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RESUMO

Nos ultimos anos tem-se observado uma crescente preocupagdo com a ocorréncia
ambiental de poluentes orgénicos, principalmente em razdo do seu comprovado potencial
toxico para os ecossistemas ¢ a saude humana. Em forma paralela tem crescido a demanda por
métodos analiticos de elevada sensibilidade e seletividade, com capacidade para propiciar alta
resolucdo e baixos limites de quantificacdo na andlise de matrizes ambientais, usualmente de
grande complexidade. Neste contexto, métodos de calibragdo multivariada tém sido cada vez
mais utilizados para aumentar a potencialidade analitica das técnicas espectroscépicas,
permitindo a sua aplicacdo na analise ambiental.

Neste trabalho, métodos multivariados foram associados a técnicas espectroscopicas
de anélise, objetivando aplicacdes ambientais de relevancia.

No primeiro capitulo apresentam-se os resultados relacionados com o uso de
espectroscopia de fluorescéncia molecular ¢ “Paralell Factors Analysis” (PARARFAC), para
a determinagdo simultinea de dois substratos modelo (sulfametoxazol e 17f-estradiol) em
amostras aquosas de relevancia ambiental. O modelo foi elaborado com quatro fatores,
utilizando-se restricio de ndo-negatividade, iniciacdo por valores aleatérios ortogonais e
critério de convergéncia igual a 1 x 10° o que permitiu a obten¢do de um valor de
CONCORDIA (CORe CONcistency DIAgnostic) de 86,4%. O modelo foi aplicado com
sucesso na determinacdo dos analitos em aguas de abastecimento ¢ aguas superficiais da
Bacia do rio Belém, com erros relativos médios inferiores a 10,4% e 17,1%, respectivamente.
Restricdes da modelagem multivariada foram observadas na andlise de amostras mais
contaminadas (aguas superficiais da Bacia do rio Barigui), em decorréncia de elevada
intensidade de fluorescéncia na regido de emissdo dos analitos.

Os resultados apresentados no segundo capitulo se relacionam com a determinagio de
gasolina em amostras de solo contaminado, utilizando espectroscopia por refletancia difusa no
infravermelho médio com transformada de Fourier (DRIFT) e Regressdio por Minimos
Quadrados Parciais (PLSR). O modelo de melhor desempenho foi elaborado com 4 variaveis
latentes (VLs), utilizando espectros pré-processados por MSC e centrados na média. Nestas
condi¢des, erros médios de previsdo inferiores a 20% foram observados.

O terceiro capitulo tratou sobre a determinagéo de fenol e seus principais subprodutos
de degradacdo fotocatalitica (hidroquinona, pirocatecol, resorcinol ¢ p-benzoquinona),

utilizando-se espectroscopia ultravioleta ¢ PLSR. O modelo de maior capacidade de previsdo



foi elaborado com 6 VLs, utilizando-se espectros alisados pelo método Savitzky-Golay
(polinémio de primeira ordem e janela de 10 pontos). Erros médios de previsdo inferiores a
36% foram observados na previsdo das concentracdes de fenol e hidroquinona.

No quarto capitulo apresentam-se os resultados de um trabalho realizado em parceria
com o instituto Helmholtz (Leipzig-Alemanha), objetivando o estabelecimento de correlagdes
entre a presenca de poluentes orginicos em aguas superficiais ¢ os efeitos produzidos na
expressdo génica de E. coli. Estudos realizados por PCA (Principal Component Analysis) e
HCA (Hierarchical Cluster Analysis) permitiram a identificagdo de 24 compostos orginicos
responsaveis pelas maiores mudancas na expressdo génica monitorada, sendo todos
caracteristicos de aguas que recebem aporte de esgoto doméstico, industrial e hospitalar.
Trata-se de um ponto de partida promissor para o desenvolvimento de hipdteses sobre o modo

de a¢do dos contaminantes em matrizes ambientais.

PALAVRAS CHAVE: calibracio multivariada, matrizes ambientais, PARAFAC,
fluorescéncia molecular, PCA, solo, DRIFT, PLSR, fenol, subprodutos de degradagio,

expressdo génica.



ABSTRACT

In recent years, there has been a growing concern about the environmental occurrence
of organic pollutants, mainly because of their proven toxic potential for ecosystems and
human health. Simultaneously, there has been a growing demand for analytical methods of
high sensitivity and selectivity, able to provide high resolution and low limits of
quantification in environmental analysis linked to both the inherent complexity of these
natural matrices and the low analyte levels to be quantified. In this context, chemometrics
methods have been increasingly used to enhance the analytical capability of spectroscopic
techniques, enabling their application in the environmental analysis.

In this work, multivariate methods were associated with spectroscopic analysis, aiming
environmental applications of relevance.

The first chapter presents the results relating to the use of molecular fluorescence
spectroscopy and "Parallel Factors Analysis" (PARARFAC) for the simultaneous
determination of two model substrates (sulfamethoxazole and 17f-estradiol) in aqueous
environmental samples. The model was developed with four factors, using constraint of non-
negativity, initiation by orthogonal random values and criteria of convergence 1 x 10, which
allowed obtaining a value of CONCORDIA (CORe CONcistency Diagnostic) of 86.4%. This
model was successfully applied in the determination of analytes in drinking water and surface
water from the Belem river, with average relative errors less than 10.4% and 17.1%,
respectively. Restrictions were observed in the analysis of more contaminated samples
(surface water of Barigui river) as a result of high fluorescence intensity in the emission
region of the analytes.

Second chapter relate the determination of gasoline in contaminated soil samples by
using spectroscopy of diffuse reflectance medium infrared Fourier transform (DRIFT) and
Partial Least Squares Regression (PLSR). Best model was performed with 04 latent variables
(LVs) by MSC and centered in the middle pre-processed spectra. Under these conditions,
average prediction errors of less than 20% were observed.

Third chapter presents the determination of phenol and its main photocatalytic
degradation products (hydroquinone, pyrocatechol, resorcinol and p-benzoquinone), using
ultraviolet spectroscopy and PLSR. The higher capacity prediction model was developed with
6 VLs, using spectrums smoothed by Savitzky-Golay method (first-order polynomial and 10



points window). An average forecast error of less than 36% was observed in predicting phenol
and hydroquinone concentrations.

In the fourth chapter results of a study conducted in partnership with the Helmholtz
Institute (Leipzig, Germany) can be found, aiming to establish correlations between the
presence of organic pollutants in surface water and the effects on gene expression of E. coli.
Studies by PCA (Principal Component Analysis) and HCA (Hierarchical Cluster Analysis)
allowed identification of 24 organic compounds responsible for major changes in the
monitored gene expression, and all characteristic of water receiving sewage inflow, industrial
and hospital. This is a promising starting point for the development of assumptions about the

mode of action of contaminants in environmental matrices.

KEYWORDS: Chemometrics tools, environmental matrices, PARAFAC, molecular
fluorescence, PCA, soil, DRIFT, PLSR, phenol, degradation by-products, gene expression.
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1.INTRODUCAO GERAL

Ao analisarmos o mundo que nos cerca, podemos perceber que todos os fendmenos,
sejam eles culturais ou naturais, envolvem um grande nimero de varidveis. Estabelecer
relagdes, encontrar ou propor possiveis explicacdes ¢ o papel proprio da ciéncia, o que
implica a necessidade de obter, controlar, manusear, medir ¢ interpretar as variaveis que sdo
consideradas relevantes ao entendimento do fendmeno estudado. Analisar separadamente
todas essas variaveis ¢ extremamente complicado, pois ndo basta conhecer informagdes
numéricas isoladas, mas ¢ necessario também conhecer a totalidade das informagdes
fornecidas pelo conjunto de variaveis e, principalmente, reconhecer a existéncia de efeitos
antagdnicos ou sinérgicos de relevancia, [

Usualmente, a alta complexidade das amostras analisadas em laboratérios de quimica
torna necessario o uso de sofisticados instrumentos de medic¢éo, os quais se aprimoram dia a
dia em decorréncia de um melhor conhecimento dos fendmenos fisicos ¢ quimicos que os
fundamentam, assim como dos notdrios avancos verificados na Optica, na eletronica ¢ nos
recursos computacionais. Desta forma, sistemas instrumentais multi-resposta sdo cada vez
mais utilizados nas rotinas da andlise quimica, o que praticamente obriga ao uso de
ferramentas matematicas e estatisticas capazes de processar toda a informagio disponivel.

A quimiometria ¢ uma especialidade da quimica que utiliza conhecimentos de
matematica, probabilidade, estatistica e informatica para o processamento de dados
multivariados, objetivando explorar ao maximo as respostas fornecidas pelo sistema
instrumental, de maneira a permitir o reconhecimento de padrdes e o estabelecimento de
correlagdes mutuas entre as propriedades dos analitos, usualmente requerendo um menor
tempo de anélise.

Atualmente, diversos grupos desenvolvem novos algoritmos, softwares ¢ programas
computacionais, procurando o aperfeicoamento de ferramentas amigaveis que permitam
solucionar problemas especificos na area da analise quimica. Muitos programas sdo de livre
acesso, 0 que tem viabilizado a difusdo da quimiometria, ndo apenas no universo da quimica,
mas também em diversas areas correlatas em que a interpretagdo de dados multivariados ¢
relevante.

Dentre as recentes aplicagdes da analise multivariada destacam as pesquisas
relacionadas com o monitoramento ambiental, basicamente em razdo da clevada

complexidade das matrizes estudadas, da grande variedade de poluentes de relevancia ¢ da
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admiravel quantidade de dados que podem ser gerados com o uso de poucas ferramentas
instrumentais de analise. Adicionalmente, destaca a imposi¢do de normas cada vez mais
extensas e restritivas, o que aumenta a demanda por métodos analiticos sensiveis, seletivos e,
de preferéncia, rapidos e de baixo custo.

Nos tultimos anos tem sido possivel observar uma crescente preocupagdo com a
ocorréncia ambiental de poluentes organicos, incluindo uma grande variedade de espécies
quimicas com diferentes estruturas, propriedades, fun¢des e origens. Dentro do contexto dos
poluentes orgénicos ¢ possivel destacar o grupo dos poluentes emergentes, formado
essencialmente por farmacos, hormonios, retardantes de chama e pesticidas, além de outras
espécies associadas a atividade industrial.””) A presenca destas substancias tem sido detectada
em praticamente todos os compartimentos ambientais, onde provocam efeitos nocivos cada
vez melhor elucidados.

Em geral, a andlise quantitativa de poluentes orgénicos em amostras ambientais &
desafiadora, em razdo da complexidade inerente dessas matrizes naturais ¢ dos baixos niveis
de concentracdo em que os contaminantes costumam ser encontrados. Assim, grande parte
destas andlises recorre ao uso de técnicas cromatograficas associadas a sistemas de detecgdo

34] o .
[’], técnicas que, embora eficientes, se mostram lentas ¢

cada vez mais seletivos
dispendiosas. Em fun¢do dos inconvenientes apresentados pelas modernas técnicas
instrumentais de andlise, alternativas mais simples ¢ de dominio mais universal tem sido
procuradas, com destaque para métodos espectroscopicos fundamentados, por exemplo, em

5] Infelizmente, os métodos

sensiveis técnicas de fluorescéncia ¢ fosforescéncia.
espectroscopicos carecem da seletividade requerida, em particular quando compostos
quimicos semelhantes devem ser analisados em amostras complexas.

Muitos problemas de interferéncia espectral podem ser minimizados pelo uso de
ferramentas quimiométricas baseadas em sistemas de calibracido multivariada, o que aumenta
consideravelmente a potencialidade analitica das técnicas espectroscopicas. Assim, recursos
quimiométricos tém sido cada vez mais utilizados na 4rea da andlise ambiental,

(6]

principalmente para o desenvolvimento de métodos de analise quantitativa '™, interpretagdo de

resultados associados com a qualidade ambiental (") ¢ estabelecimento de modelos que
permitam a previsdo de efeitos toxicoldgicos ™,

Neste trabalho, ferramentas quimiométricas foram utilizadas para viabilizar o
estabelecimento de métodos espectroscdpicos para a quantificacido de poluentes ambientais de

relevancia e o estudo de correlagdes entre a presencga de poluentes e a expressdo génica de um

bioindicador. Em razdo da diversidade de objetos de estudo, esta tese foi organizada nos
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quatro capitulos individuais apresentados a seguir, sendo precedidos de uma revisdo
bibliografica de carater mais geral.

Capitulo I: Determinacio de Sulfametoxazol ¢ 17- estradiol em amostras de aguas
superficiais ¢ de abastecimento utilizando espectrometria de fluorescéncia molecular e

“Parallel factor analysis” (PARAFAC);

Capitulo II: Quantificacdo da contaminacdo por gasolina em amostras de solo ¢
monitoramento das propriedades do solo apos tratamento Fenton utilizando espectroscopia no
infravermelho (DRIFT), regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR) e analise de

componentes principais (PCA);

Capitulo III: Determinac¢io de fenol e seus principais subprodutos durante um

processo de degradac@o por fotocatalise- TiO; utilizando espectroscopia UV-Vis e PLSR;

Capitulo IV: Estabelecimento de relagdes entre a presenga de poluentes em aguas
superficiais e o perfil de expressdo génica em E. coli utilizando-se métodos de agrupamento,
classificagdo e regressdo (ex. andlise de componentes principais, PCA; andlise de clusters,
HCA e regressdo por minimos quadrados parciais, PLSR), trabalho este realizado em parceria

com o instituto Alemdo Helmholtz Zentrum fur Umweltforschung (UFZ).

1.1. REFERENCIAS DO ITEM

[1] BORTOLOTTI, L., MOITA NETO, J. M.; Introdug¢do a filosofia da ciéncia: Estatistica
multivariada Uma visdo didatica-metodologica. Lisboa: Gradiva, Dezembro de 2013, 340
pp. Tradugdo de Jorge Beleza.

[2] Disponivel em: http://www.epa.gov/ebtpages/pollutants.html em 13 de fevereiro de 2015.

[3] VAN LEEUWEN, S.P.J.,, DE BOER, J. Advances in the gas chromatographic

determination of persistent organic pollutants in the aquatic environment. Journal of
Chromatography A, 2008, v. 1186 (1-2), . 161-182.

[4] GROS, M., PETROVIC, M., BARCELO, D., Development of a multi-residue analytical
methodology based on liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
for screening and trace level determination of pharmaceuticals in surface and wastewaters.
Talanta, 2006, v. 70 (4),78-690.
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phosphorescence: A tool for the analytica characterization of polycyclic aromatic
hydrocarbons. Analytica Chimica Acta, 2004, v. 516 (1-2),213-220

[6] MAS, S., JUAN, A., TULER, R., OLIVIERI, A.C., ESCANDAR, G.M., Application of
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2010, V. 80 (3),1052-1067
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2. METODOS MULTIVARIADOS APLICADOS EM ANALISE AMBIENTAL

A quimiometria ganhou grande aceitacdo ao longo das duas ultimas décadas,
respondendo a necessidade de estudar amostras cada vez mais complexas ¢ melhorando
protocolos analiticos ja existentes. Ha intensa investigacdo dedicada ao desenvolvimento de
algoritmos aplicados a cada vez mais complexos cenarios quimicos,

M¢étodos de calibracdo multivariada tém sido cada vez mais utilizados em analise
ambiental, principalmente quando os componentes presentes numa mistura necessitam ser
determinados, mas a informagdo analitica disponivel ndo apresenta seletividade!®). Isto &,
quando em uma mistura ndo ¢ possivel identificar os componentes individuais, a partir da
resposta instrumental.

Durante muitos anos, a determinagdo da concentragdo de poluentes orginicos em
matrizes ambientais foi fundamentada em sistemas de calibracdo univariada, em que apenas
uma variavel ¢ utilizada para estabelecer correlagdes com a concentragédo (ex. corrente de pico
em um valor de potencial nas medigdes eletroquimicas, valor de absorbancia em um dado
comprimento de onda, dentre outras) Assim, grande parte das respostas fornecidas pelos
sistemas instrumentais modernos (considere-se, por exemplo, um espectro UV-Vis contendo
500 valores de absorbancia em igual nimero de comprimentos de onda) ¢ subutilizada, o que,
no caso especifico da espectrofotometria UV Vis, aumenta consideravelmente a possibilidade
de interferéncias espectrais que limitam sensivelmente a sua aplicacdo na analise de matrizes
ambientais, usualmente muito complexas. (¥

Por sua vez, métodos de calibracdo multivariada foram desenvolvidos para processar
grandes quantidades de informacdo, o que, novamente no contexto dos métodos
espectroscopicos, permite contornar os efeitos produzidos pela presenca de interferentes!”),
desde que a espécie de interesse apresente um sinal que possa ser diferenciado do sinal da
matriz 1),

A base da calibragio multivariada ¢ estabelecer uma relagdo entre duas matrizes (ou
blocos) de dados quimicos, quando houver uma dependéncia entre as propriedades que
descrevem cada uma delas. Assim, a calibragdo multivariada consiste basicamente de duas

]

fases!®™"): a calibracdo e a previsdo. Na fase de calibracdo, “n” espectros para um conjunto de

66 9

amostras com composi¢@o conhecida sdo obtidos em “p” valores de energia (ou comprimento

(X924

de onda) diferentes, formando uma matriz X, com “n” linhas ¢ “p” colunas. Também uma
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(T34

matriz Y com os valores de concentracio pode ser formada contendo “n” linhas,
correspondendo as diferentes amostras, ¢ “q” colunas !"*],

O préximo passo ¢ desenvolver um modelo matematico apropriado (determinando-se
um vetor dos coeficientes de regressdo — b) que melhor possa reproduzir Ycal a partir dos
dados da matriz Xcal (Eq. 01). Esse modelo ¢ utilizado na fase de previsdo (com um conjunto
teste) para estimar as concentracdes (Yprev) dos constituintes de novas amostras, a partir de
seus espectros (Xteste) (Eq. 02). Como estas metodologias trabalham com matrizes de dados,

o processo de isolar o fator Y da Eq. 01 para a obtengdo da Eq.02, implica a utilizacdo da

matriz transposta de X, ou seja, (Xteste)t .

Xcal = b * Ycal Eq.01
Yteste = (Xteste)t * b Eq.02

Os dados para a calibragdo multivariada podem ser organizados conforme mostrado na
Figura 01. Os valores de absorbancia dos espectros, a cada valor de comprimento de onda, sdo
as variaveis independentes, ¢ as concentragdes das espécies e interesse nas amostras, as

variaveis dependentes.

Calibraci
i =11 g
[ 1
(4]
B
5 Xcal Yeal
w
c
Q
=
;'llll
L S Previsiio
Comprimento de onda (hm) XTeste

Figura 01: Organizacio dos dados para calibragdo. Fonte: Nagata, 2001,
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2.1 Andlise exploratoria: Andlise de Componentes Principais (PCA)

A andlise de Componentes Principais (PCA) ¢ uma técnica que permite representar
os dados multivariados de uma forma simplificada, de maneira a evidenciar semelhancas ¢
diferencas que possam representar padrdes de discriminagio.

Analisar semelhancas ¢ diferencas em um grande conjunto de dados pode ser
bastante complicado. Desta forma, a PCA opera com o objetivo de diminuir a
dimensionalidade da matriz original (compressdo), sem perda de informacdo relevante,
permitindo representacdes graficas que facilitam a observagédo de padrdes dentro do conjunto.

Duas técnicas estreitamente relacionadas, a andlise de componentes principais
(PCA) e a analise hierarquica (clusters), sdo usadas para reduzir a dimensionalidade das
matrizes de dados, facilitando o agrupamento das amostras segundo as suas similaridades
11]

A andlise de componentes principais emprega uma transformagdo matematica do
conjunto original de dados, com nenhuma suposi¢do sobre a forma da matriz de covaridncia.
O objetivo deste procedimento ¢ determinar algumas combinagdes lineares do conjunto de
variaveis originais, que podem ser utilizados para sintetizar o conjunto de dados sem perder
muita informagdo. O método ¢ baseado na decomposicdo das matrizes de varidveis
independentes Xcal (conjunto de calibragdo) em um novo sistema de eixos (componentes
principais, vaiaveis latentes ou fatores), representando as amostras em um menor nimero de
dimensdes, sem que haja perda de informacéo analitica relevante. As novas coordenadas da
amostra sdo denominadas “scores” (T), enquanto que o peso com que cada varidvel original
contribui para formar as componentes principais ¢ chamado de “loading” (P). Uma

representacio grafica deste processo & apresentada na Figura 02.1%

J Variaveis

| Objetos

X = T PT + E

Figura 02: Representagio grafica da estrutura de um modelo de andlise de Componentes
Principais.
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Em particular, a analise de componentes principais permite identificar as principais
direcdes em que ocorre a variancia dos dados. Na Figura 03, por exemplo, as esferas coloridas
representam um conjunto de dados distribuidos no espago definido pelas varidveis originais
X, Y e Z. No processamento por PCA calculam-se novos eixos, denominados componentes
principais, sempre com a inten¢do de representar a maior parte da varidncia contida no
conjunto de dados. Assim, a primeira componente principal (PC1) se projeta na dire¢do da
maior varidncia, enquanto que a segunda (PC2), sendo ortogonal, complementa a
representacdo da varidncia projetando em outra dire¢do. Em geral, toda a varidncia descrita
por um grande numero de variaveis originais pode ser representada por um pequeno nimero
de componentes principais, o que facilita a visualizagio do conjunto de dados ¢ a

identificacdo de agrupamentos (padrdes).

Eixo original dos dados Novo espaco dimensional

PC2 ° T R |
&.? * ! 0903 Oa
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L s F W e
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Figura 03: Representacgdo grafica da construgdo de um novo conjunto de eixos no modelo
PCA.

Uma importante aplicacdo deste tipo de procedimento foi apresentada por Berrow e
Burridge em 1991, que, a partir do teor de alguns metais de relevincia ambiental (Cu, Pb,
Zn, Cr, Ni, Hg, Cd ¢ Ag) em amostras de sedimento ¢ moluscos (mexilhdes), conseguiu
encontrar correlagdes que sugeriram as fontes de contaminagéo.

Outro exemplo que merece destaque corresponde ao trabalho de Rajendran ef al.
(1992)!] que utilizou estratégias multivariadas (PCA) para a avaliacio de resultados
relacionados com a concentracdo de pesticidas em amostras de peixe. O estudo mostrou que

um pequeno nimero de componentes principais representa cerca de 95% da varidncia original
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dos dados, o que permitiu encontrar correlagdes que nio sdo obvias na andlise dos dados
brutos.

Shimoyama ¢ colaboradores (1999)[16] avaliaram a fotodegradacdo de um material
polimérico (polimetil acrilato) utilizando um método nio destrutivo fundamentado no uso de
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e um probe de fibra 6tica. Neste estudo, o
uso de PCA permitiu observar que o processo de degradagido envolve principalmente o sinal

correspondente ao “overtone” associado ao grupo C-O.

2.2. Regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR)

A Calibracdo Multivariada fundamentada em técnicas de regressdo parcial
corresponde a uma ferramenta poderosa para a quimica analitica, de interessante potencial de

17991 Em geral, este recurso permite

aplicacdo em muitos problemas de anélise farmacéutica
a determinacdo de um componente de interesse em matrizes complexas ou a analise de
multicomponentes em sistemas mais simples.

A base do método dos minimos quadrados parciais (PLSR) estd na decomposicdo de
uma matriz de dados X em termos da soma de varias matrizes M1, que ndo podem mais ser
expandidas, mais uma matriz de erros (que corresponde a parte ndo modelada de X). As

matrizes Ml constituem os chamados componentes principais, ¢ sdo formadas pelo produto de

dois vetores, T (os scores) ¢ P (os loadings) **":

X=M1+M2+..+Ma+E ou, Eq.03
X=tlpl +t2p2 +...+tapa+E ou, Eq.04
X=TP'+E Eq.05

A dimensionalidade do espago original ¢ igual ao numero de colunas em X, ou se¢ja, o
numero de variaveis originais. No novo modelo, a dimensionalidade ¢ descrita pelo numero
de matrizes MI necessarias para descrever X. Assim, se for possivel descrever uma matriz X
que tenha muitas varidveis, por um numero pequeno dessas matrizes M, havera um
decréscimo na dimensionalidade, sem perda de informagéo relevante.

No PLS, tanto a matriz das varidveis independentes X, como a das varidveis
dependentes Y, sdo representadas pelos scores e loadings, mais uma matriz de erros:

X=TP'+E Eq.06
Y=UQ +F Eq.07
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Uma relagdo entre as duas matrizes de dados X e Y pode ser construida,

correlacionando-se os scores de cada bloco, utilizando um modelo linear, conforme mostrado

na Figura 04:
U=B*T Eq.08
J Variaveis
R
|Objetos I .

X =

Matriz de dados = Scores Loadings + Erros

{Dados instrumentais)
" Previsao de
U=B*T um novo
B=vetorde regressao conjunto de

= E
Matrlz de dados = Scores Load,'ngs + Erros
{Concentragoes)

dados

Figura 04: Representagdo grafica da constru¢do de um modelo PLS, onde ocorre a correlagio
entre os scores do bloco X e Y, gerando o vetor de regressdo B, que permite a previsdo da
concentragdo em um novo conjunto de amostras.

M¢étodos de calibragdo multivariada tém sido utilizados com bastante frequéncia na
resolucdo de problemas de interferéncia espectral. Os exemplos sdo abundantes ¢ atestam o
grande potencial dos processos de calibragdo multivariada para a resolugdo deste tipo de
problemas, sem a necessidade de recorrer a metodologias quimicas de separagdo,

frequentemente associadas a contaminac¢fo ou perda da amostra de interesse. Neste sentido,



30

destacam os bons resultados conseguidos na determinagido espectrofotométrica de farmacos
(21231 ¢ metais pesados 2+

Garrido ¢ colaboradores (2003)?”, por exemplo, propuseram uma metodologia
multivariada, fundamentada em cromatografia em fase gasosa (CG/MS) e PLS, para a
quantifica¢do de pesticidas em amostras de vegetais com resultados satisfatérios em niveis de
concentracdo da ordem de décimos de mg kg™,

A espectrofotometria UV-Vis em combinagdo com PLS foi aplicada para o estudo da
degradacdo fotoquimica de 2 — nitrofenol e 4 — nitrofenol, individualmente ¢ em misturas com
catalisador oxido de titdnio. A recuperacdo para a mistura dos dois analitos foi entre 90 e
105%. A combinagdo de UV-Vis e PLS proporcionaram meios de previsdo para a
concentracdo do monitoramento in situ dos analitos durante o processo de oxidagdo

fotocatalitica [**

2.3. Modelos multidimensionais (PARAFAC)

Os métodos multidimensionais de calibragdo multivariada, também conhecidos como
modelos de segunda ordem, empregam uma matriz de dados por amostra na constru¢do do
modelo de calibragdo. Esse tipo de dados pode ser gerado através de diversas técnicas como,
por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia gasosa com detec¢éo
por espectrometria de massas (HPLC-MS e GC-MS), fluorescéncia molecular de excitagio ¢
emissdo, andlise por injecdo em fluxo com gradiente de pH e detecgdo por arranjo de diodos,
dentre outras.

A maior vantagem da calibragdo de segunda ordem ¢ a de permitir a determinagdo da
espécie de interesse na presenca de interferentes, mesmo que estes interferentes ndo tenham
sido incluidos nas amostras de calibragdo, caracteristica que ¢ chamada de vantagem de
segunda ordem. Além disso, o perfil de cada composto linearmente independente presente na
amostra pode ser estimado com dados de segunda ordem. 1**

O PARAFAC (do inglés, Parallel Factor Analysis) ¢ um método de calibragdo
multivariada de segunda ordem que apresenta grandes vantagens na modelagem de dados
espectroscopicos, principalmente de fluorescéneia de excitagdo ¢ emissdo ¢ dados
cromatograficos. Isso ocorre, devido a estrutura desses dados que parecem se ajustar
perfeitamente ao modelo. Além da calibragdo, este método também pode ser empregado na

analise espectral de misturas em que os espectros reais das espécies puras podem ser



31

recuperados se os dados forem de fato trilineares, se o nimero de fatores for correto ¢ se a
razdo sinal/ruido for adequada.™”

Medidas de matriz Emissdo-Excitagdo podem fornecer um conjunto de dados de trés
dimensdes, em que cada amostra d4 origem a uma matriz de dados. Uma série desse tipo de
matrizes de dados pode tornar-se um cubo de dados algoritmo X. O PARAFAC %!
decompde o cubo de dados em matrizes de carga X em A, B ¢ C, ¢ gera um modelo trilinear

que minimiza a soma quadratica dos residuos:

M
-"‘{Iﬁ.‘ = Zﬂmf{lu{im -+ Hul‘:
i=1 Eq 09

Onde N ¢ o nimero total de constituintes quimicos que geram o sinal medido, ai,
representa a concentracdo relativa ou pontuacdo do componente n na amostra de ordem i, ¢
bjn € ¢ sdo as intensidades nos canais instrumentais (ou dimensdes de dados —
emissdo/excitagdo) J ¢ K , respectivamente. Os valores de Eji sdo os elementos da matriz
tridimensional E, que representam o erro residual, e tem as mesmas dimensdes do conjunto X.
O vetor ¢ uma coluna na matriz A, enquanto vetores de bn e cn séo obtidos pelas matrizes B ¢
C (geralmente bn e cn sdo normalizados para unidade de comprimento).

O principio acima pode ser formulado em uma forma menos matematica. Uma matriz

tridimensional ser trilinear desde que os seguintes requisitos sejam verificados P!:

(1) o sinal ¢ linearmente relacionado com a concentragdo do analito;
(2) o sinal para uma dada amostra ¢ bilinear; e,

(3) os perfis dos componentes sdo constantes em diferentes amostras.

O primeiro ponto significa que o sinal maximo, medido por um componente puro em
valores sclecionados dos sensores em cada uma das duas dimensoes de dados, ¢ dirctamente
proporcional & concentragdo do componente.

O segundo requisito implica que um tnico componente de matriz de dados pode ser
decomposto no produto de dois vetores, cada um contendo o componente de perfil numa das
duas dimensdes dados. Um exemplo conhecido de dados bilinear ¢ uma matriz de
fluorescéncia de emissdo de excitacdo, que se decompde para a excitacdo ¢ o espectro de
emissdo para um dado componente fluorescente. Em contraste, os dados de espectrometria

tandem massa (MS?) ndo sdo bilineares, porque cada fragmento de um Gnico composto tem
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um padrido especifica de MS na segunda dimensdo MS, o que torna impossivel para descrever
os dados MS? em termos de um perfil de MS em cada dimensdo ™.

Finalmente, o terceiro requisito implica que a forma dos perfis em todas as dimensdes
de um dado componente deve ser o mesmo, com variagdes de intensidade ser devida apenas a
diferentes concentragdes em diferentes amostras.

Quando a matriz tridimensional de dados de segunda ordem ¢ trilinear, modelos
trilineares tais como PARAFAC podem ser convenientemente aplicados, uma vez que a sua
estrutura interna ¢ o da Equacio (9). Geralmente, os perfis dos componentes sdo passiveis de
interpretacdo fisica, uma vez que correspondem ao espectro, cromatogramas ou evolucdes
cinéticas de componentes puros, dependendo do tipo de dados registrados de segunda ordem.

O PARAFAC ¢ um método estavel e robusto na decomposicdo espectral de dados
multidimensionais trilineares. Neste método os componentes nido sdo obrigatoriamente
ortogonais, de modo que a variancia somada para cada componente ndo ¢ igual a varincia
total do modelo.

A Figura 05 mostra a representagdo da decomposicdo efetuada pelo método

PARAFAC.
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Figura 05: Tlustracdo da decomposicéo efetuada pelo PARAFAC. Fonte: Varderrama,
200777,

Os dados decompostos em triades sdo relacionados atraveés de um tensor nicleo G que
apresenta em sua superdiagonal valores unitarios ¢ nas demais posi¢des zeros, de modo que o
posto ¢ o mesmo nos trés modos. Este tensor niicleo pode ser facilmente eliminado da
estrutura, o modelo ¢ constituido por uma matriz de scores A e duas matrizes de loadings B ¢

C. Isso torna o modelo menos flexivel, pois utiliza menos graus de liberdade, o que determina
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solugdo unica do sistema. Se por um lado esta caracteristica ¢ a grande vantagem na
modelagem de dados espectroscdpicos, por outro lado € necessario conhecimento a priori do
sistema para a escolha do nimero correto de fatores que deverdo ser utilizados para efetuar a
decomposicdo dos dados ).

Poucos trabalhos envolvem o uso de PARAFAC em analises ambientais, ¢ consistem,
basicamente, na determinag¢@o de matéria orginica dissolvida, utilizando caracterizagdo por

espectrofluorimetria P*3%,
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Capitulo I

Determinacado de Sulfametoxazol e 17-3
estradiol em amostras de aguas superficiais e
de abastecimento utilizando espectrometria de

fluorescéncia molecular e “Parallel factor

analysis” (PARAFAC).
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I.1. INTRODUCAO

L1.1 Determinagdo de poluentes organicos em matrizes ambientais utilizando
Sfluorescéncia molecular e “Parallel Factor Analysis” (PARAFAC)

A analise quimica de poluentes presentes em matrizes ambientais, geralmente envolve
amostras que estdo longe de ter uma composi¢do simples. Nestes casos, instrumentagdes
sofisticadas ¢ ferramentas matematicas sdo recomendadas na tentativa de solucionar
problemas onde a complexidade da matriz se torna o fator limitante do processo analitico '),

Na ultima década, a cromatografia em fase liquida (HPLC) e cromatografia em fase
gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (MS) ou em tandem MS (MS?) tornaram-se
técnicas de primeira escolha na analise de rotina de amostras complexas, pois o detector MS
oferece seletividade e sensibilidade adequadas para se obter métodos analiticos robustos, que
fornecem o peso molecular ¢ a estrutura de analitos, ajudando a identificar compostos. No
entanto, um aspecto critico na analise quantitativa com deteccdo por MS ¢ a ocorréncia de
efeitos de matriz (ou seja, supressdo ou, menos frequentemente, o aumento do sinal do
analito), que pode levar a uma diferenca significativa nas respostas de uma amostra quando
comparadas a uma solucdo dos padrdes puros, principalmente quando se trabalha com
ionizagdo por pressdo atmosférica (API) e ionizagdo por electrospray (ESI).[Z]

Os inconvenientes principais envolvidos no tratamento deste problema séo a natureza
¢ a quantidade destes compostos que podem ser bastante variaveis entre as amostras, de tal
modo que os efeitos de matriz também podem ser altamente varidveis e dificeis de serem
previstos ). Embora diferentes estratégias tenham sido propostas para reduzir ou para

45 1 ~ :
(31 diversas vezes esse problema ndo pode ser evitado,

compensar os efeitos de matriz
afetando a sensibilidade e a confiabilidade dos resultados !,

Em funcdo destes problemas, esforcos adicionais s@o necessarios para garantir
resultados mais confiaveis. No caso de técnicas de deteccdo menos sofisticadas, o esforgo
acaba sendo redobrado. Uma técnica que vem sendo amplamente utilizada ¢ obter dados de
segunda ordem (ou de ordem mais elevadas), tais como matrizes de emissdo e de excitagdo de
fluorescéncia, o pH ou a informacdo espectral cineticamente modulada ou dados de técnicas
combinadas, obrigatoriamente acoplados aos algoritmos de calibragio multivariada
envolvendo a vantagem de segunda ordem.

A vantagens de segunda ordem possibilita a quantificagdo precisa de multiplos

analitos utilizando amostras de calibragcdo contendo dois ou mais compostos quimicos sem a



39

necessidade do conhecimento dos componentes interferentes que possam estar presentes na
amostra a ser analisada [°!, Essas técnicas tem sido exploradas em diversos sistemas reais, ¢
portanto, complexos 7).
Entre as abordagens quimiométricas que envolvem a vantagem de segunda ordem ¢

possivel destacar:

e GRAM (rank de aniquilagdo generalizada) *';

e DTLD (decomposigio trilinear direta) ©;

e SWATLD (decomposi¢io trilinear autoponderada alternada) '%;

e APTLD (decomposicio trilinear de penalidade alternanda) !'";

e PARAFAC (anilise fatorial paralelo) ',

e MCR-ALS (Resolugdo curva multivariada alternando minimos quadrados) !"*);

e BLLs (minimos quadrados bilineares) '*;
15,16]

e U-PLS/RBL (minimos quadrados parciais desdobrados / bilinearizagio residual)[

e ANN/RBL (redes neurais artificiais, seguido por bilinearizagdo residual) ['",

Estas metodologias, sdo as mais utilizadas atualmente para resolver problemas
relacionados a alta complexidade de matriz, tendo em conta ndo s6 os algoritmos cldssicos ¢
bem estabelecidos (PARAFAC ¢ MCR-ALS), mas também os mais recentemente
desenvolvidos (BLLs ¢ U-PLS / RBL) ¢ o promissor ANN/RBL.

Em geral, a determinagdo de poluentes organicos em amostras complexas, tais como
aguas superficiais, requer a aplicacdo de diferentes metodologias de modo a obter seletividade
frente aos inumeros poluentes que podem estar presentes, bem como para lidar com efeitos de
matriz anteriormente citados. Nestes casos, métodos univariados, tais como, a construcdo de
uma curva de calibragdo a partir das amostras de analito puro ndo ira fornecer uma
determinagio adequada™®.

Como descrito anteriormente, uma técnica analitica que gera dados de segunda ordem
¢ a fluorimetria no modo emissdo-excitacido. No entanto, um problema inerente da técnica € a
absorcdo de radiacdo de excitacdo e/ou emissdo por espécies dissolvidas fluorescentes (ou
ndo) ou pelo préprio fluoréforo!'”. Isto ¢ denominado o efeito de autossupressdo e conduz a
uma variacdo ndo s6 na intensidade, mas também na forma do espectro. Ambos os
inconvenientes podem ser corrigidos pelo método de adi¢do padrio, que compensa os efeitos
da matriz resultantes da composi¢cdo da amostra. No entanto, o grande inconveniente ligado a

este método de calibracdo ¢ o elevado numero de experimentos necessarios, bem como a
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necessidade da constru¢do de novas curvas analiticas sempre quando sido analisadas novas
amostras. Além disso, a fim de obter figuras de mérito aceitaveis, ¢ altamente recomendavel
que, pelo menos, quatro concentragdes diferentes de padrido puro sejam adicionadas a amostra

[1820] " Mesmo com tantos inconvenientes, vérias aplicagdes interessantes tém sido

desenvolvidas neste contexto 14,

1.1.2 Fundamentos da fluorescéncia no modo matriz emissdo-excitagdo (EEM)

A espectroscopia de fluorescéncia molecular em modo de matriz Emissdo-Excitagio
(EEM) ¢ uma técnica analitica relativamente rapida, de baixo custo, de seletividade moderada
¢ eclevada sensibilidade, tem sido aplicada para a detec¢io de uma grande variedade de

261 Em espectroscopia EEM, o espectro de fluorescéncia total & obtido variando

analitos
sistematicamente os comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissdo ¢ recolhendo a matriz de
dados resultante. Devido ao modo adicional, a capacidade de resolugdo de espectros de
fluorescéncia sobrepostos ¢ favorecida, e isto ¢ amplamente utilizado para a andlise de
compostos quimicos, em concentragdes na ordem de pg L™ 7. Além disso, a possibilidade
de obtencdo de uma matriz de dados para cada amostra gera dados de segunda ordem.

Varios métodos de andlise de dados sdo capazes de trabalhar com dados de segunda
ordem, permitindo determinar os analitos na presenca de diversos interferentes, mesmo que a
composicdo da matriz seja desconhecida ¢ estes interferentes estejam ausentes nas amostras
de calibracdo. Esta propriedade ¢ conhecida como a "vantagem de segunda ordem" ¥, A
estrutura, geralmente, trilinear dos dados em EEM torna essa técnica bem compativel com o
modelo PARAFAC.

Um aspecto importante na andlise de dados EEM ¢ a presenga dos espalhamentos

Rayleigh ¢ Raman'®”,

Esses espalhamentos ndo seguem uma estrutura trilinear e,
consequentemente, ndo podem ser descritos por PARAFAC. Assim, estes efeitos de
espalhamento, que nio possuem informagio analitica relevante sobre os analitos presentes na
solucdo, podem perturbar a modelagem matematica dos compostos quimicos. Assim, ¢
aconselhavel remover ou reduzir os sinais provenientes destes espalhamentos, tanto quanto
possivel em etapas que precedem a modelagem.

Existem varias maneiras de remover os espalhamentos Rayleigh ou Raman dos
espectros, sendo os mais utilizados: a ponderacio da regido de dispersio (MILES) %,

modelagem especifica de dispersio B! [32]

]

, a subtracdo de um padrio
[34]

, a aplicacdo de

restrigdes na decomposicio (331 inserindo valores faltantes ®¥, ou inserir zeros fora da 4rea
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dos picos. Entre estes, o mais vulgarmente utilizado consiste em subtrair o espectro na regido

dos espalhamentos evitando a0 méximo o corte no sinal dos analitos 7.

1.2. OBJETIVO GERAL

Estudar a potencialidade do PARAFAC, em relacdo a determinacio de poluentes
organicos de relevincia via espectrofluorimetria em matrizes ambientais extremamente

complexas.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar e otimizar procedimentos analiticos para a extragdo ¢ pré-concentragdo das
espécies de interesse a partir das matrizes em estudo, principalmente utilizando-se processos
de extragdo em fase sélida.

Desenvolver ¢ validar modelos de calibragdo multivariada utilizando-se técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia molecular, associadas a rotina de PARAFAC.

Validar os modelos de melhor desempenho na analise de amostras reais, utilizando-se

técnicas cromatograficas como controle.

1.4. MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Reagentes e insumos

O Padréo de sulfametoxazol (4-amino-N(5-metil-3-isoxazolil)benzenossulfo- namida)
foi fornecido pelo laboratério farmacéutico Far-Manguinhos, da Fundagdo Oswaldo Cruz,
com grau de pureza superior a 99,0%. O estrogénio 17-p-estradiol (E2: estra-1,3,5(10)-trieno-
3,17p-diol) foi adquirido de Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), com grau de pureza
superior a 99,0%.

Solugdes estoque de 100 mg L' de cada um dos compostos de interesse foram

preparadas em acetonitrila, sendo mantidas sob refrigeracdo e preparadas mensalmente.
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Os solventes utilizados foram acetonitrila de grau cromatografico de pureza (99,99 %,
JTBacker) e dgua ultra-pura obtida em purificador Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Outros reagentes (acidos, bases e solventes), foram de grau analitico PA.

Todos os espectros de fluorescéncia molecular foram obtidos em um espectrémetro de
luminescéncia Hitachi F4500. O controle analitico foi realizado utilizando-se um
cromatografo em fase liquida LC (Agilent 1260) equipado com detector UV (DAD) e detector
de fluorescéncia. Em todas as analises foi utilizada uma coluna de silica C18 (microsorb-

MV100-5, 250 x 4,6 mm; 5 pum) ¢ pré coluna C8 da mesma marca.

1.4.2. Desenvolvimento do modelo PARAFAC

Os espectros de fluorescéncia no modo matriz emissdo-excitagio (EEF) foram
registrados utilizando uma cubeta multifacetada de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.
As medidas foram realizadas na menor velocidade de aquisi¢do (modo “slow”), utilizando-se
fendas de 5 nm na excitagdo e emissdo. As superficies de EEF foram adquiridas entre os
comprimentos de onda de 250-400 nm (excita¢do) ¢ 250-400 nm (emissdo) com passo de 2
nm. Para evitar a interferéncia de regides do espalhamento Rayleigh ¢ Raman durante a
construcdo dos modelos PARAFAC, estas regides foram previamente eliminadas.

Testes preliminares foram realizados para avaliar o efeito do solvente (metanol,
acetonitrila, dimetilsulféxido, etanol, acetona e dgua) e do pH (2 a 12) na intensidade do sinal
de fluorescéncia das espécies de interesse. Estudos também foram realizados em meio
micelar, utilizando-se reagentes oxidantes (ex. peréxido de hidrogénio ¢ acido perclérico) e
surfactantes (Tweem 20, triton X-100 ¢ CTAB). Entretanto, nenhuma dessas alternativas
obteve resultados melhores que os observados utilizando-se o solvente acetonitrila, que foi
selecionado como meio solvente.

Para o desenvolvimento de modelos univariados convencionais foram elaboradas
curvas analiticas individuais (n=18), na faixa de concentragdo compreendida entre 0,005 ¢
1,00 mg L' (comprimento de onda de excitacio de 280 e 272 nm para E2 ¢ SMz,
respectivamente ¢ comprimento de onda de emissdo em 350 nm para ambos).

Os modelos multivariados fundamentados no uso de PARAFAC foram desenvolvidos
a partir de 7 padrdes (P1 a P7) contendo a mistura de E2 ¢ SMz nas concentragdes indicadas
na Tabela 1.1. Quatro amostras adicionais (V1 a V4) foram preparadas do mesmo modo,

sendo reservadas como conjunto de validac¢éo.
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Tabela 1.1.: Planejamento e niveis de concentracdo utilizados para construcdo das curvas de

calibragdo e misturas de validacio.

Solugdo Espécies de interesse (mg L)

SMz E2
P1 0,000 0,070
P2 0,020 0,060
P3 0,030 0,050
P4 0,040 0,040
P5 0,050 0,030
P6 0,060 0,020
P7 0,070 0,000
V1 0,068 0,058
V2 0,054 0,067
V3 0,035 0,036
V4 0,040 0,020

P: solugdes padrdes para a calibragdo, V: mistura para a validacdo;

1.4.3. Controle analitico

As condi¢des cromatograficas de trabalho foram definidas em fun¢@o de métodos
estabelecidos previamente por membros do grupo P%, utilizando uma coluna C18 ¢ sistemas
de eluigdo isocratica. Apds a realizacdo de diversos ensaios, as varidveis cromatograficas
foram definidas como: eclui¢do isocratica da mistura adgua (77%), trictanolamina (0,8%) e

acetonitrila (22,2%), ajustando-se o pH = 4,0 com 4cido fosférico.

1.4.4. Extragdo e pré-concentracdo dos analitos

Inicialmente, um planejamento fatorial completo (2° com triplicata do ponto central)
foi utilizado para avaliar as melhores condi¢des de extracdo e pré-concentracdo dos analitos
em cartuchos Strata X (300 mg, 3 mL). Foram estudados o efeito do solvente no processo de
condicionamento dos cartuchos ((-1): MetOH + solugdo de acido férmico 0,1 mol L' (+1):
ACN), do solvente da fase de eluicdo ((-1): MetOH + solugdo de 4cido férmico 0,1 mol L™
(+1): ACN) e do volume de amostra ((-1): 100 a (+1) 300 mL), conforme ensaios mostrados
na Tabela 1.2.

A partir da defini¢do das condigdes otimizadas no estudo anterior, todas as amostras

passaram pelo procedimento de SPE, cujos detalhes estio evidenciados na Figura 1.01.



44

Tabela 1.2.: Plancjamento fatorial 2° utilizado para a otimiza¢io das condi¢des de extragdo e

pré-concentracdo para SMz ¢ E2 em cartucho Strata X.

. Condicionamento do Solvente da fase de Volume da
Ensaio .
cartucho SPE eluicdo amostra
01 -1 -1 -1
02 +1 -1 -1
03 -1 +1 -1
04 +1 +1 -1
05 -1 -1 +1
06 +1 -1 +1
07 -1 +1 +1
08 +1 +1 +1
10,11, 12 0 0 0
Condicionamento: Amostras Reais
5mLMeOH + 5SmL de ACN +5 100 mL Agua -Fortificagdo : 400,500 e
ml solucdo de HCI (pH=3,0) 600 ng L1 para E2 e SMz
| |
Secagem Eluicao
(Fluxo N,) > leACN

Andlise
Espectrofluorimétrica

Cartuchos de SPE
StrataX® (300 mg, 3 mL)

=

S Reconstituicdo
: F'TS:?Z"") ACN (2 mL)
2 Fator de concentracao: 100 vezes

Figura 1.01.: Representacdo das etapas de extragdo e pré concentracdo das amostras apds a

Anadlise
Cromatografica

otimizagdo.
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1.4.5. Andlise de amostras reais

Neste trabalho foram testadas amostras de aguas superficiais do rio Barigui (1 coleta
realizada em maio de 2012), amostras de dgua de abastecimentos (coletadas na regido dos
bairros CIC e Jardim das Américas) ¢ amostras de dgua superficiais em um ponto na nascente
¢ apos o aporte de esgoto do rio Belém, todos na regido de Curitiba.

Em todas as coletas, um volume de 4 L foi recolhido em frasco escuro, adicionou-se 2
mL de metanol ¢ acertou-se o pH =3,0, sendo o frasco dmbar estocado a 4°C a fim de
preservar a amostra ¢ evitar a proliferacdo bacteriana.

Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana de fibra de vidro com
tamanho de poro de 0.60 um (Carvalhaes, GF-3, Germany) ¢ s6 entdo foram submetidas ao

procedimento de extracdo em fase solida.

1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados para definir os compostos a serem modelados
via PARAFAC. Em fun¢do da disponibilidade de padrdes, foram testados quatro estrogénios
(E1, E2, EE2 ¢ E3) solubilizados em acetonitrila. Os perfis da matriz EEF (Figura 1.02) se
mostram bastante similares, com exce¢do do correspondente & estrona (Figura 1.02(A)) que
apresentou intensidade de fluorescéncia cerca de 1000 vezes menor que os demais

estrogénios.
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Figura 1.02. Superficies de matriz Excitacdo-Emissdo dos padrdes puros na concentragdo de

5 mg L para: (A) estrona; (B) 17-B-estradiol; (C) 17-a-etinilestradiol; (D) estriol.

A fluorescéncia natural dos hormoénios E2, EE2 ¢ E3, apresenta um maximo
exatamente nos mesmos comprimentos de onda (AEm = 306 nm; AExc = 282nm), assim como
intensidades igualmente semelhantes. Este fato dificulta a construg¢do de modelos
multivariados de segunda ordem, pois a matriz EEF resultante da mistura de E2, EE2 ¢ E3
apresentara sinais para os 3 analitos exatamente nos mesmos comprimentos de onda de
emissdo e excitacdo, tornando impossivel a recuperacdo dos espectros das espécies puras.
Segundo Sena (2004)P”), estas caracteristicas inviabilizam a construgdo de modelos robustos e
dificultam a interpretacdo do modelo.

Por esta razdo tornou-se necessaria a selecdo de apenas um dos horménios (17-B-
estradiol) para dar continuidade ao trabalho. Esta selecdo foi baseada em razdo da sua

[38-40

frequente presenca em matrizes ambientais ], da sua estreita relacdo com a contaminacio

pelo aporte de esgoto doméstico ¢ da sua notdéria relevdncia em relagdo a atividade
- : 41
estrogénica observada no ambiente [,
Viérios outros compostos foram avaliados para fazer parte da mistura submetida a

analise multivariada. Em fun¢fo da sua elevada intensidade de fluorescéncia, em regides
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diferentes das apresentadas por E2, foi selecionado sulfametoxazol (SMz) que mostra o perfil

fluorimétrico apresentado na Figura 1.3.
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Figura 1.03. Superficies de Excitacdo-Emissdo do padrido puro de SMz na concentragdo de 50

ug L.

Em funcdo da sua composicdo quimica, as matrizes ambientais costumam ser bastante
complexas. Isto ¢ particularmente importante nas amostras de aguas superficiais que se
caracterizam por apresentar, além de residuos metabdlicos naturais (ex. hormonios), elevadas
concentragdes de produtos de higiene e limpeza, fA&rmacos ¢ hormonios sintéticos, muitos dos
quais fluorescem intensamente.

O perfil fluorimétrico da amostra de dgua superficial do rio Barigui apds a acidificagéo
(pH=3) e filtracdo ¢ apresentado na Figura 1.04. O intenso sinal observado em uma ampla
faixa de comprimento de ondas de emisséo e excitagdo inviabiliza determinagdes simultaneas
de E2 e SMz por métodos univariados de calibragdo, em fun¢io da intensa sobreposi¢do de

sinais.
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Figura 1.04. Projecdo de curvas de nivel para uma amostra de agua superficial da bacia do rio

Barigui ap6s acidificacéo e filtragdo.

1.5.2 Desenvolvimento do método cromatografico e extracdo em fase solida

O método cromatografico foi desenvolvido baseado em trabalhos anteriores do nosso
grupo. As condi¢des adotadas propiciaram uma boa resolucdo entre os picos da mistura de
SMz ¢ E2, permitindo a sua identificagdo em tempos de corrida inferiores a 35 minutos,
mostrando boa seletividade do método. Curvas analiticas apresentadas na Figura 1.05 foram

construidas na faixa de concentragdo de 0,002 a 1,000 mg L* para ambos os analitos.



49

30 m 2

® SMz @
— R=0,99
—— R=0,99

25

20

Area de Pico (Mu.A)
=)
1

G
i
///I
5 T
& P
-

04 -

T X T ¥ T LS T ¥ T ¥ T

0 200 400 600 800 1000

Goncentraggo / pmol L

Figura 1.05.: Curvas analiticas construidas para a quantificacdo de SMz e E2 via HPLC-FLU.

Cabe ressaltar que, boas intensidades de fluorescéncia sdo obtidos em meio de ACN,
porém a fase moével utilizada no método cromatografico ¢ composta por (77%),
trictanolamina (0,8%) e acetonitrila (22,2%), ajustando-se o pH = 4,0 com acido fosférico,

nestas condi¢des o sinal dos analitos ¢ consideravelmente menor, conforme pode ser

observado na Figura 1.06 (A) e (B).
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Figura 1.06.: Espectros de matriz de Emissdo-Excitagdo para Sulfametoxazol e 1753-
estradiol na concentragio de 50 mg L' em meio (A) Acetonitrila; (B)

Agua/Acetonitrila/trietanolamina — pH=4,0.
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O método cromatografico apresentou limites de quantificagdo de 0,040 mg L™ ¢ 0,030
mg L' para SMz e E2, respectivamente, o que obrigou realizar ensaios de recuperagio de
modo que os niveis de concentracdo dos analitos estivessem dentro da faixa linear
cromatografica, logo, foi necessario fazer dilui¢des apropriadas para que a concentragdo dos
analitos nestes ensaios estivessem dentro da faixa de concentragdo onde foi desenvolvido o
modelo PARAFAC.

A otimizagdo da extracdo em fase sélida foi realizada através de um planejamento
fatorial 2° completo, sendo que os resultados representados na Figura 1.07, evidenciam
pequenas melhoras no rendimento de extracdo com o uso de ACN durante o condicionamento
¢ na eluigdo de ambos os analitos.

Possiveis fatores que favorecem a acetonitrila podem estar relacionados com a sua

maior polaridade (3,92D ) e maior constante dielétrica (37,5).

SMz E2

88 % 89 % 71% 84 %
/ / e

3001 @——y 193% 3001 @—4@

86 % 92 % 6% [85% ]
B Vo B
1009 |85% 93 % Eluigdo 1004 [85% 90 % Eluigdo

T T A T T A
a4 Condicionamento a Condicionamento g

Volume mL
Volume mL

Figura 1.07: Representagdo geomdétrica do plancjamento fatorial para a otimizagdo das

condi¢cdes de extracdo em fase solida para SMz e E2 utilizando cartuchos Stracta X (300 mg).

1.5.3. Modelo multivariado (PARAFAC)

Para a constru¢do dos modelos tridimensionais foi selecionada a regido compreendida
entre 306-380 nm (emissdo) e 250-286 nm (excita¢do), excluindo-se a regifo de
espalhamentos Rayleigh ¢ Raman. Nas Figuras 1.08 A ¢ B sdo apresentadas as superficies
obtidas para a matriz espectral de dgua superficial do rio Barigui apds a etapa de pré

concentragdo, cujas amostras foram dopadas com a maior concentracdo de cada um dos
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analitos, nas quais ¢ possivel observar o sinal espectral caracteristico, parcialmente

sobreposto.
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Figura 1.08.: Superficie de fluorescéncia de dguas superficiais do Rio Barigui apds pré-

concentragio ¢ dopagem com (A) E2 na concentragio de 600 ng LY (B) SMz na

concentragio de 600 ng L.
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Os dados foram agrupados em um arranjo tridimensional (7 amostras x 38
comprimentos de onda de excitacido x 19 comprimentos de onda de emissdo). Varios modelos
foram desenvolvidos (empregando-se diferentes tipos de transformacéo de dados), entretanto,
os melhores modelos foram elaborados sem nenhum tipo de pré-tratamento.

Os modelos néo restritos foram desenvolvidos utilizando-se de um até cinco fatores
para a decomposicdo. O melhor niimero de componentes foi selecionado com base na
porcentagem do ajuste (%Fit), parAmetro que representa a capacidade do modelo para
reproduzir os dados experimentais. Em todos estes es modelos construidos foram obtidas
concentragdes negativas na etapa de previsdo, o que obrigou a constru¢do de modelos com
restricdo de ndo-negatividade. Assim, o melhor modelo PARAFAC foi construido sob
restricio de ndo negatividade nas trés dimensdes dos dados, pois ndo se esperam valores
negativos de concentragdo ou fluorescéncia. Além disso, foi utilizada inicia¢do por valores
aleatorios ortogonais e critério de convergéncia igual a 1 x 10 (parmetros indicados pelo
préprio programa).

A etapa mais critica da modelagem por PARAFAC esta na escolha do numero de
fatores (Sena, 2004)""). Neste caso, um modelo com quatro fatores produziu resultados que
foram coerentemente interpretados, permitindo a representacdo de 99,1% da varidncia original
dos dados ¢ um valor de CONCORDIA (CORe CONCcistency DIAgnostic) de 86,4%, o que
garante a sua consisténcia trilinear (Figura 1.09). E importante ressaltar que um valor de
CONCORDIA préximo a 100% indica estrutura trilinear dos dados, enquanto que valores

abaixo de 50% indicam deficiéncia neste pardmetro.

Concordiade 86,44 (linha amarela)

Tamanho zertral

(=]
T
1

0 1 L I I I
0.4~ - - nz
0 g 10 12 20 25 30

Elemantos Lndamentas

Figura 1.09.: Grafico do pardmetro Concordia para o modelo PARAFAC construido com 4

fatores.
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Modelos com 5 ¢ 6 fatores nfo apresentaram melhor capacidade de previsdo e,
portanto, se mostraram inadequados.

A Figura 1.10 mostra os principais resultados do modelo PARAFAC desenvolvido
com quatro fatores. Os pesos obtidos para o fator 1 ¢ 3 da segunda dimensdo (espectros de
excitacdo) e da terceira dimensdo dos dados (espectros de emisséo) sdo bastante semelhantes
aos espectros dos analitos puros, o que sugere uma modelagem fundamentada em regides

espectrais consistentes.
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Figura 1.10. Espectro de fluorescéncia deconvoluidos, obtidos através dos pesos do modelo

PARAFAC para (A) excitagdo; (B) emissdo;(C) Concentragédo

O resultado da determinacéo nas 11 amostras utilizadas no estudo (7 amostras de

calibragdo e 4 amostras de validagio) e o erro relativo médio ¢ apresentado na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Concentra¢des obtidas em mg L™ pelo modelo PARAFAC desenvolvido com 4

fatores.

Concentragdo Real Concentragdo Prevista Erro relativo

Amostra (mg L™) (mg L™ (%)
SMz E2 SMz E2 SMz E2

P1 0,000 0,070 0,006 0,014 0,00 -79,75
P2 0,020 0,060 0,019 0,041 -2,25  -31,66
P3 0,030 0,050 0,024 0,033 -19,25  -32,90
P4 0,040 0,040 0,031 0,026 -21,98  -35,69
P5 0,050 0,030 0,050 0,030 0,00 0,00
P6 0,060 0,020 0,052 0,007 -13,12  -63,77
P7 0,070 0,000 0,052 0,007 -25,53 0,00
Vi 0,068 0,058 0,038 0,056 -43,73  -2,61
V2 0,054 0,067 0,049 0,067 -9,34 0,00
V3 0,035 0,036 0,019 0,041 -44,14 13,89
V4 0,040 0,020 0,018 0,023 -54,04 13,31
Erro Relativo Médio 21,24 24,87

Os mesmos resultados apresentados na tabela estdo representados na Figura 1.11, na

forma de graficos de valores reais vs valores previstos pelo modelo de regressdo. E possivel

observar um menor coeficiente de correlacdo para a determinacdo de E2 decorrente de

maiores discordancias entre o valor real ¢ o previsto na analise deste poluente.
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Figura L.11. Valores reais versus previstos pelo modelo PARAFAC para (A) SMz ¢ (B) E2.
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Em funcfo destes resultados ¢ possivel admitir que, apesar das boas caracteristicas do
modelo em termos de varidncia explicada e de valores de CONCORDIA, a capacidade
preditiva do modelo PARAFAC deixa a desejar. Os altos valores de erro de previsdo para

algumas das amostras, provavelmente esta relacionada a baixa concentragéo dos analitos.

1.5.4 Aplicacdo do modelo PARAFAC em amostras reais

O método descrito foi, inicialmente, aplicado para a determinacdo de SMz ¢ E2 em
amostras de dguas superficiais do rio Barigui. A andlise inicial de fluorescéncia molecular das
amostras submetidas as ectapas de pré-concentracdo evidenciou a presenga de intimeros
compostos com sinal fluorescente na mesma regido dos analitos conforme foi mostrado
anteriormente na Figura 1.6.

Foram realizadas dopagens em trés niveis de concentracdo, porém a previsdo dessas
concentragdes via modelo PARAFAC, ndo apresentou valores satisfatérios. Todos os erros
relativos obtidos foram superiores a 100%. Buscou-se ainda construir um novo modelo
PARAFAC utilizando o método de adi¢do de padrido, mas em virtude da baixa capacidade de
previsdo (erros relativos superiores a 70%), concluiu-se que esta amostra apresenta
interferentes, que impossibilitaram a obtencdo dos espectros puros dos analitos pelo modelo
PARAFAC.

Buscando determinar a capacidade de previsdo do modelo PARAFAC para as espécies
de interesse, ¢ tentando minimizar os efeitos de matriz, avaliou-se sua aplicabilidade em
amostras de dguas de abastecimento que foram coletadas em dois bairros distintos da regido
de Curitiba. Esta iniciativa possibilitou a obten¢do de amostras oriundas dos dois rios que
abastecem a regido. Ambas as amostras também foram fortificadas com SMz ¢ E2 em trés
niveis de concentracdo e foram analisadas em triplicata. Os resultados foram sumarizados na

Tabela 1.4.
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Tabela 1.4. Resultados previstos pelo modelo construido para determinagdo de E2 ¢ SMz em
amostras de Aaguas de abastecimento, comparados com valores obtidos por analise

cromatografica das mesmas amostras.

Cromatografia ~ Modelo PARAFAC Erro relativo  Erro relativo
-1
Dopagem (ngL™) | gv;  E2 SMz E2 SMz E2
(mgL") (mgL") (gL (mgL?) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0
400 - 301 423 457 100 51,8
Amostra A
500 | 498 575 512 515 2.8 -10,4
600 | 603 621 599 606 -0,7 2,4
0 0 0 0 0 0 0
400 - . 415 453 100 100
Amostra B
500 | 519 532 508 506 -2,1 -4,9
600 | 600 589 613 614 2,2 4,2

Estes resultados demonstraram excelente concorddncia entre os valores de
concentragdo obtidos pelo modelo PARAFAC construido com as concentragdes determinadas
via cromatografia em fase liquida. Além disso, ¢ possivel observar uma diminui¢do no erro
relativo da determinagfo com o aumento da concentracio das espécies de interesse em ambas
as amostras. Este tipo de métodos ja foi aplicado com sucesso no monitoramento on-line ¢ em
tempo real em diversos tipos de tratamento de agual ™!,

Além disso, o modelo PARAFAC também foi avaliado aplicando-se o mesmo
procedimento em amostras do rio Belém, porém nesse caso, a coleta foi realizada em dois
pontos. No primeiro, a coleta foi realizada em uma das nascentes, buscando evitar
contaminac¢do antropogénica. No segundo, a coleta foi realizada apdés um provavel aporte de

esgoto hospitalar, o que poderia ser uma fonte de contamina¢fo pelos analitos estudados. Os

resultados foram sumarizados na Tabela 1.5.
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Tabela 1.5. Resultados previstos pelo modelo construido para determinagdo de E2 ¢ SMz em
amostras de dguas superficiais oriundas da bacia do rio Belém, comparados com valores

obtidos por andlise cromatografica das mesmas amostras.

Cromatografia ~ Modelo PARAFAC Erro relativo  Erro relativo
-1
Dopagem (ngL™) | v,  E2 SMz E2 SMz E2
(mgL") (gL' (gLl (mgLh) (%) (%)
0 0 0 59 84 100 100
400 | 498 624 543 517 9,0 -17.,1
Nascente
500 | 564 587 560 549 -0,7 -6,5
600 | 623 654 648 639 4,0 -2,3
0 0 0 112 19 100 100
400 | 437 565 496 498 13,5 -11,8
Ponto 1*
500 569 563 582 591 2,3 &
600 | 623 618 673 651 8,0 53

*Ponto 1: Aguas superficiais coletadas apds o aporte de esgoto hospitalar

Apesar da alta interferéncia da composi¢do da matriz, o modelo apresentou boa
capacidade preditiva, quando comparado ao método de cromatografia em fase liquida, com
erros relativos inferiores a 17%. Neste caso, ¢ menos ¢vidente, mas ha uma tendéncia de

diminui¢do dos erros com o aumento da concentracdo dos analitos.

1.6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam claramente que a utilizacdo de espectroscopia de
fluorescéncia molecular (EEM) acoplada a técnica de calibragdo multivariada de segunda
ordem (PARAFAC), permite determinar diferentes analitos como o antibidtico
sulfametoxazol ¢ o hormoénio 17B-estradiol em matrizes ambientais desde que a matriz
ambiental apresente baixos valores de fluorescéncia nas regides de sinal dos analitos.

Os resultados também sugerem que, a analise de SMz ¢ E2 em amostras de dgua de
abastecimento, podem ser realizadas com sucesso utilizando o método desenvolvido com

erros relativos inferiores a 5%.
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O trabalho proposto apresenta importancia analitica, ndo apenas por representar uma
metodologia alternativa aos métodos cromatograficos, mas também por possibilitar o
desenvolvimento de um método que quantifique compostos de caracteristicas quimicas

completamente diferentes, superando problemas de interferéncia da matriz.
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CAPITULO 11

QUANTIFICACAO DA CONTAMINACAO
POR GASOLINA EM AMOSTRAS DE
SOLO E MONITORAMENTO DAS
PROPRIEDADES DO SOLO APOS
TRATAMENTO FENTON UTILIZANDO
ESPECTROSCOPIA NO
INFRAVERMELHO (DRIFT), REGRESSAO
POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS
(PLSR) E ANALISE DE COMPONENTES
PRINCIPAIS (PCA).
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I1.1 INTRODUCAO

11.1.1. A Espectroscopia por refletancia difusa no infravermelho médio com
transformada de Fourier (DRIFT) para andlise de solos.

A téenica de espectroscopia por refletincia difusa no infravermelho médio com

transformada de Fourier (DRIFT) tem sido aplicada com sucesso para a discriminagdo de

1] para a caracterizagdo das propriedades do solo ™ identificando

[6,7]

tipos de solo,

propriedades importantes na agricultura , rastreando fontes de sedimentos durante

¥] ¢ para monitoramento do carbono orgénico do solo ),

inundacdes
Apesar da boa capacidade do DRIFT de fornecer analises rapidas e ndo-destrutivas
em solo, existem poucos exemplos da aplicagdo desta técnicas para andlise da composicdo dos

(41010~ A t&cnica DRIFT tem sido utilizada extensivamente em estudos sobre

mesmos
compostos organicos no solo, visto que, uma simples leitura no MIR ¢ capaz de mostrar uma
grande variedade de bandas caracteristicas correspondentes a diversas estruturas / grupos

L2 Além disso, a analise de DRIFTS de solo também pode ser utilizada para

funcionais
. T, T Tt 4 y . ~
avaliar sua composi¢do em termos da matéria organica (MO) [ ], com uma minima preparago

de amostras necessitando apenas da remocdo de humidade ¢ homogeneizacdo da amostra
[12,13]

A maneira mais direta para estudar os estados vibracionais de uma molécula ¢ a
espectroscopia no infravermelho médio (MIR). O MIR pode identificar o tipo de movimentos
moleculares ou grupos funcionais presentes na amostra, uma vez que cada frequéncia
corresponde a uma dada quantidade de energia ¢ um movimento molecular especifica (por
exemplo, o estiramento, deformacdo, etc.), o que permite a caracterizagdo de sistemas
complexos como os componentes do solo. O espectro obtido pode ser considerado como uma
impressdo digital de um composto especifico. A intensidade de cada banda ¢ relacionada com
o momento de dipolo elétrico da ligacdo durante a vibra¢io, de modo que alteragdes com
maiores momento de dipolo (por exemplo, OH, NH, C = O, CO) geram bandas de maior
intensidade. Adicionalmente, a intensidade de uma banda ¢ afetada pela concentracido do
grupo funcional ou sua abundancia numa mistura de compostos. Desta forma, MIR pode ser
usado como uma técnica quantitativa !,

O principio da técnica DRIFT baseia-se na dispersdo da luz incidente em todas as

dire¢des quando ¢ absorvida pelo p6é e/ou uma superficie dspera. Uma parte da radiagio
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incidente ¢ refletida na superficie dos sélidos para produzir a Reflectincia Fresnel
(espelhado), enquanto a outra parte passa pela amostra, interage com ela ¢ ¢ refletida em
muitas diregdes. Esta absor¢cdo e dispersdo da luz em muitas dire¢cdes ¢ conhecida como
reflectancia difusa ',

As técnicas quimiométricas, tais como, Regressdo por Minimos Quadrados Parciais
(PLSR), Analise de Componentes Principais (PCA) ¢ Redes Neurais Artificiais (ANN), foram
aplicadas a uma grande quantidade trabalhos reportados na literatura para estimar as
propriedades do solo. Essas ferramentas, sio os procedimentos quimiométricos mais
populares para a determinacfio quantitativa de varios componentes do solo!*'™

Tanto a PCA quanto o PLSR fundamentam-se na conversdo de um conjunto de
variaveis altamente correlacionadas (variaveis independentes) usando transformacgdes
lineares; com o objetivo de reduzir a dimensionalidade dos dados. No caso particular do
PLSR, combina-se essa caracteristica de redu¢do do espaco dimensional dos dados com os

fundamentos da regressdo multipla.

11.1.2 Contaminagdo de solo por gasolina

A contaminagdo de solos ¢ dguas subterraneas pela presenca de diesel ou gasolina
pode resultar em sérios problemas ambientais ¢ de saude. A identificacdo da fonte de
contaminagdo, ¢, a gestdo e tratamento desse tipo de poluentes sdo ainda um grande
desafiol'”).

A contaminacdo por gasolina geralmente ¢ devida a derrames acidentais e,
principalmente, por vazamentos de antigos tanques de armazenamento comuns a todos os
postos de gasolina. Os compostos oriundos deste tipo de poluicio sdo geralmente encontrados
adsorvidos no solo (quimicamente ou fisicamente), ou ainda sdo lixiviados para aguas
subterraneas!””’,

A técnica amplamente utilizada para a degradacdo destes poluentes in situ ¢ a
oxidacdo, que esta baseada na injecdo de um oxidante forte diretamente no solo?!. Dentre as
técnicas mais difundidas ¢ possivel citar a rea¢do fenton.

A reagdo de fenton consiste na combinac¢io de peroxido de hidrogénio ¢ um
catalisador soluvel (Fe (II) ou Fe (IIl)), gerando um oxidante forte, tal como o radical
hidroxila (E® =2,73 V), que possui a capacidade de oxidar uma grande variedade de
compostos organicos. Apesar disso, a aplicacdo da reacdo de Fenton em possui algumas

5 s - . e . . s D] e s s
limitacdes: (i), os radicais hidroxila possuem curta duracdo; " (i) poderia haver excessivo
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consumo do oxidante devido a reacdes ndo-produtivas entre o perdxido de hidrogénio e

2, 23

compostos do solo ¥ * ¢, (iii) & necessaria a adi¢io de compostos quelantes para evitar a

perda de catalisador, devido a precipitagdo de ferro na forma de Fe(OH); em valores de pH
préximos ao neutro, condigdo geralmente encontrada na maioria solos™®* #*),

Além das inumeras dificuldades em realizar a degradacdo deste tipo de
contaminante, ¢ importante destacar a necessidade do monitoramento em todas as etapas do
processo, que, atualmente, € realizado por técnicas cromatograficas. O objetivo deste trabalho
¢ a avaliacdo da aplicabilidade do uso de espectroscopia por refletincia difusa no
infravermelho médio com transformada de Fourier (DRIFT) acoplada a ferramentas de

calibragdo multivariada, pois, além das vantagens relacionadas ao baixo custo e rapidez de

analise, essa técnica necessita de poucas etapas no preparo de amostra.

11.2 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho estéd representado pelo estudo da potencialidade do
uso da espectroscopia por refletdncia difusa no infravermelho médio com transformada de
Fourier (DRIFT) acoplada a métodos quimiométricos como ferramenta para o controle

analitico durante a remediagfo de solos paranaenses contaminados por gasolina.

11.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um protocolo de andlise utilizando espectroscopia por refletancia difusa
no infravermelho médio com transformada de Fourier (DRIFT) acoplada a Andlise de
Componentes Principais (PCA) e/ou Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLSR) de
modo a identificar e/ou quantificar subprodutos de degradacdo de gasolina nos sistemas de
tratamento propostos.

Estudar a degradacio de gasolina, utilizando processos Fenton em escala de bancada.

Avaliar a eficiéncia dos processos Fenton na remediagdo de solos em sistemas de

colunas.
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11.4 MATERIAIS E METODOS

11.4.1. Reagentes e insumos

Amostras de gasolina comum foram adquiridas em 05 postos de combustivel de
diferentes bandeiras, localizados na regido de Curitiba.

As amostras de solo (latossolo vermelho distroférrico) foram gentilmente cedidas pelo
prof. Dr. Gilberto Abate. Este solo foi amostrado no municipio de Pato Branco, sudoeste do
Estado do Parand, em regido sob plantio direto de milho. As amostras foram secas a 40°C,
separadas em fracdo granulométrica menor que 2 mm e conservadas a 4°C, conforme

procedimentos usualmente descritos na literatura.

11.4.2. Metodologia

Estudos preliminares foram realizados para avaliar a reprodutibilidade na aquisi¢édo
dos espectros infravermelho, em fun¢@o da granulometria das amostras. Para cumprir este
objetivo, a amostra de solo foi fracionada em peneiras de nylon (Nitaplast, Curitiba-Pr) com
tamanho de poro equivalente a 61, 100 ¢ 390 mesh. Com base neste estudo foram
estabelecidas as condi¢des gerais de trabalho, que consistiram no uso de amostras de solo
secas ao ar, destorroadas, moidas, peneiradas, homogeneizadas, desumidificadas em estufa a
50 °C e conservadas em frascos &mbar.

Os modelos multivariados foram realizados a partir de 10 amostras de solo,
artificialmente contaminadas com gasolina de acordo com os antecedentes apresentados na
Tabela II.1. Com este propdsito, amostras de 50 mg de solo foram fortificadas com gasolina
em quantidade suficiente para resultar em concentragdes entre 5 ¢ 20 mg Kg™.

Os espectros infravermelho foram registrados em um espectrémetro Bruker —Vertex,
utilizando o acessorio de refletancia difusa (DRIFT). As medidas foram realizadas na faixa de
namero de onda de 4.000 a 400 cm™, utilizando resolucdo de 8 cm™ ¢ acumulacdo de 128
varreduras. Os espectros foram obtidos utilizando-se 50+0,3 mg de amostra sélida apds

moagem.
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Tabela I1.1. Concentragdes finais de gasolina nas amostras de solo fortificado utilizadas

como conjunto de calibragdo e validagdo externa para a constru¢do dos modelos multivariados

Amostras do conjunto de calibragdo Amostras do conjunto de validagcdo
R Amostra de Concentragio T Amostra de Concentracio
Gasolina (mg Kg™) Gasolina (mg Kg™")

01 A 5 12 A 15,0

02 A 5 13 A 15,0

03 B 10 14 B 7,0

04 B 10 15 B 7,0

05 G 15 16 C 5,0

06 cC 15 17 G 5,0

07 D 20 18 D 19,5

08 D 20 19 D 19,5

09 E 5 20 E 6,5

10 E 5 21 E 6.5

11.4.3. Andlise de Solo contaminado por gasolina apds tratamento por Fenton.

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com a aluna de mestrado
Alecsandra dos Santos. Toda a otimizacdo ¢ aplicagdo do processo Fenton fard parte da
dissertacdo de mestrado da supracitada. O presente trabalho visa desenvolver estratégias para
o controle analitico das etapas que antecedem ¢ procedem as degradagdes por Fenton.

Os solos que fazem parte deste estudo apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes,
o que pode influenciar de forma também diferente a disseminacido do contaminante no meio ¢
a eficiéncia das técnicas de remediacio.

Para tanto, foram utilizados 04 tipos de solo do estado do Parand, os quais apresentam
algumas diferengas bastante evidentes, como a cor ¢ a textura evidenciada microscopicamente
(Figura I11.01). Os principais pardmetros geotécnicos e fisico-quimicos estdo apresentados na

Tabela I1.2.
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Figura I1.01. Foto microscopica (aumento 75X) dos solos Litoral (A), Karst (B), Serra geral

(C) e Caiua (D).

Tabela I1.2. Principais pardmetros fisico-quimicos ¢ geotécnicos dos solos em estudo.

Parimetros Caiua Karst Litoral Serra Geral
Ag 20 36 4 76
Sedimentos Ar 71 33 95 6
(%) Si 9 31 1 18
Franco Franco Muito
Classe textural Areila
arenoso argiloso argiloso
M 18,79 6,22 39,48 31,57
Porosidade v 22,15 43,86 12,00 39,23
(%) n 40,94 50,08 51,48 70,80
pH (4gua) 4,60 6,90 5,30 4,90
SE (m*g™) 36,10 8,70 8,00 86,40
CO (gKg™h 1,57 1,18 2,22 1,70
MO (%) 2,70 2,03 3,83 2,93
St (%) 32,30 60,00 35,20 38,30
Vermelho
Cor Vermelho Amarelo avermelhado Cinza
escuro
Argissolo Latossolo
Classificagfo Vermelho Arglssolczlyerl}lelho BArelD espodossolo  Vermelho
istroficos
eutrofico distroférrico

Ag= argila; Ar = areia; Si = silte; M= macroporosidade, p= microporosidade; n= porosidade
total; SE= superficie especifica; CO= carbono orginico; MO= matéria organica; Sr= grau de

saturacao.
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Os estudos de remediagdo por processos Fenton foram conduzidos em um sistema de
coluna, formado de 3 segmentos de vidro de aproximadamente 10 cm de didmetro interno por
10 cm de comprimento, acoplados por um sistema de flanges (Figura I1.2). As colunas foram

montadas pela Mineropar simulando um perfil de 30 cm, sendo recheada com 200 g de solo.

33% volateis

52,7% Retido
13,8% degradado

&
(|
e |
(=]
o

0,5% Lixiviado

Figura I1.02.: Representag@o grafica das colunas utilizadas para o sistemas de fenton que
possibilitam avaliar a lixiviagdo de gasolina por meio de analise do solo em seus varios

segmentos.

Cada coluna foi contaminada com quantidade suficiente de gasolina de forma que a
concentrago final ficou em 10 mg Kg™, e, posteriormente adicionou-se quantidade suficiente
para que a concentragdo final de peroxido de hidrogénio ficasse na ordem de 1%. As amostras
foram coletadas apds 24 h de processo Fenton. Coletou-se cerca de 1 g de solo de cada
segmento de cada uma das colunas, homogeneizou-se, com o auxilio de um almofariz de
vidro e separou-se a fragéo granulométrica selecionada utilizando uma peneira de 390 mesh.

Estudos anteriores realizados no grupo evidenciaram perdas de cerca de 30% da
gasolina adicionada por volatilizagdo, 0,5% por lixiviagdo, conforme anteriormente

representado na Figura I1.2.
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I1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

11.5.1. Estudos preliminares

As amostras de solo utilizadas nos experimentos iniciais correspondem a um Latossolo
Vermelho Distréfico, sob plantio direto de trigo no inverno, ¢ soja ¢ milho no periodo de
verdo, sendo isento de contaminagio por combustiveis. A coleta foi realizada em uma area de
100 m® pertencente ao Instituto Agrondmico do Parana (IAP, Pato Branco-PR), em
profundidades de 0 — 10 cm, 10 — 30 cm ¢ 30 - 50 cm.

De maneira geral, admite-se que algumas caracteristicas fisico-quimicas do solo, como
textura, pH, teor de matéria orginica, dentre outras, sejam um dos principais fatores que

(26271 Assim, uma das

governam a mobilidade e persisténcia de contaminantes neste ambiente
primeiras etapas do trabalho foi avaliar algumas destas caracteristicas, obtendo-se os

resultados apresentados na Figura 11.03.

% {mimj

10 - 30
Profundidade jcm)

Figura I1.03. Concentrag¢des percentuais de argila, silte ¢ areia nos diferentes perfis do solo

analisado.

De acordo com os antecedentes apresentados na Figura 1.1, o solo em estudo
apresenta um eclevado teor de argila (aproximadamente 76%), teores médios de silte
(aproximadamente 21%) e baixos teores de areia (aproximadamente 3%), o que permite a sua
classificagdo como solo argiloso, que se caracteriza por uma alta capacidade de retengdo de
4gua, elevada compactacio e baixo coeficiente de permeabilidade. E possivel constatar ainda,
uma boa uniformidade em relacido aos valores percentuais de argila, silte e areia nas trés

profundidades estudadas.
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A escolha da técnica para a quantificagdo da contamina¢io do solo por combustiveis
levou em consideracdo a redugdo do tempo de andlise, a possibilidade de-analise direta (sem
tratamento prévio das amostras e, portanto, sem geracdo de residuos), a ndo destrui¢do da
amostra, além do baixo custo, caracteristicas estas que viabilizariam a demanda diaria de
analises por parte de 6rgdos fiscalizadores.

Inicialmente foi avaliada a reprodutibilidade das medidas (DRIFT), utilizando-se
varias fracdes granulométricas dos solos coletados na profundidade de 30 - 50 cm. Como
pode ser observado na Figura I1.04, a diminuicdo do tamanho de particula melhora
significativamente a linha base dos espectros DRIFT, em razdo da maior homogeneidade da
superficie submetida a analise. Embora este fracionamento granulométrico represente alguma
dificuldade operacional, optou-se por utilizar amostras fracionadas em peneira de 390 mesh,

que permite a passagem das particulas de tamanho inferior a 46 pm.

log 1/R

2.0__)

w1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

!
500
Namero de onda /cm”
Figura 1I1.04. Comportamento espectral de amostras de solo em diferentes fragdes

granulométricas.

Em geral, a homogeneidade das amostras ¢ um importante fator a ser considerado na
analise direta de amostras de solo via DRIFT. Assim, mesmo que trabalhosos procedimentos

de moagem e separacdo granulométrica devem ser considerados.
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11.5.2. Andlise de componentes principais (PCA)

Objetivando-se verificar as regides espectrais relevantes para a quantificacdo da
contaminagdo por gasolina em amostras de solo foi realizada uma analise exploratéria de
dados via PCA.

Neste estudo, 6 amostras (em duplicata) foram contaminadas com concentra¢des
crescentes de gasolina e caracterizadas por DRIFT (Figura 11.05). O estudo via PCA foi
aplicado nos dados espectrais pré-processados por MSC (processo que permite a corre¢do do
sinal em relagdo ao fenomeno de espalhamento), utilizando-se duas componentes principais
(CP) que representam praticamente toda a informacéo espectral.

Analisando de forma conjunta os graficos de scores ¢ loadings (resultados nio
apresentados) foi possivel identificar regides espectrais de maior relevincia para a
classificagdo das amostras de acordo com o teor de gasolina. Assim, a regido espectral
considerada nos estudos foi de 4.000 a 2.700 ¢ de 2.000 a 400 cm™, regides que permitiram a
classificagdo apresentada na Figura I1.06. Nesta representacdo ¢ possivel observar uma boa
equivaléncia entre as duplicatas e uma separagdo entre amostras com maior ¢ menor teor de
gasolina, propiciada basicamente pela segunda componente principal (PC2).

Estes resultados sugerem que a informagéo contida nas regides espectrais selecionadas
contém informagdo que pode ser utilizada na elaboracdo de um modelo multivariado para

avaliar o teor de gasolina.
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Figura I1.05. Espectros de DRIFT de amostras de solo fortificadas com gasolina. As linhas
pontilhadas representam regides onde observou-se grandes alteragdes espectral de acordo com

o aumento na concentracéo de gasolina.
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Figura 11.06. Grafico de Scores da PC1 vs. PC2 para modelo PCA otimizado.

11.5.3. Desenvolvimento de modelo multivariado para a quantificagdo de Gasolina em
solo

No desenvolvimento de um modelo PLS para estimar a contaminagdo do solo por
gasolina foram utilizadas as regides espectrais selecionadas pela Analise de Componentes
Principais (4.000 a 2.700 ¢ 2.000 a 400 cm™)

Os estudos foram desenvolvidos com 54 amostras de solo contaminadas com gasolina
de 09 diferentes postos de combustiveis, utilizando-se trés niveis de concentragdo (5, 10 ¢ 20
mg Kg?). Das 42 amostras, 2 amostras sem adicio de gasolina mais 20 constituiram o
conjunto para calibracéo ¢ as 20 restantes foram reservadas para a validacdo do modelo.

O modelo de melhor desempenho para previsdo do teor de gasolina foi estabelecido a
partir de espectros pré-processados por MSC e centrados na média, recurso este ultimo que
minimiza flutuagdes na linha base.

Para definir o melhor numero de variaveis latentes (VLs) foi utilizada uma rotina de
valida¢do cruzada, particularmente o sistema Leave one out. Neste procedimento, um espectro
¢ retirado do conjunto de calibragdo, sendo utilizado como elemento de previsdo. Esta
operagdo ¢ repetida tantas vezes quanto necessario, de maneira a garantir que todos os

elementos do conjunto de calibragdo participem como elemento de previsdo. Os erros que



75

surgem desta previsdo sdo apresentados como a Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico de

Valida¢do Cruzada (RMSECV) em fung¢io do nimero de VLs (Figura I1.07).
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Figura I1.07. Evolucédo dos valores de RMSECYV em fungéo do niimero de variaveis latentes

Modelos elaborados com 4 VLs permitiram representar 100% da varidncia da matriz
de espectros (X) ¢ 99,39% da matriz de concentragdo de gasolina (Y). Nestas condigdes o
RMSECYV apresenta um valor minimo, da ordem de 3,6 mg Kg™.

Em geral, o numero de VLs deve ser proximo do numero de pardmetros determinados.
Assim, o uso de 4VLs evidencia as dificuldades de modelagem associadas a complexidade da
matriz e do sinal correspondente.

A Figura I1.08(A) mostra o vetor de regressdo obtido para este modelo multivariado, o
que indica que praticamente todas as regides espectrais foram consideradas relevantes para
estabelecer a correlacdo desejada, especialmente regides correlacionadas a deformagio
assimétrica para OH, CH, ¢ CHj; e anel aromatico, bem como o sinal de deformacéo angular
assimétrica fora do plano também para anel aromatico, conforme destaca-se na figura. Por
outro lado, o grafico de “loadings” apresentado na Figura I1.8(B) indica que grande parte da
informacdo analitica relevante ¢ considerada na elaboracdo da primeira VL, ao passo que
ruidos instrumentais séo introduzidos pela terceira e quarta VL. Em fung¢do desta constatagéo,
modelagens foram realizadas apds alisamento do sinal. Porém, melhorias nido foram

observadas na modelagem.
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Figura 11.08. Grafico do (A) vetor de coeficientes de regressio e dos (B) loadings das 4 CPs

utilizadas na elaborac¢do do modelo multivariado

A Figura I1.09(A) apresenta o grafico de residuos de Student vs. Leverage para a
verificagdo de anomalias no conjunto de calibragdo. Os residuos de Student indicam se as
amostras estdo incluidas na distribuicdo normal, considerando-se um intervalo de confianca
de 95%, enquanto que o Leverage representa a distincia entre cada espectro ¢ o centroide do
conjunto.

Por definicdo, os valores maximos permitidos para estes parAmetros sdo + 2,5 para os

Residuos de Student ¢ 0,27 para o Leverage (considerando-se 3*VL/N, onde VL representa o
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nimero de varidveis latentes (04) utilizadas na construg¢do deste modelo, ¢ N o numero de
amostras do conjunto de calibragdo (44)). Embora as amostras 13 ¢ 14 se encontrem fora do
limite de leverage (0,27), os valores dos residuos de Student sdo bastante pequenos. Desta
forma, referidas amostras ndo foram retiradas do conjunto de calibragcdo. A Figura I1.9(B)
ilustra os valores reais vs os valores previstos pelo modelo de regressdo durante o processo de
valida¢do cruzada. Como ¢ possivel observar, o0 modelo apresentou boa capacidade preditiva,
demonstrada pelo alto coeficiente de correlagio obtido (R’cy = 0,97). Conforme pode ser
observado, as amostras 13 ¢ 14 apresentaram altos valores de leverage, bem como ficam
distantes do modelo no grafico de valores reais vs previstos por valida¢do cruzada,
provavelmente por se tratar de uma amostra de gasolina aditivada, oriunda do mesmo posto de

gasolina.
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Figura 11.09. (A) Residuos de Students vs leverage para o modelo multivariado construido;

(B) Valores previstos na validag@o cruzada vs valores reais.
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A capacidade de previsdo foi confirmada frente ao conjunto de validagdo externa
(conjunto de misturas sintéticas que ndo foram utilizadas na etapa de calibra¢do) obtendo-se
os resultados apresentados na Tabela 11.3. Erros relativos inferiores a 10% e desvios inferiores
a 20% foram considerados satisfatérios, principalmente levando-se em consideragdo a

heterogeneidade da matriz e a baixa concentragio relativa do poluente estudado.

Tabela I1.3. Resposta prevista e desvio padrio obtidos pelo modelo multivariado PLSR para

a previsdo externa de gasolina em amostras de solo.

Concentragdo Concentragdo
Erro Relativo
Amostras Adicionada Prevista
4 _1 (%)

(mgKg™) (mgKg™)
le2 15,0 13,6 9,53
3e4d 7,0 6,45 7,86
5e6 5,0 4,49 10,2
T7el 19,5 19,7 -1,02
9¢10 6.5 6,24 4,00

Em funcfo dos resultados apresentados ¢ possivel concluir que a associagdo entre a
espectroscopia (DRIFT) e a calibragdo multivariada representa uma excelente alternativa para

este tipo de analise, destacando caracteristicas como rapidez e baixo custo.

11.5.3. Utilizacdo de espectroscopia por refletdncia difusa no infravermelho médio
com transformada de Fourier (DRIFT) e modelos de calibragdo multivariada como controle

analitico durante procedimento de Fenton em solo contaminado por gasolina

Nesta etapa foram analisados 4 tipos diferentes de solo que sdo predominantes no

estado do Parana e estio distribuidos conforme o mapa apresentado na Figura I1.10:
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Figura I1.10.: Mapa geolégico do Parana contendo as regides onde predominam tipos de

solo: Litoral, Karst, Caiu4 e Serra geral. Fonte: Mineropar'>”’

Inicialmente, foram realizados ensaios preliminares visando identificar as mudangas
espectrais do solo contaminado por 10 mg Kg™ de gasolina, apés processo Fenton mediados
por peroxido de hidrogénio a 1% durante 24 h.

Pode-se observar nos espectros de refletincia difusa (Figura II.11), que apds o
tratamento Fenton, os sinais tornam-se completamente diferentes do espectro inicial,
especialmente nas regides anteriormente selecionadas para a construcdo do modelo, bem
como ndo manteve a linha base anteriormente observada, essas alteracdes geraram erros de
previsdo muito altos, inviabilizando a quantifica¢do de gasolina utilizando o modelo DRIFT-

PLS anteriormente construido.



80

1 o 0.0600 ~ Solo Karst
0.0354 Solo Caiua _ Sem tratamento
] Sem Tratamento 0.0525 4 O
- Apos Fenton 1 pos-Femon
0.00 Topo 0.0450 Base
1 . 1 Meio
0.025 — - Meio
3 ] Base 8 003754
£ 0.020 ] &
) 1 i
[T ()
© 0.015+ S
‘05 R o
¥ 0.010
0.005 4
0.000 4
—— T T — T T T T T T T T T T T 1T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
., -1 - =1
Numero de onda cm Nimero de onda / cm
0.035 0.016
] Solo Litoral R
Sem tratamento 0.014 4
0.030 Apos Fenton J
Base 0.012 4
0.025 s |
n T & 0.010
S 0.020- o 2 |
kS € 0.008
% 0.015 2 g
14 & U006 7] Solo Serra Geral
0.010 4 0.004 4 Sem tratamento
’ i Apbs Fenton
0.005 0.002 4 Base
b 4 B Meio
0.000 0.000 Topo
— T T T T T T T T T T T T T L e I L B B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda / cm” niimero de onda / cm’™

Figura I1.11.: Espectros de refletancia dos 04 solos estudados em trés amostras retiradas do

Topo, meio ¢ base das colunas, antes ¢ apds o tratamento Fenton.

Com o objetivo de classificar ¢ identificar possiveis diferencas ocorridas apds o
tratamento Fenton para cada um dos solos analisados foram construidos varios modelos PCA,
sendo que os melhores resultados foram obtidos utilizando dados centrados na média e MSC

utilizando 3 componentes principais explicando 98,34% da varidncia dos dados (Figura 11.12).
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Figura I1.12.: Evolug¢do dos valores de varidncia capturada em funcdo do nimero de

componentes principais.

Como pode-se observar na Figura II1.13, a andlise dos Scores para PC3 ¢ PC2
demonstram que o modelo PCA ¢ capaz de agrupar as amostras de acordo com o tipo de solo,
observa-se também que com excecdo do solo Serra Geral, os demais solos foram agrupados
de acordo com a por¢do da coluna em que foram realizadas as amostras (topo, meio, base,

sem tratamento).
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Figura I1.13.: Scores de PC2 vs PC3 para o modelo PCA construido; As amostras em Rosa

referem-se ao solo litoral; Roxo: solo Karst; Verde: Serra Geral ¢ Azul: Caiua
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A analise dos loadings apresentados na Figura II.14 mostram que praticamente toda
regido espectral ¢ necessaria para classificacdo das amostras, e, portanto, ndo ¢ necessario a
eliminagdo de parte do espectro para a construcido de modelos de regressdo. Observando-se os
espectros de infravermelho apresentados anteriormente na Figura I1.11, observa-se que maior
quantidade de sinais foi observada na amostra litoral, que seré utilizada como referéncia para
atribuicdo do sinal para todos os tipos de solo. Absorcdes em torno de 3700-3500 cm™(1) sdo
referentes a grupos O-H livres de ligagdes de hidrogénio, que podem ser provenientes de O-H
de minerais como caulinita e gibsita (28],
A banda larga ¢ intensa centrada em 3390 cm’™ & caracteristica de ligagdo de idrogénio,

2291 Em 2930 ¢ 2854 cm’™ sdo observadas absor¢des caracteristicas

principalmente em 4gua |
de deformacdes no plano de C-H de estruturas alifdticas, enquanto que em 2360 cm™ se
observa um sinal caracteristico da deformagdo da ligacdo O-H do COOH B9 As absorcdes
em 2000 ¢ 1160 cm-1 (5) sdo provenientes de deformagdes de C-O de polissacarideos. Em
1490 cm-1 (6) se observa um sinal que pode ser associado a deformagdo de C-H de aromatico
ou ao estiramento de N=0 %, Em 1354 ¢m-1 (7) aparece somente neste solo, uma banda que
pode ser atribuida 4 deforma¢io C-H em CH2 ¢ CH3 alifaticos, estiramento C-OH em OH
fendlico e estiramento COO- P%1,

Em 1030 cm-1 pode-se observar um sinal caracteristico de deformacdo axial da

ligagio Si-O [#*-2

, enquanto que varias absor¢des caracteristicas do mineral quartzo (Q)
foram observadas em 2240; 2123; 1793; 1870; 700; 569 e 526 cm’

O perfil espectroscopico dos solos Karst, Serra Geral ¢ Caiua ¢ bastante similar ao
anterior, observando-se, entretanto, auséncia dos sinais referentes a C-H alifatico e a presenca
de elevadas concentragdes de quartzo.

Na caracterizagdo dos solos da Serra Geral, destaque deve ser dado ao sinal centrado
em 1640 cm'l, normalmente associado a ligagdes C=C de aromaticos, C=0 de COO-,
deformagdo angular de dgua e¢ a presenca de grupos funcionais caracteristicos de matéria

orgénica e ao sinal observado em 920 cm™, caracteristico da ligagdo Fe-O de hematita 1%,



83

A
I

0.15

0.1

0.05

-0.05

I I I Il Il I Il
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda cm-1

Loadings on PC 1 (87.74%), PC 2 (8.79%) e PC 3 (1.81%

Figura I1.14.: Gréfico de loadings para o modelo construido com 3 componentes principais

Modelos de regressdo foram construidos buscando a determinacdo de benzeno,
tolueno, etilbenzeno ¢ xilenos, bem como fendis totais, mas ndo foram obtidos resultados

satisfatorios até o presente momento.

1.6 CONCLUSAO

A utilizagdo da metodologia de DRIFT-PLS mostrou-se satisfatéria para a
determinag@o de gasolina em amostra de solo, essa técnica apresenta muitas vantagens em
relagdo as técnicas tradicionais utilizadas, por ser rapida, de baixo custo e ndo-destrutiva,
necessitando de poucas etapas no preparo das amostras.

Os modelos de PCA construidos sdo capazes de discriminar primeiramente pequenas
variacdes na contaminacio de solo por gasolina, permitem identificar os quatro tipos de solo
predominantes no estado do Parand e demonstram as diferengas entre os segmentos das
colunas ap6s a aplicacdo do processo Fenton.

Em virtude da intensa oxidacdo sofrida pelo solo durante a etapa de fenton, modelos
de PLSR construidos a partir de solo contaminados por gasolina ndo apresentaram boa
capacidade de previsdo da concentragdo de gasolina nesse tipo de amostra.

A analise de DRIFT acoplada a métodos de calibragdo multivariada mostrou grande
potencial de aplicabilidade mesmo em grande a variacdo na composi¢cdo do solo. Todavia,

para melhorar a capacidade de previsdo dos modelos de quantificagdo necessita-se de dados
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adicionais (maior numero de tipo de solo) para permitir a caracterizacdo mais precisa ¢

detalhada da variabilidade do solo.
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Determinacao de fenol e subprodutos da sua
degradagdo fotocatalitica utilizando

espectroscopia UV-Vis e PLS.
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III. 1. INTRODUCAO

111.1.1. Importancia do monitoramento ambiental de fenol e seus principais
subprodutos

Compostos fendlicos sdo frequentemente encontrados em elevadas concentragdes em
efluentes de indistrias petroquimicas, refinarias ¢ gaseificadoras de coque.['* Espécies
fendlicas estdo listados entre os mais relevantes contaminantes ambientais, principalmente em
funcdo de efeitos toxicos, carcinogénicos, mutagénicos ¢ teratogénicos bem conhecidos.

Mesmo em baixos niveis de concentracio (0,002 mg L), a presenca de fenol e
derivados no meio aquatico afeta significativamente as propriedades organolépticas da
4gua.”" Além disso, estudos demonstram que estes contaminantes reagem facilmente durante
o processo de cloracdo da 4gua para consumo, produzindo compostos ainda mais
carcinogénicos, como clorofendis e policlorofendis.>®!

Em func¢fo destas caracteristicas, a resolugio CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) n° 430/11 manteve as normatizagdes contidas na resolucdo 357/05, fixando em 0,5
mg L a concentragio méxima de fendis totais permitida para langamento de efluentes em
corpos de agua receptores, valor este expresso como CsHsOH."! Infelizmente, & baixa
biodegradabilidade das espécies fendlicas dificulta o cumprimento desta norma com o uso de
rotinas de tratamento fundamentadas em processos de natureza biologica. Sendo assim, novas
tecnologias de tratamento sdo necessdrias para a remediagcdo de residuos e, eventualmente,
para permitir o seu reuso.!

Recentemente, processos de oxidagdo avangada (POAs) foram investigados para
tratamento de 4guas residuais contendo altas concentragdes de fenol, incluindo técnicas

eletroquimicas e cataliticas, !

111.1.2. Utilizagdo de Processos Avancados de Oxidagdo (POA’s) para degradagdo de
fenol

Residuos contendo compostos fendlicos sdo tratados convencionalmente por meio de
ST 5 s [18 s
processos biolégicos,!'® de extracdo,!'” ¢ adsorcdo.!'™ Entretanto, além de representarem um

elevado custo de tratamento, estas técnicas possuem limitagcdes para aplica¢do em sistemas de
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concentracdes intermedidrias ¢ em presenca de multicomponentes fenélicos.!'” Dessa forma,
o uso de tecnologias avancadas de oxidagdo catalitica vem se consolidando como uma das
melhores opgdes de tratamento deste tipo de poluente.

Dentre os sistemas avangados de oxidacdo ¢ possivel destacar a fotocatdlise
heterogénea, particularmente com o uso de TiO, como fotocatalisador. Trata-se de um
semicondutor de clevada atividade fotocatalitica que permite a degradagdo de intimeros
poluentes resistentes, com custos relativamente baixos.!'**

Particularmente na degradacéo de fenol, a fotocatéalise apresenta algumas dificuldades,
dentre as que destacam a mineralizagdo incompleta do composto alvo e a formagdo de
subprodutos de elevada toxicidade. Adicionalmente, a presenca de sequestrantes de radical
hidroxila, tipicamente anions inorganicos como carbonato, sulfato, cloreto ¢ nitrato, podem
reduzir a eficiéncia de degradagio do processo, o que minimiza a capacidade de
mineralizac¢io do sistema.*'*

A degradacgdo fotocatalitica como uma ferramenta para o tratamento de dgua contendo
poluentes industriais ¢ de interesse consideravel no campo da catéalise, ¢ muitos estudos tém
sido feitos para desenvolvimento de catalisadores ¢ condigdes que permitam aumentar a

(23251 Para uma completa avaliagio da eficiéncia de degradagio,

eficiéncia o processo.
entretanto, sdo necessarias ferramentas analiticas que permitam determinar, ndo apenas o
composto alvo, mas também os subprodutos formados no processo de degradacdo. Com este
objetivo, ¢ relativamente comum o uso de sistemas de extracdo/pré-concentragdo, seguidos de

[26,27

quantificagdo por métodos cromatograficos em fase gasosa I ou liquida de alta eficiéncia

[27,28]

De acordo com estudos de Mylonas et al. (1996) ¥, a degradacdo fotocatalitica de
fenol leva a geragdo de espécies poliidroxiladas (hidroquinona e catecol), por hidroxilagdo
preferencial nas posi¢cdes orto e para do anel aromatico (Figura I11.01). Em fun¢do da reacdo
na posi¢do meta ser menos favorecida, o resorcinol ¢ produzido em baixas

~ o [24.27
concentragoes.[ 27]
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Tio, ™ > TiO, (e7h")

TiOp (h*) + H,0 — > HO- + H*

OH OH

OH OH OH

Figura I11.01. Etapas da oxidagdo do fenol durante o processo de fotocatalise.

Fonte: Adaptagdo de Mylonas et al. (1996) [**]

111.1.3. Métodos de determinagdo simultanea de fenol e seus principais subprodutos

Embora os métodos de andlise fundamentados em cromatografia permitam a
determinagdo de subprodutos em baixissimas concentragdes, a sua natureza ¢ incompativel
com o conceito de analise em tempo real, que € cada vez mais necessario para o controle on-
line de processos. Deste ponto de vista, os métodos espectroscdpicos se mostram vantajosos,
pois permitem a rapida deteccdo de inumeras espécies quimicas, em concentragdes
compativeis com muitas necessidades analiticas.!*”) Assim, métodos espectrofotométricos sdo
considerados padrio para a quantificagdo de compostos fendlicos, como o método da 4-

aminoantipirina que permite a determinacio de fendis totais em 4guas residuais, naturais ¢ de

abastecimento.
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Infelizmente, a baixa seletividade dos métodos espectrofotométricos na regido do
ultravioleta ¢ do visivel impede a andlise simultdnea de espécies de natureza quimica similar,
0 que, afortunadamente, pode ser contornado com o uso de ferramentas de analise

multivariada.

I1I1.2. OBJETIVO GERAL

Awvaliar a potencialidade da utilizacdo de espectroscopia UV-Vis associada a regressio
por minimos quadrados parciais para a determinacdo de fenol e seus principais subprodutos

durante um processo de fotocatalise heterogénea.

111.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer um método espectroscédpico multivariado para a quantificagdo de fenol,
catecol, hidroquinona, resorcinol e p-benzoquinona durante um processo de degradacio
fotocatalitica de fenol.

Estabelecer um método cromatografico em fase liquida para avaliagdo comparativa

dos resultados.

II1.4. MATERIAIS E METODOS

111.4.1 Reagentes e solugoes

Fenol (Sigma-Aldrich, minimo de 99% de pureza), hidroquinona e resorcinol (Synth,
minimo de 99% de pureza), p-benzoquinona (Merck, minimo de 98% de pureza) e pirocatecol
foram adquiridos em grau analitico de pureza.

Como fotocatalisador foi utilizado dioxido de titAnio (TiO,) Degussa P25, contendo
80% de fase anatase, 20% de fase rutilo e 4rea superficial de aproximadamente 50 m°g™,

Os solventes utilizados no processo de preparo das amostras ¢ nas determinacdes
cromatograficas dos substratos em estudo (metanol ¢ acetonitrila) foram de grau
cromatografico de pureza (JTBaker). A 4gua utilizada no preparo das solugdes e nas
determinagdes cromatograficas foi de grau ultra-puro (Millipore-Simplicity UV,

condutividade de 18 mQ).
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111.4.2. Equipamentos

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdémetro Cary 50
(Varian), utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Os espectros foram
registrados na faixa de comprimento de onda compreendida entre 200 ¢ 800 nm.

Determina¢des cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo em fase liquida
LC-920 (Varian), equipado com detector UV (DAD). Em todas as andlises foi utilizada uma
coluna de silica C18 (microsorb- MV100-5, 250 x 4,6 mm; 5 um), pré coluna C8 da mesma
marca ¢ software GALAXIE v 1.9.

111.4.3 Metodologia
111.4.3.1. Desenvolvimento do modelo multivariado

Os modelos multivariados foram desenvolvidos a partir de um conjunto de calibragéo
formado por 44 amostras contendo fenol ¢ subprodutos (HQ, PC, p-BQ, RS), nas
concentragdes apresentadas na Tabela II1.01. Para simulagdo de um processo de degradagio,
as misturas foram preparadas com uma maior concentragdo relativa de fenol, enquanto que,
para ndo extrapolar a faixa linear de trabalho, a concentragio total de cada mistura foi mantida
em 30 mg LY,

A elaboragdo dos modelos envolveu o uso de diversos sistemas de pré-processamento
de sinais, assim como de diversos numeros de varidveis latentes. Os modelos de melhor
desempenho foram selecionados utilizando-se como critério a minimizacdo do erro de
previsdo na validacdo cruzada, processada por uma rotina de leave-one-out.

A avaliacdo final dos modelos envolveu a verificacdo de anomalias, utilizando-se os
parametros de residuos de Student e leverage, ¢ a comparacdo de resultados com os obtidos
por aplicagdo do método cromatografico de referéncia, utilizando-se o conjunto de validagéo

externa como elementos de previsdo.
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Tabela III.1. Conjunto de calibragdo para a quantificacio de fenol e seus principais

subprodutos
Amostra Concentracio (mg LY
Fenol Hidroquinona Pirocatecol Resorcinol p-Benzoquinona
01 30 0 0 0 0
02 28 2 0 0 0
03 28 0 2 0 0
04 28 0 0 2 0
05 28 0 0 0 2
06 28 0,5 0,5 0,5 0,5
07 26 4 0 0 0
08 26 0 4 0 0
09 26 0 0 4 0
10 26 0 0 0 4
11 26 1 1 1 1
12 24 6 0 0 0
13 24 0 6 0 0
14 24 0 0 6 0
15 24 0 0 0 6
16 24 1,5 L5 L5 L5
17 22 8 0 0 0
18 22 0 8 0 0
19 22 0 0 8 0
20 22 0 0 0 8
21 22 2 2 2 2
22 20 10 0 0 0
23 20 0 10 0 0
24 20 0 0 10 0
25 20 0 0 0 10
26 20 2,5 2,5 2,5 2,5
27 18 12 0 0 0
28 18 0 12 0 0
29 18 0 0 12 0
30 18 0 0 0 12
31 18 3 3 3 3
32 16 14 0 0 0
33 16 0 14 0 0
34 16 0 0 14 0
35 16 0 0 0 14
36 16 3 3,5 3.5 3,5
37 14 16 0 0 0
38 14 0 16 0 0
39 14 0 0 16 0
40 14 4 4 4 4
41 12 18 0 0 0
42 12 0 18 0 0
43 12 0 0 18 0

44 12 4,5 4,5 4,5

o
(%}
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111.4.2.2 Degradagdo de fenol utilizando processo de fotocatalise heterogénea
mediada por TiO; e radiagdao UVA

Os estudos de fotodegradagdo foram realizados em um reator fotoquimico de bancada
de 250 mL de capacidade, equipado com camisa de refrigeracdo por dgua ¢ sistema de
agitacdo magnética. A radiag@o foi proporcionada por uma lampada a vapor de mercurio (125
W), inserida na solucdo com a ajuda de um bulbo de vidro. Todos os ensaios de fotocatalise
foram realizados em pH 5,5, que corresponde ao pH natural de solu¢des aquosas de fenol.

Neste reator, solugdes aquosas de fenol (200 mL, 30 mg L) foram adicionadas de 100
mg de TiO; e irradiadas por tempos de até¢ 120 min. Amostras foram coletadas a cada 15 min,
filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,45 uym (Millipore) e submetidas a analise
espectrofotométrica. Posteriormente as amostras foram diluidas, tipicamente 10 vezes, ¢

analisadas por cromatografia em fase liquida.

111.4.2.3. Controle analitico

Para determinacéo cromatografica de fenol e sub-produtos foi estabelecida uma rotina
fundamentada em métodos descritos na literatura.®” Para tanto, a fase mével consistiu de uma
mistura de dgua ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente C), utilizada conforme o
programa descrito a seguir:

0-10 min: 15% C (isocratica)

10-16 min: 15-60% C (gradiente linear)

16-22 min: 60-100% C (gradiente linear)

22-26min: 100%C (isocratica)

26-27 min: 100-15%C (gradiente linear)

27-36 min: 15%C (isocratica).

As condi¢des cromatograficas foram: vazdo de 0,6 mLmin™; volume de injecdo de 50
puL; e detector UV foi utilizado no comprimento de onda de 212 nm para quantificar
hidroquinona, resorcinol, catecol ¢ fenol e 247 nm para a p-benzoquinona. Curvas analiticas
individuais foram preparadas a partir de padrdes puros, na faixa compreendida entre 0,005 a

5,00 mg L.
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II1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

111. 5.1 Determinagdo de fenol e subprodutos de degradagdo fotocatalitica.

A determinacdo de fenol e subprodutos via espectrofotometria UV-vis ¢ uma
alternativa interessante, em razdo do baixo custo dos equipamentos, da rapidez na aquisi¢io
de resultados e das claras possibilidades de automagdo para controle on-line. Entretanto, o
fato do sinal espectrofotométrico se dar na forma de bandas largas implica frequentes
problemas de interferéncia espectral na analise de misturas de natureza quimica similar.

Neste caso, fenol ¢ os principais subprodutos da sua degradacdo fotocatalitica
apresentam um intenso sinal na regido ultravioleta (Figura II1.02), com um grau de
sobreposicdo espectral que inviabiliza qualquer sistema de calibragdo convencional e sugere a
necessidade de sistemas de calibra¢do que operem adequadamente em sistemas de informacéo

difusa, como a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS).

3,0 — Fenol
= Hidroquinona
— Resorcinol
2,5 e Pirocatecol
p-Benzoquinona

Absorbancia

200 225 250 275 300 325 350

Comprimento de onda / nm

Figura I11.02. Espectros de absor¢do de fenol e a seus principais subprodutos (hidroquinona ,

resorcinol , pirocatecol , p- benzoquinona ) na concentragdo de 15 mg L™,

Utilizando-se o conjunto de calibragio formado por 44 misturas sintéticas foram

desenvolvidos modelos multivariados de calibracdo, utilizando-se os espectros de absorc¢édo
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registrados entre 206 ¢ 350 nm, previamente submetidos a alisamento pelo algoritmo de
Savitzky-Golay (janela mével).

Utilizando-se o recurso da validac¢iio cruzada (sistema leave-one-out) foi possivel
observar que o uso de 6 varidveis latentes (VLs) permite a minimizagdo do erro de previsdo
(RMSECV: Root Mean Square Error of Cross Validation), levando-se em consideragio a
determinagdo simultinea de todas as espécies em estudo (Figura II1. 03).

De acordo com os valores de varidncia capturada apresentados na Tabela II1.2, a
primeira VL representa grande parte da variancia global dos dados espectrais (89,51%), sem,
no entanto, permitir uma boa modelagem da mistura de compostos (elevado valor de
RMSECYV). Desta forma, a inclusdo de novas VLs se justifica, principalmente para a previsdo
das concentragdes de pirocatecol e resorcinol, que diminuem significativamente o valor de
RMSECYV com a inclusdo de uma sexta VL. Embora esta tltima VL capture uma variancia
desprezivel do bloco de dados espectrais (X), observa-se que contribui de maneira importante
(0,37%) com a modelagem da concentracdo (matriz Y), estendendo a varidncia acumulada a

valores de 99,86%.

7 T I T T T T
] —+— Fenol
6 —+— Hidroquinona 1
—+— Catecol
5. —+—Resorcinol E
—+— p-Benzoquinona
= 4
& 4t i
L
o
= 3 -
'
|.
2ﬁ o
1t ittt 4
ol 1 MR — === == ==
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Numero de variaveis Latentes

Figura I11.03: Evolucgdo dos valores de RMSECYV pelo nimero de variaveis latentes.
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Tabela III.2. Porcentagem de varidncia capturada pelo modelo construido utilizado

alisamento em 5 pontos ¢ 6 variaveis latentes.

Bloco X Bloco Y
VL Esta VL Cumulativa Esta VL Cumulativa
1 89,51 89,51 79,54 79,54
2 9,64 99,15 2,56 82,10
3 0,47 99,61 8,10 90,20
4 0,35 99,96 4,72 94,92
5 0,04 100 4,57 99,49
6 0,00 100 0,37 99,86
7 0,00 100 0,03 99,86

E interessante salientar que cada amostra do conjunto de calibragio é representada por
aproximadamente 240 valores de absorvéancia, registrados em igual nimero de comprimentos
de onda. A primeira etapa do procedimento multivariado demonstra que grande parte da
variancia dos dados pode ser representada por um pequeno numero de novas variaveis (VL),
as quais surgem da combinacdo linear das varidveis originais. Se um pequeno nimero de VL
¢ utilizado para representar a varidncia registrada nos espectros, o desenvolvimento de um
modelo de calibragdo fica extremamente facilitado.

Analisando-se o peso (loadings) de cada varidvel original na elaboragdo das variaveis
latentes (Figura 111.04) ¢ possivel observar uma boa semelhanga entre o perfil deste pardmetro
e os espectros individuais anteriormente apresentados (Figura II1.02). Trata-se de uma
observacdo de extrema relevancia, uma vez que demonstra a correspondéncia existente entre
VLs e dados espectrais, assim como o carater complementar de cada uma delas.

Na Figura II1.05 sdo apresentados os dois critérios de maior importincia para a
verificagdo de anomalias no conjunto de calibragdo, os residuos de Student e os valores de
Leverage. Por definig¢do, os valores maximos permitidos para estes pardmetros sdo 2,5 ¢ 0,41
(3 VL/N), respectivamente.”*!) Utilizando-se estes argumentos, observa-se que a amostra 29
possui altos valores de /leverage, o que implica algum tipo de incoeréncia no seu
comportamento espectral. Nao apresentando uma composi¢do que pudesse justificar um
comportamento espectral diferenciado, referida amostra foi retirada do conjunto de

calibragdo.
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Figura I11.04. Grafico de Loagings para as 6 variaveis latentes do modelo construido
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Figura II1.05. Grafico dos residuos de students versus Leverage para o modelo construido

com 06 variaveis latentes.
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A seguir, foi avaliada a capacidade de previsdo do modelo no processo de validagdo
cruzada, observando-se os resultados apresentados na Figura I11.06. observa-se neste grafico
. " . . . 9
que existe uma coeréncia perfeita entre valores reais e previstos (R">0,99), o que, pelo menos
antecipadamente, permite prever uma boa capacidade de previsdo do modelo multivariado

desenvolvido.

30 T T T T T T T
*  Fenol
281 o Py i
R2= 0,9999
26 8 i
241 1 g
22 ; g -

200 % K

Valores Previstos por Cross validation

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Valores Medidos

A

20

*  Hidroquinona *  Resorcinol o
R2= 0,9999 1er R2= 0,9999 P ]

Valores Previstos por Cross validation
Valores previstos por cross validation
@

.

-5 L L L L L L L L 2 : L L L L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 [¢] 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Valores Medidos Valores Medidos

Catecol
R?= 0,9998

T T
*  p-benzoquinocna
12} R? = 0,9999

Valores Previstos por Cross Validation
o«
:

Valores previstos por Cross validation
®
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Valores medidos Valores Medidos

D E

Figura I11.06. Grafico dos valores reais versus valores previstos por validagdo cruzada (Cross
Validation — Leave one out) para (A) Fenol; (B) Hidroquinona; (C) Resorcinol; (D) Catecol;

(E) p-Benzoquinona
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Finalmente, a capacidade de previsdo do modelo foi avaliada frente ao conjunto de
validacdo externa (conjunto de misturas sintéticas que ndo foram utilizadas na etapa de
calibragdo), obtendo-se os resultados apresentados na Tabela II1.3. Estes resultados mostram
erros relativos médios de previsdo inferiores a 5%, assim como baixos valores de estimativa
de desvio padrdo entre replicatas, o que, em primeira analise, sugere uma boa potencialidade
da associa¢fo entre espectrofotometria e calibragio multivariada para os fins pretendidos.

A capacidade de previsdo do modelo multivariado proposto foi avaliada em amostras
oriundas de um processo de degradagdo fotocatalitica de fenol, utilizando-se um método
cromatografico como referencia. Referido método cromatografico mostrou excelente
linearidade (Figura II1.7), na faixa de concentragdo compreendida entre 5 ¢ 5000 pg L para
fenol, 25 ¢ 5000 pg L' para hidroquinona ¢ 7,5 ¢ 5000 pg L para resorcinol e p-
benzoquinona. E importante salientar que catecol ndio pode ser determinado nas condigdes
cromatograficas estabelecidas, o que € usual em métodos cromatograficos similares.

Nos resultados apresentados na Tabela I11.4 ¢ possivel observar uma aproximagdo
relativamente boa entre o método multivariado ¢ o método de cromatografico de referéncia,
uma vez que ambos indicam concentragdes da mesma ordem de grandeza. Maiores
discrepancias foram observadas apenas nas determinagdes de catecol e resorcinol,
basicamente devido as limitacdes da rotina cromatografica, visto que o catecol ndo pdde ser
determinado nas condi¢des cromatograficas adotadas e os niveis de concentragdo de
resorcinol gerados durante o processo estiveram abaixo dos limites de quantificagio

cromatograficos.

Estes resultados estdo em conformidade com resultados apresentados por Sobezynski
et al (2004), que relatou concentragdes de HQ da ordem de 4 mg L' durante a degradagdo
fotocatalitica de fenol em condic¢des similares as deste trabalho, monitorando o processo por

CG-MS.
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Tabela I11.3. Resposta prevista e erros obtidos pelo modelo multivariado PLSR para a previsdo de Fenol, hidroquinona, catecol, resorcinol e p-

Benzoquinona.
Valor Real Valor previsto Erro absoluto Erro relativo
Fenol HQ CT RS p-BQ |Fenol HQ CT RS p-BQ |Fenol HQ CT RS p-BQ [Fenol HQ CT RS p-BQ
23,00 1,75 175 1,75 1,75 122,97 1,61 1,74 1,79 1,71 -0,03  -0,14 -0,01 0,04 -0,04 (-0,14 -7,85 -0,83 2,01 -2,17
23,00 1,75 175 1,75 1,75 23,10 1,62 1,64 L,75 1,68 |0,10 -0,13 -0,11 E),OO -0,07 (0,44 -746 -6,10 -0,07 -3,78
17,00 3,25 3,25 3,25 3,25 17,00 3,23 3,21 3,26 2,85 0,0 -002 -0,04 0,01 -040 | 0,0 -0,55 -1,19 043 -12.21
17,00 3,25 3,25 3,25 3,25 1698 3,22 3,20 3,15 321 -0,02  -0,03 -0,05 E),IO -0,04 (-0,12 -0,88 -1,55 -3,14 -1,18
1500 375 375 3,75 3,5 15,20 3,79 3,75 3,72 3,770 (0,20 0,04 0,00 6,03 -0,05 [1,36 1,20 0,07 -085 ~-1,25
1500 375 375 3,75 3,5 15,26 3,73 3,77 3,48 3,64 (0,26 -0,02 0,02 6,27 -0,11 (1,71 -0,65 0,51 -7,13 -3,01
25,00 1,25 1,25 1,25 1,25 |2522 1,13 1,38 1,20 1,23 10,22 -0,12 0,13 E),OS -0,02 (0,88 -9,78 10,10 -3,86 -1,90
25,00 1,25 1,25 1,25 1,25 125,16 1,31 1,27 1,29 1,11 0,16 0,06 0,02 0,04 -0,14 0,62 4,97 1,33 3,31 -11,31
ERRO RELATIVO MEDIO 0,66 4,17 2,71 2,60 4,60




102

80 _ = Fenol (R = 0,9998) .
{1 ® HQ(R=0,9995)
70 4 RS (R=09996) %
1LY P-BQ(R=0,9999) y
60 %
8 50 - P //
. 40 | //
) ] P
© 30 e
© ] i I
L 20- . -
< 4 ’ > o e = e B
104 i
WA I—
0 ,‘iﬁ/fiii,ffg e
. T T [ T T T T : I . | |

Concentragdo / ug L

Figura I11.07. Curvas analiticas obtidas pela analise cromatografica de fenol, hidroquinona,

resorcinol e p-benzoquinona.

Tabela I11.4. Concentracdo de fenol e seus principais subprodutos de degradacio previstos

pelo modelo multivariado.

Concentraciio (mg L'l)

Tempo
Modelo UV-Vis/PLSR HPLC
(min)

FN  HQ PC RS pBQ | PH HQ PC RS pBQ

0 26,09 - - 6,09 - 3437 <LQ - <LQ <LQ

5 18,92 4,00 - 6,33 0,23 [ 24,79 3,82 - <LQ 0,73

10 18,87 3,80 031 4,44 0,19 | 23,66 4,26 - <LQ 0,56
30 18,67 3,54 054 4,05 0,17 |23,56 224 - <LQ 1,32
60 17,28 4,15 0,01 3,80 022 |22,16 2,75 - <LQ 1,67
120 933 649 043 18 034 (11,02 725 - <LQ 1,36
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I11.6. CONCLUSOES

Modelos multivariados fundamentados em espectroscopia ultravioleta e regressdo por
minimos quadrados parciais permitem a quantificacdo simultanea de fenol e dos principais
subprodutos observados durante a sua degradacdo fotocatalitica, o que representa uma boa

alternativa aos métodos cromatograficos, tradicionalmente utilizados com este objetivo.

Caracteristicas como rapidez, simplicidade operacional e baixo custo sdo marcantes
nesta associagdo, o que sugere inimeras aplicagdes neste tipo de monitoramento, desde que os

principais subprodutos de degradagdo sejam conhecidos
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Capitulo 1V

Estudo da correlagdo entre a presenca de
poluentes organicos em aguas superficiais € as

alteracOes na expressdo génica de £. colli.
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IV.1. INTRODUCAO

1V.1.1 Analise do efeito dirigido (EDA)

De maneira geral, percebe-se que a andlise quimica orientada a determinagdo de
poluentes orgénicos especificos ndo contribui com respostas que possam ser correlacionadas
com o risco bioldgico real, em razdo de efeitos sinérgicos que sdo frequentes em amostras
ambientais de carater complexo. Desta forma, a observancia dos limites estabelecidos pela
legislacdo, internacionalmente fundamentada em listas de poluentes prioritarios, nem sempre
garante a inocuidade ¢ a seguranca, em virtude da auséncia de espécies que podem contribuir
com a toxicidade global da amostra, mas sfo negligenciados em programas de
monitoramento.!! Além disso, deve-se levar em conta o surgimento frequente de novas
substancias quimicas, cujas propriedades toxicoldgicas ndo sdo estudadas antes de serem
colocadas em circulagéo.

Ainda que a presenca e a quantidade dos poluentes organicos em um compartimento
ambiental sejam conhecidas, a avaliagdo do risco bioldgico associado a exposi¢cdo a estas
misturas complexas de poluentes ¢ ainda um grande desafio.l*”) Métodos mais abrangentes
sdo, portanto, extremamente necessarios para avaliar esse tipo de risco e para desvendar as
relagdes entre causas ¢ efeitos. Investigagdes integradas, tais como o andlise de efeito-dirigido
(EDA) "% podem oferecer uma abordagem racional para a identificacio de agentes téxicos
conhecidos ¢ desconhecidos em amostras ambientais, bem como estabelecer a ligacdo entre a
presenca destes compostos e os efeitos toxicoldgicos mensurdveis.”?

A analise efeito-dirigido (EDA), também conhecida como anélise quimica dirigida

(8]

por bioensaio™, tem como objetivo estabelecer um correlacdo de causalidade entre as

1
[ ’9], sendo baseado em

substancias quimicas e os efeitos bioldgicos em amostras ambientais
um conceito conhecido como "Avaliagdo e identificacdo de toxicidade", que foi introduzido
pela Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) na década de 1980, ['%!!]
A ideia basica da EDA ¢ reduzir progressivamente a complexidade das amostras
ambientais através da remog¢do componentes nio toxicos, de modo a facilitar a identificacéo
dos poluentes toxicos restantes. Ela envolve a separagdo dos extratos de amostras em pedacos

coerentes, chamados fragdes, que contém compostos quimicos organicos de funcionalidade ou

polaridade semelhante. A potencialidade toxica das fragdes ¢ entdo testada aplicando-se
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bioensaios ¢ os resultados obtidos sdo usados para concentrar a analise quimica somente para

[1,12]

as fragdes mais toxicas. Esta abordagem bioanalitica foi demonstrada como uma

ferramenta valiosa para a identificacdo de toxicidade em varios tipos de matrizes ambientais,
tais como solos, sedimentos, ar, ¢ efluentes das dguas subterraneas. [, 13-16]

EDA ¢ composto por sucessivos ciclos de fracionamento (in vitro ou in vivo), que
consistem basicamente em bioensaios ¢ analises quantitativas de compostos orgénicos. O
processo inicia-se com a extracdo e a remog¢do de impurezas de matriz (clean up), seguido de
bioensaios. Os extratos das amostras que mostram efeitos adversos nos bioensaios
selecionados sdo entdo fracionados, para reduzir a complexidade a um numero limitado de
compostos “candidatos”, visando melhorar a possibilidade de desvendar a sua identidade
quimica (Figura IV.01). A confirmag¢do ¢ dada por analise cromatografica (confirmacéo
quimica) ¢ a comprovacdo do potencial téxico no bioensaio utilizado (confirmagio
toxicolégica). Este passo de confirmagdo ¢ comparado também a toxicidade observada

inicialmente na amostra, ¢, ao final, procura-se a correlacdo dos efeitos com mistura de

substancias identificadas./!

ANALISE DO EFEITO DIRIGIDO
(Effect-directed analysis)

o _
amosTra IS [} ANALISE BIOLOGICA
COMPLEXA [ as, = {Toxicidade)
' nAo | sm
NAO ATIVO FRACIONAMENTO
- |
S A l l
in vivo | AnAuSE ANALISE
BIOLOGICA syiice  QUIMICA
RMULTNARLAD,
Iry witra _J

AGENTE RESPONSAVEL
Figura IV.01.: Representacdo grafica da Analise do efeito-dirigido (EDA), que ¢ um
procedimento iterativo para analise bioldgica e de fracionamento, seguido por andlises
quimicas para identificar candidatos contaminantes ( "suspeitos") em extratos de amostras

ambientais complexas.



110

VI.1.2. Expressdo génica de E. Coli como bioensaio em Andlise do efeito dirigido

Atualmente, diversos testes in vitro [4, 5] e in vivo [6, 7] podem ser usados como
ferramentas de alerta para detectar efeitos no nivel celular, antes que sejam manifestados nos
ecossistemas. Além disso, muitos sistemas in vifro baseados em células oferecem a
oportunidade de estudar o mecanismo molecular individual de toxicidade de cada poluente,
incluindo pardmetros especificos, reativos ¢ ndo especificos, bem como analisar véarias
respostas ao stress pela presenca concomitante de varios poluentes organicos [4].

A reprodutibilidade das respostas, a quantidade de trabalhos ja publicados utilizando
este bioensaio, a dimensdo do banco de dados referentes a testes frente a fontes de stress, bem
como a facilidade operacional sio pré-requisitos para selecionar o micro-organismo que sera
utilizado na bateria de bioensaios [4]. SO recentemente ensaios de expressdo génica se
tornaram disponiveis como sistemas bioensaios em EDA. Estes sistemas de teste sdo capazes
de analisar simultaneamente as alteragdes na transcricdo de genes envolvidos em vdrios
processos celulares [8, 9].

O perfil da expressdo génica dos organismos submetidos a stress pode ser determinada
em tempo real, por meio de medi¢des de fluorescéncia continuas. Devido ao amplo
conhecimento do material genético, a sensibilidade frente as condigdes ambientais sobre a
expressdo de alguns genes ¢ o baixo volume de amostra necessario para a analise, bactérias
como Escherichia Coli sdo utilizadas como uma ferramenta promissora na detec¢io das vias
mais afetadas por poluentes ambientais ¢ para a diferenciacio dos efeitos. A matriz de células
vivas de E.Coli pode decifrar o mecanismo de toxicidade ¢ demonstrar efeitos subletais que
afetam potencialmente o organismo, seu crescimento e reproducao.

A técnica de PCR em tempo real (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction),
possibilita a sintese de fragmentos de DNA, através da enzima DNA-polimerase, enzima essa
que ¢ responsavel pela replicacdo do material genético das células. Esta enzima sintetiza uma
sequéncia complementar de DNA chamada cDNA, desde que um fragmento (primer) ja esteja
ligado a uma das cadeias de DNA no ponto selecionado para o inicio da sintese delimitando
os genes. Esses iniciadores (primers) definem a sequéncia a ser replicada, resultando na
amplificacdo de uma sequéncia de DNA com milhdes de copiast™.

O PCR em tempo real permite a quantificagdo dos acidos nucleicos (sequéncia de
DNA) de maneira precisa e reprodutivel, pois determina esses valores durante a fase

exponencial da reacdo. A resposta monitorada ¢ baseada em medidas de fluorescéncia usando,
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tipicamente os reagente SYBR Green ou TagMan, realizada através de um termociclador
acoplado a um sistema 6tico para excitacdo da fluorescéncia. A medida de fluorescéncia ¢
realizada antes ¢ apds a exposi¢do ao stress, todos os genes que mantiverem a fluorescéncia
serd atribuida o valor 1, todos os genes que tiverem diminuicio na expressdo (down regulated)
serdo atribuidos valores menores que 1, ja aos genes que tiverem aumento na expressio (up

regulated) serfio atribuidos valores maiores que 1 na matriz de dados gerada ). Um esquema

simplificado estéd representando na Figura IV.02.
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Figura IV.02.: Representacdo grafica da avaliagdo da expressdo génica de E.Coli.
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Alguns trabalhos relatados na literatura ja analisaram as alteragdes na transcri¢do dos
genes da E. Coli mediante a exposicdo a produtos quimicos individuais P'?, Padrdes de efeito
caracteristico de produtos quimicos foram identificados para prever a presenca de poluentes

[15. 18] " Recentemente, as primeiras

ambientais com base nos ecfeitos sobre a transcri¢do
correlagdes entre efeitos sobre a transcricdo e informagdo quimica foram determinadas em
amostras ambientais ', Embora promissor, ensaios baseados em células microbianas ao vivo
raramente foram testados para a aplicabilidade as misturas ambientais complexas ¢ ainda ndo
foram aplicados no monitoramento dos recursos hidricos.

Devido a conservagdo evolutiva de muitas respostas ao estresse ¢ outras vias de
bactérias aos vertebrados ¢ a importancia das vias microbianas em ciclos metabdlicos e,
portanto, fungdes do ecossistema, os resultados dos ensaios de gene repdrter microbiana
podem fornecer informagdes relevantes para organismos superiores, incluindo vertebrados !

Os resultados utilizados nesta etapa foram produzidos pelo grupo de Analises
Quimicas Direcionadas pelo Efeito Biolégico (ADEB), "Effect-directed analysis” (EDA), do
instituto Helmholtz Zentrum fur Umweltforschung (ufz) localizado na cidade Lipsia
(Alemanha). E importante salientar que a participagdo da subscrita neste trabalho foi bem
pontual, sendo delimitada ao tratamento ¢ andlise estatistica dos dados. Em funcdo disto, as
abordagens gerais utilizadas na coleta, caracterizagdo quimica ¢ andlise da expressdo génica

foram resumidamente apresentadas neste documento.

1V.2. OBJETIVO GERAL

Correlacionar, através de modelos de calibragdo multivariada, os efeitos observados na
expressdo génica de E. Coli exposta em aguas superficiais da bacia do Rio Elbe (Leipzig —

Alemanha) com os poluentes determinados nestas mesmas amostras.

IV.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Agrupar, de modo a reduzir a complexidade das matrizes de dados, os poluentes
orgéanicos determinados nos 31 sitios coletados.

Analisar os dados de expressdo génica, de forma a identificar os principais efeitos e
localizar as amostras que causam os efeitos de maior intensidade.

Analisar a capacidade de correlagdo de modelos multivaridos em matrizes de dados de

alta complexidade.
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1V.4. MATERIAIS E METODOS

1V 4.1 Materiais e equipamentos

Solventes, como, metanol, acetona ¢ acetato de etila, foram de grau cromatografico de
pureza. Reagentes utilizados nos processos de extracdo em fase sélida, como acetato de
amonia (P.A.), amonia (25% solugdo aquosa) ¢ acido férmico (grau analitico, 98%), foram
fornecidos pela Merck. Cloreto de sodio foi fornecido pela Sigma — Aldrich e extrato de
levedura e Trypthone foi fornecido pela Oxoid.

A concentragdo dos 108 compostos foi determinada em amostras de dguas superficiais
por cromatografia em fase liquida com deteccdo por espectrometria de massas de alta
resolucdo (LC-HRMS). Os analitos alvos incluem produtos farmacéuticos, pesticidas,
surfactantes, produtos quimicos de aplicacdo industrial ¢ adogantes artificiais, os quais foram
selecionados com base em sua presenca em amostras de agua, '

Os efeitos na expressdo génica em E.coli foram realizadas em meio LB-Lennox com

25 mg L" de canamicina tamponada com HEPES 50 mM (pH 7,4).

1V.4.2. Preparagdo das amostras

As amostras de dguas naturais foram submetidas a um processo de extracdo em fase
solida, utilizando-se procedimento adaptado de Huntscha et al®!. O processo foi aplicado em
cartuchos Isolute® ENV + (Biotage) contendo 375 mg de fase polimérica e, como camada
inferior, 250 mg de um trocador anidnico fraco (Chromabond® HR- XAW , Macherey Nagel)
¢ 250 mg de um trocador catiénico fraco (Chromabond® HR- XCW , Macherey - Nagel),
como camada inferior.

As amostras de 4gua foram inicialmente ajustadas para um pH de 6,5, filtradas através
de filtros de fibra de vidro (GF/F, Whatman — 0,45 um de poro) ¢ extraidas em aliquotas de
1,25 ml no cartucho de SPE. O volume dos cluidos combinados foi reconstituido a 50 pL. com

acetato de etila. Os extratos foram armazenados a -20 ° C até as leituras.
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1V 4.3 Caracterizacdo Bioldgica das amostras

As bactérias foram lavadas com meio LB e tingidas. Perdas de bactérias foram
examinadas por comparacdo com os controles centrifugados ¢ nio centrifugados. As medidas
das expressdes génicas foram realizadas apds a centrifugacdo ¢ 1 hora do tingimento

(fluorescéncia azul — vermelho) com azul de Alamar.

1V.4.4. Andlise de dados dos resultados dos ensaios de expressdo génica

Todas as medi¢des de expressdes génicas foram normalizadas para contabilizar a
fluorescéncia background e/ou da absorcdo das amostras. Todas as alteragdes nas medidas
mais baixas do que o dobro do desvio padrio dos valores da estirpe sem promotor foram
definidas como zero, a fim de remover as alteragdes na expressdo de genes irrelevantes.

Para determinar a alteracdo maxima, as medigdes de expressdo génica foram
realizadas em triplicata sendo que a variacdo méaxima de dobragem para a combinacido do

gene - amostra foi calculada a partir de medidas de DMSO como referéncia.

1V.4.5. Modelos de classificagcdo e modelagem

Os dados dos compostos quimicos analisados foram estruturados em uma matriz X,
contendo uma linha por amostra de agua superficial (31 linhas) e uma coluna por composto
quimico (inicialmente, 108 compostos). Valores faltantes (ndo determinados) no conjunto de
dados contendo a concentracio dos poluentes foram substituidos pela metade do valor do
limite de quantificacéo.

Os dados de expressdo génica foram estruturados em uma matriz Y, contendo 31
linhas ¢ uma coluna por varidvel, correspondendo a expressdo de 58 genes para 3 quantidades
de amostra de agua superficial adicionada (total: 174 respostas). Todos os genes que
apresentaram alteragdes em suas expressdes no ensaio denominado branco (bactérias tratadas
com agua ultra-pura) foram sumariamente excluidos. O conjunto de dados de expressdo
génica foi processando conforme mostrado em Zhang et al.2011 #¥, Su et al. 2012 ™! ¢ Su
201379,

Estudos de PCA foram realizados com base na matriz X (31 x 108), objetivando

determinar agrupamentos (semelhangas) entre as variaveis de resposta.
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Posteriormente foram desenvolvidos modelos PLS, buscando encontrar as relagdes
entre os compostos quimicos determinados ¢ os efeitos observados na expressdo génica. O
PLS foi inicialmente realizado com todos os 108 compostos analisados. Os resultados da
analise de PLS foram avaliados em termos de qualidade de ajuste (R?), bem como a
capacidade de previsdo e aos resultados obtidos por procedimentos de validacdo cruzada

(cross validation, leave one out).

IV.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

1V.5.1 Localizag¢do geogrdfica das coletas na bacia do rio Elbe

As amostras foram colhidas no percurso do rio Elbe - Europa, localizado no estado da
Saxonia, na regido da cidade de Leipzig (Lipsia - Alemanha). Cada amostra foi coletada uma
unica vez ¢ submetida a analises quimicas ¢ bioensaios, conforme metodologia da analise do

efeito dirigido.

A Tabela IV.1 apresenta os nomes das amostras, a categoria a qual pertencem e
detalhes sobre a localizag@o. Vale a pena ressaltar que cada ponto de coleta foi selecionado

sempre apds uma estagdo de tratamento de esgoto.
O mapa de localizag@o das amostras ¢ apresentado na figura IV.3.

Todas as amostras foram aplicadas como agente estressante em bactérias E.Coli ¢
analisadas através da técnica de PCR em tempo real. A Tabela IV.2 sumariza os genes

avaliados, bem como suas principais fungdes.

O Quadro IV.1 apresenta os 108 compostos analisados, todos os quais foram

determinados em cada um dos 31 pontos de coleta.
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Tabela IV.1.: Localizagdo, data, estado (AS para Saxonia-Anhalt ¢ S para Saxdnia) e
categoria das amostras (0 para amostras de referéncia, D para localizagdes com aporte de
esgoto doméstico, D _H para localizagdes de aporte de esgoto hospitalar ¢ domestico e I para
localizagdes de aporte de esgoto industrial U regides que ndo possuem nenhum aporte
conhecido.

Codigo Local Estado Categoria Coordenadas Datade
amostragem
51°44'29.65"N 11°
1- B1 Thale AS o 1'41.62"E 10/11/11
51°50'50.85"N
2-B2 Stalifurt SA D 11°42721 94"F 10/11/11
3-Cl Chemnitz S D 2095 510D 22/11/11

12°53'38.01"E
8 : 50°58'34.54"N
4-C2 Goritzhain S 1 1294734 77"E 22/11/11

50°48'30.95"N

5-DB  Niederschindmaas S 1 12°3030.16"F 04/01/12
. 51° 8'52.54"N

6- Eu Bad Lausick S D H 12930137 40"F 22/11/11

7- G6  Niederschindmaas S 1 11°23'54.89"E 10/01/12

8-H1 Wernigerode/Silstedt SA 0 ol '51'55,17 N 10/11/11

10°51'13.28"E
51°51'59.31"N

9-H2 Wernigerode/Silstedt SA D H 10°52'47 13"E 10/11/11
51°6'15.55"N

10- Ilm Bad Sulza T D H 11°40'3.90"E 06/12/11
.. 51°2224.90"N

11-LA Leipzig S D1 1291426 83"F 14/12/11

12-1N eiprig S DH e ol 14/12/11

12°18'50.08"E
50°27'59.82"N
12°29'39.63"E
50°47'22.00"N
12°3027.96"E
51°17'16.46"N

15- M4 Trebsen S I 1294539 03"F 22/11/11
. 51°35'54.88"N

16- M5 Bad Diiben S D H 12°33'53 97"F 08/11/11
: 51°42'44.94"N

17- M6 Bitterfeld SA I 12°17'41 44"E 08/11/11
50°39'29.97"N

18- P1 Ebersbrunn S U 1292620 77"E 04/01/12
. 51°12'44.26"N

19-P2 Bohlen S I 12°93'12 5"E 22/11/11

50°36'52.93"N

13- M1 Rautenkranz S

S

04/01/12

14- M2 Zwickau S

S

04/01/12

20-S1 Eichicht (0] 11°25'50.42"F 06/12/11
21-S2 Rudolstadt 1 50°43'6.70"N 06/12/11
22-M7 Bitterfeld SA 1 51°40'59.81"N 08/11/11
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1V.2.: Continuacéo

12°17'38.96"E

23.84 Wit SA D 51°14'0.95"N 12° 29/11/11
1'10.14"E
51°20'0.55"N 12°

24-S5 e, SA D A 29/11/11
51°25'0.52"N

25-S6 Schkopau SA 1 11°57'9 50"E 29/11/11
51°320.85"N

26- 87 Halle SA I S N 10/01/12
51954'58.35"N

27- S8 Calbe SA D St 10/01/12

98-Sol  Schsnsbeck SA I =2 2081 W 10/01/12

11°42'42.82"E

. 51°40'59.81"N
29- SP Bitterfeld SA 1 12°1738.96"E 08/11/11

51°62.11"N
30- WE Ostrau SA I H 12°11'53.06"F 29/11/11

" 51°45'38.11"N
31-Z Ko6then SA 1 11°58'55.51"E 10/01/12
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Figura IV.03.: Localizacdo geografica dos pontos de coleta das amostras de dgua superficial

(Alemanha — 2012).
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Tabela IV.2.: Genes analisados por ensaios de expressdo génica através de PCR em tempo

real, categorias funcionais ¢ conhecidas fungdes para estes genes.

Categoria

Funcdes conhecidas

Genes selecionados

A expressido destes genes esta envolvida na
resposta ao estresse oxidativo, que pode
causar a (per) oxidacdo de lipideos,

Estresse oxidativo proteinas ¢ DNA. O estresse oxidativo inclui

o aumento no nivel de superdxidos ou
peroxidos, ou outra condi¢do que mude o
potencial redox da célula.

dps, fpr, norR, soxS, tam,
yelG, yniC, inaA, uspB,
sodB, ahpC, ahpF, katE,
zntA, yeaE, gst, katG,
oxyR, sodA, sodC, soxR

Resposta SOS ao
estresse do DNA

Genes envolvidos no reparo e correcdo de
ligagdes cruzadas do DNA (cross-linking) e
quebra de fita, dano oxidativo do DNA,
inibi¢do da sintese e replicagdo do DNA,
alteracdo do super enovelamento, alquilagio
de bases.

uvrA, recX, ada, dinB,
dinG, ftsK, mutT, nfo,
recN, sbmC, ybfE, sulA,
yebG, lexA, polB, recA,
ssb, umuD, uvrD

Resistencia a
drogas/
sensibilidade
(estresse da
membrana)

Genes envolvidos na contengdo do estresse
induzido. Func¢éo ou localizagdo nas
membranas internas ou externas. Por ex.
bombas de efluxo.

amiC, yedW, dacB, cls,
dacA, bacA, emrA, emrE,
marC, yhjX, sbmA,
mdtK, yajR, cmr, fsr,
mreB, pbpG, ssrA, marR,
sanA

Estresse proteico

Involvidos na oxidacdo de aminoacidos
individuais, desnaturagdo, enrolamento
incorrecto, ligacdo cruzada e alquilacéo de

clpB, cueR, ycgE, entC,
fepB, grpE, dnal, dnak,

proteinas, dano proteico. Ll
Estresse Disturbios no transporte de eletrons e niveis dhC. cvoA
energético de ATP na celula. » B
Morte celular Morte celular diml, slyAr,e?geV, YiIG,
Choque ao frio Diminui¢do rapida da temperatura cspA, cspB
Estresse Geral Perturbacdo da homeostase celular WA, otslfl;gél &L, bola,

Funcéo geral

Genes envolvidos nas fungdes gerais da
celula, por ex. captagdo de fosforo (phoB),
regulagdo de pH (gadX)

crp, cdaR, gadX, ybgl,
ydeO, ompC, phoB, rihC




Quadro IV.1.: Lista dos 108 poluentes organicos determinados em aguas superficiais do rio Elbe.
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(8)-(-)-(3-Chloro-2-hydroxypropyl)trimethylammoniumchlorid Carbamazepin Furosemid Propiconazol
1,2-Benzisothiazolinon Chloramphenicol Hexa(methoxymethyl)melamin Propyphenazon
1H-Benzotriazol Chloridazon Imazalil p-Toluensulfonamid
1-Methyl-1H-benzotriazol Chlorotoluron Isoproturon Ranitidine
2,3-Epoxypropyltrimethylammoniumchlorid Cholsédure Ketoprofen Roxithromycin
2,4-Dichlorophenoxyessigsdure Clarithromycin Koffein Saccharin
2-Aminobenzimidazol Cortison Lauryldiethanolamid Simetryn
2-Benzoyl-5-methoxy-1-phenyl-4-sulfonsdure Cybutryn Lenacil Sucralose
2-Methyl-4-chlorophenoxyessigsdure Cyclamat Linuron Sulfamethoxazol
2-Naphtalensulfonsdure Cyclophosphamide Mecoprop Sulfapyridin
4-Acetamidoantipyrin Desethyl-Atrazin Metazachlor Tebuconazol
4'-Aminoacetanilid Desethyl-Terbutylazin Metformin Terbutryn/Prometryn
4-Aminobenzamid Desisopropyl-Atrazin Metolachlor Terbutylazin/Sebutylazin/Propazin
4-Amino-N,N-dimethylbenzensulfonamid Dexamethason Metoprolol Thiacloprid
4-Nitrophenol Diazepam Naproxen Tri(butoxyethyl)phosphat
Acesulfam Dichlorvos Benzensulfonamid Triclocarban
Acetaminophen Diclofenac n-Butylbenzensulfonamid Triclosan
Acid Orange 7 Diclofenac p-Chlorkresol Triethylcitrat
Ametryn Diethyltoluamid (DEET) Pentobarbital Trimethyloctylammoniumbromid
Atenolol Diflufenican Perfluorhexanséure Triphenylphosphat
Atrazin Dimethoat Perfluorhexansdure 2 Triphenylphosphinoxid/Diazolidinylurea
Bendiocarb Diuron Perfluoroctanséure Tris(1,3-dichloro-2-propyl)phosphat
Bentazon Diuron Phenazon Tris(1-chlor-2-propyl)phosphat
Benzophenon-3 Ethofumesat Phenylbenzimidazolsulfonséure Tris(2-chlorethyl)phosphat
Benzophenon-4 Fenuron Pirimicarb Vanillin
Bezafibrat Flusilazol Pirimidone Verapamil
Bezafibrat Flutamid Prednisolon
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1V.5.2 Andlise de componentes principais dos poluentes determinados em dguas
superficiais

Inicialmente foi realizada uma analise de componentes principais (PCA), objetivando
a discriminagdo das amostras analisadas em funcdo da concentracio ¢ da diversidade de
poluentes determinados. Para evitar a supervalorizacdo das variaveis que apresentam maior
ordem de grandeza, os dados foram previamente auto-escalados.

O estudo evidenciou que um conjunto de poucas componentes principais (CPs)
permite uma boa representagdo da variancia global dos dados, o que, por sua vez, facilita a
visualizacdo de tendéncias de agrupamento.

As CPs 1 ¢ 8, que representam cerca de 80% da varidncia total dos dados, permitem
discriminar as amostras com menor aporte de esgoto e, consequentemente, com menor
concentragdo de praticamente todos os poluentes monitorados (Figura IV.4). A amostra P1,
pertencente a este grupo, encontra-se no quadrante negativo da PC8, separada das demais
amostras do mesmo grupo. De acordo com as informag¢des disponiveis, esta amostra foi
coletada nas proximidades de uma fabrica de alimentos desativada, o que provavelmente
contribuiu com elevadas concentragdes do adocante acessulfame, amplamente utilizado na
fabricacdo de alimentos diet. Apesar de ser considerado seguro para a populagdo, este
composto ¢ reconhecidamente recalcitrante, ndo sendo metabolizado ¢ permanecendo durante
longos periodos sem qualquer alteragdo quimica.

Outro grupo de facil discriminacéo estd representado por amostras coletadas proximas
ao aporte de esgoto hospitalar ¢ de centros de reabilitagio. Na Alemanha existe uma rigida
legislacio para a compra de medicamentos, o que faz com que somente hospitais
especializados possam ministrar certos tratamentos da medicina convencional, especialmente
anti-inflamatorios ¢ antibidticos, o que reduz drasticamente a concentracdo de compostos
farmacéuticos em esgoto. Este grupo foi descriminado pelas CPs 2 e 3 (Figura 1V.04) que
representam 7,13% ¢ 3,61% ¢ da variancia dos dados, respectivamente.

A grande variabilidade na concentracio ¢ natureza dos poluentes analisados dificultou
a discriminagdo de outros grupos. O agrupamento das amostras coletadas nas proximidades
das estacdes de tratamento de esgoto doméstico, por exemplo, somente foi conseguido com a
utilizagdo de 3 componentes principais (PC2 (7,13%) versus PC5 (2,5%) versus PC7
(1,31%)), as quais representam aproximadamente 10% da variancia total dos dados (Figura

IV.05A).
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A mesma dificuldade foi encontrada para agrupar e discriminar as amostras coletadas
nas proximidades de industrias, o que também requereu de 3 componentes principais (PC2,

PC4 e PC6), as quais representam 12,3% da variancia total da matriz em avaliagdo (Figura
IV.05B).
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Figura IV.04. Scores do modelo de PCA construido para a matriz de dados de poluentes
quimicos (A) PC 1 vs PC8 — amostras circuladas sdo classificadas como referéncia; (B) PC2

vs PC3 — amostras circuladas s@o classificadas como de regides com aporte hospitalar.
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Scores on PC 7 (1.31%)

Scores on PC 6 (1.94%)
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Figura IV.05. Scores do modelo de PCA construido para a matriz de dados de poluentes

quimicos (A) PC 2 vs PC7 vs PC5; (B) PC2 vs PC4 vs PCé.

O estudo realizado por PCA contribuiu com a definicdo dos poluentes que
caracterizam cada um dos agrupamentos observados (Tabela IV.3). Assim, foi constatado que
24 espécies quimicas permitem a diferenciacdo dos grupos de amostras utilizadas no estudo
(referencia, hospital, cidade ¢ industria), permitindo resultados andlogos aos observados nos

estudos envolvendo os 108 compostos monitorados.
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Tabela IV.3.: Lista dos 24 compostos fundamentais para a separacio dos grupos referéncia (cidade, hospital e industria) através do modelo PCA

(ap6s o nome de cada composto, encontra-se entre paréntese a principal utilizagdo do mesmo).

Referéncia Hospital Cidade Industria

Acido 2- 10,11-Dihidro-10,11- 10,11-Dihidro-10,11- 10,11-Dihidro-10,11-
Benzotiazolsulfonico dihidroxicarbamazepina (farmaco) dihidroxicarbamazepina (farmaco) dihidroxicarbamazepina (farmaco)
(industria)

laurilamidopropilbetaine p-toluenosulfonamida (Industria) 5-metil-1H-benzotriazol (Industria) diclofenaco (farmaco)
(surfactante)

2-(metiltio)benzotiazol 5-metil-1H-benzotriazol (Industria) tramadol (farmaco) carbamazepina (farmaco)
(industria)

1H-benzotriazol (industria)
tri-isobutilfosfato (indistria)
N-acetil-4-aminoantipirina
(farmaco)
Triclosan
higiene)

(produto  de

1H-benzotriazole(Industria)
tramadol (farmaco)

diclofenaco (farmaco)
N-Formil-4-aminoantipirina (firmaco)

carbamazepina (farmaco)
4-hidroxibenzotriazol (Industria)
Triclosan (produto de higiene)

diclofenaco (farmaco)
1H-benzotriazol (Industria)

carbamazepina (farmaco)

Acido
(industria)
N-acetyl-4-aminoantipirine (farmaco)

2-Benzotiazolsulfonico

sucralose (adocante)
metoprolol (farmaco)
sotalol (farmaco)
sulfametoxazol(farmaco)
tri-isobutilfosfato(Industria)

Triclosan (produto de higiene)

p-toluenosulfonamida (Industria)
bezofibrato (farmaco)
N-Formil-4-aminoantipirina(farmaco)

N-acetyl-4-aminoantipirine (farmaco)

sucralose (adocante)
5-metil-1H-benzotriazol (Industria)
1H-benzotriazol (industria)
tramadol (farmaco)

metoprolol (farmaco)

Acido
(Industria)
sulfametoxazole (fairmaco)

2-Benzotiazolesulfonico

cafeina (farmaco)
Acido 2-naftaleno sulfonico (indstria)
Triclosan (produto de higiene)
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1V.5.3. Andlise multivariada dos efeitos observados na expressdo génica de E.coli
tratadas com as dguas superficiais analisadas

A fim de determinar os efeitos causados pelos poluentes analisados em daguas
superficiais da regido da Saxdnia, varios ensaios biologicos foram desenvolvidos, sendo que,
neste trabalho, apenas a expressdo génica em E. coli foi analisada.

Inicialmente foi estudada a correlagdo existente entre a presenca e concentracdo de
poluentes e a intensidade das mudancas na expressdo génica, incluindo a divergéncia nos
genes afetados. Esta ultima avaliagdo foi fundamentada no padrio de resposta
transcriptomica, expressa como TELI de genes individuais.

Os valores de TELI da totalidade dos genes investigados ¢ dos subgrupos dos genes
pertencentes a vias semelhantes foram usadas para agrupamento hierarquico (Figura IV.6).
Esta abordagem confirma estatisticamente a clara diferenciagdo das amostras H2 de
Holtemme, a qual ¢ préxima da estacio de tratamento de esgoto Silstedt, ¢ C1 que € proxima
a cidade de Chemnitz, onde se encontra a maior estag¢do de tratamento de esgoto domestico da
cidade. Estas duas amostras constituem o cluster que mais se diferencia no conjunto de
amostras. Entretanto, outros clusters podem ser observados, o que pode ser mais bem
visualizado quando genes de diferentes grupos funcionais sdo analisados separadamente.

Levando-se em conta os genes que caracterizam a resposta ao stress oxidativo (Figura
IV.7), observa-se, novamente, que as amostras H2 ¢ Cl configuram um cluster que se
diferencia notoriamente das amostras restantes. Adicionalmente, as amostras C2, P1, e Sol
apresentam um padrdo semelhante na expressido génica ao estresse oxidativo, o que permite a
sua discriminagdo em relagdo as amostras que configuram o segundo grande cluster.

A amostra P1, que contem principalmente compostos que indicam aguas residuais
domésticas ndo tratadas (ex. cafeina, acessulfame e cotinina), indicando que foram fortemente
afetado pelos compostos contidos em concentragdes mais elevadas em aguas residuais ndo

tratadas.
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Cluster analysis of TELI values (all genes)
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Figura I1V.06. Heatmap da analise de agrupamento dos valores TELI de todas as amostras e todos os genes incluidos na andlise estatistica com
CK para a morte celular, SOS para a resposta SOS e danos no DNA, GF para a funcio geral, PS para o stress proteina, OS para o stress oxidativo

e DR de resisténcia as drogas. TELI foram determinados para uma concentragdo de 50 ml de dgua de superficie/extrato mL
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Figura IV.07.: Analise de Cluster dos genes envolvidos no stress oxidativo.

Avaliando a atividade dos genes responsaveis pela morte celular (Figura 1V.08),
observa-se a clara separacio das amostras C1 ¢ H2. Uma mudanca particularmente intensa na
expressdo de genes foi observado para H2 no gene slyA. Este gene aumenta a produgio de

7] a qual & usada para obter energia a partir de outras células por lise. Assim, a

hemolisina
forte expressdo deste gene indica uma necessidade de energia elevada de bactérias expostas a
H2.

As amostras Sol, P1 ¢ WE podem ser diferenciadas do segundo cluster, em razio de
possuirem alta concentracdo do adogante acessulfame, porém estudos mais aprofundados sio
necessarios para comprovar estes efeitos.

Tomando como base os genes envolvidos em fungdes gerais da célula, como regulacio
do pH ou do metabolismo de fosfato (Figura IV.09), observa-se um agrupamento das
amostras Sol, P1 ¢ We, principalmente em razdo da expressdo associada ao gene GADX, o
qual ¢ regulado para SP, H2 ¢ Cl1, e, em paralelo, o gene yedW, foi regulado para baixo para
as demais amostras. As amostras Sol, SP, P1 ¢ We sdo afetados por estagdes de tratamento de

esgoto industrial localizados nas proximidades dos pontos de coleta. J4 as amostras H2 ¢ C1

ndo hé nenhuma evidéncia atual para a entrada de dguas residuais industriais.
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A avaliagdo dos genes envolvidos no complexo stress protéico ndo conduziu a uma
diferenciagdo adicional das amostras. Os padrdes de efeito conseguido apos o agrupamento de
genes de acordo com as fungdes comuns permitiu uma melhor resolugio e revelaram padroes

de efeitos distintos.
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Figura IV.09.: Analise de Cluster dos genes envolvidos em fungdes gerais.
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1V.5.4. Potencialidade de correlagcdo entre efeitos observados na expressdo génica de
E. coli e aporte de esgoto.

Inicialmente, um modelo PLS foi construido a fim de verificar a correlagdo entre a
expressdo génica e os compostos determinados em daguas superficiais. Neste estudo, os
valores TELItotal exibiram uma correlagio pouco significativa (R* = 0,35, p = 0,00047) com
a fracdo de 4guas residuais nas amostras (Figura [V.10).

A correlacdo entre TELI e percentual de esgoto € razodvel, considerando a incerteza

do despejo de esgoto relatado pelas estagdes de tratamento.
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Figura IV.10. Correlacdo ponderada entre o teor de 4&guas residuais e TELIltotal
(modifica¢des na expressdo génica) de todas as amostras com concentracio de aguas residuais

conhecidas.

1V.5.5. Andlise de correlacdo da expressdo génica e a presenca de poluentes
organicos.

Inicialmente, um modelo PLS foi desenvolvido com base na concentracdo dos 108
compostos quimicos analisados e nas 58 respostas de expressdo génica representadas pelo
slope das curvas. Embora fosse possivel obter um modelo PLS com razoaveis valores de R?, a
validagdo cruzada mostrou que o modelo geral de PLS nao apresenta boa capacidade de
previsdo de amostras.

Com base nos resultados obtidos nos estudos preliminares via PCA, o niamero de

variaveis foi reduzido para 24. Assim, novos modelos foram desenvolvidos correlacionando-
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se a concentragdo destas 24 espécies quimicas relevantes com 58 dados de expressdo génica.
O desempenho do melhor modelo PLS resultante foi aceitavel (R* = 0,85), com 8 variaveis
latentes e representacdo de cerca de 90% da variancia total dos dados.

Este modelo PLS foi utilizado apenas para obter indicacdo de quais grupos de
compostos influenciam mais fortemente o os genes analisados. De acordo com os loadings ¢
os coeficientes de regressdo (resultados ndo apresentados), as variaveis que mais fortemente
influenciaram as respostas foram triclosan, 5-metil-1H-benzotriazole, tramadol, 1H-
benzotriazol e diclofenaco.

Como em todos os sistemas de teste que abordam os efeitos de toxicidade de misturas,
o estabelecimento de relagdes de causa e efeito pode ser desafiado pelas interacdes

[38]

competitivas ou aditivas entre os compostos -, assim como pela tendéncia a efeitos

. " g roos 3
inespecificos para altas concentragdes de produtos quimicos %,

IV.6. CONCLUOES

Os ensaios de expressdo gé€nica podem ser considerados um instrumento sensivel para
a avaliacdo de potenciais efeitos associados a presenca de poluentes orginicos em aguas
superficiais. A PCR em tempo real fornece um biodiagnostico que pode ser correlacionado
com a presencga de poluentes, indicando o tipo de efeito que a contaminacio pode causar no
ecossistema.

Além disso, a expressdo génica, juntamente com ferramentas de analise multivariada,
representa um ponto de partida promissor para o desenvolvimento de hipdteses sobre o modo
de acdo dos contaminantes do meio hidrico. No entanto, seriam necessarios mais dados sobre
os cfeitos dos compostos sobre a expressdo génica, especialmente sobre os efeitos
competitivos, o que poderia facilitar o estabelecimento de relacdes de causa-efeito entre a

composicdo quimica e os efeitos biologicos.
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