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RESUMO: Uma metodologia analitica simples e rapida foi desenvolvida utilizando a
microextracdo em fase sélida em modo headspace (HS-SPME) para a determinacdo de
cloroféormio em 15 amostras de d&guas saborizadas. A extracdo do cloroférmio foi
realizada com a fibra CAR-PDMS e analisados em um cromatdgrafo gasoso equipado com
um detector por captura de elétrons (ECD - ®3Ni). As varidveis que afetam a eficiéncia de
extracdo foram: temperatura e tempo, volume de headspace, agitacdo magnética e
adicdo de sal foram otimizadas. A faixa linear da metodologia foi de 0,5 - 45 ug L. Baixo
limite de deteccdo foi obtido na faixa de 0,46 ug L. O método mostrou excelente
precisdo, calculada como o desvio padrdo relativo (RSD%) (n = 6) utilizando uma
solucéo fortificada de 1, 15 e 35 ug L™ de cloroférmio, obtendo-se 11,2%, 6,4% e 3,8%.
Satisfatéria sensibilidade relativa de 94% foi obtida.
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Introducao

A cloracdo da agua é aplicada a fim de imobilizar atividades de microorganismos
e/ou assegurar concentragfes residuais em sistemas de distribuicdo de agua potavel,
evitando assim, o redesenvolvimento de microorganismos neste meio. A multiplicidade
de doencas causadas por virus, bactérias, protozodrios e parasitas podem ser
transmitidas por &guas contaminadas. Infeccdes podem variar de sintomas
assintomaticos a leve desconforto, debilitacdo e até mesmo levar a morte [1, 2]. No
processo de cloragdo, o cloro pode reagir com matéria organica natural incluindo
substancias himicas e fulvicas. Os tri-halometanos (THMs), incluindo o cloroférmio, sdo
formados neste processo, e a formagao destes compostos halogenados dependem do tipo
e da concentracdo da matéria organica presente, concentragdo de ions bromo, dose e
forma de cloracdo, pH, temperatura e concentragcdo de nitrogénio orgéanico [1, 3-6]. Os
THMs  formados sdo cloroférmio (CHCl3), diclorobromoférmio (CHCI,Br),
dibromocloroférmio (CHCIBr;) e bromoférmio (CHBr3) [7, 8]. O limite permitido para o
cloroférmio em &gua potavel é de 100 pg L?, entretanto este valor deve ser reduzido
para 60 ou 80 pg L; como ja vem acontecendo em legislagdes de varios paises. Na
Alemanha, a concentragdo total de tri-halometanos em agua potavel ndo pode exceder
10 ug L't [9, 10].

Diferentes métodos analiticos baseados em cromatografia gasosa tém sido
reportados para a determinacdo de cloroférmio em dagua potavel. A maioria destes
consiste de uma etapa de pré-concentracdo, tal como a extragao liquido-liquido (LPME)
[11], purge and trap (P&T-GC) [12, 13], extracdo em fase solida (SPE) [14] e

microextracdo em fase solida (SPME) [15, 16].

O objetivo deste estudo é desenvolver uma metodologia rapida e sensivel para a
determinacdo de cloroférmio por headspace-microextracdo em fase sdlida com detecgdo
por captura de elétrons (HS-SPME-ECD) em Aaguas saborizadas disponiveis
comercialmente na cidade de Floriandpolis (capital do Estado de Santa Catarina, Brasil).
A fibra CAR-PDMS foi aplicada para a extragdo deste composto. A otimizacao das
variaveis que afetam a eficiéncia de extracdo dos analitos, temperatura e tempo de
extracdao, velocidade de agitacdo, adicao de NaCl e volume de headspace foram
otimizadas univariadamente. Pelo conhecimento dos autores, é a primeira vez que a
técnica de SPME é utilizada para estudar cloroférmio em aguas saborizadas. As aguas
saborizadas sdo uma novidade do mercado de bebidas devido ao seu baixo poder caldrico

e quantidade de aditivos menor do que refrigerantes comuns.
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Material e Métodos

Materiais e reagentes

Solucdo padrdo estoque de cloroférmio (Tedia, Fairfield, USA), foi preparado em
metanol (Supelco, Bellefonte, PA, USA) resultando em solugdo de 4700 mg L™’. Solucdes
padrdo intermediaria de 100, 10, e 1 mg L foram preparadas em metanol por diluicdo
da solugao estoque com metanol. Diclorometano (Sigma-Aldrich) foi usado como padrdo
interno. Solucdo padrdo de estoque de 2000 mg L' de diclorometano em metanol foi
preparada. Solucdo padrdo intermedidria de 100 mg L foi preparada da mesma forma
que a solugdo padrdo intermediaria de cloroférmio. As solugdes padrdo foram estocadas
a0o°cC.

Cloreto de sodio (Nuclear, Diadema, SP, Brazil) foi usado para modificar a forga
ibnica das amostras. Hidroxido de amonio (Nuclear) 6 M foi preparado em agua mineral e
usado para reduzir o acido carbénico (pka 6,1) das amostras até alcangar o pH 6,1. Agua
mineral foi utilizada, uma vez que estudos anteriores com agua destilada e ultrapura
continham concentracgdes tracos de cloroféormio. Outros autores tém relatado a presenga
de tri-halometanos, sobretudo cloroféormio, em matrizes aquosas e até mesmo no ar
[17]. Por esta razao, agua mineral foi também utilizada para a calibracdo externa. A fibra
utilizada foi a carboxen-polidimetilsiloxano (CAR-PDMS, 75 um), obtida da Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Instrumentos

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless e detector por captura de
elétrons. A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna capilar OV-5; 5% fenil-
95% polidimetilsiloxano 30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura do filme (OV Specialty
Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gas auxiliar e de arraste a
48 e 1,0 mL min’!, respectivamente. Vaz3do de split foi de 1:120. A temperatura do forno
da coluna foi 40 °C (2 min), 8 °C min™! to 80 °C, 20 °C min™* to 180 °C (1 min). O tempo

total da corrida cromatografica foi de 12 minutos.
Coleta das amostras

As aguas saborizadas foram coletadas em supermercados de Floriandpolis (SC,
Brazil). Foram levadas em consideragdao diferentes marcas e sabores. Todas as amostras

foram estocadas a 0 °C.
Procedimento de microextracdo em fase sdlida nas calibragcoes e amostras

A extracdo dos analitos foi realizada com a fibra de carboxen-polidimetilsiloxano
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85 um (85-CAR-PDMS). A fibra foi condicionada por 1 hora a 300 °C antes do uso e

dessorcao do branco foi periodicamente realizado. Amostras de 20 mL foram transferidas

para frascos de 40 mL o qual continham 20% (m/v) de cloreto de sédio, 30 ug L de

diclorometano de padrdo interno.

A temperatura de extracdo foi de 30 °C. O tempo de equilibrio no banho foi de 8
minutos. A velocidade de agitacdao usada foi de 1000 RPM. Entao, a fibra foi imersa no
headspace para a extragao por 15 minutos e, em seguida, foi imediatamente recolhida e
levada ao injetor do cromatografo sem atraso (menos que 5 s). A dessorgdo ocorreu a

280 °C por 3 minutos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Resultados e Discussao

Estudo da influéncia do gas carbdnico na extracédo de cloroféormio

O primeiro estudo realizado foi investigar a eficiéncia da extracdo do cloroférmio
comparando duas situagdes em uma amostra de 20 mL de agua saborizada: a primeira
realizando a extracdo sem adicao de NaOH 6 M e a outra com a adicao de 150 pL de
NaOH 6 M (pH final 6,1). O tempo e temperatura de extragdo foram de 10 minutos e 20

oC, respectivamente. Velocidade de agitagdo de 500 RPM.

O gas presente nos refrigerantes é o gas carbonico, que diluido em fase aquosa,
mantém-se em equilibrio de acordo com a Fig. 1. Quando um refrigerante é aberto, a
pressao é reduzida a pressdao atmosférica, isto causa a decomposigdo do acido carbdnico
liberando bolhas de didéxido de carbono. Para contornar isto, a adicdo de hidroxido de
sodio a amostra reduz significativamente a concentragdo de acido carbonico resultando

nos produtos carbonato de sédio e mono-hidrogenocarbonato de sddio.

CO2 (aq) + H2O (aq) —— H2C03 (aq) —— HCO3_ (aQ) +H* (aq)

Figura 1. Representagao do equilibrio quimico do acido carbonico.

Observa-se a partir da Fig. 2 que a melhor eficiéncia de extracdo ocorre com
adicdo de hidroxido de sédio 6 M. O aumento da eficiéncia de extragdo pode ser
explicado pela facilitagdao do analito da fase aquosa para a fase gasosa quando a pressao
no headspace fica igual ou proxima a pressao atmosférica. Isto acontece naturalmente
quando ndo ha um gas, como o gas carbonico, em grande quantidade num volume de

headspace pequeno.
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Figura 2. Eficiéncia de extragdo da fibra CAR-PDMS para CHCl; com e sem adigdo de
NaOH 6 M em solugdes fortificadas com 5 e 10 ug L™*. Tempo de extracdo de 10 minutos
a 20 °C. Agitacdo magnética de 500 RPM. Concentracdo de CHCl5: 10 ug LY, n = 3.

Efeito da temperatura

Na sequéncia para encontrar as melhores condigdes de extracdo, o efeito da
temperatura na extragdo do cloroférmio foi realizado. A faixa investigada foi de 10 °C a
80 °C. O incremento da temperatura de extracdo tem como consequéncia um aumento
da difusdo dos analitos em diregdo a fibra, diminuindo o tempo necessario para que se
atinja um equilibrio de particdo entre a amostra e a fase extratora. Entretanto, o
processo de adsorgdo ou absorgdo € exotérmico e um elevado aumento da temperatura
reduz o coeficiente de particdo diminuindo a massa de analito extraida no equilibrio.
Geralmente, uma temperatura o6tima de extracdo é observada [18, 19]. Pode ser
observado através da Fig. 3 que a melhor condicdo é de uma temperatura de apenas 20
OC para CHCl;. O que ja era esperado devido a sua elevada pressdo de vapor. Para

estudos posteriores foi selecionada uma temperatura de extragao de 20 °C.
Efeito do volume de headspace

A extracdo dos analitos pode ser afetada pelo volume de headspace dentro do
qual cada composto difunde. A teoria da SPME dita que para uma maior sensibilidade de
extracgdo no modo headspace o volume da fase gasosa deve ser minimizado. O
experimento foi estudado na faixa de 15 mL a 39 mL de volume de headspace ou 1 a 25

mL de amostra em frascos de 40 mL. A amostra de agua saborizada foi fortificada com
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10 pg L. Tempo de extragdo de 10 minutos a 20 °C e 500 RPM, tempo de dessorgdo de

3 minutos a 280 °C.
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Figura 3. Efeito da temperatura de extracdo. 10 mL de uma amostra de dgua saborizada
fortificada com 10 pg L' de CHCl;. 80 pyL de NaOH 6 M. Tempo de extracdo de 10
minutos e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de dessorgdo de 3 minutos a 280 °C,

n = 3. Onde a responde é a média da altura de pico para cada composto.
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Figura 4. Efeito do volume de headspace na extracao de CHCl;. 80 uL de NaOH 6 M.
Tempo de extragdo de 10 minutos a 30 °C e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de
dessorcao de 3 minutos a 280 °C, n = 3.
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Pode ser observado na Fig. 4 que a melhor condicdo de extragdo para o

cloroférmio ocorre com a utilizagdo de 20 mL de volume de headspace (volume de
amostra de 20 mL). Em 15 mL de headspace ha queda na eficiéncia de extracdo. Uma

explicacdo pode ser a agitacdo magnética insuficiente para tal volume.

Entretanto, um volume de 15 mL de headspace num frasco de 40 mL ndo se
mostra adequado devido a reducao da seguranca da exposicao da fibra num
confinamento de headspace tao reduzido. Para os demais experimentos um volume de

20 mL de headspace foi selecionado.
Efeito da adicao de sal

Outra técnica comumente utilizada para aumentar a quantidade de analito
extraida pela fibra de SPME é a adicdo de sal. Como é conhecida, a adicdo de sal
aumenta a forca idnica da solugdo, alterando a pressdo de vapor, viscosidade,
solubilidade, densidade, tensdo superficial etc. de um analito, resultando na variacdo do

equilibrio liquido/vapor do sistema [16].
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Figura 5. Efeito da adicdo de sal na extragdo de CHCl;. 20 mL de amostra de agua
saborizada fortificada com 10 pg L de cloroférmio. 150 pL de NaOH 6 M. Tempo de
extracdo de 10 minutos a 20 °C e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de dessorgdo
de 3 minutos a 280 °C, n = 3.

Um estudo preliminar determinou que a saturagdo de NaCl em 20 mL de amostra
de refrigerante foi de 6,2 g a 30 °C. A faixa estudada para este experimento foi de 0 a 6
g (0 a 30% m/v). Pode ser observado pela Fig. 5 que ha uma melhora na eficiéncia de

extracdo ao longo das adicBes de cloreto de sdédio e com comportamento bastante
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similar. Levando em consideracdo os erros experimentais, ndo ha diferenca significativa
com a adicdo de 4, 5 ou 6 gramas de cloreto de sdédio. Para demais analises, a

quantidade de 4 gramas de NaCl foi selecionada.
Efeito da agitacao magnética

A agitacdo influencia cineticamente o equilibrio de particdo entre a fase aquosa e
a fase de headspace. Geralmente, quanto maior for a agitacdo, mais rapida sera a
transferéncia de massa da fase aquosa ao headspace. A faixa de estudo foi de 0 a 100
RPM de agitacdo magnética. Através da Fig. 6, observa-se a tendéncia do aumento da
eficiéncia de extragdo do cloroformio com o aumento da agitacdo magnética. A

velocidade de agitacdo de 1000 RPM foi selecionada para analises posteriores.
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Figura 6. Efeito da velocidade de agitacdo magnética na extracdo de CHCl;. 20 mL de
amostra de dgua saborizada fortificada com 10 pg L' de cloroférmio e 4 g de NaCl. 150
ML de NaOH 6 M. Tempo de extracdo de 10 minutos a 20 °C, tempo de dessorgao de 3
minutos a 280 °C, n = 3.

Efeito do tempo de extracao

O efeito do tempo de extragdao pode ser observado na Fig. 7. Considerando os
erros experimentais, em 10 minutos a fibra de PDMS-CAR extrai a maxima quantidade de

massa por extracdo para o cloroférmio.

Os resultados obtidos para esta varidvel foram abaixo dos estudos de extragdo de
cloroférmio em agua potavel encontrados na literatura. San Juan et al. [20] obtiveram

um tempo étimo extragdo de 40 minutos utilizando a fibra de CAR-PDMS. Para estudos
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posteriores o tempo de equilibrio de 15 minutos foi selecionado.
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Figura 7. Efeito do tempo na extracdo de CHCIs. 20 mL de amostra de agua saborizada
fortificada com 10 pg L™ CHCI5. 150 pL de NaOH 6 M e 4 g de NaCl. Tempo de dessorcdo
de 3 minutos a 280 °C, n = 3.

Figuras analiticas de mérito

ApoOs os resultados obtidos nas otimizagdes das variaveis que afetam a eficiéncia
de extracao do cloroférmio, as figuras analiticas de mérito foram investigadas. A faixa de
linearidade do método HS-SPME-ECD foi realizada pela construgdao de um grafico da
altura relativa ao padrdo interno diclorometano utilizando uma amostra de dgua mineral
(livre de cloroférmio). A faixa linear estudada foi entre 0,05 - 45 pug L™ (n = 6). O limite
de deteccdo foi calculado como sendo trés vezes a estimativa do desvio do coeficiente
linear dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdao. Os resultados obtidos
estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Faixa linear, limite de detecgdo, limite de quantificacdo e coeficiente de
correlacdo para a metodologia proposta para a determinacao de cloroféormio.

CHCI; 0,5-45 0,46 1,53 0,999
3limite de deteccdo. °limite de quantificacdo.

Otimo coeficiente de correlacdo foi obtido. A metodologia proposta foi capaz de
detectar concentracdao de CHCI; por volta de 217 vezes menor que a concentracdo

maxima admissivel em agua potavel segundo a United States Environmental Protection
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Agency (USEPA). O método mostrou excelente precisdo, calculada como o desvio padrdo

relativo (RSD%) (n = 6) utilizando uma solugdo fortificada de 1, 15 e 35 pg L' de

cloroféormio, obtendo-se 11,2%, 6,4% e 5,7%, respectivamente.
Aplicacao da metodologia nas amostras de aguas saborizadas

O método proposto foi aplicado na analise de 15 amostras de aguas saborizadas,
levando em consideracdo diferentes sabores e marcas. Para avaliar efeitos de matriz,
uma curva de calibragdo com uma amostra de agua saborizada foi construida. Avaliando
assim, a sensibilidade relativa da curva de calibragdo com agua mineral e a curva de
calibracdo da amostra de agua saborizada. A sensibilidade relativa encontrada foi de
94%. Assim, a utilizacgdo da matriz de agua saborizada tem pequena influéncia na
metodologia de SPME. Logo, a curva de calibragdo externa pode ser usada para analises

quantitativas.

Tabela 2. ConcentracGes encontradas de cloroférmio em aguas saborizadas.

Maracuja

A 2,44 + 0,3

Limdo e maracuja
A 2,2 + 0,05
Maga e limao
A 2,55 + 0,2
B 1,98 +£ 0,2
Laranja e limao
A 3,61+ 0,4
Limao e menta
A 1,67 + 0,05
B 5,79 £ 0,3
Abacaxi, limao e hortela
A 2,42 + 0,02
Cereja
A 2,24 £ 0,2
Maca

A <LD

B 2,11 £ 0,3
Tangerina

A <LD

B 1,8+ 0,1
Framboesa

A 2,65 + 0,07
Melancia

A 4,26 + 0,3

Como pode ser visto na Tabela 2, em todas as amostras os valores encontrados
para cloroférmio ficaram acima do limite de quantificacdo da metodologia proposta,
exceto para as amostras “A” de maca e tangerina. Entretanto, nenhuma amostra
apresentou valores acima do permitido segundo a EPA para agua potavel. A faixa

encontrada foi de 1,67 - 5,79 pg L. A Fig. 8 exibe o cromatograma do método HS-
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SPME-ECD de uma das amostras analisadas.

'
e CH:Ll:z
404
CHCIa
=04
1 2 3 4 5

Figura 8. Cromatograma da amostra de agua saborizada de sabor limdo e menta
designada como amostra “"B”. Os picos com o tempo de retencdo de 3,1 e 4,2 minutos se
referem ao padrdo interno diclorometano e cloroférmio, respectivamente.

Conclusoes

A técnica de microextracdo em fase sélida em modo headspsace utilizando a fibra
de CAR-PDMS foi aplicada para determinar cloroférmio em 15 amostras de aguas
saborizadas por cromatografia gasosa e deteccao por captura de elétrons. A metodologia

proposta demonstrou ser precisa, exata e alcangou um limite de deteccao baixo.

Nenhuma amostra ultrapassou os limites permitidos por legislagdes, como a EPA.
Entretanto, ha grande divergéncia entre os valores permitidos de muitas legislagées. O
que sugere que ainda nao ha estudos suficientes para uma conclusdo definitiva da

margem de segurancga deste composto para a salide humana.
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Development of analytical methodology for

248



Santos et al.
Orbital 2009, 1(3), 238-250

determination of chloroform in samples of
flavored waters using headspace-solid phase
microextraction technique

A simple and fast analytical methodology was developed using the headspace-
solid phase microextraction (HS-SPME) for the determination of chloroform in 15 samples
of flavoured waters. The chloroform extraction was performed with the fiber CAR-PDMS
and analyzed on a gas chromatography equipped with electron capture detector (ECD -
83Ni). The variables that affect the efficiency of extraction are the following: temperature
and time, volume of headspace, magnetic stirring and salt addition. The linearity of the
method ranged from 0.5 to 45 ug L. Low limit of detection was 0.46 ug L. The method
showed excellent precision, calculated as the relative standard deviation (RSD%) (n = 6)
using spiked solutions of 1, 15 and 35 ug L™ of chloroform and, the values obtained were
11.2%, 6.4% and 3.8%. Excellent relative sensitivity of 94% was also achived.

Keywords: HS-SPME-ECD, chloroform, flavored waters.
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