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RESUMO

Estudos demonstram que a utilização do cloro em estações de tratamento 

de água (ETA) pode contribuir para a formação de subprodutos orgânicos 

halogenados indesejados, tais como os trialometanos (TAM), quando há 

presença de matéria orgânica algogênica, composta de algas e cianobactérias. 

A Microcystis aeruginosa é uma espécie de cianobactéria com frequentes 

registros em eventos de florações no país e é relacionada com a formação 

de TAM durante a cloração da água. Desse modo, este estudo teve como 

objetivo o desenvolvimento e a validação do método analítico por extração 

líquido-líquido para detecção e quantificação de TAM por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (ELL-CG-EM), bem como a 

aplicação deste para avaliar a formação de TAM em ensaios de cloração de 

células de Microcystis aeruginosa, simulando situações em ETA. O método 

obteve baixo tempo de análise (< 12 minutos), excelente seletividade, 

precisão, repetitividade e sensibilidade, com possibilidade de aplicação 

para análises de rotina em detrimento de outras técnicas consideradas 

mais automatizadas. Foram observadas alta demanda de cloro durante os 

ensaios e elevada concentração dos subprodutos quando submetida à dose 

de cloro gasoso (Cl
2
) de 2,5 e 5 mg.L-1, com destaque para o triclorometano, 

sendo outras espécies de monitoramento obrigatório não detectadas ou 

não formadas, o que pode ser justificado pela ausência de bromo.

Palavras-chave: estação de tratamento de água; demanda de cloro; 

cianobactérias; trialometanos; cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas.

ABSTRACT

Studies have shown that the use of chlorine in water treatment plants 

(WTPs) can contribute to formation of undesirable halogenated 

organic by-products, such as trihalomethanes (THMs), when algae and 

cyanobacteria are present. Microcystis aeruginosa is a cyanobacteria specie 

with frequent recordings of flowering events in the country and is related to 

the formation of THMs during water chlorination. Thus, the objective of this 

study was to develop and validate Liquid-Liquid Extraction the analytical 

method for detection and quantification of THMs by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (LLE-GC-MS), as well as the application of 

the method to evaluate the formation of TAMs from Microcystis aeruginosa 

cells chlorination tests, simulating situations in WTPs. The method 

obtained low time of analysis (< 12 minutes), excellent selectivity, 

precision, repeatability and sensitivity, with possibility of application for 

routine analysis to the detriment of other techniques considered more 

automated. High chlorine demand was observed during the tests and high 

concentration of by-products when submitted to the chlorine gas (Cl
2
) 

dose of 2.5 and 5 mg.L-1, with emphasis on trichloromethane. Other species 

of mandatory monitoring were not detected or not formed, justified by the 

absence of bromine.

Keywords: water treatment plants; chlorine demand; cyanobacterias; 

trihalomethanes; gas chromatography coupled to mass spectrometry.
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INTRODUÇÃO
As atividades antrópicas têm afetado diretamente os corpos d’água, uma 

vez que os despejos de poluentes oriundos do aumento da produção 

de efluentes domésticos, agrícolas e industriais com alto teor de maté-

ria orgânica e de nutrientes têm causado a proliferação excessiva de 

algas e cianobactérias em reservatórios e corpos hídricos usados para 

o abastecimento público. O principal agente oxidante utilizado nas 

estações de tratamento de água (ETA) para a inativação de microrga-

nismos é o cloro. Isso se dá em virtude de seu baixo custo, praticidade 

de aplicação, residual persistente e efetividade quando comparado  aos 

demais oxidantes (LIBÂNIO, 2010).
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Apesar dos benefícios no processo de controle de microrganismos 

e patógenos presentes na água usada com fins de abastecimento, estu-

dos demonstram que a utilização do cloro pode contribuir para a for-

mação de subprodutos orgânicos halogenados (SOH) indesejados, tais 

como os trialometanos (TAM), quando há presença de matéria orgâ-

nica natural (MON) na água. A MON pode ser derivada da decompo-

sição das vegetações terrestre e aquática e da matéria orgânica algogê-

nica (MOA), composta de algas e cianobactérias. Além das substâncias 

orgânicas às quais, tradicionalmente, atribui-se sua formação, estudos 

destacam e relacionam espécies de cianobactérias como parte impor-

tante na composição da MOA e também na formação de TAM e outros 

SOH (ZAMYADI et al., 2013; CORAL et al., 2013). 

Os TAM constituem a principal classe de subprodutos em água tra-

tada e uma das primeiras a serem descobertas. Os limites em águas para 

fins de abastecimento público variam em cada país: União Europeia (100 

μg.L-1), França (100 μg.L-1), Estados Unidos (80 μg.L-1), Brasil (100 μg.L-1) 

e Canadá (100 μg.L-1) (COMUNIDAD EUROPEA, 1998; USEPA, 1998; 

BRASIL, 2017a; HEALTH CANADA, 2017), sendo o triclorometano 

(TCM), o bromodiclorometano (BDCM), o dibromoclorometano 

(DBCM) e o tribromometano (TBM) os de monitoramento exigido 

nos mencionados padrões de potabilidade. Os TAM são substâncias 

classificadas pelas agências internacionais como agentes carcinogênicos 

em seres humanos, o que torna extremamente relevante a realização 

de trabalhos de avaliação de risco (LEGAY et al., 2010; FLORENTIN; 

HAUTEMANIÈRE; HARTEMANN, 2011; USEPA, 2012; GRELLIER 

et al., 2015). Outros SOH potencialmente prejudiciais à saúde humana 

decorrentes da cloração da água também são relatados na literatura, 

como os ácidos haloacéticos (AHA), os haloaldeídos (HAD), as halo-

cetonas (HK), os halofenóis (HF), as halopicrinas (HP) e o tricloroni-

trometano (TCNM) (LEGAY et al., 2010; BUTIÃO, 2011; GAN et al., 

2013; CARDADOR; SALGUERO; GALLEGO, 2015).

De modo geral, pode-se obter a determinação de SOH por méto-

dos cromatográficos e, por estarem em baixas concentrações, estes 

necessitam de uma etapa de pré-concentração. Podem ser isolados 

da matriz aquosa pelas técnicas automatizadas de headspace (HS) ou 

purge and trap (P&T) ou manualmente por extração líquido-líquido 

(ELL), seguido pela determinação por cromatografia a gás por captura 

de elétrons (CG-DCE) ou cromatografia a gás acoplada à espectrome-

tria de massas (CG-EM). Autores mencionaram também o detector 

de ionização por chama (DIC) para a determinação dos compostos 

(NIKOLAOU et al., 2002; CULEA; COZAR; RISTOIU, 2006; PAVÓN 

et al., 2008; ALLARD et al., 2012). A CG-DCE é a base dos métodos 

USEPA, porém a CG-EM tem merecido destaque por sua alta precisão 

e sensibilidade (CARERI; MANGIA, 2011).

A espécie Microcystis aeruginosa ocorre naturalmente em águas 

superficiais, com distribuição ampla no Brasil, incidindo de norte a sul 

no país (SANT’ANNA et al., 2008). Matthiensen, Yunes e Codd (1999), 

Gomes et al. (2009), Silva et al. (2013) e Costa (2015) mencionaram a 

espécie em eventos de floração em concentrações que variam de 1,0 × 104 

a 1,0 × 107 células.mL-1 em diversas localidades do território brasileiro, 

além de outros estudos (STEFFEN et al., 2014; HO; MICHALAK, 2015) 

reportarem sua presença em escala global.

Steffen et al. (2014) e Ho e Michalak (2015) relataram que, desde 

meados da década de 1990, apesar de outras espécies prejudiciais 

também terem sido observadas no lago Erie, situado na América do 

Norte (Aphanizomenon spp., Anabaena spp., Cylindrospermopsis spp., 

e Planktothrix spp.), a Microcystis aeruginosa tem sido a espécie tóxica 

dominante, o que mostra a relevância do estudo do gênero, já que é 

associada a inúmeros casos de floração. Essa espécie é conhecida pela 

liberação de microcistinas hepatotóxicas e por sua flutuabilidade, estra-

tégia para competir com outras espécies. A microcistina é uma ciano-

toxina danosa ao fígado e potencialmente prejudicial ao ser humano 

(CHORUS; BARTRAM, 1999). Segundo Huang et al. (2009) e Zamyadi 

et al. (2013), a cianobactéria pode ser precursora da formação de TAM 

durante os processos de tratamento da água quando se utiliza o cloro.

O desenvolvimento de pesquisas que utilizem método analítico 

simples justifica-se pelo baixo custo para determinação de TAM (TCM, 

BDCM, DBCM e TBM) em amostras cloradas contendo cianobacté-

rias. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi desenvolver e validar um 

método com a técnica CG-EM juntamente com ELL, pela simplicidade 

e pelos custos relativamente acessíveis, como alternativa à extração por 

P&T e HS acoplada a DCE (NIKOLAOU et al., 2002; CULEA; COZAR; 

RISTOIU, 2006; PAVÓN et al., 2008). A espécie Microcystis aeruginosa, 

em condições experimentais, foi utilizada buscando avaliar o efeito da 

cloração com doses distintas em densidade de células que representasse 

um evento de floração. Os ensaios de demanda de cloro foram executa-

dos para melhor entendimento da ação de doses nas etapas de oxidação.

METODOLOGIA

Validação do método de detecção de trialometanos

A validação do método observou os seguintes parâmetros: inexistência 

de interferentes (seletividade), proporcionalidade entre a resposta da 

área de cada composto e a concentração (curva de calibração e linea-

ridade), determinação dos limites de detecção (LD) e quantificação 

(LQ), exatidão e precisão (RIBANI et al., 2004; ZANCHETTA; PENA; 

GONÇALVES, 2015; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b). 

Reagentes e materiais

Reagentes de alto grau analítico foram utilizados, assim como água 

ultrapura obtida por meio do sistema de purificação de água da Thermo 

Fisher. Adquiriram-se padrões certificados de pureza cromatográfica 

de TAM (TCM, BDCM, DBCM e TBM) (4M8140-U, TraceCERT®) e 
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do padrão interno fluorbenzeno (CRM48943, TraceCERT®), ambos de 

concentração 2.000 µg.mL-1 em metanol da marca Sigma. Para a ELL, 

metanol (646377) e metil-terc-butílico éter (MTBE) (34875), também 

da Sigma, e sulfato de sódio (Na
2
SO

4
) foram empregados.

Otimização das condições de extração 

e elaboração da curva de calibração 

As condições de extração para a determinação cromatográfica basea-

ram-se nas recomendações do método 551.1 da USEPA (1995b), com 

modificações (uso da EM em substituição ao DCE) como proposta de 

se obter um método sensível e, ao mesmo tempo, simples. Inicialmente, 

foram ajustadas seis rampas para a obtenção da melhor corrida cromato-

gráfica por injeção a partir de uma extração na concentração 200 μg.L-1, 

tomando por referência valores monitorados por Nikolaou et al. (2002), 

Culea, Cozar e Ristoiu (2006) e Cardador, Salguero e Gallego (2015) 

para a identificação da presença dos TAM. 

Após a identificação das relações massa/carga (m.z-1), procedeu-

-se com a corrida (modo total ion current — TIC) para a separação do 

TCM, BDCM, DBCM e TBM (modo selected ion recording — SIR) nas 

rampas mencionadas, com melhor condição obtida descrita no item 

Instrumentação e condições cromatográficas. Para construção da curva 

de calibração, bem como no estudo da linearidade do método, foram 

preparadas diluições nas concentrações 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 150 

e 200 μg.L-1, além de 400, 600, 800 e 1000 μg.L-1 em 50 mL de água 

ultrapura para os elementos TCM, BDCM, DBCM e TBM. 

As diluições foram rapidamente coletadas e inseridas em frascos 

do tipo âmbar de 100 mL com 50 µL de padrão interno fluorbenzeno 

(diluído), 4 mL de MTBE (mantido a 4°C) e aproximadamente 1 g de 

sulfato de sódio puro (agente secante da fase orgânica). O frasco âmbar 

escuro foi manualmente agitado vigorosamente por 5 minutos e ime-

diatamente acondicionado em freezer a -4°C. Duas fases, bem definidas, 

formaram-se dentro do frasco âmbar: a orgânica superior, chamada 

de extrato, e a inferior, denominada de fase aquosa. A fase orgânica foi 

retirada e transferida para um frasco tipo vial de 2 mL, foi acondicio-

nada em freezer a -4°C e foi conservada para análise (validade analítica 

de 14 dias) em CG-EM para a verificação dos parâmetros de validação.

Instrumentação e condições cromatográficas

Utilizou-se um sistema de CG-EM, o CLARUS 680 SQ 8 PerkinElmer 

(EUA), para as análises, empregando-se os padrões dos TAM para a detecção. 

As condições otimizadas para o CG foram 2 µL de amostra injetada 

no modo splitless separados por coluna capilar (ZEBRON ZB-5MS; 

30 m length × 0,25 mm diameter × 0,25 μm film; fase G27 — 5% 

Polysilarylene e 95% Polydimethylsiloxane). A temperatura do injetor 

foi 200°C, o gás de arraste foi o hélio, de grau de pureza 99,9995% e 

fluxo a 1,0 mL.min-1 (fluxo constante). O forno foi programado isoter-

micamente a 35°C por 1 minuto e, em seguida, aumentado para 40°C 

a uma velocidade de 1°C.min-1, permanecendo a essa temperatura por 

1 minuto, seguido de aquecimento de 30°C.min-1 até 200°C. 

O EM foi usado no modo de impacto de elétrons (EI+). O tempo 

de corte do solvente foi de 3 minutos, e a velocidade de aquisição foi 

de 0,35 s.scan-1, intervalo de leitura m.z-1 de 45 a 260 u.m.a. e modo 

de ionização de impacto eletrônico 70 eV. A temperatura da linha de 

transferência foi de 200°C, e a do trap, de 180°C.

Aplicação do método de detecção de 

trialometanos na cloração de cianobactérias

Manutenção, cultivo e contagens de células

O cultivo das cianobactérias, assim como as análises cromatográficas, 

foi realizada nos Laboratórios Multiusuário e de Contaminantes do 

Instituto de Ciência, Engenharia e Tecnologia (ICET), pertencente à 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), 

campus Mucuri, em Teófilo Otoni (MG). A cepa tóxica de Microcystis 

aeruginosa foi obtida no Laboratório de Ficologia (ICB-UFMG) e foi 

cultivada conforme orientação de CETESB (2013) e Jacinavicius et al. 

(2013), sob as seguintes condições: temperatura 23 ± 2°C, irradiância 

40–50 µmol fótons.m-2.s-1 e fotoperíodo de 14–10 horas claro-escuro, 

conduzidas em erlenmeyers replicados de 500 mL e 1 L.

Foi utilizado meio de cultivo concentrado ASM-1, preparado com 

água destilada e esterilizado para evitar quaisquer contaminações e 

interferências nos resultados. Após o preparo, este foi armazenado a 

-4°C. Foi ajustado o pH do meio para 7,4, com soluções de HCl (ácido 

clorídrico) 1 M para acidificar o meio e de NaOH (hidróxido de sódio) 

1 M para elevar o pH, quando necessário.

Amostragem e extração nas amostras 

A densidade de 1,0 × 106 células.mL-1, obtida durante a fase exponencial 

de crescimento (período de 20–25 dias), foi utilizada para os ensaios 

por estar associada a eventos de floração conforme descrito anterior-

mente. A contagem das células foi feita utilizando microscópio óptico, 

com auxílio da câmera de Neubauer, recomendada para quantificação 

de células fitoplanctônicas e de cianobactérias (JACINAVICIUS et al., 

2013; BRASIL, 2015).

O cloro gasoso foi escolhido como oxidante por ser usualmente 

utilizado nas estações de grande porte, uma vez que reduz a utilização 

de espaços para armazenamento dentro da estação e minimiza proble-

mas logísticos no abastecimento, comparando-se aos hipocloritos de 

cálcio ou sódio (DI BERNARDO; PAZ, 2008). Ademais, ele apresenta 

alta eficiência na redução de gosto e odor (PASCHOALATO, 2005) e foi 

fornecido pela Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), 

situada na região do Alto Mucuri, em Teófilo Otoni (MG). A real con-

centração de cloro da solução fornecida foi determinada por titulação, 

sendo o tiossulfato de sódio o titulante e o amido e o iodeto de potássio 
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os indicadores. Ele foi utilizado imediatamente após o preparo para 

não haver perdas no processo por volatilização.

Os ensaios de demanda de cloro foram realizados em escala de ban-

cada, na qual diferentes concentrações de cloro gasoso foram aplicadas 

em amostras do cultivo (com densidade de 1,0 × 106  células. mL-1). Para a 

etapa, erlenmeyers de 50 mL (n = 3) foram preenchidos com 50 mL de 

cultura e dosados com o oxidante nas concentrações 1; 1,5; 2,5; 3,75; 5; 

7,5; e 10
 
mg.L-1, observando-se o teor de cloro residual livre (CRL) após o 

término do tempo de contato de 30 minutos. As leituras de concentração 

e cloro residual livre foram efetuadas por método colorimétrico com adi-

ção de N-dietil-para-fenilendiamina (DPD), por meio de um compara-

dor colorimétrico HACH Test Kit (Cl
2
, 0–3,4 mg.L-1 Cl

2
, modelo CN-66). 

Os valores 2,5 e 5 mg.L-1 foram escolhidos para avaliar os efeitos 

da dose de cloro na formação de trialometanos. As condições de for-

mação foram pH 6,5 (dentro do intervalo de 5,5 a 9,0, em que predo-

mina a coagulação pelo mecanismo de varredura, frequentemente uti-

lizado em ETA), temperatura 30°C (recorrente no Brasil) e tempo de 

contato de 30 minutos (formação nos primeiros minutos da cloração). 

As alíquotas em triplicata foram submetidas ao mesmo procedimento 

de extração descrito anteriormente para detecção dos trialometanos, 

após validação e preparação da curva de calibração. Na Figura 1, está 

representado o fluxograma descritivo do ensaio de oxidação com cloro 

gasoso da espécie Microcystis aeruginosa.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Parâmetros de validação analítica

A sequência TCM, BDCM, DBCM e TBM, obtida por meio do cro-

matograma da condição descrita na metodologia (Figura 2), é expli-

cada pelo fato de os compostos apresentarem características quími-

cas distintas. O TCM, por apresentar menor massa molar, é detec-

tado na coluna em um menor intervalo de tempo, enquanto o TBM 

é o último dos compostos por apresentar massa molar maior que os 

outros TAM. Outras características, como ponto de ebulição e fusão, 

validam o resultado, como descrito na Tabela 1. Após a otimização da 

rampa mencionada, obtiveram-se os valores dos parâmetros da vali-

dação, postados nas Tabelas 2 e 3.

Figura 1 – Demanda de cloro utilizado nos ensaios de determinação de trialometanos na cloração da Microcystis aeruginosa.

50 ml 50 ml 50 ml

Demanda de cloro

Microsystis aeruginosa

1 × 106 células.mL-1

Cloro gasoso (30 minutos)

1,00 mg.L-1 2,50 mg.L-1

TAM
1,50 mg.L-1 3,75 mg.L-1 10,00 mg.L-17,50 mg.L-15,00 mg.L-1

TAM

TAM: trialometanos
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Curva analítica e linearidade

Pelos resultados da regressão linear (Y = aX + b) obtidos pelas curvas de cali-

bração (Y como a sensibilidade ou intensidade e X como a concentração de 

cada TAM no CG-EM), observaram-se (Tabela 2) respostas lineares e corre-

lações acima do que preconiza os órgãos certificadores para as faixas de con-

centrações estudadas (p = 10 e n = 3). Brasil (2017b) recomenda coeficiente 

de correlação igual a 0,99, e o INMETRO (2016), um valor acima de 0,90. 

Foi verificado que houve boa linearidade quando foram utilizadas concentra-

ções de 1 até 1000 µg.L-1, também com correlações superiores sugeridas por 

INMETRO (2016) e Brasil (2017b). O método forneceu resultados direta-

mente proporcionais à concentração dos TAM dentro da faixa de aplicação.

Figura 2 – Cromatograma modo total ion current e selected ion recording da otimização da rampa dos trialometanos, inclusive o padrão interno 

fluorbenzeno, obtido por injeção a partir de uma extração na concentração 200 μg.L-1. (A) selected ion recording 2, triclorometano; (B) selected ion 

recording 3, fluorbenzeno; (C) selected ion recording 4, bromodiclorometano; (D) selected ion recording 5, dibromoclorometano; (E) selected 

ion recording 6, tribromometano.
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1: Scan

EI+
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3: SIR de 1 canal EI+

TIC

4,56e7

4: SIR de 2 canais EI+

TIC

2,64e7

5: SIR de 2 canais EI+

TIC

1,80e7

6: SIR de 1 canal EI+

TIC

2,00e7

3,15

3,68

4,37

7,17

9,02

Time

3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50 7,00 7,50 8,00 8,50 9,00 9,50

31 de agosto de 2016 16:33:00

3,15

3,68

9,027,174,37

TCM: triclorometano; BDCM: bromodiclorometano; DBCM: dibromoclorometano; 
TBM: tribromometano.

Trialometano m.z-1

Tempo de 

retenção 

(min.)

Massa 

molar 

(g.mol-1)

Ponto de 

ebulição 

(°C)

Ponto 

de fusão 

(°C)

TCM 83; 85 3,15 119,38 61,20 -63,50

BDCM 83; 85; 127 4,37 163,80 90 -57

DBCM 127; 129 7,17 242,72 130 38

TBM 175; 252 9,02 252,73 149,10 8

Tabela 1 – m.z-1, tempo de retenção, massa molar, ponto de ebulição e 

fusão dos trialometanos.
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Precisão

A precisão foi obtida por meio da estimativa do desvio padrão relativo 

(RSD, na sigla em inglês) em função de repetitividade e precisão inter-

mediária. Em métodos de análise de traços ou impurezas, são aceitos 

RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (RIBANI 

et al., 2004; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b). A repetitividade foi ava-

liada por injeções em um mesmo dia, em amostra de 200 µg.L-1 (n = 6). 

Conforme constatado na Tabela 2, foi possível observar a similaridade 

dos resultados e concluir que os RSD foram inferiores a 2%. Para a pre-

cisão intermediária, avaliada por injeções em dias distintos (n = 5) em 

concentração idêntica à repetitividade, os RSD foram inferiores a 7%, 

também dentro do limite aceitável (20%) (Tabela 2).

Limite de detecção e limite de quantificação

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram obtidos pelo 

método baseado em parâmetros da curva analítica (RIBANI et al., 

2004; INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b). O LD (n = 10) foi calculado 

com base na relação de 3,3 vezes do desvio padrão do branco dividido 

pelo coeficiente angular da curva analítica, e o LQ (n = 10) foi a relação 

de 10 vezes também do desvio padrão do branco dividido pelo coefi-

ciente angular da curva analítica (1–200 µg.L-1). Conforme observado 

na Tabela 2, o método é capaz de detectar e quantificar baixas concen-

trações, permitindo maior confiabilidade nos resultados. Ribani et al. 

(2004) o recomendam por ser estatisticamente mais confiável.

Exatidão

Os resultados obtidos através de valores de recuperação (n = 3) em 

quatro concentrações diferentes (20, 80, 150 e 200 μg.L-1) variaram de 

93,01 a 110,08% (Tabela 3). Os intervalos aceitáveis de recuperação para 

análise de resíduos geralmente estão entre 70 e 120%, com precisão de 

até 20%. Com a curva de 1–200 µg.L-1, foi possível estimar os valores 

esperados em função da resposta das injeções nas concentrações suge-

ridas, sendo próximos aos de interesse. Os RSD calculados também 

Parâmetros de validação TCM BDCM DBCM TBM

Curva de calibração (1–200 μg.L-1) Y = 1,114 + 0,607 * X Y = -1,989 + 0,702 * X Y = -3,417 + 0,716 * X Y = -1,997 + 0,374 * X

Curva de calibração (1–1000 μg.L-1) Y = -0,439 + 0,600 * X Y = -6,161 + 0,707 * X Y = -9,91 + 0,755 * X Y = -3,278 + 0,366 * X

Coeficiente de correlação (r) /determinação (r2) 
(1–200 μg.L-1)

0,9992 / 0,9985 0,9967 / 0,9934 0,9950 / 0,9900 0,9950 / 0,9901

Coeficiente de correlação (r) /determinação (r2) 
(1–1000 μg.L-1)

0,9979 / 0,9959 0,9954 / 0,9909 0,9945 / 0,9900 0,9957 / 0,9914

Precisão intermediária RSD (%) (200 μg.L-1) 6,19 3,70 2,23 1,98

Precisão de repetitividade RSD (%) (200 μg.L-1) 1,87 0,17 1,32 1,39

Limite de detecção (LD – μgL-1) (1–200 μg.L-1) 0,13 0,02 0,02 0,01

Limite de quantificação (LQ μg.L-1) (1-200 μg.L-1) 0,40 0,07 0,07 0,05

Tabela 2 – Parâmetros de validação dos trialometanos: coeficiente de correlação e determinação, precisão, limite de detecção e quantificação.

TCM: triclorometano; BDCM: bromodiclorometano; DBCM: dibromoclorometano; TBM: tribromometano; RSD: relative standard deviation.

Parâmetros de validação

Concentração de 

interesse (μg.L-1)

Concentração 

obtida (μg.L-1)

RSD 

(%)

Recuperação 

(%) 

TCM

20 18,60 3,20 93,01

80 83,66 0,39 109,10

150 145,86 0,40 100,13

200 202,78 0,17 103,89

BDCM

20 19,45 0,44 97,26

80 80,45 0,39 107,07

150 139,67 0,40 97,26

200 210,05 0,17 107,08

DBCM

20 20,08 4,36 100,43

80 76,65 0,70 101,74

150 140,44 0,69 94,65

200 211,97 1,32 104,95

TBM

20 19,95 0,52 99,77

80 76,24 0,82 101,83

150 141,85 1,02 99,00

200 211,98 1,39 110,08

Tabela 3 – Parâmetros de validação dos trialometanos: exatidão e 

ensaios de recuperação.

RSD: relative standard deviation; TCM: triclorometano; BDCM: bromodiclorometano; 
DBCM: dibromoclorometano; TBM: tribromometano.

foram satisfatórios (menores que 5%). Ressalta-se que foram utiliza-

dos materiais de referência certificados (TraceCERT®) para garantia 

da qualidade no processo de validação analítica (RIBANI et al., 2004; 

INMETRO, 2016; BRASIL, 2017b).

Seletividade

A seletividade foi definida comparando a matriz da substância (padrão) 

com a adição do composto 2,2-dicloropropiônico (47656-U, TraceCERT®). 

Como não houve interferência no tempo de retenção dos TAM, 
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manteve-se a característica de estar bem separada durante os croma-

togramas, o que indica a seletividade da metodologia proposta.

Comparação dos resultados analíticos  

da validação com trabalhos da literatura

Na literatura (USEPA, 1995a; 1995b; APHA; AWWA; WEF, 2012), 

encontra-se descrito um número significativo de metodologias analí-

ticas para a quantificação de TAM, conforme Tabela 4.

Diferentes tempos de retenção podem ser explicados pelo uso de 

diferentes colunas. Nikolaou et al. (2002) usaram a coluna tipo HP-VOC 

(60,00 m × 0,32 mm × 1,80 μm) e Culea, Cozar e Ristoiu (2006) utilizaram 

a mesma deste trabalho, porém de outra fabricante (RTX-5MS; 30,00 m 

× 0,25 mm × 0,25 μm). Outra justificativa da variação de eficiência da 

separação e do desempenho obtidos neste trabalho pode estar relacionada 

com o gás utilizado como fase móvel. Segundo Grob (1995), o hélio pos-

sui ótima flexibilidade na escolha da vazão (velocidade linear) sem que 

haja perda apreciável de eficiência e é inerte se comparado ao hidrogênio.

Outro detalhe importante é o uso do padrão interno, que apre-

sentou diferentes comportamentos quando comparado com resul-

tados de outros trabalhos pesquisados (CULEA; COZAR; RISTOIU, 

2006). O padrão fluorbenzeno apresenta custo menor que o halo-

tano, utilizado por Culea, Cozar e Ristoiu (2006) em ELL-CG-EM, e 

para o diclorometano, usado por Paschoalato (2005) e Butião (2011) 

em ELL-CG-DCE. Assim sendo, estudos com padrões internos com 

comprovada eficiência, aliados a valores mais acessíveis, proporcio-

nam vantagens em países que têm obrigatoriedade de monitoramento.

Culea, Cozar e Ristoiu (2006) determinaram as concentrações 

20, 40, 60, 80, 100, 200, 300 e 400 μg.L-1 dos 4 TAM por ELL-CG-EM 

usando o padrão interno halotano. Os autores compararam os resul-

tados com as técnicas P&T-CG-EM e HS-CG-EM e, apesar de indi-

carem a última como a mais sensível, a ELL-CG-EM se mostrou 

eficiente. Em comparação com este estudo, obtiveram-se melho-

res coeficientes de regressão e LD (abaixo de 1 μg.L-1), sendo que 

alguns estudos por ELL (BRAGA et al., 2004; CULEA; COZAR; 

RISTOIU, 2006) começam a detectar, após 20 μg.L-1, a recomenda-

ção de uso de outras técnicas de extração (P&T e HS) para maior 

confiabilidade. Apesar de o HS e P&T constarem entre as escolhas 

preferenciais devido à sua automação, outras técnicas, tais como 

ELL associada ao CG-EM, podem oferecer excelente desempenho 

com um investimento menor.

Ensaios de demanda de cloro

A Tabela 5 apresenta os resultados de CRL obtidos dos três ensaios nas 

doses variantes entre 1 e 10 mg.L-1.

Esses resultados demonstraram alto consumo de cloro e baixos 

valores de CRL, e estudos como o de Plummer e Edzwald (2001) afir-

maram que o grau de ruptura da célula está diretamente relacionado 

à morfologia celular e à taxa de célula/cloro. Culturas de cianobacté-

rias, segundo Ma et al. (2012), contêm uma ampla gama de compostos, 

como a matéria orgânica extracelular (MOE), liberada devido à autó-

lise das células, e a matéria orgânica intracelular (MOI), geralmente 

liberada por lise comprometida ou morte celular. 

Segundo Fan (2012), a lise celular pode levar a uma liberação de toxi-

nas ligada à célula e ao carbono orgânico dissolvido (COD), o que explica 

uma demanda significativa de cloro. De acordo com Ma et al. (2012), após 

o cloro penetrar nas células, reage com diferentes materiais, tais como 

membranas celulares e substâncias intracelulares, aumentando o con-

sumo e, consequentemente, ampliando as chances de formação de SOH. 

Análise de formação de trialometanos 

após cloração com Microcystis aeruginosa

A Tabela 6 apresenta os resultados das análises de TAM (n = 3) em 

amostras com a espécie de cianobactéria Microcystis aeruginosa.

O TCM foi detectado em todas as amostras cloradas, associado 

única e exclusivamente à cianobactéria clorada e possivelmente aos 

metabólitos produzidos pela espécie, já que foram cultivadas em água 

ultrapura, apenas com o meio ASM-1 e sem contaminantes externos. 

A não ocorrência de espécies bromadas pode ser justificada pela pro-

vável ausência de íons brometo, que podem participar da etapa de 

halogenação da sequência de reação dos compostos TAM de modo 

mais eficaz do que o cloro. Yang, Guo e Shen (2011) observaram que 

Oxidante 

químico

Dose

(mg.L-1)

Ensaio 1

1,0 × 106

30 min.

Ensaio 2

1,0 × 106

30 min.

Ensaio 3

1,0 × 106

30 min.

Média

1,0 × 106

30 min.

Desvio 

padrão 

30 min.

Cloro 
gasoso

1,00 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00

1,50 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00

2,50 0,10 0,10 0,10 0,10 0,00

3,75 0,10 0,20 0,10 0,10 0,06

5,0 0,10 0,20 0,10 0,10 0,06

7,50 0,10 0,50 0,20 0,30 0,21

10,00 0,30 0,50 0,30 0,40 0,12

Tabela 5 – Resultados de cloro residual livre para as doses aplicadas de 

cloro gasoso.

Método Concentração Separação e detecção

USEPA 524.2 P&T CG-EM

USEPA 551.1 ELL CG-DCE

APHA 6200 P&T CG-EM

APHA 6210 P&T CG-EM

APHA 6232 ELL CG-DCE

Tabela 4 – Métodos cromatográficos para detecção de trialometanos.

P&T: purge and trap; ELL: extração líquido-líquido; CG-EM: cromatografia a gás acoplada 
à espectrometria de massas; CG-DCE: cromatografia a gás por captura de elétrons.
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a presença de bromo propiciou a formação de espécies bromadas na 

cloração de amostras contendo o gênero Microcystis. 

O COD ligado à célula de cianobactérias pode ser fonte significa-

tiva de precursores de SOH (PLUMMER; EDZWALD, 2001; HONG 

et al., 2008; HUANG et al., 2009). A MOE e a MOI, segundo Bond et al. 

(2009), Huang et al. (2009) e Zamyadi et al. (2013), podem contribuir 

para a formação dos TAM devido à reação do material lançado com 

cloro. Visto que não foi feita a separação entre células com a MOI e a 

MOE, as concentrações de TAM formados nos estudos podem tam-

bém estar ligadas a esses compostos. 

Os resultados de Zamyadi et al. (2013) em amostras contendo a espé-

cie Microcystis aeruginosa com valores próximos ao que foi utilizado no 

experimento apresentaram modestas concentrações de TAM em relação 

a este estudo. A cloração de densas suspensões (5,0 × 105 células.mL-1; 

5,5 mg.L-1 de cloro gasoso; pH 8) em água pura com o tempo de con-

tato de 24 horas ocasionou concentrações modestas de TAM (13 μg.L-1). 

A contradição pode ser explicada pela provável diferença entre a compo-

sição da matéria orgânica dissolvida e a idade do cultivo. Como esperado, 

em amostras sob as mesmas condições, quanto maior a dose aplicada, 

maior será o consumo de oxidante e, consequentemente, maiores serão 

as concentrações de subprodutos formados (RODRIGUES, 2014), o que 

justifica os valores encontrados com a aplicação das doses neste estudo 

e em outros trabalhos (RODRÍGUEZ et al., 2007).

CONCLUSÃO
A validação por ELL-CG-EM mostrou-se satisfatória ao utilizar os 

parâmetros discorridos neste artigo, sendo, portanto, viável a aplicação 

em ETA com menos recursos financeiros do que o exigido pelas técni-

cas P&T-CG-EM e HS-CG-EM. O detector EM mostrou-se sensível, 

com baixas interferências (ruídos) ao redor da posição de detecção 

dos TAM, tornando-se alternativa ao DCE. Pode-se concluir que cada 

fabricante poderá fornecer, em uma mesma condição, cromatogramas 

com tempos de retenção diferentes com variações nas fases em que 

serão construídas. Uma coluna do tipo DB-5MS é semelhante à de 

outros fabricantes, como RTX-5MS ou HP-5MS, as fases são seme-

lhantes e todas são compatíveis com cromatógrafos em fase gasosa.

Procedeu-se a aplicação do método em amostras reais cloradas 

contendo Microcystis aeruginosa, sendo detectada a presença signifi-

cativa do TCM, mostrando que a técnica ELL-CG-EM pode ser repli-

cada para a extração e detecção de TAM após a cloração de outras 

espécies tóxicas. A contradição de valores na literatura de formação 

de TAM e a alta demanda de cloro nos ensaios de doses associados 

à baixa remoção de células podem estar relacionadas à composição 

heterogênea da fração dissolvida das amostras cloradas. O método 

desenvolvido e validado apresentou-se eficiente na aplicação em 

amostras reais, com boas sensibilidade e precisão e ótima resposta 

analítica, podendo ser implantado em processos de monitoramento 

de TAM em ETA.
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T: temperatura; TCM: triclorometano; BDCM: bromodiclorometano; DBCM: dibromoclorometano; TBM: tribromometano; TAM: trialometanos; LD: abaixo do limite de detecção; 

ND: não detectado.

Dose (mg.L-1) T (°C) pH Tempo de contato (min.) Residual Cl
2
  (mg.L-1) TCM (μg.L-1) BDCM (μg.L-1) DBCM (μg.L-1) TBM (μg.L-1) TAM

T
 (μg.L-1)

2,5 30 6,5 30 0,1 32,93 < LD ND ND 32,93

5,0 30 6,5 30 0,2 63,12 < LD ND ND 63,12

Tabela 6 – Resultados de trialometanos obtidos a partir da cloração com cloro gasoso (Cl
2
).
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