) ou negativamente
carregados (anions): (SPIRO e STIGLIANI, 2009).

RM* + M" - RM" + M' troca de cations Eg. (3)
RM + M~ - R'M™ + M troca de anions Eq. (4)
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4.3.1.1 — Troca anidnica
Uma resina trocadora de anions tem em sua superficie moléculas de

carga positiva, como por exemplo, o grupo de amdnio quaternario. Existem
dois tipos principais de resinas de troca de anions fortes, categorizados
como tipo 1, no qual o grupo funcional € uma forma derivada trialquilamina, e
resinas tipo 2, formadas a partir de dimetiletanolamina. As resinas tipo 2 tem
menor capacidade e menor carater basico que as resinas tipo 1 e séo
guimicamente menos estaveis (HOWARD e STATHAM, 1997).

E para garantir a neutralidade de carga da particula o contra-ion é

neste caso carregado negativamente.

RM + M — R'M + M troca de anions Eq. (4)

O mecanismo de acdo de um trocador ibnico est4d brevemente
resumido na Figura 3. O trocador anidénico estd em equilibrio com o eluente
inicial contendo os ions X'. Os ions B e C” sdo materiais a serem separados.
Quando quantidades determinadas de tais amostras sdo colocadas em
contato com o trocador ocorre adsorcao, liberando quantidades equivalentes
dos ions X, anteriormente ligados a matriz. Apos a adsor¢do € aplicado um
eluente que contem ions Z° com uma afinidade pouco maior pelos grupos
trocadores da matriz. Esses ions vao provocar a liberacédo da substancia B,
ligados mais fracamente a matriz que a substancia C". Passando a seguir o
segundo eluente, contendo os ions W° com maior afinidade ainda pela
matriz, haverd a liberacdo do material C'(COLLINS, 2006).
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Figura 3: Etapas do processo de troca anidnica.

4.4 — Derivacao de acidos haloacéticos

Conforme ja mencionado, a cromatografia a gas é util para analise de
gases, substancias volateis, semi-volateis e termicamente estaveis. Quando
ISSO ndo acontece, particularmente no caso de substancias contendo grupos
funcionais fortemente polares (0 que acontece com os HAAs), ha
necessidade de derivacdo. Esta consiste em esterificar os acidos
haloacéticos, obtendo derivados com caracteristicas adequadas para serem
analisados por GC/ECD (COLLINS, 2006).

O processo de derivacdo dos &acidos haloacéticos para ésteres
consiste na reacdo entre o acido haloacético com um &alcool Figura 4.
Entretanto, acidos carboxilicos de um modo geral, ndo sédo suficientemente
reativos para serem atacados pelos alcodis. Mas sua reatividade é
aumentada por um acido forte, com por exemplo, o acido sulfarico. O acido
mineral protona o atomo de oxigénio do grupo carbonila, fornecendo ao
acido carboxilico uma carga positiva e tornando-o muito mais reativo

(MCMURRY, 2006). Ou seja, para formacdo de ésteres, quando acidos
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carboxilicos reagem com &lcool a reacdo deve ser efetuada em solucao
acida para catalisar a reacdo, e para manter o acido carboxilico na sua
forma &cida. Desse modo, ele atua como um nucledfilio. Como o
intermediario tetraédrico formado tem dois grupos de saida potenciais com
aproximadamente as mesmas basicidades, a reacao deve ser realizada com
excesso de alcool para direciona-la na formacdo dos produtos. (BRUICE,
2006). Assim a subsequente perda de agua do intermediario leva a formacéo

do éster.
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4.5 — Validacao dos procedimentos analiticos

Os parametros analiticos para validacdo de métodos de separacéo
normalmente encontrados na literatura s&o: curva analitica, linearidade,
seletividade, recuperacgéo, limite de deteccéo e limite de quantificacdo. Estes
termos sédo conhecidos como parametros de desempenho analitico (LEITE,
2002; BRITO et al., 2003).

Existem razbes legais, técnicas e comerciais que justificam a
implantacdo da validacdo de métodos analiticos de separacdo, apesar de
nao haver uma norma estabelecida de ambito nacional ou internacional.
Atualmente, para mostrar competéncia técnica os laboratérios que executam
as analises devem submeter-se a um credenciamento (“accreditation”) de

um orgao vigente de ambito nacional ou internacional (RIBANI et al., 2004).

Entdo, para que um método seja validado, e que para essa validacao
ocorra adequadamente e os dados gerados sejam confiaveis, é essencial
obter uma curva analitica bem elaborada e interpretada. A curva
corresponde ao modelo matematico que estabelece uma relacédo entre a
resposta instrumental (area/altura da banda cromatografica) e a
concentragdo do analito. As concentragbes dos analitos sdo determinadas
por meio de regressdes obtidas a partir das curvas analiticas e, embora em
alguns casos seja necessaria a utilizacdo de calibragdo nao-linear,
normalmente se opta pela regressao linear, por sua maior simplicidade e
aplicabilidade (CASSIANO et al., 2009).

A elaboracdo de um modelo de regressao pressupde a existéncia de
um conjunto de pontos que apresentam uma tendéncia regular os quais
podem ser representados por uma funcdo matemética. Normalmente a
funcdo é escolhida através de um processo de ajuste conhecido como
método dos minimos quadrados. Portanto, estabelece-se a tendéncia da
variavel dependente (y) em funcédo da varidvel independente (x) que, para

uma regressao linear, pode ser expressa como y = ax + b, onde a € o
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coeficiente angular da reta e b seu intercepto com o eixo y (ou coeficiente
linear) (CASSIANO et al., 2009).

Geralmente o numero de pontos aceito nos graficos de calibracéo
varia entre cinco pontos e seis pontos. Os graficos de calibracdo devem ser
apresentados juntamente com um tratamento estatistico adequado, o qual
deve envolver, no minimo, a equacdo da funcdo (usualmente uma reta), a
andlise da regressdo dos dados de correlcdo (r) e determinacdo (r?)
(LANCAS, 2004-b).

4.5.1. — Curva analitica
A correlacdo entre o sinal medido e a massa ou concentragédo da

espécie a ser quantificada. Na maior parte dos casos, determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracdes
conhecidas dessa espécie. Como ja aludido, essa relacdo, muitas vezes,
pode ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica.
Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem
ser definidas por um namero minimo de pontos que ndo incluam o ponto

zero na curva, devido aos possiveis erros associados (RIBANI et al., 2004).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva
analitica a partir de um conjunto de medicbes experimentais pode ser
efetuada usando o método matematico conhecido como regresséo linear,
conforme ja mencionado. Além dos coeficientes de regresséo a e b, também
€ possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de
correlacdo r. Este parametro permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersédo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regresséo
estimados. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado
como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda um

coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o Instituto Nacional de Metrologia,
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Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) um valor acima de 0,90.
(RIBANI et al., 2004)

4.5.2. — Seletividade
O termo seletivo refere-se a um meéetodo que fornece resposta a um

grupo de entidades quimicas que podem ou nao ser distinguiveis umas das
outras, parametro de grande importancia na analise de amostras complexas.
A seletividade é definida como habilidade em medir, de forma exata, um
analito na presenca de interferéncias as quais estejam presentes na matriz
da amostra (LANCAS, 2004-b).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma
de avaliar a seletividade € comparando a matriz isenta da substancia
(padréo), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo
de retengéo da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos
demais compostos presentes na amostra. Em geral, essa forma é a mais
simples de verificar a seletividade do método cromatografico. Uma segunda
maneira é atraves da avaliacdo com detectores. O método de adi¢cao padréo
também pode ser aplicado para os estudos de seletividade. Outro
procedimento € através da coleta do composto de interesse e realizacdo de
nova analise por outra técnica cromatografica, ou com métodos e técnicas
que sdo especificos para a estrutura da substancia de interesse (RIBANI et
al., 2004).

4.5.3. — Recuperacao
A recuperacdo é uma medida da eficiéncia do processo de isolamento

do analito de interesse da matriz na qual se encontra presente. Este
parametro € calculado comparando-se a resposta obtida para o analito
adicionado na matriz e extraido com a resposta obtida para o analito em
amostras preparadas em solvente e, conseqientemente, ndo extraidas, as
quais representam 100%. A recuperacdo € determinada pela relacao
(LANCAS, 2004-b; CASSIANO et al., 2009):
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Recuperacdo(%) = valor obtido x 100 Eq. 5
valor adicionado

Apos efetuada a adicdo das solucdes do padrdo analitico de interesse
de concentracdo conhecida a matriz isenta do analito, aplica-se 0 método
analitico e o valor do analito é, entdo, determinado. Empregando-se esses
valores na Eq. (5), encontra-se a recuperacao, ou seja, quanto do analito
adicionado foi determinado no método (LANCAS, 2004-b).

Embora altos valores de recuperacdo sejam desejaveis para
maximizar a sensibilidade do método, ndo € necessario que este valor seja
de 100% e, sim, que a recuperacao seja consistente, precisa e reprodutiva.
(CASSIANO et al., 2009).

A quantificagcdo do analito durante os estudos de recuperagdo é
geralmente feita por meio dos métodos do padrdo externo (o qual foi

utilizado nesses ensaios), padréo interno ou adi¢cdo padréo.

4.5.3.1. — Padréo externo
O método de padronizacdo externa compara a area da substancia a

ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solugcbes de
concentracbes conhecidas preparadas a partir de solucdo padrao.
Preparam-se solucbes da substancia a ser quantificada em diversas
concentragdes; obtém-se o cromatograma correspondente a cada uma delas
e, em um gréfico, relacionam-se as areas obtidas com as concentragdes.
Utilizando este grafico ou a equacao da curva resultante, pode-se calcular a
concentracdo desta substancia na amostra a partir da area da substancia
obtida no cromatograma resultante de uma injecdo separada (LANCAS,
2004-b; RIBANI et al., 2004).

Nesse caso, a porcentagem em massa de uma amostra de

7

concentracdo desconhecida € determinada a partir de um gréfico de
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calibracdo. Prepara-se a calibragdo lancando-se em gréaficos as areas dos
picos obtidos em funcdo das massas, determinam-se suas areas e lanca-se
no grafico. Cabe ressaltar que € necessario elaborar a curva para cada
analito que se deseja determinar e para cada corrida analitica (LANCAS,
2004-b).

4.5.4. — Limite de deteccao
Limite de deteccao € a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condicfes experimentais estabelecidas. Ele pode ser estabelecido
por meio da analise de solugbes de concentracbes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (método visual), no
caso de métodos instrumentais CG a estimativa do limite de deteccédo pode
ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base (método
relacdo sinal-ruido). O LD ainda pode ser calculado através do (método
baseado em parametros da curva analitica) (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,
2004, INMETRO, 2007).

Para o método baseado em parametros da curva analitica a obtencao
do limite de deteccdo (LD) consiste em determinar, com o minimo de 7
corridas, o desvio padrdo da concentracdo que gera picos cerca de trés
vezes maiores que o0 ruido. As éareas dos picos sao convertidas em

concentracdes e calcula-se o desvio padréo. A equacao empregada foi:

LD =tgge, X S Eq 6

onde: LD é o limite de deteccdo, s é a estimativa do desvio padrdo das
concentragdes e t99% € o fator t de Student para um nivel de confianca de
99% (t unilateral) (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004, INMETRO, 2007).
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4.5.5. — Limite de quantificacao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo € um parametro

expresso como concentragcdo do analito na amostra.

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando
a relacdo 10:1, ou seja, 0 LQ pode ser calculado utilizando o método visual,
a relacdo sinal-ruido ou a relagéo entre a estimativa do desvio padréo da
concentracéo, a partir da equacgéo (RIBANI et al., 2004, INMETRO, 2007):

LQ=10 x s Eq. 7
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5. — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a execucdo desse trabalho, inicialmente foram adquiridos os
padrées certificados dos acidos haloacéticos. Entdo foram feitas as
otimiza¢bes das condi¢cdes cromatograficas e do procedimento de extracao.
E finalmente, foi realizada a validacéo do procedimento de determinacéo dos

HAAs em agua.

5.1. — Equipamentos e materiais

* Cromatégrafo a gas 2010 SHIMADZU (Kyoto, Japao) equipado com:
injetor modo split/splittess com insersor (liner) de vidro sinalizado;
detector por captura de elétrons, is6topo ®Ni e sistema de aquisicéo
de dados GC Solution;

* Coluna capilar DB5-MS (5% fenil e 95% polidimetilsiloxano), 30 m de
comprimento, 0,25 mm d.i. e 0,25 um de espessura do filme (J & W
Scientific, EUA);

* Cromatégrafo de ions DIONEX ICS-3000 (Brasil) equipado com auto
amostrador modelo AS40; desgaseificador modelo EG; sistema de
bombas modelo DP; supressor modelo ASRS; detector no modo
condutividade madelo DC e sistema de aquisicdo de dados Dionex
Chromeleon;

* Coluna AS18 (2x250mm);

* Cromatégrafo a liqguido SHIMADZU Prominience (Kyoto, Jap&o)
equipado com desgaseificador modelo DGU-20A,; sistema de bombas
reciprocicantes modelo LC-6AD/7A e CBM-20A; injetor automatico
modelo SIL-20A; detector no UV-Visivel com arranjo de fotodiodos
modelo SPD-M20A e sistema de aquisicdo de dados LC Solution;

* Coluna:
1) Microsorb-MV 100-5 C18 (250 mm x 4,6 mm x1/4”) (Varian),
2) Microsorb-MV 100-5 C8 (250 mm x 4,6 mm x1/4”) (Varian)
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* Balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais, modelo TE214S

(Sartorius);

* Micropipetadores automaticos de capacidade variavel (BOECO,
Alemanha);

* Cartuchos SPE:
1) SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH,, 500mg, 6mL (Supelco, USA);
2) SUPELCLEAN SAX-PSA, 6 mL (Supelco, USA);
3) DISCOVERY DSC-SAX, 6 mL (Supelco, USA);

Sistema para SPE vacuum manifold (Varian, EUA);

Evaporador-rotatério (Fisatom 802D);

e Banho-maria (Fisatom);

Vidraria comum de laboratorio.

5.2. — Padrbes, reagentes e gases

Os éacidos haloacéticos estudados foram: &acido monocloroacético
(MCAA) (1,0 mg/mL); acido dicloroacético (DCAA) (1,0 mg/mL); acido
tricloroacético (TCAA) (1,0 mg/mL); acido monobromoacético (MBAA) (1,0
mg/mL); acido dibromoacético (DBAA) (1,0 mg/mL); &cido tribromoacético
(TBAA) (200 pg/mL); acido bromocloroacético (BCAA) (1,0 mg/mL); acido
bromodicloroacético (BDCAA) (40 pg/mL) e acido dibromocloroacético
(DBCAA) (100 pg/mL) obtidos como solucdo em MTBE (AccuStandard
USA).

MTBE grau HPLC (Tedia Company, USA), metanol grau HPLC (J. T.
Baker, USA), sulfato de sédio anidro (Qhemis Brasil), bicarbonato de sédio
(Reagen, Brasil), cloreto de aménio (Carlo Erba Reagents, lItalia), acido
sulfrico (Merck, Alemanha), acido cloridrico (Merck, Alemanha), hidroxido
de sédio (Synth, Brasil).
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O gés utilizado tanto para arraste como para make up foi o nitrogénio
com grau de pureza 99,997% (White Martins, Brasil).

5.3. —Limpeza da vidraria

A limpeza da vidraria consistiu da lavagem com agua de torneira,
quando entéo, foi deixada em contato com uma solucéo de Extran (2%) por
um periodo de 24 h. Apos esse periodo os materiais foram enxaguados com
agua em abundancia, seguido por agua destilada e por fim com acetona
p.a., quando entdo foram levados a estufa por um periodo de 2h a 100<C,
exceto a vidraria volumétrica que foi seca a temperatura ambiente. Os
materiais limpos e secos foram entdo embalados com papel fiime e

guardados em armarios fechados.

5.4. — Método de extracao

5.4.1. — Extracao liquido-liquido (Método EPA 552.3)
Em um frasco ambar com tampa, colocar um volume de 40 mL de

solucdo aquosa dos éacidos haloacéticos, adicionar 4 mg de cloreto de
amonio granular. Ajustar o pH para 0,5 com 2 mL de acido sulfarico
concentrado, proceder imediatamente com a adicdo de 18 g de sulfato de
sbdio, agitar vigorosamente até quase completa dissolugdo do Na,SO,4. Em
seguida adicionar 4 mL de MTBE, agitar por 3 min e deixar em repouso por 5
min para separacdo das fases. Entdo para uma proveta (graduada) de 10
mL transferir o extrato etéreo, adicionar 2 mL de uma solu¢cdo de
H,SO4:MeOH (1:9, v/v), tampar proveta e levar a aquecimento em banho
maria por 2 h (£10 min) a 50°C (x2°C). Em seguida, adicionar ao extrato 5
mL de sulfato de soédio 150 g/L, 1 mL de bicarbonato de soédio. Entéo,
remover os ésteres metilicos dos HAAs formados (camada superior) para
um baldo volumétrico, seca-los sob fluxo de nitrogénio até volume de 1 mL,
transferi-los para um vial e estocar no refrigerador a 4C até a analise por
GC-ECD (Figura 5).
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5.4.2. — Extracdo em fase sélida (Método EPA 552.1)

Um cartucho com uma resina trocadora de anions (SAX) foi usado no
procedimento de SPE. Cartuchos descartaveis de 6 mL com 500 mg de fase
foram empregados. Esses cartuchos foram ativados e condicionados
previamente, usando a seguinte sequéncia de solventes: 10 mL de metanol,
10 mL de agua deionizada, 10 mL de HCI/MeOH (1M), 10 mL de agua
deionizada,10 mL de NaOH (1M) e 10 mL de agua deionizada. ApOs
ativados, 100 mL de amostra de agua € passada no cartuchos. Uma etapa
de limpeza foi feita usando 10 mL de metanol. Os HAAs adsorvidos séo
eluidos com 5 mL de uma solucdo de H,SO,:MeOH (1:9, viv) e
simultaneamente esterificados para seus derivados metilicos. Ao extrato
obtido, foi adicionado 2,5 mL de MTBE, agita-se levemente por 4 s e leva-o
ao aquecimento por 2 h a 50°C. Transcorrido esse tempo, sao retirados do
aguecimento, deixados em repouso por 10 min até que estes estejam a
temperatura ambiente. Em seguida, uma solucdo de Na,SO4:H,0 (1:9, viv) é
adicionada. A fase organica é extraida, esta € repetida com mais 1 mL de
MTBE. O extrato organico é concentrado em evaporador rotatorio (80 rpm;
50°C) e sob fluxo de nitrogénio até um volume de 1,0 mL. Essa aliquota é
transferida para um vial e estocada no refrigerador a 4C até a andlise por
GC-ECD (Figura 6).

5.5. — Branco do método

O branco do método foi obtido da mesma maneira que as amostras,
utilizando agua destilada/deionizada sem a adicdo dos HAAs.
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Figura 5: Fluxograma do processo de extracao liquido-liquido e derivagédo dos HAAs.
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5.6. — Condicfes cromatograficas

As condi¢Bes cromatograficas de determinagcdo de HAAs formam
otimizadas e estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Condicdes cromatogréaficas de determinacao.

Volume de injecao (uL) 1,0
Temperatura do injetor () 250
Modo de injeg&o splitless
Pressao (KPa) 74,3
Fluxo da coluna (mL/ min) 1,0

Fluxo total (mL/min) 29,0
Velocidade linear (cm/sec) 25,6
Fluxo de purga (mL/min) 3,0
Razao split 25:1

Gas de arraste nitrogénio

Coluna DB5-MS (5% fenil e 95%
polidimetilsiloxano), 30 m x 0,25 mm x
0,25 um

Programacao de temperatura 40C (5 min), 5C/min até 80T (1 min)

2,5C/min até 110C (1 min) 25C/min
até 220 (2 min).

Temperatura () 330
Gas makeup nitrogénio
Fluxo do gas makeup (mL/min) 30




5.7. — Validac&o do procedimento

Apés a obtencdo das melhores condi¢cdes cromatogréficas para a
determinacéo simultanea dos &acidos, bem como o procedimento de extragéo
dos nove acidos haloacéticos da &gua, procedeu-se a validacdo do

procedimento.

5.7.1. — Curva analitica e linearidade
Foi preparada uma solugéo estoque contendo os nove HAAs em uma

concentracdo de 100 pg/L para cada analito, pela diluicdo das solucdes

padrao individuais em agua ultrapura.

Aliquotas dessa solucéo estoque foram tomadas, de modo a se obter
solugbes de trabalho dos HAAs nas concentra¢cbes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0;
10,0; 20,0 e 50,0 pg/L. Um volume de 100mL de cada uma das solucbes de
trabalho foi extraida e derivada conforme descrito no item 5.4.2. Entdo 1,0
uL dos extratos obtidos foram injetados no GC/ECD, obtendo-se as areas e
os tempos de retencédo de cada um dos analitos com o auxilio do software

GC Solution do cromatoégrafo.

Os analitos em estudo foram quantificados utilizando-se o método da
padronizacdo externa. As curvas foram plotadas, concentragdo do analito
versus area do pico. A partir destas, foi feito o tratamento estatistico
necessario para determinar os valores dos coeficientes de correlacdo e

determinacgao.

5.7.2. — Seletividade
A seletividade desse método foi avaliada através da comparacdo da

matriz isenta da substancia de interesse (branco) e a matriz adicionada com

a substancia de interesse (padrdo).
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5.7.3. — Recuperacao

Para avaliar o percentual de recuperacéo foram preparadas amostras
de agua (100 mL) nas concentracdes 1,0, 2,0 e 20,0 ug/L, as quais foram
submetidas ao procedimento de extracdo por SPE, e os extratos foram
determinados por GC/ECD.

O estudo de recuperacdo foi realizado por meio do uso de
padronizacdo externa. Utilizando-se as equacdes das curvas analiticas
(plotadas individualmente para cada um dos nove HAAS) obtidas conforme
descrito no item 5.7.1. foi feito o célculo da concentracdo de cada HAAs a
partir da area do pico obtida com o auxilio do software GC Solution. A
concentracdo obtida foi entdo aplicada na Eqg. 5, obtendo-se os valores de

recuperacao.

5.7.4. — Limite de detecc¢ao
Os limites de deteccdo foram calculados a partir do método baseado

em parametros da curva analitica.

Foram preparadas sete solugbes nas concentragbes 0,1pg/L para
DCAA, TCAA, DBAA, BCAA e BDCAA, 0,3 pg/L para MBAA e 0,5 pg/L para
MCAA, TBAA e CDBAA, as quais foram analisadas por GC/ECD. Entéo,
dessas 7 aliquotas, temos 7-1=6 graus de liberdade de uma matriz de
branco da amostra com adigdo da menor concentracdo aceitavel do analito.
Para esses graus de liberdade, o valor de t unilateral, para 99% de confianca

€ 3,143 vezes o desvio padrédo da concentracao (s).

5.7.5. — Limite de quantificacao
Procedimentos e critérios similares aos utilizados para o célculo do LD

foram adotados para a determinacédo dos limites de quantificagdo dos HAAs.
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6. — RESULTADOS E DISCUSSAO

Acidos haloacéticos sdo acidos carboxilicos substituidos por grupos
retiradores de elétrons, o que os torna mais acidos. Eles sdo compostos que
apresentam em sua estrutura um hidrogénio ligado a um oxigénio o que
viabiliza a formacdo de ligacbes de hidrogénio intermoleculares. Como
consequéncia HAAs apresentam pontos de ebuli¢cdo relativamente altos (189
- 250 C) e também apresentam-se como compostos pol ares (SOLOMONS
e FRYHLE, 2002; CHANG et al., 2009; RATASUK et al.,2009).

Devido a esse caréater 4cido, hidrofilico e polar € que a determinacao
direta dos acidos haloacéticos é inviavel por cromatografia a gas, pois se
degradam em temperaturas elevadas. Essa degradacdo acontece, pois a
separacdo por cromatografia a gas exige que a amostra em questao
disponha de algumas caracteristicas indispensaveis, tais como: estabilidade
térmica, volatilidade ou semi-volatilidade (CIOLA, 2003).

Dessa forma, para evitar que na separacdo dos HAAs fosse
necesséario fazer derivacdo dos analitos, para que estes apresentem
condicdes favoraveis para serem determinados por GC, optou-se por testar
a viabilidade de eterminacdes utilizando outras técnicas instrumentais. Na
literatura, cromatografia a liquido tem sido usada para separacdo de acidos
haloacéticos sem ser necessaria a derivacdo dos analitos (LOOS e
BARCELO, 2001; LIU e MOU, 2003, 2004-a; KOU et al., 2004; BARRON e
PAULL 2004-a, 2004-b, 2006; BARRON et al., 2005)

6.1. — Cromatografia a liquido

Testes iniciais foram efetuados com a técnica de cromatografia ibnica,
pois 0s analitos apresentam carater hidrofilico e tém valores de pKa
inferiores a 2,87. Eles existem, portanto como anions em agua. Desse modo,
podem ser determinados diretamente por IC (YING-XUE e PING, 2007;
BRUZZONITI et al., 2008). Entédo, procedeu-se a determinacdo dos HAAsS
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sem um prévio tratamento da amostra, ou seja, sem deriva-la. Assim, foram
injetadas as soluc¢des de MCAA (0,1 mg/mL); DCAA (0,1 mg/mL); TCAA (0,1
mg/mL); MBAA (0,1 mg/mL); DBAA (0,1 mg/mL); TBAA (0,02 mg/mL); BCAA
(0,1 mg/mL); BDCAA (0,004 mg/mL) e DBCAA (0,01 mg/mL) em um
cromatdgrafo de ions com deteccdo por condutividade. Mas como IC sofre
interferéncias de outros ions devido ao seu modo de deteccdo ndo seletivo
(URBANSKY, 2000), os cromatogramas obtidos tiveram bastantes
interferéncias de outros anions (cloreto, brometo, sulfato etc.), os quais
dificultaram a determinacdo dos &cidos haloacéticos (RAZPOTNIK et al.,
2003; FU et al., 2008).

As Figuras 7 e 8 evidenciam a pequena diferenca no tempo de
retencdo entre os picos dos ions cloreto e MCAA, bem como dos ions sulfato
e DCAA, dificultando assim a separacdo dos analitos de interesse dos
interferentes, e, consequentemente, a quantificacdo, conforme ja relatado
por FU et al., 2008.

0&8__Jan_ 09 #1 [modified by Carlos] A 1 [ |
16,0 IVE=3
14,0
12_0—_
] MCAA
‘IU.U—_
8.0
6,0
4.0 Cloreto
2,0
Fluoreto Sulfi/N
0,0 .h , (oS _/\.ﬁ,—,__,_’krd&,\/\\
-2.0 . T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 27,0

Figura 7: Cromatograma obtido por IC da solu¢éo padrdo do MCAA (0,1 mg/mL).
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Figura 8: Cromatograma obtido por IC da solu¢éo padrdo do DCAA (0,1 mg/mL).

Depois de realizados os testes usando cromatografia iénica, ainda na
tentativa de ndo acrescentar a etapa de derivacdo da amostra a
determinacdo, tentou-se também fazer a separacdo usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia, pois devido a seu carater polar, HAAs podem ser
determinados por essa técnica(LOOS e BARCELO, 2001).

Desta forma, as solu¢dbes MCAA (0,1 mg/mL); DCAA (0,1 mg/mL);
TCAA (0,1 mg/mL); MBAA (0,1 mg/mL); DBAA (0,1 mg/mL); TBAA (0,02
mg/mL); BCAA (0,1 mg/mL); BDCAA (0,004 mg/mL) e DBCAA (0,01 mg/mL),
foram injetadas no HPLC (Shimadzu) usando uma coluna C18 — Varian,
trabalhando no modo isocratico ACN:H,O (75:25, v/v). Os cromatogramas
obtidos apresentaram tempos de retencdo bastante préximos, favorecendo
desse modo sobreposicbes de picos e conseqientemente ma resolucéo.
Novos testes foram realizados fazendo-se uso de solucdo de tampéao
fosfato:ACN (25:95) no modo isocratico de analise e verificaram-se também
tempos de retengdo muito proximos. Nesses ensaios ainda se tentou a

separacao usando o modo gradiente de eluicdo e os resultados igualmente
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nao foram satisfatérios. Ensaios posteriores foram realizados com fase C8 e
mesma fase mobvel. Mas o0s resultados obtidos também n&o foram

satisfatorios.

Os cromatogramas das Figuras 9 e 10 sdo referentes as injecdes
realizadas com a coluna C18, no modo isocratico ACN:H,O (75:25, v/v), para
apenas dois dos nove HAAs. Assim como eles os sete demais também
apresentam tempos de retencdo muito préximos todos os picos sairam nha

faixa de tempo de 22 — 26 min.
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Figura 9: Cromatograma obtido por HPLC da solucdo padrdo do MCAA (0,1 mg/mL),
usando uma coluna C18, no modo isocratico ACN:H,O (75:25, v/v).
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Figura 10: Cromatograma obtido por HPLC da solucdo padrdo do DCAA (0,1 mg/mL),
usando uma coluna C18, no modo isocratico ACN:H,O (75:25, v/v).

6.2. — Cromatografia a gas

Diante das interferéncias de outros ions quando empregada IC ou das
sobreposic¢oes de picos quando HPLC, optou-se por fazer a anélise por GC,
pois, mesmo que a analise GC necessite a adicdo de etapa de derivacao,
ela oferece a analise sensibilidade suficiente, a qual ndo € proporcionada por
IC ou HPLC.

Como ja aludido, na literatura a determinacdo de haloacéticos por
cromatografia a gas € precedida pela extracdo e derivacdo da amostra que

se da como foi proposto pelo (item 5.4).

Antes de efetuar a extragdo/ derivacdo dos HAAs, adicionou-se
cloreto de amoénio granular a 4gua que em amostras reais tem o objetivo de
converter cloro residual livre em cloro combinado, ndo reagindo futuramente

para formar acidos haloacéticos adicionais em concentracdes significativas,
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além de proteger da degradacao biolégica (USEPA, 2003; PEPICH et al.,
2004).

6.2.1. — Extracao liquido-liquido (LLE)

O ajuste do pH das amostras de agua é feito com o intuito de garantir
0 sucesso da pré-concentracdo. A adicdo imediata do Na,SO, tem a
finalidade de aumentar a forca ibnica da fase aquosa e favorecer o
deslocamento dos HAAs para a fase organica. Além disso, a adicdo desse
sal também diminui a solubilidade do MTBE na fase aquosa e permite uma

maior recuperacao volumétrica do extrato.

O metanol acidificado é adicionado ao extrato etéreo. A reacdo entre
o acido carboxilico e o0 MeOH ¢ favorecida pela adicdo do acido sulfurico,
porque o H,SO, mantém o acido carboxilico na forma acida para que seja
atacado pelo nucledfilo e entdo formem os derivados. Para acelerar essa
reacao de metilagdo, emprega-se o aquecimento. O tempo e temperatura de
reacao devem ser cuidadosamente controlados, mesmo que o aumento da
temperatura resulte em um aumento na eficiéncia de metilacdo, deve ser
mantida inferior a 55 °C, pois esta é a temperatura em que o MTBE entra em
ebulicdo. Entdo, a temperatura reacional € mantida a 50C para evitar
perdas de solvente (DOMINO et al., 2004).

Apés a derivacdo da solucdo padrdo obteve-se o cromatograma da
Figura 11. Neste pode-se verificar a presenca dos nove picos
correspondentes aos nove &acidos haloacéticos, dado constatado pela
comparacdo com seus tempos de retencdo obtidos de derivacdes

individuais.
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Figura 11: Cromatograma obtido por GC-ECD da solucdo padrédo dos HAAs (derivada) (100
Mg/L), usando uma coluna Rtx®-5Sil MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), temperatura de
injecdo 150 °C, temperatura do forno 50 °C e temperatura do detector 330 °C. Identificacdo
dos picos cromatograficos 1) MCAA,; 2) DBCAA,; 3) MBAA; 4) DCAA; 5) TBAA; 6) TCAA; 7)
BCAA; 8) DBAA; 9) BDCAA.

As mesmas condicdes e procedimentos para derivar a amostra
também foram usadas para o preparo do branco do método (Figura 12).
Esse foi realizado com o intuito de avaliar se os solventes e materiais
utiizados no procedimento de extracdo, derivacdo e determinacéo
apresentam picos interferentes nos tempos de retencdo ou proximo deles
que pudessem interferir na quantificacdo. E pela comparagéo da Figura 12
com a 11 pode-se evidenciar que nenhum interferente eluiu no tempo ou
proximo do tempo de eluicdo dos analitos, confirmando dessa maneira a
auséncia de interferentes oriundos de solventes ou materiais usados durante

o procedimento desenvolvido.
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Figura 12: Cromatograma obtido por GC-ECD para o branco do método, usando uma
coluna Rtx®-5Sil MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), temperatura de injecdo 150 °C,

temperatura do forno 50 °C e temperatura do detector 330 °C.

6.2.2. — Extracdo em fase solida (SPE)
Os mecanismos de separacdo em SPE sdo os mesmos da

cromatografia a liquido; como consequUéncia, as fases solidas empregadas
em SPE sdo as mesmas empregadas em cromatografia a liquido de baixa
pressdo. A escolha da fase solida apropriada depende da natureza do
analito de interesse e da matriz na qual ele se encontra (LANCAS, 2004 - a).
Os HAAs sao acidos moderadamente fortes, portanto dissociam-se quase
completamente (>99%) para ions haloacéticos sob condi¢cBes tipicas de
agua tratada (pH>6). Desta forma, o mecanismo de troca ibnica foi utilizado
na extracdo dos HAAs da agua (MARTINEZ et al., 1998; LIU e MOU, 2004-

a).

A troca ibnica €, geralmente, empregada em SPE para o isolamento
de analitos de carater 4cido ou basico presentes em solu¢des aquosas. Os
compostos sdo usualmente retidos por intermédio da fase solida, consistindo
de um trocador forte de cétions (SCX) aprisionado a estrutura basica da
silica, enquanto os compostos acidos, a exemplo dos acidos haloacéticos,
sao retidos por trocadores fortes de anions (SAX) (LANCAS, 2004-a).
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6.2.2.1. — Selecao da fase sdlida
Trés fases SAX foram avaliadas para extracdo dos HAAs em agua.

Cartuchos comercialmente disponiveis foram avaliados DISCOVERY DSC-
SAX, 6 mL, 500 mg (Supelco, USA); SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH,,
6mL, 500 mg (Supelco, USA) e SUPELCLEAN SAX-PSA, 6 mL, 500 mg
(Supelco, USA). Destes, aquele que apresentou melhores resultados na
extragdo dos analitos alvo foi o SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH,. As
Figuras de 13 a 18 apresentam os cromatogramas obtidos para 0s ensaios

de extracao utilizando estas fases trocadoras.

Tjﬁlmﬂ:gm
DISCOVERY DSC-5AX

EE’\E

25 50 15 100 125 150 175 200 25 250 min

Figura 13: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD da solu¢&o padrdo dos HAAs (derivada)
(100 pg/L), usando o cartucho Discovery DSC-SAX (6 mL). Identificacdo dos picos
cromatograficos 1) MCAA; 2) DBCAA; 3) MBAA; 4) DCAA,; 5) TBAA; 6) TCAA; 7) BCAA; 8)
DBAA; 9) BDCAA.
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Figura 14: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD para o branco do método, usando o

25 50 15 1000 125 15.0 175 200 25 250 min

cartucho Discovery DSC-SAX (6 mL).
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Thass’ SUPELCLEAN SAX-PSA

215

25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 min

Figura 15: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD da solu¢&o padrdo dos HAAs (derivada)
(100ug/L), usando o cartucho Supelclean SAX-PSA (6 mL). ldentificacdo dos picos
cromatograficos 1) MCAA; 2) DBCAA; 3) MBAA; 4) DCAA,; 5) TBAA; 6) TCAA; 7) BCAA; 8)

DBAA,; 9) BDCAA.
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Figura 16: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD para o branco do método, usando o
cartucho Supelclean SAX-PSA (6 mL).
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Figura 17: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD da solu¢&o padrdo dos HAAs (derivada)
(100 ug/L), usando o cartucho Supelclean ENVI-CARB/LC-NH, (6 mL). Identificacdo dos
picos cromatograficos 1) MCAA; 2) DBCAA; 3) MBAA; 4) DCAA; 5) TBAA; 6) TCAA; 7)
BCAA; 8) DBAA; 9) BDCAA.
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SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH,

)

Figura 18: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD para o branco do método, usando o
cartucho Supelclean ENVI-CARB/LC-NH, (6 mL).

25 50 15 1000 125 150 175 200 25 250 min

A Figura 19 apresenta a comparacdo das areas obtidas para cada
HAA (100 pg/L), quando usado cada cartucho. Com excecédo do DCAA e do
BDCAA, todos apresentaram maiores area quando extraidos utilizando o
cartucho ENVI-CARB/LC-NHa.

49



Discovery Supelclean  Envicarh

Cartucho

Discovery Supelclean  Envicarh

Cartucho

MCAA DCAA TCAA
0000 3000000 2500000
350000
340000 - 2500000 1 2000000 +
50000 - 2000000 + 150000 -
5 320000 | g 1500000 g
310000 1 1000000 - Aot
300000 500000 - 500000
290000 .
280000 - 0
Discovery Supelclean ~ Envicarb Discovery  Supelclean  Envicarb Dscovery — Supelcean~ Envicarh
Cartucho Cartucho Cartucho
MBAA DBAA TBAA
000 1000000 14000
300000 - a0 - 120 1
250000 - 10200
g 00 : 600000 - : 800
¢ 150000 < 400000 - < -
100000
ey 200000 - 400
2000 -
0 )
0 .
Discovery ~ Supelcean ~ Envica Discovery ~ Supelclean ~ Envicarb Dicove,  Supelden Enicar
Cartcho (artucho Cattucho
1200000
150000 30000
1000000 - 25000 -
800000 o 100000 o 20000 -
]
g 600000 - g g 15000 -
400000 | 0000 1 10000 -
200000 - a 5000
0- 0

Discovery Supelclean  Envicarh

Cartucho

Figura 19: Comparacdo das areas obtidas quando utilizados os cartuchos: DISCOVERY
DSC-SAX, SUPELCLEAN SAX-PSA e SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH, na extragao dos
HAAs da agua.
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6.2.2.2. — Condicionamento e purificacdo do cartucho de SPE
Ha dois principais motivos para a realizacdo do condicionamento e

purificagdo da resina de troca i0nica. Primeiro as resinas sao
frequentemente feitas por processos de fabricacdo que as deixa contendo
altos niveis de impurezas organicas e inorganicas. Essas devem ser
removidas da resina para prevenir interferéncias na analise. E segundo,
porque as resinas devem ser convertidas na forma requerida para analise
(HOWARD e STATHAM, 1997).

As resinas anibnicas sdo normalmente lavadas com agua e entao
tratadas com uma solucdo de alta concentracdo de um anion que seré ligado
a resina. Essa pode ser, por exemplo, uma solu¢do de hidroxido de sodio
(1M) para converter a resina para a “forma hidroxido” (HOWARD e
STATHAM, 1997).

Os cartuchos utilizados nesse estudo como trocadores idnicos de
SPE foram purificados e condicionados, conforme propde o Método EPA
552.1, com uma seqiéncia de solventes. A passagem dessa série de
solvente tem a finalidade de ativar o material existente dentro do cartucho e
remover possiveis contaminantes no adsorvente (SADIA e PAUZI, 2009).

6.2.2.3. — Carregamento da amostra
As amostras de agua sdo ajustados para pH 5 +0,5 usando &cido

sulfarico para melhor retencéo dos acidos haloacéticos na fase e elui¢cdo ou
precipitagcdo dos demais compostos. A transferéncia das amostras para o
cartucho deve ser feita de forma quantitativa. A amostra € entdo percolada
através do cartucho usando um sistema manifold para SPE. Nessa etapa o
fluxo foi de = 2 mL/min. Segundo recomendag¢Oes do fabricante o fluxo
nunca deve ser superior a 5 mL/min, ja que alguns compostos podem ser
afetados por essa alta taxa de fluxo. Considerando que as interacdes em
troca ibnica sdo acentuadamente mais lentas que aquelas ocorrentes em

processos de particAo empregando-se silica quimicamente ligada com
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grupos polares (“fase normal”) ou grupos apolares (“fase reversa”), nessa
modalidade o fluxo deve ser reduzido (LANCAS, 2004 - a).

6.2.2.4. — Lavagem
A lavagem foi realizada com 10 mL de metanol que além de remover

possiveis contaminantes, também é utilizado para secagem da resina.

6.2.2.5. — Eluicao e derivacéo
Os HAAs retidos na fase foram eluidos com pequeno volume (5 mL)

de metanol acidificado, que além de eluente € também o agente de
derivacdo dos acidos haloacéticos. Ao eluato recolhido foi adicionado
solvente orgéanico imiscivel (MTBE) para extracdo dos HAAs.

6.2.2.6. — Derivacéo da amostra
A derivacdo de acidos haloacéticos fez-se necessaria, porque esses

analitos apresentam caracteristicas inadequadas a serem determinados
diretamente por cromatografia a gas. Dessa forma, eles sdo convertidos
para espécies com menor polaridade e maior volatilidade para satisfazer as
condi¢cbes de analise por GC. Dessa forma, os HAAs foram derivados para

ésteres metilicos.

Apés a etapa de derivacdo, os &cidos haloacéticos metilados foram
extraidos na fase organica cuidadosamente, para que estes ndo apresentem
nenhum traco de agua, ja que a presenca desta na amostra pode hidrolisar

os ésteres formados para acido e alcool (MA e CHIANG, 2005).

A Figura 20 apresenta um cromatograma obtido quando se fez o uso
do cartucho SUPELCLEAN ENVI-CARB/LC-NH; na extracdo dos HAAs da

agua, utilizando as condi¢cdes cromatograficas otimizadas (Tabela 2).
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Figura 20: Cromatograma obtido por SPE-GC-ECD da solucdo dos HAAs (derivada) (100
Mg/L) nas condicBes descritas na Tabela 2 usando o cartucho SUPELCLEAN ENVI-
CARB/LC-NH, (6 mL). Identificacdo dos picos cromatograficos 1) MCAA; 2) DBCAA; 3)
MBAA; 4) DCAA; 5) TBAA; 6) TCAA; 7) BCAA; 8) DBAA; 9) BDCAA.

6.3. — Validacdo do procedimento analitico

Depois de obtidas as condicbes para extracdo dos acidos
haloacéticos da agua e as melhores condi¢cdes cromatograficas para sua
determinacdo procedeu-se com a validacdo do método. Para isso fez-se uso
dos parametros: curva analitica, seletividade, recuperacdo, limite de

deteccao e limite de quantificacao.

6.3.1 — Curva analitica
Os analitos em estudo foram quantificados utilizando-se o método da

padronizacdo externa. As curvas analiticas obtidas para as solu¢des dos
nove HAAs nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 50,0 ug/L

estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Equacdo da reta, coeficientes de correlacdo e determinacdo obtidos para a
determinacdo dos HAAs.

MCAA v =990,63x - 946,21 0,996 0,992
DCAA v =6293,9x + 15265 0,998 0,997
TCAA vy =14760x + 51579 0,999 0,998
MBAA v = 4506,6x + 4174,3 0,996 0,992
DBAA vy =7896,6x + 17186 0,998 0,996
TBAA vy =550,23x + 1377 0,995 0,990
BCAA vy =283425x + 17340 0,998 0,996
BDCAA v =8717,1x + 45949 0,997 0,994
DBCAA v =413,71x + 2186,7 0,983 0,966

De acordo com as equacbes da reta para 0s nove acidos
haloacéticos, o método mostra-se linear e adequado para a determinacao
dos analito em estudo. Os coeficientes de correlacdo (r) sdo superiores a
0,98, evidenciando um ajuste satisfatério no intervalo de 0,5 a 50 pg/L
(RIBANI et al., 2004).

6.3.2 — Seletividade
A seletividade foi avaliada continuamente durante todo o periodo de

desenvolvimento. Essa foi monitorada através da comparacao do branco do
método com as amostras contendo os HAAs. E a partir desta constatou-se
que nenhum pico interferente eluiu no tempo de retencdo dos analitos,
conforme foi mostrado nas Figuras 12, 14, 16 e 18.

6.3.3 — Recuperacéao

Os valores encontrados para os testes de recuperacdo estédo
expostos na Tabela 4. Esses s&o considerados satisfatorios, pois
encontram-se na faixa aceitdvel (70 — 130%) conforme propde o Método
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EPA 552.1. Com excec¢do do &cido tricloroacético, do acido tribromoacético,
e do acido bromodicloroacético que se encontram fora dessa faixa.

6.3.4 — Limites de deteccédo e quantificacéo

Tabela 4: Valores obtidos para o LD e LQ e recuperagcdes do procedimento na
determinacao dos HAAs.

MCAA 1,3 3,9 104
DCAA 0,9 2.8 69
TCAA 0,4 1,2 179
MBAA 0,5 1,7 121
DBAA 0,6 1,9 114
TBAA 2.1 6,6 157
BCAA 0,5 1,7 103
BDCAA 0,08 0,2 67
DBCAA 6,8 21,6 108

O Método EPA 552.1 é aprovado apenas para seis dos nove
componentes da familia dos HAAs (MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA e
BCAA). Os limites de deteccao obtidos por esse método (EPA 552.1) para
os seis HAAs estao na faixa 0,2 — 1,0 pg/L. Ja o método desenvolvido
obteve limites de deteccdo para esses 6 HAAs na faixa 0,4 — 1,3 pg/L e LD
iguais a 2,1; 0,08 e 6,8 ug/L para TBAA, BDCAA e DBCAA respectivamente,

para os analitos que ndo séao citados pelo Método EPA 552.1.
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7 — CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia ou
cromatografia idnica é inviavel, pois estas técnicas nao ofereceram
sensibilidade suficiente & determinacdo. Dessa forma, a determinacdo dos
HAAs foi eficientemente realizada por Cromatografia a gas com detector por
captura de elétrons. No entanto, andlise direta por CG mostrou-se inviavel
devido a natureza polar e a acidez dos HAAs. Assim, foi necessario que 0s
analitos fossem extraidos e derivados para ésteres, 0s quais apresentam

caracteristicas adequadas para serem determinados por CG.

As condi¢cdes cromatograficas para andlise foram estabelecidas por
cromatografia a gas com detector por captura de elétrons. E a
extracdo/derivacao foi realizada por SPE segundo o Método EPA 552.1.

O presente método apresenta boa linearidade na faixa de 0,5 a 50,0
Hg/L com coeficientes de correlacao (r) entre 0,98 — 0,99. Os valores médios
de recuperacao obtidos estiveram dentro da faixa aceitavel (70-130%) para
seis dos nove HAAs. Os limite de deteccdo encontrados para os acidos
haloacéticos nesse trabalho foram comparaveis com aqueles obtidos pelo
Método EPA 552.1, estes variaram entre 0,08 — 6,8 pg/L para os nove HAAs.

Os resultados encontrados déao evidéncia de que o método pode ser
utilizado na determinacdo dos 4cidos haloacéticos em agua. Esta pesquisa é
de grande relevancia, pois, até o presente, ndo ha no Brasil regulamentacao

indicando o MCL desses compostos em agua.
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8 — PERSPECTIVA FUTURA

Para concluir o trabalho de desenvolvimento de método analitico para
determinacdo simultdnea de residuos dos é&cidos haloacéticos em agua
tratada com cloro e/ ou derivados, o método sera aplicado em amostras de

agua reais da cidade de Aracaju/ SE.
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