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RESUMO

O cloro é o principal oxidante utilizado nas estacfes de tratamento de agua (ETASs) brasileiras, devido ao seu
baixo custo, facil manuseio, residual persistente e por apresentar inimeros beneficios no controle de patdgenos.
Entretanto, estudos mostram que 0 uso do mesmo pode contribuir para a formacdo de subprodutos organicos
halogenados (SOHSs) indesejados, como os acidos haloacéticos (AHAS), os quais sdo considerados como a
segunda classe de SOHs com maior ocorréncia em aguas de abastecimento. Na literatura, ha relatos que
relacionam as espécies de AHAs com doencas como o cancer e problemas na gestacdo, além de efeitos
toxicoldgicos e presenca de tumores no figado, rins e intestino em cobaias. Nesse contexto, € importante a
validacdo de um método analitico que possibilite a detec¢do e quantificacdo desses compostos, visto que
formam um grupo de substancias de interesse para gerenciadores das estagdes de tratamento de agua, vigilancia
da qualidade da 4gua e comunidade cientifica.

Desse modo, o presente trabalho consiste na validacdo analitica de um método de quantificacdo de AHAs por
extracéo liquido-liquido (ELL) com andlises através de um cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de
massas (CG-EM), como alternativa ao usual método de andlise por deteccdo de captura eletrdnica (DCE). A
validacdo do método ELL-CG-EM foi possivel e apresentou excelentes resultados, demonstrando que o
detector EM pode ser usado como uma alternativa ao DCE na quantificagdo de AHAs, devido a alta resolugéo,
sensibilidade e precisdo nas mediadas de massas. Ainda, 0 método apresentou menor interferéncia na resposta
de algumas espécies de AHAs devido ao uso do H,SO4 destilado.

PALAVRAS-CHAVE: Acidos haloacéticos, Validagdo de Método Analitico, Extracdo Liquido-Liquido,
Cromatografia gasosa, Espectrometria de Massas.

INTRODUCAO

No Brasil, as aguas destinadas ao consumo humano devem estar de acordo com determinadas caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas e radioldgicas para que possa atender ao padrdo de potabilidade estabelecido pela
Portaria da Consolidagdo n° 5 de 28 de setembro de 2017, do Ministério da Saide (BRASIL, 2017). Além
disso, a agua precisa também ser submetida a processos de desinfeccdo para a inativagdo de microrganismos
patogénicos. O produto usado no processo de desinfecgdo é escolhido com base em diversos fatores, como a
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quantidade necessaria de reagente, facilidade de operagéo, custo e seguranca (LEAO, 2008). O agente oxidante
mais amplamente utilizado é o cloro, devido ao seu baixo custo, praticidade de aplicagdo, residual persistente e
efetividade na inativacdo de microrganismos patogénicos quando comparado aos demais agentes oxidantes
(FERREIRA FILHO; SAKAGUTI; 2008).

Apesar dos heneficios do uso do cloro, principalmente com relagdo ao controle de patdgenos, estudos mostram
que seu uso pode contribuir para a formagdo de subprodutos orgénicos halogenados (SOHSs) indesejados, como
os 4cidos haloacéticos (AHASs), quando hé presenca de matéria organica na 4gua (BUTIAOQ, 2011; LIMA,
2014; CARDADOR; SALGUERO; GALLEGO, 2015). Os AHAs representam um dos SOHs que ocorrem
mais frequentemente em aguas de abastecimento. Tais compostos sdo derivados do &cido acético, onde os
hidrogénios do grupo metilo podem ser substituidos por cloro e/ou bromo e iodo, ocasionando a formagéo de
diferentes espécies: acidos monocloroacético (MCAA), monobromoacético (MBAA), dicloroacético (DCAA),
dibromoacético (DBAA), tricloroacético (TCAA), tribromoacético (TBAA), bromocloroacético (BCAA),
dibromocloroacético (DBCAA), bromodicloroacético (BDCAA), cloroiodoacético (CIAA), bromoiodoacético
(BIAA) e diiodoacético (DIAA) (CARDADOR; SALGUERO; GALLEGO, 2015).

Os subprodutos em questdo foram regulamentados pela primeira vez pela Portaria 2.914, com valor maximo
permitido de 80 pg.L?', o qual corresponde ao somatério dos acidos monocloroacético (MCAA),
monobromoacético (MBAA), dicloroacético (DCAA), tricloroacético (TCAA), bromocloroacético (BCAA),
dibromoacético (DBAA), bromodicloroacético (BDCAA) e 2,2 — dicloropropidnico (DALAPON) (LIMA,
2014). Ha estudos que indicam que tais compostos apresentam aspectos toxicologicos e, portanto, riscos a
salide humana quando presentes em aguas destinadas ao consumo da populagdo. Algumas espécies de AHAs
tém sido associadas com doengas como cancer; efeitos nos rins, baco e figado; e resultados adversos quando
expostos durante a gravidez, como ma formacdo embrionaria, mutacdo, retardamento do crescimento, aborto
espontaneo e defeitos cardiacos congénitos (USEPA, 1996; WHO, 2011; USEPA, 2012; LIU; MOU, 2004;
PORTER et al., 2005; BAYTAK et al., 2008; LEE et al., 2013; GRELLIER et al., 2015).

Os SOHs, de modo geral, podem ser determinados pela técnica de cromatografia, e é recomendado uma etapa
de pré-concentracdo por estarem em baixas concentra¢fes. Ainda, tais subprodutos podem ser isolados da
matriz aquosa por diversas técnicas, como extracdo liquido-liquido (ELL), headspace (HS) e purge and trap
(P&T), seguidas pela determinacdo por cromatografia a gés por captura eletrénica (CG-DCE) ou
cromatografia a g&s acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (USEPA, 1995a; USEPA, 1995b;
NIKOLAOU et al., 2002; CULEA; COZAR; RISTOIU, 2006; PEREIRA, 2007; PAVON et al., 2008;
SANCHEZ; CAPOTE; LUQUE DE CASTRO, 2008; LEITE, 2009; ALLARD et al., 2012). No caso dos
AHAs, por ndo serem volateis, é necessario uma etapa prévia de derivatizacdo (USEPA, 1995b; XIE et al.,
1998; XIE, 2001; XIE et al., 2002; LIU; MOU, 2004; SCHUCK, 2004; SILVA, 2010).

O presente trabalho contém o desenvolvimento, otimizacéo e validagdo de métodos analiticos simples, sensiveis
e com espago de resposta mais curto, que sao caracteristicas essenciais para 0 monitoramento de AHAs, que foi
recentemente incluido no padrao de potabilidade brasileiro. A validagdo do método de ELL e analises em CG-
EM foi possivel e apresentou resultados satisfatorios, com menor interferéncia em algumas espécies de AHAS,
Otimas respostas nos parametros analisados, fazendo com que detector usado para as analises (EM) seja uma
alternativa aos tradicionais DCE.

O desenvolvimento desse trabalho contou com apoio da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJIM), da Fundagdo Nacional da Saide (FUNASA) e da Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas
Gerais (FAPEMIG).

MATERIAIS E METODOS

Para a validagdo dos compostos, foi necessario observar alguns pardmetros essenciais, como a
proporcionalidade entre a resposta da area de cada composto analisado e a concentragdo (curva de calibracéo e
linearidade), limite de deteccéo (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo, seletividade e exatiddo (RIBANI
et al., 2004; ZANCHETTA,; PENA; GONCALVES., 2015; INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).
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A Portaria da Consolida¢do n° 5 estabelece que o somatério das concentragdes de MCAA, DCAA, TCAA,
MBAA, BCAA, DBAA, BDCAA e DALAPON nio deve ultrapassar 80 ug.L™. Como néo foi possivel obter
um padrdo que envolvesse apenas 0s compostos determinados pela portaria vigente, fez-se a aquisicdo de um
padrdo contendo as nove espécies de AHAs em que 0s compostos de monitoramento obrigat6rio pudessem
estar inseridos. Foram adquiridos padrdes com certificados de pureza cromatografica de AHAs (MCAA,
MBAA, DCAA, DBAA, TCAA, TBAA, BCAA, DBCAA e BDCAA) (4-7787, TraceCERT®) e do padréo
interno 1,2,3 — tricloropropano (47669-U, TraceCERT®), ambos diluidos em éter metil terc-butilico (MTBE,
methyl tert-butyl ether) da marca Sigma. Para a ELL, foram adquiridos metanol (646377), MTBE (34875),
também da Sigma, acido sulfirico destilado (obtido através do destilador sub-ferroso de quartzo Kurner —
Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha, para aumento de pureza), Na,SO4 e CuSO4 (agentes secantes da fase
orgénica) e NaHCO:s.

O método usado para determinacdo cromatogréfica foi baseado nas recomendacbes da USEPA 552.2
(USEPA,1995b) e 552.3 (USEPA, 2003). Foi necessario realizar uma etapa de derivatizacdo para transformar
os acidos carboxilicos em ésteres, que é um procedimento efetuado por uma metilagdo &cida. Como as
concentragdes originais dos padrdes obtidos séo elevadas, diluigdes foram necessarias. Diluicdes em MTBE do
padrdo de AHAs (200-2000 pg.L ) foram realizadas nas seguintes concentragdes: 200 ug.L™", TCAA e DBAA,
400 pg.Lt, MBAA, BCAA e BDCAA, 600 ug.L?, MCAA e DCAA; 1000 pg.L, DBCAA; 2000 ug.L?,
TBAA, assim como o padréo interno 1,2,3 — tricloropropano (1000 pg.L™?).

Em balbes volumétricos alongados, foram adicionadas aliquotas de 25 e 50 mL de &gua isenta de compostos
organicos volateis em concentracdes diferentes, que variaram de 200 pg.L? (referente as menores
concentracdes, TCAA e DBAA) a 2000 ng.L? (correspondente a maior concentragdo, TBAA) e, em seguida,
foram realizadas a ELL e derivatizacdo para a escolha da melhor sensibilidade e, também, identificacdo
preliminar dos tempos de retencdo livre de interferéncias dos compostos em relacdo ao volume da aliquota. Foi
gerado o cromatograma modo TIC (total ion current, respostas correspondentes a todas as substancias
eluidas), com as respostas da sensibilidade (intensidade) das noves espécies de AHASs contidas no padrdo e do
1,2,3 - tricloropropano, além de cada modo SIR (selected ion recording, construido a partir do TIC mas
usando apenas fragmentos dos compostos de interesse) separadamente. Para minimizar possiveis interferéncias
nas respostas de algumas espécies observadas nestas primeiras corridas cromatograficas, também relatados por
Xie (2001), procedeu-se a destilagdo 0 H2SOa.

Através de ensaios de sensibilidade, escolheu-se o volume de 50 mL para o0 processo de extragdo e
derivatizacdo, e posteriormente, elaboracdo da curva de calibragcdo e procedimento de validacdo a partir dos
melhores resultados apresentados. Desse modo, foram definidos seis (p=6, para curva de calibracdo) e oito
(p=8, linearidade) pontos em concentracdes distintas para cada espécie de AHA em triplicata (n=3):
e MCAA: 6, 12, 18, 24, 30, 45 ug.L%; 240 ¢ 300 pg.LL;
MBAA: 4, 8, 12, 16, 20, 30 pg.L%; 160 € 200 pg.L?;
DCAA: 6, 12, 18, 24, 30, 45 png.L%; 240 e 300 ng L™,
TCAA: 2,4,6,8,10, 15 pg.L™%; 80 ¢ 100 pg.L™;
BCAA: 4, 8, 12, 16, 20, 30 ug.L%; 160 € 200 pg.L?;
DBAA: 2, 6, 8, 15, 40, 60 pg.L'%; 80 ¢ 100 pg.L?;
BDCAA: 4, 12, 16, 20, 80, 120 pg.L%; 160 e 200 pg.L?;
DBCAA: 10, 30, 40, 50, 200, 300 pg.L*; 400 e 500 pg.L?;
TBAA: 20, 40, 60, 80, 100, 600 pg.L%; e 800 ¢ 1000 pg.L™,

Assim, para a extracdo em cada concentracdo e do branco (n=10, sem adicdo de concentracdes de AHAS), as
aliquotas foram transferidas para os baldes volumétricos alongados de 50 mL e logo apés foram adicionados o
volume de 500 uL do padréo interno 1,2,3 — tricloropropano (através da diluicio do padrdo para 20 pg.mL™).
Posteriormente, a amostra foi acidificada com 1 mL de H»SO4 destilado e acrescentou-se 2 g de CuSQO4, 16 g
de Na;SO4 e 3,5 mL de MTBE (resfriado) para posterior agitagdo por 3 min para ser resfriado em geladeira a 4
°C por 5 min para a separacdo de fases. Como esse procedimento ocasiona uma rea¢do exotérmica, o
resfriamento é muito importante para que ndo ocorra perdas dos compostos na amostra, conforme apresentado
na Figura 1.
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Fase orginica

T ———

Fase aguosa

Figura 1: Separacgdo de fases durante o procedimento de extracao.

Para a etapa seguinte, derivatizagdo, transferiu-se 2 mL da fase orgéanica para um frasco ambar de tampa
rosqueavel, no qual foi adicionado 1 mL de solugdo acida de metanol 10% (utilizando-se H,SO4 destilado).
Depois de fechado, o ambar foi mantido sob aquecimento imerso em agua a 50 °C por 2 h. Em seguida, foi
resfriado e adicionou-se 4 mL de solucdo saturada de NaHCO3; em incrementos de 1 mL e depois agitado
durante 3 min, seguindo pelo mesmo tempo de repouso em freezer. O extrato obtido, conforme Figura 2, foi
transferido para um frasco vial de 2 mL e armazenado em freezer a -4 °C (validade analitica de 14 dias), e um
volume de 3,5 pL foi injetado no CG-EM. As informagdes obtidas foram usadas para levantamento dos
parametros para validagdo do método.

Extrato obtido

i . 3
Figura 2: Extrato obtido através da derivatizagcdo da amostra.

Para as analises dos compostos, utilizou-se um sistema CG-EM CLARUS 680 SQ 8PerkinElmer (USA) nas
seguintes condi¢Bes: volume de extrato injetado: 1,0 pL; modo de injecéo: splitless; temperatura do injetor: 280
°C; coluna capilar ZEBRON ZB - 5MS 30M x 0,25MM x 0,25 pM Fase G27 — 5% Polilarileno — 95%
Polidimetilsiloxano; programacéo do forno: 30 °C por 8 min, com taxa de aquecimento de 2 °C.min até 35 °C,
seguido de aquecimento de 5 °C.min até 90 °C; acompanhado de aquecimento de 20 °C.min até 200 °C; géas
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de arraste usado foi Hélio, com grau de pureza 99,9995 % (Air Products); fluxo do gas de arraste: 1,2 mL.min®
! (constante). Ja o EM foi usado nas seguintes condices: tempo de corte do solvente: 2,7 min; velocidade de
aquisicdo: 0,5 s.scan; modo de ionizagdo: Impacto eletrénico 70 eV; intervalo de leitura m/z: 50 a 260 u.m.a.;
temperatura do trap: 210 °C; temperatura do Manifold: 70 °C; temperatura da linha de transferéncia: 250 °C.

RESULTADOS OBTIDOS

A

otimizacdo das condicOes de extracdo foram feitas com base nas metodologias de USEPA 552.2 (USEPA,

1995b), USEPA 552.3 (USEPA, 2003), Xie (2001), Xie et al., (2002), Schuck (2004) e Silva (2010). Na
literatura ha relatos e interferéncias observadas nas etapas de extracdo e derivatizacdo, principalmente para o

M

CAA e espécies bromadas, justificadas conforme Xie (2001), devido a reagdes quimicas com impurezas em

ambas etapas por metilacao acida. Desse modo, para evita-las, realizou-se a destilacdo do H,SO. para aumentar

Su

a pureza durante o processo de validagdo. Apds essa etapa foram realizados ensaios para determinar o

volume da amostra para verificacdo da recuperacdo analitica e padronizacdo do procedimento, através da
intensidade do sinal. Assim, observou-se que 50 mL era o volume ideal pois obteve-se melhor resposta
detectada pelo CG-EM que o volume de 25 mL.

Para a otimizacdo das condicGes cromatograficas, foram realizadas seis extragBes dos parametros iniciais da
rampa da corrida cromatografica do método para identificacdo da presenca dos AHASs, tendo como referéncias
valores monitorados por Xie (2001). Depois de identificar as massas (m/z), fez-se a otimizacdo da rampa nos
modos TIC e SIR para separagdo do MCAA, DCAA, TCAA, MBAA, DBAA, TBAA, DCAA, DBCAA e
BDCAA, além do padrdo interno 1,2,3 — tricloropropano. As Figuras 3 e 4 mostram o0 cromatograma nos
modos TIC e SIR, respectivamente, inclusive do padréo interno, obtida por injecdo a partir de uma extracdo na
concentragdo variada de AHAs (80-800 pg.L™).

Gror
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o
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TIC
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15,60 (P}
1535 (BOAA)

11,21 (DCAM)Y

i 24 62 (TRAA)
! p 10,49 (MBAA;
" 6.91 (MCAA) ¢ ¥ s 18,10 24.81
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)l h | i
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Figura 3: Cromatograma modo TIC da otimizacédo da rampa dos AHAs, inclusive do padréo interno
1,2,3 —tricloropropano a partir da extragdo de um padrao na concentracéo 80-800 pg.L .
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Figura 4: Cromatogramas modo TIC e SIR da otimizacdo da rampa dos AHAs, inclusive o padréo
interno 1,2,3 — tricloropropano, obtido por injecéo a partir de uma extragéo na concentracdo 80-800
ng.L! (A-SIR 2, MCAA; B - SIR 3, MBAA; C-SIR 4, DCAA; D-SIR 5, TCAA; E - SIR 6, BCAA;
F-SIR 7, 1,2,3 —tricloropropano; G — SIR 8, DBAA; H - SIR 9, BDCAA; | - SIR 10, DBCAA; J-SIR
11, TBAA).
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A sequéncia dos AHAs obtida na corrida cromatografica, apresentada na Tabela 1, é justificada devido os
compostos apresentarem caracteristicas quimicas diferentes. O MCAA foi o primeiro detectado por apresentar
menor massa molar, por outro lado o TBAA foi o Gltimo pois apresenta maior massa molar que as demais
espécies. Outras respostas observadas na corrida no modo TIC sdo provenientes das interagdes fisicas com a
composicdo da coluna, o que ndo influencia na sensibilidade do método.

Tabela 1: Tempo de retencdo e ions monitorados (m/z) dos AHAs.

Acido Haloacético m/z ret-g ﬁ?;;o(crjnﬁn)
MCAA 59 6,91
DCAA 59 10,49
MBAA 59 11,21
TCAA 59 14,98
BCAA 59 15,35

1,2,3 - tricloropronano 75 15,60
DBAA 59 18,59
BDCAA 59 18,76
DBCAA 59 22,07
TBAA 59 24,62

As Tabelas 2 a 8 apresentam os valores dos pardmetros de validagdo, linearidade, precisdo, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo e exatiddo obtidos para a curva analitica.

Tabela 2: Regressdes lineares das espécies MCAA, MBAA e DCAA obtidas pelas curvas de calibragéo.

Regresséo Linear MCAA MBAA DCAA

Equacéo Equacéo Equacéo

Curva de calibragéo
Y =-0,147+0,024* X Y =-0,026 + 0,010 * X Y =-0,087 + 0,059 * X

Curva de calibragéo Equagdo Equacéo Equag&o
Linearidade Y =-0,142 + 0,024 * X Y =-0,026 + 0,010 * X Y =-0,087 + 0,059 * X

Tabela 3: Regressdes lineares das espécies TCAA, BCAA e DBAA obtidas pelas curvas de calibragéo.

Regresséo Linear TCAA BCAA DBAA

Equacéo Equacéo Equacéo

Curva de calibragéo
Y =-0,005 + 0,033 * X Y =-0,075 + 0,032*X Y =-0,077 + 0,027*X

Curva de calibracéo Equagdo Equacéo Equag&o
Linearidade Y =-0,005 + 0,033 * X Y =-0,132 + 0,036*X Y =-0,077 + 0,027*X

Tabela 4: Regressdes lineares das espécies BDCAA, DBCAA e TBAA obtidas pelas curvas de calibracéo.

Regresséo Linear BDCAA DBCAA TBAA

Equacéo Equacéo Equacéo

Curva de calibragéo
Y =-0,085 + 0,008*X Y =-0,077 + 0,003*X Y =-0,061 + 0,001*X

Curva de calibracéo Equagdo Equacéo Equagéo
Linearidade Y =-0,085 + 0,009*X Y =-0,077 + 0,003*X Y =-0,061 + 0,001*X

ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7
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Tabela 5: Coeficientes de correlacdo (R) obtidos para as curvas de calibracdo em concentracgdes
diferentes de AHAs.

Concentracdo Concentracdo AHAS

Espécie de AHA AHAs (ng.L) (ng.LY) (linearidade) R
MCAA 6-45 0,9960 6-300 0,9986
MBAA 4-30 0,9904 4-200 0,9947
DCAA 6-45 0,9947 6-300 0,9997
TCAA 2.15 0,9944 2-100 0,9994
BCAA 4-30 0,9976 4-200 0,9998
DBAA 2.60 0,9944 2-100 0,9923
BDCAA 12-120 0,9942 12-200 0,9928
DBCAA 10-300 0,9901 10-500 0,9946
TBAA 20-600 0,9908 20-1000 0,9908

Tabela 6: Limite de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) obtidos para cada espécie de AHA.
Espécie de AHA LD (ug.LY) LQ (ug.L™?)

MCAA 0,52 1,58
MBAA 0,08 0,24
DCAA 0,02 0,06
TCAA 0,04 0,14
BCAA 0,01 0,01
DBAA 0,13 0,43
BDCAA 0,11 0,32
DBCAA 0,57 1,93
TBAA 2,36 2,94
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Tabela 7: Precisdo intermedidria e repetitiva para baixa, média e alta concentracdo de AHAS.

. . Intermediaria Repetitividade
Espécie de AHA Preciséo
DPR (%) DPR (%)

12 4,84 0,83

MCAA (pg.L?) 18 3,00 1,02

24 4,82 3,49

8 8,00 7,07

MBAA (pg.L?) 12 15,94 1,34

16 11,46 1,84

12 10,23 1,49

DCAA (pg.LY) 18 18,39 0,10

24 19,07 1,07

19,06 0,01

TCAA (pg.L?) 6 9,66 0,87

10 10,71 1,00

8 2,44 2,27

BCAA (pg.L?) 12 2,39 0,70

20 5,41 1,81

6 10,46 3,05

DBAA (pg.L?) 8 10,44 2,34

40 10,32 2,68

12 6,87 1,73

BDCAA (pg.L?) 16 2,46 2,92

20 6,55 2,93

30 7,38 1,81

DBCAA (png.L?Y) 50 7,02 3,19

200 4,55 7,31

60 9,01 1,85

TBAA (pg.L?Y) 80 11,46 3,80

600 3,02 0,56
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Tabela 8: Exatiddo e recuperacéo para baixa, média e alta concentracio de AHAs.

Espécie de Concentrflgéo Média af_?rida DPR (%) Recuperacéo
AHA (pg.L™) (ng.L™) (%)
12 11,34 0,83 94,47
MCAA 18 16,82 3,00 90,57
24 24,34 1,02 101,40
8 7,31 7,07 91,37
MBAA 12 11,11 1,34 92,56
16 14,36 1,84 88,85
12 12,11 1,49 100,93
DCAA 18 18,20 0,10 101,12
24 22,46 1,07 93,60
1,67 0,96 83,70
TCAA 8 6,27 0,87 104,55
15 14,69 0,12 97,92
4 4,16 3,69 103,99
BCAA 12 12,13 0,70 101,06
20 20,83 1,81 104,14
6,79 3,05 113,22
DBAA 8 7,39 2,34 92,33
40 39,22 2,68 98,05
12 12,40 1,73 103,30
BDCAA 16 13,76 2,92 86,00
20 16,28 2,93 81,39
30 29,57 1,81 99,48
DBCAA 50 40,51 3,19 81,02
200 181,33 7,31 90,67
60 58,24 1,85 97,06
TBAA 80 63,77 3,80 79,71
600 574,62 5,24 95,77

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS

Apds a otimizagdo da rampa nos modos TIC e SIR, construiu-se a curva de calibragdo analitica a partir das
concentragBes mencionadas na metodologia (p=6 e n=3). Através dos resultados obtidos, determinou-se as
regressdes lineares (Y = aX £ b), onde Y € a area do pico obtida, descrito como sensibilidade ou intensidade, e
X € a concentracéo de cada espécie de AHA no CG-EM. As regressdes de cada espécie sdo apresentada nas
Tabelas 2 a 4.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5, pode-se observar uma similaridade entre os valores obtidos
para as faixas de concentragdes determinadas, com respostas lineares e correlagcbes superiores que sdo
preconizadas pelo Ribani et al. (2004), INMETRO (2016) e ANVISA (2017). Observou-se também uma
excelente linearidade em todas as espécies (p=8 e n=3), com correlagdes superiores as sugeridas pelas agéncias
e autor mencionados.

Os LD e LQ foram obtidos através do método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2016; ANVISA, 2017). O LD (n=10) foi calculado atraves da relacdo de 3,3 vezes do desvio

10 ABES - Associacgao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



@
30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

padréo do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica. J o LQ (n=10) foi calculado pela relagéo
de dez vezes do desvio padrdo do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica de calibragdo,
para cada espécie de AHA. Os resultados obtidos para ambos pardmetros sdo apresentados na Tabela 6, e

como pode ser observado, 0 método se mostrou capaz para detectar e quantificar baixas concentragcbes em
todos os compostos.

A precisdo foi obtida através da estimativa do desvio padrdo relativo (DPR) em niveis como repetitividade e
intermediaria em trés concentracGes (p=3): 12, 18 e 24 pg.L?, para MCAA, 8, 12 e 16 pg.L?, para MBAA,; 12,
18 e 24 ng.L%, para DCAA,; 4, 6 e 10 pg.L?, para TCAA; 8, 12 e 20 ug.L?, para BCAA,; 6, 8 e 40 pg.L?, para
0 DBAA; 12, 16 e 20 pg.L?, para BDCAA; 30, 50 e 200 pg.L?, para DBCAA; 60, 80 e 600 pg.L?, para
TBAA. A repetitividade foi avaliada por injecdes em um mesmo dia (n=3) e a intermediaria, por injecfes em
dias diferentes (n=5). Através dos resultados apresentados na Tabela 7, pode-se observar que todos RSDs

foram abaixo de 20%, estando dentro do limite aceitavel (20%) (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2016;
ANVISA, 2017).

Os valores das médias e DPRs de cinco brancos em trés repetic6es cada (p=5 e n=3) foram comparados com 0s
valores encontrados de LQ. A maior média obtida foi para 0 TCAA (24,5%) e os DPRs abaixo de 13%, valores
menores, respectivamente, 33% e 15% em relacdo ao valor de LQ obtido pelo método. Ainda, avaliou-se a
possivel interferéncia nos tempos de retengdo comparando a matriz da substancia (padrdo) com adi¢cdo do
composto 17B-Estradiol-D5. Os resultados obtidos ndo mostraram interferéncias no tempo de retencdo dos
AHAs, como pode ser observado na Figura 5, e manteve-se a caracteristica de estar bem separada durante o
cromatograma, conforme Figura 6 (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).
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Figura 5: Cromatograma modo TIC resultante do teste de seletividade do método analitico proposto de
AHAs, inclusive do padréo interno 1,2,3 — tricloropropano, advindo de injecdo da extracdo de um
padrdo na concentragdo 80-800 pg.L™.
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Figura 6: Cromatograma modo TIC e SIR obtido do teste de seletividade do método analitico proposto
de AHAs, inclusive do padréo interno 1,2,3 - tricloropropano, obtido por injecéo a partir de uma
extragdo na concentragdo 80-800 pg.L (A - SIR 2, MCAA; B - SIR 3, MBAA; C - SIR4, DCAA; D -
SIR 5, TCAA; E-SIR 6, BCAA; F-SIR 6, 1,2,3 — tricloropropano; G — SIR 8, DBAA; H-SIR 9,
BDCAA; | - SIR 10, DBCAA; J-SIR 2, TBAA).
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Os valores de recuperagédo foram obtidos em trés concentragdes (p=3 e n=3): 12, 18 e 24 ug.L'!, para MCAA,
8,12 e 16 ng.L!, para MBAA,; 12, 18 e 24 ug.L?, para DCAA; 2, 8 e 15 ng.L%, para TCAA; 4, 12 e 20 pg.L
! para BCAA; 6, 8 e 40 pg.L, para DBAA; 12, 16 e 20 pg.L?, para BDCAA, 30, 50 e 200 pg.L?, para
DBCAA,; 60, 80 e 600 ug.L?, para TBAA, sendo que os resultados variaram de 79,71 a 113,22%. Para analise
de residuos geralmente os intervalos de recuperacdo estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%.
Através da curva de calibracdo (p=6 e n=3) de cada espécie de AHA, foi possivel estimar os resultados
esperados em fungdo da resposta das injecOes nas concentragbes sugeridas, com valores proximos aos de
interesse. Os DPRs calculados foram satisfatorios, ou seja, menor que 8%. E importante ressaltar que foram
utilizados materiais de referéncia certificados para garantia da qualidade do processo de validacdo analitica
(RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).

A técnica de ELL, a derivatizagdo por metilacdo 4cida e a andlise por CG-DCE para as nove espécies de AHAS
foram, desde de sua publicacdo pela USEPA no método 552.2 (USEPA, 1995b), amplamente adotadas por
diversos laboratdrios. O estudo de Xie et al. (1998), que teve como base 0 método supracitado, consiste no
desenvolvimento de métodos analiticos para algumas espécies de AHAs em agua potavel utilizando-se a ELL e
derivatizacdo por metilacdo acida, seguidas por deteccdo em CG-DCE. Dentre as espécies de AHAs analisadas
no método USEPA, os autores incluiram em seu método apenas MCAA, MBAA, DCAA, DBAA e TCAA.
Como resultado, os autores obtiveram um valor de LD entre 0,07 e 0,4 pg.L! para os compostos analisados,
exceto para 0 MCAA pois 0 mesmo ndo apresentou um pico atribuivel. Os valores de recuperacdo variaram
entre 109 e 118%j; tais resultados foram obtidos através de analises de amostras das espécies nas concentragdes
10, 20, 30, 40 e 50 pg.Lt. Comparando-se os resultados obtidos de LD e as recuperages com os valores
relatados, para os parametros, no método 6251B (APHA, 2012), os autores mostraram que, exceto para o
MCAA, ambos 0s métodos eram compativeis.

O estudo de Xie (2001), que utilizou CG-EM com adaptagdes do método USEPA 552.2 (USEPA, 1995b),
também apresenta a metilacdo acida como uma etapa importante para a deteccdo de AHAS. Assim como no
DCE, o autor observou baixa eficiéncia do método para acidos tri-haloacéticos bromados, entretanto ndo foram
observadas interferéncias em respostas do MCAA.

Comparando com este estudo, ndo foram observadas interferéncias na resposta do MCAA nem baixa eficiéncia
nos &cidos tri-haloacéticos bromados durante a metilagdo cida. Os resultados obtidos podem ser devido ao uso
do H,SO4 destilado, que provavelmente elevou a eficiéncia da metilagdo e/ou reducdo da descarboxilagdo,
minimizando a interferéncia na matriz. Com base nas informacbes levantas neste estudo e com o0s
cromatogramas obtidos com o uso do H,SO. néo destilado, apresentado na Figura 7, pode-se observar
menores interferéncias de outros ions (m/z) nos espectros do MCAA e tri-haloacéticos bromados, conforme
Figuras 8 e 9, respectivamente.
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Figura 8: Espectro obtido do MCAA advindo da extracido/metilacéo acida com H2SO4 néo destilado (A)
e destilado (B). Espectro obtido do BDCAA advindo da extracdo/metilacdo acida com H2SO. nado
destilado (C) e destilado (D).

14

ABES - Associacédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



@
30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

Figura 9: Espectro obtido do DBCAA advindo por extragdo/metilacdo &cida com H2SO4 néo destilado
(E) e destilado (F). Espectro obtido do TBAA advindo por extracdo/metilagdo acida com H2SO4 néo
destilado (G) e destilado (H).

Ainda, vale ressaltar a importancia do método desenvolvido neste estudo nos parametros abordados quando
comparada com demais trabalhos da literatura brasileira. Esta também aborda a mensuragdo de AHASs tanto no
DCE quanto no EM, de modo que foi validado um método para as nove espécies mais recorrentes em aguas de
abastecimento cloradas com tempo de corrida cromatografica (25,5 min) similar ao DCE. Com relagdo aos
estudos internacionais que abrangem o EM, menores tempos referentes a corridas cromatograficas, quando
comparados ao estudo de Xie (2001), aproximadamente 50 min. Além disso, ao aplicar 0s mesmos parametros
do autos, foi observado cromatogramas com alto grau de interferéncia, o que prejudica a sensibilidade do
método.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A validagdo dos AHAs através do método ELL-CG-EM foi possivel, com menor interferéncia de outras
respostas no MCAA, BDCAA, DBCAA e TBAA, o que pode ser justificado pelo uso do H2SO. destilado, que
influenciou positivamente na metilacdo acida;

O detector EM se mostrou uma alternativa ao tradicional DCE, recomendado pela USEPA para quantificacdo
de AHAs, devido a alta resolucéo, sensibilidade e precisdo nas medidas de massas;

O método obteve Gtimas respostas nos principais parametros de validacdo: curva de calibracdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo, recuperacdo e seletividade. Tais respostas viabilizaram a
quantificagdo de AHASs.
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