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RESUMO

ANALISES DE COMPOSTOS ORGANICOS NAO ESPECIFICOS NO ESGOTO
SANITARIO DOMESTICO ATRAVES DAS TECNICAS RMNg E HPLC-(UV/MS)-
SPE-ASS-NMR. Atualmente, o crescimento industrial, a urbanizacao e as atividades
rurais, como a agricultura, sdo um dos responsaveis pela deterioragdo do meio
ambiente, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Problemas
relacionados com a poluicdo das aguas fluviais na América Latina tém sido bem
documentados, porém ndo ha evidéncias de esforcos substanciais para alterar essa
situacdo. Existem varios poluentes organicos presentes no esgoto tratado pelas
Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES) que podem causar danos aos
ecossistemas e, com isso, ameagar a saude humana. As ETEs s&o responsaveis
pela remo¢cdo da maioria dos poluentes antropogénicos ou naturais presentes no
esgoto sanitario domestico, e por isso, desempenham um papel fundamental na
preservacdo do meio ambiente e consequentemente da saude publica. Devido as
variagcbes das condi¢cdes operacionais, processos e qualidade dos descartes, 0
tratamento do esgoto sanitario doméstico precisa ser monitorado continuamente
para assegurar eficiéncia operacional. Para o estudo de contamina¢des ambientais,
a RMN tem-se configurado como uma valiosa ferramenta, uma vez que ela tem
contribuido significativamente no estudo de componentes quimicos presentes nas
aguas e no lodo de esgoto; nas analises de interacbes com as substancias humicas
e fulvicas, além de contaminagcbes ambientais por farmacos, pesticidas, surfactantes
e seus produtos de degradacdo, dentre outros. No presente trabalho, foram
propostos dois métodos para estudar as aguas oriundas do esgoto anterior e
posterior ao tratamento ocorrido na ETE do municipio de Sao Carlos-SP: analises de
compostos organicos ndo especificos por meio da espectroscopia de RMN 1D (*H e
13C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC), com o intuito de caracterizar o maior nimero de
substancias dissolvidas nas matrizes; analises desenvolvidas através do sistema
hifenado HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR, para detectar e elucidar os compostos néo
especificos recalcitrantes, em baixas concentracfes e sem o uso de padroes.
Ademais, foram empregadas andlises quimiométricas e quantitativas (RMNq) no
primeiro método (compostos organicos nao especificos) para, desta forma, monitorar
variacbes sazonais e identificar descargas anémalas no sistema comum de
escoamento do esgoto sanitario doméstico. Portanto, em ambas as matrizes de
esgoto (ndo tratado e tratado pela ETE) foram caracterizados 50 compostos

organicos, em que as concentracdes variaram consideravelmente com o tratamento
Xvill



RESUMO

da ETE e de acordo com a sazonalidade da coleta. Também foram verificados uma
descarga anormal no sistema comum de esgoto e influéncias das aguas fluviais
sobre a composicdo das &guas de esgoto, além de serem completamente
elucidados compostos homologos recalcitrantes pertencentes a classe dos
surfactantes LAS (alquilbenzeno sulfonados de cadeia linear) no efluente. As
variacdes sazonais e anormalidade na composi¢cao quimica no esgoto indicaram que
o procedimento empregado pode ser especialmente Util para identificar fontes
poluidoras e acompanhar a eficiéncia do tratamento das ETEs para que, desta
forma, sejam tomadas acdes preventivas a fim de proteger todo sistema de
tratamento e equipamentos e, com isso, minimizar os danos causados ao meio

ambiente.
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ABSTRACT

NON-TARGETED ANALYSES OF ORGANIC COMPOUNDS IN DOMESTIC
SEWAGE BY gNMR AND HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR. The growth of industrial
deployment and urbanization play a major role in the degradation of global
environmental and resource depletion mainly in countries in development such as
Brazil. The problems regarding water pollution in Latin America have been well-
documented, and there is no evidence of substantive effort to change the situation.
There are a large number of organic pollutants that leads several damages to the
ecosystem, threatening human health and are flushed to wastewater treatment plants
(WWTPs). The WWTPs are responsible for the removal of natural and anthropogenic
pollutants from the sewage and, for this, play an important role in protection of
human health and the environment. Due to the varying operational conditions,
process and quality, the wastewater treatments need to be monitored continuously to
ensure a reliable and efficient operation. Therefore, the NMR analyses are widely
used in the study of different components of wastewater such as complex organic
matter (fulvic and humic acids), sludge and organic contaminants. In the present
work, we employed two methods to study wastewater samples: non-targeted 1D (**C
and 'H) and 2D NMR spectroscopy analyses to characterize the largest possible
number of compounds in urban wastewater; and analysis by HPLC-(UV/MS)-SPE-
ASS-NMR to detect and elucidate the non-specific recalcitrant in treated wastewater,
sparing the common use of standards. In the non-targeted 1D NMR analysis, we
employed also a method to study wastewater samples by chemometric and
guantitative analyses to monitor the seasonal variations and identify anomalous
discharges in urban wastewater system. The set of data were constituted of several
compounds on which the concentration ranges considerably with treatment and
seasonality. An anomalous discharge, the influence of storm water on the
wastewater composition and recalcitrant compounds (LAS surfactant homologues) in
the effluent were further identified. The seasonal variations and abnormality in the
composition of organic compounds in sewage indicated that the employed procedure
can be useful to identify the pollution source, to follow up the efficiency of WWTPs
plants to design preventive actions in order to protect equipment and preserve the

environment.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

O crescimento populacional combinado com restricbes ambientais tem
induzido o aumento da demanda por recursos naturais. Com isso, avancos de
atividades que permitam o ajuste do desenvolvimento econémico com 0s principios
da sustentabilidade sdo essenciais. Assim, 0s recursos hidricos que sédo altamente
afetados por atividades antropogénicas estdo em declinio significativo, exigindo uma
rapida recuperacédo para posterior reutilizacédo.

Os esgotos, domeéstico e industrial, devem ser tratados para prevenir
doencas, evitar contaminacdes das aguas subterraneas, manter a vida aquatica e
conservar 0s recursos aquaticos para uso futuro.® Entre 1930 e 1940, foi descoberta
uma civilizacdo no Paquistao, datada de 1500, em que nas casas haviam banheiros
ligados a canais que fluiam para o rio Indus, mostrando uma das primeiras redes de
esgoto e, possivelmente, de tratamento.> Como apresentado na Figura 1, o ciclo das
aguas em um sistema urbano é uma complexa cadeia de geracao e destinacéo de
esgoto. No entanto, o destino final dos efluentes € um problema em varios paises
onde a legislacdo ndo € respeitada, causando efeitos deletérios para 0 meio

ambiente.
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FIGURA 1 — Ciclo do esgoto sanitario doméstico.

Nas cidades, as residéncias, industrias e comércios em geral sdo o0s
maiores poluidores de aguas fluviais, ja que, além do descarte do efluente tratado
nos rios, também pode ser realizado o lancamento de esgoto diretamente
(irregulares e ilegais) nos rios, sem o devido tratamento (Fig. 1). Além disto, a
maioria das cidades brasileiras ndo possui sistema para saneamento e tratamento
de esgoto e, assim, seus efluentes ndo tratados sao lancados nas aguas fluviais que
abastecem os centros urbanos.® Neste sentido, em 2010, o IBGE (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica) realizou uma pesquisa mostrando que, no Brasil 82% dos
efluentes sdo descartados nos rios que sao utilizados para abastecimento da
populacdo.*

Deste modo, o solo, as aguas superficiais e 0s mananciais sdo alvos

de contaminacdes, principalmente, em locais com baixa cobertura de tratamento de
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esgoto ou locais onde podem ocorrer descartes industriais irregulares. Com a
destinacao irregular e inadequada dos efluentes e do lodo gerado, os locais
atingidos passam a ser perigosos focos de disseminacdo de doencas. Portanto, o
interesse na preservacao ambiental vem ganhando for¢as, pois o meio ambiente ja
ndo esta atendendo a demanda do sistema econdmico, se mostrando incapaz, a

cada dia, de processar e absorver contaminantes e residuos.®

1.1 — O Esgoto Sanitario Doméstico

Todos os anos, diversos produtos quimicos organicos e inorganicos
sdo utilizados nas industrias, residéncias e agricultura. A presenca destas
substancias no meio ambiente pode ter um efeito deletério aos ecossistemas,
mesmo quando em baixas concentracdes. Assim, para entender o impacto destes
contaminantes no meio ambiente e na populacdo, é necessario determinar suas
concentracdes, bem como estabelecer o “tempo de vida médio” de cada um.®*

Grande parte das aguas depois de utilizadas nos processos produtivos
e no abastecimento da populacdo, mesmo ap0s a aplicacdo dos tratamentos
convencionais, podem retornar de forma improépria para os cursos d’agua, contendo
substancias nocivas ao meio ambiente e a vida dos seres oriundos daquele meio.’
Portanto, dependendo do grau de poluicdo, as aguas residuais podem prejudicar o
desenvolvimento do ecossistema de diversas formas, como: liberar compostos
volateis que causam mau cheiro no entorno; prejudicar as operac¢des para uma nova
purificacdo e tratamento dessa agua e, até mesmo, causar mudancas no material
genético de microrganismos presentes nos cursos d’agua, podendo fazer com que
estes adquiram resisténcia a diversos principios ativos de farmacos que sé&o
utilizados pela populacéo em geral.®®

O esgoto domeéstico ou sanitario € originario, predominantemente, das
habitacbes e instalacbes sanitarias, lavagem de utensilios domésticos, pias,
banheiros, lavagem de roupas, dentre outros. Desta forma, o esgoto € uma
combinacéo de varias fontes de dejetos, tais como excrementos humanos e animais
(fezes e urina), aguas resultantes de lavagem doméstica e/ou industriais e, as vezes,
aguas pluviais que acabam trazendo toda sorte de contaminantes.’****?'3 De uma

maneira geral, 0 esgoto coletado nas estacfes de tratamento € composto por 40-
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60% de proteinas, 25-50% carboidratos, 10% de Oleos e gorduras, além de
aminoacidos, peptideos, acidos voléateis, acidos graxos, ésteres, uréia e um grande
namero de tracos de compostos orgéanicos, incluindo os pesticidas, surfactantes,

compostos fendlicos, dentre outros,*#1%1017.18.19.20.21

1.1.1 - A Estacdo de Tratamento do Esgoto Sanitario Doméstico (ETE)

Devido a heterogeneidade e complexidade do esgoto sanitario,
diversas etapas sdo utilizadas para seu tratamento. O processo tradicional para o
tratamento de esgoto envolve trés etapas consecutivas, que estdo divididas em
primaria, secundaria e terciaria.”? A organizacéo esquematica de uma ETE depende
das fontes poluentes. Na Figura 2 esta apresentado um esquema tradicional,

utilizado pela maioria das ETEs para o tratamento do esgoto sanitario domeéstico.

Controle de
odores .
Oxidacio

I avancada
___A
R . I
Reatores de Clarificadores

digestio secundirios

!

Lodo

Remogio de ativado
particulado
Tanques
Filtro de de
Reuso de lod 2 i
woiehio || | oo |
| Lixo de solido ativado |
l J \ I :
| Y .
Primario Secundario Tercidrio

FIGURA 2 — Esquema tradicional de tratamento do esgoto sanitario doméstico.?*?*
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O tratamento primario consiste de uma separacdo mecéanica dos
particulados grosseiros como plasticos, areia, galhos, pedras, etc, para prevenir
danos as bombas ou entupimento de tubulagBes. Esta etapa pode remover até 60%
de materiais sélidos no esgoto.® Ademais, nesta etapa é, frequentemente,
pulverizada uma solucdo de agua que contém sais de ferro para se realizar o
controle de maus odores.

O tratamento secundario envolve a degradacdo biol6gica do material
organico biodegradavel. Para tanto, ocorre a mistura da matéria organica com uma
populacéo controlada de microrganismos (lodo) em tanques ou reatores (um ou mais
reatores podem ser utilizados). Nesta etapa pode-se utilizar uma degradacéo
bacteriana aerdbia ou anaerdbia e, até mesmo, a combinacdo de ambas. Na cidade
de Sé&o Carlos-SP, por exemplo, € utilizado apenas o tratamento anaerdbico, que
ocorre através dos reatores anaerdbios de fluxo ascendente, conhecidos como
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket). Os processos que ocorrem neste reator
estao explicitados mais detalhadamente adiante.

Em seguida, para o tratamento terciario, o esgoto é transferido para
tanques clarificadores secundarios, onde os sdlidos biolégicos ou lodo s&o
decantados por gravidade. Nesta etapa também sao utilizados agentes floculantes
gue promovem a floculacdo da matéria organica em suspensédo, para, posterior,
precipitacdo.”® Portanto, o tratamento terciario inclui o uso de filtracdo e
procedimentos de oxida¢cBes avancadas, como a aplicacéao de luz UV ou ozbnio, por
exemplo.?” Apds estas etapas, a agua recuperada pode ser descartada no meio

ambiente ou reutilizada.?®%°

1.1.2 — Degradacao de matéria organica nos digestores anaerébios

A maior parte da matéria organica presente nas aguas de esgoto é
facilmente biodegradavel nos reatores anaerdébios. Os mecanismos metabdlicos
bacterianos e, consequentemente, seus produtos formados dependem da atividade
dos microrganismos diferenciados. Assim, no lodo podem ser encontradas as
bactérias fermentativas ou acidogénicas, sintréficas ou acetogénicas e 0s micro-
organismos metanogénicos.?*3%43% Na Figura 3 esta apresentado um esquema de

um reator com fluxo ascendente utilizado para a degradacdo anaerébia. No UASB, a
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entrada do esgoto ocorre pela parte inferior e € misturado com o lodo para que

ocorra a degradacao anaerdbia, o qual origina uma mistura de gases, como metano

e diéxido de carbono, e demais produtos da degradacao.

)
<
Y]
]
@

FIGURA 3 — Representacdo do reator anaerobio de fluxo ascendente utilizado pela
ETE de Sé&o Carlos-SP.

A degradacdo anaerdbia deve ocorrer com a oxidacdo do material
organico na auséncia de oxigénio.** Deste modo, as reacBes ocorrem com a
remocao de 65 a 80% da matéria organica total, pois 0s mecanismos citados nao
acontecem completamente. Na Figura 4, estd apresentado um esquema da
decomposicdo anaerdbia, com as bactérias envolvidas e os diversos compostos
resultantes. O acumulo de compostos derivados das reacdes incompletas nos
reatores anaerobios UASB, como os acidos férmico, acético, propiénico e butirico,
pode ocorrer pelo resultado da ndo observancia de condi¢cdes ideais para o
desenvolvimento dos microrganismos e/ou por limitacbes da capacidade e
desempenho dos préprios reatores. E importante salientar que a presenca destes

compostos no efluente reflete instabilidade (que ndo deve ser oriunda de deficiéncia
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tecnologica utilizada), mostrando que uma das etapas do consorcio anaerdbio esta
sendo prejudicada.®* Assim sendo, esses compostos podem ser utilizados como
marcadores para caracterizar a eficiéncia do processo de tratamento, cujas
concentragbes podem variar de acordo com a origem, a sazonalidade e descartes

indevidos ou andmalos.¢%’
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FIGURA 4 — Esquema representativo da digestdo anaerébia decorrente do

tratamento biolégico do esgoto. (Fonte: Adaptada de Chernicharo, 1997)*

Portanto, é essencial monitorar os niveis de compostos e poluentes
organicos no meio ambiente, além dos farmacos e seus produtos de
degradac&o.®**“° Esse monitoramento vem ganhando grande atencéo, j& que muitas
dessas substancias sdo comumente encontradas em efluentes lancados pelas ETEs
e nos cursos d’agua, em concentracdes que variam na faixa de ug.L* e ng.L™.
Compostos organicos que apresentam uma estrutura quimica relativamente simples

(aminoacidos, acidos de cadeia pequena, dentre outros) sdo propicios a facil
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degradacdo em um sistema de tratamento biolégico. Porém, estruturas mais
complexas, como alguns farmacos, surfactantes e compostos estrogénicos,
apresentam baixa remocao, pois a presenca de anéis aromaticos em suas estruturas
os tornam recalcitrantes, principalmente, em tratamentos que empregam apenas 0
sistema anaerébio.** A presenca de farmacos e surfactantes, bem como seus
produtos de degradacdo, em aguas superficiais € um indicativo da contaminacgéo por
efluentes oriundos das ETEs ndo tratados e devidamente monitorados.”** A
presenca destes compostos no meio ambiente pode significar um grande problema,
pois pouco se sabe sobre os possiveis efeitos destes quando entram em contato
com organismos aquaticos e/ou terrestres.***

Portanto, métodos analiticos que mantém a integridade amostral sédo
importantes, além de minimizar perturbacbes que influenciem na composicao
guimica. Ainda assim, diversos fatores devem ser levados em consideracao, tais
como: pré-tratamento para eliminar interferentes; o aumento da concentracdo dos
analitos de interesse; trabalhar com o maximo de seguranca, uma vez que o material
oriundo do esgoto é patogénico; evitar a degradacdo ou perda dos constituintes
presentes nas matrizes.*® Deste modo, métodos que ndo exigem etapas complexas
de pré-tratamentos sdo os mais indicados*’ como, por exemplo, a extracdo dos

constituintes quimicos da amostra por fluidos supercriticos,*®4°

a ultra-filtracdo por
membranas especiais,®®* dentre outros.

Em 2010, Leite et al. realizaram a caracterizacdo de contaminantes em
sistemas de tratamento de esgoto utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, mostrando a influéncia do tratamento anaerébio na
remocado de surfactantes anidnicos lineares (LAS), acidos graxos e outros
contaminantes, como o bisfenol A e o bezafibrato.’® Ternes e Hirsch (2000)
detectaram poluentes, como o0s antibioticos, horménios, anestésicos, antilipémicos,
substancias utilizadas em contraste de raios-X e anti-inflamatorios utilizando a
HPLC-UV. Ademais, esses compostos foram detectados ndo apenas no esgoto
sanitario, mas também em aguas superficiais e do subsolo, demonstrando que estes
contaminantes podem ser monitorados, uma vez que persistiram no meio ambiente
durante um longo periodo.”® Ternes e Hirsch (1998) fizeram a deteccdo e a

guantificacdo de 18 antibioticos das classes sulfonamida, penicilina, tetraciclina e
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estrogénios. Esses compostos também foram encontrados em efluentes de ETEs e
aguas superficiais de rios em estudo realizado na Alemanha.*

Os compostos da classe dos surfactantes merecem uma atencao
especial, j& que o seu descarte é elevado e, dentre os efeitos adversos no ambiente,
tem-se a reducdo da concentracdo de elementos essenciais a vida aquética, como
oxigénio dissolvido e da permeacédo da luz solar, além de contribuir para o aumento
da concentracdo de compostos como PCB’s e PAH’s pela solubilizacdo micelar, o
que acarreta na inibicdo da sua degradacdo.’®*® Os surfactantes pertencentes a
classe dos LAS (alquilbenzeno sulfonados de cadeia linear) podem ser utilizados
como tensoativos em produtos comerciais, 0s quais sao constituidos por uma
mistura de homologos e isdbmeros de posicao inerente a cadeia alquilica, podendo
variar de Cip a Ci6. Estudos destes compostos no ambiente tém mostrado que o

grau de toxicidade é dependente do tamanho da cadeia alquilica.”’

1.2 — A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e suas aplicacdes nas analises

ambientais

1.2.1 — Historico e principios da RMN

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espectroscopica
bem estabelecida para a caracterizacdo de estruturas quimicas e no estudo da
dindmica em diversos tipos de sistemas. Além disto, a RMN é amplamente utilizada
para medicdes quantitativas, especialmente em amostras no estado liquido.

A primeira observacao da influéncia do campo magnético em estruturas
guimicas ocorreu em 1922, quando Gerlach e Stern constataram que um feixe de
atomos neutros de prata sofria um desvio se transmitido através de uma regiao
influenciada por um campo magnético ndo -homogéneo.”® Com isso, Pauli sugeriu a
existéncia de nucleos magnéticos, 0s quais se comportam como imas. Ja nos anos
30, os aperfeicoamentos da técnica de Stern e Gerlach permitiu a determinacdo de
momentos magnéticos nucleares. Rabi e colaboradores submeteram um feixe de
hidrogénio, primeiro, a um campo magnético ndo homogéneo e, em seguida, a um
homogéneo, concomitante a aplicacdo de radiacdo na radiofrequéncia (rf),

observando que, para um determinado valor de frequéncia, o feixe molecular
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absorvia energia e sofria um pequeno desvio. Assim, foi constatado que, sob
condi¢cdes apropriadas e em um campo magnético, uma amostra podia absorver
radiacdo eletromagnética em uma frequéncia regida pelas caracteristicas
estruturais.>® %6t
Assim, o fendbmeno da RMN se baseia em medidas de absorcao
seletiva de rf ou ondas de radio por nlcleos amostrais imersos em um campo
magnético. Com a regressédo do nucleo excitado ao estado inicial, ha a emisséo de
energia no dominio da rf que fornece, com a aplicacdo da Transformada de Fourrier,
os espectros de RMN.?>®® Deste modo, os experimentos de RMN podem ser
apresentados em termos de sequéncias de pulsos, que descrevem as séries de
pulsos ou gradientes de pulsos que sao utilizados para manipular os spins do nucleo
atdmico. As sequéncias de pulsos sao fundamentais para a obtencédo dos espectros
de RMN, pois somente com aplicacdo de sequéncias adequadas é que pode ser
possivel a obtencéo das informacdes desejadas.®
Os nucleos amostrais, quando submetidos a um campo magnético
externo (Bp), para nucleos com spin %2, apresentam um momento de spin e se
orientam contra ou a favor das linhas do campo de Bo. O torque exercido por um
campo magnético B;, quando da aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia, resulta
em um movimento precessional desses nucleos em torno de um eixo. A velocidade

da precess&o é proporcional ao By, de acordo com e Equagéo 1:%°

Uo=(y.Bo)/(2.m) Equacéo 1

onde vo: velocidade de precessao (também conhecida como frequéncia de Larmor),

em hertz; y: constante magnetogirica; Bo: campo magnético externo.

A diferenca de energia entre os dois estados de energia de um spin (-%2

e +12) é dada pela Equacéo 2:

AE =h. vy Equacéo 2

A partir das Equacdes 1 e 2, resulta a Equacéo 3, logo abaixo:
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AE=(h.y.By)/2m Equacéo 3

onde h: constante de Plank.

Na Figura 5 estdo representados os dois estados de energia

assumidos pelos spins nucleares, bem como a diferenca de energia entre eles.®

,. 1
1 2
I’
©
2 !
© N AEa B, AE = hyB,
W] semcampo N 2m
Magnético Y
Bo =0 3 1
B, #0 2

FIGURA 5 — Representacao da distribuicdo energética do fendmeno de RMN.

Deste modo, um sinal de RMN depende da constante magnetogirica e
do campo magnético externo. Os nicleos de hidrogénio (*H) tém alta sensibilidade,
j& que tem uma grande constante magnetogirica (42.58 MHz/T) e abundancia
natural de, no maximo, 99.99%. No caso dos nucleos de carbono 13 (**C), esta alta
sensibilidade n&do é verificada. Contudo, a RMN conta com avancgos tecnoldgicos
gue possibilitam o uso de fluidos criogénicos para resfriar circuitos eletrénicos de
uma sonda, possibilitando a reducdo de ruido eletrénico, aumentando o ganho da
raz&o sinal/ruido no sinal recebido.®’

Atualmente, a RMN é aplicada em diversas areas tais como: estudo de
dinamica molecular (mobilidade e flexibilidade de moléculas);®® cinética de reacdes
quimicas;® caracterizacdo de superficie de sélidos, especialmente catalisadores;"®
determinacdo da composicdo e distribuicdo isotopica de nucleos em relacdo a
origem; adulteracdo de amostras de origem alimentar; identificacio de compostos

organicos e organometalicos, entre outras.”

1.2.2 — RMN aplicada as analises ambientais. A coleta, preparo e preservacao

amostral
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Em varios aspectos, as aguas e lodos de esgoto podem afetar o corpo
receptor apdés o descarte e, para isso, informacdes mais detalhadas em relacdo a
composi¢cdo quimica sdo extremamente importantes para avaliar os impactos e, até
mesmo, agles para protecdo ambiental. Portanto, no progresso das pesquisas de
contaminagdes ambientais, a RMN tem-se apresentado como uma valiosa
ferramenta analitica, uma vez que tem um histérico de contribuicdes significativas
nas andlises de misturas complexas, podendo ser aplicada a varias matrizes, tais

31 o contaminantes

como alimentos,” produtos industriais, biocombustiveis
organicos, além de ser utilizada para a determinacdo de propriedades estruturais,
quantificacéo e caracterizacdes.”” Embora existam outras técnicas mais sensiveis,
como ultravioleta (UV), infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), a
amplitude de informacdes estruturais que podem ser obtidas por RMN torna-a uma
técnica cada vez mais importante e utilizada no estudo de contaminantes ambientais
e seus produtos de degradac&o.’®’""879808L82 alam disso, a capacidade da RMN
em fornecer informagcdes moleculares sobre as amostras em fases distintas (solida,
liquida e gel ou semi-solidos), o fato de ser uma técnica nao-destrutiva, assim como
a necessidade de pouco ou nenhum pré-tratamento prévio da amostra, ao contrario
das outras técnicas analiticas, a faz bastante apropriada para a analise ambiental.

Estabelecer protocolos de amostragem, preservacao e preparacao da
amostra sdo passos de extrema importancia para um estudo adequado de qualquer
matriz, seja ela soélida ou liquida. Essas etapas demandam tempo e requerem
conhecimentos especificos e um cuidadoso planejamento anterior as analises, uma
vez que qualquer problema nos estagios mencionados pode inviabilizar o uso dos
dados coletados e fornecer informacfes ndo confiaveis.

Na etapa de amostragem, é importante levar em consideracdo as
variacfes na area de coleta amostral, como em bacias hidrogréficas, canais, rios,
lagos, reservatorios, estacdes de tratamento e distribuicdo de sistemas, para que a
amostragem seja representativa do meio. Em geral, ndo é aconselhavel retirar
amostras perto das margens, canais e em pontos proximos do lancamento de
despejos, exceto quando estas regides séo de interesse especifico.?*®*

Como a RMN apresenta baixa sensibilidade, a intensidade do campo e

0 uso de sondas especificas devem ser tomados em consideracdo para uma
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preparacdo amostral apropriada quanto a sua concentracdo. Assim, um fator de
sensibilidade (Ms) do equipamento pode ser obtido pela medida da relagdo sinal-
ruido de uma solucdo de 0,1% de etilbenzeno em cloroférmio dividido pelo ndmero
de moles do material, como mostrado na Equacéo 4:*

Ms = (Sinal / Ruido) / Mols de material Equacéo 4

O fator Ms da uma idéia geral sobre o desempenho de uma sonda
gualquer. Por exemplo, uma sonda de 5 mm que possui um fator de 1, para
obtencdo de um espectro de RMN de 'H satisfatério em um equipamento de 500
MHz (para a frequéncia do 'H), é necesséario uma concentracido amostral de pelo
menos 0,15 mg.mL*, enquanto que para uma sonda de deteccéo direta para o *°C,
a exigéncia é de 3,85 mg.mL™.%°

A deteccdo de substancias em amostras de grande complexidade,
como de esgoto sanitario, exige etapas preliminares de limpeza (cleanup) e
armazenamento do material pés-andlise.’’” Além disso, devido as limitacdes
associadas a sensibilidade de deteccdo da RMN e a baixa concentracdo de
poluentes organicos presentes nas amostras ambientais, ha uma série de desafios
analiticos para o estudo destes contaminantes e seus subprodutos encontrados no
esgoto. Portanto, a utilizacdo de campos magnéticos maiores, bem como o emprego
de sondas criogénicas e o0 uso de etapas de concentracdo e separacdo podem ser
necessarias para se conseguir quantidade suficiente de material para a sua
caracterizacdo.?®*®¥% Entretanto, Simpson e seus colaboradores, em 2011,
estudaram matrizes organicas naturais oriundas do gelo glacial coletado na Victoria
Upper Glacier, McMurdo Dry Valleys, Antarctica (77°16’'S, 161°29’'E), onde foram
caracterizados e quantificados alguns constituintes quimicos sem etapas de
separacdo ou pré-concentracdo (média de 8 mg.L™), ou seja, em suas abundancias
naturais.”® Este trabalho exemplificou com sucesso a potencialidade da RMN e sua
diversidade de aplicacao.

Altas concentragdes do analito na solu¢cdo culminam em curto tempo
para aquisicdo dos espectros de RMN. No entanto, concentracdes elevadas podem
resultar em solucbes com alta viscosidade, o que induz perda na resolucédo dos

sinais nos espectros de RMN de 'H.%? Portanto, a procura de uma concentracdo
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Otima é de primordial importancia para as analises, bem como o uso de sondas
apropriadas para deteccdo. Sondas criogénicas reduzem o ruido eletrénico pelo
resfriamento das bobinas e do pré-amplificador, proporcionando ganhos de
sensibilidade de pelo menos 4 vezes.’® Ademais, as amostras devem ser
suficientemente solUveis no solvente deuterado e livres de particulas, uma vez que a
presenca de solidos pode deformar a homogeneidade do campo magnético local e
provocar o alargamento dos sinais. Assim, as amostras devem ser filtradas
cuidadosamente para remover quaisquer particulas soélidas para que melhores
resultados experimentais sejam alcancadas.

Como foi mencionado anteriormente, matrizes ambientais, como as
aguas residuais, representam uma complexa mistura de compostos. Deste modo, a
identificacdo e quantificacdo dos componentes organicos podem requerer metodos
analiticos que combinem a facilidade e rapidez no preparo amostral, com a
separacdo de seus constituintes e a possibilidade de interpretacdo das diversas
informacbes inerentes a cada composto. Uma opcdo que reune todos esses
requisitos € a utilizacdo de técnicas acopladas (do inglés hyphenation), como a
HPLC-NMR, que vem sendo cada vez mais utilizada.®*% Recentemente, foi
demonstrado que esse tipo de acoplamento pode ser suficientemente sensivel e
capaz de analisar diversas amostras ambientais, fornecendo informacdes
detalhadas dos constituintes presentes na matriz.%>°¢"% Existem varios estudos do
uso da HPLC-UV-NMR na deteccdo de compostos de baixas concentracdes em
amostras com alto nivel de complexidade e, na se¢cdo seguinte, esse acoplamento

sera mais detalhado.

1.2.2.1 - A hifenacéo

O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
a RMN ndo é recente, sendo o inicio da sua aplicacdo no final da década de
1970.%1%° Em 1997 ocorreu a primeira aplicacdo da técnica hifenada HPLC-NMR no
estudo de amostras ambientais, com as detec¢cdes do composto nitrobenzeno e
seus produtos de transformacdo em depdsitos de municdes apdés a Il Guerra
Mundial.’**'%? Hoje em dia, 0 acoplamento HPLC-NMR ja é bem conhecido e muito

empregado em estudos ambientais.*
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Com o avanco tecnologico, diversas adequacdes e melhorias foram
desenvolvidas para aprimorar a obtencao dos dados, como o acoplamento de uma
unidade com cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) ao equipamento de HPLC,

104 a1ém de

com o intuito de concentrar os analitos apds a separagao cromatografica,
melhorias nas sequéncias de pulsos para suprimir 0s sinais dos solventes e o0 uso de
sondas criogénicas, aumentando o limite de deteccdo dos equipamentos.'®® Além
disto, a utilizacdo de extensas bases de dados aliadas a programas computacionais
gue sugerem estruturas quimicas permitem a caracterizacao rapida e inequivoca de
muitos analitos. Em 2004, Simpson e colaboradores demonstraram a utilizacéo do
HPLC-NMR e HPLC-SPE-NMR aliados a interface BPSU (amostrador automatico)
no estudo da composicao de matéria organica natural isolada de aguas naturais e

s0l0.1%

Mais recentemente, Reineke et al. investigaram o0s produtos de
transformagdo da metilquinolina em aguas subterraneas utlizando a técnica de
HPLC-NMR, possibilitanto a identificacdo e distincdo de isbmeros sem o uso de
compostos de referéncia (padres).'%

Com o intuito de se obter uma correlacdo exata entre 0s compostos
inerentes a fracdo obtida por HPLC e o espectro de RMN correspondente,
especialmente para compostos em baixissimas concentracées, um acoplamento
direto com um espectrometro de massa (MS) é indicado, uma vez que a RMN tem
menor sensibilidade. A Figura 6 ilustra as diversas possibilidades de hifenacdo em
um sistema completo HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR operando em modo
desacoplado (do inglés off-line), onde a unidade ASS € um amostrador automatico

(Automatic Sampling Storage), além do uso de uma sonda criogénica.*”’
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FIGURA 6 — Um sistema hifenado completo de HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR, no

modo off-line.

Nesse sistema, a amostra €é submetida a uma separacéo
cromatografica no equipamento de HPLC, que é seguido de uma valvula de divisao,
onde aliguotas da amostra injetada sao enviadas, concomitantemente, para o
detector de UV e MS. Desse modo, os picos de interesse sdo selecionados e
enviados aos cartuchos de SPE quantas vezes forem necessarias, a fim de
aumentar a concentracdo para a realizacdo dos experimentos de RMN uni e

bidimensionais. Assim, 0s picos sdo automaticamente eluidos dos cartuchos com
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solvente deuterado e enviados ao amostrador automatico, onde sdo armazenados
até se iniciarem as analises por RMN.

Recentemente, Godejohann e colaboradores publicaram um estudo em
que extratos de dois efluentes de diferentes ETESs, situadas na Suica, foram
analisados durante o periodo de aplicacdo de pesticidas.” Para isso, foi utilizado o
sistema HPLC-SPE-NMR/MS, aliado ao “time slice”, método baseado na selecao por
espacos de tempo no cromatograma que, automaticamente, sdo enviadas para
retencdo nos cartuchos de SPE. Com isso, foram identificados os pesticidas linuréo,
metazacloro, etofumesato, isoproturdo, metamitrdo, propazina, cloridazdo e
metamitron-desamino, um produto de transformacdo do metamitron. Ademais, foram
identificados mono e di-ésteres de acidos graxos, glicerol, &cido 3-
carboximefenamico (metabolitos de drogas), ensulizole (agente utilizado em
protetores solares), benzotriazol e N-benzil-indol (produtos quimicos industriais).

Schmidt et al. em 2010 investigaram os surfactantes LAS por HPLC-
SPE-NMR/MS.'®® Esses compostos sdo vastamente utilizados como tensoativos
anionicos e as ETEs, em condicbes anaerébias, ndo os degradam.’®® Desse modo,
pela primeira vez, experimentos de RMN 1D (*H) e 2D (COSY) foram obtidos de 14
LAS isolados e outros 6 foram obtidos de amostras por meio da técnica hifenada
supramencionada. Em 2011, Scheurer e colaboradores relataram a presenca de seis
compostos (acessulfame, sucralose, carbamazepina, &cido diatrizéico, ‘H-
benzotriazol e seu analogo 4-metil) em aguas residuais, aguas superficiais e em
lencois freaticos, avaliando o poder de predicdo como marcadores de poluicdo em
aguas residuais.**°

Assim, a possibilidade de hifenacdo de técnicas ja consolidadas
representa um grande avanco para estudos de matrizes complexas, pois permite a
deteccéo e elucidacdo de compostos ndo-especificos em misturas, sem a utilizacéo
de padrdes e em baixas concentracdes. Essa caracteristica € extremamente
importante, jA que os produtos de degradacdo em aguas residuais ndo sdo sempre
conhecidos e, ocasionalmente, € dificl de encontrar padrbes de referéncia

certificados.

1.2.2.2 - RMNqg
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Existem diversas vantagens da RMN para as anélises ambientais, pois
a técnica requer um tempo relativamente curto de aquisicdo de resultados;
possibilita a validacdo de metodologias; ndo se faz necessario a separacao ou
particionamento (pré-tratamento amostral complexo) das amostras, além de
dispensar o uso de padrdes de referéncia. Assim, a RMN possibilita a obtenc&o de
uma visdo global de todos os tipos de compostos organicos passiveis de serem
detectados pela técnica e presentes nas amostras.*'!

Uma das caracteristicas importantes da RMN é que a integracao sobre
a frequéncia dos nucleos, especialmente o de hidrogénio, é proporcional ao nimero
de nucleos que deram origem ao sinal e, esse fato possibilitou o desenvolvimento da
RMN quantitativa ou também conhecida como RMNg.'*? Desse modo, apés a
relaxacdo dos nucleos previamente excitados por um ou mais pulsos de rf, a area
integrada (Ix) do sinal resultante do sistema de spins é diretamente proporcional ao
numero de spins inerentes ao sinal em questao (Nx), e pode ser expresso como se

segue:113,114,115

Ix = Ks . Nx Equacao 5

onde: Ks é uma constante do espectrometro que considera a constante
magnetogirica, o tempo de relaxacao transversal, temperatura, relacdo da indutancia

total e fator de qualidade da sonda, entre outros.

Em um experimento de RMN, todos os nucleos que estdo na faixa de
observacado da sonda, estdo sujeitos as mesmas condi¢cdes experimentais.**® Assim,
se for realizada a integracao de sinais com diferentes deslocamentos quimicos, por
exemplo Ix e ly, e for considerado a proporcdo de ambos, a constante Ks sera

cancelada:

(Ix /'ly) =(N1/Np) Equacao 6

Essa simples equacao da origem a Equacdo 7 que pode ser utilizada

para normalizacao dos dados:
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Px = (Ix / Istd) . (Nstd / Nx) . (Mx / Mstd) . (Mstd / m) . Pstd Equacao 7

onde: a pureza do analito (Px) pode ser calculada usando um padrdao — néao
necessitando ser a mesma molécula que esta sendo quantificada, mas deve ser um
padrdo primario; Mx e Mstd sdo a massa molar do analito e do padréo,
respectivamente; m é a massa da amostra estudada; Mstd correspondem a massa
pesada do padrdo; Pstd é a pureza do padrao; Nstd corresponde ao numero de
spins presentes no padréo; Istd é a area do sinal integrado do padréo.**’

Além disso, varios parametros de aquisicdo na obtencdo dos espectros
de RMNg devem ser otimizados para, desta forma, alcancar a condicdo de
guantificacdo. Inicialmente, o pulso de excitagcdo deve ser calibrado para 90° para
garantir uma perturbacdo homogénea e completa dos nicleos.'*® Depois disto, o
tempo de relaxacéo deve ser estimado, de modo que ele seja de 5 a 7 vezes o valor
do tempo de relaxacéo longitudinal, T, (distribuido entre o tempo de aquisi¢cdo (AQ)
e 0 tempo de espera entre cada aquisicdo (d1)) para garantir a relaxacdo de 99%
dos nucleos ativos da amostra antes da aplicacéo do pulso subsequente.*® Além
disso, a sonda de RMN tem de ser precisamente sintonizada na frequéncia do
nicleo a ser quantificado, além da temperatura ser controlada.’*® Seguindo as
orientacdes descritas acima, pode-se alcancar uma acuracia superior a 98% na
quantificagdo por RMN.**

A quantificacdo em aguas residuais € utilizada, principalmente, para
estimar a degradacdo da matéria organica.'?*?1122123124 parg jsso, Lewis e
colaboradores (2011) investigaram a degradacdo de matéria organica do lodo de
uma fabrica que utilizava celulose e papel através de cromatografia de excluséo por
tamanho e RMN de **C.'* Foram demonstradas a remocao de grupos aromaticos e
alquilicos durante o processo de coagulacdo e a remocdo adicional de carbonos
aromaticos durante o tratamento por tanques de estabilizacdo aeradas.

Em 2008, Jouraiphy et al. estudaram a fracao fulvica extraida de lodo
ativado através da intensidade dos sinais nas diferentes regides do espectro de
RMN de *3C.*?® Assim, foi observada a diminuicdo do contetido de polissacarideos e
a producdo de estruturas com mais residuos aromaticos, poliésteres alifaticos e
éteres durante o processo de humificagdo. Em 2008, Bartoszek e colaboradores

estudaram os acidos humicos em varias etapas do tratamento do esgoto em uma
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ETE e a Figura 7 sumariza a intensidade relativa as diferentes regides dos espectros

de ressonancia, para os nicleos de *H e *3C, nos diferentes pontos de amostragem

durante o tratamento do esgoto.*?’
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FIGURA 7 — Proporcdo dos hidrogénios aromaticos (H Ar), alifatico (H Ali) e do
grupo funcional (H R-O); carbonos aromatico (C Ar), alifatico (C Ali) e carboxilico (C
C = 0); aromaticidade dos acidos humicos extraidos do lodo de esgoto; TDP: tanque
de decantacdo primaria; CN: camara de nitrificacdo; CD: camara de digestao; LS:

leitos de secagem.

Deste modo, verificou-se que a quantidade de grupos funcionais
oxigenados e anéis aromaticos de acidos humicos aumentaram, e os sinais ligados
a grupos alifaticos diminuiram no decurso do tratamento, demonstrando que o
processo de humificacdo estd em curso. Ainda pode ser notado que o grau de 'H
aromaticos foi menor do que o grau de **C aromaticos, indicando a formacéo de
anéis aromaticos condensados. O aumento da aromaticidade também representou o
processo de humificacdo. Assim, a maioria dos trabalhos estuda e quantifica grupos

funcionais em lodos de esgoto, havendo, portanto, uma deficiéncia de trabalhos que
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usam a RMN para andlises de amostras ambientais no estado liquido, com um
estudo mais detalhado e da quantificacdo de compostos em aguas residuarias.

1.3 — Anédlises estatisticas multivariadas e suas aplicacdes nas analises

ambientais

1.3.1 — Histoérico e principios das técnicas quimiométricas

A quimiometria utiliza ferramentas estatisticas e matematicas para
extracdo de informagBes quimicas relevantes de um conjunto de dados
multivariados. Aliadas a RMN, estas andlises sdo utilizadas como uma ferramenta
adicional para exploracdo dos dados, o que permite a verificacdo das informacoes
originais com o0 reconhecimento de amostras que ndo seguem certos padrdes,
agrupamento de amostras com caracteristicas semelhantes, além de buscar as
variaveis que definem os agrupamentos.’®® Os primeiros espectros de RMN foram
avaliados em conjunto com a quimiometria em 1983, por Johnels e, no inicio dos
anos noventa, Gartland et al. introduziram a analise por componentes principais para
classificacdo de urina via RMN.

A analise multivariada €, a rigor, qualquer abordagem analitica que
considere o comportamento de duas ou mais variaveis, concomitantemente,
independente da area de interesse, envolvendo uma ampla variedade de conceitos
estatisticos e matematicos.™®® Nas andlises exploratérias, conjuntos complexos de
dados sao reduzidos, por algoritmos matematicos, a conjuntos mais simples. Com
isso, as correlacdes existentes entre as amostras sao fornecidas e, geralmente,
baseadas em poucas variaveis derivadas dos conjuntos originais de dados.

Deste modo, os dados experimentais gerados sdo organizados em
matrizes, com os valores inerentes as amostras dispostos em linhas e as variaveis
dispostas em colunas. No caso de um conjunto de dados de RMN, as amostras sao
0S espectros e as variaveis sdo 0s pontos em que o conjunto espectral foi
processado (Sl). A Figura 8 ilustra a aplicacdo dos métodos quimiométricos aos
dados de RMN. 13013
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FIGURA 8 — Esquema ilustrativo de métodos quimiométricos aplicados aos dados de
RMN.

1.3.2 Anélise por Componentes Principais (PCA)

A anadlise quimiométrica por PCA permite inferir sobre as propriedades
da populacdo a partir de variaveis medidas nas amostras estudadas, além de
auxiliar na identificacdo de amostras que fogem do padrédo de distribuicdo normal
dos dados (outliers). Para a formacdo das componentes principais (PC), uma

decomposicdo da matriz original é realizada em que trés matrizes menores sao
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obtidas: escores; pesos (loadings); erros. Sendo assim, cada vetor € expresso em
funcdo de combinacdes lineares das variaveis originais de tal modo que a mesma
variabilidade total existente € obtida e com 0 mesmo numero de eixos originais. A
matriz de escores representa a disposicdo das amostras no novo espaco vetorial,
revelando correlagbes entre as variaveis e a informacdo do quanto determinada
variavel contribui para 0s novos eixos, bem como as relagbes entre as variaveis

originais na matriz de pesos.***!3

1.3.3 Andlise por Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

As andlises por HCA, também conhecidas como andlises de
conglomerados, classificagcdo ou de Cluster, consistem em agrupar dados em
conjuntos que tém atributos similares, apresentando-os de uma maneira que 0S
agrupamentos naturais sao enfatizados. Para efetuar estes agrupamentos, é
necessario definir matematicamente o conceito de similaridade, ou seja, a distancia
entre dois objetos (amostras). Entre as medidas mais usuais para estabelecer o
conceito de distancia, destacam-se o coeficiente de correlacdo de Pearson, a
distancia Euclidiana e a distancia de Manhattan.

A apresentacdo dos resultados dessa classificacdo hierarquica se da
na forma de um grafico denominado dendrograma, o qual possibilita o
reconhecimento visual das categorias formadas. Assim, as distancias entre as
amostras sdo calculadas, comparadas e, desta forma, as amostras serédo similares

quando essas distancias forem pequenas.'®

1.3.4 Pré-processamentos quimiomeétricos

Além da transformacdo dos dados espectrais em matrizes, faz-se
necessario a aplicacdo de certas manipulacbes matematicas denominadas de pré-
processamentos, que tém como objetivo, a reducdo ou até mesmo a remocao de
informacdes irrelevantes (randdmicas ou sistematicas) do conjunto de dados.
Existem diversas maneiras de pré-processar os dados antes de realizar a PCA e,
dentre elas, as mais utilizadas sdo a centralizacdo dos dados em torno da média e o

escalonamento (Fig. 9). A centralizacdo dos dados consiste em subtrair cada
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variavel pelo vetor média, resultando na soma de seus valores igual a zero. Assim, a
centroide do grupo se encontrard na origem do sistema. Este tratamento diminui a
influéncia de ruidos espectrais nas andlises quimiométricas e evita a influéncia de
varidveis de baixas concentracdes. Por outro lado, o escalonamento ajusta o
conjunto de dados de modo a igualar a variancia de cada variavel, ou seja, igualar a
influéncia de cada variavel sobre o conjunto de dados pela divisdo de cada elemento
da coluna (vetor variavel) pelo desvio padrdo da mesma.'®***®!" Dentre as
manipulacdes descritas, a centralizacdo dos dados em torno da média é a mais

apropriada para a RMN.**®

N

FIGURA 9 — llustracdo dos dados: (A) sem tratamento; (B) apos a centralizacdo em

torno da média; (C) apds escalonamento.

1.3.5 - Quimiometria aplicada as analises ambientais

A analise por RMN de matrizes complexas representa um sério desafio
devido a grande quantidade de dados gerados, tanto nos espectros 1D como nos
2D, originando elevada dimensionalidade e ndo permitindo a sua avaliacao atraves

da simples inspecao visual.’****° Assim, a quimiometria é uma importante ferramenta
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para estudo de matrizes complexas oriundas de RMN, pois as correlagbes
existentes entre as amostras com as variaveis dependentes sdo fornecidas em
termos de poucas variaveis.**

Em 2010, Mas e colaboradores publicaram uma revisao bibliogréfica
com o0s recentes progressos na aplicacdo da quimiometria em andlises de
contaminantes organicos em amostras ambientais, avaliando a sua composigao,
padrées de distribuicdo geografica e temporal e a predicdo de atividades toxicas
feitas a partir de modelos baseados no uso da descricéo fisica, quimica e estrutural
dos compostos.'*?

Singh e colaboradores em 2005 aplicaram técnicas quimiométricas na
analise de aguas residuarias para identificar fatores que podem afetar a composicéo
do esgoto sanitario, o qual foi coletado por um periodo de cinco anos.**® As técnicas
multivariadas aplicadas descreveram com sucesso a similaridade ou dissimilaridade
das amostras com base em atividades de rotinas domésticas e/ou comerciais e
variacbes sazonais.***

Kowalkowski e colaboradores em 2006 fizeram uma analise
guimiomeétrica da qualidade das aguas de um rio na Poldnia, monitorando seu nivel
de poluicdo no periodo entre 1994 e 2002, e apontando as variaveis que mais
contribuiram para a discriminacdo das amostras. Os resultados mostraram que 0s
agrupamentos ocorreram em funcdo das diferentes regides onde foram feitas as
coletas, em que algumas localidades possuiam altas contamina¢des oriundas de
esgoto sanitario domeéstico, enquanto que em outras, tiveram altas contaminacdes

devido a atividades relacionadas a agricultura.**
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2 OBJETIVOS

De forma a contribuir para a difusdo do uso da RMN no estudo de
amostras ambientais e, em particular, do esgoto sanitario doméstico, os principais

objetivos deste trabalho foram:

2.1 — Tracar um perfil dos constituintes quimicos organicos existentes no esgoto
coletado antes e apés o tratamento ocorrido na Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE) do municipio de Sao Carlos-SP, utilizando a RMN 1D, 2D, dados ja

publicados e com o banco de dados do programa Amix® 3.9.14.

2.2 — Utilizar a quimiometria (HCA e PCA) como ferramenta matematica para avaliar
possiveis tendéncias em funcdo da sazonalidade da coleta e possiveis descartes

andémalos.

2.3 — Estimar a massa do maior namero dos constituintes quimicos organicos

presentes nas amostras do esgoto sanitario doméstico.

2.4 — ldentificar os constituintes quimicos recalcitrantes presentes nas amostras de
efluente por meio do uso de técnicas de pré-purificacdo e concentracdo, utilizando
colunas cromatograficas especificas para limpeza (cleanup) das amostras, bem
como colunas cromatograficas para a separacdo e elucidacdo dos analitos de
interesse, utilizando o sistema hifenado HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR no modo

off-line, ou seja, sem o uso do cryo-fit.
2.5 — Avaliar a qualidade da agua descartada no leito do rio Monjolinho e dar

subsidios para orientar acées preventivas e/ou corretivas que devam ser tomadas
pela ETE.
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De forma a tornar mais clara a apresentagao dos resultados, o trabalho
foi dividido em dois capitulos: Capitulo |, que se refere aos compostos “néo
especificos”, ou seja, as andlises foram desenvolvidas de forma nao direcionada
para, desta forma, se observar a composicdo geral das amostras; Capitulo II,
referente aos compostos “n&o especificos recalcitrantes”, os quais foram analisados
no laboratério Environmental NMR Center da Universidade de Toronto (UofT),
Toronto-ON, Canada.
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Compostos ndo especificos

Capitulo I

Compostos

Nao Especificos
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Origem e preparo das amostras

As amostras anterior e posterior o tratamento ocorrido na ETE de Séao
Carlos-SP foram coletadas com um mesmo volume (500 mL), semanalmente
durante o periodo de 1 ano (entre 08/06/2011 e 13/06/2012), com os locais da coleta
ilustrados na Figura 10, totalizando em 97 amostras. As coletas foram realizadas por
um funcionario da empresa, em um dia especifico da semana (estabelecido pela
ETE), de hora em hora e por um periodo de 24 horas, sendo estas amostras
misturadas, gerando uma amostra composta para garantir uma maior
representatividade estatistica.

A Figura 10 também ilustra o rio Monjolinho, onde é feito o descarte do
efluente da ETE de Sao Carlos-SP.
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Rio Monjolinho
Receptor do Descarte

Esgoto ndo Tratado Esgoto Tratado

ANTES DO TRATAMENTO DEPOIS DO TRATAMENTO

FIGURA 10 — ETE de Séao Carlos-SP e os locais onde foram feitas as coletas das

amostras de esgoto nao tratado (lado esquerdo) e apds o tratamento (lado direito).
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Inicialmente, os espectros de RMN de 'H adquiridos preliminarmente
as analises mostraram que o tempo de relaxacdo dos nucleos presentes nas
amostras de esgoto e a consequente resolucdo espectral, possuem uma forte
dependéncia com a porcentagem de soélidos dissolvidos. Desta forma, com o intuito
de encontrar a maior quantidade de material organico que poderia estar dissolvido
na matriz sem que afetasse negativamente a resolucdo espectral e, com isso,
fornecesse incorretas informacfes para quimiometria e quantificacdo, diferentes
volumes de aguas de esgoto foram testados. Os resultados mostraram que a
guantidade ideal para o preparo amostral foi de 20 mL coletados apos a filtracdo
através de filtros de papel.

Assim sendo, imediatamente apds a coleta, as amostras foram filtradas
com filtros de papel (80G) e, em seguida, foi coletada uma aliquota de 20 mL do
filtrado, a qual foi filtrada novamente com filtros de 0,45 pum. O filtrado final foi
colocado em uma centrifuga a vacuo (SpeedVac®) que operou & 10.000 rpm para
secagem rapida do material, depois foi transferido para um frasco proprio
(Eppendorf) e armazenado em um dessecador a 24°C (temperatura do laboratorio),
sendo mantido nessas condicfes até se iniciarem as analises por RMN. Como foi
notado, para efeito de comparacao, as analises foram realizadas com um minimo de
pré-tratamento das amostras.

Para as analises de RMN, foi preparada uma solucdo estoque de
D,O/TMSP-d4 (padrdo interno) na concentracdo de 0,16 mg.mL™. As amostras
foram solubilizadas em 600,0 yL desta solugdo com posterior homogeneizacéao, a
gual foi realizada por um “misturador” da marca GoMixer MX-S.

O pH das amostras de esgoto tratado pela ETE, ap0s a secagem e
ressuspensdo em D,0O, foi neutro ou ligeiramente basico (pH 7 — 7,5) e, para as
amostras de esgoto nédo tratado, esteve entre pH 8 - 8,5. Deste modo, para se
realizar uma caracterizacdo e quantificacdo mais adequada e homogénea, 0s

compostos foram considerados na sua forma neutra.

3.2 — Espectros de RMN de *H

Os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrdmetro Bruker
Avance® Il 600 MHz (14,1 T), equipado com uma sonda criogénica TCI (*H/*3C/*°N)
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com detecgéo inversa e gradiente de campo, localizado no Laboratério de RMN, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sao
Carlos-SP, Brasil.

As analises de RMN foram adquiridas sob temperatura controlada
(297K), sendo acumulados 128 espectros (NS) com pulso (p1) de 9,75 us (calibrado
para 90°), 15,0 s de tempo de espera entre cada aquisicéo (d1), 7,0 s de tempo de
aquisicdo (AQ) e 246k de numeros de pontos na aquisicdo (TD) para uma largura
espectral de 30 ppm. Os espectros foram adquiridos utilizando-se a sequéncia de
pulsos compostos ZGCPPR (denominacdo Bruker) com pré-saturacdo do sinal do
solvente (HOD). As analises foram feitas em quintuplicatas e processadas com um
fator de multiplicacdo exponencial (Ib) igual a 0,3 Hz para as posteriores analises
quimiométricas e quantitativas. Utilizou-se o programa Bruker TopSpin® (vers&o 3.1)
para aquisicdo e processamento dos dados, onde os espectros com distor¢cdes de
fases e linhas de base foram corrigidos e calibrados através do sinal relativo aos *H
do TMSP-d4 (trimetilsililpropionato de sodio tetradeuterado utilizado como referéncia
interna) em & 0,0.

Para assegurar que 0s sinais nos espectros de RMN de *H
representassem a completa relaxacdo dos nucleos presentes nas amostras, 0sS
valores de AQ e d1 foram estimados através da sequéncia de pulsos de inversao e
recuperacao, utilizada apos calibracdo dos pulsos. Esta sequéncia consiste em um
pulso de 180°, o qual inverte o vetor resultante da magnetizacéo longitudinal (T,) do

eixo “z” para “-z”, seguido de um intervalo de tempo (T) onde a magnetizagéo evolui

segundo o processo de relaxacdo longitudinal, com um subsequente pulso de 90°
para leitura dos sinais presentes no FID (do inglés Free Induction Decay). A
amplitude dos sinais avaliados € diretamente proporcional a resultante da

magnetizagdo no eixo “zZ” no intervalo T. Assim, pode ser realizada uma sequéncia
de aquisicbes, com variacdo do tempo entre o pulso de 180° e 90°, para se conhecer
a evolucao temporal de T; no eixo “z”. Com isso, o valor do tempo de relaxacéo
longitudinal dos nucleos foi determinado através da Equacéo 8, onde o valor 5T; foi

distribuido entre os tempos de AQ e d1.

Towe =5.T1.1In2 Equacao 8
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Os experimentos de RMN bidimensionais (2D) COSY, HSQC e HMBC
foram adquiridos com gradiente de campo e empregando as sequéncias de pulsos
COSYGPPRQF, HSQCETGP e HMBCGPLPNDQF (denominacdes Bruker),
respectivamente, com NS variando de acordo com a concentragdo das matrizes de
esgoto e d1 de 1 s para todas as aquisicdes. A largura espectral (SW), em F2 e F1,
para os experimentos de COSY foi de 30 ppm, e para os experimentos de HSQC e
HMBC foram de 30 ppm em F2 e 239 ppm em F1. O niumero de pontos na aquisi¢cao
(TD) para todos os experimentos foram de 4 Kb em F2 e 256 em F1. No
processamento, o niumero de pontos (SI) dos experimentos HSQC e HMBC foram
utilizados 4 Kb em F2 e 1 Kb em F1. Foram utilizados 1Kb de pontos nas duas
dimensdes (F2 e F1) para os experimentos de COSY.

3.3 — Analises Quimiométricas

Os espectros de RMN de *H foram utilizados como variaveis de entrada
no programa Amix® versdo 3.9.11 para geracdo de arquivos conhecidos como
bucket table. Para formacdo das bucket tables, os espectros foram divididos em
intervalos com 0,04 ppm de largura onde, dentro de cada um, ocorreu o
processamento de dimensionamento a partir do sinal de maior intensidade, o que
resultou em uma unica variavel dentro de cada faixa no espectro. Para analise
integral dos constituintes, foram selecionadas as regides entre & 0,70 e 8,50,
excluindo-se a regido entre 6 4,65 e 5,00 referente ao sinal do solvente — HOD, e
entre 8 6,50 e 8,40 para a analise dos compostos com hidrogénios aromaticos.

Os espectros foram avaliados por meio da Analise por Agrupamentos
Hierarquicos (HCA) e Analise de Componentes Principais (PCA). Por sua vez, para
a verificacdo da similaridade natural entre os individuos e auxiliar na compreensao
das andlises por PCA, as analises por HCA foram aplicadas nas bucket tables
geradas a partir do programa Amix®. Para isso, todas as bucket tables foram
convertidas para o American Standard Code for Information Interchange (ASCII) e
exportadas para o programa de quimiometria Pirouette® 4.0 (Infometrix, Inc., Seattle,
WA).
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3.4 — Anélises Quantitativas

Um método de quantificacdo conhecido por Eretic2®, presente no
programa TopSpin® versdo 3.1, foi utilizado para estimar as massas dos
constituintes que mais se destacaram nas amostras de esgoto. Este método é
baseado no principio da proporcionalidade entre as massas, intensidade absoluta e
no nuamero de hidrogénios referentes a cada sinal. Desta forma, foi feita a correlagao
entre o valor da integral e o niumero de hidrogénios referentes ao sinal do TMSP-d4
(padréo interno) com concentracdo conhecida em um espectro de RMN de 'H, que
foi adquirido sob condi¢Bes quantitativas, e os valores das integrais e o nimero de
hidrogénios dos analitos alvo que se desejavam quantificar, também adquiridos sob
as mesmas condicées quantitativas.*

As analises quantitativas por diagrama de extremos e quartis (DEQ)
foram desenvolvidas pela versdo designada por box-and-whiskers, a qual permite
visualizar os valores que séo considerados como andémalos ou outliers.

Os valores das médias, os desvios padroes e as incertezas
combinadas foram calculados através do programa Excel Microsoft. JA os DEQ
(primeiro e terceiro quartis e mediana), foram obtidos pelo programa Origin 8.0, onde
foi estabelecido um intervalo de confianca de 95% para variacdo das concentragoes.

Todos os resultados das quantificacdes foram divididos por um fator de
correcao de 20, que se referente aos 20 mL utilizados no preparo amostral (secéo
3.1) para que, desta forma, as concentracbes fossem apresentadas na unidade
mg.L™" ou partes por milhdo (ppm). O célculo esta explicado detalhadamente no

Apéndice do trabalho (pag. 125).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Investigacdo e caracterizacdo de compostos organicos nao especificos
presentes nas amostras de esgoto sanitario domeéstico

A analise de amostras sem pré-tratamentos complexos é uma das
razdes pelas quais a RMN tem sido cada vez mais utilizada nos estudos das mais
variadas matrizes, pois minimiza o tempo de andlise e reduz a possibilidade de
provocar alteracdes na composicao quimica das amostras, o que pode acontecer em
técnicas que necessitem de extenuantes etapas de pré-tratamento amostral. Desta
maneira, uma sensibilidade e resolucado satisfatorias foram alcancadas empregando
uma pequena quantidade de material por analise (20 mL), com um tempo total de 47
minutos por aquisicdo dos espectros RMN de H, além do tempo para filtragdo e
secagem que foi gasto no pré-tratamento. No entanto, para efeito de diferenciacéo
das amostras de esgoto através dos espectros de RMN de 'H, exigiram-se andlises
guimiométricas dos dados espectrais, que facilitaram o trabalho com a grande
guantidade de informacdes.

Inicialmente, buscou-se investigar o comportamento da composicéo
organica nas amostras de esgoto em cada etapa do tratamento ocorrido na ETE,
gue tem por objetivo a remocao da maior quantidade possivel de contaminantes. De
um modo geral, as ETEs apresentam particularidades inerentes ao processo de
tratamento do esgoto e, para auxiliar na compreensdo da composicdo quimica
presente, as etapas especificas da ETE em questéo serdo descritas sucintamente a
seguir. O esgoto ao adentrar na ETE de S&o Carlos, passa por uma etapa de
tratamento fisico para retirada dos solidos grosseiros através de peneiras. Nesta
etapa também ocorreu a desarenacdo, ou seja, a areia foi raspada no fundo do
tanque e enviada a um reservatorio, além da remocédo das gorduras que, através de
um sistema de flotacdo, foram suspensas e retiradas por uma pa superficial e
armazenadas em local apropriado. Ainda nesta etapa, é adicionado um sal que
contém ferro para mitigar o mal cheiro formado pelos gases, como o H,S. ApGs o
tratamento fisico, as aguas de esgoto foram encaminhadas a um sistema de

tratamento bioldgico, o qual ocorre através de dois reatores anaerébios de fluxo
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ascendente, conhecidos como UASB, que funcionaram em paralelo. Nesta etapa
foram feitos descartes periodicos de lodo de esgoto que foram encaminhados a
unidades de fase sélida e enviados a aterros sanitarios ou doadas para confeccéo
de adubo. Posteriormente, o esgoto foi enviado para o tratamento quimico, o qual
ocorreu no “tanque de mistura rapida” e em dois tanques flotadores que também
funcionaram em paralelo. Nesta etapa foi feita a mistura das aguas de esgoto com
agentes coaguladores, como o PAC (policloreto de aluminio) ou cloreto férrico e, em
seguida, foi adicionado um polimero co-coagulante para aumentar o tamanho dos
flocos e facilitar a remocgédo através de um sistema de aeracgéo, raspagem superficial
e extracdo por uma centrifuga. Os lodos excedentes foram encaminhados para
desidratacdo mecanica e enviados as unidades de fase sélida. ApGs esta etapa, as
aguas de esgoto passaram por um sistema de desinfeccédo e remocéao de coliformes
fecais através de luz UV e, finalmente, passaram por uma escada hidraulica para
aumento da oxigenacéo, e foram descartadas no rio Monjolinho. Todas as etapas no
tratamento do esgoto pela ETE de Séao Carlos-SP estéo ilustradas na Figura 11.
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FIGURA 11 — Diagrama de blocos das etapas do tratamento do esgoto pela ETE de
Sao Carlos-SP.

Portanto, apés o entendimento do sistema completo de tratamento da

ETE, foram adquiridos espectros de RMN de *H das amostras de esgoto referentes

as seguintes etapas apresentadas na Figura 11: anterior ndo tratado (esgoto bruto
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em vermelho); durante o tratamento biol6gico nos dois reatores anaerébios (UASB 1
e 2 em verde); durante o tratamento quimico no tanque de mistura rgpida (em azul)
e nos dois flotadores (1 e 2 em azul); e apos todo tratamento (efluente final em azul
claro). A Figura 12 apresenta uma comparagao espectral de cada uma das amostras
citadas acima (espectros na mesma escala), as quais foram coletadas no mesmo
dia. Esta andlise foi realizada em triplicata para diferentes dias do més de Junho de
2011.
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FIGURA 12 — Comparacdo, por espectros de RMN de *H, da composicéo organica

das amostras em cada etapa do tratamento ocorrido na ETE de S&o Carlos-SP.
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Desta forma, através desta primeira avaliacdo geral da composicao da
amostra e, para os estudos quimiométricos e quantitativos, foram escolhidas as
amostras de esgoto nao tratado e apds o tratamento realizado pela ETE, ja que
essas apresentaram maiores variagdes na composi¢ao organica.

Para a caracterizacdo dos compostos organicos foram realizados
experimentos unidimensionais de RMN de *H (Fig. 16), bidimensionais de correlacéo
homonucleares COSY (Fig. 13) e bidimensionais de correlagdes heteronucleares
HSQC (Fig. 14) e HMBC; andlise de “sugestbes” feitas por um programa de
reconhecimento de padrbes espectrais inseridos em um banco de dados, chamado
Amix® 3.9.14, disponibilizado pelo laboratério Environmental NMR Center da
Universidade de Toronto. Além disso, para a caracterizacdo inequivoca, dados
encontrados em publicacdes recentes também foram avaliados.'#148149.150.151.152
Com isso, foi revelado um grande numero de substancias quimicas que
comprovaram a complexidade da matriz, aléem de permitir a caracterizagcdo de 50
constituintes presentes nas amostras do esgoto sanitario doméstico, 0os quais estédo

ilustrados e detalhados na Tabela 1.

TABELA 1 — Compostos caracterizados nas amostras de esgoto nao tratado e apos

tratamento ocorrido na ETE de Sao Carlos-SP.

5'H
Compostos e gHSQC
ne (multiplicidade*
Estruturas (8 *C)
J em Hz)
AMINOACIDOS
Ornitina
2-3,77 (m) 59,2
H ; : 3-1,90 (m) *** 25,9
1 Ui, . 3-1,01 (m) ** 28,9
HOWNHZ 4-1,77 (m) 25,9
5 - 3,01 (m) 41,7
NH,
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Tabela 1 continuagao
Serina
o)
) 1 H 3 2 - 3,66 (M) 58,5
HO OH 3-3,97 (m) 63,8
NH,
Leucina
3 1 H 3 gHs 3-1,90 (m) *** 43,1
"o 2 4 4 - 1,59 (m) *** 27,0
5-0,96 (d 7,04) 245
NH,
Creatina
4
0 CHg
A H | 2 - 3,93 (m) *** 56,6
1
N NH 4 - 3,05 (s) 39,8
2 3 2
HO/\/ \H/
NH
Uracila
H
Ox.1 N_, O
. X = 3-5,76 (d 7,40) 103, 4
4 - 7,55 (m) 148,8
4
Alanina
3
@) CH,
5 \ 2 -4,12 (q 6,90) 57,5
1 2 3-1,20 (d 6,90) 21,1
HO NH,
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Tabela 1 continuagao
Sarcosina
o)
; 2 - 3,66 (M) *** 53,8
1 3-2,74(s) 32,5
NH
HO CH,
ACIDOS ORGANICOS
3-ureidopropanoico
g 2 - 2,42 (m) 39,6
4 3 1 3-3,31(m) 39,5
2
HO NH OH
Isobutirico
4
o O\ CHs 2-2,38 (m) 39,5
\ 1 2 3;4-1,02(d7,18) 22,0
3
HO CH,
Isocitrico
OH
2-2,40 (m) 39,5
10 3-3,15 (m) 51,7
4 -3,96 (d 2,01) 76,4
HO OH HO
GABA (y-aminobutirico ou 4-
Oamlnobutlrlco) 2 - 2,27 (m) *** 38.0
11 3-1,91 (m) *** 25,9
L 3 4 - 2,98 (t7,44) 41,7
/\2/\/NH2
4
HO
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Tabela 1 continuagao
Latico
3

i o\ CHs 2 - 4,06 (q 7,30) 71.1
1 2 3-1,33(d 7,30) 211

HO OH

Succinico
O

13 M/OH 2:3-2,41 (s) 37,5

HO 2 4

O

Valérico
2 - 2,22 (m) **= 40,3
14 3-1,57 (m) *** 28,4
4 - 1,29 (m) *** 24,7
5-0,90 (t 7,46) 16,0
15 2:4 - 2,27 (m) *** 38,0
3-1,86 (m) 24,5
2:9 - 2,18 (m) *** 40,0
16 3;8 - 1,58 (m) *** 28,0
4:5;6;7 - 1,30 (m) *** 31,2
Propiénico
o)
17 H 3 2-217 (q7,41) 33,4
/1\2/CH3 3-1,06 (t 7,41) 13,0
HO
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Tabela 1 continuagao
Isocapréico
0 2 - 2,26 (m) ***
J s s Sisme | 22
18 o 2 4 _~CHs 4 - 1,48 (m) *** 304
5:6 - 0,92 (d 6,64) 246
6
Butirico
0 2-2,16 (t7,41) 421
19 . ‘ s 3-1,56 (sex) 21,9
/\2/\4 4-0,90 (t7,41) 16,1
HO CH,
2-metilbutirico
0 2 - 2,19 (m) *** 475
H 5 3-1,53 (m) *** 30,2
20 U, 4 3 - 1,47 (m) *** 30,0
HO CH, 4 -0,91 (m) 14,2
5 5-1,04 (m) 20,1
CHg
Fenilacético
2 -3,53(s) 47,2
21 4:6;8 - 7,31 (m) 129,1;
5;7 - 7,38 (M) 131,5
131,4
Acético
o)
22 H 2-1,92 (s) 26,0
1
/\2
HO CH,
Benzoico
4 3
OH 3;7-7,87 (d 7,43) 131,2
23 5 2 1 4:6-7,49 (dd 7,43; 7,60) | 130,7
\\ 5 - 7,56 (d 7,60) 133,6
o)
6 7
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Compostos ndo especificos

Tabela 1 continuagao
3-metilglutarico
6 .
o CH, o 2;4 - 2,20 (m) *** 473
24 ‘ 3-2,13 (m) *** 33,5
1 3 5 6 - 0,91 (d 6,61) 17,8
2 4
HO
3-hidroxibutirico (B-hidroxibutirico)
4
0 CH, 2 -2,31 (m) 49,0
25 ‘ 3-4,14 (m) 68,4
1 3 4 -1,20 (d 6,40) 24,7
HO S OH
Isovalérico
5
o) CH, 2 - 2,05 (m) *** 50,0
26 ‘ 3-1,93 (m) *** 29,1
1 3 , 4;5-0,92 (d 6,65) 24,7
HO 2 CHg
Férmico
27 1 1-8,46 (s) 173,5
HO/\O
Ftalico
08 3;6 - 7,48 (m) 130,0
4;5-7,41 (m) 131,0
4-hidroxifenilacético
29 4:8 - 7,15 (d 8,53) 133,4
57 - 6,83 (d 8,53) 119,0
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Compostos ndo especificos

Tabela 1

CARBOIDRATOS

continuagao

1-541 (d 3,89) 94,9
Sacarose 2 - 3,56 (M) 73,9
3-3,76 (m) 75,2
4 - 3,47 (m) 71,9
5 - 3,84 (m) 75,1
30 6 - 3,81 (m) 62,9
1" -3,82 (m) 65,1
2’ - 3,89 (m) 84,0
3’ - 4,05 (m) 76,5
4 - 4,22 (m) 79,1
6 - 3,67 (M) 64,1
a-glicose 1-524 (d 3,70) 94,7
2 - 3,47 (m) 71,8
3-3,77 (m) 75,0
31 4 - 3,56 (M) 73,8
5 - 3,74 (m) 63,1
6 - 3,85 (M) 74,9
1- 4,60 (d 7,90) 99,0
2 -3,30 (m) 75,2
3-3,74 (m) 63,1
32 4 - 3,44 (m) 78,3
5 - 3,47 (m) 71,8
6 - 3,92 (M) 63,1

OUTROS COMPOSTOS ORGANICOS

Betaina
Hsg 4 2-3,99 (s) 68,0
2399 (s ,
33 1H , A 3:4:5 - 3,26 (s) 54,6
HO/\/ \5
CHj,
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Compostos ndo especificos

Tabela 1 continuacao
Dietanolamina
34 1 1 2;2" - 3,3 (m) *** 55,0
NH Y
2 2' 1;1’-3,81 (m) 58,6
o NN,
2-aminopropanol
1 3 1-3,75 (m) 65,2
35 > ~CHs 1-3,57 (m) 65.2
HO 2 - 3,36 (M) 51,4
3 - 1,25 (m) *** 18,4
NH,
Glicerol
S OH 1-3,52 (m) 66,8
36 ) 2 -3,80 (M) 71,9
HO 3-3,62 (m) 66,7
L om
Glicina
o)
37 H 2-354(s) 471
/1\2/NH2
HO
Colina
3
HO——2 CH, 1-3,48 (m) 71,9
38 —\1‘ o 2 - 4,06 (M) 58,3
N—CHs 3:4;5 - 3,13 (s) 55,6
5
CHj
Taurina
H,N—2 0 1 - 3,03 (t 7,90) 39,5
39 S
I 2 - 3,38 (t7,90) 51,5
(6]
Trimetilamina
1
H,C
40 2 1;2;3-2,88(s) 46,3
N——CH,
3
H,C
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Compostos ndo especificos

Tabela 1 continuagao

Metilamina

41 1 1-2,69 (s) 35,6
Xilitol
1-3,76 (m) 65,7
" 2:4 - 3,88 (M) 75,0
3-3,58 (M) 65,1
5-3,67 (M) 74,2
Propano-1,3-diol
43 1 3 1;3- 3,62 (m) 61,2
/\2/\ 2 - 1,92 (m) *** 37,1
HO OH
Cadaverina 1:5 - 3,00 (t 7,65) 41,7
a4 L, > 2;4 - 1,70 (m) 29,1
HZN/\/N‘/\NH2 3-1,32 (m) 26,1
Dimetilamina
45 1 NH 1;2-2,73(s) 41,1
H3C/ “CH,
Ureia
0

46 ‘ 1,2 - 5,08 (sl) 165,2

1 2

H,N NH,
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Tabela 1 continuagao

Surfactantes 4-LAS C1o, C11, Cipe Ciz**
8

10
9/( X, “'&11
HaC

CHj

2,6 - 7,73 (M) 128,0

5
4t 3 35 - 7,40 (m) 131,3

SO,-

* s simpleto; sl: simpleto largo; d: dupleto; t: tripleto; q: quadrupleto; dd: duplo
dupleto; sex: sexteto; m: multipleto;
** compostos confirmados nas analises do Capitulo Il.

*** nicos sobrepostos

Uma vez que a identificacdo de todos os poluentes presentes é
demasiadamente complexa, este trabalho se limitou ao estudo dos compostos com
maiores concentracdes ou compostos cujos sinais se destacaram nos espectros de
RMN de *H.

Na Figura 13, para efeito de melhor visualizacdo das correlacdes dos
compostos, estdo apresentadas trés ampliacbes de um espectro de RMN de COSY
de uma amostra de esgoto nao tratado, onde se podem observar as correlacoes
encontradas para 35 dos 50 constituintes que foram caracterizados: a) regiao de &
0,70 a 4,65; b) regidao de 6 0,70 a 4,65; c) regiao de & 5,65 a 8,40.
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a)

Compostos ndo especificos

® Oritina

® Serina
Leucina
Alanina

- Acidos:

® 3-ureidopropanoico
@ Isobutirico

® |socitrico

@ 4-aminobutirico

O Latico

© Valérico

© Glutarico

© Sebacico

< Propionico

] « Acidos: (cont.)

® |socaprico

® Butirico
2-metilbutirico

© 3-hidroxibutirico

® Isovalérico

= Outros Compostos:

® Dietanolamina

@ 2-aminopropanol
@ Glicerol

O Colina

O Taurina

© Xilitol

© Propano-1,3-diol
© cadaverina

Figura 13

ppm

Extensao
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c)

KRk

ppm ] « Aminodcidos: (cont)
5.8 < @% ® Uracila
6.0 o - Acidos: (cont)

)ne]
6.2+ . ﬁ @ 4-hidroxifenilacéico
= Fenilacético

Benzoico
® Ftalico

= Outros Compostos:
{cont)

® Surfactantes

T T T T T T T T T T T
7.8 146 7.4 Tie 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm

FIGURA 13 — Ampliacbes de um espectro de RMN de COSY de uma amostra de
esgoto nao tratado.

Na Figura 14, para efeito de melhor visualizacdo das correlacdes dos
compostos, estdo apresentadas trés ampliacdes de um espectro de RMN de HSQC
gue foi adquirido de uma amostra de esgoto nado tratado, onde se apresentam as
correlacdes encontradas para 49 dos 50 compostos caracterizados: a) regidao de ©
0,70 a 5,85; b) regidao de 6 0,70 a 5,85; c) regiao de & 6,40 a 8,90.
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a)

Compostos ndo especificos

‘ « Aminoacidos:

@ Omitina
® Serina

ppm
20
30+
40+
50
60
70+
80

o

90+

) o

100+ :

110+

LD

Leucina
Creatina
Uracila
@® Alanina
® Sarcosina

- Acidos Organicos:
® 3-ureidopropanoico
@ Isobutirico
O Isocitrico
O 4-aminobutirico
O Latico
© Succinico
- Valérico
@ Glutarico
® Sebacico
@ Propidnico
@ Isocaproico
© Butirico
@ 2-metilbutirico
© Phenilacético
© Acético

4.0 3.5 3.0

\ | : © 3-hidroxibutirico
1.0 ppm @ Isovalérico

ppm - Carboidratos:
20 @ Sacarose
@ a-glicose
304 @ B-glicose
40 = Qutros Compostos:
® Betaina
50 ® Dietanolamina
2-aminopropanol
60- Glicerol
o Glicina
® Colina
70 ® Taurina
® © ® Trimetilamina
80 @ Metilamina
° L QO Xilitol
90 “ O Propano-1,3-diol
@ - / Cadaverina
o ; © Dimetilami
1004 . & ) Dimetilamina
° -
1104
LA O I L L L I B I
55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm
Figura 14 Extenséo
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c)
)
ppm - Aminoéacidos: {cont.)
120 > Uracila
« Acidos: (cont))
= ® Formico
1304 @ Ftilico
Fenilacético
@ Benzoico
140 @ 4-hidroxifenilacético
s Outros Composlos:
150- ¥ (cont)
® Surfactantes

160

170

®
180

I T T I ] I I T T I I I
88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 ppm
FIGURA 14 — Ampliacbes de um espectro de RMN de HSQC de uma amostra de

esgoto nao tratado.

Essas analises resultaram em um amplo perfil espectral, caracteristico
das misturas complexas, com sinais entre & 0,84 e 8,46, revelando que o esgoto
sanitario domeéstico é composto, predominantemente, de aminoacidos e &cidos
organicos.

Para se obter maior confiabilidade nos resultados da caracterizacao
dos constituintes quimicos, foram tracados dois gréaficos de dispersdo, em que um é
referente aos deslocamentos quimicos dos nucleos de *H e outro para os ntcleos de
13C (Figura 15). Os valores em ambos os graficos (*H e '°C) se referem aos
deslocamentos quimicos encontrados experimentalmente (eixo y) versus aqueles
referentes a cada composto padréo existentes em um banco de dados do programa
Amix® ou em publicacBes recentes (eixo x), com os coeficientes de correlacdo
apresentando credibilidade. Na coleta dos valores dos deslocamentos quimicos dos
compostos padrao, foram considerados aceitaveis os valores dentro de uma faixa de

incerteza de 0,1 ppm para os ntcleos de *H e 1,0 ppm para os ntcleos de **C.
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& 'H Experimental

1 - y = 0,9989x + 0,0055

R?=0,9987
O T T T T 1

0 2 4 6 8 10

6 'H Tedrico

0 3C experimental

y=1,0002x - 0,0663
R?=0,9985

0 T T T 1
0 50 100 150 200

&6 7°C Tedrico

FIGURA 15 — Graficos de dispersdo para os nutcleos de 'H e *3C, com os

deslocamentos quimicos (8) experimentais versus padrao.

A Figura 16 apresenta com maior clareza, alguns compostos
caracterizados nas amostras de esgoto nao tratado e tratado, bem como diferencas
relacionadas a concentracdo e composicdo, onde foram destacadas trés regides

distintas referentes a: hidrogénios aromaticos (6 6,0 a 9,0) na coloragédo
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avermelhada; hidrogénios carbindlicos (6 3,0 a 6,0) na cor azul; hidrogénios
carbindlicos, alilicos, de residuos alquilicos, dentre outros (& 1,0 a 3,0) na cor

verde.'*
3 o
Esgoto nao tratado o ©
g X £
co® £ ©
£0% E
g: 3 838 Yt
s E o|% o g
o o ol & ol 0§
° g 2| 4 b s
3 3 o< 53
\3 @ o 8 '& & gs
[0 @ o —_ @
8 = 28 2 = T &
5 2 23 - o
o : : o
8 5 3 g5 < 8l | £ 23
E =T 3 0 £ = g.‘&é
l- o L Q0 I —=_1
0 w ! o m l=.|—|—|
w . T 3 'l—ﬁ‘&
g < & 3 “ &<
| hrh g :
Esgoto tratado
©
9 g 3 5
Ko} E o 3
£ £ b, o S o
o = ] o a?
@ e
E i E < 5 %§
0 = e
3 . g i
2 o 3
; = S §
- | [+]
e . T
i s § ° <
00 R 5
— 8D
8x &, |5
M_; A AN "

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 ppm

FIGURA 16 — Comparacdo entre os espectros de RMN de 'H das amostras de

esgoto néo tratado e tratado.

Esta comparacdo espectral revelou um perfil quimico semelhante entre
as amostras de esgoto nao tratado e tratado pela ETE, com variagdes sutis em
determinados deslocamentos quimicos, porém com grandes diferencas em termos
de concentracdes. Essas semelhancas foram verificadas porque as analises foram

realizadas em amostras sem pré-tratamentos de extracdo ou separacdo, com
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apenas filtragem e secagem. Desta forma, foram detectados, sobretudo, os
metabdlitos primérios. Através destes espectros, foi possivel perceber a reducao do
namero de substancias quimicas com o tratamento da ETE, bem como a
degradagcdo de poluentes e, consequentemente, o aparecimento de sinais que
correspondem a subprodutos de degradacédo. Ainda neste sentido, em todas as
amostras de esgoto tratado (efluente), foram detectados sinais inerentes a regiao
espectral de hidrogénios aromaticos nos deslocamentos quimicos em 6 7,40 e 7,73
qgue, apesar de estarem indicados na Figura 16, s6 foram caracterizados como 0s
surfactantes anibnicos da classe LAS (Linear Alkylbenzene Sulfonate) apos as
analises descritas no Capitulo Il deste trabalho.

Ap6s uma avaliacdo preliminar dos espectros obtidos, pode-se
observar que em determinadas amostras (em alguns dias), a degradacao de alguns
compostos (que ocorreu nos reatores anaerobios UASB) como os carboidratos,
foram bem menores quando comparadas aos compostos que apresentaram sinais
na regido alifatica. Este fato pode ser explicado pelas interacbes que essas
moléculas podem ter com compostos com estrutura mais complexa
(macromoléculas) que, por efeito estérico, dificultaram a biodegradacdo.™ Isso é
um grande problema para o meio ambiente, pois 0 aumento excessivo de nutrientes
pode aumentar o crescimento de micro-organismos e fitoplancton no rio receptor do
efluente e, assim, podendo levar até a sua eutrofizacdo.™

A Figura 16 também mostrou que as amostras de esgoto nao tratado
possuem altos niveis de estruturas alifaticas, com uma significante reducdo em suas
concentracfes apos o tratamento da ETE. Compostos com estruturas insaturadas
também tiveram suas concentracdes drasticamente reduzidas, porém, varios outros
compostos, como aminoacidos e acidos organicos de cadeia pequena, persistiram
nas aguas do esgoto tratado. Apesar da diminuicdo na concentracdo destes
constituintes, eles ainda podem ter um efeito significativo nos ecossistemas devido a
vazdo de descarte do efluente no rio Monjolinho, que varia entre 636 e 1.050 L.s™.
Estas substancias podem exercer acado deletéria nos corpos d’agua, como o
consumo de oxigénio dissolvido nas aguas, causando a morte de peixes e outros
organismos aquaticos, liberacdo de maus odores, acarretar o escurecimento das

aguas e, com isso, dificultar a entrada de luz, dentre outros.™® Além disso, o
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descarte de compostos biologicamente instaveis no meio ambiente pode estimular a
atividade microbiana, como relatado recentemente por Simpson et al. 2011.*’

Ap6s a aquisicdo dos espectros de RMN de H em quintuplicata para
cada amostra de esgoto, estes foram utilizados como variaveis de entrada para o
tratamento quimiométrico dos dados, que foi uma ferramenta fundamental para a
selecdo dos compostos considerados mais importantes nas amostras, sejam pela

frequéncia de detecgao e/ou intensidade dos sinais.
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4.2 Andlises quimiométricas dos dados de RMN de 'H para estudo do esgoto

sanitario doméstico

Nesta secdo, modelos matematicos multivariados foram desenvolvidos
para correlacionarem a concentracdo dos analitos presentes nas amostras de
esgoto com a correspondente faixa espectral para, assim, possibilitar predicdes
estatisticamente confiaveis, mesmo que na presenca de interferentes.

Nas analises quimiométricas desenvolvidas para avaliacdo integral dos
constituintes quimicos, cujas regides espectrais selecionadas estédo entre & 0,70 e
8,50 (Figura 17b), as bucket tables resultaram em 195 variaveis (Figura 17a) para
ambas as matrizes de esgoto nédo tratado e tratado, com exclusdo da regido de
supressdo dos hidrogénios relativos ao HOD, que esta representada pela faixa
preta.
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a) Bucket table com 0,04 ppm ;
ESGOTO NAOC TRATADO
|III||II|II|I|’IIIII|I|I||IIIIIIII|II|IIII|I|IIIIII|II|IIII|IIII|III|II|I|‘I|
2.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 1.00 PPM
b) Espectro de RMN de H
[a]
o}
| mmﬂ
LA "
|II|I|IIIIIIII||I|IIIIII|‘III|IIIII|II|IIII|I‘II|IIIIII|III|II|I|’III|IIIII’II
Ppm
8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 1.00
a) Bucket table com 0,04 ppm
ESGOTO TRATADO
ol el M«'WNH’“MWMMHJM
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 1.00 ppm
b) Espectro de RMN de H
||||||||||||||||||||||||’|||||||||‘|||||||||‘|||||||||||||||||||’|||||||||’||
PPpm
8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 1.00

FIGURA 17 — a) Representacées das bucket tables geradas pelo programa Amix®;

b) Espectros de RMN de *H empregados nas anélises quimiométricas, com excegao

do sinal da HOD (faixa na cor preta).
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Além disso, modelos foram criados para avaliar apenas 0s constituintes
quimicos possuidores de hidrogénios aromaticos, cuja regido espectral selecionada
foi de & 6,50 a 8,40 (Figura 18b) e resultou na bucket table composta por 48

variaveis (Figura 18a).
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a) Bucket table com 0,04 ppm ESGOTO NAO TRATADO

e HA M

8.00 7.50 7.00 6.50 ppm

b) Espectro de RMN de 'H

3.00 7.50 7.00 6.50 ppm

a) Bucket table com 0,04 ppm ESGOTO TRATADO

e T L e

L ) L [ ) [ B
ppm
8.00 7.50 7.00 6.50

b) Espectro de RMN de H

P o et

II|IIIII|IIIIIII|I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIII

8.00 7.50 7.00 6.50 ppm
FIGURA 18 — a) Bucket tables geradas pelo programa Amix®; b) Espectros de RMN
de 'H ilustrando as regides aromaticas empregadas nas analises quimiométricas.
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Depois de geradas as bucket tables, diversos processamentos foram
testados para se iniciarem as andlises quimiométricas, sendo que os melhores
resultados obtidos foram com a centralizacdo dos dados em torno da média, j& que
as correlagdes entre as amostras foram mais facilmente visualizadas. Esse
processamento colocou a origem do grupo no centro do conjunto de dados, o que
garantiu que todas as variaveis fossem medidas na mesma magnitude e nao
permitiu que ruidos afetassem negativamente as analises, e que pode ocorrer nas
medidas espectroscépicas.’®! Para todas as anélises quimiométricas, foi utilizado
um intervalo de confianca de 95%.

4.2.1 Matrizes das amostras de esgotos nao tratado e tratado

Primeiramente, buscou-se fazer uma analise quimiométrica das
matrizes de esgoto néao tratado e tratado unidas, para se ter uma compreenséao geral
de como essas matrizes se comportam, além de identificar quais variaveis
(compostos) seriam responsaveis pelas distingcbes das amostras. As analises a
seguir foram realizadas a partir de 485 espectros de RMN de 'H referentes a 1 ano
de coleta (08/06/2011 — 13/06/2012), resultantes das quintuplicatas de 49 amostras
de esgoto nao tratado e 48 das amostras de esgoto tratado.

Visando fazer uma analise preliminar da estrutura dos dados, foi
aplicado o método aglomerativo ndo-supervisionado (HCA) que, representado em
um espaco bidimensional na forma de dendrograma, enfatiza os agrupamentos e
seus padrfes naturais.®® Essa discriminacao foi realizada com base na similaridade
entre 0s espectros estimada a partir da distancia euclidiana multidimensional entre
as amostras. Na Figura 19, observa-se o dendrograma gerado através do programa
quimiométrico Pirouette® 4.0 a partir das bucket tables produzidas pelo programa
Amix®. Este dendrograma foi organizado com os dados no eixo “y” e o indice de
similaridade no eixo “x”, de modo que as amostras ficassem dispostas em funcao da
sua proximidade. Nao obstante, podem ser observadas duas principais tendéncias
de aglomeracfes: uma contendo as amostras oriundas do esgoto néo tratado pela

ETE (m) e outra contendo as amostras de esgoto tratado pela ETE (0O).
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1.0 0.8 06 0.4 02 0.0
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FIGURA 19 — Gréfico de agrupamentos naturais (HCA) das amostras de esgoto ndo

tratado (m) e tratado (o).

O indice de similaridade de 0,093 entre os dois principais
agrupamentos refletiu grandes diferencas naturais entre 0s grupos amostrais, ja que
valores préximos a zero representam tal situac&o.’® Ainda neste sentido, com um
indice de similaridade de zero, ou seja, nenhuma similaridade, pode ser observada
uma amostra de esgoto ndo tratado com um comportamento anémalo quando
comparada as outras amostras e, portanto, foi considerada como outlier neste
modelo.

Para aperfeicoar os padrbes de discriminacdo dos constituintes
guimicos presentes nas amostras, algoritmos para Analises dos Componentes
Principais (PCA) foram empregados. Na Figura 20 verifica-se a porcentagem da
variancia total explicada para as componentes principais (PCs), apresentadas na
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forma de pontos. Neste grafico pode-se perceber um nitido decréscimo da variancia
com o aumento do numero de PCs e, com isso, contendo cada vez menos
informacdo a respeito dos dados. Esta andlise ajudou a compreender como e até
qguais PCs os dados podem ser explicados.

98,9% 99,1% 99,3% N
ot 3% o5 79 96,6% 97'.5% 98,.2% 98,-6% A - = 109.00 -
: L J
926% e * —
897% * ]
844% °* —
: | §
] =,
im,
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=
- O
=3
B
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-
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—
— Q.
- W
25.00 ]~
— &~
— “——
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 N
\HHH|II\\HHI|I\\H\\II|I\HHIII|\HHIIII‘H\\IIII\ ]

Numero de PCs

FIGURA 20 — Grafico da variancia explicada versus o namero de PCs para as

amostras de esgoto nao tratado e tratado.

A Figura 21 apresenta a analise de PCA, com o grafico de escores do
lado esquerdo e o grafico de pesos (loadings) do lado direito, onde as amostras de
esgoto ndo tratado estdo apresentadas na cor preta (®) e as amostras de esgoto
tratado na cor azul (®), o que forneceu informacdes bastante relevantes quanto ao

entendimento da variabilidade amostral.
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FIGURA 21 — Escores e pesos da PCA das 49 amostras de esgoto néo tratado (“E”

e cor preta) e 48 amostras de esgoto tratado (“S” e cor azul).

Para auxiliar nas interpretacdes dos dados na analise de PCA, o
grafico de pesos foi projetado em linhas e um espectro de RMN de *H também foi
esbocado para ilustrar as regides afetadas, para se conhecer quais e em qual
extensdo as variaveis contribuiram para os eixos de PC1 (azul) e PC2 (vermelho)
(Figura 22).
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FIGURA 22 — Gréfico de pesos projetado em linhas e o espectro de RMN de *H para

ilustrar suas regioes.

Os escores das informacgdes adquiridas pela PCA, com 84,8% do total
variancia acumulada nos eixos diaxiais PC1 e PC2 (Figura 21), apresentaram uma
tendéncia na separacdo das amostras corroborada pela andlise de HCA.
Basicamente, trés principais agrupamentos se formaram neste espaco
bidimensional, os quais estdo destacados por elipses e circulos: um com as
amostras de esgoto nédo tratado no lado positivo do eixo PC1 e PC2; outros dois com
as amostras de esgoto tratado, sendo que um grupo esta no lado negativo de PC1 e
positivo de PC2 e outro agrupamento no lado positivo de PC1 e negativo de PC2.
Por meio dos dois graficos de pesos (coordenadas e em linhas) pode-se perceber
gue muitas variaveis apresentaram relevancia no posicionamento das amostras no
grafico de escores. Isso era uma situacao esperada, ja que o tratamento do esgoto
na ETE removeu grande parte dos componentes organicos. Também foi observado
um comportamento antagdnico das variaveis referentes ao composto dimetilamina e
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aos compostos oriundos da degradacdo da matéria organica, os acidos acético e
propiodnico.

A avaliacdo dos pesos a partir dos dados de RMN de 'H na primeira
PC, que representou 68,2% do total de variancia, revelou associagoes,
principalmente, com as concentracdes de glicerol (& 3,72) e &cido latico (6 1,32),
este podendo ser oriundo do processo de fermentacdo dos carboidratos pela agéao
das bactérias Acido-lacticas (Figura 23).}%° O glicerol presente nas amostras de
esgoto tratado também indicou que a degradacdo do material organico ocorrido nos

reatores anaerdbios nio foi finalizada.®*

Acido Latico
C A
Glicose Sichice Acido Pirtvico ‘
CeH 126\ \ >2 CHy,— C COOH /\ 20H3—C COOH
2ATP  2NADH, ONADH,  2NAD

FIGURA 23 — Esquema reacional de producdo de &acido latico a partir da

fermentacdo glicosidica.

As amostras de esgoto tratado (na cor azul) que se localizaram nos
valores mais negativos da PC1, apresentaram as maiores concentracfes dos
compostos glicerol e acido latico. Também o posicionamento da variavel que
representa a dimetilamina (& 2,72) nos valores negativos de PC1 e PC2 mostrou que
as amostras de esgoto tratado apresentaram concentracfes mais altas quando
comparadas com as amostras de esgoto nado tratado. Pode ser destacado que a
dimetilamina é a amina alifatica mais abundante na urina humana e animal, além de
ser muito utilizada como catalisador no processo de vulcanizacédo da borracha e na
producédo de pesticidas ou detergentes, o que pode refletir suas altas concentracdes
nas amostras de esgoto ao entrar na ETE em alguns dias.!6%163

A segunda PC, que acumulou 16,6% do total de variancia, apresentou
sua dependéncia em relacdo a compostos que representaram a degradacdo da

matéria organica, como os acidos acético (6 1,92) e propibnico (& 1,04-1,08 e 2,16)
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nos valores mais positivos dessa PC. Com isso, as amostras de esgoto nédo tratado
apresentaram altas concentracbes de ambos 0s compostos, 0s quais decresceram
com o tratamento da ETE. Esses resultados também indicaram a ndo remocao dos
acidos acético e propidnico nas amostras de esgoto tratado coletadas nos dias
09/05/2012 e 16/05/2012, pois estas se agruparam com as amostras de esgoto nao
tratado e, com isso, apresentaram composi¢cdes similares. As amostras de esgoto
tratado que foram coletadas nos dias 25/07/2011, 08/08/2011, 20/09/2011,
29/09/2011 e 05/12/2011 apresentaram as maiores concentragdes de dimetilamina,
gue podem estar relacionadas a sua ndo decomposicao e/ou a sua producédo natural
através da decomposicdo anaer@bia incompleta de proteinas e aminoacidos, como

demonstrado na proposta reacional apresentada na Figura 24.16416°

o o Trimetilamina Dimetilamina
Proteinas 1910158, postigeos rOISe, 4 minodcidos —> CH,—N—CH; — CH;—N—CH;

CH, H

z

9
N-nitrosodimetilamina
CH3_' N_' CH3

NO
CH,=0
Formaldefdo  Aménia Metilamina

H,0+C0Oy¢<—— O=—=CH, + NH; <— CH;—NH, \/\
NO,  H0

FIGURA 24 — Proposta reacional de formacdo e degradacdo da dimetilamina sob

condi¢cBes anaerodbias.

Ainda foi observado que as amostras de esgoto ndo tratado que foram
coletadas nos dias 29/08/2011, 08/10/2011, 10/11/2011, 25/12/2011, 22/05/2012 e
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13/06/2012, apresentaram um decréscimo nas concentragdes dos &acidos acético e
propidnico e, consequentemente, grande quantidade de dimetilamina. Esse
decréscimo foi decorrente da mistura que ocorreu entre as aguas de esgoto com as
aguas pluviais, que esta claramente ilustrado na se¢do 4.3 do Capitulo I. Esta
mistura pode ser oriunda de conexdes entre 0s sistemas de escoamento das aguas
de esgoto e pluviais que deveriam ser distintos, o que pode provocar grandes
problemas decorrentes do aumento rapido e excessivo no volume de &aguas de
esgoto e, com isso, causar avarias em todo o sistema de escoamento e tratamento.
Portanto, a forma ideal para um sistema de tratamento de esgoto de uma cidade é
existir redes distintas para escoamento das aguas pluviais.

Portanto, todas as variagcdes na composicao organica das amostras de
esgoto tratado podem ocorrer devido a auséncia de condi¢cdes favoraveis para o
desenvolvimento dos micro-organismos nos reatores anaerdbios, como: falta de
nutrientes; presenca de substancias toxicas; pH inapropriado; problemas nos
sistemas de armazenamento e tratamento de esgoto.'®®®” Desta forma, a presenca
e variabilidade de compostos nas amostras de esgoto tratado evidenciaram uma
acao incompleta dos microorganismos com caracteristicas diferenciadas (ilustrado
na Figura 4 da secdo 1.1 da Introducdo) na biodigestdo do material organico
complexo do esgoto. Esta etapa esta melhor detalhada na secdo 4.2.3, onde se

avaliou apenas a matriz formada pelas amostras de esgoto tratado.

4.2.1.1 Regiéo relativa a compostos aromaticos

Para acrescentar na interpretacdo dos dados multivariados, visando
uma avaliacdo a contribuicdo dos hidrogénios aromaticos referentes aos
deslocamentos quimicos entre & 6,50 e 8,40, uma analise quimiométrica foi aplicada
exclusivamente com esse proposito.

A Figura 25 apresenta o dendrograma resultante da analise por HCA
aplicada a partir das mesmas amostras de esgoto ndo tratado e tratado analisadas
anteriormente, porém, avaliando apenas a regido dos hidrogénios aromaticos. Nesse

dendrograma percebeu-se que, com indice de similaridade de 0,223, ha um forte

agrupamento entre as amostras de esgoto nao tratado (m) e sua clara segregacao
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das amostras de esgoto tratado (O0), mostrando que existem diferencgas pertinentes

entre estes dois grupos.

1.0 08 06 04 02 0.0
| | I I | I
¥ Centroid

1 CURSOR

© Simiariy: 0.223
— + NODE
+ Similarity: 0.223
' Distance: 1074611.500
+ Descendants: 475

AN S EEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 OmOEDODDOD D00 Omoo0 0 O 0O mo

FIGURA 25 — Gréfico de agrupamentos naturais (HCA) das regifes de hidrogénios

aromaticos das amostras de esgoto nao tratado (m) e tratado (o).

No gréfico de escores do lado esquerdo na Figura 26, com 77,5% da

variancia total acumulada, pode-se visualizar a separacdo das amostras de esgoto

nao tratado, apresentadas pela cor preta (®), das amostras de esgoto tratado na cor

azul (e), confirmado pela analise de HCA.
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FIGURA 26 — Escores e pesos do sistema de coordenadas PC1 e PC2 para as

regides de hidrogénios aromaticos das amostras de esgoto nédo tratado e tratado.
O grafico de pesos projetado em linhas com o espectro de RMN de *H

para ilustrar as regides, também auxiliaram na interpretacdo de quais e quanto cada

variavel contribuiu para cada PC (Figura 27).
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FIGURA 27 — Gréfico de pesos projetado em linhas e o espectro de RMN de 'H para

ilustrar suas regioes.

Desse modo, os graficos de pesos, tanto em coordenadas como em
linhas, sugeriram as altas concentracdes dos &acidos fenilacético (6 7,30) e
hidroxifenilacético (6 6.82) nas amostras de esgoto nao tratado que estdo alocadas
em valores mais positivos de PC1, com a completa degradacdo destes compostos
guando observado o posicionamento das amostras de esgoto tratado nos valores
negativos de PC1. Além disto, os resultados também mostraram que os surfactantes
LAS, com seus deslocamentos quimicos em & 7,42 e 7,74, nao foram
completamente removidos com o tratamento do esgoto na ETE. Essa recalcitrancia
dos LAS ocorreu devido ao tipo de degradacao utilizada no tratamento bioldgico,
unicamente anaerébio (via UASB), o qual ndo possui grande efetividade na remocao

dos surfactantes aniénicos, muito utilizados nos produtos para limpeza.
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4.2.2 Matriz das amostras de esgoto nao tratado

ApOs a compreensdo geral de ambas as matrizes de esgoto nao
tratado e tratado, foram desenvolvidas analises quimiométricas para um
entendimento mais detalhado das variagcdes dentro de cada matriz de esgoto
separadamente, visando estabelecer padrbes de comportamento dos constituintes
qguimicos organicos e os efeitos que os influenciaram. Desta maneira, foram
avaliadas as amostras de esgoto anterior ao tratamento da ETE para estabelecer
modelos relacionados a sazonalidade da coleta e, tentar identificar provaveis
descartes anémalos no sistema comum de esgoto da cidade, como de industrias, ja
gue estas necessitam pré-tratar seus efluentes adequadamente anterior ao seu
descarte.'®® Para isso, as seguintes anélises foram desenvolvidas a partir de 245
bucket tables resultantes de 49 amostras analisadas em quintuplicata.

Como feito anteriormente, visando examinar a estrutura geral dos
dados presentes na matriz de esgoto nao tratado foi aplicado o método HCA para
enfatizar os agrupamentos naturais, que esta representado na Figura 28 na forma de
dendrograma. Portanto, para se conhecer padrfes aglomerativos de acordo com a
sazonalidade da coleta, fez-se as seguintes consideracfes: as amostras que foram

coletadas nas estacdes do ano com temperaturas relativas menores, nos meses de
junho, julho e agosto de 2011, maio e junho de 2012, estdo representadas por O;
amostras coletadas nas estagbes com temperaturas maiores, entre setembro de

2011 e abril de 2012, estao representadas por m.
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FIGURA 28 — Gréfico de agrupamentos naturais (HCA) das amostras de esgoto néao
tratado coletadas: junho, julho e agosto de 2011 (o); setembro de 2011 a abril de
2012 (m).

Assim sendo, pode ser observada uma tendéncia de duas
aglomeracdes amostrais, porém com um alto indice de similaridade de 0,924. Além
disso, com um indice de similaridade zero, ou seja, nenhuma similaridade, pode ser
confirmado o comportamento andémalo daquela mesma amostra detectada
anteriormente nas analises da secéo 4.2.1.

A Figura 29 apresenta as relacdes bidimensionais entre as primeiras e
segundas PCs adquiridas apenas para as amostras de esgoto nao tratado, as quais
acumularam 66,6% do total da variancia. Nesse resultado podem ser notados
densos agrupamentos amostrais que representaram relacdées semelhantes entre a

maioria das amostras, corroborado pela analise de HCA. O gréafico de escores
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apresentou uma tendéncia de agrupamentos relacionados as coletas nos meses:

setembro de 2011 a abril de 2012 na cor em preta (e), que estdo associadas a

estacOes do ano com temperaturas relativas altas; junho, julho e agosto de 2011 e
maio e junho de 2012 na cor verde (e), que estdo associadas a estacdes do ano

com menores temperaturas; 08/10/2011, 10/11/2011, 16/11/2011, 18/12/2011 e

25/12/2011, em azul (e), que estdo associadas a mistura das dguas de esgoto e

aguas pluviais.
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FIGURA 29 — Escores e pesos do sistema de coordenadas PC1l e PC2 para

amostras de esgoto néo tratado.
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O gréfico de pesos projetado em linhas a seguir com seu respectivo
espectro de RMN de 'H que ilustra suas regides (Figura 30), contribuiram para a

interpretacdo das variaveis que mais afetaram cada PC da Figura 29.

: : —— 7 .
8 7 6 5 4 3 2 1
3 (ppm)

FIGURA 30 — Gréfico de pesos projetado em linhas e o espectro de RMN de *H para

ilustrar suas regioes.

As anadlises dos graficos de pesos sugerem que a tendéncia da
separacdo das amostras em PC1 ocorreu devido aos dominios espectrais situados
em ©& 1,90-1,94 (acido acético), & 1,06 e 2,18 (a4cido propibnico), que estédo
relacionadas as variacbes sazonais durante o ano de coleta. Neste sentido, os
valores mais negativos de PC1l estdo associados a altas concentracfes destes
compostos, que podem ser relacionadas a estacfes do ano com temperaturas
relativas maiores, porque nesse periodo tem-se maior atividade bacteriana e, com
isso, maior degradacdo da matéria organica presente no esgoto anterior a sua

entrada na ETE. O inverso aconteceu para as amostras na cor verde que foram
75



CAPITULO | Compostos ndo especificos

coletadas em estagcdes do ano com temperaturas relativas menores, pois
apresentam menores concentragdoes destes mesmos compostos devido a menores
atividades bacterianas e, portanto, menor degradacédo da matéria organica.

Pode ser observado também que as aguas da chuva tiveram grande
influéncia nas concentracbes dos acidos acético e propibnico nas amostras
apresentadas na cor azul. Confirmando a irregularidade da mistura das aguas da
chuva com as aguas de esgoto, sendo melhor ilustrado nas andlises quantitativas da
secao 4.3. Este fato ndo deveria ocorrer, porque a ETE possui sua vazao de agua
para tratamento limitada entre 636-1050 L.s™*, e um aumento imprevisto do fluxo
pode comprometer equipamentos, instalacdes e o préprio tratamento.

Outros compostos como o glicerol (& 3,72), dimetilamina (& 2,74) e
trimetilamina (& 3,30) estdo associados a valores positivos do eixo PC1, os quais se
destacaram quando as concentracdes dos compostos relacionados a degradacéao da
matéria organica diminuiram. Valores positivos do eixo PC2, que acumulou 19,3%
do total de variancia, estéo relacionados a altas concentracdes de uréia (6 4,98-
5,26), que foi bastante elevada na amostra coletada no dia 29/08/2011. A alta
concentracdo deste composto pode estar relacionada a descartes de efluentes néao
pré-tratados oriundos de processos industriais ou produtivos, como granjas de
frango no entorno de Séo Carlos-SP, ja que havia muitas penas de aves misturadas
as aguas de esgoto no dia da coleta. Isso mostra a possibilidade da utilizacdo dessa
metodologia para rastrear compostos que foram descartados anomalamente.

Ainda na analise da matriz das amostras de esgoto nédo tratado, a
Figura 31 apresenta os resultados quimiométricos obtidos para os eixos PC3 e PC4
gue, apesar de possuirem uma baixa variancia total acumulada (4,2%),
apresentaram informacdes relevantes quanto a compreensdo da variabilidade
amostral. Os eixos PC3 e PC4 foram relacionados a variacbes na concentracdo de
dimetilamina (& 2,72), além do eixo PC4 também estar relacionado com as variacdes

das concentracdes de glicerol (& 3,72) e uréia (6 5,04-5,12) durante o ano da coleta.
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FIGURA 31 — Escores e pesos do sistema de coordenadas PC3 e PC4 para

amostras de esgoto néo tratado.

As variaveis intrinsecas foram importantes para determinar padrdes de
descarte andémalos, como efluentes nao pré-tratados advindos do comércio ou
industria. Neste sentido, foram apontadas as amostras coletadas nos dias
01/01/2012, 13/06/2012, 08/07/2011, 25/07/2011, 08/08/2011, 29/09/2011,
08/10/2011, 10/11/2011, 16/11/2011 e 25/12/2011, que estdo agrupadas em valores

mais negativos de PC3 e PC4 e apresentadas pela cor azul (e), com teores mais

expressivos de dimetilamina (& 2,72), os quais podem ser referentes a altos
descartes de urina humana e/ou animal no sistema comum de esgoto da cidade.

Estes altos valores de dimetilamina possivelmente relativos a altos descartes de
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urina também se relacionaram com a alta concentragcdo de uréia nas amostras
posicionadas em valores negativos de PC4.

J& nos valores positivos de PC4, observa-se que as amostras que
foram coletadas nos dias 25/12/2011 e 08/10/2011, na cor vermelha (e)

apresentaram altos teores de glicerol, provavelmente devido a descartes comerciais
ou industriais ndo pré-tratados. Vale destacar que o glicerol é bastante utilizado em

produgdes alimenticias e de medicamentos.**%17

4.2.2.1 Regido relativa a compostos aromaticos

Como feito na secdo anterior, uma analise quimiométrica foi realizada
utilizando apenas os deslocamentos quimicos presentes na regido entre d 6,50 e
8,40, para avaliar as contribuicbes de hidrogénios aromaticos e acrescentar na
interpretacéo dos dados multivariados.

A Figura 32 apresenta um dendrograma resultante da analise por HCA
desenvolvida a partir das mesmas amostras de esgoto nado tratado avaliadas
anteriormente nesta secdo. Da mesma forma, para se conhecer padroes
aglomerativos de acordo com a sazonalidade da coleta, fez-se as mesmas
consideracoes: coletas feitas durante as estacbes com temperaturas relativas

menores do ano, junho, julho e agosto de 2011, maio e junho de 2012, estdo

representadas por 0O; coletas durante as estacdes com temperaturas relativas

maiores no ano, entre setembro de 2011 e abril de 2012, estdo representadas por m.
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FIGURA 32 — Grafico de HCA das regibes aromaticas das amostras de esgoto nao
tratado coletadas: maio, junho, julho e agosto de 2011 em o; entre setembro de
2011 e abril de 2012 em m.

Com um alto indice de similaridade (0,669), a matriz apresentou uma
pequena aglomeracdo entre as amostras coletadas nas estacdes do ano com
temperaturas maiores, além de apresentar duas amostras com um comportamento
completamente distinto das outras, com um indice de similaridade zero.

Buscando uma andlise mais aprofundada da variabilidade dentro da
matriz, foi aplicada andlise de PCA que resultou em 72,7% da variancia total
acumulada nos eixos PC1 e PC2 (Figura 33), com o grafico de pesos projetado em

linhas apresentado na Figura 34 para auxiliar na interpretacdo dos dados.
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FIGURA 33 — Gréficos de escores e pesos do sistema de coordenadas PC1 e PC2

relativos a regido de hidrogénios aromaticos das amostras de esgoto nao tratado.
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FIGURA 34 — Gréfico de pesos projetado em linhas e o espectro de RMN de 'H para

ilustrar suas regioes.

Analisando as Figuras 33 e 34, basicamente, percebeu-se que as
amostras que foram coletadas no més de maio de 2012 e estdo alocadas nos
valores positivos de PC2, na cor azul (®), apresentaram as maiores concentracoes
dos surfactantes LAS (6 7,74 e 7,42). Estas maiores concentracfes podem ser
atribuidas a descartes anémalos no sistema comum de esgoto da cidade, como
aguas de lavagem com alto teor de produtos de limpeza, como o0s detergentes.
Ainda nesta andlise foi notado que as amostras posicionadas em valores mais
negativos de PC2, na cor preta (®), apresentavam altas concentracdes relativas dos
acidos 4-hidroxifenilacético (6 6,82-6,86 e 7,14-7,18) e fenilacético (& 7,30), que
poder-se-ia relacionar a descartes anémalos, ja que é o composto precursor dos

farmacos n3o esteroidais.!’?
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4.2.3 Matriz das amostras de esgoto tratado

Para a compreensdo mais detalhada da variacdo dos constituintes
quimicos organicos na matriz de esgoto tratado, foram feitas andlises
quimiométricas construidas a partir de 240 bucket tables (quintuplicada de 48
amostras). Com isso, pode-se estabelecer padrdes relativos as variacdes
decorrentes do tratamento e/ou identificar provaveis produtos relacionados a
degradacgdes ou biotransformacdes de compostos organicos.

A Figura 35 apresenta o dendrograma resultante da analise por HCA
gue foi desenvolvido para buscar agrupamentos ou separagfes que evidencia
variagcdes nas concentracbes dos constituintes e, assim, auxiliar na compreensao
das analises de PCA. Nele, percebeu-se uma clara agregacéo de algumas amostras

gue foram coletadas no periodo entre 09/09/2011 e 24/04/2012 (m), com um indice

de similaridade de zero, além de tendéncias de agrupamentos entre as amostras

gue foram coletadas nos meses de maio, junho, julho e agosto de 2011, maio e
junho de 2012 (O0), que apresentaram um indice de similaridade de 0,200 em relacao

as outras amostras.
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FIGURA 35 — Gréfico de HCA das amostras de esgoto tratado coletadas: maio,

junho, julho e agosto de 2011 em o; entre setembro de 2011 e abril de 2012 em m.

Portanto, na continuidade das analises quimiométricas e para melhor
compreensao da variabilidade dos dados, foram aplicados algoritmos de PCA que
resultaram em um novo perfil de posicionamento das amostras, com 79,4% da

variancia total dos dados acumulados na primeira e segunda PCs (Figura 36).
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FIGURA 36 — Escores e pesos do sistema de coordenadas PCl e PC2 para

amostras de esgoto tratado.

O gréfico de pesos projetado em linhas representado pela Figura 37,

com seu respectivo espectro de RMN de 'H para ilustrar suas regides, auxiliou e

corroborou nas interpretacdes de quais variaveis e quanto de cada uma contribuiu

para a PC1 e PC2.
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FIGURA 37 — Gréfico de pesos projetado em linhas e o espectro de RMN de 'H para

ilustrar suas regioes.

Nessa analise mais detalhada da variabilidade amostral dentro da
matriz de esgoto tratado, pode ser evidenciada a acdo incompleta dos micro-
organismos nos reatores anaerébios UASB, responsaveis pela degradacdo do
material organico presente nas aguas de esgoto. Portanto, o 4cido latico (6 1,32) e o
glicerol (6 3,72) foram os compostos que mais se destacaram na composicdo das
amostras nos valores mais negativos da PC1 (esgoto tratado), onde suas presencas
podem evidenciar a incompleta degradacdo da matéria organica no produto final, o
metano, por meio da acdo das bactérias acetogénicas e acidogénicas,
respectivamente.

As concentracdes relativas altas de dimetilamina nas amostras

destacadas pela cor azul (®) mostraram a sua provavel producao pela degradacéo

de aminoacidos e proteinas e/ou a sua ndo degradacao, ja que € a amina alifatica de

maior concentracdo na urina.*®®
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4.2.3.1 Regido relativa a compostos aromaticos

Como feito anteriormente, para averiguacao da variabilidade amostral
dentro da matriz de esgoto tratado construida a partir da regido referente aos
compostos aromaticos (&6 6,50-8,40), foram desenvolvidas as andlises
guimiométricas por HCA e PCA a sequir.

A Figura 38 apresenta o dendrograma resultante da analise de HCA
desenvolvida a partir das mesmas amostras de esgoto tratado utilizadas na secéo
4.2.3. Da mesma forma, para se conhecer padrdes aglomerativos de acordo com a
sazonalidade da coleta, fez-se as mesmas consideracdes: coletas durante as
estacdes de temperaturas relativas menores no ano, maio, junho, julho e agosto de
2011, maio e junho de 2012, estdo simbolizadas por O; coletadas durante as
estacdes com temperaturas relativas maiores no ano, entre setembro de 2011 e abril
de 2012, estdo representadas por m. No dendrograma observa-se duas
aglomeracdes intensas entre as amostras, com um baixo indice de similaridade de
0,418 entre os agrupamentos. O motivo deste agrupamento apenas foi entendido
apos as analises por PCA. Ainda, com um indice de similaridade zero (nenhuma
similaridade), a matriz apresentou duas amostras com um comportamento

completamente distinto quando comparadas as outras.
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FIGURA 38 - Grafico de HCA das regides dos hidrogénios aromaticos para
amostras de esgoto tratado coletadas em: maio, junho, julho e agosto de 2011 em o;

entre setembro de 2011 e abril de 2012 em n.

Para uma analise mais detalhada das variacdes dentro da matriz, foi
aplicada a andlise de PCA, a qual apresentou 68,9% da variancia total acumulada
nos eixos PC1 e PC2 (Figura 39 - a), e 7,1% da variancia total acumulada nos eixos
PC5 e PC6 (Figura 40 - b), com seus respectivos graficos de peso projetados em

linhas e espectros de RMN de *H para auxiliar na compreenséo dos resultados.
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FIGURA 39 — Gréficos de escores e pesos do sistema de coordenadas PC1 e PC2
(a) para as amostras de esgoto tratado e os respectivos graficos de peso projetados

em linhas com espectros de RMN de *H.
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(b) para as amostras de esgoto tratado e os respectivos graficos de peso projetados

em linhas com espectros de RMN de *H.
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No gréfico de escores da Figura 39a, os valores negativos de PC1 e

PC2 indicaram que as amostras que foram coletadas no més de junho, no dia 25 de
dezembro de 2011 e no dia 1 de janeiro de 2012 (na cor azul ®), apresentaram as

maiores concentracdes do composto correspondente aos deslocamentos quimicos &
o 7,46-7,54 e & 7,86-7,94, que foi caracterizado como o0 &cido benzbico. Esses
dados mostram que ndo houve a completa remo¢do do acido benzdéico com o
tratamento do esgoto praticado pela ETE naqueles dias. E necessario salientar que
este composto € muito utilizado como conservante alimentar e talvez tenha alguma
relagdo com o consumo de produtos enlatados naquelas datas.'"?

Os escores e 0s pesos referentes aos eixos PC5 e PC6 (Figura 39b)
mostraram os dias em que a concentragdo dos surfactantes LAS (5 7,42 e 7,74) foi
mais alta no efluente despejado no rio Monjolinho, também representados pela cor
azul (e®). Portanto, as andlises quimiomeétricas evidenciaram a recalcitrancia e os
dias em que as degradacdes dos surfactantes e do acido benzéico foram menores.

Em geral, os resultados estatisticos mostraram que a RMN de 'H aliada
a quimiometria pode ser uma poderosa ferramenta para 0 monitoramento dos

constituintes quimicos organicos presentes no esgoto de um municipio.
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4.3 Estimativa das concentra¢cdes por RMN de 'H dos compostos que se
destacaram nas anélises do esgoto (RMNQ)

Como visto anteriormente, o estudo quimiométrico indicou que a
discriminacéo do esgoto sanitario domestico utilizando a espectroscopia de RMN de
'H foi bastante viavel. Contudo, para se realizar uma comparacdo mais efetiva das
amostras de esgoto, foram feitas estimativas das concentracées dos compostos que
mais contribuiram para as analises quimiométricas e/ou se destacaram nessas
amostras.

Sabe-se que dificuldades inerentes a andlises quantitativas por RMN
(RMNQ) de poluentes organicos estédo ligadas a complexidade da matriz e a baixa
guantidade presente dos analitos alvo. Porém, compostos ou produtos de
degradacdo podem ser quantificados mesmo quando nao existem padroes
comerciais para calibracdo.!” Assim, o desenvolvimento das anélises de RMNq de
'H foi feito a partir de sinais ndo sobrepostos, portanto com uma boa resolucéo e,
considerando os respectivos tempos de relaxacdo. Também foram escolhidos sinais
gue apresentavam intensidades favoraveis para se obter uma boa relacédo
sinal/ruido.*™

Portanto, os sinais selecionados para quantificacdo foram: os simpletos
da dimetilamina (6 2,73), do acido acético (6 1,92) e do acido férmico (& 8,43); os
dupletos do &cido latico (6 1,32) e do acido fenilacético (6 7,31) e o tripleto do acido
propidénico (6 1,06). As suas concentracdes estdo apresentadas em ppm (parte por
milhdo - mg.L?). Os surfactantes LAS que apresentaram um multipleto no
deslocamento quimico entre & 7,68 e 7,76 tiveram suas concentracfes estimadas
em mmol.L? (unidade fornecida pelo método Eretic2®), porém, foram também
apresentadas em ppm. Esta diferenca na unidade de concentracdo se deve ao fato
de ndo se conhecer o numero exato de surfactantes que contribuiram para o sinal e,
com isso, ndo se pode saber o valor da massa molar para transformacao da unidade
mmol.L™ para mg.L™ — Isso estd melhor detalhado no Apéndice do trabalho (pag.
125).

No calculo das concentracdes, foram levadas em consideracdo as
incertezas individuais que estdo associadas a todo sistema analitico como: erros
relacionados a micropipeta e balanca; a pureza do TMSP-d4 (padréo interno) e os

desvios padrao das quintuplicatas das concentragbes calculadas. Com esses
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valores, foram calculadas as incertezas combinadas, as quais estdo expressas na
forma de barras de erros localizadas no topo das barras de concentracdes nos
gréficos “b, c, d, €” da Figura 41. As equacdes usadas para os calculos, os valores
exatos das concentracdes e as respectivas incertezas combinadas também estao
apresentados no Apéndice.

A Figura 4la apresenta o gréfico de precipitacdo pluviométrica (em
mm) referente ao periodo que foi feito as amostragens para o estudo, j& que se
percebeu a influéncia das é&guas pluviais nas concentracdes dos compostos
oriundos da degradacdo da matéria organica (acidos acético e propiénico) nas
amostras de esgoto anterior ao tratamento feito pela ETE.
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Datada Coleta
FIGURA 41 — a) Gréfico de precipitacao pluviométrica na cidade de Sao Carlos-SP*
no periodo da amostragem; b,c,d) Concentrac6es no esgoto ndo tratado, em ppm;
e,f,g) Concentragdes no esgoto tratado, em ppm.
*Dados obtidos em 29/09/2012 - http://www.inmet.gov.br.

Corroborado pelos resultados quimiomeétricos, observa-se a influéncia
das mudancas sazonais na composi¢cdo quimica das amostras de esgoto né&o
tratado quanto as concentracdes dos acidos acético e propidnico, as quais foram
maiores durante as estacfes do ano de temperaturas relativas maiores, com suas
maximas concentracdes chegando a 1154 e 43,4 mg.mL*', respectivamente.
Também foi comprovado o fato de que no periodo de temperaturas relativas
menores foram menos eficazes as degradacfes microbianas ocorridas na matéria
organica do esgoto anterior a sua entrada na ETE.

Em relacdo ao esgoto tratado, as concentracbes dos acidos acético e
propiénico foram bem menores, exceto nas amostras que foram coletadas nos dias
09/05/2012 e 16/05/2012, apontando suas nao remocodes pelo tratamento do esgoto
na ETE nesses dias e, também, corroborando com as analises quimiométricas. A
dimetilamina apresentou maiores concentracdes nas amostras de esgoto tratado
coletadas nos dias 25/07/11, 08/08/11, 20/09/11, 29/09/11, 05/12/11 e 13/06/12, com
a concentracdo maxima de 11,0 mg.mL™,

De maneira geral, o acido acético foi o composto dominante nas
amostras de esgoto ndo tratado e o composto dimetilamina teve suas maiores
concentracdes nas amostras de esgoto tratado.

Fazendo uma comparacdo entre as Figuras 4la e 41b, pode-se
observar a influéncia das aguas pluviais (devido a ligacdes clandestinas residenciais
e/ou comerciais) nas concentracdes do acido acético e propidbnico nas amostras de

esgoto ao entrar na ETE, com um acentuado decréscimo nas suas concentragdes
9
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em amostras coletadas nos dias 08/10/2011, 10/11/2011, 16/11/2011, 25/12/2011 e
04/04/2012. Ainda em relacdo a esses dias, as porcentagens de remocédo dos
compostos foram de 4,2, 73,9, 82,1, 14,0 e 77,9% para o acido acético e 15,9, 88,9,
89,0, 49,3 e 56,6% para 0 acido propidnico. Essa diminuicdo nas porcentagens de
remocdo da matéria organica decorrente das aguas da chuva ndo assegura
ineficiéncia do tratamento da ETE, pois o0 esgoto ja possuia pequena quantidade de
material organico ao entrar na ETE com, consequentemente, alta vaz&do, o que pode
comprometer toda eficiéncia do sistema de tratamento, equipamentos e instalagdes.
Deste modo, e por motivos de seguranca, quando o fluxo de esgoto aumenta
repentinamente em dias chuvosos, as comportas da ETE sdo abertas para que as
aguas de esgoto sejam despejadas diretamente no rio Monjolinho sem qualquer tipo

de tratamento causando prejuizos ao meio ambiente.

95



CAPITULO | Compostos ndo especificos

4.4 Anédlise quantitativa por Diagrama de Extremos e Quartis (box-and-
whiskers)

As representacfbes graficas por Diagrama de Extremos e Quartis
(DEQ) foram utilizadas para se obter, de modo mais claro, a forma com que o0s
valores das concentragdes para cada composto se distribuem quanto a simetria ou
disperséo dos dados. Esta analise por DEQ incluiu: o valor da concentragdo minima;
o 1° quartil, que acumulou 25% das menores concentracbes; a mediana ou 2°
quartil, que dividiu as concentracbes em dois grupos, maiores e menores
concentragdes; o 3° quartis, que acumulou 25% das maiores concentragdes; o valor
da concentracdo maxima e, valores andbmalos ou outliers, ou seja, que estao fora
dos 95% do intervalo de confianga e estédo representados por asteriscos.

Para esta andlise, foram utilizadas as mesmas concentracbes dos
compostos que foram quantificados previamente na secédo 4.3. Os DEQ para as
amostras de esgoto nao tratado (E) e tratado (S) estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42
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FIGURA 42 — Diagramas de extremos e quartis das concentracbes dos acidos:

acético, propionico, latico, formico e fenilacético; dimetilamina e surfactantes LAS,

nas amostras de esgoto néo tratado (E) e tratado (S).

No DEQ desenvolvido para a dimetilamina observa-se uma pequena
eliminacdo com o tratamento da ETE, além de uma grande variagcdo das altas
concentracfes nas amostras de esgoto tratado (S) quando comparadas ao quartil
das baixas concentracdes, que se apresentaram mais homogéneas ou controladas.
Ja no DEQ desenvolvido para o acido formico, tanto nas amostras de esgoto nao
tratado (E) como tratado (S) e apesar da heterogeneidade em suas concentracoes,
entre os 1° e 3° quatrtis, percebe-se certa simetria em sua concentracdo de entrada e
saida da ETE. Portanto, reafirmando as analises desenvolvidas na etapa
guimiométrica, onde as variacbes nas concentracbes do acido férmico e da
dimetilamina mostraram a existéncia de fatores inerentes a ndo decomposicdo de
dimetilamina com o tratamento praticado pela ETE, pois o acido formico pode ser um
dos produtos finais na atuacéo dos microorganismos metanogénicos (Figura 4).

A analise desenvolvida para o acido latico revelou um aumento
acentuado na sua concentracdo com o tratamento praticado pela ETE, além de uma
grande heterogeneidade nas concentracdes das amostras de esgoto tratado. Esse
fato mostra a incompleta degradacdo do material organico para producéo de metano

através dos reatores anaerébios (bactérias acetogénicas e metanogénicas).
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As concentracdes dos acidos acético e propiénico foram muito afetadas
apos o tratamento na ETE, observando-se grandes reducdes. Nas andlises por DEQ
desenvolvidas para ambos 0s compostos, as amostras de esgoto nao tratado
apresentaram uma grande dispersao entre os valores nos quartis de minima e
maxima concentracfes, com quartis largos que refletem grandes variacdes do
descarte de matéria organica no sistema comum de esgoto da cidade. Porém,
observa-se uma baixa e continua variacdo das concentracfes nas amostras de
esgoto tratado, além de duas amostras coletadas nos dias 09/05/2012 e 16/05/2012
gue foram consideradas outliers, no quartil superior, corroborando com os resultados
apresentados nas sec¢des de quimiometria e quantificacdo. Como visto na Figura 4,
as bactérias acidogénicas sdo responsaveis pela degradacdo de aminoacidos e
acucares e, assim, geram produtos intermediarios como 0s acidos propionico e
butirico, seguidos da producdo dos acidos acético e formico pela acéo das bactérias
acetogénicas. E importante salientar que o acumulo de &cido propidnico nos
reatores UASB reflete que uma ou mais etapas do consércio anaerobio estdo sendo
prejudicadas. Portanto, de forma geral, estes dados indicaram que o caminho de
degradacéo foi relativamente adequado, pois as concentracdes do acido propiénico
foram inferiores as dos acidos acético e féormico nas amostras de esgoto tratado.

No DEQ construido para o acido fenilacético, que foi quantificado
apenas nas amostras de esgoto nao tratado devido a sua grande remocao pelo
tratamento da ETE, observa-se uma grande variacdo ou dispersdo das
concentracfes. Esse fato reflete uma heterogeneidade do seu descarte no sistema
comum de esgoto da cidade durante o ano da coleta, com as maiores variacdes
presentes no quartil referente as altas concentracdes, ou seja, no 3° quartil.

Finalmente, o diagrama construido para os surfactantes LAS e que
foram quantificados apenas nas amostras de esgoto tratado devido a sobreposicao
dos sinais nos espectros do esgoto ndo tratado, também apresentou grandes
variacfes nas concentragcdes com o decorrer do ano de coleta, com maior variacao
guando suas concentracdes sdo mais altas, ou seja, no 3° quartil. 1Isso mostrou
também que, na maioria das amostras coletadas, existiram fatores que estavam
associados a ndo degradacao desta classe de compostos, principalmente, quando
suas concentracdes foram altas, merecendo maior atencdo no que diz respeito a

implementac&o de melhorias no tratamento.
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4.5 Estimativa do total de matéria organica removida com o tratamento da ETE

Um novo método foi proposto para estimar a quantidade da matéria
organica total removida com o tratamento da ETE de S&o Carlos-SP. Para isso,
todos os sinais presentes nos espectros de RMN de H entre os deslocamentos
quimicos & 0,50 e 9,60 foram integrados, exceto a regido de supressao do sinal dos
hidrogénios do HOD. Por proporcionalidade entre os valores das integrais
encontrados no esgoto nao tratado e no esgoto tratado, conseguiu-se obter a
porcentagem da quantidade de matéria organica (contendo hidrogénios) total
removida. Os valores médios propostos neste novo método foram consistentes com
os valores reportados em publicagbes, onde se observa que a quantidade de
matéria organica total removida pelo tratamento de esgoto através do uso de
reatores anaerobios situa-se entre 65 e 80%.'> Em alguns dias, a remocao
encontrada pelo método de RMN de *H (linha azul) exibiu a mesma tendéncia
guando comparada aos valores fornecidos pela ETE (linha vermelha), como
mostrado na Figura 43. Os intervalos encontrados nos resultados fornecidos pela
ETE mostraram quando ndo foram feitos os experimentos para se determinar a
porcentagem de remocdo de matéria organica e, com isso, ndo puderam ser

comparados nestes dias.
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A diferenca dos valores encontrados entre os dois métodos pode ser
explicada pelos diferentes tipos de compostos detectados. O método utilizado pela
ETE é feito através da DBO (demanda bioquimica de oxigénio), que corresponde
somente a matéria organica que foi degradada pela acdo de microorganismos. J& o
método por RMN de 'H detectou apenas a matéria organica removida que continha
hidrogénio. Porém, o solvente D,O (dgua deuterada) utilizado nas andlises nao
possibilitou a detecc¢éo total dos compostos organicos contendo hidrogénio, como a
amonia e a uréia, pois esses como possuem hidrogénios labeis, sdo trocados pelo
deutério da 4gua deuterada.

Enfim, todas as andlises apresentadas no Capitulo | se mostraram
viaveis, com resultados satisfatérios na avaliacdo da composicdo da matéria
organica presente nas aguas de esgoto. Contudo, para uma analise mais detalhada
sobre a recalcitrancia de uma classe de compostos que estava presente em todas

as amostras do efluente da ETE, foi proposto o estudo desenvolvido no Capitulo II.
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Capitulo IT

Compostos
Nao Especificos

Recalcitrantes
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Como foi mencionado anteriormente, nas analises dos Compostos Nao
Especificos desenvolvidas no Capitulo |, todas as amostras de efluente
apresentaram sinais de compostos remanescentes nos espectros de RMN de 'H nos
deslocamentos quimicos em & 7,40 e 7,73 (dois multipletos), com os respectivos
sinais de *C em & 128,0 e 131,3. Portanto, no decorrer da pesquisa percebeu-se a
necessidade de identificar o maior nUmero de constituintes quimicos recalcitrantes
presentes no efluente da ETE de Sao Carlos-SP. Acreditou-se que um estudo mais
detalhado destes compostos, utilizando uma técnica completamente hifenada
(HPLC-MS-NMR) possibilitaria uma analise automatizada e reprodutivel. Para
investigar tal recalcitrancia, essa parte do trabalho foi desenvolvida no laboratorio
Environmental NMR Center da Universidade de Toronto (UofT), Toronto-ON,
Canada, entre 01/04/2013 e 29/01/2014 (10 meses), com bolsa uma de estudos
CAPES, sob a orientagéo do Professor Dr. Andre Simpson.

Além dos avancos referentes ao estudo em questdo, o envio do
doutorando a um laboratorio de referéncia no desenvolvimento de novas tecnologias
de RMN aplicadas a analises de constituintes quimicos ambientais, € uma grande
oportunidade para aperfeicoar sua qualificacdo pessoal e trazer conhecimentos
novos gque ainda nao estao disponiveis na América do Sul.

Também existe a demonstracdo de interesse do Prof. Dr. Andre J.
Simpson em passar seu sabatico aqui no Brasil e o nosso laboratorio podera ser
uma opcao interessante para as instituicdbes e estabelecer uma colaboracdo mais

efetiva entre ambas.
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 — Origem e preparo das amostras

As amostras de efluente foram coletadas semanalmente na ETE do
municipio de S&o Carlos-SP, durante o més de outubro de 2012, no mesmo local
onde foram feitas as coletas das amostras de esgoto tratado ilustrado na sec¢éo 3.1
do Capitulo I.

Para concentracdo dos analitos de interesse e limpeza das amostras,
ou seja, retirada de aminoacidos e &cidos organicos que podem comprometer a
etapa de elucidacdo estrutural, 500 mL foram retirados do conjunto amostral e
filtrados em membranas de fibra de vidro de 0,60 um e 0,40 um (Macherey-nagel).
Em seguida, foi feita uma extracdo em fase solida (SPE) atraveés de cartuchos com
resinas poliméricas (Oasis HLB® 200 mg, 6 mL de volume, Waters), onde foi
utilizado metanol grau HPLC para ativagdo e H,O Milli-Q para condicionamento da
resina anterior as andlises — duas vezes de 5 mL para cada etapa. A passagem do
filtrado pelos cartuchos de SPE foi realizada sob vacuo, com auxilio do equipamento

Manifold, como ilustrado na Figura 44.
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FIGURA 44 — llustracdo do método de SPE para limpeza (cleanup) das amostras de

efluente.

ApOs a extracao, passou-se agua grau Milli-Q pelos cartuchos de SPE
para retirada dos compostos de menor importancia e, entdo, os cartuchos foram
secos por 40 minutos. Os analitos remanescentes nos cartuchos foram, por fim,
extraidos com acetonitrila e metanol (duas vezes de 5 mL para cada solvente),
transferidos para recipientes apropriados (vails) e secos com um fluxo continuo de
N2 gasoso.

Os extratos resultantes das analises de SPE foram solubilizados em
500 pL de metanol deuterado apenas para serem feitas analises exploratorias por
RMN de *H, com o intuito de verificar os compostos que permaneceram nas matrizes
do efluente, como apresentado na Figura 46. Apos estas analises, os extratos foram,
novamente, secos com um fluxo de N, gasoso e acondicionados a temperatura de
10°C negativos até se iniciarem as analises no sistema hifenado.

Para as analises via HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR, o extrato foi
solubilizado em 2 mL de &gua/metanol (1:1) e a mistura homogeneizada com o

auxilio de um “misturador automatico”.
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5.2 — Medidas por HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR

Na Figura 45 tem-se o sistema hifenado HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-
NMR no modo off-line, o qual foi utilizado nas analises dos compostos considerados
recalcitrantes, situado no laboratério Environmental NMR Center da Universidade de
Toronto (UofT), Toronto-ON, Canada.

\\\\\\

micrOTOF-Q Il

FIGURA 45 — Sistema hifenado HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR no modo off-line.
5.2.1 — Procedimentos da etapa HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR

Primeiramente, as amostras foram submetidas a separacéo
cromatografica, empregando um equipamento de HPLC marca Agilent, modelo 1200
series, equipado com um detector de arranjo de diodo (DAD) que esteve
paralelamente acoplado a outro detector por espectrometria de massas (MS) de alta

resolucdo MicrOTOF-QII® Bruker Daltonic, equipado com interface de ionizac&o
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por electrospray (ESI). Deste modo, foi empregado um volume de 20 pL por inje¢cao
com uma taxa de fluxo de 0,7 mL.min™, onde 98% das amostras injetadas no
sistema cromatografico foram enviadas ao detector por UV, para monitoramento do
comprimento de onda em 210 nm, e apenas 2% foram enviadas ao detector por MS.

A separacdo cromatogréfica foi realizada empregando-se uma coluna
Phenomenex Hypersil® Cig (150 x 4,6 mm de diametro interno, 5,0 um de tamanho
de particula). No programa de eluicao, foram utilizados os solventes A (agua Milli-Q
com 0,05% de acetato de amonio) e C (metanol grau HPLC com 0,05% de acetato
de amonio), em pH 3, com o0 modo de elui¢cdo por gradiente e variando na seguinte
forma: 27% A e 73% C (8 min), 100% C (27 min), 100% C (30 min), 27% A e 73% C
(33 min), 27% A e 73% C (40 min).

O processamento dos espectros de MS foi realizado através do
programa micrOTOFcontrol versdo 2.3, com as andlises adquiridas sob a
temperatura do gas de secagem a 200 °C, fluxo de 9,0 L.min™, nitrogénio como gas
nebulizador a pressdo de 0,4 Bar e voltagem do capilar de 4.500 V. As analises
foram realizadas no modo negativo de ionizacdo [M-H], com a aquisicdo dos
espectros feita no modo full scan de 50 a 450 m/z (massa/carga). Os experimentos
de monitoramento e fragmentacéo do ion selecionado ocorreram com uma variacao

da energia de colisdo de zero até 25 eV.

5.2.2 — Procedimentos da etapa HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR

Todo o sistema citado no item 5.2.1 esteve acoplado a um médulo de
extracdo por fase sélida (SPE) com troca de cartuchos automatizada e distribuidor
de solvente de alta pressdo. A unidade de SPE Bruker/Spark Prospekt 2 (Bruker
BioSpin, Rheinstetten, Alemanha & Spark, Emmen, Holanda) foi empregada para
reter, automaticamente, os picos cromatograficos selecionados em cartuchos de 2
mm de diametro interno e particulas de 10 um, a base de silica modificada com
octadecil (Cig) (HySphere®). Agua Milli-Q foi adicionada continuamente as fracdes
em um fluxo de 3 mL.min?, através de uma bomba Knauer K100 (Berlim,
Alemanha), com o intuito de aumentar a constante dielétrica do solvente e, com isso,
proporcionar uma retencdo adequada dos picos de interesse. Os picos

cromatograficos provindos do detector de UV foram selecionados a partir de suas
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intensidades e em intervalos de tempo especificos. Separadamente, cada analito foi
retido nos cartuchos de SPE, os quais foram secos por 30 minutos com um fluxo de
N, gasoso. O programa HyStar® verséo 3.2 (Bruker BioSpin GmbH, Alemanha) foi
empregado para aquisi¢cao e processamento dos dados cromatogréficos.

5.2.3 — Procedimentos da etapa HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR

De maneira automatizada, os analitos foram eluidos, individualmente,
com 30 pL de metanol deuterado (CD3;OD) e enviados a tubos de RMN de 1,7 mm
de diametro, os quais estavam alocados no amostrador automatico (Automatic
Sampling Storage — ASS) Gilson® SPE-TT Liquid Handler 215 System (Gilson, Inc.,
Middleton, WI). O programa PrepGilsonST versdo 1.3 foi utlizado para o

desenvolvimento dos procedimentos acima.
5.2.4 — Procedimentos da etapa HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR

Apoés as coletas feitas pelo amostrador automatico, experimentos de
RMN foram realizados em um espectrémetro Bruker Avance® Ill 500 MHz (11,7 T),
equipado com uma sonda TXI (*H/C/**N) de 1.7 mm, com deteccéo inversa e
gradiente de campo no eixo z.

As anélises de RMN de 'H foram adquiridas sob temperatura
controlada de 297K, com o acumulo de 8 espectros (NS), com pulsos (p1) de 4,3 us,
2,0 s de tempo de espera entre cada aquisicdo (d1), 1,4 s de tempo de aquisicédo
(AQ) e 32k de numeros de pontos na aquisi¢cao (TD) para uma largura espectral de
12 ppm. Os espectros foram adquiridos utilizando-se a sequéncia de pulsos
LC1PNF2 (denominacdo Bruker) com dupla saturacdo dos sinais referentes aos
hidrogénios da agua ndo deuterada e do metanol deuterado. As andlises foram
processadas com um fator de multiplicacdo exponencial (Ib) igual a 0,3 Hz. Utilizou-
se 0 programa Bruker TopSpin (versdo 3.1) para aquisicdo e processamento dos
dados, onde os espectros de RMN de *H com distor¢ées de fases e linhas de base
foram corrigidos e calibrados manualmente.

Os experimentos de RMN bidimensionais (2D) COSY, HSQC e HMBC

foram realizados com gradiente de campo e empregando as respectivas sequéncias
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de pulso COSYGPPRQF, HSQCETGPST.2 e HMBCETGPND (denominacéo
Bruker), com NS de 24, 200 e 400, respectivamente, além de um d1 de 0.5 s para
todas estas andlises. Ainda nos experimentos de COSY, HSQC e HMBC, os
nameros de pontos na aquisi¢cao (TD) foram, respectivamente, de: em F1, 256, 196
e 128; em F2, 4 Kb, 4 Kb e 2 Kb. O processamento dos espectros foi efetuado com 4
Kb de pontos em F2 e 1 Kb de pontos em F1 (SI).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 46 apresenta uma comparacao entre os espectros de RMN de
'H adquiridos de uma amostra do efluente estudado no Capitulo I, onde o pré-
tratamento foi apenas a filtracdo, com uma amostra de efluente analisada no
Capitulo 1, onde ocorreu um pré-tratamento de extracdo por SPE. Em ambos os
espectros foi evidenciada a presenca dos sinais nos deslocamentos quimicos
referentes aos hidrogénios aromaticos dos compostos alvos, mostrando que estes

foram eficientemente isolados e concentrados.

Capitulo | - apés filtragao

M

85 &0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Capitulo Il - apdés SPE

L L N

TrTTTTrTTTTT YT T T T I N N e

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

FIGURA 46 — Espectros de RMN de *H das amostras de efluente do Capitulo | (apés

filtracdo) e do Capitulo Il (apés SPE).
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Ap6s essa averiguacdo, foram desenvolvidas analises no sistema
HPLC hifenado, para separacdo e elucidagdo completa dos compostos que
persistiram na composi¢do quimica do efluente da cidade de S&o Carlos-SP. As
andlises por HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR forneceram informagdes
complementares e relevantes sobre a constituicdo e biotransformacdes da matéria
organica presente no efluente da ETE.

As resolugdes dos picos cromatograficos ndo foram suficientes para
uma completa separacdo, porém, a mesma separacdo foi claramente observada
pelo detector de MS, j& que estes dois detectores (UV e MS) trabalharam em
paralelo no sistema. A adicdo do modificador acetato de amonio aos solventes
utilizados na separacgao cromatogréfica, com o ajuste do pH em torno de 3, melhorou
a interacdo dos analitos com a fase estacionaria da coluna, além de favorecer o
processo de ionizac&o dos analitos no detector por ESI-MS.

Como ja afirmado por Albert em 2002, devido a complexidade da
matriz, ndo é requerida uma completa separacdo cromatografica para elucidacéo.'’®
Portanto, apesar de o espectro de RMN de 'H (Figura 46) ter apresentado apenas
um composto majoritario nos deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos, as
analises da etapa HPLC-(UV/MS) resultaram na deteccdo de quatro compostos
dominantes no efluente, os quais tiveram os tempos de retencdo em 12,8, 17,6, 22,5
e 24,9 min, como apresentados nos cromatogramas 1D (Figura 47a) e 2D (Figura
47b). As analises por MS foram adquiridas no modo negativo de ionizacdo [M-HJ, ja
gue os adutos dos analitos apresentaram melhor desprotonacdo (Figura 47c)
guando comparada a protonacdo (modo positivo de ionizacdo). Na Figura 47, as
cores relacionam cada pico cromatogréafico ao seu respectivo sinal (m/z) no espectro

de massas.

112



CAPITULO I/

Compostos recalcitrantes
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FIGURA 47 — Cromatogramas 1D (a), 2D (b) e espectros de massas no modo
negativo de ionizacdo adquirido a partir do extrato do efluente (c). As cores

relacionam cada pico cromatografico ao seu respectivo sinal (m/z) no espectro de
massas.
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Os resultados da etapa HPLC-(UV/MS) revelaram espécies [M—H] com
m/z de 296,7, 310,7, 324,7 e 338,7. Com isso, a distincdo entre os compostos foi
facilmente atingida, ja que a diferenca entre as relag6es m/z foi de 14. Portanto, a
eluicdo destes compostos ocorreu de acordo com o comprimento da cadeia alquilica
pelos diferentes nimeros de grupos metilena (-CH,-).

Apls essa constatacdo, iniciaram-se as analises da etapa para
retencdo ou “trapeamento” dos compostos alvos. Para tanto, 0s quatro picos
majoritarios foram selecionados e enviados, quinze vezes, aos cartuchos de Cig,
separadamente, que estavam alocados na unidade SPE. Este procedimento foi feito
no sentido de concentrar os analitos de interesse para as posteriores aquisi¢oes por
RMN. Ainda nesta etapa, foram adquiridos os espectros de fragmentacdo (MS/MS)
através dos experimentos de monitoramento de ion selecionado, com o objetivo de
auxiliar na elucidacédo e diferenciacdo estrutural dos analitos, os quais estédo
apresentados na Figura 48. Estes ions, quando submetidos a dissociagcao induzida
por colisdo (CID), produziram um fragmento comum com m/z de 182,7, confirmando
gue sado estruturas homologas e fazem parte da classe dos principais surfactantes
anionicos utilizados nos produtos de limpeza, os LAS. A Figura 48 também
apresenta propostas estruturais dos LAS relativos a cada pico, assim como seus
respectivos fragmentos. Os padrbes de fragmentacdo obtidos foram os mesmos
encontrados por Schmidt et al. em 2010.1°® No entanto, as estruturas finais
apresentadas na Figura 48 apenas foram alcancadas apos as analises dos
espectros de RMN bidimensionais de COSY (Figura 51).
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fragmentacao para os surfactantes LAS: a) Cip; b) Ci1; €) Ci2; d) Cis.
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Apos o envio de cada analito aos cartuchos de Cg na unidade de SPE,
o0 seu conteudo foi extraido com metanol deuterado e enviado automaticamente para
tubos de RMN de 1,7 mm de diametro que estavam alocados no amostrador
automatico (ASS) para, em seguida, serem feitas as andlises de RMN necessarias
para completa elucidacao estrutural.

As Figuras 49a e 49b apresentam os experimentos bidimensionais de
correlacdes heteronucleares a uma ligagédo (HSQC) e a longa distancia (HMBC) para
o homdlogo Cj que foi detectado nas amostras de efluente, onde as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos e interacdes entre os nucleos de hidrogénio e carbono

confirmaram a presencga dos LAS.
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FIGURA 49 — Experimentos heteronucleares bidimensionais para o homodlogo Cio
dos surfactantes detectados no efluente: a) HSQC; b) HMBC.

Uma comparacdo feita entre os espectros de RMN de *'H dos
surfactantes isolados previamente (Figura 50) também revelou o aumento no

numero de grupos metilena alquilicos nos deslocamentos quimicos entre & 1,00 e
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1,45, de acordo com o aumento no valor da relacdo m/z e, desta forma,
corroborando os resultados adquiridos por MS.

.\ SURFACTANTE 297 | rel]
| SURFACTANTE 311-

i .‘\ SURFACTANTE 325
i \ SURFACTANTE 339

|| ‘!\I)\/-/”\ﬂ
I L I O L I I O B B B B B A

82 80 78 76 74 72 710 16 14 12 10 08 06 ppm

FIGURA 50 — Comparacdo entre os espectros de RMN de 'H dos surfactantes

isolados.

Todas as analises realizadas até o momento confirmaram a presenca
de quatro contaminantes homélogos (Cio, C11, C12 € Ci13) nas amostras de efluente.
Este estudo demonstrou a baixa remo¢do dos LAS com tratamento do esgoto
praticado pela ETE de S&o Carlos-SP, que foi causada pelo processo biologico para
degradacdo da matéria organica, unicamente anaerébio.*’"*"®1"® Desta forma, estes
surfactantes foram largamente despejados no rio Monjolinho quando comparados a
outros contaminantes emergentes.
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Por conseguinte, ainda falta finalizar a elucidac&o estrutural dos LAS,
ou seja, encontrar o carbono “a” da cadeia alquilica que interage com o anel
aromatico. Este resultado apenas foi alcancado através das andalises de RMN
bidimensionais de correlagbes homonucleares a uma ligagdo (COSY). A Figura 51
apresenta um espectro de COSY para o homélogo C,, dos surfactantes LAS.
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FIGURA 51 — Experimento de RMN bidimensional de COSY com as correlacdes

para o homodlogo Ci dos surfactantes LAS detectados no efluente.

Devido a complexidade dos acoplamentos escalares dos hidrogénios

alifaticos, seus sinais se apresentam como multipletos. A estratégia para completar a
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elucidacao foi definir um ponto de partida para se iniciar as correlagdes, o qual foi o
atribuido ao hidrogénio alifatico mais desblindado que estava ligado ao carbono “a”,
ou seja, no deslocamento quimico em & 2,55, apresentado na cor vermelha da
Figura 51. A partir deste sinal, todas as outras correlagbes foram identificadas.
Assim, o hidrogénio “a” em relagdo a jungdo com o anel aromatico apresentou
correlacBes para os dois lados da ramificacdo da cadeia alquilica, ou seja, com os
hidrogénios vicinais ligados ao carbono “B”, os quais apresentaram dois multipletos
nos deslocamentos quimicos entre & 1,52 e 1,69, ilustrados na cor roxa. Estes
hidrogénios se correlacionaram também com os dois lados da ramificacdo da
cadeia, onde seus hidrogénios vicinais que estavam acoplados ao carbono “y”
apresentaram dois multipletos nos deslocamentos quimicos entre & 1,01 e 1,18,
ilustrados na cor azul escura, parcialmente sobreposto pelo multipleto no
deslocamento quimico entre 6 1,18 e 1,33, que se refere a outros grupos metilenas.
Os hidrogénios destes grupos metilenas nos deslocamentos quimicos entre & 1,18-
1,33, na cor alaranjada, apresentaram correlagdes com os hidrogénios terminais de
um grupo metilico, em verde, no deslocamento quimico entre & 0,80 e 0,90 e, desta
forma, apresentando o lado maior da ramificacdo da cadeia alquilica. Os hidrogénios
ligados ao carbono “y” relativos ao outro lado da ramificacdo da cadeia alquilica, em
azul-escuro, também se correlacionaram com os hidrogénios de outro grupo metila
gue apresentaram seu sinal no deslocamento quimico entre & 0,80 e 0,90. Assim
sendo, 0s grupos metila mostraram que ndo existem outros grupos interagindo com
0s grupos metilenas, finalizando a cadeia alquilica sem ramificacbes. Os sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos de todos os homologos apresentaram dois
dupletos (J = 8,70 Hz) nos mesmos deslocamentos quimicos em & 7,21 e 7,75, na
cor azul claro, os quais foram relacionados a quatro hidrogénios: dois para 0s
carbonos 3/5; dois para os carbonos 2/4.

Portanto, nas amostras do efluente da ETE de S&o Carlos-SP foi
evidenciada a presenca predominante de quatro homologos dos surfactantes LAS
(C10, C11, Cq € Cq3) com 0 mesmo padrao de substituicdo no carbono 4 da cadeia

alquilica, os quais foram quantificados na secao 4.3 do Capitulo | deste trabalho.
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Através das andlises quimiométrica (HCA e PCA) e quantitativa
desenvolvidas no primeiro capitulo, foi possivel detectar tendéncias nas
concentracfes dos acidos acético e propiénico (que representam a degradacdo do
material organico) das amostras de esgoto em fungédo da sazonalidade da coleta;
apontar possiveis descartes anémalos, como de uréia, dimetilamina e glicerol; além
de comprovar a existéncia de ligacbes clandestinas, como as residéncias e/ou
comércios fazendo seus descartes de aguas pluviais no sistema comum de esgoto
da cidade de Sao Carlos-SP. Desta forma, a discriminacdo das amostras de esgoto
pela RMNQ e quimiometria foi importante e inédita, pois as analises foram feitas com
uma pequena quantidade do material (20 mL) e sem um pré-tratamento complexo
(apenas filtracdo), o que tornou a composicdo das amostras muito proxima e
representativa da composicao real. Estas vantagens podem ser um amplo atrativo
para as ETES, jA que para suas analises de monitoramento e controle, é utilizada
uma grande quantidade de material, além de um controle feito apenas através da
DBO, DQO e pH, por exemplo.

No segundo capitulo, os resultados demonstraram que a combinacao
HPLC-(UV/MS)-SPE-ASS-NMR permitiu a deteccdo e a completa elucidacdo de
contaminantes nao especificos em misturas complexas, em baixas concentracdes e
sem 0 uso de padrbes, que € uma pratica comum em analises amplamente
difundidas como HPLC-MS ou GC-MS. Esse dado é muito importante, pois nem
sempre se conhece os produtos de degradacdo contidos em uma matriz e, em
algumas vezes, é dificil se encontrar os padrdes certificados.

Portanto, as informacdes sobre o contelldo de componentes organicos
do esgoto — tanto no primeiro como no segundo capitulo deste estudo — foram
especialmente (teis para avaliacdo do tratamento de esgoto da ETE de Séo Carlos-
SP. Deste modo, a RMN(Q aliada a quimiometria se mostrou uma ferramenta de
grande valia, ja que os dados foram obtidos de forma rapida, ndo destrutiva, além de
fornecerem informacdes abrangentes sobre a composicdo organica da amostra.

Com isso, as variagdes sazonais e anomalias ha composi¢do quimica das amostras
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do esgoto sanitario doméstico mostraram que o0s resultados podem servir como
orientagdo para aumentar a eficacia do tratamento, além de identificar descargas
anomalas, irregulares ou ilegais.

O controle da presenca de certos compostos quimicos no esgoto
sanitario doméstico deveria ser mais uma variavel a ser explorada durante o
processo de gestdo de uma ETE. Através dos resultados alcan¢cados nos estudos
dos Capitulos | e Il, foi demonstrado que o0 monitoramento da carga organica
presente no esgoto ao entrar e sair da ETE é de grande importancia para se estimar
0s impactos nos corpos hidricos receptores do despejo, neste caso, o rio Monjolinho.
Embora seja demasiadamente complicada a implementacdo de uma rotina para
analises como as desenvolvidas neste trabalho, esforcos devem ser efetivados para
o estudo, no minimo, das classes de compostos comprovadamente toxicas e
prejudiciais ao meio ambiente e a populagao.

Por fim, o trabalho mostrou sua viabilidade da aplicacdo da RMN no
estudo dos compostos intermediarios na degradacao da matéria organica pela acéo
das bactérias nos reatores UASB, como acidos acético, propidnico, butirico, lactico e
dimetilamina, por exemplo. Esta € uma linha de pesquisa promissora, ja que pouco
se sabe sobre a degradacao do material organico nos reatores anaerobio, apesar de
alguns estudos terem apresentado resultados sobre o tratamento anaerdbio na

decomposicéo de carboidratos, proteinas e lipideos.
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As Tabelas 2 e 4 apresentam os valores das massas que foram
calculadas, em mg.L™ (ppm — partes por milhdo), para os compostos quantificados
nas amostras de esgoto néo tratado e tratado, respectivamente, com excec¢ao dos
surfactantes que tiveram suas concentracdes estimadas na unidade mmol.L™ (ppm),
como mostrado na secdo 4.3. As Tabelas 3 e 5 apresentam as respectivas
incertezas combinadas calculadas para cada concentracdo citada nas Tabelas 2 e 4,
as quais foram relacionadas aos erros da micropipeta, da balanca, da pureza do
TMSP-d, (padrédo interno) e do desvio padréo relativo a quintuplicata das analises de
RMN de 'H.

Como o método de quantificacdo por RMN Eretic2® (Bruker) fornece as
concentracdes na unidade mmol.L™, foi utilizado o procedimento a seguir para
converter as concentracdes para a unidade mg.L™. Primeiro, as concentracdes
foram divididas por 1000 para que a unidade seja modificada para mmol.mL™ e, em
seguida, multiplicadas por 0,001 para serem alteradas para mol.mL™*. Agora, para
que esta unidade seja transferida para mg.mL®, as concentracdes foram
multiplicadas pelas respectivas massas molares (MM em mg.mol™) dos compostos
selecionados para quantificacdo. Ainda, como todas as concentracfes se referem a
20 mL de aguas de esgoto que foram utilizados no preparo amostral (apresentado
na secao 3.1), estas foram divididas por 20 para se ter uma estimativa por mL. Por
fim, as concentracdes foram multiplicadas por 1000 para que, assim, as unidades
sejam apresentadas na forma final desejada, mg.L™* ou ppm. A Equacéo 9 apresenta
a férmula que foi utilizada no procedimento de conversdo da unidade mmol.L™ para

[{39nL)

mg. ", descrito acima, onde “x representa a concentracao final.
L, descrito aci d t tragao final
{(x/10°% .MM]/20}.10° Equacdo 9

Previamente ao calculo das incertezas combinadas, foi estimado o
valor das incertezas (“y”) relativas a balanca, micropipeta e a pureza de 98% do
TMSP-d4, como mostrado na Equacdo 10.'®° Desta forma, o valor encontrado foi de
0,00042.
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y = (1,795 / 983,475)% + (0,11 / 499,82)% + (0,02 / 0,98)>  Equagéo 10

Os valores 983,475 e 1,795 apresentados na equacao acima foram
obtidos a partir da média das massas e desvio padrdo, respectivamente, de uma
triplicata de 10 medidas de 1,0 mL de agua feitas em dias distintos e horarios que
variaram entre as 8 e 19h para, com isso, se avaliar os erros relacionados a balanca
e micropipeta que foram utilizados nas medidas. Ainda, um erro relativo apenas a
balanca foi estimado, com a média das massas (499,82) e o respectivo desvio
padrdo (0,11) adquiridos a partir de uma massa de referéncia (500 mg) aferida
durante trés dias, 10 vezes em cada dia e em horarios que variaram entre as 8 e
19h.

O valor resultante da Equacéo 10 (0,00042) foi utilizado para o calculo
das incertezas combinadas, tanto para as mostras de esgoto nédo tratado (Tabela 3),
como para as amostras de esgoto tratado (Tabela 5). Para o célculo das incertezas

180 «A” simboliza a média das

combinadas (“Z”), utilizou-se a Equacao 11, onde:
quintuplicadas das massas fornecidas pelo método Eretic2; “DP” os desvios padrao
das respectivas quintuplicatas; 0,00042 representa o erro relacionado a balanca,

Mpipeta e a pureza do TMSP-d,.

z =+[0,00042 + (DP / A)?] Equacdo 11

TABELA 2 — Estimativa das concentracdes dos compostos organicos presentes nas

amostras de esgoto nao tratado, em mg.L™ ou ppm.

Compostos Acido Acido . Acido
] ) ) Dimetilamina Acido Acético o
Férmico Fenilacético Propiénico
Coleta
8-jun-11 0,8282 0,9531 1,7130 20,0267 4,0743
15-jun-11 0,5521 1,1573 0,0902 31,7364 8,5191
20-jun-11 2,0705 0,8850 0,3832 32,9975 7,5931
25-jun-11 0,4141 0,9531 0,0451 39,3928 10,9267
8-jul-11 0,5061 0,8169 2,5019 26,8424 5,0003
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Tabela 2 continuagao
25-jul-11 0,7132 1,0892 9,2414 27,7431 6,1115

15-ago-11 1,0812 1,4296 0,2029 51,3127 9,8155

29-ago-11 0,5751 0,8169 - 66,9257 19,0753

15-set-11 1,1042 2,8592 0,1803 105,8682 30,4835

29-set-11 1,1042 1,4296 6,8071 91,0058 27,3352

15-out-11 2,1165 1,2934 1,7807 49,8715 9,8895

29-out-11 3,3817 1,1573 1,4200 93,7080 31,5577

10-nov-11 0,9432 1,7019 7,4157 14,6522 4,7040

23-nov-11 0,8282 2,3826 0,1127 85,1809 25,0017

5-dez-11 1,5873 2,0423 3,5388 102,5654 36,2246

25-dez-11 1,9324 0,6127 2,3892 3,7231 0,8149

25-jan-12 2,0014 1,2934 0,7889 53,5646 11,6304
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Tabela 2 continuagao
9-fev-12 2,1625 1,3615 1,2848 70,6188 16,6307

24-fev-12 1,0352 0,7488 0,3832 48,3403 6,5930

6-mar-12 0,8512 0,8169 2,9753 91,8165 21,8533

22-mar-12 1,0122 1,1573 0,6311 72,2101 16,5937

4-abr-12 0,5291 0,4085 1,2622 21,8582 2,5928

18-abr-12 1,2883 0,6127 0,5860 67,6764 10,4081

1-mai-12 0,9892 0,6127 0,3832 45,5479 9,9266

16-mai-12 2,4615 0,5446 0,3606 44,3770 5,4448

30-mai-12 1,1042 0,5446 1,0368 26,7523 8,6302

13-jun-12 0,9432 0,6127 20,4438 80,5271 22,2237
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TABELA 3 - Incertezas das concentragdes dos compostos organicos presentes nas
amostras de esgoto nao tratado, em mg.L™ ou ppm.

Compostos Acido Acido ) Acido
Formico Fenilacético Dimetiamina Acido Acetico Propiénico

Coluna

8-jun-11 0,0087 0,0102 0,0155 0,0395 0,0086
15-jun-11 0,0104 0,0094 0,0032 0,1799 0,0863
20-jun-11 0,0857 0,0144 0,0157 0,8506 0,1816
25-jun-11 0,0015 0,0353 0,0030 0,5743 0,2171
8-jul-11 0,0191 0,0095 0,0691 0,5555 0,0844
25-jul-11 0,0130 0,0417 0,1848 0,5888 0,1302
8-ago-11 0,0073 0,0297 0,1099 0,7419 0,1560
15-ago-11 0,0308 0,0363 0,0078 1,1113 0,2237
25-ago-11 0,0130 0,0352 0,0119 0,6504 0,1507
29-ago-11 0,0093 0,0014 - 0,8603 0,6427
8-set-11 0,0261 0,0147 0,0258 1,0416 0,2458
15-set-11 0,0357 0,0323 0,0019 1,1384 0,2911
20-set-11 0,0972 0,0383 0,0163 2,1931 0,4034
29-set-11 0,0125 0,0135 0,0245 0,2305 0,1096
8-out-11 0,0681 - 0,0127 0,0745 0,0153
15-out-11 0,0835 0,0232 0,0245 1,0757 0,2217
20-out-11 0,0469 0,0569 0,0410 2,3531 0,7613
29-out-11 0,0880 0,0218 0,0178 0,9819 0,3182
2-nov-11 0,0337 0,0132 0,0228 1,1701 0,3140
10-nov-11 0,0093 0,0111 0,1012 0,0587 0,0178
16-nov-11 0,0115 0,0247 0,0387 0,3358 0,1334
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Tabela 3 continuagao
23-nov-11 0,0363 0,0799 0,0045 3,3800 0,9196

5-dez-11 0,0389 0,0164 0,0795 2,1428 0,9499

25-dez-11 0,0254 0,0254 0,0567 0,0900 0,0262

25-jan-12 0,0347 0,0221 0,0161 0,3581 0,1053

9-fev-12 0,0157 0,0047 0,0244 0,4299 0,1503

24-fev-12 0,0234 0,0116 0,0301 0,5894 0,0914

6-mar-12 0,0190 0,0200 0,0567 1,5282 0,3675

22-mar-12 0,0325 0,0248 0,0201 1,6028 0,3933

4-abr-12 0,0285 0,0148 0,0974 1,0410 0,0634

18-abr-12 0,0516 0,0071 0,0229 1,7338 0,2168

1-mai-12 0,0311 0,0149 0,0134 1,1755 0,2615

16-mai-12 0,1041 0,0358 0,0418 2,2674 0,2571

12
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Tabela 3 continuagao
30-mai-12 0,0233 0,0094 0,0281 0,4663 0,1517
6-jun-12 0,0275 0,0105 0,0039 1,4138 0,1771
13-jun-12 0,0168 0,0126 0,2126 0,9237 0,2650

TABELA 4 — Estimativa das concentragcdes dos compostos organicos presentes nas

amostras de esgoto tratado, em mg.L™ ou ppm.

Compostos

ACid_O Surfactantes* Dimetilamina ACi_dO Acic?lo Ac.ido.
Coleta Formico Latico Acético Propidnico
8-jun-11 0,8742 0,0900 0,3381 0,9908 2,2520 0,3704
15-jun-11 0,3911 0,1000 0,0676 0,4504 1,5764 0,3334
20-jun-11 0,6441 0,0700 0,1127 0,5405 1,9367 0,2593
25-jun-11 0,4601 0,0900 0,0902 0,5705 1,0359 0,2222
8-jul-11 0,4371 0,1000 2,0286 0,4804  1,8016 0,3704
25-jul-11 0,4371 0,1200 6,1309 0,4504 1,2161 0,2963
8-ago-11 0,3221 0,1300 6,6493 1,0809 1,4863 0,2593
15-ago-11 0,7362 0,1100 0,2930 0,8107 4,3238 0,4074
25-ago-11 0,3451 0,1200 0,3381 0,7206 3,1978 0,4074
29-ago-11 1,3343 0,2200 0,1803 1,2310 4,0086 0,6667
8-set-11 0,8972 0,1500 0,4057 1,0509 3,8734 0,5556
15-set-11 0,8972 0,1200 0,2254 0,9908 3,9635 0,5556
20-set-11 1,2653 0,1500 10,9544 0,9608 3,5131 0,4074
29-set-11 4,8311 0,0900 10,9770 0,6906 0,7657 0,4815
8-out-11 2,1625 0,1500 1,1045 0,8407 2,7024 0,3704
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Tabela 4 continuagao
15-out-11 0,6902 0,1400 2,1638 0,4504 1,4413 0,3704
20-out-11 0,9662 0,1200 0,9016 0,9608 4,0986 0,6667
29-out-11 0,8512 0,1200 0,4959 0,6906 5,1796 0,8149
2-nov-11 0,8052 0,0700 1,0143 0,6305 2,2070 0,2593
10-nov-11 1,2193 0,1200 2,7724 0,9908 3,8284 0,5186
16-nov-11 1,1272 0,1000 0,9918 1,0509 4,2338 0,5186
23-nov-11  0,6671 0,1200 0,2479 0,8407 4,2788 0,7778
30-nov-11  0,4601 0,1100 0,6537 0,6305 1,4413 0,4815
5-dez-11 0,7132 0,0800 5,3194 0,6305 1,9367 0,3334
18-dez-11 1,6334 0,1500 2,0737 1,5613 3,7834 0,6297
25-dez-11 2,9216 0,1100 3,8769 1,0809 3,1978 0,4074
1-jan-12 1,7714 0,0800 2,7724 1,0809 4,8193 0,5926
25-jan-12 1,1963 0,1300 0,3606 1,0809 4,0536 0,5556
2-fev-12 1,7254 0,1200 0,5184 1,4712 3,1978 0,5926
9-fev-12 1,1042 0,1600 1,0368 1,5013 8,0622 1,6297
15-fev-12 1,8634 0,1700 0,5184 1,4712 4,1887 0,7778
24-fev-12 1,3343 0,2100 0,4733 1,0509 4,1887 0,8889
29-fev-12 1,5643 0,2100 1,4651 2,4320 4,5941 0,6297
6-mar-12 0,6671 0,1900 0,2254 2,0417 4,0986 0,5186
14-mar-12  1,1963 0,1400 0,9692 2,2219 5,1346 0,7408
22-mar-12  1,2653 0,1700 0,3381 2,5521 6,1254 0,9260
29-mar-12  0,7132 0,1200 2,0737 0,6606 2,7024 0,5186
4-abr-12 0,5751 0,1200 2,1413 2,6422 4,8643 0,8889
11-abr-12 0,5981 0,1100 0,3606 0,6906 4,8643 0,5926
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18-abr-12 1,3343 0,1400 0,8114 1,9516 5,8102 0,7038
25-abr-12 1,0122 0,1700 0,3381 1,8916 4,8193 0,7038
1-mai-12 1,6104 0,1100 0,8114 1,3812 4,5040 0,5926
9-mai-12 3,4508 0,1600 0,7889 1,0809 19,6374 0,7778
16-mai-12 4,6930 0,2300 0,2705 1,8616 56,3901 1,2223
22-mai-12 2,7146 0,1300 0,4283 1,1410 4,0536 1,0001
30-mai-12 0,9662 0,0700 0,3606 0,6005 3,1528 0,6667
6-jun-12 1,0352 0,1100 0,2254 1,2310 4,7742 0,9630
13-jun-12 1,0812 0,1100 5,6801 2,1618 5,6300 0,9630

*As massas dos surfactantes estéo apresentadas em mmol.L™.

TABELA 5 — Incertezas das concentragcdes dos compostos organicos presentes nas
amostras de esgoto tratado, em mg.L™ ou ppm.

Compostos  Acido S Acido Acido Acido
Férmico Surfactantes® Dimetlamina Acético L&ctico Propiénico

Coleta
8-jun-11 0,0054 0,0009 0,0086 0,0061 0,0200 0,0098
15-jun-11 0,0052 0,0012 0,0024 0,0272 0,0240 0,0101
20-jun-11 0,0066 0,0009 0,0027 0,0214 0,0301 0,0044
25-jun-11 0,0071 0,0016 0,0020 0,0209 0,0254 0,0081
8-jul-11 0,0043 0,0011 0,0040 0,0161 0,0094 0,0128
25-jul-11 0,0042 0,0013 0,0247 0,0224 0,0348 0,0049
8-ago-11 0,0057 0,0034 0,0220 0,0452 0,0234 0,0069
15-ago-11 0,0047 0,0013 0,0009 0,0591 0,0295 0,0080
25-ago-11 0,0021 0,0010 0,0079 0,0054 0,0228 0,0055
29-ago-11 0,0303 0,0021 0,0046 0,0292 0,0401 0,0229
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8-set-11 0,0081 0,0011 0,0102 0,0468  0,0443 0,0156
15-set-11 0,0326 0,0025 0,0060 0,0511  0,0232 0,0155
20-set-11 0,0227 0,0025 0,0511 0,0468  0,0275 0,0130
29-set-11 0,0641 0,0013 0,0718 0,0168  0,0270 0,0052
8-out-11 0,0400 0,0018 0,0065 0,0273  0,0078 0,0069
15-out-11 0,0114 0,0024 0,0148 0,0310  0,0303 0,0068
20-out-11 0,0170 0,0031 0,0103 0,0357  0,0363 0,0207
29-out-11 0,0125 0,0012 0,0143 0,0471  0,0286 0,0171
2-nov-11 0,0082 0,0028 0,0107 0,0079  0,0665 0,0058
10-nov-11 0,0083 0,0019 0,0168 0,0147  0,0328 0,0025
16-nov-11 0,0362 0,0025 0,0140 0,0416  0,0609 0,0160
23-nov-11 0,0068 0,0026 0,0028 0,0407  0,0389 0,0323
30-nov-11 0,0038 0,0086 0,0241 0,0340  0,0171 0,0273
5-dez-11 0,0040 0,0016 0,0273 0,0161  0,0341 0,0019
18-dez-11 0,0113 0,0011 0,0110 0,0245  0,0931 0,0105
25-dez-11 0,0396 0,0014 0,0403 0,0191  0,1281 0,0137
1-jan-12 0,6615 0,0017 0,0287 0,0421  0,1071 0,0131
25-jan-12 0,0099 0,0021 0,0121 0,0176  0,0438 0,0169
2-fev-12 0,0361 0,0027 0,0162 0,0383  0,0252 0,0238
9-fev-12 0,0175 0,0013 0,0181 0,0478  0,0952 0,0338
15-fev-12 0,0378 0,0010 0,0046 0,0405  0,0863 0,0116
24-fev-12 0,0254 0,0028 0,0140 0,0168  0,0231 0,0410
29-fev-12 0,0144 0,0010 0,0088 0,0307  0,0315 0,0257
6-mar-12 0,0067 0,0025 0,0093 0,0389  0,0359 0,0307
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14-mar-12 0,0186  0,0012 0,0168 0,0372 0,0551 0,0138
22-mar-12 0,0151  0,0017 0,0122 0,0133 0,0548 0,0188
29-mar-12 0,0070  0,0014 0,0141 0,0156 0,1003 0,0269
4-abr-12 0,0123  0,0014 0,0320 0,0551 0,0500 0,0265
11-abr-12  0,0178  0,0030 0,0059 0,0534 0,0733 0,0255
18-abr-12  0,0319  0,0025 0,0233 0,0502 0,1665 0,0182
25-abr-12  0,0092  0,0006 0,0075 0,0132 0,1017 0,0118
1-mai-12 0,0296  0,0017 0,0348 0,0624 0,0792 0,0419
9-mai-12 0,1340  0,0126 0,0176 0,5315 0,0401 0,0647
16-mai-12 0,0571  0,0097 0,0159 0,5599 0,1018 0,0062
22-mai-12 0,0414  0,0010 0,0122 0,0646 0,0873 0,0218
30-mai-12 0,0097  0,0012 0,0049 0,0130 0,0565 0,0086
6-jun-12 0,0374  0,0036 0,0076 0,0913 0,0552 0,0273
13-jun-12  0,0122  0,0014 0,0340 0,0267 0,0322 0,0265

*As medidas das incertezas dos surfactantes estéo apresentadas em mmol.L™.
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