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RESUMO

Uma metodologia analitica simples e rapida foi desenvolvida
utilizando a microextragdo em fase solida em modo headspace
(HS-SPME) para a determinacao de trihalometanos (THMs) em
75 amostras de refrigerantes e 32 amostras de cervejas. Foram
levados em consideracgao diversas marcas, tipos e embalagens. Os
trihalometanos sao subprodutos da cloracdo da agua realizada
em estagoes de tratamento, e sao considerados compostos
carcinogénicos. A extragao dos THMs foi realizada com a fibra
CAR-PDMS - 75 um apds comparagdes com demais fibras e
analisados em um cromatografo gasoso equipado com um
detector por captura de elétrons (ECD — ®Ni). As variaveis que
afetam a eficiéncia de extragao (temperatura e tempo de extracao,
volume de headspace, agitacdo magnética e adigao de sal) foram
otimizados univariadamente. As condi¢bes otimas de extracgdo
foram: temperatura de 30 °C com um tempo de extragao de 15
minutos utilizando um volume de amostra de 20 mL contendo 4
gramas de cloreto de s6dio sob agitacao magnética de 1000 rpm.
A faixa linear para a metodologia proposta (0,5 - 45 ug L) foi
realizada pela constru¢do de um grafico da altura relativa ao
padrao interno diclorometano para CHCls, CHCL2Br e CHCIBr2 e
da altura relativa ao padrado interno diiodometano para CHBr3
utilizando uma amostra de agua mineral. Baixos limites de
deteccao foram obtidos, faixa de 0,20 - 0,45 pg L. Para as
amostras de refrigerantes, nao houve efeitos de matriz, verificado
através de estudos da sensibilidade relativa (%), cujos valores
foram entre 84,1 e 118,8%. O método mostrou excelente precisao,
calculada como o desvio padrao relativo (RSD%) (n = 6)
utilizando uma solugao fortificada de 1, 15 e 35 ug L' de cada
THM, faixa de 7,3 - 11,2%; 43 - 64% e 38 - 47%,
respectivamente. Para as amostras de cervejas, um efeito de
matriz foi pronunciado no tipo cerveja escura. A diluicdo em
agua de 25% da amostra apresentou resultados satisfatorios com



sensibilidade relativa na faixa de 85,1 - 96,2%. Para o tipo pilsen, a
sensibilidade variou entre 85,8 a 108,4%. A precisao foi calculada
para o tipo escura e pilsen, como anteriormente, obtendo-se
faixas de 6,6 - 12,1%; 4,0 -52% e 1,4-2,1% e 7,1 -10,2%; 5,1 - 5,9%
e 22 - 3,9%, respectivamente. Das 106 amostras analisadas,
apenas 85% delas nao apresentaram nenhum dos 4
trihalometanos estudados e a incidéncia de cloroférmio foi de
84%. Em nenhuma amostra a concentragao ultrapassou o limite
de trihalometanos totais estabelecido pela Agéncia de Protecao
dos Estados Unidos (USEPA). Entretanto, 10 amostras
ultrapassaram o mesmo limite segundo as legislacoes vigentes
alema e francesa.

Palavras-chave: Headspace microextracdo em fase solida (HS-
SPME); Trihalometanos (THMs); Cloroférmio; Refrigerante;
Cerveja.



ABSTRACT

A simple and fast analytical method was developed using the
headspace solid- phase microextraction (HS-SPME) for
determination of trihalomethanes (THMs) in 75 samples of soft
drinks and 32 samples of beers. Were taken into consideration
differents flavors, packagings and trademarks. Trihalomethanes
are subproducts of chlorination of water carried through in
treatment stations, and are considered carcinogenic compounds.
The extraction of the THMs was performed with the fiber CAR-
PDMS - 85 um after comparisons with other fibers and analyzed
on a gas chromatography equipped with electron capture
detector (ECD — ®Ni). The variables that affect the efficiency of
extraction: temperature and time of extraction, volume of
headspace, magnetic stirring and salt addition were optimized by
the univariate method. The opitimum conditions achieved were:
temperature of 30 °C with an extraction time of 15 minutes using
a sample volume of 20 mL containing 4 grams of sodium chloride
under magnetic sitirring at 1000 rpm. The linear range obtained
of the methodology (0,5 - 45 ug L!) was performed by the
construction of a graph of the relative height to the
dichloromethane internal standard for CHCIl;, CHCl:Br and
CHCIBr2, and of the relative height to the dilodomethane internal
standard for CHBrs3 using a mineral water sample. Low detection
limits were obtained, ranging between 0.20 - 0.45 ug L!. For soft
drinks samples, was not observed matrix effects, verified through
studies of the relative sensitivity (%), range from 84.1 to 118.8.
The method showed excellent precision, calculated as the relative
standard deviation (RSD%) (n = 6) using a fortified solution of 1,
15 and 35 pg L' each THM, range from 7.3 to 11.2%; 4.3 to 6.4%
and 3.8-4,7%, respectively. For beer samples, a matrix effect was
pronounced in the type dark beer. The dilution of 25% of the
sample resulted in satisfactory relative sensitivities in the range of
85.1 to 96.2%. For the type pilsen, range from 85.8 to 108.4% was



obtained. The precision was calculated for the dark and pilsen
type, as previously, resulting in ranges of 6.6 -12.1%; 4.0 - 5.2%
and 14 - 21%, and 7.1 - 10.2%; 5.1 - 59% and 2.2 - 3.9%,
respectively. Of the 106 samples analyzed, only 8.5% of them did
not show anyone of the 4 trihalomethanes studied and the
incidence of chloroform was 84%. No sample exceeded the total
trihalomethanes in accordance with the Protection Agency of the
United States (USEPA). However, ten samples exceeded this limit
according to German and French legislations.

Keywords: Headspace solid phase microexttraction (HS-SPME);
Trihalomethanes (THMs); Chloroform; Soft drink; Beer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma de tratamento de agua para a industria de
refrigerantes. (A) para processo industrial. (B) para lavagem de
GATTAfAS. ...ocviiii s 29
Figura 2. Fluxograma de tratamento de agua para a industria
cervejeira. (A) e (B) Para processo industrial (C) Para lavagem de

GATTAfAS. ...ocvii 31
Figura 3. Estrutura quimica dos trihalometanos.............c.cccccc...... 32
Figura 4. Distribui¢ao de HOCI e OCl- em agua em fungao do
PH s 34

Figura 5. Reacao de formacao de trihalometanos. Onde cloro livre
€ a soma de todas as espécies elementares do cloro: Clz, acidos

clorados (HCIO), ion hipoclorito (C1OY)
Bttt 35
Figura 6. Componentes do dispositivo de SPME...............ccc...... 45
Figura 7. Representagao esquematica do aplicador (holder) com a
fibra eXposta.......cccovuiiiiiiiiiiiii 46

Figura 8. Modos de operacao da SPME. (A) extracao direta, (B)
extracdo por headspace, (C) extragdo com protecaio de

INEMDTANA. ... eveueatrenitetetreeieestet sttt ete st sesteseaeseesesesesbeesaesesessenens 46
Figura 9. Etapas do processo de microextracio em fase
SOLIAA. .ttt ettt 47

Figura 10. Eficiéncia de extragao da fibra CAR-PDMS-75 um para
THMs com e sem adi¢cao de NaOH 6 M. Tempo de extracao de 10
minutos a 20 °C. Agitacdo magnética de 500 rpm. Concentracao
TR 5 1Y S TV T DA 56
Figura 11. Eficiéncia de extragao das fibras estudadas. 10 pg L
de THMs e 75 yL de NaOH 6 M. Tempo de extragao de 10
minutos a 20 °C, 500 rpm de agitagdo magnética, n =3................. 57
Figura 12. Efeito da temperatura de extragao dos THMs. 10 mL
de uma amostra de refrigerante fortificada com 10 pg L' de
THMs e 75 uL. de NaOH 6 M. Tempo de extragao de 10 minutos e
500 rpm de agitacdo magnética, 71 =3........ccccceeicinicirnnniiiicincnns 59



Figura 13. Efeito do volume de headspace na extracao dos THMs.
Amostras de refrigerante fortificadas com 10 pg L' de THMs.
Tempo de extragao de 10 min a 30 °C e 500 rpm de agitacao
MAGNELICA, 71 = 3..eeiiiiiiiiicc e 61
Figura 14. Efeito da adicao de sal na extragao dos THMs. 20 mL
de amostra de refrigerante fortificada com 10 pg L de THMs e
150 uL de NaOH 6 M. Tempo de extragao de 10 minutos a 30 °C e
500 rpm de agitagdo magneética, 71 =3.........cccceevrrerririinrninincnnnn. 63
Figura 15. Efeito da velocidade de agitacao magnética na extragao
dos THMs. 20 mL de amostra de refrigerante fortificada com 10
ug L't de THMs, 150 uL de NaOH 6 M e 4 g de NaCl. Tempo de
extracdo de 10 minutos a 30 2C, 71 =3...ccvvveeveneneeeeeeeeeeee e 65
Figura 16. Efeito do tempo de extracao na extracao dos THMs. 20
mL de amostra de refrigerante fortificada com 10 ug L' de THMs,
150 uL de NaOH 6 M e 4 g de NaCl. Tempo de extragao de 10
ININUEOS @ 30 OC, 77 = 3ottt ettt s e e e seareesnnnes 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas quantitativas para agua potavel ideal..27
Tabela 2. Recuperagoes e coeficientes de correlacao (R) de cada
THM com o respectivo padrao interno............ccceeevecccicnirinnnnnee 69
Tabela 3. Faixa linear, coeficiente de correlacao, limites de
deteccao e quantificacdo para a metodologia proposta para a

determinacao de trihalometanos..........cccccceevevereeceeeenieieceneeeeeenes 69
Tabela 4. Sensibilidades relativas entre as curvas de calibracao
com agua mineral e as amostras de refrigerantes.............cccccceeueee. 70

Tabela 5. Concentracdes encontradas de trihalometanos nos
refrigerantes analisados. As amostras designadas como (p), (1) e
(g) representam  refrigerantes com embalagem  PET
(politereftalato de etileno), lata e garrafa, respectivamente.
Amostras designadas como "zero" representam refrigerantes com

0 KCALeeeeee et 71
Tabela 6. Sensibilidades relativas entre as curvas de calibracao
com agua mineral e as amostras de
L0 ST T OO 77

Tabela 7. Concentracbes encontradas de trihalometanos nas
cervejas analisadas. As amostras designadas como (I) e (g)
representam cervejas com embalagem lata e garrafa,
reSPeCtiVamMEente.........c.oueveiiiiieicicc 78






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - Unidade de comprimento - 1 A = 10-° metros
uL - Unidade de volume — microlitro
pum - Micrometro
ug mL? - Micrograma por mililitro
ug L1 - Micrograma por litro
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
atm -Unidade de pressao — atmosfera
bar - Unidade de pressao. 1 bar = 0,987 atmosferas
CAP - Carvao Ativado em P6
CAR-PDMS - Carboxen-Polidimetilsiloxano
CW-DVB - Carbowax-Divinilbenzeno
DAI - Injecao Direta Aquosa (Direct Aqueous Injection)
DBP - SubProdutos da Desinfeccao

(Disenfection By-Products)
DVB-CAR-PDMS - Divinilbenzeno-Carboxen-

Polidimetilsiloxano

ECD - Detector por Captura de Elétrons

(Electron Capture Detection)
EU - Unido Europeia (Europe Union)
GC - Cromatografo a Gas (Gas Chromatography)
LD - Limite de Deteccao
LLE - Extracao Liquido-Liquido (Liquid-Liquid Extraction)
LQ - Limite de Quantificacao
MCL - Nivel Maximo de Contaminate

(Maximum Contaminant Level)
MS - Espectrometria de Massas (Mass Spectrometer)
NMP/coli - Niumero Mais Provavel de Coliformes
NF - Nanofiltracao
NOM - Matéria Organica Natural

(Natural Organic Material)

PA - Poliacrilato
PET - Politereftalato de etileno



P&T - Purga e armadilha (Purge and Trap)
PDMS - Polidimetilsiloxano
PDMS-DVB Polidimetilsiloxano-Divinilbenzeno
ppm - Unidade de concentragao, parte por milhao
PTFE - Politetrafluoretileno
rpm - Unidade rotacional - Rota¢des Por Minuto
RSD - Desvio Padrao Relativo
(Relative Standard Deviation)

SDME - Microextragao em Gota Suspensa

(Single-Drop Microextraction)
SPE - Extracdo em Fase Solida (Solid Phase Extraction)
SPME - Microextracao em Fase Solida

(Solid Phase Microextraction)
THMSs - Trihalometanos
UF - Ultrafiltracao
USEPA - Agéncia de Protecao Ambiental dos

Estados Unidos
(United States Environmental Protection Agency)

UV - Ultravioleta
VOC - Compostos Organicos Volateis

(Volatile Organic Compunds)



SUMARIO

1. INTRODUGAO...........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesessseeeesseeseenessesesaessnsssnns 23
1.1. Tipos de usos da AgUa........cccccueueururiiiiiniiciiiieiccccccenes 25
1.2. Uso da 4gua para fins industriais...........ccccceeueurviicicccnnnene. 26
1.3. Agua para as industrias de refrigerantes e cervejas................ 26
1.4. Desinfec¢ao da agua e a formagcao de trihalometanos............ 30
1.4.1. Principios da cloragao da agua........ccccoeueueuruvinincucicuciccininennes 33
1.4.2. A formagao de trihalometanos a partir da cloragao............. 35
1.5. Legislagoes e toxicidade dos trihalometanos..............cccccu.... 37
1.6. Controle e remo¢ao de THMS........cccoovvvierenienercenenineeieeenienes 38
1.7. Técnicas de extragao para a determinagao de THMs.............. 41
1.7.1. A microextracdo em fase sélida (SPME).........cccccceeeenerenencns 44
2. OBJETIVO.....ciiiiiiiiiccice s 49
2.1. Objetivo geral........ccociviiiiiiiiiiiiiccces 49
2.2. Objetivos esSpecifiCos.........ccceuviniiiiiiiiiiiiiniiceeeeaes 49
3. PARTE EXPERIMENTAL........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiccccceias 52
3.1. Materiais € reagentes..........ccccovvevieniiininininniiis 52
3.2, InStrumentos.........cccoveieiiiniiiinii 58
3.3. Coleta das amostras..........cccoeueueiiiiiiiiiiiiiccc e 53
3.4. Procedimento de microextracdo em fase solida nas
calibragOes € amOSEIas. ....cccouevererueererieirinieererietrreesteeeeee et 53
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ.........ccoooorrrerrrerrrnsriesieensnanns 55
4.1. Estudo da influéncia do gas carbonico na extragao

dOS THMS......oiiiiiiiiiiiicicc s 55
4.2. Escolha da fibra........ccccccuiivinininiiiciiiciiiicccccce 56
4.3. Efeito da temperatura.........ccccouvuviviiciniiiiiiice 58
4.4. Efeito do volume de headspace..............cccccoeevevvvininiiininininnnne. 60
4.5. Efeito da adicao de sal (efeito salting out).........cccceuvueucucucnncee 62
4.6. Efeito da agitacao magnética...........cccoeeveuriiiiiiicncicininiecne, 64
4.7. Efeito do tempo de extragao...........cccovuvvviruriincininiiiiiiiccieinnes 66
4.8. Figuras analiticas de mérito..........cccocovvvvvvcricnnniccccie, 68
4.9. Aplicagao da metodologia nas amostras de refrigerantes......70
4.10. Aplicagao da metodologia nas amostras de cervejas............ 77

5. CONCLUSOES.......oooeoeeeeeeeeeee oo eeeee e reseeeesesesesesesesessesesesssesesenns 83



REFERENCIAS

ANEXO A - Resposta da Coca-Cola Company do Brasil.......... 101



23

1. INTRODUCAO

A qualidade da 4gua é uma preocupacao do homem relatada
desde a antiguidade. Um registro objetivando a melhoria da
qualidade de agua ha mais de 2000 a.C dizia: “A impureza da
agua deve ser purificada com a fervura, ou sob o aquecimento ao
sol, ou mergulhando um ferro quente no recipiente que esta a
agua, também pode ser purificada pela filtragem da dgua através
da areia e cascalho grosso e entdo seguido de resfriamento”
(American Society of Civil Engineers, 1971). Posteriormente, ha
mengOes efetuadas na antiga Grécia por Hipdcrates - considerado
o pai da medicina -, no alvorecer do império macedonio entre os
séculos IIl e IV a.C., nas quais se reporta a importancia da correta
definicdo dos mananciais de abastecimento como forma de
preservar a saude da populacao (Baker, 1949, apud Leal, 2001).

A agua, essencial ao surgimento e a manutencao da vida em
nosso planeta, é indispensavel para o desenvolvimento das
diversas atividades criadas pelo ser humano, e apresenta, por
essa razdo, valores econdmicos, sociais e culturais (Moran,
Morgan e Wiersma, 1985; Beeckman, 1998). Além de dar suporte
a vida, a 4gua pode ser utilizada para o transporte de pessoas e
mercadorias, geracao de energia, produgao e processamento de
alimentos, processos industriais diversos, recreacao e paisagismo,
além de assimilacdo de poluentes - sendo essa, talvez, uma das
aplicagoes menos nobres deste recurso tao essencial (Mierzwa &
Hespanhol, 2005). Entretanto, como consequéncia do aumento da
demanda industrial, agricola, urbanizagdo e turismo, as
atividades humanas sao inevitavelmente fontes de poluicao
quimica para ecossistemas aquaticos. Para que a agua tenha
aplicagdes citadas acima, a concentragao dos poluentes devera ser
reduzida até o ponto em que ndo apresentem riscos para a saude.

As estagOes de tratamento visam a melhoria da qualidade da
agua para o abastecimento da populagdo. Para atingir este
objetivo, sao removidas bactérias, protozodrios e outros micro-
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organismos; elementos venenosos; mineralizacdo excessiva e
teores elevados de compostos organicos. Sao corrigidos o pH
(corrosividade), cor, turbidez, odor, dureza e sabor. Também sao
controlados os niveis de elementos como ferro e manganeés.
(Secretaria dos Servicos e Obras Publicas, 1973).

As etapas dos processos de tratamento sdao os seguintes
(Mierzwa & Hespanhol, 2005; Filho, D. F. S, 1987; Nalco
Chemical Company, 1988):

Aeragdo: nesta etapa as substancias organicas volateis
causadoras de odor e sabor na agua sao removidas.
Também promove a oxidagao de compostos ferrosos e
manganosos.

Coagulacao: as cargas elétricas das particulas em
suspensao sao neutralizadas por meio de produtos
quimicos chamados coagulantes. Os coagulantes mais
efetivos sao os sais de ferro, sais de aluminio e polimeros.
Floculagdo: promove o contato entre as particulas
desestabilizadas, de modo a possibilitar uma agregacao
em forma de flocos maiores e mais pesados.

Decantacao ou sedimentacao: os flocos maiores formados
na floculagdo sao separados da agua pela agao da
gravidade e inércia sobre os flocos e a agua.

Tratamento por contato: Ocorre quando a estagao de
tratamento de dgua nao utiliza das etapas de floculagao e
decantacdo. Apds a coagulacdo, a 4gua é encaminhada ao
sistema de filtracao.

Filtragao: Consiste na passagem de dgua por filtros para a
remocao de solidos suspensos. Filtros de areia sao os mais
comuns.

Correcao da dureza: remove as substancias responsaveis
pela dureza da agua, ou seja, capazes de reagir com o
sabao e formar sabdes insoluveis, caso especifico dos ions
célcio e magnésio.
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7

% Desinfeccdo: etapa onde um agente quimico é utilizado
para inativar organismos patogénicos na potabilizacao
das aguas. O cloro e seus derivados sdao amplamente
utilizados.

% Controle da corrosao: ajuste quimico final, de modo que a

agua nao cause corrosao e nem seja incrustante,

caracteristicas diretamente associadas ao pH e a

alcalinidade.

1.1. Tipos de usos da agua

De acordo com cada tipo de uso, a dgua deve apresentar
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas que garantam a
seguranga dos usudrios, a qualidade do produto final e a
integridade dos componentes com os quais entrard em contato.
Muitas vezes, ela é utilizada simultaneamente para atender as
necessidades de duas ou mais categorias.

A agua conduzida para uma comunidade urbana enquadra-
se numa das seguintes classes de consumo ou de destino
(Programa de Pesquisa em Saneamento Basico, 1999):

7
0.0

Doméstico;
Comercial;
Industrial;
Publico;
Perdas.

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

A adgua para uso doméstico é a agua consumida nas
habitacdes e compreende as parcelas destinadas para fins
higiénicos, potaveis e alimentares, e para lavagens em geral. Com
relacdo a dgua para uso comercial, destaca-se a parcela utilizada
pelos restaurantes, bares, hotéis, pensoes, postos de gasolina e
garagens, onde se manifesta um consumo muito superior ao das
residéncias. A 4gua para uso publico é a agua utilizada na
irrigagao de jardins, lavagens de calgadas e pragas, edificios e
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sanitarios publicos, alimentacdo de fontes, etc. A perda é a
quantidade de agua produzida que nao ¢ faturado pela
concessiondria do servico (Gomes, 2004). A agua para fins
industriais € discutida no item 1.2.

1.2. Uso da agua para fins industriais

De um modo geral, a qualidade e a quantidade de agua
necessaria para as atividades industriais dependem do ramo de
atividade da industria e sua capacidade de produgdo. O ramo de
atividade da industria determina o grau de qualidade da agua
que vai ser utilizada, ressaltando-se que uma mesma industria
pode precisar de varios tipos de agua, cujos niveis de qualidade
sao definidos em fungao de suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas (Mierzwa & Hespanhol, 2005).

A agua pode ter diversas aplicagdes na industria: uso como
fluido auxiliar, geragao de energia, fluido de aquecimento e/ou
resfriamento, transporte e assimilacdo de contaminantes e como
matéria-prima (Nordell, 1961; Shereve & Brink Jr., 1980; Nalco
Chemical Company, 1988; Silva & Simoes, 2002).

Como matéria-prima, a 4gua € incorporada ao produto final,
a exemplo do que ocorre nas industrias de bebidas, produtos de
higiene pessoal e limpeza doméstica, cosméticos, alimentos e
conservas e farmacéutica. Muitas vezes o grau da qualidade da
agua em algumas aplicagcdes pode assumir caracteristicas
superiores as da d4gua para consumo humano (Mierzwa &
Hespanhol, 2005).

1.3. Agua para as industrias de refrigerantes e cervejas

Muitas fabricas de refrigerantes empregam agua potavel (de
abastecimento publico) para produzir suas bebidas, embora
raramente essas aguas apresentem condi¢Oes ideais para essa
finalidade. A maioria das vezes elas precisam de um tratamento
especial, como remocao de cloro, ajuste de alcalinidade, remogao
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de matéria em suspensao e reducao da dureza total. Como as
aguas para a industria de bebidas devem obedecer aos padrdes
de potabilidade, a Tabela 1 exibe como poderia ser constituida,
quimicamente, uma agua potavel ideal para essa finalidade
(Filho, 1987; Mierzwa, & Hespanhol, 2005).

Tabela 1. Caracteristicas quantitativas para agua potavel ideal.

Turbidez (S5i02) 5 ppm (max.)
Odor sem

Cor 0

Ferro (Fe?*) 0 ppm
Manganés (Mn?*) 0,0 ppm
Sulfatos (SO4%) 250,0 ppm (max.)
Cloretos (CI) 250,0 ppm (max.)
Bicarbonatos (HCOs") 250,0 ppm (max.)
Dureza (CaCOQOs) 85,0 ppm (max.)
Fluoretos (F) 0,8 ppm

pH 7,0

NMP coli/100 mL* 0,0
Agressividade ao ferro minima

Valores maximos toleraveis em mg L

Arsénio (As*) 0,01
Cianetos (CN") 0,01
Cobre (Cu?) 1,0

Fluoretos (F-) 1,5
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Ferro (Fe*) 0,3
Manganés (Mn?" 0,05
Nitratos (NOs") 45,0
Sulfatos (SO4*) 250,0
Zinco (Zn?") 5,0
Bario (Ba?) 1,0
Cadmio (Cd®) 0,01
Cromo (Cr¥) 0,05
Chumbo (Pb%,) 0,05
Selénio (Se?) 0,01
Prata (Ag*) 0,05
Sélidos totais dissolvidos (SDT) 500,0
Fenois 0,001
Benzeno alquil sulfonato 0,5
Carbono extraido do 0,2
cloroférmio

* Ntmero mais provavel de coli/100 mL de amostra.

Uma 4gua que obedece ao padrao mencionado e que
apresente alcalinidade total entre 50 e 85 ppm, como CaCOs, é
ideal para a industria de refrigerantes. A alcalinidade é limitada a
essa faixa de valores para evitar reacdo com 4cido citrico e
consequente degradacao do gosto da bebida. A Figura 1 mostra o
fluxograma tipico de tratamento de agua para a industria de
refrigerantes (Filho, 1987).
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Coagulacao

Dealcalinizagao
Cloragao

Abrandamento

Sedimentagao
Filtracao

(A)

Remocgao de Fe, Filtro de carvao
Mn ativado

(B) Abrandamento

por troca ionica

Figura 1. Fluxograma de tratamento de 4gua para a industria de
refrigerantes. (A) Para processo industrial. (B) Para lavagem de
garrafas.
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A Coca-Cola Company do Brasil forneceu informagoes sobre
a agua utilizada em seus produtos e processos fisicos-quimicos
envolvidos. Estas informagoes estao expostas no ANEXO A.

A qualidade das aguas requeridas para a industria de
cervejas € muito semelhante aquela da industria de refrigerantes.
A agua potavel ideal para esta industria deve conter um maximo
de 25 ppm de alcalinidade, 100 a 200 ppm de sulfato de calcio,
200 ppm de cloreto de sodio, ndo mais do que 0,2 ppm de Fe e
Mn e nao apresentar cloro nem fltior. Sulfato de célcio e cloreto
de sédio devem ser adicionados a agua quando ndo estiverem
presentes nas concentragdes desejadas. O cloreto de sodio
estimula a agao enzimatica e melhora o gosto da cerveja. Ferro e
manganés escurecem as cervejas, tendem a produzir bebidas de
gosto amargas e conferem certa turbidez. Fltor e cloro tendem a
matar a levedura. A Figura 2 exibe um fluxograma de tratamento
de agua para cervejarias (Filho, 1987).

1.4. Desinfec¢ao da agua e a formagao de trihalometanos

O desinfetante quimico mais comumente utilizado na
desinfecgao da agua é o cloro (Cl2), liquido ou gasoso. Outros
desinfetantes quimicos alternativos sao: hipoclorito de sodio
(NaOCl) ou de calcio (CaOCl), o 0zdnio (Os), o diéxido de cloro
(ClO2), o permanganato de potassio (KMnOs), a mistura de
ozonio/perdxido de hidrogénio (O3/H20z), o ion ferrato (FeO4*) e
o acido peracético (CHsCOOOH). E outros agentes em fase de
pesquisa e desenvolvimento, como sais de prata, sais de cobre,
detergentes etc. H4 também a desinfeccao com agentes fisicos
como radiacdo ultravioleta (UV), fotocatalise heterogénea e
radiacdo solar (Programa de Pesquisa em Saneamento Basico,
2001).

A cloragao da agua ¢ aplicada a fim de imobilizar atividades
de micro-organismos e/ou assegurar concentracdes residuais em
sistemas de distribuicdo de agua potavel, evitando assim, o re-
desenvolvimento de micro-organismos neste meio.
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Coagulacao
Dealcalinizagcao
Cloracao

Abrandamento

NaC(l Sedimentacao

Filtragao

(A) } Adicao de Na2SO4

Filtro de carvao

Adicao de ativado

(B) NazS04
NaCl

Abrandamento
Remocgao de Fe,

Mn Abrandamento
por troca i6nica

(@)
Figura 2. Fluxograma de tratamento de agua para a industria
cervejeira. (A) e (B) Para processo industrial (C) Para lavagem de
garrafas.
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A multiplicidade de doengas causadas por virus, bactérias,
protozodrios e parasitas podem ser transmitidas por aguas
contaminadas. Infeccbes podem  variar de sintomas
assintomaticos a leve desconforto, debilitacdo e até mesmo levar a
morte. A cloragdo reduz 99,99% dos virus e 99,9999% das
bactérias em aguas contaminadas (Rodriguez & Serodes, 2001;
Bull et al., 1995).

No processo de cloragao, o cloro pode reagir com a matéria
organica natural incluindo substancias humicas e fulvicas
(estruturas ainda nao completamente conhecidas), gerando os
chamados subprodutos da desinfec¢ao da agua (DBP). Os
trihalometanos (THMs) sao o DBPs mais encontrados no processo
de cloracdo, e a formacao destes compostos halogenados
dependem do tipo e da concentragio da matéria organica
presente, concentra¢ao de ions bromo, dose e forma de cloragao,
pH, temperatura e concentracao de nitrogénio organico (Pavelic
et al. 2005; Aboul & Welss, 2006; Rodriguez, Sérodes & Levallois,
2004; Gang, Clevenger & Banerji, 2003; Kim, Shim & Lee, 2002).
Os THMs formados sdo: o cloroformio (CHCIs), o
diclorobromoférmio (CHCl2Br), o dibromocloroférmio (CHCIBr2)
e o bromoférmio (CHBrs3) (Uyak, Ozdemir & Toroz, 2007; APHA,
1992). A Figura 3 exibe a estrutura quimica destes compostos.

Cl Tr |Br I|3r
H—C—CI H—(|:—CI H—(|2—CI H—C—Br
Cl Cl Br Br
Triclorometano Bromodiclorometano Clorodibromometano Tribromometano
(Cloroférmio) (Bromodicloroférmio) (Clorodibromoférmio) (Bromoférmio)
CHCI, CHBICl, CHBr,Cl CHBr,

Figura 3. Estrutura quimica dos trihalometanos.
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1.4.1. Principios da cloracao da agua

Além da desinfecgdo, o uso de cloro no tratamento da agua
pode ter como objetivo, também, a oxidagdao (alteragao das
carateristicas da 4gua pela oxidagdo dos compostos nela
presentes). Entretanto, a desinfeccdo é a objetivo principal da
cloragdo, o que acarreta, muitas vezes, o uso das palavras
“desinfeccao” e “cloracao” como sinonimos (Bazzoli, 1993).

O cloro e seus compostos sao fortes agentes oxidantes. Em
geral, a reatividade do cloro diminui com o aumento do pH, e sua
velocidade de reagao aumenta com a elevacao da temperatura
(Meyer, 1994). O cloro gasoso hidrolisa rapidamente em agua
para formar o acido hipocloroso, conforme a Equagao 1.

HOCI + H* + CI" @)

d, @ * H,0O

Kh = [HOCI] [H*] [CI'] =4,5 x 10 a 25 °C.

pClz

Na temperatura ambiente, a reacdo é de décimos de segundo
(van Bremen, 1984). Em solugao diluida e pH acima de 4, o
equilibrio da reagdo é deslocado para a direita, restando pouco
Cl2 em solugao. Em valores de pH mais baixos, a reagao
predominante € no sentido de formagao do cloro (Meyer, 1994).

O acido hipocloroso se dissocia fracamente em ions
hidrogeénio e hipoclorito conforme a Equacao 2.

HOCl == H" + OCI’ (2

Ka=[OCI][H*]=3,5x10%a 25 °C.
[HOCI]

A dissociagao do acido hipocloroso entre pH 6,5 a 8,5 é
incompleta e as duas espécies, HOCl e OCI,, estao presentes em
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pequena concentracao (White, 1992). Abaixo de pH 6,0 a
dissociagao de HOCI é minima. Acima de pH 9,0, praticamente
todo o acido se dissocia ao ion hipoclorito. Considerando que o
efeito germicida de HOCI é maior do que o de OCI, preferem-se
baixos pH para a desinfeccao com esse agente. (American Society
of Civil Engineers, 1971; Programa de Pesquisa em Saneamento
Basico, 2001; Rich, 1980). A Figura 4 exibe a distribuigao de HOCl
e OCl em 4gua de acordo com o pH.

A reacao de hipoclorito de s6dio ou hipoclorito de calcio e a
agua (Equagoes 3 e 4) também gera o acido hipocloroso como
produto. O hipoclorito de calcio é comercializado na forma sélida
e o hipoclorito de sddio, na forma liquida.
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Figura 4. Distribuicao de HOCI e OCl-em agua em fungao do pH.
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NaOCl + H,0 === HOCI + Na* + OH" 3)
Ca(OCl), + 2H,0 —3 2HOCI + Ca?* + 20H" @

Por essas equagdes verifica-se a producdo do acido
hipocloroso. Uma diferenca que se nota nas reagoes (3) e (4) em
relacdo a reacdo (1) é a presenca de ions hidroxilas ao invés de
protons, elevando o pH da agua. O cloro existente na agua sob as
formas de acido hipocloroso e de ion hipoclorito é definido como
cloro residual livre (OPAS, 1987; Rossin, 1987).

1.4.2. A formagao de trihalometanos a partir da cloragao

A maioria dos acidos falvicos e htimicos contém radicais
cetona, que podem causar a formagao de haloférmios apods a
reacdo com o cloro. Os acidos falvicos e hiimicos sdo resultantes
da degradacao quimica e bioldgica de residuos de plantas e
animais (van Bremem, 1984; OPAS, 1987). A Figura 5 abaixo exibe
uma possivel reagdo de formacdo do cloroférmio, os demais
trihalometanos seguem o mesmo comportamento de formagao.

CH3 HZC_C13
Cloro /
C— T lie —  CZ=O
R R
CH, /O'
cC— + OH —— c\ O + CHCl
R R

Figura 5. Reagao de formagao de trihalometanos. Onde cloro livre
¢ a soma de todas as espécies elementares do cloro: Clz, acidos
clorados (HCIO), ion hipoclorito (ClO"), etc.
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O mecanismo da reagdo do haloférmio comeca com a a-
halogenagao através do enolato. O efeito de atragao de elétron de
um a-halogénio aumenta a acidez dos prétons do carbono ao
qual ele esta ligado, fazendo com que a halogenacao subsequente
neste carbono seja mais rapida do que a anterior. O trihalometano
cetona formado, sofre entdo uma adicdao nucleofilica do ion
hidréxido no grupo carbonil, facilitando a sua dissociagdo pela
clivagem da ligacao do grupo CCls (ou CX3 onde X = halogénio).
O grupo abandonador :CCls reage com a agua para entdo para
formar o cloroférmio.

As variaveis que influenciam a reacdo de formacdo dos
THMs sao: (Khordagui & Mancy, 1983; Santos, 1987; van
Bremem, 1984; Meyer, 1994):

a) Tempo

A formacao de trihalometanos em condi¢des naturais nao é
instantanea. Em principio, quanto maior o tempo de contato entre
o cloro e os precursores, maior sera a probabilidade de formagao
dos THMs.

b) Temperatura
O aumento da temperatura significa um aumento na
probabilidade de formacao dos THMs.

c) pH

Com o0 aumento de pH a taxa de formacao de THMs também
se eleva, porque a reagao de formagao do haloférmio é uma
catalise basica.

d) Concentracao de brometo e iodeto

Os brometos e iodetos, na presenca de cloro aquoso, sao
oxidados a espécies capazes de participar da reacao de
substitui¢cao organica, resultando na formac¢ao de THM puro ou
misturado (um ou mais de um dos compostos). O bromo tem
vantagens sobre o cloro nas reagdes de substituicdo com os
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compostos organicos, mesmo que o cloro esteja presente em
excesso quando comparado com o bromo inicial.

e) Caracteristicas e concentragdes dos precursores

Quanto maior a concentra¢do de acidos htimicos e fulvicos,
maior sera a formagao de THMs. As caracteristicas da dgua e dos
precursores presentes também irdo influenciar a formacao de
THMs.

f) Concentracio de cloro

Quanto maior a dosagem de cloro, maior sera a
probabilidade de formac¢ao de THMs. A forma sob a qual o cloro
se apresenta também é importante; o cloro livre tem maior poder
de formacao de THMs do que o cloro combinado.

1.5. Legislagoes e toxicidade dos trihalometanos

Em 1974, estudos realizados nos Estados Unidos mostraram
pela primeira vez a correlagdo positiva entre aguas de
abastecimento publico e cancer. Um estudo que se destacou foi
realizado pela Agéncia de Protecado Ambiental Norte-Americana
(USEPA) em 113 estagdes de tratamento de agua. Os THMs foram
encontrados em todas as esta¢Oes que utilizavam a cloragao como
processo de desinfeccao (Bellar et al., 1974; Bun et al., 1975; Balster
e Borzelleca, 1982; Melnick, 1987; Melnick, 1989). A USEPA e a
Uniao Européia (EU) fixaram em 80 e 100 ug L, respectivamente,
como o nivel maximo de contaminante (MCL) para THMs em
agua potavel (United States Environmental Protection Agency,
2001; The Council of the European Union, 1998). A USEPA
propode reduzir de 80 para 40 pg L' o nivel maximo de THMs em
agua potavel. Reducao semelhante ocorreu em 1998, quando a
USEPA reduziu de 100 pg L (proposto em 1979) para 80 ug L'
(Zhao, Lao & Xu, 2004; Pontius, 1993). Alguns paises europeus
possuem leis mais restritas para a concentragao total de THMs em
agua potavel. A Alemanha e a Franga permitem um maximo de
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10 pg L, a Suica 25 pg L' e 30 pug L' na Itdlia (Golfinopoulos &
Nikolaou, 2006; Batterman et al., 2002; Serrano & Gallego, 2007).
A Organizagdo Mundial de Satde recomenda que,
individualmente, os valores de cloroférmio, diclorobromofoérmio,
dibromocloroférmio e bromérmio sejam de 200, 60, 100 e 100 pg
L, respectivamente, para agua potavel (WHO., 2008). No Brasil,
a partir da promulgacdao da Portaria N° 36, de 19/01/90, do
Ministério da Saude, foram estabelecidos novos padrdes de
potabilidade da agua, os quais passaram a vigorar em 23/01/92.
Conforme essa legislagdo, o teor maximo de trihalometanos em
agua potavel foi fixado em 100 pg L. Entretanto, muito se
discute sobre estes dados atualmente, os valores permitidos
tendem a sofrer alteragdes na medida em que novos estudos sao
realizados.

Os trihalometanos sao considerados carcinogénicos. Estudos
afirmam que o consumo de 4gua contaminada com altas
concentragoes destes compostos aumenta os riscos de cancer (em
humanos e animais) de estdmago, bexiga, rim, pancreas e
tumores cerebrais. Os THMs também causam diversos efeitos
negativos no sistema reprodutivo. (Kusamran et al., 2003;
Tokmak, Caper & Dilek, 2004; Simpson, 1998).

Outros estudos indicam uma associacdo entre a exposicao
aos trihalometanos e efeitos adversos na gravidez, como aborto
espontaneo (Waller et al.,, 1998, Savitz et al., 1995), nascimento
prematuro (Dodds et al., 1999; Hinckley et al., 2005), natimorto
(Toledano et al., 2005; King et al., 2000), pesagem e/ou altura bem
abaixo do normal do bebé em seu nascimento (Gallagher et al.,
1998; Wright et al., 2003; Hinckley et al., 2005; Kramer ef al., 1992).

1.6. Controle e remog¢ao de THMs

Existem trés opgdes para o controle e remocao dos
trihalometanos. A primeira opcao é fazer uso de processos
alternativos para a desinfeccdo da agua. A segunda opgao € a
redugao dos trihalometanos ja formados. E a terceira opgao é
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reduzir a concentracdo de precursores. A diminui¢do da
concentragdo dos precursores pode ser conseguida através de
algumas técnicas (la Rubia ef al., 2008; Ribeiro & de Luca, 1998;
Bazzoli, 1993; Chiang, Ling & Chang, 2007; Capar & Yetis, 2002,
Meyer 1994; Jacangelo et al., 1995, Marhaba, 2002):

a) Clarificacao

Este método remove apenas parcialmente a concentragao de
acidos humicos e fulvicos pela adigao de sais de ferro e aluminio.
A remogao geralmente ocorre em condigdes levemente acidas, pH
4a6.

b) Aeracao
Este método é o menos eficaz, devido ao fato de que os
precursores possuem massa molar elevada.

¢) Adsorcao em carvao ativado

O uso de carvao ativado em po6 ou granulado ¢ um método
eficiente na remogao da maioria dos precursores dos THMs.
Entretanto, este método necessita que o carvao ativado seja
substituido com frequéncia. Também ¢é eficiente para a remogao
de trihalometanos ja formados na solucao.

d) Controle de precursores no manancial

A realizacdo de determinagdes periodicas da concentracao de
precursores de THM em dgua bruta pode revelar medidas de
controle que poderiam ser tomadas para minimizar essas
concentracdes. Entre tais medidas deveriam ser incluidos o
controle de algas, a prevencdo do avan¢o de dgua salina
(presenca de compostos bromados) e a selecao de mananciais
alternativos.

e) Oxidagao
O uso de agentes oxidantes capazes de oxidar os precursores
de THMs tem como objetivo a diminuicdo do potencial de
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formacao destes pela acdo de produtos quimicos (alterando os
precursores) e a completa oxidagao quimica dos precursores (até
a forma de diéxido de carbono), a fim de eliminar o problema
potencial da presenca depois do tratamento de subprodutos da
oxidagdo, os quais podem ser até mais perigosos do que os
THMSs. Os oxidantes que podem ser usados sao os seguintes:
ozona, didéxido de cloro, permanganato de potassio, radiagao
ultravioleta e peroxido de hidrogénio. As dosagens necessarias
desses oxidantes para reduzir o potencial de formagao de THMs
sao elevadas e o tempo de contato € maior que o normalmente
usado na desinfec¢ao.

A alternativa de oxidagdo dos precursores até hoje foi
realizada somente em laboratérios, nao tendo sido implementada
como rotina em sistemas de tratamento de Aagua. Existe a
possibilidade de que a utilizagao desta técnica implique a geragao
de subprodutos indesejaveis. As reagdes de oxidagao dos
precursores sao bastante complexas e os subprodutos obtidos
podem variar com as condi¢des da reacdo de remocao do
potencial de formagio de trihalometanos. Aguas que apresentam
concentracao elevada de bromo produzem teores elevados de
trihalometanos. Tais dguas podem ser tratadas com ozonio para
retardar ou prevenir a formac¢dao de THM contendo bromo, o que
resulta numa diminuicdo da concentragdo total de
trihalometanos.

f) Filtragdo por membranas

Pode ser a microfiltragao, a ultrafiltracao (UF), nanofiltracao
(NF) e osmose reversa. Os dois primeiros processos requerem
uma pressao de servigo menor que 5 bars e sdo principalmente
aconselhados para separacao solido/liquido e eliminagao de
particulas. A UF detém particulas minerais e organicas e
particulas biologicas equivalente a algas, bactérias e virus.
Contudo, junto com adsorc¢ao sobre carvao ativado em p6 (CAP),
a UF pode também ser usada para eliminar moléculas organicas
dissolvidas. A nanofiltragao e a osmose reversa, por outro lado,
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podem deter particulas do tamanho de um ion. A NF ¢
normalmente usada para abrandamentos e, em parte, para
desmineralizar 4agua salobra ou pouco salina e a OR para
desalinizar a agua do mar ou aguas salobras.

Em quase todos os trabalhos sobre membranas, tenta-se
definir, a grosso modo, as diferentes tecnologias de membranas
utilizaveis em tratamento de agua em fung¢do do tamanho dos
poros das membranas e do diametro médio das “particulas” que
ocorrem nas aguas naturais. Por exemplo, a microfiltragdo €
aconselhada para tamanhos entre 10 e 0,1 mm, a ultrafiltracao
para tamanhos entre 0,2 e 0,001 mm e a nanofiltragdo, para
tamanhos entre 0,01 e 0,0004 mm. Em consequéncia da formacao
de subprodutos por desinfetantes/desinfecao, esta havendo uma
preocupagao maior pelas industrias sobre as tecnologias de
remogao de matéria organica natural (NOM) das aguas brutas de
abastecimento.

1.7. Técnicas de extragao para a determinagao de trihalometanos

A exposi¢ao humana e animal a compostos organicos volateis
(VOCQ), entre eles os trihalometanos, acontece principalmente via
ambiente e também através de produtos de consumo. Com isso,
ha uma crescente preocupacao ambiental e com a saude.
Consequentemente, detectar e monitorar tais compostos em
diversas matrizes é de extrema importancia.

A determinacao de trihalometanos em matrizes aquosas é
realizada principalmente com um cromatdgrafo gasoso (GC)
equipado com um detector por captura de elétrons (ECD) ou
deteccao por espectrometria de massas (MS). A maioria das
matrizes aquosas apresenta concentragoes na faixa de ng L' a ug
L1, logo, faz-se necessario uma etapa de pré-concentracao dos
analitos para quantificacdio através do método analitico
selecionado. A preparacdo da amostra é a etapa mais critica em
andlises de contaminantes ambientais. Nesta etapa, os compostos
de interesses sdo separados da matriz e pré-concentrados para
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melhorar a sensibilidade, seletividade, exatidao e
reprodutibilidade das anadlises. Em casos de matrizes altamente
complexas ou ditas sujas, esta etapa também inclui uma “etapa
de limpeza” para facilitar as analises e prevenir a deterioracao do
sistema cromatografico e detector utilizado. A preparagao da
amostra € a etapa do trabalho mais intensivo, que consome mais
tempo, e a principal fonte de erros no método analitico
(Hyotyldinen & Riekkola, 2004; Pavoén et al., 2008).

Entre os métodos analiticos para a determinagao de VOCs
que consistem de uma etapa de pré-concentragao, podem ser
citados a extragao liquido-liquido (LLE) (Golfinopoulos, Lekkas
& Nikolaou, 2001; United States Environmetal Protection Agency
- method 551.1, 1995), microextracao em fase liquida (Bonato et
al., 2008; Tor & Aydin, 2006), purge and trap (P&T)
(Golfinopoulos, Lekkas & Nikolau, 2001; Nikolaou et al., 2002),
extragdo em fase sélida (SPE) (Gioia et al., 2004) e microextragao
em fase solida (SPME) (Cardinali ef al., 2004; Cho, Kong & Oh,
2003). Técnicas sem pré-concentragao também foram utilizadas
para a determinacao de THMs, como a injecao aquosa direta
(DAI). Esta técnica ndo utiliza solventes e assim minimiza a
manipulagdo da amostra, entretanto a DAI comumente reduz a
vida util da coluna cromatografica e leva imites de deteccdao
maiores que as técnicas envolvendo a pré-concentracdo. (Biziuk,
et al., 1996; Aepli et al., 2008).

A extragao liquido-liquido (LLE) para a determinacdo de
compostos organicos volateis vem sendo cada vez menos
utilizada devido a utilizacaio de grandes quantidades de
solventes, entre 5 e 100 mL na maioria dos casos. Ainda assim,
esta técnica tem sido utilizada no estudo de formacao de
produtos de desinfeccao da dgua durante a cloragao na Grécia e
Italia (Nikolaou et al., 2005). O mesmo caso aplica-se para a
extracdo em fase solida, apesar de utilizar volume de solvente
bem menor que a LLE, faz utilizacao de solventes de alto grau de
pureza, caros e a etapa de dessor¢ao do analito aprisionado no
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cartucho de SPE que requer geralmente, o uso de solventes
toxicos.

Uma técnica que € muito utilizada para a determinagao de
THMs ¢é o sistema Purg & Trap (P&T). No sistema classico a
amostra aquosa € injetada em um frasco de purga, e os analitos
sao extraidos pela passagem de um gas inerte através da amostra.
Logo apds, os analitos na fase de vapor sao coletados em um trap
que contém um sorvente, onde sao adsorvidos. Em seguida, os
compostos retidos sdao dessorvidos por aquecimento e
transportados através de uma linha aquecida até o injetor do
cromatografo gasoso. Uma desvantagem associada com esta
metodologia € o excessivo vapor de agua que é purgado com os
compostos volateis pelo fluxo do gas inerte. Isso causa distor¢des
nos picos cromatograficos, principalmente no inicio do
cromatograma. Felizmente, ha alternativas para minimizar este
problema como aparatos de P&T combinando um sistema de
eliminacao de solvente consistindo de um dessecador de Nafion
(um polimero sintético); e entre outras opg¢des (Zygmunt, 1996;
Pavon, et al., 2008; Koester & Clement, 1993; Lara-Gonzalo et al.,
2008; Culea, Cozar & Ristoiu, 2006).

Contudo, a tendéncia atual na quimica analitica é levar em
conta a ideologia da “quimica verde” e neste sentido, métodos de
preparacao de amostra que minimizem ou que sejam livres de
solventes tém sido desenvolvidos, tal como técnicas de
microextracdo em fase liquida e micro-extracao em fase solida
(Pavon, et al., 2008).

A microextragao em fase liquida pode ser considerada uma
evolugado do método classico extragdo liquido-liquido. Uma
técnica amplamente conhecida envolve o uso de uma micro-gota
de um solvente organico suspendido na ponta da agulha de uma
microsseringa (SDME), esta micro-gota pode ficar em contato
com a amostra ou suspensa no frasco. Os compostos volateis da
amostra sao extraidos por essa micro-gota que, em seguida é
aspirada para dentro da seringa e o extrato € assim analisado
(Zhao, Lao & Xu, 2004; Tor & Aydin, 2006). Esta técnica é simples
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e consome minimas quantidades de solvente, entretanto esta
técnica ndo é muito robusta, j4 que a micro-gota pode se
desprender durante a analise (Kramer & Andrews, 2001). Um
método mais robusto utiliza membranas hidrofdbicas, ocas e
porosas descartaveis de polipropileno. Um recipiente ¢é
preenchido com a amostra aquosa de interesse e um pedaco de
membrana € mergulhado nessa amostra. Com isso, a fase
aceptora nao entra em contato direto com a matriz aquosa (fase
doadora), permitindo aplicar agitacdo constante durante a
extracdo. Além disso, o baixo custo de cada unidade de extracdo
possibilita 0 seu uso uma tunica vez, evitando problemas de
"carry-over" (Psillakis & Kalogerakis, 2003; Pedersen-Bjergaard &
Rasmussen, 1999).

Todas as técnicas citadas ja foram utilizadas para a
determinacao de trihalometanos em matrizes aquosas
apresentando vantagens e desvantagens, e a selecdo de qual
técnica aplicar depende do tempo disponivel, recursos
financeiros, tipo de matriz, entre outros (Pavon et al.,, 2008). A
microextracdo em fase sdlida, cuja técnica foi utilizada neste
trabalho, ¢é discutida em detalhes no item 1.7.1

1.7.1. A microextragdo em fase sélida (SPME)

A microextragdo em fase solida é amplamente empregada
para a extracdo de uma grande variedade de compostos devido a
sua simplicidade, sensibilidade, vantagens econdmicas, evita
riscos de contaminagdo da amostra durante a preparacdao da
mesma e ndo agride o meio ambiente ja que nenhum solvente é
necessario para a extracdo dos compostos de interesse.
(Alpendurada, 2000).

Esta técnica tem sido aplicada com sucesso para andlises de
amostras ambientais como a determinagao de pesticidas (Moreno,
Ferrera & Rodriguez, 2007; Wang et al., 2009; Beyer & Biziuk,
2008) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Bergknut et al.,
2007; Purcaro et al., 2007; Rianawati & Balasubramanian, 2009);
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farmacos (Zhang et al., 2009; Cdlon & Richoll, 2005; Pavlovi¢ et al.,
2007); amostras alimenticias como a determinacdo de
formaldeido em peixes (Bianchi et al., 2007) e determinagao de
aromas e flavorizantes; (Majcher & Jelén, 2009; Mazida, Salleh &
Osman, 2005) e em andlises forenses (Sporkert & Pragst, 2000;
Fucci, De Giovanni & Chiarotti, 2003).

O principio da microextragao em fase solida se baseia na
afinidade dos compostos de interesse em relagao ao recobrimento
da fibra. O mecanismo esta baseado no equilibrio de particao,
onde hd uma transferéncia de moléculas da matriz para a fibra de
SPME, até que o equilibrio seja alcangado (Pawliszyn, 1997).

A Figura 6 exibe o dispositivo de SPME semelhante a uma
agulha.

Niicleo de silica
Tubo hipodérmico

fundida
S o j
U Recobrimento
IZD’“"" S00um

Figura 6. Componentes do dispositivo de SPME.

Basicamente consiste de um suporte de silica fundida de 100
mm de comprimento e 100 um de diametro. A extremidade
possui 10 mm e é recoberta com a fase estaciondria (fase
extratora). A fase extratora pode ser um adsorvente (e.g., carvao
ativo  grafitizado) ou um filme polimérico (e.g.,
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polidimetilsiloxano - PDMS) (Pawliszyn, 1997, Valente &

Augusto, 2000).

O calcanhar de aquiles da SPME € a fragilidade da fibra e
esta € protegida dentro de um tubo capilar de ago inoxidavel
denominado de tubo hipodérmico. Para uso, o conjunto descrito
anteriormente é acoplado a um aplicador (holder), que forma um
sistema tipo émbolo (Figura 7). A pressao no émbolo desse
aplicador faz com que a fibra seja exposta.

e —

L ——

Figura 7. Representacdo esquematica do aplicador (holder) com a

fibra exposta.

A exposicao da fibra de SPME pode ser realizada de trés
diferentes modos basicos: extragao direta, extragao por headspace e
extracao com protecao de membrana (Figura 8).

(A) (B)
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[]Matriz da amostra  [Jl]l Recobrimento da fibra [ll] Membrana

Figura 8. Modos de operacdao da SPME. (A) extragao direta, (B)
extragdo por headspace, (C) extracdo com prote¢ao de membrana.
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Na extracao direta, a fibra fica exposta diretamente a
amostra. Na extragao por headspace, a fibra fica posicionada no
espago de vapor confinado acima da amostra e os analitos sao
assim extraidos. E, por ultimo, na extracdo com protegao de
membrana, a fibra € separada da amostra com uma membrana
seletiva, a qual permite a passagem dos analitos e bloqueia os
interferentes (Smith, 1999).

O procedimento da SPME ¢ realizado em duas etapas: a
sorcao e a dessor¢ao dos analitos volateis. A Figura 9 ilustra estas
etapas no modo headpsce, o qual foi utilizado neste estudo. Na
etapa de sor¢ao, os analitos de interesse sao extraidos da amostra
pela exposigao da fibra por um tempo pré-determinado. Apds a
etapa de sorcdo, a fibra é recolhida para dentro do tudo
hipodérmico e retirada da amostra. Por tltimo, a fibra € levada ao
injetor do cromatdgrafo onde acontece a dessorc¢ao dos analitos
para serem separados e detectados.

Extracio ou sorcio Dessorcio

== Barra magnética

Figura 9. Etapas do processo de microextracao em fase solida.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia analitica para determinagao
de trihalometanos em amostras de refrigerantes e cervejas com a
utilizacdo da microextracdo em fase sélida como técnica de
preparagao de amostra para analises cromatograficas.

2.2. Objetivos especificos

Utilizar a cromatografia gasosa como método de separagao e
detecgao por captura de elétrons dos trihalometanos.

Estudar a influéncia do gas das amostras no processo de
extracao.

Otimizar as variaveis que afetam a eficiéncia de extra¢ao da
microextracdo em fase sélida a fim de obter maior sensibilidade
da metodologia.

Obter os parametros analiticos de mérito para validar a
metodologia proposta como faixa linear de trabalho, limites de
deteccao e quantificagao, precisao e exatidao.

Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras de
refrigerantes e cervejas comercialmente disponiveis na cidade de
Florianopolis.

Avaliar, se houver, as principais diferencas entre as amostras
analisadas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais e reagentes

Solugdes padrao estoque individuais de cloroférmio (Tedia,
EUA), diclorobromoférmio (Sigma-Aldrich, EUA),
clorodibromoférmio (Sigma-Aldrich) e bromoférmio (Synth,
Brasil) foram preparadas em metanol (Supelco, EUA) resultando
em solugoes de 4700, 2500, 2500 e 7460 mg L, respectivamente.
Solug¢des padrao intermedidrias de 100, 10, 1 e 0,2 mg L' de cada
composto foram preparadas em metanol por diluicao das
solugdes estoque com metanol. Diclorometano (Sigma-Aldrich) e
diiodometano (Sigma-Aldrich) foram wusados como padroes
internos. Solugbes padroes estoque de 2000 mg L1 de
diclorometano e diiodometano em metanol foram preparadas.
Solugdes padroes intermedidrias de 100 mg L' foram preparadas
da mesma forma que as solugdes padrdes intermedidrias de
THMSs. Todas as solugoes padroes foram estocadas a 0 °C.

Cloreto de sodio (Nuclear, Brasil) foi usado para modificar a
forcga idnica das amostras. Hidréxido de sédio (Nuclear) 6 mol L
foi preparado em agua mineral e usado para reduzir o acido
carbdnico das amostras até alcancar o pH 6,1. Agua mineral foi
utilizada, em razao de que estudos anteriores com agua destilada
e ultrapura continham concentragdes tracos de trihalometanos.
Autores tém relatado a presenca de THMSs, sobretudo
cloroférmio, em matrizes aquosas e até mesmo no ar (Zoccolilo et
al., 2005). Por esta razao, a agua mineral foi também utilizada
para a calibracao externa.

As fibras investigadas foram polidimetilsiloxano (PDMS-100
um),  carboxen-polidimetilsiloxano ~ (CAR-PDMS-75  um),
divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS-
50/30 pm), poliacrilato (PA-85 um), carbowax-divinilbenzeno
(CW-DVB-65 pum) e polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-
DVB-65 um) obtidas da Supelco.
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Frascos de vidro transparentes para SPME com capacidade
para 40 mL (Supelco) selados com tampa com septo de PTFE
(politetrafluoretileno)/silicone) foram  utilizados. Barras
magnéticas imantadas revestidas com PTFE, formato hexagonal
(bastao) liso sem anel (Dist, Brasil) foram utilizadas.

3.2. Instrumentos

As analises cromatograficas foram realizadas em um
cromatégrafo gasoso Shimadzu GC-14B (Shimadzu, Japao),
equipado com injetor split/splitless e detector por captura de
elétrons. A separacao cromatografica foi realizada numa coluna
capilar Rtx-WAX (Restek, EUA) de 30 metros de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de fase
estaciondaria. Gas nitrogénio ultrapuro para ECD (White Martins
S.A., Brasil) foi usado como gas auxiliar e de arraste a 48 e 1,0 mL
min?!, respectivamente. A vazao de split foi de 1:120. A
temperatura do forno da coluna foi 40 °C (2 min), 8 °C min™! até 80
°C, 20 °C min? até 180 °C (1 min). A temperatura do injetor foi
fixada em 280 °C, com excegao para o uso da fibra CW-DVB, cujo
fabricante recomenda uma temperatura maxima do injetor de 260
°C. O tempo total da corrida cromatografica foi de 13 minutos. O
pHmetro Tecnal (Piracicaba, SP) foi utilizado para leitura das
amostras.

A confirmacao da identidade dos compostos foi realizada em
um cromatografo gasoso com deteccdo por espectrometria de
massas a 70 eV - GCMS-QP2010 Plus Shimadzu (Shimadzu,
Japao). O programa de temperatura do forno da coluna foi: 40 °C
(4 min), 5 °C min! até 80 °C, 20 °C min™ até 180 °C. Temperatura
da fonte de ions de 200 °C, temperatura da interface de 200 °C. A
coluna analitica utilizada foi a Rtx-5MS (Restek). Gas hélio com
grau de pureza 6.0 (White Martins, S.A.) foi utilizado como gas
carreador a uma vazao de 1 mL min! As andlises
foram realizadas em modo splitless. Faixa de varredura de massa
de 35 - 400 m/z. A identificagao foi baseada na comparacao do
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espectro de massa para cada analito obtido e o espectro de massa
disponivel na Mass Spectral Library (NIST 05).

3.3. Obtencao das amostras

Os refrigerantes e cervejas foram obtidos em supermercados
de Floriandpolis (SC, Brasil). Foram levadas em consideragao
varias marcas, sabores e tipos de embalagens (garrafas de PET e
vidro, e latas). Todas as amostras foram estocadas a 4 °C com 24
horas de antecedéncia das analises.

3.4. Procedimento de microextra¢do em fase solida nas
calibra¢des e amostras

Um tipo de refrigerante foi utilizado para simular todas as
amostras gasosas no periodo de otimizacao das variaveis que
afetam a eficiéncia de extracao dos THMs. A extracao dos analitos
foi realizada com a fibra de carboxen-polidimetilsiloxano-85 um
(CAR-PDMS-85 um). A fibra foi condicionada por 1 hora a 300 °C
antes do uso e dessorcoes dos brancos foram periodicamente
realizados.

Amostras de 20 mL foram transferidas para frascos de 40 mL
o qual continham 20% (m/v) de cloreto de sédio, 150 uL ou 130
uL hidréxido de sédio 6 mol L! para amostras de refrigerantes ou
cervejas, respectivamente, 50 ug L de diclorometano e 25 ug L
de diiodometano como padrdes internos. A temperatura de
extracao foi de 30 °C, e o tempo de equilibrio no banho
termostatizado foi de 6 minutos. A velocidade de agitacdo
utilizada foi de 1000 rpm (rota¢des por minuto). No processo de
sor¢ao, a fibra foi imersa no headspace para a extracdo por 15
minutos e, em seguida, foi imediatamente recolhida e levada ao
injetor do cromatdgrafo sem atraso (menor que 5 s). A dessor¢ao
ocorreu a 280 °C por 2 minutos em todas as andlises. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudo da influéncia do gas carbonico na extracao dos THMs

O primeiro estudo realizado foi investigar a eficiéncia de
extracao dos THMs comparando duas situagdes em uma amostra
de 20 mL de refrigerante: extracao sem adi¢ao de NaOH 6 mol L*!
e a outra com a adicao de 150 pL de NaOH 6 mol L (pH final
6,1). A fibra utilizada foi CAR-PDMS-75 pm. O tempo e
temperatura de extracao utilizados foram de 10 minutos e 20 °C,
respectivamente. Velocidade de agitacao de 500 rpm.

O questionamento levantado foi saber se a grande
quantidade de gas carbonico nas amostras prejudicaria a extragao
por headspace pela fibra de SPME. O gas carbonico, que diluido
em fase aquosa, mantém-se em equilibrio de acordo com a
Equacao (5). Quando uma bebida gaseificada € aberta, a pressao é
reduzida a pressao atmosférica, isto causa a decomposi¢ao do
acido carbonico liberando bolhas de diéxido de carbono.

A adicdo de hidroxido de sédio a amostra reduz
significativamente a concentragao de acido carbonico resultando
nos produtos carbonato de sédio e monohidrogenocarbonato de
sodio.

CO, (g + H0 === H,C0; === HCO; ) + H' (5)

Observa-se a partir da Figura 10 que a melhor eficiéncia de
extracdo ocorre com adi¢ao de hidroxido de sédio 6 mol L. Isto
ocorre para todos os compostos, entretanto para o analito mais
volatil, o cloroférmio, nao ha diferencga significativa na eficiéncia
de extragao levando em consideracao os erros experimentais.

Ha um aumento na eficiéncia de extracao de 20% e 34% para
o diclorobromometano e dibromoclorometano, respectivamente.
A melhora na eficiéncia de extracdo pode ser explicada pela
facilitagao de escape dos analitos da fase aquosa para a fase
gasosa quando a pressdao no headpace fica igual ou préxima a
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pressao atmosférica. Isto acontece naturalmente quando nao ha
um gas, como o gas carbonico, em grande quantidade num
volume de headspace pequeno.

80000

] = CHCl3
70000+ N CHCl,Br
60000-. =1 CHCIBry
I CHBr3

50000
40000 4

Altura

30000 4
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10000 1

0-

Sem NaOH Com NaOH

Figura 10. Eficiéncia de extragdo da fibra CAR-PDMS-85 um para
THMSs com e sem adi¢do de NaOH 6 mol L. Tempo de extragdo de
10 minutos a 20 °C. Agitacdo magnética de 500 rpm. Concentracao de
THM: 10 ug L1, n=3.

4.2. Escolha da fibra

Seis tipos de fibras foram investigados neste estudo:
polidimetilsiloxano (PDMS-100 pm), carboxen-polidimetilsiloxano
(CAR-PDMS-75 um), divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano
(DVB-CAR-PDMS-50/30 pum), poliacrilato (PA-85 pm), carbowax-
divinilbenzeno (CW-DVB-65 pum) e polidimetilsiloxano-
divinilbenzeno (PDMS-DVB-65 pum). Novas fibras foram
condicionadas, seguindo as recomendacgoes do fabricante.

Amostras de 10 mL de refrigerante fortificadas com 10 ug L
de THMs e 75 uL de NaOH 6 mol L! foram analisadas em
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triplicata para cada fibra. As respostas obtidas para cada THM
com diferentes fibras sao mostradas na Figura 11.

240000.. |:|CHC|3 CAR-PDMS
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180000] =1 CHCIB,
150000: N CHBr3 PDMS-DVB-CAR

PDMS-DVB
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90000'.
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30000'.

o

Fibras

Figura 11. Eficiéncia de extragao das fibras estudadas. 10 ug L de
THMs e 75 pL de NaOH 6 mol L1. Tempo de extracao de 10 minutos
a 20 °C, 500 rpm de agitagdo magnética, n = 3.

A escolha apropriada da fibra €é essencial para o
estabelecimento de um método sensivel na microextracdao em fase
solida e é dependente da natureza quimica dos compostos de
interesse (Cancho, Ventura & Galceran, 2001). Ha relatos na
literatura da utilizacdo da fibra de PDMS (Stack et al., 2000;
Valente et. al., 1998), CW-DVB (Cancho, Ventura & Galceran,
2001), PDMS-DVB (San Juan, Carrillo & Tena, 2006) e DVB-CAR-
PDMS (Lara-Gonzalo et al., 2008) para a extracdo de THMs em
matrizes aquosas. Entretanto, muitos autores concordam que a
fibra de CAR-PDMS ¢é a que fornece a melhor eficiéncia de
extracdo (O'Reilly et al, 2005, Antoniou, Koukouraki &
Diamadopolus, 2006; Nakamura & Daishima, 2005; Cho, Kong &
Oh, 2003).
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A eficiéncia de extracdo aumentou na seguinte sequéncia:
PA-85 um < PDMS-100 pm < CW-DVB-65 um < PDMS-DVB-65
pum < DVB-CAR-PDMS-50/30 um < PDMS-CAR-85 um. A fibra de
CAR-PDMS é claramente superior na eficiéncia de extragdo em
relacdo as demais fibras. Isto se deve pela fase porosa de
carboxen que captura analitos pequenos entre dois a doze atomos
de carbono. O tamanho dos poros determina quais analitos serao
retidos nessa fase. A fase porosa de carboxen contém micro (2-20
A), meso (20-500 A) e macroporos (>500 A). Comparando com a
segunda melhor fibra de acordo com o estudo realizado - CAR-
PDMS ¢é 3, 2 e 1,5 vezes melhor que PDMS-CAR-DVB para
CHCIs, CHCLBr e CHCIBr2, respectivamente. Para CHBr3 a
resposta foi similar. A fibra de PDMS-CAR-DVB possui 2 fases
porosas ligadas ao polimero de PDMS. O que difere a fase porosa
de divinilbenzeno da fase de carboxen é a predominancia de
mesoporos e o aumento do diametro médio de microporos.

A fibra de CAR-PDMS foi selecionada e aplicada para os
demais experimentos.

4.3. Efeito da temperatura

Na sequéncia para encontrar as melhores condicoes de
extracdo, o efeito da temperatura na extracdo de THMs foi
investigado. O incremento da temperatura de extracao tem como
consequéncia um aumento da difusdo dos analitos em direcdo a
fibra, diminuindo o tempo necessdrio para que se atinja o
equilibrio de particdo entre os analitos e a fase extratora.
Entretanto, o processo de adsorcao ou absorgao é exotérmico e
um elevado aumento da temperatura reduz o coeficiente de
parti¢io diminuindo a massa de analito extraida no equilibrio.
Geralmente, uma temperatura otima de extracdo € observada
(Budziak, Martendal & Carasek, 2007; Jia, Zhang & Min, 1998). A
equagao que rege a quantidade de analito extraido variando a
temperatura ¢ complexa e limita-se a casos de fibras onde o
mecanismo de sorg¢ao se da por absor¢ao, o que nao € o caso deste
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trabalho.
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Figura 12. Efeito da temperatura de extracdo dos THMs. 10 mL de
uma amostra de refrigerante fortificada com 10 pg L' de THMs e 75
uL de NaOH 6 mol L. Tempo de extragao de 10 minutos e 500 rpm
de agitacao magnética, n = 3.

A faixa de temperatura investigada foi de 10 °C a 80 °C. Pode
ser observado através da Figura 12 que as melhores condi¢des sao
de 20 °C para CHCIs, 30 °C para CHCI2Br, 50 °C para CHCIBrz e
para o CHBrs houve resposta similar de 30 °C a 60 °C
considerando erros experimentais. Era esperado que o
cloroférmio apresentasse a temperatura mais baixa de extracao, ja
que € o analito com a maior pressao de vapor (0,26 atm) a uma
temperatura de 25 °C (para os demais: 0,078 atm para
diclorobromoférmio; 0,020 atm para dibromocloroférmio e 0,0074
atm para o bromoférmio) (United States Environmental
Protection Agency, 1994; Schwarzenbach, Gschwend & Imboden,
1993).
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Assim como a tendéncia da elevagdo da temperatura nos
pontos 6timos de extragdo com o aumento da massa molar dos
trihalometanos, também pode ser observado que apos 60 °C a
eficiéncia de extracao dos THMs decai rapidamente, ou seja, esta
temperatura € elevada o suficiente para que o coeficiente de
particao do analito entre a fase extratora e a fase de headspace seja
reduzido bruscamente.

A selegao da temperatura 6tima de extragao foi baseada na
minimizagao da distancia dos pontos 6timos de extracdo para
cada analito; as demais varidveis investigadas neste estudo
seguem a mesma linha de raciocinio.

Para estudos posteriores foi selecionada uma temperatura de
extracao de 30 °C.

4.4. Efeito do volume de headspace

A extracao dos analitos pode ser afetada pelo volume de
headspace dentro do qual cada composto difunde. A teoria da
SPME diz que para uma maior sensibilidade de extragao no
modo headspace, o volume da fase gasosa deve ser minimizado. Se
a quantidade de analito extraida pela fibra é relativamente
pequena a quantidade de analito presente no headspace, a
quantidade de analito requerida para ser transferida da fase
aquosa para o headpspace é da mesma ordem de magnitude que
o erro experimental. Em tal condi¢do resulta em uma extragao
mais rapida dos compostos de interesse. Esta condi¢ao pode ser
representada pela Equagao 6 (Pawliszyn, 1997).

Kfs Vf E
=— (6)
Khs Vh 100

Onde E é o erro experimental. Kfs é a constante de
distribuicdo do analito entre a fibra e a matriz da amostra;
representa a afinidade do recobrimento da fibra pelos analitos. Vf
¢ o volume do recobrimento da fibra. Khs é a constante de
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distribuic¢ao do analito entre o headspace e a fase aquosa e o Vh é o
volume do headspace. Estas constantes podem ser calculadas
através de dados fisicos-quimicos e parametros cromatograficos.

O experimento foi estudado na faixa de 15 mL (25 mL de
amostra) a 39 mL (1 mL de amostra) de volume de headspace em
frascos de 40 mL. A amostra de refrigerante foi fortificada com 10
ug L't de THMs. Tempo de extragao de 10 minutos a 30 °C e 500
rpm de agitacdo magnética. Volumes diferentes de NaOH foram
adicionados de acordo com o volume de amostra estudado (até
atingir pH 6,1). A Figura 13 exibe os resultados obtidos.

320000
- CHCl,
280000
] —e— CHCl,Br
240000 CHCIBr,
200000 —g T CHE
160000

Altura

.
1 Y
120000+ i(//,/”\\\\\\\i
80000 —
40000 *\\\\\¥
]

0 T T T v T v T d v !
15 20 25 30 35 40

Volume de headspace, mL

Figura 13. Efeito do volume de headspace na extragao dos THMs.
Amostras de refrigerante fortificadas com 10 pug L' de THMs. Tempo
de extracdo de 10 minutos a 30 °C e 500 rpm de agitacdo magnética, n
=3.

Pode ser observado na Figura 13 que a melhor condicao de
extracao para todos os trihalometanos ocorre com a utilizagao de
20 mL de volume de headspace (volume de amostra de 20 mL). No
intervalo de 20 mL a 39 mL de headspace, os THMs tém
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comportamento similar e crescente. Este resultado estd de acordo
com a teoria descrita acima. Quanto menor o volume de
headspace, maior € a concentragdo dos compostos de interesse,
consequentemente, ha uma influéncia direta sobre o tempo
necessario para que os analitos difundam para a fibra. Em 15 mL
de headspace ha queda na eficiéncia de extragao para todos os
compostos exceto para o cloroférmio. Uma possivel explicagao
pode ser a agitagdo magnética insuficiente para tal volume.
Entretanto, mesmo com uma agitagdao adequada, um volume de
15 mL de headspace num frasco de 40 mL nao se seria aconselhavel
devido a redugao da seguranga da exposi¢ao da fibra num
confinamento de headspace tao reduzido.

Para os demais experimentos um volume de 20 mL de
headspace foi selecionado.

4.5. Efeito da adicao de sal (efeito salting out)

Outra técnica comumente utilizada para aumentar a
quantidade de analito extraida pela fibra de SPME € a adi¢ao de
um sal, comumente NaCl, mas outros sais podem ser utilizados
como Na2SOs, KCl, entre outros. Apesar de este procedimento ser
muito utilizado para aumentar a eficiéncia de extragdo, em alguns
casos ele poder ser eliminado da etapa de otimizacao. Um
exemplo é a determinagao de ftalatos; o sal é estocado em
embalagens plasticas (que possuem ftalatos em sua constituicao)
e uma contaminacao deste se torna possivel. A solucado é utilizar
sal ultrapuro em embalagens de vidro, porém, reagentes com
essa qualidade sao muito mais caros (Polo et al., 2005).

A adicao de sal aumenta a forca i0nica da solucdo; alterando
a pressao de vapor, viscosidade, solubilidade, densidade, tensao
superficial, etc. do(s) analito(s), resultando na variacao do
equilibrio liquido / vapor do sistema (Cho, Kong & Oh, 2003).
Essa variacdo afeta favoravelmente a constante de distribuicao
entre a fibra e a matriz (Kfs). Entretanto, quando os analitos estao
na forma dissociada, o efeito é o oposto. O coeficiente de
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atividade das espécies dissociadas aumenta na amostra aquosa
com o incremento da forca idnica da soluc¢ado, dificultando a
passagem dos analitos para a fase gasosa do headspace.

Um estudo preliminar determinou que a saturacao de NaCl
em 20 mL de amostra de refrigerante com 150 uL. de NaOH 6 mol
L1 foi de 6,2 gramas a 30 °C. A faixa estudada para este
experimento foi de 0 a 6 gramas de cloreto de sédio (0 a 30%
m/v).
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Figura 14. Efeito da adigao de sal na extragdo dos THMs. 20 mL de
amostra de refrigerante fortificada com 10 ug L' de THMs e 150 uL
de NaOH 6 mol L. Tempo de extragao de 10 minutos a 30 °C e 500
rpm de agitagdo magnética, n = 3.

Pode ser observado na Figura 14 que ha uma melhora na
eficiéncia de extragao ao longo das adicoes de cloreto de sodio e
com comportamento bastante similar. Levando em consideracao
os erros experimentais, ndo ha diferenca significativa com a
adicao de 4, 5 ou 6 gramas de cloreto de sodio para os quatro
compostos.
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O cloroféormio foi o analito cuja eficiéncia de extragao foi
menos influenciada pelo efeito salting out, provavelmente pelo
fato de ser o mais volatil entre os THMs estudados, mesmo assim
a melhora foi de aproximadamente 51% ao ser comparada com a
amostra sem a adi¢do de sal. Para o diclorobromoférmio a
melhora foi de 66%, e para o dibromocloroférmio, cujo
trihalometano é o de menor solubilidade em agua entre os quatro
estudados, 1,050 - 2,509 g L a 30°C, (Yalkowsky & He, 2003) a
eficiéncia de extracao melhorou aproximadamente 62%. O efeito
salting out foi mais pronunciado para o bromoférmio, composto
com a maior massa molar, 252, 73 g mol?!, com 76% de
incremento na eficiéncia de extragao.

Para os demais experimentos a quantidade de 4 gramas de
NaCl foi selecionada.

4.6. Efeito da agitacao magnética

A agitagao influencia cineticamente o equilibrio de partigao
entre a fase aquosa e a fase de headspace. Geralmente, quanto
maior for a agita¢gdo mais rapida serd a transferéncia de massa da
fase aquosa ao headspace. Em alguns casos, quando se estuda
analitos mais polares como compostos carbonilicos, a alta
agitacdo magnética pode fazer com que os compostos fiquem
aderidos ao vidro do frasco, prejudicando a analise. Nesse caso a
silanizagao da vidraria € necessaria (Pawliszyn, 1997).

O processo de difusdao ocorre ndao apenas na direcao axial,
mas na direcdo radial inclusive. Como o interesse é de estudar os
principais fatores que controlam o processo de difusao e nao
solucdes matematicas exatas, o processo de difusdo
unidimensional pode ser descrito através da segunda lei de Fick:

Axt)  ~ 0°C(xt)
at D dx2

(7)
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Onde C(x,t) é a contragao do analito na posigao x e tempo ¢, e
D é o coeficiente de difusao do analito.

A faixa de estudo foi de 0 a 1000 rpm de agitagdo magnética.
Através da Figura 15, observa-se a tendéncia do aumento da
eficiéncia de extracdo dos THMs com o aumento da agitacao

magnética.
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CHBrZCl —_—v— CHBr3
0

0 ' 2(I)0 ' 4(I)0 ' 6(I)0 ' 8(I)0 ' 10I00
Agitacao magnética, rpm
Figura 15. Efeito da adigao de sal na extracdo dos THMs. 20 mL de

amostra de refrigerante fortificada com 10 pg L' de THMs e 150 uL
de NaOH 6 mol L. Tempo de extracdo de 10 minutos a 30 °C, n = 3.

O efeito da agitagao magnética quando se utiliza o modo
headspace pode depender fortemente da volatilidade dos
compostos. A eficiéncia de extracdo de anfetaminas em amostras
de urina, por exemplo, nao tem incremento significativo com a
agitacdo da amostra (Lord & Pawliszyn, 1997). Mas para
compostos de baixa volatilidade, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, a agitacgdo magnética tem grande
influéncia na redugdao do tempo de equilibrio (Zhang &
Pawliszyn, 1993).
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Ha uma rapida estabilizacdo para o cloroférmio, e ndo ha
diferenca em utilizar uma velocidade de agitagao acima de 250
rpm. Contudo, a eficiéencia de extragdo aumenta
aproximadamente 48% para este composto quando comparado
com a extragdo estatica. O incremento da eficiéncia de extragao
para o diclorobromoférmio e dibromocloroférmio  foi
praticamente a mesma, aproximadamente 56%. O bromoférmio
foi o composto cuja eficiéncia de extracao foi mais influenciada
pelo efeito desta varidvel. A melhora do sinal analitico foi de
aproximadamente 80%. Este resultado esta de acordo com Zhang
& Pawliszyn (1993) que prevé que para compostos com menor
volatilidade, a velocidade de agitagao é um fator significativo na
eficiéncia de extracgao.

A velocidade de agitagao de 1000 rpm foi selecionada para
analises posteriores.

4.7. Efeito do tempo de extragao

As variaveis estudadas anteriormente alteram o tempo de
extragdo que devera ser utilizado. Naturalmente, procura-se
sempre que o tempo de extragdo seja o mais baixo possivel,
maximizando a frequéncia analitica. O efeito do tempo de
extragao pode ser observado na Figura 16.

Considerando os erros experimentais, o equilibrio ¢é
alcancado em apenas 10 minutos para CHCLBr, CHCIBr2 e
CHBrs. Em 5 minutos, a fibra de CAR-PDMS extrai a maxima
quantidade de massa por extragdo para o cloroférmio. As
diferencas entre as massas molares dos analitos ndo foram
significativas para influenciar no tempo de equilibrio.

Os resultados obtidos para esta variavel ficaram bem abaixo
dos estudos para a extracdo de THMs em dagua potavel
encontrados na literatura. Tena, Carillo & San Juan (San Juan,
Carrillo & Tena, 2006) obtiveram um tempo 6timo extracao de 40
minutos para CHCls, CHCL2Br, CHCIBr2 e mais de 40 minutos
para CHBr3 utilizando a fibra de CAR-PDMS. Os autores Cho,
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Kong e Oh também estudaram o efeito desta varidvel e o tempo
de equilibrio necessario foi de 120 minutos para CHCLBr,
CHCIBr2 e CHCI3, e um tempo mais curto para CHCls. Tanto num
estudo quanto noutro, as demais varidveis otimizadas foram
diferentes em relagao a este trabalho.

Para estudos posteriores um tempo de equilibrio de 15
minutos foi selecionado.
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Figura 16. Efeito do tempo de extragao na extragao dos THMs. 20 mL
de amostra de refrigerante fortificada com 10 pg L' de THMs, 150
puL de NaOH 6 mol L' e 4 g de NaCl. Temperatura de extragao de 30
°C, n=3.
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4.8. Figuras analiticas de mérito

Apos os resultados obtidos nas otimizagdes das variaveis que
afetam a eficiéncia de extracao dos THMs, as figuras analiticas de
mérito foram investigadas. A faixa de linearidade do método HS-
SPME-ECD foi realizado pela constru¢ao de um grafico da altura
relativa ao padrao interno diclorometano para CHCls, CHCIBr2 e
CHCBr: e da altura relativa ao padrao interno diiodometano para
CHBrs utilizando uma amostra de dgua mineral (livre de THMs).
Um estudo de recuperacao foi realizado comparando cada
padrao interno com cada trihalometano (Tabela 2).

Ha relatos na literatura da utilizagdo de 1,4-diclorobutano
(Cho, Kong & Oh, 2003), fluorobenzeno (San Juan, Carrillo &
Tena, 2006), 1,1,2-tricloroetano (Kuivinen & Johnsson, 1999) e
diclorometano (Macédo et al., 2001) como padrdes internos, de
forma individual, na analise de trihalometanos em agua. O uso
de diiodometano como padrao interno é inédito, como também ¢é
em relagdo a utilizagao de 2 padrdes internos simultaneamente na
analise de THMs, de acordo com o conhecimento do autor.

Pode-se observar pelos resultados expostos na Tabela 2 que o
padrdo interno diclorometano foi o que apresentou as melhores
recuperagoes e coeficientes de correlagdo, tanto em 15 pg L?
quanto em 35 pg L, para CHCls, CHCL:Br e CHCIBr2, e para o
padrdo interno diiodometano, o bromoférmio. Ha uma nitida
diferencga nos resultados entre os dois padroes internos para CHCls
e CHClBr. Para CHCIBr2 e CHBrs, as diferencas foram mais
ténues.

A faixa linear estudada foi entre 0,5 - 45 ug L' (n = 7). Ha
registros de linearidade de 0,05 - 40 ug L com R entre 0,998 -
0,999 (Cho, Kong & Oh, 2003) e 0,2 - 48 ug L' com R entre 0,990 -
0,998 (San Juan, Carrillo & Tena, 2006) com a fibra CAR-PDMS na
analise THMs em agua utilizando o modo headspace.
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Tabela 2. Recuperagoes e coeficientes de correlacdo (R) de cada THM
com o respectivo padrdo interno.

Compostos Diclorometano Diiodometano
Recuperacao, % R Recuperacao, % R
CHCls 99,2 -97,2 0,999 287,1 -182,5 0,992
CHCLBr 96,2 - 96,1 0,999 89,1-286,9 0,994
CHCIBr2 96,2 - 96,1 0,999 94,7 - 99,2 0,995
CHBr3 89,2 - 86,7 0,995 91,5-89,4 0,999

215 ug L1.v35 ug L. n=3.

O limite de deteccao foi calculado como sendo trés vezes a
estimativa do desvio do coeficiente linear dividido pelo
coeficiente angular da curva de calibragdo. Nao foi possivel
realizar uma comparacao do limite de deteccao com outros
trabalhos da literatura devido as diferentes maneiras dos autores
calcularem esta figura analitica de mérito. Os resultados obtidos
estao expostos na Tabela 3.

Tabela 3. Faixa linear (pug L), coeficiente de correlacdo (R), limites
de deteccdo (LD, pg L) e quantificacao (LQ, ug L") da metodologia
proposta para a determinagao de trihalometanos.

Compostos  Faixa linear LD LQ R
CHCls 0,5-45 0,45 1,50 0,999
CHCLBr 0,5-45 0,20 0,75 0,999
CHCIBr2 0,5-45 0,35 1,20 0,999
CHBrs 0,5-45 0,30 0,95 0,999

Otimos coeficientes de correlacio foram obtidos. A
metodologia proposta foi capaz de detectar concentragoes de
CHCls, CHCL:Br, CHCIBr2 e CHBr3 por volta de 174, 364, 167 e
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275 vezes, respectivamente, menor que a concentracdo maxima
admissivel em agua potavel segundo a USEPA (USEPA, 2006).

4.9. Aplicagao da metodologia nas amostras de refrigerantes

O método proposto foi aplicado na andlise de 75
refrigerantes, levando em consideragao diferentes sabores,
embalagens e marcas. Para avaliar efeitos de matriz, outras trés
curvas de calibragao com refrigerantes de diferentes tipos foram
plotadas, a saber: refrigerante de cola, refrigerante de guarana e
uma amostra de agua saborizada, considerada como refrigerante
por conter gas carbonico e outros ingredientes de acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (ANVISA -
Resolucao RDC n® 273, 2005). Avaliando assim, as sensibilidades
relativas da curva de calibragdo com agua mineral e as curvas de
calibragao das amostras de refrigerantes.

A Tabela 4 exibe os resultados obtidos. De acordo com esta
tabela, a utilizagdo das amostras de refrigerantes tem pequena
influéncia na metodologia de SPME. Entao, a curva de calibragao
externa pode ser utilizada para analises quantitativas.

Tabela 4. Sensibilidades relativas entre as curvas de calibragdo com
agua mineral e as curvas de adicdo sobre as amostras de

refrigerantes.
Amostras Sensibilidade relativa, %
CHCIs CHCIBr CHCIBr: CHBr;
A 97,1 105,4 90,0 99,9
B 84,1 113,2 109,5 95,7
C 106,1 90,8 116,0 118,8

Onde: A = refrigerante de cola. B = refrigerante de guarana. C = refrigerante levemente
gaseificado (dgua saborizada).
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Verificada a sensibilidade relativa (%), a precisao, calculada
como o desvio padrao relativo (RSD%) (n = 6), foi obtida em trés
pontos utilizando uma amostra de refrigerante de cola fortificada
com 1, 15 e 35 pg L' de cada THM. Otimos resultados foram
obtidos na faixa de 7,3 - 11,2%; 43 — 6,4% e 3,8 — 4,7%,
respectivamente.

A Tabela 5 abaixo exibe os dados quantitativos das analises
das 75 amostras de refrigerantes.

Tabela 5. Concentragdes encontradas de trihalometanos nos
refrigerantes analisados. As amostras designadas como (p), (1) e (g)
representam refrigerantes com embalagem PET (politereftalato de
etileno), lata e garrafa, respectivamente. Amostras designadas como
"zero" representam refrigerantes com 0 kcal.

Amostras Concentra¢do encontrada + S.D., ug L!
Limao CHCIs CHCL:Br  CHCIBr: CHBr3
A (p) 2,60+0,10 0,93+0,07 <LD <LD
B (p) 0,98+0,10 1,01 +0,01 <LD <LD
C(p) <LD <LD <LD 0,89 +0,10
D (p) 1,03+0,05 1,25+0,002 <LD <LD
E (p) 924+0,20 0,78+0,02 039+005 1,13+0,09
E (1) 359+0,20 1,13+020 0,36+0,03 0,60+0,01
F (p) <LD <LD <LD 0,95+0,10
F (p)-diet 0,73+0,08 <LD <LD <LD
F (1) 0,72+0,03 <LD <LD 0,56 + 0,04
F (1) - diet <LD <LD <LD 0,34 +0,04
G(p) <LD <LD <LD <LD
H (p) 12,56 +0,80 4,95+0,01 1,09+030 2,37+0,10
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H (p) - zero 11,39+0,03 5,10+0,06 0,78+0,09 0,73+0,10
H()-zero 0,74+0,03 0,90+0,05 <LD <LD
Laranja

A(D 1,44+0,01 1,01+0,02 0,61+0,01 <LD

B (p) 70£04 715+0,30 095+0,15 <LD
C(p) 7,31£0,20 3,29+0,10 0,60+0,20 <LD
Cq 452+0,04 1,84+0,07 <LD 0,67 +0,03
D (p) <LD <LD <LD <LD

D (p) - light <LD <LD <LD <LD

E (p) <LD 0,59 £ 0,01 <LD <LD
Uva

A (p) 9,56 +0,70 0,58 +0,08 <LD 1,83+0,10
B (p) 1,91+0,09 1,23+0,20 <LD <LD

B () 547+0,20 2,29+0,04 <LD <LD
C(p) 0,70 £ 0,03 <LD <LD <LD
c® 0,60 +0,03 <LD <LD 0,35+0,01
Citrus

A <LD <LD <LD <LD

A (1) - light <LD <LD <LD <LD

B (p) <LD 0,33 0,03 <LD <LD

B (1) 0,82+0,05 0,68+0,05 <LD <LD

B (g) 1,45+0,10 0,64+0,02 <LD 0,30+0,10
c® 1,27+0,05 068+0,01 037+0,04 0,52+0,02
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Guarana

A (p) 2,15+0,10 3,45+0,30 2,26+0,20 <LD
A(D 0,57+0,06 098+0,03 0,70+0,08 0,30+0,05
B (p) 1,60+0,07 0,66+0,05 0,64+0,07 <LD

B (p)-light 2,53+0,20 0,29+0,04 <LD <LD

B (1) 1,01 +£0,03 <LD 040+0,08 0,72+0,06
B (1) - zero <LD <LD <LD <LD
C(p) 6,39+0,10 1,70+0,01 <LD <LD
C(p)-Zero 16,59+0,70 6,04+0,40 <LD <LD
C(l)-zero 096+0,10 1,11+0,08 036+0,06 1,10+0,08
c® 10,61+0,50 5,1+0,08 0,72+0,05 1,37+0,04
D (p) 0,91+0,10 <LD 0,38+0,09 0,42+0,10
D (p) - light <LD <LD <LD <LD

E (p) 1,21+0,20 1,32+0,10 <LD <LD
Cola

A (p) 12,86 +0,60 1,93+0,20 0,81+0,03 3,17+0,40
A 054+0,02 1,44+0,10 0,60+0,02 <LD

B (p) 766+0,10 1,60+0,20 0,36+0,10 0,79+0,20
B(p)-zero 1,23+0,04 1,24+0,02 <LD <LD
B()-zero 1551+0,50 6,40+0,20 <LD <LD

B (p)-light 5,63+0,50 3,03+0,10 <LD <LD
C(d)-light 10,79+1,07 4,18+0,10 <LD <LD

D (p) 3,33+0,20 0,46+0,05 <LD <LD

D (p) - light 0,72+0,09 <LD <LD <LD



D (1) 0,70+£0,07 044+0,03 0,73+0,08 0,53+0,08
D (1) -light 046+0,01 0,27+0,04 <LD <LD

E (p) 1,05+0,11 <LD <LD <LD

E (p) - light <LD <LD <LD <LD

E () <LD <LD <LD <LD

F (p) 0,56 £0,07 0,49+0,02 <LD <LD

G (p) 1,27+0,20 0,66 +0,09 <LD 1,16 +0,2
H (p) 1,24+0,20 0,99+0,10 <LD <LD
Maracuja

A (p) 244+030 297+040 1,13+0,10 <LD
Limao e

maracuja

A (p) 220+0,05 0,63+0,03 <LD <LD
Laranja e

limao

A (p) 3,61+0,40 4,70+050 1,22+0,08 <LD
Macga e

limao

A (p) 2,55+0,20 0,86+0,30 <LD <LD
Limao e

menta

A (p) 1,67+0,05 1,19+0,08 090+0,10 2,35+0,10
B (p) 579+0,30 299+040 1,05+0,30 <LD
Abacaxi,

limao e
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hortela

A (p) 242+0,02 297+030 1,51+0,06 <LD
Cereja

A (p) 224+0,20 4,54+0,60 1,31+0,10 <LD
Maca

A (p) <LD <LD <LD 1,11+0,20
Tangerina

A (p) <LD <LD <LD 0,87 £0,05
Framboesa

A(p) 2,65+0,07 2,64+0,04 <LD <LD
Melancia

A(p) 426+0,30 2,74+0,07 1,27+0,20 <LD
Soda

A(g) 0,80 £ 0,09 <LD <LD 0,40 £0,07

A faixa detectavel encontrada para o cloroférmio foi de 0,54 —
15,51 pg L1, 0,27 — 7,15 pg L para diclorobromoférmio, 0,36 —
2,26 ug L1 para dibromocloroférmio e 0,30 — 3,17 pg L para o
bromoférmio. Algumas observagdes sao comentadas a seguir.

I) As amostras designadas "A" e "B" com embalagens PET e lata,
tipo cola: para a amostra "A" em PET a quantidade de
cloroférmio é aproximadamente vinte e quatro vezes maior que a
embalagem em lata. Jd& para a amostra "B", em lata, ¢é
aproximadamente treze vezes maior a quantidade de cloroférmio
que a embalagem em PET. Caso semelhante ocorre com as
amostras "H" de limao.

II) Observa-se que refrigerantes de guarand exibiram uma
incidéncia maior dos quatro trihalometanos. Apenas em duas
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amostras de baixa caloria ndo foram detectados THMs ("B (1) -
zero" e "D (p) — light"). Entretanto, na amostra de baixa caloria,
"C (p) - zero", foi encontrada a maior quantidade total de
trihalometanos (THM total = 22,63 ug L) entre as setenta e cinco
amostras; vale ressaltar que para essa amostra apenas
cloroférmio e diclorobromoférmio foram detectados.

ITI) As bebidas comercialmente chamadas de dguas saborizadas
nao apresentaram valores de THMSs diferentes do que as
amostras de refrigerantes comuns.
IV) As amostras de tipo citrus, foram as que apresentaram os
valores mais baixos de trihalometanos totais (THMT). Apenas na
amostra "C (1)" foi detectado dibromocloroférmio.

V) Ja nas amostras de sabor uva, em nenhuma delas foi
encontrada dibromocloroférmio.

VI) Em relagdo as amostras de limao, destaca-se o fato de que
mais de 55% das amostras possuem bromoférmio e a amostra "H
(p)" € a terceira colocada em quantidade de THMT.

VII) Para os refrigerantes de cola, em apenas quatro amostras
(~20%) foram detectados dibromocloroférmio e bromoférmio,
nao necessariamente simultaneamente. Nao foram encontrados
valores anormais de cloroférmio, apesar de quase 90% das
amostras apresentarem este organoclorado. Vale lembrar que
muitas fontes, principalmente sites nao-governamentais, debatem
que uma marca internacional de refrigerante utiliza solventes
clorados no processo de extracdo da folha de coca. Além de
nunca ter sido provado tal fato, esta empresa apenas utilizou
desse processo nas duas primeiras décadas de sua existéncia,
sendo a folha de coca substituida por cafeina (OBID, [s.d.]).

VIII) De uma forma geral, a quantidade de trihalometanos
detectada diminui na seguinte sequéncia: CHCls, CHClBr,
CHCIBr2 e CHBrs. Isto quer dizer que, por exemplo, altos valores
relativos de diclorobromoférmio também levam a altos valores
de cloroférmio.

IX) Foram encontradas diferencas significativas na quantidade de
THMSs entre embalagens lata e PET, ao se comparar uma mesma
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marca, de diferentes tipos como zero, light e tradicional, em
diversos casos.

X) Dez amostras ultrapassaram a quantidade de 10 pg L7, a
saber, em ordem decrescente de THMT: Guarana "C (p) - zero"
(22,63 pug L), Cola "B (I) - zero" (21,91 ug L1), Limao "H (p)"
(20,97 pg L), Cola "A (p)" (18,77 pug L), Limao "H (p) - zero"
(18,0 pg L), Guarana "C (1)" (17,80 pug L), Laranja "B (p)" (15,1
ug L1), Cola "C (1) - light" (14,97 pg L1), Uva "A (p)" (11,97 ug L)
e Limao "E (p)" (11,54 pug L!). Se aplicarmos a legislacao alema ou
francesa para THMs em agua potavel para os refrigerantes, estas
10 amostras estariam acima do permitido.

4.10. Aplicagdo da metodologia nas amostras de cervejas

A metodologia proposta também foi aplicada na andlise de
32 amostras de cervejas, levando em consideracdo trés tipos de
cervejas: a pilsen, a escura e sem alcool. Embalagens de garrafas e
latas foram levadas em consideragdo. Para avaliar efeitos de
matriz, outras duas curvas de calibracdo com amostras de cerveja
pilsen e escura foram plotadas. A investigacdo analisou as
sensibilidades relativas (%) entre as curvas de calibracdo com
agua mineral e as curvas de calibracao das amostras de cervejas.

A Tabela 6 expde os resultados obtidos.

Tabela 6. Sensibilidades relativas entre as curvas de calibracdo com
agua mineral e as amostras de cervejas.

Amostras Sensibilidade relativa, %

CHCls CHCl:Br CHCIBr2 CHBr3
A 85,8 88,6 96,2 108,4
B 90,8 96,2 85,1 91,1

A =tipo pilsen. B = tipo escura.



78

Para a amostra de cerveja tipo pilsen, ndo ha influéncia de
matriz significativa na metodologia proposta. Entretanto para a
amostra de cerveja tipo escura foram obtidas sensibilidades
relativas insatisfatorias (<70%). Para minimizar ou solucionar
uma interferéncia de matriz, uma dilui¢do da amostra pode ser
realizada, e assim, proceder a quantificagao através de calibragao
externa. A diluicdo em agua de 25% da amostra (5 mL) foi
realizada e satisfatérios resultados foram alcanc¢ados. Entao, a
curva de calibragdo externa pode ser utilizada para analises
quantitativas.

Verificada a sensibilidade relativa (%), a precisao, calculada
como o desvio padrao relativo (RSD%) (n = 6), foi obtida em trés
pontos (1, 15 e 35 ug L' de cada THM) para a amostra de cerveja
tipo pilsen e para a amostra tipo escura. As faixas obtidas foram
de 6,6 — 12,1%; 4,0 — 5,2% e 1,4 — 2,1% para o tipo pilsen e 7,1 —
10,2%; 5,1 - 5,9% e 2,2 — 3,9% para o tipo escura.

A Tabela 7 exibe os dados quantitativos das analises das 32
amostras de refrigerantes. As amostras designadas com asterisco
representam amostras com embalagens de garrafas.

Tabela 7. Concentragdes encontradas de trihalometanos nas cervejas
analisadas. As amostras designadas como (I) e (g) representam
cervejas com embalagem lata e garrafa, respectivamente.

Amostras Concentragao encontrada + S.D., ug L1

Tipo pilsen CHCls CHCl:Br CHCIBr: CHBr3

A 2,00+0,04 0,28+0,10 <LD <LD
A(g) 1,47+0,04 027+0,04 0,73+0,10 <LD
B () 1,11+0,05 0,27+0,10 <LD <LD
B (g) 2,43+0,25 0,34+0,02 <LD <LD
c® 1,00+£0,07 0,56+0,10 <LD <LD
C(g) 2,43+0,30 0,31+0,01 <LD <LD
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D (1) 0,70+0,04 0,26+0,01 <LD <LD
D (g) 1,33 +£0,20 <LD <LD <LD
E () 0,81 £0,08 <LD 0,37 £0,06 <LD
E (g) 1,20 +0,10 <LD <LD <LD
F () 084+0,01 0,58+0,01 <LD <LD
F(g) 345+0,10 0,70+0,01 <LD <LD
G <LD 0,45+ 0,07 <LD <LD
G(g) 3,11+0,04 047+0,07 <LD <LD
H(®1) 0,63+0,09 0,47 +0,06 <LD <LD
H (g) 1,20 +0,07 <LD <LD <LD
T 080+0,05 044+0,02 046+0,02 0,99+0,04
J(g) 0,93+0,10 <LD <LD <LD
K@) 1,15+0,20 0,30+0,03 <LD <LD
K (g) 0,77 +0,10 <LD <LD <LD
L) 1,30+0,01 3,39+0,30 <LD <LD
L(g) 0,98 +0,10 <LD <LD <LD
M (1) 1,60 0,06 <LD <LD <LD
M (g) 1,25+0,20 0,38+0,05 <LD <LD
aN (1) 3,20£0,30 1,98+0,30 <LD <LD
aN (g) 352+0,06 1,70+0,20 <LD <LD
Tipo escura

o®O 1,00+£0,10 0,32+0,03 <LD <LD
O(g) 1,12+0,10 0,38 +0,02 <LD <LD
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P (1) 0,82+0,02 0,26+0,01 <LD <LD
P (g) 1,48 +0,10 <LD <LD <LD
Q) 0,90 +0,01 <LD <LD <LD
Q(g) 320+£025 0,27+0,15 <LD <LD

asem alcool.

A faixa detectavel encontrada para o cloroférmio foi de 0,63 —
4,52 ng L1, 0,26 — 3,39 ug L para diclorobromoférmio, 0,37 - 0,73
ug L1 para dibromocloroférmio e apenas em uma amostra
bromoférmio foi detectado com concentracao de 0,99 pg L.
Algumas observagoes sao comentadas a seguir.

I) Comparando-se com os resultados das amostras de
refrigerantes, nota-se uma grande diferenga. Enquanto que varias
amostras de refrigerantes ultrapassaram o valor de 10 pg L1 de
THMT, apenas duas amostras de cervejas ultrapassaram 5 ug L
de THMT.

II) Apenas em uma amostra cloroférmio nao foi detectado.
Dibromocloroférmio foi encontrado em trés amostras (<10%).

III) Nas amostras de cervejas tipo escura, nao foram detectados
os trihalometanos diclorobromoférmio e dibromocloroférmio.

IV) H4 uma grande semelhanca nos resultados obtidos para o
diclorobromoférmio. Apenas trés amostras apresentaram mais de
1ug L

V) As amostras "B (g)" e "C (g)" apresentaram valores de THMT
praticamente idénticos.

VI) Dos dezesseis pares de amostras, apenas quatro delas a
quantidade de cloroférmio em lata superou a de garrafa.

VII) Apenas no par de amostras "L" houve uma diferen¢a muito
significativa, = entre si, no  resultado obtido de
diclorobromoférmio. Para cloroférmio, isto € valido para as
amostras de par "F", "G" e "Q"".

VIII) Apenas nas amostras "L (I)" e "G (I)" a quantidade de
diclorobromoférmio foi maior que cloroférmio. Diferentemente
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das amostras de refrigerantes, onde isso ocorreu em 20% das
amostras.
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5. CONCLUSOES

A técnica headspace microextragao em fase solida utilizando a
fibra de CAR-PDMS foi aplicada para determinar trihalometanos
em 75 amostras de refrigerantes e 32 amostras de cervejas por
cromatografia gasosa e detecgdo por captura de elétrons. A
metodologia proposta mostrou ser precisa, exata e alcangou
baixos limites de deteccao.

Diversas amostras de refrigerantes excederam o limite
permitido de THMs de paises como a Alemanha e Franga para
agua potavel. Todavia, um estudo mais profundo como a
consideragao de analises de lotes diferentes e produzidas de uma
mesma fabrica deve ser realizado para uma conclusao definitiva.
Um estudo com este objetivo seria de dificil execugdo, pois uma
determinada distribuidora pode receber uma determinada marca
e tipo de refrigerante de fabricas diferentes, e isto nao é uma
informagao explicita no roétulo. As grandes diferencas
encontradas entre tipos de refrigerantes de uma mesma marca
pode ser resultado de processos industriais diferentes do
convencional ou fabricadas em lugares distintos.

Os resultados obtidos para as amostras de cervejas estao
abaixo das concentracdes permitidas pela USEPA e estao em
quantidades mais baixas, de uma forma geral, quando
comparado as amostras de refrigerantes. Principalmente em
relacdo a concentragdo de bromoférmio, onde apenas uma
amostra de cerveja apresentou este trihalometano. Tanto para as
amostras de refrigerantes quanto para as amostras de cervejas a
incidéncia de cloroférmio foi a maior entre os trihalometanos,
seguido de diclorobromoférmio, dibromocloroférmio e
bromofdérmio.

Apesar de nenhuma amostra apresentar perigo real a saude
humana, pelo menos teoricamente, ainda nao sao completamente
conhecidos as consequéncias, mesmo em baixas concentragoes,
por longos periodos (décadas, e.g) de exposicao a estes
compostos. Ou seja, nao ha estudos suficientes para uma
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conclusao definitiva da margem de seguranca destes compostos.
Um fato que confirma isso é a grande divergéncia entre os valores
permitidos de muitas legislacdes encontradas ao redor do
mundo. Isso refor¢a ainda mais a busca por alternativas para a
desinfecgao da agua que nao resultem, ou pelo menos que sejam
significativamente reduzidos, os compostos organoclorados.
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ANEXO A - Resposta da Coca-Cola Company do Brasil

e-mail enviado da Coca-Cola Company do Brasil com as
respostas dos questionamentos sobre a distribui¢ao de seus
produtos e a dgua utilizada nos mesmos.

Cristiane  Souza  (crsouza@la.ko.com) em nome de
saccocacolaretorna (saccocacolaretorna@la.ko.com). Resposta do
Fale Conosco da Coca-Cola. Mensagem recebida por Marcel
Silveira <marcelsilveira_gqmc@hotmail.com> 23 julho 2009.
"Prezado Marcel,

Informamos que cada Engarrafador da Coca-Cola atende a
uma regiao especifica do pais.

Em relagao ao seu questionamento sobre a agua utilizada em
nossos produtos, esclarecemos que ¢é tratada, geralmente, através
de um processo fisico-quimico denominado tratamento quimico
convencional, independente da fonte de captagdo (concessionaria
de abastecimento publico ou privada — pogos artesianos ou agua
superficial). Outras alternativas de tratamento podem ser
empregadas como, por exemplo, a osmose reversa e a
ultrafiltracao.

A dgua crua ou bruta (sem tratamento) é captada e
armazenada no reservatério de agua bruta. Em seguida, é
efetuada uma dosagem de reagentes especificos de acordo com as
caracteristicas  fisico-quimicas deste 4gua para remover
compsotos que possam afetar a qualidade do produto final,
conferindo qualquer alteragdo de sabor, aparéncia ou
microbiologia.

Estes reagentes quimicos promovem a floculagdo destas
substancias, formando particulas que se aglutinam e sao
decantadas no equipamento denominado floculador. Em seguida,
as particulas menores sao removidas através de filtracao em leitos
de areia. A agua segue, entdo, para o reservatorio de agua semi-
tratada onde ocorre um refor¢o na cloragdo, sendo mantido um
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nivel minimo de cloro residual para impedir o desenvolvimento
de micro-organismos.

Imediatamente antes do uso na produgdo, esta agua é
novamente filtrada em leitos de carvao para remocao do cloro
residual, subprodutos da desinfec¢ao quimica e compostos que
possam conferir cor e sabor anormais. E, ainda, realizada uma
filtracdo de polimento em cartuchos de polipropileno, para
remogao de particulados muito finos que possam alterar a
aparéncia do produto final. Apds este estagio, a dgua é enviada
aos pontos de consumo através de tubulagdes de ago inoxidavel.

Qualquer outra davida, estamos a disposicao.

Coca-cola Brasil. Viva Positivamente!"



