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RESUMO

A contaminacdo de diversos compartimentos ambientais pela aplicacdo de
pesticidas é um fato recorrente devido a necessidade crescente de maximizar a
producdo agricola e atender as demandas do crescimento populacional. Dentre
os herbicidas mais empregados, a atrazina (ATZ, 2-cloro-4-etilamino-6-
isopropilamino-1,3,5-triazina), € usada extensivamente no controle pré e pos-
emergente de ervas daninhas em culturas de milho e cana-de-acucar, entre
outras. Em fungéo disso, no presente trabalho foi investigada a viabilidade de dois
meétodos para a determinacdo de atrazina. O primeiro método prop6s a utilizacéo
da espectrofotometria UV associada & Regressédo de Minimos Quadrados Parciais
(PLS) para determinacéo de atrazina na presenca de seus principais metabdlitos,
desetilatrazina (DEA) e desisopropilatrazina (DIA), em aguas naturais. A extracao
em fase solida (SPE), com cartuchos C18, foi selecionada e otimizada via
planejamento fatorial para pré-concentracdo de ATZ, obtendo-se recuperacdes
proximas a 100% nas condi¢cdes otimizadas. O modelo multivariado construido
utilizou 4 variaveis latentes (explicando 100% da variancia da matriz X e 99,61%
da variancia da matriz Y), com faixa espectral na regido do ultravioleta (200-350
nm) e dados alisados em 5 pontos, Recupera¢des médias de 107, 105 e 93,2%
para ATZ, DIA e DEA, respectivamente, foram obtidas para o conjunto de
validacdo externa. O método SPE-UV-PLS foi aplicado em analises de amostras
de aguas naturais, obtendo-se boas recuperacdes para ATZ em agua de
nascente e dgua mineral (73-120%). As demais amostras de agua apresentaram
grande efeito de matriz, e, portanto, recuperacdes acima do esperado foram
obtidas devido a presenca de grandes quantidades de matéria organica. Apesar
disso, a metodologia espectrofotométrica multivariada proposta se mostrou
simples, rapida e com baixo custo operacional. A segunda metodologia utilizou
espumas de poliuretana para adsorcdo de ATZ e quantificacdo por
espectroscopia de infravermelho com reflectancia total atenuada e transformada
de Fourier (FTIR-ATR) associada a PLS. Os parametros de adsorcdo otimizados
pelo planejamento fatorial foram 250 rpm para agitacdo, com tempo de 12 h de
contato e pH 7,0, sendo a agitacdo o fator mais significativo para a adsorcao de
ATZ. O modelo PLS construido utilizou 3 variaveis latentes (explicando 99,98% da
variancia da matriz X e 78,15% da variancia da matriz Y), com faixa espectral
completa e primeira derivada dos dados alisados em 25 pontos. A capacidade
preditiva do modelo multivariado nao foi satisfatéria, obtendo-se erro relativo
médio de 60% para a concentracao de ATZ adsorvida na espuma de PU.

Palavras-chave: Atrazina. Desetilatrazina. Desisopropilatrazina. Calibracao
multivariada. Espumas de poliuretana.



ABSTRACT

The contamination caused by pesticides application on different environmental
matrices is continuous due to maximize agricultural production and to attend the
increased population. Among the widely employed herbicides, atrazine (ATZ, 2-
chloro-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazine), is extensively applied for pre
and post-emergent weed control in many crops such as corn and sugar cane,
among others. Accordingly, the feasibility of two methods for the determination of
atrazine were investigated. The first method proposal is the determination of
atrazine in the presence of its major metabolites, deethylatrazine (DEA) and
deisopropylatrazine (DIA) in natural waters by UV spectrophotometry associated
with Partial Least Squares Regression (PLS). Pre-concentration of ATZ was
performed by solid phase extraction (SPE) with C18 cartridges. After optimization
by factorial design, recoveries near to 100% was achieved. The multivariate model
was built with 4 latent variables (explain 100% of the X matrix variance and
99.61% of the Y matrix variance), smoothing spectral data (200-350 nm) in the
ultraviolet region. Mean recoveries were obtained for external validation set of 107,
105 and 93.2% for ATZ, DIA and DEA, respectively. The UV-SPE-PLS method
was applied in natural waters analysis and good recoveries for ATZ in spring and
mineral waters (73-120%) was obtained. The other water samples showed a large
matrix effect and high recoveries due to the presence of large amounts of organic
matter. Nevertheless, multivariate spectrophotometric method proposed was
simple, fast and low operating cost. The second methodology employed
polyurethane foams for ATZ adsorption and quantification by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy and Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) associated
with PLS. The adsorption parameters optimized by factorial design were 250 rpm
for stirring, 12 h for adsorption and pH 7,0. The stirring was the most significant
factor for the adsorption of ATZ. The PLS model was built with 3 latent variables
(explain 99.98% of the X matrix variance and 78.15% of the Y matrix variance),
with complete spectral range and first derivative with smoothing spectral data
(filter width: 25). The multivariate model predictive capability was not satisfactory,
resulting in mean relative errors to the concentration of the adsorbed ATZ PU
foam of 60%.

Key-words:  Atrazine. Deethylatrazine.  Deisopropylatrazine.  Multivariate
calibration. Polyurethane foams.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a intensificacdo dos problemas ambientais vinculados as
diversas atividades antropicas tem afirmado um consenso universal quanto a
necessidade de se monitorar de forma continua os diversos compartimentos
ambientais sujeitos a contaminacgao. Dentro deste contexto, destaca-se o interesse pelo
monitoramento de micropoluentes organicos, sistematicamente lancados no ambiente e
nao efetivamente removidos ou degradados pelos sistemas convencionais utilizados no
tratamento de residuos industriais, agua e esgoto, 0s quais, contaminam, acumulam e
causam um elevado impacto na atividade biolégica de organismos néo-alvo.

Dentre as atividades antropogénicas de grande impacto ambiental € possivel
citar a agricultura. O consumo de agrotoxicos tem aumentado em todo o mundo, sendo
que no Brasil, nos ultimos 40 anos o consumo aumentou 700% enquanto a &rea
agricola aumentou cerca de 80% no mesmo periodo.

Em geral, a quantificacdo destes poluentes em matrizes de relevancia
ambiental se apresenta bastante complexa, ndo apenas em fungcdo das matrizes
envolvidas (ex. solos, 4guas naturais, esgoto, entre outros), mas também em razdo das
baixas concentragbes apresentadas (frequentemente na faixa de pg L™ a ng L™
acarretando na habitual incompatibilidade existente entre a concentracdo das espécies
de interesse e a sensibilidade das técnicas instrumentais disponiveis. Em funcéo disso,
o desenvolvimento de métodos de extracdo e pré-concentracdo se torna de extrema
importancia, particularmente quando se objetiva a proposta de métodos robustos,
rapidos e de baixo consumo de reagentes e solventes.

Os herbicidas triazinicos sao utilizados no controle pré e pds-emergente de
ervas daninhas em culturas como milho, sorgo e cana-de-acUcar. A atrazina € o
herbicida triazinico mais amplamente utilizado e é classificada como um possivel
desregulador enddécrino devido principalmente a sua elevada solubilidade em agua e
reconhecida persisténcia e mobilidade no solo, tornando-se cada vez mais presente em
matrizes ambientais. Dessa forma, € imprescindivel seu monitoramento, bem como, de
seus metabdlitos que possuem toxicidade similar da atrazina.

O ndmero de trabalhos desenvolvidos com o auxilio de técnicas

espectroscopicas para determinagcdo de atrazina € bastante reduzido, sendo
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praticamente inexistente a proposta de métodos espectroscOpicos assistidos por

ferramentas de analise multivariada (ver Figura 1).
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FIGURA 1: ARTIGOS CIENTIFICOS PUBLICADOS ENTRE 1990 E 2014
ENVOLVENDO ATRAZINA E A SUA DETERMINACAO POR TECNICAS
CROMATOGRAFICAS E ESPECTROSCOPICAS.

A partir dessa perspectiva, o principal objetivo deste trabalho esta representado
pela avaliacdo de técnicas de pré-concentracdo em fase solida empregando
adsorventes classicos como silica octadecil (C18), além de verificar a potencialidade na
utilizac@o de poliuretana para determinacdo de atrazina e seus principais metabdlitos,
desetilatrazina e desisopropilatrazina, por meio de técnicas espectroscopicas

associadas a ferramentas quimiométricas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. POLUENTES ORGANICOS EMERGENTES

Nas ultimas décadas, a ocorréncia micropoluentes no ambiente se tornou um
problema mundial, basicamente em fungdo das inUmeras atividades antropicas
contribuirem com a contaminacdo de praticamente todos o0s compartimentos
ambientais (GAVRILESCU et al, 2014 ; TIJANI et al, 2013; SILVA e COLLINS, 2011;
COMERTON et al, 2009; GHISELLI e JARDIM, 2007).

O termo “poluentes organicos emergentes” (POE) ou simplesmente
“contaminantes emergentes” € empregado para definir compostos com significativa
distribuicdo e concentracdo no ambiente (usualmente na faixa de pg L™ a ng L™,
negligenciados até entdo, com potenciais efeitos deletérios a saude dos ecossistemas
e, ainda, humana (COMERTON et al, 2009; STUART et al, 2012).

O lancamento ininterrupto de produtos utilizados em grande escala na
agricultura e induastria além de uma variedade de compostos lancados diariamente no
esgoto doméstico sdo os principais fatores responsaveis pela ocorréncia de POEs no
ambiente. Ainda, esses poluentes sao apenas parcialmente removidos pelos processos
convencionais utilizados no tratamento de esgoto, efluentes industriais e na
potabilizacdo da agua, sua presenca é relativamente comum em aguas destinadas ao
consumo (BARONTI et al, 2000; MUZ et al, 2012; PAUWELS et al, 2008; SERVOS et
al, 2007). A Tabela 1 mostra alguns dos principais poluentes emergentes que
abrangem desde farmacos de diversas classes, produtos de higiene pessoal, aditivos
industriais. pesticidas e recentemente compostos classificados como obeso6genos
(compostos que aceleram a obesidade). Uma vez langados no meio, o destino e efeitos
potenciais dependem das suas caracteristicas fisico-quimicas e das propriedades dos
compartimentos ambientais nos quais estdo associados. Alguns trabalhos na literatura
ja relataram diversos efeitos atrelados a: resisténcia bacteriana e recombinacdes de
bactérias devido a grandes quantidades de antibidticos no meio ambiente (LAHT et al,

2014; BAQUERO et al, 2008), interferéncia no sistema endocrino, mimetizando ou
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bloqueando a resposta de horménios (GHISELLI e JARDIM, 2007; LINTELMANN et al,
2003) ou ainda apresentando efeito genotéxicos (LIU et al, 2014; PANDEY et al, 2014).

TABELA 1: CLASSIFICACAO GERAL DE ALGUMAS SUBSTANCIAS QUIMICAS
CONSIDERADAS POLUENTES EMERGENTES.

Classe

Exemplos

Produtos farmacéuticos

Antibidticos

Analgésicos e anti-
inflamatorios

Drogas de uso psiquiatrico

Reguladores lipidicos
B-bloqueadores
Estimulantes

Esterdides e hormoénios

Naturais

Sintéticos

Produtos de higiene
pessoal

Fragrancias
Repelente de insetos
Protetores solares
Surfactantes
Antissépticos

Retardantes de chama
Aditivos industriais
Pesticidas

Hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAS)

Metais pesados
Plastificantes
Obesbégenos

Sulfametoxazol, trimetoprima, eritromicina, tetraciclina,
ciprofloxacina

Acido acetilsalicilico, codeina, diclofenaco, ibuprofeno,
paracetamol

Diazepam, fluoxetina, paroxetina

Acido clofibrico, benzafibrato, genfibrozila

Propanolol, atenolol, timolol

Cafeina

Estrona (El1), 17-p-estradiol (E2), estriol (ES3),
progesterona
17-a-etinilestradiol (EE2), dietilestilbestrol

Almiscares policiclicos
N,N-dietil-metatoluamida (DEET)

Benzofenona, metoxicinamato, parabenos
Alguilfenol, alquilfenol etoxilados e carboxilados
Triclosan

Difeniléter polibromado (PBDE)
EDTA, acido nitriloacético, aromaticos sulfonados

Herbicidas triazinicos, 2,4-D, DDT, diuron, carbaril,
aldrin, endrin, malation, propiconazol, linuron

Antraceno, naftaleno,
fluorantreno, fenantreno

benzo[a]pireno, pireno,

Cadmio, chumbo, mercurio, zinco
Dietilftalatos, dibutilftalatos, bisfenol-A
tribultina, bisphenol A, ftalatos, organotinas,

Fonte: BILA e DEZOTTI, 2007, MONPELAT et al, 2009; SILVA e COLLINS, 2011,
BASILE et al, 2011; STUART et al, 2012; RODIL et al, 2012; LAPWORTH et al, 2012,
FISCHER et al, 2012; GARCIA-MAYOR et al, 2012; GRACELI et al, 2013; RIU et al,

2014.
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E importante salientar que a maioria dos contaminantes deste grupo n&o
dispbe de regimentos especificos para controle e monitoramento ambiental. A
regulamentacdo futura depende diretamente da pesquisa a respeito dos efeitos
deletérios potenciais provocados no meio hidrico além do monitoramento da sua
ocorréncia no meio ambiente (LAPWORTH et al, 2012; FARRE et al, 2008;
LINTELMANN et al, 2003).

2.1.1. Pesticidas

A aplicacdo de substancias quimicas com a finalidade de maximizar a
producdo agricola sempre esteve atrelada a crescente necessidade de garantir
produtos alimenticios para a populacédo. Os pesticidas constituem uma forma poderosa
para prevenir e controlar espécies indesejaveis na agricultura, usualmente interferindo
Nno seu processo reprodutivo. Esta classe engloba inseticidas, fungicidas, herbicidas,
acaricidas, entre outros que, além da agricultura, sédo utilizados com outras finalidades
como, por exemplo, na preservacdo da madeira, como desinfetante e ainda uso
doméstico (PINTO et al, 2010; BILA e DEZOTTI, 2007).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA), o termo "pesticides" é um termo geral que define qualquer substancia ou
mistura de substancias destinadas para prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer
praga. Uma vez que o termo pesticidas é genérico, a Lei Federal 7.802, de 11 de Julho
de 1989 regulamentada através do Decreto 98.816, no seu Artigo 2°, Inciso |, define,
mais especificamente, o termo agrotdéxicos como sendo: "Os produtos e 0s agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de producéo,
no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos além de substancias e produtos, empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento".
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O consumo de pesticidas a fim de garantir boa produtividade agricola e o
retorno econdmico é bastante significativo no cultivo de soja, milho, cana-de-acucar
entre outros, resultando em um consumo mundial de cerca de 2,4 milhdes de toneladas
de pesticidas no ano de 2007 de acordo com estimativas de mercado realizados pela
USEPA. O Brasil ocupa lugar de destaque no consumo de agrotoxicos segundo o
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG), sendo o
segundo maior mercado do mundo, atras apenas dos Estados Unidos. Em 2012, um
total de 346,6 mil toneladas de defensivos (considerando apenas o principio ativo)
foram aplicados nas lavouras do pais, em média, 380 gramas de agrotoxicos por
tonelada de produto (Tabela 2).

TABELA 2: COMERCIALIZACAO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS NO BRASIL NO
PERIODO DE 2010 - 2012.

Produto comercial (1000 t) Ingrediente ativo (1000 t)

Classes 2010 2011 2012 2010 2011 2012
Herbicidas 402,1 401,6 469,7 189,5  188,7 2142
Fungicidas 91,4 109,4 96,9 55,6 56,9 37,8
Inseticidas 141,0 142,1 181,1 59,2 61,2 57,2
Acaricidas 11,8 9,2 9,98 7,27 4,31 4,09
Outras 62,4 68,2 65,5 30,9 33,9 33,2
Total 708,6 730,6 823,2 3426 3450  346,6

Fonte: Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG),
2012.

Em virtude do manejo muitas vezes indevido e da ampla aplicacdo dos
defensivos agricolas para controle de pragas em diversas culturas, a contaminacgao de
varios compartimentos ambientais devido a permanéncia dos residuos de pesticidas
por longos periodos de tempo é uma realidade. Muitos estudos tém comprovado a
presenca de uma gama de pesticidas em corpos hidricos como lagos (CUI et al, 2013),
rios (BONANSEA et al, 2013; SEGURA et al, 2011; MALDANER e JARDIM, 2012;
ROLDAN-PIJUAN et al, 2013; GERVAIS et al, 2008) e 4guas subterraneas (ZHOU et
al, 2009; DUJAKOVIC et al, 2010).
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Os pesticidas mais empregados pertencem a classe dos herbicidas (214,2 mil
toneladas de herbicidas aplicados em 2012), que sao destinados a eliminar ou ainda
impedir o crescimento de ervas daninhas que prejudicam o crescimento de plantas de
uma lavoura. A ampla utilizacdo desta classe se deve, provavelmente, a variedade de
produtos disponiveis comercialmente, estando entre 0s principais grupos as
benzonitrilas, cloracetamidas, derivados da wuréia, dinitroanilinas, fenoxiacidos,
tiocarbamatos e triazinas (AMADORI, 2013b).

2.1.2. Herbicidas Triazinicos

Os herbicidas triazinicos sdo um grupo de substancias que tém sido
extensivamente empregados como herbicidas seletivos no controle pré e pés-
emergente de ervas daninhas em muitas culturas como as de milho, sorgo, cana-de-
acucar, abacaxi entre outras (GARBELLINI et al, 2007; WU et al, 2012). Sao derivados
das s-triazinas, anéis heterociclicos de seis membros onde os atomos de nitrogénio
estdo simetricamente localizados (Figura 2). As principais caracteristicas fisico-
guimicas deste grupo de herbicidas sdo definidas basicamente pelas diferentes
substituices na posicdo 2 (R1: -Cl, -SCH3, -OCH3) uma vez que as posices 4 e 6

geralmente s&o ocupadas por grupos amino substituidos (PACAKOVA et al, 1996).
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FIGURA 2: ESTRUTURA QUIMICA DAS S-TRIAZINAS.

A atividade bioldgica dos herbicidas triazinicos tem como mecanismo de acéo a
inibicAo da fotossintese em todos os organismos com fotossistema envolvendo

oxigénio, cessando a producdo de adenosina trifosfato (ATP). O modo de atuacéo se
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da basicamente no bloqueio do transporte de elétrons: as moléculas de herbicidas se
ligam aos sistemas carregadores de elétrons presentes no fotossistema Il situados na
membrana do cloroplasto (plastoquinona, subunidade D1), inibindo o crescimento da
planta daninha (LEBARON et al, 2008; CHRISTOFFOLET!I et al, 2008).

2.1.3. Atrazina

Dentro da classe dos herbicidas triazinicos, a atrazina (ATZ, 2-cloro-4-
etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) (Figura 3), CAS N° 1912-24-9, ocupa lugar de
destaque no cenario de poluicdo ambiental. Comercializada pela primeira vez no final
da década de 50, estd entre os defensivos agricolas mais detectados em &guas
subterraneas (GRAYMORE et al, 2001). Segundo dados do programa de
monitoramento de poluentes organicos da Agéncia Ambiental do Reino Unido
(STUART et al, 2012), a atrazina ocupa a primeira colocacdo de um ranking dos 30

contaminantes emergentes mais frequentemente detectados em aguas subterréaneas.

Cl

A
k)

FIGURA 3: ESTRUTURA QUIMICA DA ATRAZINA

NH— HC

2 CHs

De acordo com a resolugdo CONAMA 357 de 2005 complementada pela
Resolucdo 430/2011, o valor maximo de atrazina permitido em aguas destinadas ao
abastecimento para o consumo humano é de 2,0 pug L™, valor este similar com a
legislacdo dos Estados Unidos (3,0 ug L™). A Comunidade Europeia, entretanto, possui
legislacdo mais restritiva, estabelecendo em 0,1 pg L™ a concentracdo méxima de

qualquer pesticida em aguas destinadas ao consumo humano. Apesar disso, a atrazina
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ainda tem sido detectada em 4guas naturais em niveis superiores aos limites maximos
estipulados na Unido Europeia, o que levou alguns paises como Franca, Espanha,
Dinamarca, Alemanha, Finlandia, Austria e Italia a proibicdo deste herbicida (DEB,
2006).

A ATZ é considerada por alguns autores como um potente interferente
endocrino (EDC, do termo em inglés "endocrine disruptor compound”) definido
comumente como substancia capaz de interferir no funcionamento natural do sistema
endocrino de espécies animais (GHISELLI e JARDIM, 2007). Tais efeitos deletérios
surgem sob exposicdo cronica dos organismos em concentracdes inferiores as
legisladas, alterando caracteristicas sexuais de peixes, anfibios e répteis (HAYES et al,
2011; ZAYA et al, 2011; GRAYMORE et al, 2001) além de potenciais efeitos na saude
humana (CRAGIN et al, 2011; GAMMON et al, 2005; FAN et al, 2007; FREEMAN et al,
2011). Mnif e colaboradores (2011) publicaram uma revisdao sobre os principais
pesticidas classificados como interferentes endocrinos e seus efeitos. Dentre os efeitos
relatados para atrazina estao a inibicdo do androgénio (esterdide hormonal responsavel
pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas), inducdo da
atividade da aromatase (aumentando consequentemente a producdo de estrogénio) e
danos as glandulas adrenais além de redugdo de metabolismo de esteroides
hormonais.

Além da comprovada presenca e toxicidade da ATZ, uma vez aplicada, a
atrazina pode sofrer o0s seguintes processos fisico-quimicos e biologicos: a)
volatilizagéo e deriva sendo transportado para a atmosfera; b) escoamento superficial e
lixiviagdo contaminando o ambiente aquatico; ¢) adsorcéo, interagindo com os diversos
componentes do solo permanecendo retidos e ainda, d) sofrer degradacdo e
decomposicdo (BARCELO e HENNION, 1997). A degradacdo eminente da ATZ ocorre
por processos bibticos ou abidticos, tais como, fotdlise, hidrélise, biodegradacao, entre
outros. Os principais produtos de degradacdo sdo a desetilatrazina (DEA) e
desisopropilatrazina (DIA) gerados por um processo de dealquilacdo microbioldgica,
sendo considerados téao téxicos quanto a ATZ, e a hidroxiatrazina (HA), gerada a partir
de uma hidroxilacdo. Os metabolitos DEA e DIA podem sofrer hidroxilagdo e a HA, N-
dealquilagdo, resultando, neste caso, nos metabolitos desetilidroxiatrazina (HDEA) e
deisopropilhidroxiatrazina (HDIA) (LOSS e NIESSNER, 1999). A principal rota de
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degradacdo da ATZ e seus subprodutos é mostrada na Figura 4 (UDIKOVIC-KOLIC et
al, 2012; SCRIBNER et al, 2000; BARCELO e HENNION, 1997).
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FIGURA 4: ROTAS DE DEGRADAC}AO DA ATRAZINA. (ADAPTADO DE SCRIBNER
et al, 2000)
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A ATZ é um sodlido incolor, com ponto de fusdo em 175 °C. Outras
propriedades fisico-quimicas da atrazina e de seus principais metabdlitos que

interferem diretamente no comportamento no ambiente séo listadas na Tabela 3.

TABELA 3: PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ESTRUTURA MOLECULAR DA
ATRAZINA E SEUS PRINCIPAIS METABOLITOS, DESETILATRAZINA E
DESISOPROPILATRAZINA.

Massa molar Solubilidade em P vapor (mPa)
Estrutura 4 i 1 pKa Log Kow X
(g mol™) agua (mg L™) a 20°C
ATZ 215,68 33 1,68-1,71 2,20-2,70 0,04
DEA 187,68 3200 1,30-1,65 1,52 -
DIA 173,68 670 1,30-1,58 1,13 -

Fonte: LOOS e NIESSNER, 1999; PACAKOVA et al, 1996.

O processo de degradacdo da atrazina aumenta a solubilidade e polaridade ja
que 0s novos compostos formados possuem menor numero de atomos de carbono em
suas estruturas. A ATZ possui solubilidade maxima de 33 mg L™ enquanto para DEA
(perda de dois atomos de carbono) é de 670 mg L™ e DIA (perda de trés atomos de
carbono) é de 3200 mg L™. Com o aumento da polaridade, os metabdlitos apresentam
maior mobilidade que a ATZ nos compartimentos ambientais. Outro parametro
relacionado com a solubilidade € o coeficiente de particdo octanol-agua (log Koy) que
indica a tendéncia de adsor¢cdo do composto organico ao solo. Valores de log Koy
acima de 3 implicam em uma forte interacdo do composto organico com o solo levando,
geralmente, a sua acumulacdo (SCRIBNER et al, 2000). Com base nisso, observa-se
gue a ATZ e principalmente seus metabdlitos, ndo tendem a permanecer adsorvidos no
solo, o que justifica a ocorréncia e deteccdo destas espécies em aguas naturais. Um
estudo sobre o destino e transporte da atrazina dentro da zona costeira no sudeste de
Porto Rico, por exemplo, detectou maiores taxas de DEA que ATZ em aguas
subterrdneas da regido (46% e 32% respectivamente). A concentracdo de DIA
encontrada foi abaixo do limite de detec¢éo da técnica (cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, GC-MS). Os autores atribuiram-na as relativas baixas

taxas de formacao de DIA quando comparado com DEA (POTTER et al, 2013).
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2.1.3.1. Determinacao de atrazina e seus derivados em matrizes ambientais

O desenvolvimento de métodos analiticos robustos e confiaveis para a
determinacdo de compostos triazinicos em matrizes ambientais exige grande
seletividade analitica e baixos limites de deteccdo, o que, na maioria dos casos,
somente pode ser alcancada com a utilizacdo de técnicas cromatograficas em fase
gasosa (JIANG et al, 2005; SABIN et al, 2009; MIN et al, 2008; CHERTA et al, 2012;
BONANSEA et al, 2013) e em fase liquida (CARABIAS-MARTINEZ et al, 2002; PENG
et al, 2007; SCHELLIN et al, 2009; DUJAKOVIC et al, 2010; BENVENUTO et al, 2010;
MOU et al, 2011; ZHAO et al, 2011; WU et al, 2012; KUKLENYIK et al, 2012;
CAPPELINI et al, 2012; AMADORI et al, 2013a) geralmente associadas a etapas de
pré-concentracao.

Nesse sentido, Bonansea e colaboradores (2013) desenvolveram uma
metodologia que combina as técnicas de SPE e SPME para a concentracdo e
guantificacdo de uma série de pesticidas, dentre eles a atrazina, por meio de GC-MS.
As amostras de agua da bacia do Rio Suquia (Cérdoba-Argentina) foram analisadas
temporal e espacialmente e os dados revelaram que a atrazina, esta presente em
maior concentracdo em regides agricolas chegando a um méximo de 433,9 ng L™,

Outro trabalho relacionado é o realizado por Min e colaboradores (2008), onde
desenvolveram um método para determinacdo de ATZ e seus principais metabdlitos,
DIA e DEA, em amostras de agua e solo da provincia de Jilin (China) empregando
extracdo em fase sdlida (SPE) com nanotubos de carbono e GC-MS. Nas condi¢cées
otimizadas, amplas faixas lineares foram obtidas para os trés analitos e baixos limites
de deteccdo foram observados (0,2 - 20 pg L™, 0,02 - 0,05 pg L™ para 4gua e 2 - 200
ug kg*, 0,3 - 1,0 pg kg™ para solo, respectivamente). Boas taxas de recuperacéo foram
obtidas para amostras fortificadas sendo de 85,71 - 109,7% para agua e 72,27 -
88,74% para solo. Os autores ainda aplicaram o método desenvolvido na analise de
amostras reais suscetiveis a contaminacdo por atrazina. Na maioria das amostras,
constatou-se somente a presencga de ATZ, que apresentou maiores concentracdes em
amostras de &agua (1,82 a 10,8 pg L™), valores superiores aos regulamentados

descritos anteriormente.
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Apesar das técnicas cromatograficas apresentarem baixos valores de limite de
deteccdo e seletividade, elas apresentam como principais desvantagens o fato de
serem trabalhosas e serem relativamente dispendiosas quando se comparam com
outras técnicas de analise como as técnicas espectroscopicas. Procedimentos com
maior simplicidade, rapidez e de menor custo podem ser desenvolvidos com base nas
técnicas espectroscopicas, muitas vezes com limites de quantificagdo compativeis com
a concentracdo desses analitos, assim como seletividade suficiente para analise de
matrizes ambientais.

Baseado nisso, Tiwari e colaboradores (2013) desenvolveram um método
espectrofotométrico para determinacdo de atrazina a partir da sua derivatizacdo pela
reacao de Konig (na presenca de piridina ocorre a formacéo de um sal quaternario, que
por sua vez, forma aldeido glutacbnico na presenca de base; subsequentemente é
acoplado com 4-aminoacetanilida em meio micelar de surfactante anionico - dodecil
sulfato de sodio). O produto de derivatizacdo apresenta coloragdo amarelo-alaranjado e
foi concentrado em um cartucho de C18, cuja leitura espectrofotométrica foi realizada
em 460 nm. A faixa linear foi obtida entre 0,012—0,12 ug mL™ com limite de deteccéo
igual a 0,001 pg mL™ e foi aplicado com boas taxas de recuperacdo em amostras
biol6gicas e ambientais (96-101%).

Independentemente da técnica escolhida, a determinacdo de herbicidas
triazinicos, de maneira geral, exige o emprego de métodos de preparacdo de amostras.
A extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE) foi, durante muitos anos, a
técnica mais empregada para esta classe de compostos sendo ainda reportada em
alguns estudos (LI et al, 2013). Entretanto, a substituicdo por extracdo em fase solida
(SPE) é evidente, uma vez que permitem significativos fatores de pré-concentracao,

com o uso de pequenos volumes de solventes organicos.

2.2. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

A SPE é um método ja consolidado sendo uma das mais populares
ferramentas de preparacdo de amostra principalmente por apresentar grande

versatilidade e seletividade. Uma das raz0es para o sucesso e popularizagdo do
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método estd diretamente relacionada a preocupagdo com a minimizacdo do longo
tempo de extracdo e principalmente do volume de solventes empregados nas
extracOes liquido-liquido, procedimento comumente utilizados nos anos anteriores ao
surgimento dos primeiros cartuchos disponiveis (década de 80), além da possibilidade
de determinar uma grande diversidade de analitos (HENNION, 1999; LISKA, 2000).

Basicamente se trata de um método de separacédo liquido-sélido, baseado nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo (cromatografia
classica). A forma basica de funcionamento segue, sucintamente, as etapas de
condicionamento (ativacdo do material existente dentro do cartucho), passagem da
amostra sendo os analitos retidos no material adsorvente (pode ocorrer retencéo de
interferentes dependo da natureza de interacdo dos mesmos e a fase estacionaria),
remocdo de interferentes e eluicdo dos analitos (Figura 5). Dentre os principais
empregos da SPE se destacam a pré-concentracdo ou enriquecimento do analito, e 0
isolamento do analito da matriz (clean-up) (LANCAS, 2009).
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FIGURA 5: ETAPAS DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO EM FASE SOI:IDA: A)
CONDICIONAMENTO; B) APLICACAO DA AMOSTRAS; C) ELUICAO DE
INTERFERENTES E D) ELUICAO DO ANALITO.

No estudo desenvolvido por Carabias-Martinez e colaboradores (2002) para a
pré-concentracdo de trés herbicidas amplamente empregados, atrazina, terbutrina e
clorotoluron, além de seus produtos de degradacéo, trés tipos de fase adsorventes
foram avaliadas: silica C18 e as fases poliméricas Oasis HLB e LiChrolut EN (sorventes
hidrofilico e hidrofébico, respectivamente). Para 100 mL de amostra de &agua
deionizada fortificadas com 20 pg L* de cada analito, as melhores taxas de

recuperacéao foram obtidas empregando os cartuchos LiChrolut (82 a 107%). As demais
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fases avaliadas mostraram baixas recuperacées para o0s analitos mais polares
estudados. Além disso, recuperacdes semelhantes foram obtidas quando o método
SPE desenvolvido foi empregado em analises de amostras de agua natural
(subterranea e rio).

Dessa forma, a selecdo da fase solida se encontra entre um dos principais
critérios no desenvolvimento de metodologias baseadas em SPE que segue, na
maioria dos casos, as mesmas regras empregadas na cromatografia em fase liquida.
Inimeros sorventes podem ser empregados, tais como, carvao ativado (EL-SHEIKH et
al, 2008) silica octadecil (C18) (MCLAUGHLIN e JOHNSON, 1997; PINTO e JARDIM,
2000; DORES et al, 2006; BRUZZONITI et al, 2006), nanotubos de carbono (MIN et al,
2008; AL-DEGS et al, 2009) e fases poliméricas (poli(divinilbenzeno-co-N-
vinilpirrolidina)) (ARMAS et al, 2007; RODIL et al, 2009), polimero de impressao
molecular (WANG et al, 2013) e poliuretanas (PORTUGAL et al, 2008)).

2.2.1. Sorventes convencionais

Os adsorvente convencionais como carvao ativo e C18 ja foram bastante
explorados na literatura (LISKA, 2000; JEANNOT et al, 2002; TOGOLA e BUDZINSKI,
2007; MALDANER e JARDIM, 2012). O carvao ativo teve grande importancia no
desenvolvimento da extracdo em fase sélida, ja que, comumente empregado em filtros,
promoveu o inicio do interesse por parte dos pesquisadores para o emprego de fase
sélida como meio de enriquecimento de elementos tragco a partir de amostras aquosas
(LISKA, 2000). Naturalmente, muitos outros materiais foram desenvolvidos e aplicados
na técnica de SPE sendo que, nos ultimos anos.

A fase de octadecilsilano quimicamente ligada a silica, C18
(ESi—(CH2)1,—CH3), é uma das fases mais comuns aplicadas atualmente ja que possui
um dos mais amplos espectros de retencédo de analitos organicos em matrizes aquosas
dentre os adsorventes de silica ligados. O principal mecanismo de separacdo dos
analitos € a particdo por meio de interagcbes apolares do tipo van der Waals.
Particularmente, em analises ambientais, sorventes hidrofobicos nao-seletivos, como
C18, tem sido um dos mais empregados (CALDAS et al, 2011).
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Alguns trabalhos na literatura j& empregaram C18 para pré-concentracdo de
ATZ, principalmente na presenca de outros pesticidas (MCLAUGHLIN e JOHNSON,
1997; PINTO e JARDIM, 2000; HUANG et al, 2003; EL-SHEIKH et al, 2008; ZHOU et
al, 2006; SCHELLIN et al, 2009; MORAIS, 2009; CAPPELINI, 2008).

Um exemplo é o trabalho de Bruzzoniti e colaboradores (2006) em que um
método de SPE empregando C18 foi avaliado para a determinagéo simultanea via GC-
MS de herbicidas pertencentes a diversas classes, tais como, carbamatos, triazinas,
dinitroanilinas e cloroacetamidas. Com o0s parametros instrumentais otimizados, boas
recuperagbes foram obtidas (79-99%) e DPR inferiores a 12%. E interessante ressaltar
que para aumentar a recuperacdo de desetilatrazina frente aos demais herbicidas
analisados, uma fase de carvao grafitico ndo poroso foi acoplada a fase de C18. O
método desenvolvido foi aplicado com sucesso em amostras reais de agua potavel

coletada no rio Po (Torino, Italia).

2.2.2. Poliuretanas

As poliuretanas (PUs) sao polimeros que apresentam forma de espuma e
podem ser aplicadas na extracdo de compostos de relevancia ambiental como metais
(SANTOS et al, 2009; EL-SHAHAWI et al, 2011), pesticidas (PORTUGAL et al, 2010;
NENG et al, 2007), entre outros (DMITRIENKO et al, 2002; KUZ'MINA et al, 2008;
MHLANGA et al, 2007). Estes polimeros sdo produzidos por meio de uma reacao,
relativamente simples, de poli-isocianato com polidis na presenca de agentes de
expansao, catalisadores especificos e surfactantes (PORTUGAL et al, 2010; NENG et
al, 2007). O material sintetizado é muito versatil jA que a natureza quimica, a
funcionalidade, flexibilidade, estabilidade e suas propriedades em geral, podem ser
moduladas através da reacdo. Ainda existe a possibilidade de inserir materiais solidos
e funcionalizar a estrutura da espuma (KUBOTA et al, 2013; ABDEL AZEEM et al,
2010).

Assim como mencionado, estes materiais tém atraido grande interesse para
procedimentos de extragdo, como no trabalho desenvolvido por Moawed e EI-Shahat

(2014) que sintetizaram uma espuma de poliuretana polihidroxilada para a extracdo de
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herbicidas triazinicos (atrazina, prometrina e terbutrina) de 4guas naturais utilizando
GC-MS-MS, com boas taxas de recuperacdo para prometrina e terbutrina (84-96%) e
para atrazina recuperacdes proximas a 50%.

O emprego de espumas de poliuretana em extracdo em barra sortiva (stir bar,
SBSE) também tem ganhado destaque no cenario de desenvolvimento de novas
metodologias de extracdo. Portugal e colaboradores (2008), por exemplo, propuseram
a extracdo de herbicidas triazinicos empregando uma barra magnética de teflon
recoberta com poliuretana em diferentes formulacdes. Com o procedimento de
extragdo otimizado (6h, 1250rpm, auséncia de sal e 5% de MeOH) e a melhor
formulacdo da espuma de poliuretana selecionada, a dessorcdo dos analitos (back
extraction) foi realizada em banho ultrassénico com metanol por 20 min e determinados
em HPLC-DAD. A recuperacdo dos analitos ocorreu na faixa de 20,4 a 62,0% e
apresentou limites de deteccdo entre 0,1 e 0,5 ug L™.

Diante do advento de métodos de extragcdo empregando este tipo de material, a
utilizacdo de técnicas espectroscopicas para a quantificacdo dos compostos de
interesse diretamente no adsorvente, especialmente espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier no mdédulo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR), se
mostra uma excelente alternativa, em razao de diminuir o nidmero de etapas do
procedimento e por ser um dos principais métodos de caracterizacdo das espumas
(ZHANG et al, 2008; OKA et al, 2007). Assim, a extracdo de um determinado analito
pode ser monitorada em funcdo da modificagcdo no perfil e/ou intensidade de bandas
caracteristicas da poliuretana.

Apesar dos métodos espectroscopicos oferecem vantagens de ordem pratica,
geralmente relacionada com sua alta sensibilidade, versatilidade e baixo custo,
infelizmente, a baixa seletividade da técnica limita muitas aplicacbes ambientais,
basicamente atribuida a elevada interferéncia espectral. Tais problemas de
interferéncia podem ser contornados com o emprego de ferramentas de calibracao

multivariada.
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2.3 METODOS ESPECTROSCOPICOS DE ANALISE

Comumente chamados de métodos 6pticos, os métodos espectroscopicos sao
amplamente empregados em quimica analitica para determinacdo qualitativa e
quantitativa de espécies organicas e inorganicas em diversas matrizes, além de
possibilitar a elucidacdo estrutural. Sdo baseados na interacdo dos diferentes tipos de
radiacdo com a matéria e classificados de acordo com a regido do espectro
eletromagnético envolvido na medida. As principais regifes espectrais utilizadas séo
mostradas na Figura 6 (SKOOG et al, 2002).
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FIGURA 6. REGIOES DO ESPECTRO ELETROMAGNETICO E AS ALTERAGOES
PROMOVIDAS PELA INTERACAO DO ANALITO COM A RADIACAO (SKOOG et al,
2002).

2.3.1 Espectrofotometria UV-Vis

A espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Vis é uma técnica amplamente
empregada em diversas areas do conhecimento, tais como, quimica (ALI, 2014),
biologia (WANG et al, 2014), agricultura (BERTONE et al, 2012), entre outros,

basicamente em fungdo da sua robustez analitica, simplicidade operacional, baixo
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custo e reduzido tempo de andlise. A luz ultravioleta compreende a radiacdo
eletromagnética entre 160 - 400 nm, enquanto a luz visivel tem comprimento de onda
entre 400 e 780 nm.

O fundamento da espectrofotometria de UV-Vis é que algumas frequéncias da
radiacdo que atravessa uma camada de um sdlido, liquido ou gas, sao seletivamente
absorvidas, sendo a energia transferida para as moléculas que compdem a amostras.
Essa energia absorvida promove as particulas de seu estado fundamental para um ou
mais estados excitados de maior energia. Uma vez que a diferenca entre esses
estados € Unica para cada espécie, as medida de absorbancia ou transmitancia em
determinados comprimentos de onda, fornece um modo de caracterizar e determinar
guantitativamente os constituintes de uma amostra (SKOOG, 2002).

A lei de Lambert-Beer rege a analise espectrofotométrica, pois estabelece uma
relacdo diretamente proporcional entre a absorbancia da radiacdo absorvida (A), a
concentracdo da espécie em solucdo em mol L™ (c) e o caminho 6ptico do meio
absorvente (b), A = ¢ b ¢, em que ¢ é a constante de proporcionalidade denominada
absortividade molar. E importante ressaltar que a lei de Lambert-Beer descreve bem o

comportamento de absorcédo das espécies em solucdes diluidas (SKOOG, 2002).

2.3.2 Espectrometria de Infravermelho

A espectrometria de infravermelho é uma ferramenta versatil para a
determinacdo qualitativa e quantitativa de espécies moleculares em geral. A regido
espectral de infravermelho compreende o intervalo de numeros de onda de
aproximadamente 12.800 a 10 cm™, e do ponto de vista da sua aplicacdo, é
convenientemente dividido em trés regides: infravermelho préoximo (Near Infra-Red,
NIR, 12.800 a 4.000 cm™), infravermelho médio (Mid Infra-Red, MIR,4.000 a 200 cm™)
e infravermelho distante (Far Infra-Red, FIR, 200 a 10 cm™). A radiac&o infravermelha
ndo é suficientemente energética para promover transicdes eletrénicas, entretanto,
qguando absorvida, converte-se em energia de rotacao e vibracdo (deformacgdes axiais e

angulares) (SKOOG, 2002; SILVERSTEIN, 2006). Esse processo de vibragdo
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molecular fornece evidéncias de inimeros grupos funcionais presentes na estrutura do
composto.

A regido do infravermelho médio é, provavelmente, a mais utilizada e com
maior nimero de aplicacdes ja que compreende a regido de impresséao digital (1200 a
700 cm™) de um composto ou material, onde pequenas mudancas na constituicio ou
na estrutura de uma molécula resultam em mudancas significativas na distribuicdo dos
picos nesta regido (SKOOG, 2002).

Durante muitos anos, a maioria dos espectros de infravermelho era obtida em
equipamento do tipo dispersivo (baseada em redes de difracédo). A partir de 1980, este
tipo de instrumento foi substituido pelos espectrdbmetros com transformada de Fourier
(FTIR), devido a velocidade e confiabilidade, aumentando o namero de aplicacdes na
regido do MIR. Neste tipo de equipamento, a fonte de radiacdo € dividida em dois
feixes: um dos feixes permanece fixo enquanto o outro se move com o espelho mével a
velocidade constante. Como ha variacdo periddica dos caminhos Opticos e,
consequentemente, variacdo na intensidade de radiacéo, padrbes de interferéncia séo
recebidos pelo detector (interferograma). A transformada de Fourier € usada para o
processamento dos dados, convertendo o interferograma obtido no dominio do tempo
para a forma familiar de um interferograma no dominio das frequéncias. O espectro
completo de infravermelho se origina da transformacdo de Fourier em posicoes
sucessivas do espelho. A técnica de FTIR apresenta diversas vantagens, entre as
quais, o fato de ser rapido, permitir uma menor razao sinal/ruido, apresentar elevada
resolucdo, reprodutibilidade, precisdo, sensibilidade e simplicidade operacional
(SKOOG, 2002; SILVERSTEIN, 2006).

Esta técnica permite a operacdo em modo de reflectancia total atenuada
(Attenuated Total Reflectance, ATR), que tem como principal caracteristica ser uma
técnica ndo-destrutiva possibilitando a andlise de uma variedade de amostras como
liquidos, solidos, filmes, adesivos, pastas, pos, entre outros (SKOOG, 2002).

O principio de funcionamento se baseia na atenuacdo de um feixe de
infravermelho quando entra em contato com o0 meio menos denso (amostra). Durante o
processo de reflexdo, o feixe € direcionado para um cristal opticamente denso (elevado
indice de refracdo) em certo angulo. Essa reflectancia interna da origem a uma onda
evanescente (radiacdo penetrante), que se estende poucos micrdmetros no interior da

amostra. Se a amostra absorve parte da radiacéo, a energia atenuada de cada onda
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evanescente retorna para o feixe de infravermelho que segue para o detector, gerando
o espectro de infravermelho por reflectancia total atenuada (Figura 7).

Onda evanescente

Amostra em contato
com a onda evanescente

\

Feixe de / — Detector
infravermelho Cristal ATR

FIGURA 7: FUNCIONAMENTO ESQUEMATICO DE UM SISTEMA DE
REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR). ADAPTADO DE PERKIN-ELMER

De um modo geral, as informagdes qualitativas e quantitativas obtidas a partir
do emprego dos métodos espectroscopicos de analise se tratam de dados
multivariados, principalmente quando se tratam de amostras de elevada complexidade
como em matrizes ambientais. E imprescindivel, portanto, o desenvolvimento e
aplicacdo de métodos quimiométricos neste tipo de conjunto de dados a fim de extrair a
maior quantidade de informacédo possivel e obtencédo de melhores resultados analiticos.

2.4 CALIBRACAO MULTIVARIADA

Recentemente, uma variedade de métodos matematicos tem sido
desenvolvidos e aplicados na Quimica Analitica, principalmente quando ndo héa
seletividade na resposta instrumental frente a complexidade da matriz e consequente
sobreposicao de sinais sem a necessidade de separacao prévia (NAGATA et al, 2001).
De maneira geral, o objetivo da calibragdo multivariada consiste em explorar toda a
informacdo fornecida pela técnica instrumental utilizada, condicdo que favorece a
previsdo de uma resposta de interesse com discrepancia minima, mesmo em

condicdes de severa interferéncia interespécies (MARTEN e NAES, 1993).
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O desenvolvimento da metodologia empregando a calibragdo multivariada
consiste em duas etapas: calibracdo (deteccdo de amostras andmalas e otimizacdo do
modelo) e previsdo (andlises de amostras com concentracdo desconhecida). Na
primeira fase, “n” espectros para um conjunto de amostras com composi¢ao conhecida

sdo obtidos em “p” valores de comprimentos de onda diferentes, formando uma matriz
X (Xcal), com “n” linhas e “p” colunas. Ainda, uma matriz Y (Ycal) com os valores de
concentracdo pode ser formada contendo “n” linhas, correspondendo as diferentes

amostras, e “qQ” colunas, indicando o niamero de diferentes compostos presentes nas
amostras. A seguir, um modelo matemético que reproduza convenientemente Ycal a
partir dos dados da matriz Xcal (determinando-se um vetor dos coeficientes de
regresséao, b — Eq. 1) é desenvolvido (NAGATA et al, 2001).

O modelo selecionado é utilizado na etapa de previsdo com a finalidade de
estimar as concentragdes dos constituintes de um novo conjunto de amostras (Yprev)
a partir das respostas obtidas (Xteste) — Eq. 2. Como estas metodologias trabalham
com matrizes de dados, o0 emprego da matriz transposta de X — (Xteste)' — se deve ao

isolamento do fator Y da Eq. 1 para obtencédo da Eq. 2.

Xcal = b *Ycal Eq.1
Yteste = (Xteste)' * b Eq. 2

A organizacdo dos dados para aplicacdo da calibracdo multivariada é
representada na forma de matriz (Figura 8). A intensidade dos espectros a cada
comprimento de onda séo as variaveis independentes enquanto que as concentracdes

do conjunto de amostras, as variaveis dependentes (NAGATA et al, 2001).
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FIGURA 8: ORGANIZACAO DOS DADOS PARA CALIBRACAO MULTIVARIADA
(FONTE: NAGATA et al, 2001).

Uma variedade de ferramentas de calibracdo multivariada vem sendo aplicada
com sucesso ha determinacdo simultinea de espécies quimicas de interesse
ambiental, com destaque para a analise de componentes principais (PCA, SONG et al,
2011; VONCINA et al, 2007), regressdo por minimos quadrados parciais (PLS,
KOOKANA et al, 2008; NEVES et al, 2012; AL-DEGS et al, 2009) e analise de fatores
paralelos (PARAFAC, ALVES e POPPI, 2009; NIAZI e SADEGHI, 2006; MAGGIO et al,
2010). Entretanto, grande parte destes trabalhos diz respeito & analise de matrizes de
menor complexidade (ex. medicamentos) ou de matrizes complexas, porém com
elevada concentracdo do agente poluente (ex. solos contaminados com atrazina)
sendo um grande desafio a aplicacdo dessas ferramentas na quantificacdo de
micropoluentes.

A Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA) é
um método quimiométrico amplamente difundido, pois é uma ferramenta valiosa na
identificacdo de padrdes de similaridade e diferenga em um conjunto de dados através
da reducdo no numero de dimensdes da matriz (compresséao dos dados), sem a perda
da informacdo analitica relevante. Assim, o objetivo da PCA €& expressar as
informac¢des mais significativas presentes nas variaveis originais em um pequeno
namero de novas variaveis, denominadas componentes principais, por meio de
combinacdes lineares das variaveis originais (BRERETON, 2000; MUMFORD et al,
2007; TEOFILO, 2013).
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Em geral, a PCA decompde a matriz X em um numero reduzido de
componentes principais (M) que séo o produto de duas pequenas matrizes, scores (t) e
loadings (p), além de uma matriz de erro (BRERETON, 2000; WOLD, 1987):

X=M;+M+...Myg+E= tlp'1 + tzplz +... tapla +E

A matriz denominada scores contém as coordenadas das amostras nos eixos
do novo espaco dimensional, enquanto a matriz de loadings representa a magnitude
(correlacdo pequena ou grande) e o modo (correlacdo positiva ou negativa) na qual a
variaveis medidas contribuem para o novo conjunto de eixos (ERIKSSON et al, 2002).

Outro método quimiométrico que tem sido bastante aplicado € a Regressao
por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Square Regression, PLS), a qual utiliza
a regressdo (denominada algumas vezes de transformacdo ou rotagcdo) para
correlacionar os scores das componentes principais com dados de concentracao.
Dessa forma, a decomposicdo de uma matriz X de dados em variaveis latentes (novo
conjunto de variaveis semelhante ao da PCA) é relacionada com uma matriz Y que
contém a variavel de interesse, possibilitando a previsdo da propriedade de interesse
mesmo na presenca de componentes desconhecidos na amostra. Dois tipos de
metodologias, PLS-1 e PLS-2, podem ser empregados na analise multicomponente. A
diferenca béasica é que a metodologia PLS-1 otimiza o niamero de fatores para cada
componente, enquanto que com a PLS-2, um unico fator € obtido para todos os
componentes de interesse (FERRARO et al, 2001; BRERETON, 2000; TEOFILO,
2013).

Entre os métodos quimiométricos citados acima, regressao por minimos
guadrados parciais se mostrou uma ferramenta poderosa para resolucédo de sistemas
multicomponentes envolvendo interferéncias espectrais (CARABIAS-MARTINEZ et al,
1996; TENA et al, 1997; AL-DEGS et al, 2009; ZHANG e PAN, 2011). Al-Degs e
colaboradores (2009) determinaram trés pesticidas simultaneamente (atrazina,
metidation e propoxur) em agua de reservatorio e de torneira utilizando nanotubos de
carbono de paredes multiplas como adsorvente e modelos PLS e PCR acoplados a
técnica de espectroscopia UV na faixa de 200-300 nm. O namero de variaveis latentes
para 0 modelo PLS-1 foi de 4, 3 e 4 para determinagdo simultdnea de atrazina,
metidation e propoxur respectivamente. Os limites de deteccdo obtidos foram de
3 ug L*? para atrazina 2 pg L™ para metidation, and 3 pg L™ para propoxur. Os
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coeficientes de correlacdo foram superiores a 0,9775 e os valores de DPR foram
inferiores a 5,0%. A aplicacdo do método em amostras reais se mostrou satisfatorio
com boas taxas de recuperacdo: 95-104% e 84-93% para agua de torneira e de
reservatorio, respectivamente.

Grande interesse existe na determinagdo de atrazina na presenca de seus
metabolitos, uma vez que eles possuem estruturas similares. Tena e colaboradores
(1997) relataram o emprego de ferramentas de calibracdo multivariada e método
espectrofotométrico derivativo (técnica do ponto de anulacdo e derivada da razdo do
espectro) para determinacdo simultanea de atrazina e seu produto de degradagéo 2-
hidroxi-desetilatrazina em aguas subterrdneas. A metodologia que propiciou as
melhores recuperacdes dos analitos a partir de amostras reais empregou o meétodo
PLS com a 12 derivada dos dados espectrais para atrazina (98-104%) e PLS com a 22
derivada do espectro para 2-hidroxi-desetilatrazina (97-102%). Os autores ainda
ressaltam a capacidade do modelo multivariado em solucionar problemas relacionados
com a sobreposicao espectral de interferentes, principalmente dos acidos humicos.

Diante de tais fatos, € possivel observar que o desenvolvimento de métodos
espectroscopicos para determinacdo de contaminantes emergentes em amostras
ambientais necessita de etapas de pré-concentracdo e ferramentas que aumentem sua
seletividade, sendo que esta Ultima pode ser obtida utlizando-se métodos de

calibracdo multivariada.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar protocolos de
extracdo em fase solida para determinacdo de atrazina na presenca ou hao de seus
metabalitos, via métodos espectroscopicos associados a ferramentas de calibracéo

multivariada.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Desenvolver a extracdo em fase sélida (SPE) empregando fase sorvente de silica
C18 (em coluna) e determinacéo de atrazina e seus metabdlitos via espectrofotometria

na regiao do UV.

1. Otimizar as principais variaveis operacionais da SPE utilizando rotinas de

planejamento fatorial de experimentos;

2. Desenvolver e otimizar modelos de calibracdo multivariada baseados em PLSR e
espectrofotometria na regido UV, a partir de misturas sintéticas dos padrdées de atrazina

e seus principais metabdlitos (DIA e DEA);

3. Validar a metodologia analitica multivariada empregando-se a técnica de
Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com deteccao por arranjo de
diodos (DAD);

4. Aplicar e comparar o método desenvolvido na determinagdo de amostras reais

(aguas naturais).
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B) Desenvolver a extracdo em fase sélida empregando espumas de poliuretana (em
batelada) e determinacdo de atrazina via espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier em modo de reflectancia total atenuada.
1. Avaliar a limpeza da espuma de PU;

2. Otimizar as principais variaveis experimentais, realizada por rotinas de

planejamento fatorial de experimentos;

3. Desenvolver e otimizar modelos de calibracdo multivariada baseados em PLSR e

FTIR-ATR na determinacédo de atrazina;

4. Validar a metodologia analitica multivariada empregando-se a técnica de
Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com deteccédo por arranjo de
diodos (DAD).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes utilizados foram atrazina (2-cloro-4-isopropilamina-6-etilamina-
1,3,5-triazina  (98,9% - Sigma-Aldrich), desisopropilatrazina (6-cloro-N2-etil-1,3,5-
triazina-2,4-diamina) (96% - Pestanal) e desetilatrazina (6-cloro-N4-isopropil-1,3,5-
triazina-2,4-diamina) (97% % 0,05% - Laboratorio Dr.Ehrenstorfer GMBH).

Os solventes empregados foram acetonitrila e metanol grau HPLC (99,99%,
JTBaker). Para o preparo de todas as solucdes foi utilizada agua tratada por osmose
reversa e posteriormente deionizada (18,2 MQ cm, Millipore-Simplicity UV, Bedford,
MA, USA). Os demais reagentes foram de grau analitico PA.

Todas as solugcdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica
previamente calibrada.

As vidrarias utilizadas foram lavadas com alcool etilico comercial, agua da
torneira e deixadas em banho de &cido nitrico 10% por um periodo minimo de 24
horas. Em seguida, foram abundantemente enxaguados com agua de torneira, agua

destilada, agua deionizada e secos ao ar ou estufa.

4.2. EQUIPAMENTOS

As pesagens foram realizadas em uma balanca analitica digital Bioprecisa FA
2104N (= 0,1 mg) e Sartorius, modelo CP225 D com preciséo de + 0,01 mg. A limpeza
da cubeta e da espumas de poliuretana foram realizadas com um Ultrassom
Ultracleaner 1400 (Unique). As solucdes tiveram seus pHs ajustados em um pHmetro
Micronal C474. Para a extragdo com espumas de PU foi utilizado um agitador orbital
Tecnal TE 420 e uma mesa agitadora orbital Cientec com temperatura controlada a
25+1 °C.
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Os espectros de UV foram adquiridos em um espectrofotdometro de UV-VIS
Cary 50 (Varian) com uma cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 cm.

Ja os espectros de absorbancia na regido do infravermelho médio (4000 a 600
cm™) foram registrados em um espectrdometro com transformada de Fourier da marca
Vertex 70 (Bruker). O modo de aquisicao foi reflectancia total atenuada (ATR), que
permite a investigacdo da area proxima da superficie da substancia, pelo contato direto
com um cristal de ZnSe.

As determinagdes cromatograficas foram realizadas em um cromatografo em
fase liquida de alta eficiéncia (Varian 920 LC), equipado com detector DAD (Diode
Array Detector), injetor automatico, coluna C18 (Zorbax Eclipse Plus 4,6 x 100 mm,
com tamanho de particula de 5 um), pré-coluna C18 da mesma marca e software

GALAXIE v 1.9 para aquisicao e tratamento de dados.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Preparo das solugdes

Foram preparadas solucdes estoque de cada um dos herbicidas na
concentracdo de 1000 mg L™ para ATZ e DEA e 100 mg L™ para DIA dissolvendo-se
10,0 g e 1,00 mg, respectivamente, dos padrdes em 10,0 mL de metanol. Estes
padrées foram mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeracdo (5 °C). A partir destas
solucbBes estoque, foram preparadas diariamente solucdes trabalho diariamente por

diluicdo em agua deionizada.
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4.3.2. Espectroscopia UV-Vis

4.3.2.1 Curvas analiticas

As curvas de calibracdo espectrofotométricas foram realizadas em triplicata a
partir dos padrées preparados anteriormente, nas seguintes faixas de concentracdes:
0,30a3,5mgL*ATZ; 0,40 a3,5mg L™ DIAe 0,30 a3,0mg L™ DEA. Os espectros de
absorbancia foram adquiridos na regido de 190 a 350 nm.

4.3.2.2 Anélise Multivariada

Para a analise multivariada dos compostos de interesse via espectrofotometria
UV empregou-se um planejamento ternario constituido de 36 misturas para o conjunto
de calibracdo. O intervalo de concentracdo utilizado para cada um dos analitos foi
previamente determinado pela faixa linear das curvas analiticas (Figura 9). Os modelos
foram avaliados pela selecdo de numero de variaveis latentes e variancia explicada,
auséncia de anomalias, erros de validacdo cruzada e validacdo externa para a
obtencdo do melhor vetor de coeficientes de regressdo na analise desejada. Um
conjunto de validacdo contendo 8 misturas (em triplicata) foi construido para avaliar a

previsdo do modelo otimizado.
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FIGURA 9: PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OBTENGCAO DAS MISTURAS
DOS CONJUNTOS DE CALIBRACAO E VALIDACAO ((O) = AMOSTRAS DO
CONJUNTO DE VALIDACAO E (z) = AMOSTRA DO CONJUNTO DE VALIDACAO
REALIZADA EM TRIPLICATA).

Os espectros obtidos foram analisados e os modelos foram construidos e

processados em ambiente Matlab 7.0.1, com o pacote PLS Toolbox 3.0.

4.3.2.3 Extracdo de ATZ empregando fase adsorvente de silica C18

A extracao da atrazina foi executada utilizando cartuchos C18 (Thermo, 500mg,
3 mL), com auxilio por um sistema manifold da Waters (WAT200608) com bomba de
vacuo (Tecnal TE-0581) e vazdo de 3,5 mL min®. A sequéncia de etapas do

procedimento de extracdo é resumidamente apresentada no fluxograma da Figura 10.
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FIGURA 10: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE EXTRAGAO
EM FASE SOLIDA (SPE).

Os solventes utilizados no condicionamento do cartucho, o volume da amostra
a ser pré-concentrado, o pH e o solvente utilizado na eluicdo dos analitos foram obtidos
a partir de um planejamento 2* com quintuplicata do ponto central mantendo-se a
concentracdo de ATZ em 20 ug L™ Os valores dos niveis do planejamento foram
definidos com base em trabalhos relatados anteriormente na literatura (Tabela 4) sendo
gue as condicdes estudadas estdo apresentadas na Tabela 5.

Como os ensaios do planejamento tiveram que ser realizados em dias
diferentes, as replicatas do ponto central foram feitas a cada conjunto de ensaios
realizados em dias diferentes. A fim de avaliar a recuperacdo de menores
concentracbes de ATZ com as condicbes otimizadas anteriormente, empregou-se
diferentes niveis iniciais de ATZ a serem pré-concentradas em triplicata (5,0, 10 e
20 pg L™).
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Analitos (técnica) Adsoryente Volume amostra  Condicionamento pH Eluicao Ref.
(quantidade)
ATZ, DEA, ametrina C18 3 mL acetona
’ ’ ’ 1 L - L t 1
entre outros (GC-MS) (500 mg) 000 m 9 mL H,O 3 mL acetona 4]
ATZ, DIA, DEA, C18 10 mL MeOH 20 mL
metolacloro, entre (1000 mg) 500 mL 10 mL H-0 6,5-7,5 acetato de etila [2]
outros (GC-NPD) g 2
ATZ, DIA e DEA MWCNT* 100 mL 3 mL MeOH ] 4 mL de 3]
(GC-MS) (100 mg) 5 mL H,O acetato de etila
MWCNT
ATZ, Propoxur e (200 mg) 5 mL ACN
Metidation (HPLC-UV)  C18 (400 mg) 400 mL 5 mL H,0 >.0 10 mL ACN [4]
CA(300 mg)**
Oasis HLB 3mL 6 mL
Prometrina Propazina, (200 mg) ACN:MeOH (1:1) ACN:MeOH (1:1)
Diuron, ATZ, entre 13 mL 6,0 [5]
outros (HPLC-MS-MS) C18 3 mL H,O 3mL
(500 mg) ACN:MeOH (1:1)

[1] BRUZZONITI et al, 2006; [2] DORES et al, 2006; [3] MIN et al, 2008; [4] EL-SHEIKH et al, 2008; [5] SCHELLIN et al, 2009.
*MWCNT - nanotubos de carbono de paredes multiplas (multi-walled carbon nanotubes)

**CA - carvao ativo
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TABELA 5: FATORES E NIVEIS DO PLANEJAMENTO COMPLETO 2* TESTADAS
PARA RECUPERACAO DA ATZ EM AGUA PURA NA CONCENTRACAO DE 20 g L
EMPREGANDO CARTUCHOS DE SILICA C18.

Niveis
Variaveis ) 0) (+)
5,0 mL
o 5,0 mL ACN 5,0 mL MeOH
Condicionamento ACN:MeOH
5,0 mL H,O 5,0 mL H,O
5,0 mL H,O
. 5,0 mL
Eluicéo 5,0 mL ACN 5,0 mL MeOH
ACN:MeOH
Volume de amostra
200 300 400
(mL)
pH 5,0 6,0 7,0
4.3.2.4 Andlise cromatografica

Para avaliar a eficiéncia do método espectrofotométrico multivariado, foi
estabelecida uma andlise cromatogréafica a partir de informacgdes descritas na literatura
(AMADORI et al, 2013a; D'ARCHIVIO et al, 2007) e em trabalhos anteriores do grupo.
Com base nestas informac6es, um modo de eluicdo isocratico foi aplicado, com fase
mével constituida de agua deionizada:acetonitrila (50:50, v:v), vazdo de 1,0 mL min™,
volume de injecdo de 50 pL e temperatura ambiente. Os comprimentos de onda
monitorados foram de 220 nm para ATZ e 210 nm para os metabdlitos. As faixas de
concentracdo para a construcao de curvas analiticas empregando esta técnica foram

avaliadas em triplicata de 0,10 a 3,5 mg L™.

4.3.2.5 Analise de amostras reais

A metodologia desenvolvida foi aplicada na analise de amostras de aguas

naturais, coletadas em diferentes pontos: rio e nascente (coletada na cidade de
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Arapongas - PR), rio Barigui (coletada na regido de Curitiba - PR), 4gua da torneira
(coletada no laborat6rio) e agua mineral (comercial). As amostras foram coletadas com
auxilio de um frasco de vidro ambar ambientado com a agua a ser coletada. 4 L de
amostra foram coletados em cada ponto avaliado sendo adicionados em cada
recipiente 4 mL de metanol para inibir o crescimento microbiano. Inicialmente, as
amostras foram filtradas em filtro de fibra de vidro GF3 de 55 mm e 0,6 pm de poro
(marca MN) para remocdo do material particulado e, entdo, fortificadas com
guantidades adequadas dos analitos em estudo e envelhecidas por 24 horas a 4 °C.
Posteriormente, aliquotas das amostras foram pré-concentradas por SPE e levadas
para analise espectrofotométrica e cromatogréfica de acordo com a metodologia

descrita anteriormente.

4.3.2.6 Ensaios de Clean-up para SPE

Na tentativa de diminuir o efeito de matriz e melhorar as taxas de recuperacao
obtidas, para a analise de amostras reais fortificadas com os compostos de interesse
ensaios de clean-up apoés a retencdo dos analitos na fase adsorvente foram realizados.
Foram avaliados trés tipos diferentes de clean-up (A, B e C) em triplicata baseado em
trabalhos da literatura (AL-DEGS et al, 2009; BRUZZONITI et al, 2006; EL-SHEIKH et
al, 2008; SCHELLIN et al, 2009), empregando-se amostra de agua de torneira coletada
no laboratério como descrito no item 4.3.2.5:

A: 2 x 2,5 mL de solucdo de MeOH 10%;
B: 2 x 2,5 mL de solucao de MeOH 5%;
C: 2 x 2,5 mL de 4gua deionizada.
Ainda, uma triplicata controle, sem a etapa de clean-up (SL), foi utilizada para

avaliar a eficiéncia dos ensaios realizados.



4.3.3. Espectroscopia de FTIR-ATR
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Sintese das espumas de poliuretana
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A sintese da espuma PU foi desenvolvida no grupo da Profa. Dra. Sénia Faria

Zawadzki e seguiu o0 método de mistura, em somente um passo, do poliol (contendo os

demais constituintes da formulagdo adicionados previamente) com o poliisocianato.

Esse método tem como vantagem uma maior homogeneidade da mistura. A reacdo

geral esta representada na Figura 11.
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FIGURA 11: REPRESENTACAO DA REACAO QUIMICA DA FORMACAO DE

POLIURETANA.

A PU foi sintetizada em um copo de polietileno, adicionando-se quantidades

calculadas de polietilenoglicol (PEG), agua destilada e glicerol que foram misturados

mecanicamente. A seguir, adicionou-se 0 isocianato selecionado ao poliol formulado

anteriormente, o 4,4'-difenilmetano di-isocianato (MDI), agitando vigorosamente. A

mistura foi deixada sem agitacdo para permitir o crescimento da espuma e depois de

seca, foi retirada do copo, cortada e submetida a limpeza em banho ultrassénico e

acetonitrila.
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4.3.3.2 Preparacao e limpeza das espumas de PU

As espumas de PUs flexiveis obtidas foram cortadas de modo que ficassem
com a forma de um quadrado de aproximadamente 2 mm de espessura e area
superficial de 100 mm? (Figura 12). As espumas foram pesadas (0,025 g + 0,004 g, n
=12) e passaram por um processo prévio de clean up, no qual, foram submersas em
acetonitrila e submetidas ao banho de ultrassom por 15 min. Este procedimento foi
repetido inicialmente por seis vezes com 10 amostras de espumas de PU, trocando-se
a solucéo de acetonitrila em cada limpeza e secas a temperatura ambiente de acordo
como descrito por NENG e colaboradores (2007). A avaliacdo da eficiéncia da limpeza,
assim como, de possiveis alteragcdes em sua estrutura foi realizada por Andlise de
Componentes Principais (PCA) dos espectros de FTIR-ATR obtidos a partir de cada

lavagem.

FIGURA 12: A) ESPUMAS DE POLIURETANA COM APROXIMADAMENTE 2 MM DE
ESPESSURA CORTADA NA FORMA DE UM QUADRADO (10 mm X 10 mm).

4.3.3.3 Estudos preliminares

O estudo preliminar da adsor¢cdao da ATZ nas espumas de poliuretana foi
realizado em duplicata (Tabela 6) da seguinte forma: uma amostra de espuma foi
colocada em erlenmeyer contendo 10,0 mL de solu¢cdo aquosa de ATZ na faixa de
concentracéo de 0,05 a 3,5 mg L™. Como experimento controle, uma prova em branco

da espuma em 10,0 mL de &gua deionizada foi realizado. A agitagdo foi mantida por
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24 h em um agitador orbital (Tecnal TE-420) com temperatura controlada a 25°C e 200
rpm. A seguir, as PUs foram removidas da solugdo com auxilio de uma pinca e secas
sobre papel a temperatura ambiente por aproximadamente 48 h. Os parametros
instrumentais para aquisicao dos espectros de FTIR-ATR foram: nUmero de onda entre
4000 e 600 cm™ com média de 32 scans e com resolucéo de 4 cm™. Os dados obtidos
foram submetidos a analise por componentes principais (PCA).

TABELA 6: ENSAIOS DE ADSORCAO EMPREGANDO ESPUMAS DE
POLIURETANA REALIZADOS EM DUPLICATA.

Amostras Concentracao de ATZ

1, 2* -
3, 4** -

5,6 0,050 mg L™

7,8 0,00 mg L*

9,10 0,50 mg L*

11, 12 1,0mgL*

13, 14 2,0mgL*?

14, 15 3,0mg L™

* Poliuretana (n&o participou do processo de adsorcao)

** Procedimento realizado com a poliuretana em agua

4.3.3.4 Curva Analitica Cromatografica

O monitoramento da quantidade de atrazina adsorvida na espuma foi realizado
via HPLC, através da andlise da solugdo sobrenadante. Para tanto, curvas analiticas
foram construidas em triplicata na faixa de concentracdo de 0,001 a 4 mg L™. Os

parametros da analise cromatografica forma mantidos como descrito anteriormente.
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4.3.3.5 Otimizag&o da extragdo de atrazina em espuma de PU

Um planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto central foi utilizado para
otimizar o procedimento de extragcdo de atrazina empregando as espumas de
poliuretana mantendo a concentracédo de ATZ em 1,0 mg L™. Os fatores e niveis do

planejamento foram definidos como mostrado na Tabela 7.

TABELA 7. FATORES E NI’VEIS'DO PLANEJAMENTO COMPLETO 2% TESTADAS
PARA ADSORCAO DA ATZ EM AGUA PURA NA CONCENTRACAO DE 1,0 mg L™
EMPREGANDO ESPUMAS DE POLIURETANA.

Niveis
Variaveis ) (0) (+)
Agitacao (rpm) 100 175 250
Tempo (rpm) 12 18 24
pH 5,0 6,0 7,0

A resposta avaliada nesse planejamento para o calculo do efeitos foi a
porcentagem de ATZ adsorvida na espuma de poliuretana, calculada a partir da

interpolacao direta com a curva analitica cromatogréafica obtida.

4.3.3.6 Modelo multivariado

Para o modelo multivariado da adsor¢cdo de ATZ com espuma de PU
empregaram-se espumas previamente limpas, submetidas as condi¢cbes de adsorcao
otimizadas com um conjunto de calibracdo constituido de 13 misturas sintéticas em
duplicata na faixa de 0,010 a 3,0 mg L™, de acordo com a faixa analitica cromatografica
desenvolvida. Um conjunto de previsdo contendo 8 misturas sintéticas de atrazina
também em duplicata foi construido para avaliar a capacidade de previsdo do modelo.

As concentracdes de ATZ adsorvida foram calculadas com base na concentragao de



55

ATZ encontrada na solugao sobrenadante por HPLC-DAD. A avaliacdo dos modelos
construidos contou com procedimentos de selecdo de varidveis pela delimitacdo de
regides do espectro FTIR-ATR obtido que pudessem estar atreladas com a adsorcéo
da ATZ, selecdo do niamero de variaveis latentes e variancia explicada, auséncia de
anomalias, erros de validagao cruzada e validagédo externa para a obtencdo do melhor

vetor de coeficientes de regressdo na analise desejada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESPECTROSCOPIA UV-Vis

5.1.1 Comportamento espectrofotométrico dos analitos

As ATZ, DIA e DEA apresentam bandas de absor¢do bem definidas nos
comprimentos de onda de 222, 213 e 212 nm, respectivamente (Figura 13). Entretanto,
guando estas espécies de interesse estdo presentes em uma mesma solucédo, observa-
se uma elevada interferéncia espectral (Figura 13), devido a proximidade dos
comprimentos de onda de méaxima absor¢cdo dos compostos. Dessa forma, o
desenvolvimento de modelos convencionais de calibracdo, baseados em curvas
analiticas, para a determinacéo simultanea desses analitos sem nenhuma manipulacéo
dos dados espectrais, ndo seria possivel. Como ressaltado anteriormente, trata-se de
um dos principais inconvenientes da técnica de espectroscopia eletrbnica, que
normalmente limita consideravelmente a sua aplicabilidade. Entretanto, este
inconveniente pode ser contornado empregando-se ferramentas de calibracéo
multivariada (PLSR), j& que o modelo permite correlacionar o espectro UV completo da

mistura com as concentrag¢des individuais da ATZ e seus derivados.
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FIGURA 13: COMPORTAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO UV-VIS PARA ATZ,
DIA E DEA ISOLADOS E PRESENTES EM UMA MISTURA NA CONCENTRACAO DE
5,0mg L™

Inicialmente, curvas analiticas individuais (Tabela 8) foram desenvolvidas a fim
de identificar as faixas de concentracdo que se correlacionam linearmente com a
absorbancia, ja que o método multivariado proposto admite apenas pequenas nao-

linearidades.

TABELA 8: FAIXAS LINEARES, EQUACOES E COEFICIENTES DE CORRELACAO
DAS CURVAS ANALITICAS INDIVIDUAIS DE ATZ, DIA E DEA.

Composto A (nm) Faixalinear (mg L™) Eq. Curva analitica R
ATZ 222 0,500 - 3,50 Abs=0,0102+0,179 catz 0,999
DIA 213 0,500 - 3,50 Abs=0,0448+0,203 cpja 0,999
DEA 212 1,00 - 3,00 Abs=0,0413+0,165 Cpea 0,984

Linearidades adequadas foram obtidas para os trés analitos em questdo na
faixa de concentragéo avaliada. A maior sensibilidade foi obtida para a determinagéo
do metabdlito DIA.
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5.1.2 Método Multivariado

A elaboracdo do modelo de calibracdo multivariada por Regressdo de Minimos
Quadrados Parciais (PLSR) para a determinacdao simultanea de ATZ, DIA e DEA foi
realizada empregando-se um conjunto de espectros de absor¢cdo na regiao do
ultravioleta (Figura 14), composto por 36 misturas sintéticas dos analitos, nas faixas de

concentracao previamente estudadas (ver Figura 9).
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FIGURA 14: COMPORTAMENTO ESPECTRAL DAS 36 MISTURAS SINTETICAS DO
CONJUNTO DE CALIBRACAO UTILIZADOS NA CONSTRUCAO DO MODELO
MULTIVARIADO PARA A DETERMINACAO DE ATZ, DIA E DEA.

A fim de obter o menor erro relativo na determinacdo destes analitos, além dos
dados originais, diversos procedimentos de pré-processamento de dados foram
testados (primeira derivada, alisamento, normalizacdo, dados centrados na media).

A faixa espectral empregada inicialmente foi de 190 a 350 nm. Entretanto,
observou-se que o melhor modelo construido nesta faixa espectral com 4 variaveis

latentes e alisamento, apresentava uma grande importancia atribuida a regido de 190 a
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200 nm para a determinacdo das espécies de interesse como mostrado pelos vetores
de regresséao da Figura 15.
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200 250 300 350
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FIGURA 15: GRAFICO DOS VETORES DE REGRESSAO PARA O MODELO
MULTIVARIADO CONSTRUIDO NA FAIXA DE 190-350 nm.

Como a regido inicial do espectro (190-200 nm) n&o apresenta informacao
quimica relevante para as espécies de interesse, uma vez que 0S maximos de
absorcdo ndo se localizam neste intervalo de comprimento de onda, optou-se pela
construcdo de um novo modelo com faixa espectral reduzida. Assim, um novo modelo
multivariado foi construido para a determinacdo simultdnea de ATZ, DIA e DEA com
faixa espectral de 200 - 350 nm para a determinacdo simultanea de ATZ, DIA e DEA
com (200 - 350 nm). Dentre os pré-processamentos empregados, o modelo que
apresentou a melhor capacidade de previséo foi conseguido com alisamento dos dados
espectrais (largura de filtro de 5 pontos), que possibilita a minimizacdo dos ruidos
instrumentais.

A selecdo do numero de varidveis latentes (VLs) foi realizada por meio do
meétodo de validagdo cruzada Leave-one-out, ou seja, os dados de uma amostra do
conjunto de calibragcdo sado retirados das matrizes (espectro e concentracdo) e o

s

modelo € construido com as amostras restantes. A seguir, 0 espectro da amostra
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retirada é utilizado para prever a concentracdo da mesma. Pela comparagcdo com o
valor conhecido, geram-se erros apresentados como a raiz quadrada da soma dos
erros de validacdo cruzada (RMSECYV). Este procedimento é repetido até que todas as
amostras do conjunto de calibracdo passem por uma etapa de previsdo, e um erro

médio é calculado em fun¢cdo do numero de VLs (Figura 16).

09 T T L L T T L C T
T —tATZ
0.8% —+—DIA |
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0.77 .
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> Variavel Bloco X Bloco Y
O 05 Latente (VL) VL Total VL Total .
'-(}.)J 1 99,32 99,32 80,33 80,33
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03 5 0,00 100,0 0,14 99,75 ]
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FIGURA 16: VALORES DE RMSECV EM FUNCAO DO NUMERO DE VARIAVEIS
LATENTES. INSERIDO: TABELA DE PORCENTAGEM DE VARIANCIA CAPTURADA
PELO MODELO EM CADA VARIAVEL LATENTE.

Os menores valores de erro foram obtidos com a utilizacdo de 4 variaveis
latentes sendo que a variancia capturada para a matriz X é 100% e da matriz Y
99,67%. A inclusdo de mais variaveis latentes ndo acrescenta ganho significativo em
relacdo & minimizacdo dos erros, ndo justificando o uso de um maior nimero de
variaveis Por outro lado, seria esperado que o modelo fosse construido apenas com 3
VLs (uma para cada analito). Entretanto, além de apresentar elevados valores de
RMSECV, modelos desenvolvidos empregando 3 VLs apresentaram baixa capacidade
de previsao em relacdo ao conjunto de validagao externa, indicando que a inclusao de
uma quarta VL € bastante relevante para explicar parte da informacdo espectral da

mistura.
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A andlise do grafico de vetores de regressao (Figura 17) revelou que
praticamente todas as regides do espectro avaliado sdo consideradas relevantes para
a correlacédo construida pelo modelo. Apenas a regido apos os 300 nm ndo apresenta

informacé&o analitica relevante (coeficientes de regressao muito préximos de zero).
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FIGURA 17: GRAFICO DO VETOR DE COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA ATZ,
DIA E DEA DO MODELO PLSR CONSTRUIDO.

No gréfico de loadings (Figura 18A), nota-se a semelhanca entre os loadings
da VL2, VL3 e VL4 com o comportamento espectral caracteristico da ATZ, DIA e DEA,

respectivamente.
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FIGURA 18: A) GRAFICO DOS LOADINGS DAS 4 PRIMEIRAS VLS.
COMPORTAMENTO ESPECTRAL NA REGIAO DO UV DE B) ATZ, C) DIA E D) DEA.

Mediante a andlise do grafico de loadings € possivel verificar a influéncia de
cada variavel selecionada no modelo sendo que nenhuma delas se refere a ruidos
modelados. A primeira VL explica a maior parte da informacédo analitica relacionada
com o espectro da mistura dos trés analitos sendo que as demais se assemelham aos
espectros individuais dos mesmos. Destaque deve ser dado a regido situada entre 230
a 290 nm no grafico dos vetores de regressao e loadings, ja que pequenas diferencas
nas absorbancias das bandas de baixa intensidade dessa regido contribuem para a
diferenciagcdo dos analitos pelo modelo. Portanto, o emprego de 4 VLs para a
construgcdo do modelo é fundamental para quantificacdo dos analitos estudados.

Outro aspecto avaliado para a constru¢cao do modelo € a deteccdo de amostras
andmalas no conjunto de calibragdo (outliers) por meio do grafico dos residuo de

Student vs Leverage (Figura 19).
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FIGURA 19: RESIDUOS DE STUDENT vs. LEVERAGE PARA O MODELO
MULTIVARIADO CONSTRUIDO.

A Leverage € uma medida da influéncia de cada amostra no modelo de
regressao desenvolvido representada pela distancia entre cada espectro ao centro do
conjunto de dados (através do calculo da distancia Euclidiana). Ja os residuos de
Student correspondem aos desvios entre os dados de referéncia e os estimados pelo
modelo, indicando se as amostras estdo dentro ou fora da distribuicdo normal
(BARTHUS et al, 2005). De acordo com a definicdo, os limites permitidos para estes
critérios sdo respectivamente, 0,33 (considerando-se 3xVL/N, onde VL representa o
namero de variaveis latentes utilizadas na construcdo do modelo, e N € o numero de
amostras do conjunto de calibracdo) e + 2,5 (nivel de confianca de 95%). A amostra 11
foi identificada com alto residuo de Student sem apresentar, no entanto, elevada
Leverage. Como a retirada desta amostra do modelo ndo acarretou em melhoras
significativas dos valores de previsdo, a mesma nao foi considerada uma amostra
andmala.

Finalmente, a Figura 20 mostra o grafico que relaciona valores reais com

valores previstos pelo modelo para cada analito avaliado.
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FIGURA 20: VALOR PREVISTO (CV) vs. VALOR REAL PARA O MODELO
DESENVOLVIDO PARA A) ATZ, B) DIA E C) DEA COM 4 VLS.

O modelo apresentou boa capacidade preditiva, sendo que o0s bons
coeficientes de regressdo obtidos (R?=0,998; R?=0,991; R®=0,956) indicam que,
principalmente para ATZ, os valores previstos pelo modelo sdo muito préximo ao valor
real das concentracoes.

A confirmacdo da capacidade de previsdo foi realizada por meio de um
conjunto de validagdo externa contendo 8 misturas ternarias (diferentes daquelas
empregadas no conjunto de calibracdo) realizadas em triplicata. As misturas foram
selecionadas de modo que a concentragcdo de ATZ variasse dentro da faixa avaliada e
as menores concentracdes de DIA e DEA fossem contempladas, simulando a

concentracdo esperada nas amostras reais. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Tabela 9.
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TABELA 9: RESULTADOS OBTIDOS E ERROS RELATIVOS PARA DETERMINACAO DE ATZ, DIA E DEA NAS MISTURAS DO
CONJUNTO DE VALIDACAO EXTERNA EMPREGANDO O MODELO PLSR DESENVOLVIDO.

Creal (Mg L™) Cprevista (Mg L™ Erro relativo (%) Recuperaco (%)
ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA
0,618 3,01 1,24 0,676+0,06 3,00+0,09 1,28+0,02 9,38 -0,332 3,23 109 99,9 103
0,746 1,28 2,30 0,806+0,13 1,20+0,05 2,00+0,54 8,04 -6,25 -13,0 108 93,8 72,6
0,843 2,26 1,61 0,922+0,04 2,28+0,06 1,64+0,05 9,37 0,885 1,86 109 101 102
1,40 0,71 2,26 1,53+0,07 0,760+0,04 2,13+0,08 9,28 7,04 -5,75 109 106 94,5
1,46 1,53 1,74 1,56+0,04 1,61+0,07 1,64+0,03 6,85 5,23 -5,75 106 105 94,7
1,86 2,02 1,06 1,94+0,04 2,16+0,02 1,02+0,05 4,30 6,93 -3,77 104 107 96,7
2,90 0,84 1,19 3,00+0,05 0,959+0,03 1,10+0,02 3,45 14,2 -7,56 103 114 93,0
3,26 0,63 1,08 3,43+0,06 0,717+0,08 0,965+0,05 5,22 13,8 -10,6 105 114 89,4

MédiatD.P.R 7,00£2,4 6,83+5,1 6,44+3,8 107+2,4 105+6,9 93,2+9,5
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Os dados revelaram que maiores erros relativos s&o obtidos para
concentracbes menores de ATZ (de 8,04 a 9,38%), enquanto que para 0os metabdlitos
nao houve um padrdo na variacdo do erro de relativo em relacdo as concentracdes
avaliadas. Entretanto, observou-se que existe uma tendéncia do modelo em determinar
concentracbes de DEA menores que as concentracdes reais, enquanto para ATZ e DIA
esta tendéncia é inversa. Os dados da média da estimativa do desvio padrdo para as
concentracdes previstas indicam uma menor precisdo do modelo para a determinacao
dos metabdlitos DIA e DEA. Apesar disso, a associacdo da espectrofotometria UV e 0
método de PLSR para determinacdo de ATZ e seus principais metabdlitos se mostrou
satisfatoria, ja que se trata de uma técnica simples, de baixo custo, alta seletividade,
com erros relativos satisfatorios na quantificacdo das espécies avaliadas uma vez que

a sobreposicao espectral € bastante elevada, principalmente no caso dos metabdlitos.

5.1.3. Extracdo em Fase Solida (SPE) de atrazina em solu¢do aquosa

A proposta de determinar ATZ e seus principais metabdlitos por meio de UV-
Vis associado com ferramentas de calibracdo multivariada se apresenta como uma
alternativa frente as propostas relatadas na literatura (em geral, técnicas
cromatograficas como HPLC-UV (AMADORI et al, 2013a; BENVENUTO et al, 2010;
PENG et al, 2007) e GC-MS (MIN et al, 2008; JIANG et al, 2005; PANSHIN et al, 2000).
Grande parte destas propostas utiliza métodos que apresentam fatores de pré-
concentracdo requeridos para essas espécies em niveis traco. Assim, neste trabalho
empregou-se a fase adsorvente de silica C18 e foram selecionados metanol e
acetonitrila para avaliagdo do condicionamento e eluicdo, carregamento da amostra na
faixa de 200 a 400 mL e faixa de pH de 5,0 a 7,0 a partir de dados compilados de
trabalhos da literatura (Tabela 4). A matriz do planejamento experimental contendo as
absorbancias e as recuperacbes de ATZ em cada ensaio realizado sdo mostradas na
Tabela 10.
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TABELA 10: RESULTADOS OBTIDOS PARA O PLANEJAMENTO 2* AVALIANDO OS
EFEITOS DO CONDICIONAMENTO, ELUIGAO, VOLUME DA AMOSTRA E pH NA
RECUPERACAO DE ATZ (20 ug L™Y).

Ensalo Cond.  Eluicdo Vamews pH  ACSOIANCIA Recuperacio
1 - - - - 0,130 52,4
2 + - - - 0,207 83,0
3 - + - - 0,186 74,5
4 + + - - 0,261 105
5 - - + - 0,329 67,4
6 + - + - 0,217 44,4
7 - + + - 0,414 84,8
8 + + + - 0,351 71,9
9 - - - + 0,188 75,3
10 + - - + 0,154 61,8
11 - + - + 0,240 96,4
12 + + - + 0,289 116
13 - - + + 0,370 75,9
14 + - + + 0,202 41,4
15 - + + + 0,404 82,9
16 + + + + 0,279 57,2
17 0 0 0 0 0,324 87,8
18 0 0 0 0 0,311 84,5
19 0 0 0 0 0,331 89,8
20 0 0 0 0 0,377 102
21 0 0 0 0 0,380 103

NOTA: Condicionamento: (-) 5 mL ACN, 5 mL H;0O; (+) 5 mL MeOH, 5 mL H,0, (0) 5
mL ACN:MeOH (1:1), 5 mL H;0;

Eluicdo: (-) 5 mL ACN, (+) 5 mL MeOH, (0) 5 mL ACN:MeOH (1:1);

Volume da amostra: (-) 200 mL, (+) 400 mL, (0) 300 mL;

pH: (-) 5,0, (+) 7,0, (0) 6,0.

Avaliando-se os resultados obtidos observa-se que boas recuperagcbes foram
conseguidas nos ensaios 4, 11 e 12 e também para os ensaios do ponto central. Esses
ensaios convergem para o emprego de metanol na eluicdo e volume de amostra de

200 mL. A fim de avaliar, portanto, qual é o ensaio que apresenta as melhores
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condi¢cdes para pré-concentracdo de ATZ e a influéncia dos fatores estudados na
resposta, o calculo dos efeitos do planejamento foi realizado (Tabela 11).

TABELA 11: EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERACAO ENTRE OS FATORES
OTIMIZADOS PELO PLANEJAMENTO FATORIAL 2%,

Fatores Efeitos Principais Efeitos de interacao
Condicionamento -3,60 -
Eluicéo 234 -
Volume da amostra -17,3 -
pH 3,00 -
Cond. x Eluicdo - 6,47
Cond. x Vol. amostra - -20,4
Cond. x pH - -9,86
Eluicdo x Vol. amostra - -6,45
Eluicdo x pH - 27,4
Vol. amostra x pH - -5,79
Cond x Eluicdo x Vol. amostra - -1,75
Cond x Eluicdo x pH - 30,2
Cond x Vol. amostra x pH - -20,4
Eluicdo x Vol. amostra x pH -6,70
Cond. x Eluicdo x Vol. amostra x pH - -4,37
Estimativa do desvio padréo 24,1

Com base na estimativa do desvio padrdo (obtido via quintuplicata do ponto
central) com 95% de confianca (tese, 5 = 2,776) de 24,1, nenhum efeito principal foi
significativo. Apenas o efeito calculado para eluigéo (+23,4) se aproximou da estimativa
do desvio. Isto indica uma leve tendéncia de se obter melhores resultados promovendo
a eluicdo com metanol como verificado anteriormente. Acredita-se que a variacao de
pH ndo se mostrou significativa ja que, na faixa avaliada, a ATZ se encontra na sua
forma ndo ionizada (pKa = 1,62, MUTAVDZIC et al, 2006; pKa = 1,68-1,71, LOOS e

NIESSNER, 1999). Logo, na sua forma neutra, o tipo de interagcdo com 0s grupos do
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adsorvente se daria da mesma forma entre pH 5,0 e 7,0 por meio de interacdes
hidrofobicas do tipo van der Waals com a cadeia carbbnica. Valores menores de pH
nao foram considerados, tendo em vista que o objetivo do trabalho € determinar as
espécies de interesse em aguas nhaturais, assim a faixa de pH estudada né&o
representaria uma modificacdo muito acentuada da concentracdo hidrogenibnica da
amostra. Em relagdo ao volume de amostra, as menores recuperacbes foram
encontradas para a passagem de 400 mL de amostra (maior volume estudado),
provavelmente devido a perda do analito pela criacdo de caminhos preferenciais na
fase adsorvente ou ainda lixiviagado do analito adsorvido.

Apesar disso, os efeitos de interacdo da eluicdo x pH (+27,4) e do
condicionamento x eluicdo x pH (+30,2) revelaram-se significativos. Isto indica que
esses fatores ndo podem ser avaliados individualmente e, para uma melhor

visualizacdo, a Figura 21 apresenta a interpretacao geométrica.

61,8 116
o 14 830 105
S MeOH
@
935
3 75,3 96,4 1.0
8 -1 52!4 74,5 -1 (5,0) {\22\
ACN '
| I
-1 1
ACN MeOH
Eluicéo

FIGURA 21: INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS SIGNIFICATIVOS DO
PLANEJAMENTO 2* COM VOLUME DE AMOSTRA FIXO NO NIVEL (-1) (200 mL).

Nesta figura € possivel observar que as melhores recuperacdes de atrazina
foram obtidas mantendo-se o nivel (+) do condicionamento e eluicdo (utilizando
metanol). Isso pode ser explicado pelas diferentes disponibilidades de sitios ativos

presentes na silica C18 quando se altera o solvente de condicionamento e de elui¢ao.
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Para a variavel pH, observa-se que as recuperacdes obtidas foram satisfatorias para
ambos os niveis. Dessa forma, optou-se pela escolha do valor otimizado para os
parametros avaliados de solvente no condicionamento, solvente na eluicdo, volume da
amostra e pH como sendo, respectivamente, 5 mL de metanol seguido de 5 mL de
adgua deionizada, 5 mL de metanol,volume de amostra de 200 mL e pH 7. Nessa
condicdo, o fator de pré-concentracdo obtido (volume inicial de amostra (200 mL)
dividido pelo volume final reconstituido(3,5 mL)) foi de 66,7.

Mantendo-se as condi¢cGes otimizadas do procedimento de extracdo, avaliou-se
a tentativa de diminuicdo da concentracdo de ATZ a ser pré-concentrada, de modo a
manter a repetibilidade e exatiddo do método por SPE. Os resultados sdo mostrados
na Tabela 12.

TABELA 12: RECUPERAQAS) DE ATRAZINA DE SOLUCC)ES AQUOSAS EM
DIFERENTES CONCENTRACOES POR EXTRACAO EM FASE SOLIDA.

Concentracdo (ug L") Recuperacdo de ATZ (%)

5,00 161 + 23
10,0 107 £9,9
20,0 118 £6,0

O procedimento permite uma adequada recuperacdo para concentracdes
iniciais a partir de 10 pg L™ de ATZ. Para determinacdo de menores concentracdes, por
sua vez, o fator de pré-concentracdo de 66,7 vezes ndo atinge o limite de quantificacao
da curva espectrofotométrica, gerando uma taxa de recuperacdo ruim e altas
estimativas de desvio padrdo. Optou-se, dessa forma, pela utilizacdo da concentracao
minima de ATZ de 10 pg L™ para os estudos posteriores de recuperacdo em amostras

reais.
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5.1.4. Anélise de Amostras Reais

A fim de avaliar a exatiddo do método multivariado proposto, os resultados foram
comparados com os obtidos por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia. Para
tanto, curvas analiticas foram desenvolvidas como mostra a Figura 22. Sob as
condicbes cromatograficas estabelecidas, obteve-se uma excelente linearidade para
todos os compostos avaliados, com coeficientes de correlacdo acima de 0,997 na faixa
de 0,10 a 3,5 mg L™ ‘e a maior sensibilidade encontrada para a curva analitica da DIA
seguida da ATZ e DEA. Observou-se uma boa separacao dos picos cromatogréficos,
sendo que os tempos de retencdo foram de 1,48, 1,71 e 3,27 min para DIA, DEA e

ATZ, respectivamente.
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FIGURA 22: A) CROMATOGRAMAS PARA OS PADROES DE ATZ, DIA E DEA
OBTIDOS POR ELUICAO ISOCRATICA (H,O:ACN, 50:50 viv); B) CURVAS
ANALITICAS CONSTRUIDAS PARA ATZ (Y= -0,11 + 7,31cCarz, R=0,999),
DIA (Y=-0,11 + 9,24cpia, R=0,997) e DEA (Y= -0,003 + 3,41Cpga, R=0,999).

A determinacdo de DIA empregando a curva analitica apresentou maior
sensibilidade, seguido da ATZ e DEA. Ainda, excelentes coeficientes de correlagao
foram obtidos.

Apos aplicacdo do processo de extracao em fase sélida estimou-se a quantidade
dos analitos em cada amostra real analisada empregando a curva analitica
cromatografica construida. Para as amostras de agua analisadas, o herbicida em
questdo e seus metabdlitos ndo estavam presentes em concentracdes mensuraveis.
Assim, as amostras foram fortificadas com os analitos, de modo que apdés a etapa de
pré-concentracdo, suas concentracdes ficassem dentro da faixa analitica do modelo
multivariado. Estes dados foram comparados com os obtidos pelo método
espectroscopico multivariado conforme mostrado na Tabela 13.

Os dados revelaram que a metodologia proposta apresentou elevados erros
relativos e desvios padréo relativos (D.P.R) na maioria dos pontos avaliados. Isso pode
ser atribuido possivelmente a elevada interferéncia espectral de espécies nao retidas
durante o processo de SPE. Ou seja, existe um grande efeito de matriz nessas

amostras, uma vez que grande parte dos compostos organicos, tipicamente



73

substancias humicas, apresentam bandas de absor¢cdo na regido do ultravioleta. Tal
fato também pode ser observado pelas elevadas recuperacbes obtidas. Tena e
colaboradores (1997) também constataram a influéncia de acido humico na
sobreposicao espectral na determinacédo de atrazina e hidroxi-2-desetilatrazina. Além
disso, Tran e colaboradores (2007) afirmaram que aguas naturais coletadas em regides
agricolas como € o caso da 4gua de rio coletada em Arapongas contém elevadas
quantidades de material particulado muito fino, que pode ser transportado até o extrato
final, interferindo na analise espectrofotométrica e, inclusive, cromatografica. Tal fato,
pode explicar os resultados obtidos para amostra de agua de rio coletada em

Arapongas.
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TABELA 13: ANALISE DE AGUAS NATURAIS PELA METODOLOGIA CROMATOGRAFICA E PELO METODO

MULTIVARIADO PROPOSTO COM OS RESPECTIVOS ERROS RELATIVOS E RECUPERACOES.

Cadicionada (mg L-l)a Creal (mg L-l)b

Cprevista (mg L-l)c

Erro relativo (%)

Recuperacao (%)

ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA ATZ DIA DEA
Agua de torneira

1,33 0,733 2,27 1,37 0,736 0,803 4,99+0,44 0 19,2+2,7 264 100 >500 368+40 0 >500
Agua Mineral

1,33 0,733 2,27 1,15 0,666 1,63 1,37+0,04 0 2,83+0,13 19,1 100 73,6 120+2,6 0 173+7,8
Agua de Nascente (Arapongas)

0,667 3,00 1,20 0,826 4,40 2,06 0,679 1,83 2,13 -17,8 -58,4 3,40 72,7410 41,0+3,6 108+13

1,33 0,733 2,27 1,03 0,80 1,98 1,19+0,19 0 2,90+0,62 155 100 46,5 115+18 0 146+31

3,33 0,667 1,07 3,26 0,78 1,24 2,72+1,1 0 2,17+0,44 -16,6 100 73,2 83,5+35 0 174134
Agua de Rio (Arapongas)

0,667 3,00 1,20 0,55 2,95 1,08 1,2840,05 0,848+0,08 3,80+0,13 133 -71,2 252 155+5,9 19,3+1,8 18446,3

1,33 0,733 2,27 0,896 1,26 2,15 2,00+0,13 0 3,98+0,15 123 100 85,1 194+13 0 201+7,6

3,33 0,667 1,07 3,14 1,08 0,957 3,56+0,27 0 3,17+0,11 13,4 100 231 109+8,4 0 25549,1
Agua Rio Barigui

0,667 3,00 1,20 0,507 0,537 0,670 9,13+0,18 0 17,3+0,36 170 100 >500 >500 0 >500

1,33 0,733 2,27 1,16 n.d* 1,87 10,0+0,09 0 18,3+0,61 >500 0 >500 >500 0 >500

3,33 0,667 1,07 3,27 n.d* 0,755  11,8+0,11 0 18,0+0,10 261 0 >500 360+3,2 0 >500
a: fortificacéo b: por HPLC c: obtida pelo modelo

*n.d : ndo detectado
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Este elevado efeito de matriz também é visualizado para os dados
cromatograficos. Por exemplo, recuperacdes na faixa de 67-171% foram obtidas para
agua de nascente, que teoricamente deveria conter uma das menores influéncias da
matéria organica. As menores taxas de recuperacdo dos metabdlitos, entretanto, se
devem em parte a baixa eficiéncia da fase adsorvente de silica C18 em reter analitos
mais polares como € o caso de DIA e DEA (MIN et al, 2008).

A analise dos resultados do modelo multivariado para amostras controle (sem
fortificacdo), revelou que grande parte da absorcéo na regido do ultravioleta é atribuida
a presenca do analitos na amostra, fato que foi descartado pela analise das amostras
por HPLC. Outra evidéncia do efeito de matriz pode ser observada na Tabela 14, cujos
resultados da subtracdo entre as concentracfes previstas pelo modelo PLSR para as
amostras fortificadas e nédo fortificadas geram valores muito similares as concentracées
de ATZ via HPLC (real).

TABELA 14: COMPARACAO ENTRE A CONCENTRAQAO PREVISTA PELO
MODELO MULTIVARIADO PARA AMOSTRA DE AGUA RIO, TORNEIRA E MINERAL
COM E SEM FORTIFICACAO COM ATZ E A CONCENTRACAO REAL OBTIDA.

Corevista de ATZ (SPE-UV-PLS) Subtracéao
(mg L™ Cortificada — Csem Crea (HPLC)
Amostras Amostras forticar (mg L™
sem fortificar fortificadas (mg L'l)
Rio 1,28 0,36 0,55
(Arapongas) 0,929 2,00 1,07 0,896
bong 3,56 2,63 3,14
Agua torneira 3,477 5,00 1,52 1,37
Agua mineral 0,177 1,38 1,20 1,15

Apesar disso, 0 método espectroscopico multivariado desenvolvido mostrou
recuperagfes satisfatorias para andlise de ATZ em agua de nascente (72,7-115%),
com erros relativos médios um pouco superiores as previsdbes do modelo para o
conjunto de validagdo externa (composta apenas por misturas sintéticas). Isto indica

gque a determinacdo quantitativa de ATZ pode ser realizada em matrizes com



76
Dissertacdo de Mestrado - Bianca do Amaral

quantidade reduzida de matéria organica na presenca dos metabolitos. Discusséo
semelhante pode ser feita para agua mineral analisada.

Em funcédo destes resultados, € primordial a investigacdo de procedimentos
prévios para clean up da amostra de &agua. Tais ensaios foram executados
empregando agua de torneira e trés diferentes alternativas: (A) 2 x 2,5 mL MeOH 10%,
(B) 2 x 25 mL MeOH 5% e (C) 2 x 2,5 mL &gua deionizada. Os resultados
cromatograficos e a concentracao prevista pelo modelo multivariado sdo mostrados na
Tabela 15.

TABELA 15: AVALIACAO DA RECUPERACAO DE ATZ, DIA E DEA EMPREGANDO
ENSAIOS DE CLEAN-UP PARA AGUA DE TORNEIRA PELA METODOLOGIA
CROMATOGRAFICA E PELO METODO MULTIVARIADO PROPOSTO.

Mistura Cadicionada Creal (Mg L™ Chprevista(Mg L™)
(mgL") scr A B C scr A B C
ATZ 0,667 0,659 0,659 0,657 0,659 4,40 320 2,80 3,80
DIA 3,00 1,20 1,23 1,30 1,17 0 0 0 0
DEA 1,20 1,12 1,12 1,14 1,12 143 120 10,2 16,4
Recuperacédo (%)
Mistura SC* A B C
ATZ 562+46 485+15 426+10 576126
DIA 0 0 0 0
DEA 1277443 106946 89419 1447425

*SC: sem etapa de clean-up;

Os resultados de recuperacdao para 0s ensaios de clean-up revelaram que a
concentragéo prevista pelo modelo multivariado continua mais elevada que a real, ndo
acarretando em melhoras significativas para determinacdo do analitos para que haja
inclusdo desta etapa no procedimento de SPE. Novamente, tais fatos confirmam a
intensa interferéncia espectral da matéria organica presente em aguas naturais na

analise de ATZ e seus metabdlitos pelo modelo espectroscopico multivariado. Os
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espectros de ultravioleta para as amostras analisadas, sem fortificagcdo com os analitos
estudados,sao apresentado na Figura 23.
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FIGURA 23: COMPORTAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO UV PARA AMOSTRAS
DE AGUAS NATURAIS.

Observa-se claramente que as amostras de agua mineral e de nascente
apresentam baixa intensidade de absorcdo a regido UV, provavelmente devido a
presenca de menores quantidades de matéria organica nestas amostras. Por outro
lado, as amostras de agua do rio Barigui e de torneira coletada no laboratério, possuem
elevada absorbancia acarretando, portanto, nas altas recuperacdes obtidas para os
analitos em questdo. D'Archivio e colaboradores (2007) relataram que na regido
monitorada para a maioria dos pesticidas avaliados via HPLC-DAD (220 nm), o efeito
de matriz foi mais significativo para aqueles com o menor tempo de retencéo devido ao
aparecimento de um pico largo no inicio do cromatograma. Tal fato pode ser
comprovado como mostra a Figura 24, onde no tempo de retencdo dos metabdlitos
avaliados ha a presenca de um pico largo que pode ser atribuido a elevada carga

organica das amostras.
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FIGURA 24: COMPORTAMENTO CROMATOGRAFICO OBTIDO PARA AMOSTRAS
DE AGUAS NATURAIS EM 220 nm.

Geralmente, efeitos de matriz ndo sdo relatados na literatura. Al-Degs e
colaboradores (2009), por exemplo, ndo enfrentaram problemas tdo pronunciados
relacionados com a matriz, obtendo-se boas recuperagcdes (84 a 93%) de atrazina,
metidation, e propoxur em amostras de agua de reservatério.

Apesar disso, nos ultimos anos, algumas abordagens diferentes como uso de
padrées internos e curvas combinadas de calibracdo, tém sido empregadas para
minimizar os efeitos da matriz nas andlises, principalmente em trabalhos que
empregam técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas (MS-MS)
(GARCIA-GALAN et al, 2013; FARRE et al, 2014). Outros trabalhos propdem a diluicdo
das amostras com elevada complexidade para solucionar o efeito causado pela matriz
(STAHNKE et al, 2012) apesar dessa pratica reduzir consideravelmente a
detectabilidade do método.

Ainda que grande influéncia da matriz seja observada, assim como, em outros
trabalhos, a metodologia espectrofotométrica multivariada proposta se mostra um
procedimento analitico simples, com baixo custo em relacdo a equipamentos e
reagentes empregados além de reduzido impacto ambiental da analise pelo baixo

consumo de solventes organico téxicos.
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5.2. ESPECTROMETRIA DE FTIR-ATR

5.2.1 Estudos Preliminares

Paralelamente a avaliacdo de procedimentos de pré-concentracdo empregando
silica C18 para determinacdo de atrazina juntamente com seus principais metabdlitos
por espectrofotometria UV-PLS, um estudo de adsor¢cdo empregando espumas de
poliuretanas e andlise por espectroscopia de infravermelho com reflectancia total
atenuada e transformada de Fourier também foi desenvolvido para o herbicida atrazina.

A técnica de espectroscopia no infravermelho tem sido amplamente utilizada na
caracterizacdo de substancias e produtos quimicos, e neste caso, associado a
ferramentas de calibragdo multivariada, apresenta-se como uma alternativa
interessante para a quantificacdo de atrazina em niveis traco de concentracdo. O

espectro tipico de FTIR-ATR da espuma de poliuretana € mostrado na Figura 25.
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FIGURA 25: ESPECTRO TIPICO DE FTIR-ATR PARA ESPUMAS DE POLIURETANA
OBTIDA COM MEDIA DE 32 SCANS E RESOLUCAO DE 4 cm™.
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A regido situada entre 1800 a 1100 cm™ é caracteristica de absorcdes de
grupos que comp&em a estrutura de poliuretana. A banda amida | (1680-1700 cm™),
referente a deformacdo axial da carbonila, a banda amida Il (1570-1514 cm™) que
representa deformacdes angulares do grupo N-H originadas da interacdo entre a
deformacé&o angular de N-H e a deformacéo axial (estiramento) de C-N do grupo C-N-H
e, banda amida Ill (préximo a 1400 cm™) relacionada com a banda de deformacéo axial
(estiramento) de C-N, comprovam a formacdo dos grupos poliméricos de poliuretana.
Devido a existéncia de inumeros grupos carbonila na matriz polimérica, ocorre a
superposicdo das frequéncias de deformacdo levando, consequentemente, ao
alargamento das bandas (SILVERSTEIN, 2006).

Ainda é possivel observar a presenca de bandas de estiramento de grupos O-H
residuais e bandas de estiramento N-H dos grupos amida na regido entre 3600 e 3000
cm™, e bandas a 2870 cm™ correspondentes a estiramentos do tipo C-H em grupos
CH, da cadeia carbbnicas da PU, bem como estiramento C=C de anéis aromaticos
(1597 cm™) provenientes do precursor de isocianato utilizado (MDI).

O espectro FTIR-ATR obtido é bastante similar a outros trabalhos da literatura
(ZHANG et al, 2008; PORTUGAL et al, 2008; MOAWED e EL-SHAHAT, 2014),
comprovando a presenca de sitios polares na estrutura das espumas de poliuretana os
quais, possivelmente, podem atuar como sitios de adsor¢cdo do analito a partir da
matriz aquosa.

Logo, para atingir os objetivos relacionados a adsorcdo de atrazina nas
espumas de poliuretanas, estudos preliminares da potencialidade de adsorcdo da
espuma foram realizados em duplicata na faixa de concentracéo de ATZ de 0,050 a 3,5
mg L. Ap6s a etapa de adsorcdo e secagem, os espectros de infravermelho referente

a estas andlises sdo mostrados na Figura 26.
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FIGURA 26: ESPECTROS DE FTIR-ATR DE ESPUMAS DE PU ADSORVIDAS COM
ATZ EM DIFERENTES CONCENTRACOES.

A diferenca entre os espectros € muito sutil, mesmo com a alta concentracéo
de ATZ (mg L™) presente em solugdo. Ou seja, nenhuma banda pode ser relacionada
diretamente com o aumento da concentracdo do analito. Neste caso, empregou-se a
Andlise de Componentes Principais (PCA) como uma ferramenta para a avaliacédo e
classificacdo dos possiveis sinais referentes a quantidade de ATZ adsorvida na
espuma de PU. O método de PCA promove a decomposi¢do da matriz de dados do
FTIR-ATR, criando um novo sistema de eixos (componente principais - CPs) os quais,
em menor nimero do que as variaveis originais, permitem representar grande parte da
variancia total do sistema. A parte ndo modelada dos espectros nesse novo sistema
passa a ser uma matriz de erros. As novas coordenadas de cada uma das amostras
s&o denominadas de scores e o peso que cada variavel original (nimero de onda, cm™)
contribui para a formacgéo das componentes principais, € chamada de loadings.

Dessa forma, foram desenvolvidos modelos com e sem pré-processamentos
para o espectro completo e para duas regides selecionadas (1169-722 cm™ e 2990-
2660 cm™), individualmente e em conjunto. Os principais objetivos da etapa de pré-
processamento sdo melhorar a posterior analise exploratdria dos dados e modelos

classificatérios e ainda, fazer com que os dados obedecam a lei de
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Lambert-Beer (RINNAN et al, 2009). Geralmente, os pré-processamentos empregados
em espectros de infravermelho sdo o MSC (Multiplicative Scatter Corretion) e SNV
(Standard Normal Variate) que removem e/ou corrigem o espalhamento da radiagéo
especular e DETREND que remove tendéncias lineares e flutuacbes dos dados. O

melhor processamento esta demonstrado na Figura 27 a seguir.
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FIGURA 27: A) GRAFICO DE SCORES DA PC1 vs. PC2 E B) GRAFICO DE
LOADINGS DA PC2 DA REGIAO ESPECTRAL COMPREENDIDA ENTRE 1169-722
cm™ E 2990-2660 cm™, EMPREGANDO-SE PRE-PROCESSAMENTO DETREND,
SNV E MSC DE TODAS AS AMOSTRAS.
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Apenas duas componentes principais foram necessarias para explicar 99,98%
da variancia dos dados, sendo que todas as PCAs obtidas evidenciaram a presenca de
uma amostra andmala. Analisando-se a Figura 26A (scores) e o espectro de FTIR-ATR
(Figura 25) é possivel observar que a amostra 14 apresenta um comportamento
andémalo (localizado em valores de scores bem positivo ha PC2, e bem distante da sua
duplicata — amostra 13), ndo importando qual o tipo de pré-processamento e/ou regiao
espectral utilizada. Tal anomalia estd associada a diferencas no comportamento das
bandas localizadas em 2960 cm™, 1100 cm™ e 1025 cm™ (conforme é possivel observar
pelos loadings positivos da PC2). Assim, a referida amostra foi retirada do préximo
processamento.

A Figura 28 resultou em uma separacao das amostras que nado continham ATZ
(1 a 4) daquelas com concentracdo intermediaria (5 a 13) e das amostras com elevada
concentragcdo de ATZ (14 e 15). Além disso, é possivel observar certa proximidade das
amostras com mesma concentracdo de ATZ adsorvida (duplicatas —5e 6, 7e 8,9 e
10, 14 e 15).
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FIGURA 28: A) GRAFICO DE SCORES DA PCl vs. PC2 E B) GRAFICO DE
LOADINGS DA PC2 DA REGIAO ESPECTRAL COMPREENDIDA ENTRE 1169-722
cm? E 2990-2660 cm™, EMPREGANDO-SE PRE-PROCESSAMENTO DETREND E
MSC SEM A AMOSTRA ANOMALA.

Avaliando-se juntamente os graficos de scores e loadings verifica-se que
existem regides situadas em valores positivos dos loadings da PC2 correspondentes a
regibes do espectro que identificam as PUs que ndo contém ATZ (relacionadas as
bandas 2923 cm™, 2854 cm™ e 765 cm™). Por outro lado, valores negativos de loadings
da PC2 classificam amostras com alta concentracdo de ATZ correspondendo as
bandas 2960 cm™, 1100 cm™, 1025 cm™ e 805 cm™.

Estes resultados indicam a possibilidade da correlagéo entre o sinal espectral
de FTIR-ATR obtido com a concentracdo de ATZ adsorvida. Tal potencial foi estudado

com mais profundidade nos resultados mostrados a seguir.
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5.2.2 Avaliacdo da limpeza das espumas de PU

Uma etapa de limpeza prévia das espumas de PU se faz necesséria para
eliminar possiveis interferentes e remover completamente compostos residuais da
sintese. Dessa forma, baseado em método previamente descrito na literatura (NENG et
al, 2007), testou-se um procedimento com acetonitrila em banho ultrassonico para a
avaliacdo da eficiéncia da limpeza, assim como, de possiveis alteracbes em sua
estrutura. As Figuras 29A e 29B mostram, respectivamente, os cromatogramas obtidos
da acetonitrila sobrenadante e espectros de FTIR-ATR das espumas em cada tempo

avaliado com novo volume de acetonitrila.
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FIGURA 29: A) CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR HPLC-DAD DO
SOBRENADANTE APOS PROCEDIMENTO DE LIMPEZA E B) ESPECTROS
FTIR-ATR OBTIDOS DAS ESPUMAS DE POLIURETANA APOS O TRATAMENTO EM
ACN SOB SONICACAO.

Com o aumento no tempo de lavagens, observa-se uma diminuicdo na
intensidade dos picos dos interferentes, removidos pela acetonitrila durante o tempo de
sonicacao, sugerindo que o procedimento foi eficaz na remocéo dos interferentes. Por
outro lado, somente a diminuicdo da intensidade de absorcdo dos interferentes na
cromatografia ndo comprova que alteracdes na estrutura da espuma estejam ocorrendo
uma vez que apenas pequenas diferencas no espectro de infravermelho foram
observadas. Para garantir que o melhor procedimento de limpeza fosse realizado,
empregou-se a Analise de Componentes Principais (PCA) dos espectros de FTIR-ATR
obtidos a partir de cada lavagem. Como avaliado anteriormente, MSC e DETREND se
mostraram bons pré-processamentos para este tipo de matriz de dados, sendo

utilizados, neste caso, para avaliar as diferencas da limpeza da espuma (Figura 30).
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FIGURA 30: A) GRAFICO DE SCORES DA PCl vs. PC2 E B) GRAFICO DE
LOADINGS DA PC1 E PC2 EMPREGANDO-SE PRE-PROCESSAMENTO DETREND
E MSC PARA AVALIACAO DA MODIFICACAO ESTRUTURAL DA ESPUMA DE
POLIURETANA.

Com apenas duas componentes principais observou-se que 98% da variancia

dos dados foi explicada para o espectro completo. A primeira componente principal
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representa a maior parte da variancia dos dados espectrais (96,25%) nao havendo,
entretanto, classificacdo das amostras nessa componente. Por meio do grafico de
loadings correspondente a PC1, € possivel afirmar que a dificuldade de classificagéo
das amostras se deve ao fato que o espectro médio é considerado nessa componente
sendo verificado pela semelhanca dos loadings da PC1 com o espectro de FTIR-ATR
obtido para as amostras de espuma. A segunda componente principal mostra
claramente uma separacao entre as trés primeiras lavagens (L1-L3, valores positivos
dos scores) e as trés ultimas (L4-L6, valores negativos dos scores). Essa diferenca
pode ser explicada pelo grafico de loadings para a CP2 (Figura 29B). uma leve
diminuicdo das bandas caracteristicas da poliuretana, banda amida I, Il e Ill além da
banda N-H de grupo amida, apontam para uma modificacdo da estrutura da espuma
com o aumento no numero de lavagens da espuma. Provavelmente, ocorre a quebra
das ligacOes previamente formadas durante a sintese da PU. Como tal fato é altamente
indesejado, optou-se por manter o procedimento de limpeza em trés etapas de 15 min

em banho ultrassénico com acetonitrila renovada a cada passo.

5.2.3 Otimizag&o da extragcédo de atrazina em espuma de PU

A fim de otimizar o procedimento de adsorcdo de atrazina empregando as
espumas de poliuretanas, um planejamento fatorial 2° com quadruplicata do ponto
central foi realizado, mantendo a concentracdo constante de ATZ em 1,0 mg L™ A
porcentagem de adsorcdo da ATZ nas espumas de PU foi calculada a partir da relacao:
(Co - CICp) x 100, onde Cy é a concentracao inicial e C a concentracdo restante do
herbicida no sobrenadante, sendo calculada a partir da interpolacéo direta com a curva
analitica construida para ATZ mostrada na Figura 31. Um ganho de sensibilidade pode
ser observado quando comparado com a curva realizada anteriormente na presenca de

DIA e DEA e em uma faixa de concentracdo menor (Figura 22).
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FIGURA 31: A) CROMATOGRAMAS PARA O PADRAO DE ATZ OBTIDO POR
ELUICAO ISOCRATICA (H,O:ACN, 50:50 wviv); B) CURVAS ANALITICAS
CONSTRUIDAS PARA ATZ NA FAIXA DE 9,0 10* A 4,0 mg L* (Y= -0,00563 +
8,34CATz, R=0,999)

A matriz do planejamento experimental contendo as porcentagens de ATZ
adsorvidas na espuma de poliuretana em cada ensaio realizado € mostrada na Tabela
16.
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TABELA 16: RESULTADOS OBTIDOS PARA O PLANEJAMENTO 2° PARA
AVALIACAO DA AGITACAO, TEMPO E pH NA ADSORCAO DE ATZ (1,0 mg L") EM
ESPUMAS DE POLIURETANA.

Ensaio Agitacdo Tempo pH ATZ adsorvida (%)

1 - - - 19,8
2 + - - 23,3
3 - + - 20,6
4 + + - 26,2
5 - - + 22,8
6 + - + 28,7
7 - + + 20,1
8 + + + 27,0
9 0 0 0 23,7
10 0 0 0 22,8
11 0 0 0 23,0
12 0 0 0 18,7

NOTA: Agitacédo: (-) 100 rpm; (+) 250 rpm; Tempo: (-) 12h, (+) 24h; pH: (-) 5,0, (+) 7,0.

O ensaio com a maxima adsorcdo de ATZ foi aquele que empregou maior
velocidade de agitacdo (250 rpm) e pH (7,0) e menor tempo (12 h). Tal resultado é
compativel com os resultados empregando espumas de poliuretana com extracdo em
barra sortiva obtidos na literatura (NENG et al, 2007 e PORTUGAL et al, 2008), nos
quais as recuperacdes de atrazina sao proximas a 30 %. Isto é tipico de sistemas que
sdo baseados em microextracdo em fase sélida, onde as moléculas de analito se
deslocam e penetram na matriz de adsorcao até o estabelecimento de um equilibrio de
particdo, que ndo se altera mesmo que se aumente o tempo de contato (VALENTE e
AUGUSTO, 2000).

Para avaliar o efeito de cada variavel na adsorcdo de ATZ realizou-se,
inicialmente, um teste Q para verificar a presenca de anomalias nos dados das
replicatas do ponto central. O teste Q indicou que o resultado do ensaio 12 é andmalo
e, portanto, néo foi considerado no céalculo da estimativa do desvio padréo.

A seguir, com base na estimativa do desvio padréo calculada com 95% de
confianca de 2,03 (toses, v=3 = 4,303) constatou-se que foram significativos os efeitos

principais (agitacao e pH) e um leve efeito de segunda ordem ou de interagéo (tempo x
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pH). Os demais efeitos calculados néo foram significativos com intervalo de confianca
de 95% como mostrado na Tabela 17.

TABELA 17: EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERACAO ENTRE OS FATORES
OTIMIZADOS PELO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°,

Fatores Efeitos Principais Efeitos de interagao
Agitacao 5,50 -
Tempo -0,183 -
pH 2,22 -
Agitacdo x Tempo - 0,783
Agitacéo x pH - 0,943
Tempo x pH - -2,08
Agitacdo x Tempo x pH - -0,2625
Estimativa do desvio 203
padrao

O efeito da agitacdo se mostrou 0 mais importante para adsor¢édo de ATZ na
espuma de PU, uma vez que este fator controla o transporte de massa dos analitos da
solucéo aquosa para a matriz polimérica até que o equilibrio seja atingido (PORTUGAL
et al, 2008). Em relacdo ao efeito do pH, é provavel que em pH 5,0 os grupos da
poliuretana (grupos amida e oxigénios) estejam protonados, diminuindo a capacidade
de adsorcdo de ATZ (MOAWED e EL-SHAHAT, 2014). Dessa forma, mantendo o pH
préximo a neutralidade, a ATZ, que também possui a&tomos de nitrogénio, tende a
formar mais ligacbes de hidrogénio com os grupos da PU, aumentando,
consequentemente, a porcentagem adsorvida.

Apesar do efeito principal do tempo ndo se mostrar significativo, € um
parametro extremamente importante para que o equilibrio entre as fases seja
alcancado. Além disso, observou-se que o efeito de interagcdo tempo x pH, ainda que
levemente, se mostrou significativo, o que pode ser melhor visualizado na interpretacéo

geométrica a seguir (Figura 32).
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FIGURA 32: INTERPRETACAO GEOMETRICA DOS EFEITOS DE INTERAC}AO
SIGNIFICATIVOS DO PLANEJAMENTO 2° PARA OTIMIZACAO DOS PARAMETROS
DE ADSORCAO DE ATZ NA ESPUMA DE PU.

De acordo com a interpretacdo geométrica foi possivel constatar que passando
do nivel (-) para o nivel (+) de pH, ocorre um aumento na porcentagem de adsorcédo de
ATZ em ambos os niveis de tempo, sendo mais pronunciado para o nivel (-). No
entanto, fazendo a mesma andlise em relacdo ao tempo, € possivel observar que
passando do nivel (-) para o nivel (+) de tempo, um aumento na porcentagem de
adsorcdo de ATZ é observado para o nivel (-) de pH e um decréscimo para nivel (+) de
pH. Esses resultados mostram que principalmente para o pH 7,0 no qual as melhores
respostas foram obtidas, o tempo influéncia negativamente, ou seja, com o0 aumento do
tempo, ocorre uma diminuicdo da porcentagem de adsorcdo. Entdo, os parametros de
agitacdo, tempo e pH avaliados foram mantidos em 250 rpm, 12 h e 7,0,

respectivamente.

5.2.4 Método Multivariado

Novamente, o modelo de calibragdo multivariada foi elaborado empregando-se

Regressédo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR) para a determinacdo de ATZ. O
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conjunto de espectros de FTIR-ATR obtidos (Figura 33), composto por 13 misturas
sintéticas do analito em duplicata na faixa de 0,01 a 3 mg L™ foram utilizados na etapa

de calibracéo para constru¢cdo do modelo.
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FIGURA 33: COMPORTAMENTO ESPECTRAL DAS 13 MISTURAS SINTETICAS EM
DUPLICATA DO CONJUNTO DE CALIBRACAO UTILIZADOS NA CONSTRUCAO DO
MODELO MULTIVARIADO PARA A DETERMINACAO DE ATZ NAS ESPUMAS DE
PU.

Como observado na Figura 33, existe um crescente aumento na banda na
regido entre 2410 a 2230 cm™. Tal sinal esta atrelado ao aumento da presenca de CO-
durante as medidas consecutivas. Dessa forma, a regido entre 2410 a 2230 cm™ foi
removida dos espectros empregados tanto para a etapa de calibracdo quanto na de
validacao.

As concentracdes para a matriz Ycal do modelo de calibracdo representadas
como a porcentagem de adsor¢cdo da ATZ nas espumas de PU foram calculadas
novamente seguindo a relagéo: (Co - C/Cy) x 100, onde Cy € a concentracéo inicial e C
a concentracao restante do herbicida no sobrenadante, considerando a curva analitica
construida para ATZ mostrada na Figura 31. Com base nos dados cromatograficos da
solucdo sobrenadante da duplicata mostrados na Tabela 18, a ATZ nao foi adsorvida
na espuma de poliuretana para as solucbes de menor concentracdo do conjunto de

calibracdo, ou seja, na faixa entre 0,0100 e 0,0500 mg L™. Provavelmente nestas
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condicdes de concentracdo, o equilibrio de particdo seja atingido em um tempo maior

que o utilizado.

TABELA 18: QUANTIDADE DE ATZ ADSORVIDA NOS CONJUNTOS DE
CALIBRACAO E VALIDACAO.

Concentracao inicial Concentracdo sobrenadante ATZ adsorvida (%)

(mg L™ (mg L™
Conj. de Calibracao R1* R2** R1 R2

0,0100 0,0110 0,0120 - -

0,0250 0,0290 0,0250 - -

0,0500 0,0542 0,0567 - -
0,100 0,0985 0,102 1,50 -
0,200 0,201 0,142 - 29,0
0,250 0,259 0,242 - 3,20
0,500 0,481 0,493 3,80 1,40
0,750 0,437 0,418 41,7 44,3
1,00 0,688 0,724 31,2 27,6
1,50 0,977 1,38 34,9 8,00
2,00 1,95 1,94 2,50 3,00
2,50 2,44 1,66 2,40 33,6
3,00 3,03 2,95 - 1,67

Conj. de Validacao R1* R2** R1 R2

0,0300 0,0322 0,0302 - -

0,0750 0,0750 0,0747 - 0,400
0,300 0,278 0,276 7,33 8,00
0,600 0,542 0,539 9,67 10,2
0,900 0,714 0,826 20,7 8,22
1,20 1,08 1,10 10,0 8,33
1,75 1,57 1,60 10,3 8,57
2,25 1,09 2,08 51,6 7,56

*R1 e **R2: valores obtidos para a duplicatas realizada mantendo a mesma
concentracéo inicial de ATZ.
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Os dados da Tabela 18 destacam ainda, para a maioria dos casos, a falta de
reprodutibilidade entre as replicatas realizadas com a mesma concentragéo de atrazina
(R1 e R2). Tendo isto em vista, para o conjunto de calibracdo considerou-se valor zero
para os casos em que nao foram observadas % de ATZ adsorvida e para 0os demais
espectros de FTIR-ATR obtidos, o valor calculado como mostrado na Tabela 18,
resultando em 26 misturas sintéticas para a etapa de calibracdo. Ainda, outro conjunto
de calibracdo foi construido removendo os espectros onde nao foi observada a
adsorcdo de ATZ contando com 16 misturas sintéticas. O mesmo foi considerado para
a construcéo do conjunto de validacdo. Em ambos os casos, procedimentos de selecao
de varidveis de dados espectrais também foram empregadas para melhorar a
capacidade de previsdo do método desenvolvido.

Diversos modelos foram construidos empregando os espectros salientados
acima e em diferentes regides do espectro selecionadas a partir do estudo preliminar
realizado (item 5.2.1). Varios pré-processamentos foram testados e os diferentes
modelos construidos estabeleceram relacdes que nao foram favoraveis para correlacéo
da intensidade das bandas de FTIR-ATR com a atrazina adsorvida nas espumas
refletindo diretamente nas baixas capacidades de previsdo encontradas. Tal fato
enfatiza a falta de reprodutibilidade do método desenvolvido ja que as concentracfes
previstas sdo muito diferentes das concentracdes reais indicadas.

Isto pode ter ocorrido devido a espuma de poliuretana utilizada ser modificada
com um argilomineral (montmorilonita) modificando a forma de interacdo da ATZ
anteriormente observada no estudo preliminar. Argilas interagem preferencialmente
através de troca ibnica desfavorecendo a interacdo da ATZ, que estd na sua forma
neutra nas condicdes experimentais utilizadas. Logo, como provavelmente o
argilomineral ndo esta distribuido homogeneamente na espuma de poliuretana, 0s
fragmentos empregados na adsor¢cdo podem conter diferentes quantidades de
montmorilonita, o que pode explicar as diferencas entre as duplicatas realizadas.

Os resultados obtidos para a previsdo da concentragdo de atrazina adsorvida
nas espumas de poliuretana sé&o desfavoraveis, ficando clara a impossibilidade de

concluir tal proposta.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Para a primeira proposta, um modelo de calibracdo multivariada foi elaborado
para determinacdo simultdnea de atrazina e seus principais metabdlitos via
espectrofotometria na regido ultravioleta, em funcdo dos problemas de interferéncia
espectral observados que inviabilizam a determinacdo convencional de suas misturas.
O modelo com melhor capacidade de previsdo para os analitos em misturas sintéticas
utilizou faixa espectral de 200 a 350 nm, com alisamento dos dados espectrais (largura
de filtro de 5 pontos) e 4 VLs, apresentando erros relativos médios entre 6,44-7,00%.
Apesar disso, a andlise de amostras de aguas naturais pelo método SPE-UV-PLS
desenvolvido, se mostrou bastante complexa por apresentar inUmeros interferentes,
principalmente substancias humicas na matéria organica que absorvem na mesma
regido espectral que os analitos avaliados.

A partir do segundo método proposto, conclui-se que a aplicacdo das
poliuretanas para adsorcdo de ATZ foi vidvel apenas para concentracfes de solucdo
inicial de 1,0 mg L™, chegando a aproximadamente 30% de adsorcdo do analito.
Entretanto, a correlacdo da concentracdo de ATZ adsorvida com os espectros de FTIR-
ATR da poliuretana a partir de ferramentas de calibragdo multivariada se mostrou
pouco eficiente (elevados erros relativos e taxas de recuperagao) devido principalmente

a regides espectrais que nao contribuem significativamente para a previsdo do modelo.
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