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RESUMO

A poluicdo da agua € perigosa para a saude dos diversos organismos, devendo assim
ser respeitados os padrbes de lancamento de efluentes em corpos de 4gua. Desta
forma, a deteccéo de poluentes em ambientes aquaticos é de grande importancia para
o monitoramento da qualidade da 4gua. A espectroscopia Raman tem sido estudada
para a identificacdo de diferentes compostos, fornecendo os resultados em um menor
tempo e por um menor custo operacional, além de n&o gerar residuos. Este trabalho
objetivou o0 estudo da aplicacdo de uma nova técnica para o monitoramento de
compostos organicos e inorganicos em amostras de agua provenientes de Estacdes
de Tratamento de Efluentes, através do emprego da espectroscopia Raman. Com
isso, busca-se propiciar a implantacdo de melhorias no sistema de monitoramento
ambiental, incentivando a adog¢do de programas governamentais regulares,
identificando solucfBes para a reducdo da carga destes compostos para 0 meio
ambiente. Especificamente, o objetivo foi realizar a detecgdo e quantificacdo de
compostos organicos e inorganicos em amostras liquidas coletadas em quatro
periodos diferentes, em uma Estacdo de Tratamento de Efluentes, localizada na
cidade de Peruibe, litoral de Sdo Paulo. As amostras foram coletadas em triplicatas,
armazenadas em frascos de vidro &mbar sob refrigeracdo até o momento da andlise,
e filtradas em sistema a vacuo, com papel filtro de 0,45 um para a retirada de
interferentes. As andlises das amostras e de padrdes de referéncia de nitrato, fosfato
dentre outros contaminantes foram realizadas num sistema Raman dispersivo portatil
com excitacdo de 830 nm. Os espectros brutos foram calibrados, pré-processados e
analisados utilizando o software Microsoft Excel. Nos espectros Raman das amostras,
foram encontrados picos na regido de 1050 cm, caracteristicos do ion nitrato,
compativel com dados previamente descritos na literatura e também com os padrdes
de nitrato. Picos entre 683 e 1532 cm* também foram encontrados, compativeis com
o padrao de fosfato. Foi possivel identificar também picos nas regides de 483 e 1111
cm?, caracteristicos de deformacéo e estiramento esquelético C-C, respectivamente,
possivelmente a partir de alcanos de cadeia normal nestas amostras, descritos na
literatura. Outro pico encontrado, baseado na literatura foi na regido de 1310 cm™,
possivelmente ligado ao enxofre (S), derivado de deformacao simétrica de S-CHs. Por
fim, o pico na regido de 1471 cm, caracteristico de deformag6es CHs e CHz,
possivelmente a partir de alcanos de cadeia normal, também comparados com a
literatura. Foi realizada a quantificacdo do ion nitrato nas amostras coletadas, atraves
do método adicdo-padréao, com a preparacao de padrées de referéncia e utilizacdo do
software Origin®. Os valores de concentracdo obtidos encontraram-se abaixo de 10
mg/L, limite das legisla¢cBes utilizadas pela SABESP para o ion nitrato. Os resultados
obtidos abrem novas perspectivas para a utilizacdo da espectroscopia Raman em
analises ambientais.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman. Monitoramento de agua. Estacdo de
Tratamento de Efluentes. Poluente aquatico. Qualidade da agua.



ABSTRACT

Water pollution is hazardous to the health of the various organisms, and the standards
for launching effluent in water bodies should be respected. Thus, the detection of
pollutants in aquatic environments is of great importance for the monitoring of water
quality. Raman spectroscopy has been studied for the identification of different
compounds, providing the results in a shorter time and for a lower operating cost,
besides not generating residues. This work aimed to study the application of a new
technique for the monitoring of organic and inorganic compounds in water samples
from Wastewater Treatment Plants, through the use of Raman spectroscopy. Thus, it
seeks to promote the implementation of improvements in the environmental monitoring
system, encouraging the adoption of regular governmental programs, identifying
solutions to reduce the load of these compounds to the environment. Specifically, the
objective was to perform the detection and quantification of organic and inorganic
compounds in liquid samples collected in four different periods, in an Effluent
Treatment Plant, located in the city of Peruibe, coastal Sdo Paulo. The samples were
collected in triplicate, stored in amber glass bottles under refrigeration until the moment
of the analysis, and filtered in a vacuum system, with a filter paper of 0.45 pm for the
removal of interferents. The analyses of the samples and authentic patterns of nitrate,
phosphate among other contaminants were performed in a portable dispersive Raman
system with excitation of 830 nm. The Raw spectra were calibrated, pre-processed
and analyzed using Microsoft Excel software. In the Raman spectra of the samples,
peaks were found in the region of 1050 cm, characteristic of the nitrate ion,
compatible with data previously described in the literature and also with the standards
of nitrate. Peaks between 683 and 1532 cm™ were also found, compatible with the
phosphate standard. It was also possible to identify peaks in the regions of 483 and
1111 cm, characteristic of deformation and skeletal strain C-C, respectively, possibly
from alkanes of normal chain in these samples, described in the literature. Another
Peak found, based on the literature, was in the region of 1310 cm-?, possibly linked to
sulfur (S), derived from symmetrical deformation of S-CHs. Finally, the peak in the
region of 1471 cm-?, characteristic of CHz and CH: deformities, possibly from alkanes
of normal chain, also compared with the literature. The nitrate ion was quantified in the
samples collected, using the standard addition method, with the preparation of
reference standards and use of the Origin® software. The concentration values
obtained were below 10 mg/L, limit of the legislations used by SABESP for the nitrate
ion. The results obtained open new perspectives for the use of Raman spectroscopy
in environmental analyses.

Keywords: Raman spectroscopy. Water monitoring. Wastewater Treatment Plant.
Aquatic pollutant. Water quality.
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1 INTRODUCAO

Uma agua contaminada tem influéncias negativas sobre a salde dos seres
humanos e de outros organismos e a deteccdo de contaminantes em ambientes
aguaticos €é primordial para o monitoramento da qualidade da agua (LI, WANG e LI,
2016). Contaminantes organicos e inorganicos sao geralmente encontrados em aguas
residuais. A demanda por menor tempo de andlise e detec¢cdo on-line de
contaminantes na agua tem sido um desafio nos ultimos tempos (LI, CHEN e WEI,
2009).

Os nutrientes sdo essenciais para o crescimento dos microrganismos
responsaveis pela degradacdo da matéria organica e para o crescimento de plantas
aquéticas (algas), podendo em certas condigcbes conduzir a fendmenos de
eutrofizacdo de lagos e represas, reduzindo o oxigénio dissolvido disponivel para os
organismos aquaticos, como é o caso do nitrato (NOz) e fosfato (PO4%)
(CHERNICHARO et al., 2008). Por este motivo, os padrdes de lancamento de
efluentes devem ser respeitados. A Resolucéao n°. 430 (CONAMA, 2011), dispde sobre
as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes.

O monitoramento dos efluentes em estacfes de tratamento de efluentes
(ETE’s) da Baixada Santista é realizado pela propria SABESP e periodicamente, pela
CETESB, que realiza amostragens do esgoto apés o tratamento (CETESB, 2018). Ao
contrario de alguns métodos tradicionais que sdo empregados para 0 monitoramento
de compostos organicos e inorganicos em ETE’s, a espectroscopia Raman ndo gera
residuos, pois nao utiliza solventes/reagentes no processo. Outro item de destaque é
a obtencdo dos resultados, que é rapida (cerca de 30 s), além das analises possuirem
baixos custos. De acordo com a tabela de custo das andlises fornecida pelo Instituto
de Quimica de Séo Carlos, o custo por amostra analisada pela espectroscopia Raman
€ 15 vezes menor do que o custo por amostra analisada no cromatégrafo gasoso, por
exemplo. E por fim, a espectroscopia Raman requer pouca ou nenhuma preparacao
de amostra.

Com isso, a hipotese do trabalho é que seja possivel a utilizagdo da
espectroscopia Raman para o monitoramento ambiental, uma area ainda sendo

estudada, ja que € uma técnica que ndo gera mais residuos para tratamento posterior.
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1.1 Qualidade da Agua

Em geral, a qualidade da agua pode ser caracterizada por concentracdes de
contaminantes microbiologicos, organicos e inorganicos, bem como indicadores como
pH, condutividade, oxigénio dissolvido, entre outros (GOWEN et al.,, 2012).
Recentemente, as influéncias negativas da poluicdo da agua sobre o corpo humano e
o desenvolvimento sustentavel da sociedade humana atraem uma atencao crescente.
Portanto, uma variedade de metodologias surgiu para a detecgéo de poluentes em um
ambiente aquatico (HASAN et al., 2005). A Tabela 1 apresenta alguns dos principais
constituintes de esgoto urbano, as fontes em potencial e os efeitos que causam na

agua.

Tabela 1 - Alguns dos principais constituintes do esgoto de um sistema de esgoto urbano.

Constituinte

Fonte em potencial

Efeitos na dgua

Substancias com

Sobretudo materiais orgéanicos,

demanda de em especial fezes e urina Consomem oxigénio dissolvido
oxigénio humanas
Organicos Residuos industriais, produtos Toxicos a vida aquatica
refratarios de limpeza
Causam doengas (possivelmente cancer);
Virus Residuos humanos principal obstaculo na reciclagem de
esgotos
Alteram as propriedades organolépticas da
Detergentes Detergentes domésticos agua, 'mped?m aremocao de,g.raxas €
oOleos, téxicos a vida aquatica
Fosfatos Detergentes Nutrientes de algas (eutrofizacao)

Graxas e 6leos

Cozinha, processamento de
alimentos, residuos industriais

Residuos humanos e
industriais, abrandadores de

Alteram as propriedades organolépticas da
agua, prejudiciais a vida aquatica

Sais i Aumentam a salinidade da agua
agua
Metais Re5|du9§ |ndu§tr|_a|s, Toxicidade
laboratérios quimicos
Agentes Alguns de_tergenfte.s, residuos Solubilizacéo e transporte de metais
guelantes industriais
Sélidos Todas as fontes Alteram as propriedades organolépticas da

agua, prejudiciais a vida aquética

Fonte: Adaptado de Manahan (2013)
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Conforme citado no artigo de Li, Wang e Li (2016), os métodos tradicionais
aplicados para a deteccdo da qualidade da agua envolvem analises de
enriquecimento, andlises volumétricas, analises eletroquimicas, espectrofotometria,
espectroscopia de absor¢cdo atdmica, espectroscopia no infravermelho e
cromatografia. A espectroscopia de infravermelho € amplamente aplicada para
analisar contaminantes organicos (SHI, FENG e SUN, 2005). Contudo, a absorcédo do
solvente aquoso é tdo intensa que se torna dificil analisar o soluto na agua por
absorcao no infravermelho (YANG, ZENG e LIAO, 2008).

1.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman surgiu como um método progressivo para a deteccao
de materiais em ambientes hidricos e pode compensar as deficiéncias das outras
tecnologias de deteccdo (LI, WANG e LI, 2016). O espectro Raman é capaz de
fornecer a caracteristica da molécula, especialmente os espectros dos solutos, que
possuem fraca disperséo de luz na 4gua. Por isso, a técnica se torna adequada para
analisar contaminantes (LI, CHEN e WEI, 2009).

A espectroscopia Raman baseia-se na descoberta do Fisico indiano C.V.
Raman em 1928, de que o comprimento de onda (A) de uma pequena fracdo da
radiacdo espalhada por certas moléculas difere daquela do feixe incidente e, além
disso, que os deslocamentos em A dependem das vibragdes moleculares das
moléculas responsaveis pelo espalhamento. O espectro Raman, originado pelo
espalhamento inelastico de uma luz monocromatica de alta intensidade, adequa-se a
identificacdo de compostos organicos, permitindo a identificagdo concomitante de
diferentes compostos mesmo dissolvidos ou dispersos em agua (HOLLER et al.,
2009).

O método Raman néao foi amplamente investigado antes da década de 1980,
devido a baixa eficiéncia de espalhamento Raman. Recentemente, a espectroscopia
Raman combinou uma variedade de técnicas avancadas e se desenvolveu como uma
ferramenta eficaz para a deteccéo de poluentes em um ambiente aquatico devido a
sua alta precisao e eficiéncia de deteccdo, capacidade de amostragem néo destrutiva
e uma minima preparacdo das amostras (POTGIETER-VERMAAK, POTGIETER e
VAN GRIEKEN, 2006).
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Talari et al. (2015), explicam que a luz monocromatica cria espalhamento
elastico e inelastico quando € usada para iluminar amostras (Figura 1). No
espalhamento inelastico, quando a luz encontra moléculas na amostra, eles podem
interagir de tal forma que a energia pode ser perdida ou adquirida pelos fétons
(particulas elementares da luz). Envolve algum tipo de mudanca de energia e,
portanto, uma mudanca no A de excitacéo, e este fendbmeno é conhecido como efeitos
Raman.

Quando este processo ocorre em espalhamento elastico (espalhamento
Rayleigh), nenhuma energia é trocada entre moléculas e fétons (TALARI et al., 2015).
Neste caso, a luz ndo perde ou ganha energia durante o processo de espalhamento

e, portanto, a luz dispersa tem o0 mesmo A que a fonte de excitacao.

0 Elétron Féton de entrada
Féton de entrada ‘J Féton disperso U Q Féton disperso
o Elétron » ;
oscilante (‘
7
& © © e © ©
¢ e%- ¢ ¢ K
L L
¢ @ © i—1
Espalhamento inelastico Espalhamento elastico

Figura 1 — Espalhamentos inelastico e elastico.
Fonte: Adaptado de Brouwer (2010).

Geralmente, um espectrdbmetro Raman consiste em cinco componentes, como
mostrado na Figura 2: uma fonte de excitacdo, sistema de coleta de luz,
monocromador, detector e sistema de processamento de dados (LUO e LIN, 2008).

Como componente do espectrometro, a fonte de excitagcdo fornece um laser
monocromatico, e um importante parametro € a sua poténcia (LI, WANG e LI, 2016).

O monocromador € usado para separar a luz de espalhamento Raman por A e
€ 0 componente mais critico em um espectrédmetro Raman, sendo a grade de difracao,
a mais utilizada para os espectrometros Raman dispersivos (LI et al., 2014). Um
espectrdbmetro Raman requer um alto nivel de dispersdo devido a fraca intensidade
da espectroscopia Raman (LEWIS e EDWARDS, 2001). Quando a luz incidente

interage com uma amostra, apenas uma pequena quantidade de luz € dispersa. Em
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consequéncia disto, os sinais que pertencem ao espalhamento Raman sao
relativamente fracos, e assim podem ser facilmente mascarados pela fluorescéncia

(fracéo de luz absorvida) e por outras interferéncias.

Fonte de
excitagao
7
|| =
=
=
7-}
=
=l
) Aguisicao
Sistema de de dados Monocromador
processamento p——————l Detector
de dados
Sinal de controle I

Figura 2 — Espectrdmetro Raman comum.
Fonte: Adaptado de Luo e Lin (2008).

A funcdo do detector é coletar as informacdes do espectro, e os dados sao
inseridos em série no computador via aquisicdo de dados. O detector deve ser
sensivel devido a baixa eficiéncia de espalhamento Raman, o que poderia ter um
efeito negativo na deteccdo do sinal Raman (LI et al., 2014). As vantagens dos
detectores com dispositivo de carga acoplada (CCD) sdo sua funcéo especifica de
deteccdo de imagem e auto varredura, alta sensibilidade, baixo ruido de deteccéo,
caracteristica multicanal, e alta eficiéncia quantica (KUMAR e DEEN, 2014).

Li, Wang e Li (2016), explicam em seu artigo que o processamento de dados
pode ser um processo complicado e a tecnologia de processamento de dados é crucial
a grande quantidade de dados coletados pelos detectores em espectrometros Raman.
Comumente, os métodos de processamento eletronico aplicados para a extracédo da
informacéo do espalhamento Raman incluem amplificacdo e contagem de fétons, e o
espectro é desenhado por um software de computador (LI, WANG e LI, 2016). Além

disso, Li, Wang e Li (2016) acrescentam que informacfes Uteis ndo podem ser
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extraidas dos dados coletados nas analises do espectro caso haja quantidade
significativa de ruido, e, portanto, o processamento de dados é essencial para a
qualidade de um sinal Raman.

Dentre as tecnologias de espectroscopia Raman existentes atualmente,
incluem espectroscopia Raman normal, espalhamento Raman por ressonancia (RRS)
(ROBERT, 2009), espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS),
espectroscopia FT-Raman, e sua tecnologia combinada (LI, WANG e LI, 2016).

A técnica Raman mais eficiente para detec¢cdo em concentragdes muito baixas
€ a SERS, que tem sido amplamente pesquisada e o niumero de artigos publicados
anualmente sobre este tema esta crescendo rapidamente (LI et al., 2014). S&o
utilizadas nanoparticulas para realcar a intensidade do pico, sendo a prata o metal
mais comumente usado, seguido pelo ouro e cobre (LI et al., 2014).

1.2.1 Espectroscopia Raman para analises das aguas

Li, Chen e Wei (2009) analisaram solugdes aquosas contendo contaminantes
organicos através da espectroscopia Raman, com o objetivo de verificar se esta
técnica é mais precisa do que a técnica de espectroscopia por infravermelho.
Obtiveram resultados satisfatérios e concluiram que, o espectro Raman é uma
impressédo digital espectral precisa da molécula, podendo assim, ser utilizada para
andlise de contaminantes organicos em agua residuarias.

Yang, Shi e Yuan (2014) estudaram o indice de dureza de quatro amostras
diferentes de 4gua, através da espectroscopia Raman, e concluiram que a técnica
pode ser eficaz para andlise da qualidade da agua, em relacdo a dureza (presenca de
calcio e magnésio).

Stewart, Maier e Patrick (2005), detectaram a presenca de um patégeno em
uma amostra de agua através da técnica de espectroscopia Raman e apos estudos,
chegaram a concluséo de que o meétodo é util para detectar os patdogenos que séo
dificeis de detectar usando outros métodos, tais como protozoarios do género
Cryptosporidium.

A Tabela 2 apresenta os poluentes no meio aquético que podem ser detectados
usando espectroscopia Raman de acordo com o artigo de revisao de Li, Wang e Li
(2016).
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Tabela 2 - Poluentes em 4gua que podem ser detectados por espectroscopia Raman
Tipos de Poluentes Poluentes
Benzeno, fenol, aldeido, tetracloreto de carbono, hidrocarboneto
aromatico policiclico, quinolina, derivados de metila, compostos
Orgénicos aromaticos com nitrogénio, 6leos comestiveis, pesticida, corante
organico, detergente sintético, gasolina e seus derivados.

Cloreto, hipoclorito e percloratos, metais pesados (por exemplo,
A mercurio, chumbo, cromo e arsénio), cianeto, ferrocianeto, nitrato,
Inorgénicos o .

nitrito, amianto e sulfato.
Qutros Bactérias, virus e patégenos microbianos.
Fonte: Adaptado de Li, Wang e Li (2016, p. 318).

1.3 Estacfes de Tratamento de Efluentes

Sperling (2005) descreve que o impacto do langamento de efluentes originados
de uma ETE em corpos d’agua € motivo de grande preocupacgao para muitos paises.
Dessa forma, € necessario o estabelecimento de politicas e normas ambientais para
definir critérios para locais de descarga e nivel de tratamento exigido a fim de garantir
que o0s impactos ambientais da disposicdo desses efluentes tratados néo
comprometam a qualidade dos recursos hidricos.

A finalidade das técnicas de tratamento € a de remover os poluentes dos
esgotos, 0s quais viriam a causar uma deterioracdo da qualidade dos corpos de agua
e a possibilidade de transmissao de doencas (CHERNICHARO et al., 2008). Dentre
elas, encontram-se a remocdo da matéria organica, remocao de solidos em
suspensao, remocao de organismos patogénicos e remocao de nutrientes, sendo que
cada uma delas ocorre em niveis diferentes de tratamento.

Conforme Chernicharo et al. (2008), o esgoto pode ser tratado nos niveis
preliminar, priméario, secundario e terciario, sendo que o tratamento preliminar deve
estar presente em todas as ETE’s. No Brasil, em quase todas as ETE’s, o0 esgoto é
tratado até o nivel secundario. Em relacédo ao nivel terciario, pouquissimas estacoes
adotam esse nivel de tratamento devido ao custo elevado. A Figura 3 apresenta o

fluxograma do tratamento preliminar.
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Figura 3 — Fluxograma do tratamento de esgoto a nivel preliminar.
Fonte: Sperling (2005).

O tratamento preliminar destina-se principalmente a remocao de solidos
grosseiros e areia. A remocao dos solidos grosseiros € feita por meio de grades, que
podem ser grossas, médias e finas, dependendo do espacamento entre as barras. A
remocdo da areia contida nos esgotos € feita através de desarenadores (caixas de
areia) (CHERNICHARO et al., 2008). A calha Parshall destina-se a medicao da vazéo.

Os esgotos, apds passarem pelas unidades do tratamento preliminar, contém
ainda os solidos em suspensao ndo grosseiros, 0s quais podem ser parcialmente
removidos em unidades de sedimentacdo (decantadores primarios), que por
possuirem uma densidade maior que a do liquido, sedimenta-se gradualmente no
fundo (CHERNICHARO et al.,, 2008). Os Oleos e graxas, por possuirem uma
densidade menor que do liquido, sobem para a superficie dos decantadores, onde
sao coletados e removidos para posterior tratamento.

O tratamento secundario de esgotos domésticos inclui a etapa biolégica, onde
a remocéo (estabilizacdo) da matéria organica € efetuada por reacdes bioquimicas,
realizadas por microrganismos aerébios ou anaerobios (CHERNICHARO et al., 2008).
Existem trés tipos principais de lagoas de estabilizacdo: anaerébias, facultativas e
lagoas de maturacdo. As lagoas anaerdbias e as facultativas sdo designadas para
remogcdo da demanda bioquimica de oxigénio, e as lagoas de maturacdo sao
designadas para remocao de bactérias.

Em lagoas aeradas facultativas, segundo Chernicharo et al. (2008), o oxigénio
€ obtido através de aeradores, que causam um grande turbilhonamento na agua,
propiciando a penetracdo do oxigénio atmosférico na massa liquida, onde ele se
dissolve. Com isto, consegue-se uma maior introducédo de oxigénio, permitindo que a

decomposicdo da matéria organica se dé mais rapidamente.
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No tratamento terciario, além da remocédo complementar de poluentes que nao
foram suficientemente removidos nos tratamentos anteriores, ocorre a remocao de
poluentes especificos (geralmente téxicos ou ndo biodegradaveis) por processos
fisico-quimicos. As técnicas utilizadas envolvem coagulacao, floculacdo, decantacéo,
filtracdo, adsorcdo por meio de carvao ativado, osmose reversa, processos oxidativos
avancados, entre outras (MANCUSO e SANTOS, 2003).

De acordo com resultados obtidos da SABESP, o esgoto bruto (afluente) chega
a ETE contendo nitrogénio amoniacal (NH3), fésforo (P) e enxofre (S), dentre outros
compostos. Com o processo de oxidacdo biologica sofrida pela amoénia, que é
convertida a nitrito (NO2") e posteriormente a NOs", a concentracéo € reduzida durante
0 processo e ions NOsz sdo formados.

A remocao de nitrogénio (N) pode ser alcancada pela nitrificacdo e
desnitrificacdo, volatilizacdo da ambnia, armazenamento em detritos e sedimento,

remocao por plantas e incorporacdo na biomassa. A Figura 4 ilustra o processo de

transformacdes do N.

Nitrogénio organico
(proteinas, uréia)
Amonificacio
¥ P
Assimilacio , . .
Ambnia »| Nitrogénio orginico
. . - células bacterianas
/ Lise e autoxidagio [ )
n
0, P
i — Assimilaciio
F
= Nitrito (NO,) Desnitrificacio
= _
= Células bacterianas
:,‘_.E 4 = T Carbong organico
i g >
Assimilagiio
F L J
Mitrato (NOy') Mitrogénio gasoso
Células bacterianas Desnitrificaciio : (M)
L

Figura 4 — Transformacgdes do N em processos bioldgicos de tratamento.
Fonte: Adaptado de Sedlak (1991).
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O processo de amonificacdo/assimilacdo pode ser representado pela equacao
abaixo:
Amonificagao >
R—NH, + H,0 + H* & R — OH + NH}

<

Assimilacéo

O processo de nitrificacdo, que ocorre em condicbes aerdbias, pode ser

representado pela equacéo a seguir:

NH}f + 20, - NO3 + 2 H* + H,0

Ja o processo de desnitrificacdo, que € a reducdo biolégica de NOs para

nitrogénio molecular (N2), pode ser representado pela equacéo:

2NO; + 2H* > N, + 2,50, + H,0

1.4 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo 0 estudo da aplicagdo de uma nova
técnica para o monitoramento de compostos organicos e inorganicos em ETE’s,

através do emprego da espectroscopia Raman.

1.5 Objetivos especificos

* Coletar amostras de efluentes domésticos em uma ETE e realizar a leitura em
um espectrometro Raman;

« Comparar os espectros obtidos com dados da literatura para determinar a
presenca de compostos organicos e inorganicos;

* Quantificar os compostos presentes nas amostras coletadas através da

preparacao de padrbes de referéncia.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1Caracteristicas do sistema

Para a obtencdo dos espectros Raman, foi utilizado um sistema Raman
dispersivo portatil com excitacdo de 830 nm e laser ajustavel a poténcia de até 250
mW (modelo Dimension P-1 Raman system, Lambda Solutions, Inc., MA, EUA),

conforme Figura 5.

Figura 5 — Sistema Raman dispersivo portétil utilizado no estudo.
Fonte: Arquivo pessoal

A resolucéo espectral utilizada foi de 4 cm™ num intervalo de 400-1800 cm™.
O espectrometro foi ligado a uma sonda de Raman (modelo Vector probe, Lambda
Solutions, Inc. MA, EUA) de 3 m de comprimento, com filtro passa-banda e de rejeicao,
filtros necessarios para retirada do espalhamento Raman proveniente da fibra éptica.
O espectrometro possui uma camera CCD (1320 x 100 pixels), resfriada a -75°C para
diminuir o ruido térmico.

Foi utilizado um porta amostras de aluminio, com pocos de 5 mm de diametro

e capacidade de 100 pL cada, onde foram inseridos 80 pL de cada amostra em cada
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poco, com o auxilio de uma pipeta mecanica, e, em seguida, a sonda foi colocada a
uma distancia de 10 mm, perpendicularmente a superficie da amostra (Figura 6).

O sinal espalhado por cada amostra foi entdo coletado pela sonda e acoplado
ao espectrdmetro Raman para a disperséo e deteccao. O registro do espectro foi feito
em triplicata para cada amostra. Os sinais Raman foram coletados em varreduras de
3 s. Os espectros brutos foram calibrados, pré-processados (filtragem da

fluorescéncia) e analisados utilizando o software Microsoft Excel.

Figura 6 — Porta amostras de aluminio e sonda, utilizados no estudo.
Fonte: Arquivo pessoal

As coletas dos espectros Raman foram realizadas no Centro de Inovacgéao,
Tecnologia e Educacédo — CITE, da Universidade Anhembi Morumbi (UAM) em Sé&o

José dos Campos (SP).
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2.2 Padronizacao da técnica

Foi realizada a padronizacdo da técnica no espectrémetro Raman, e para a
identificacdo e quantificacdo dos espectros, foram utilizados padrdes de referéncia

inorganicos e organicos.
2.2.1 Deteccéo de substancias inorganicas

A Tabela 3 apresenta os padrbes de referéncia inorganicos utilizados, todos

mantidos sob refrigeracdo até o momento da realizacdo da analise.

Tabela 3 — Padrfes de referéncia inorgénicos utilizados no estudo

Tlpos:de Padrdes Fornecedor
Padrbes
Nitrato (100 = 0,06 mg/L) Alfakit Ltda., Floriandpolis, SC, BRA
Inorgénicos Nitrito (100 + 0,08 mg/L) Alfakit Ltda., Floriandpolis, SC, BRA
Fosfato (100 + 0,06 mg/L) Alfakit Ltda., Florianépolis, SC, BRA

2.2.2 Deteccéao de substancias organicas

A Tabela 4 apresenta os padrdes de referéncia organicos utilizados, todos

mantidos sob refrigeracdo até o momento da realizacéo da analise.

Tabela 4 — Padrbes de referéncia organicos utilizados no estudo

Tlpos~de Padrdes Fornecedor
Padrbes
P CRQ - Cromato Produtos Quimicos Eireli Ltda.,
Cloroférmio P.A. Diadema, SP. BRA

Diclorometano P.A. Neon Comercial Ltda., Sdo Paulo, SP, BRA
Orgénicos Tolueno P.A. Neon Comercial Ltda., Sdo Paulo, SP, BRA
Xileno P.A. Neon Comercial Ltda., Sdo Paulo, SP, BRA

Sulfonato de Alquilbenzeno . o

Linear (LAS) (100 0,06 mg/L) Alfakit Ltda., Florianépolis, SC, BRA

Cafeina 0,1% Infinity Pharma Ltda., Campinas, SP, BRA

2.2.3 Amostragem

Com as técnicas de deteccao padronizadas, as amostras foram coletadas para
estudo. A amostragem de colunas de agua foi realizada em quatro pontos da ETE

Cidade das Flores, na cidade de Peruibe, SP: afluente, dois tanques de aeracao e
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efluente (Figura 7). O tipo de tratamento da ETE é por batelada, e o nivel de

tratamento vai até o secundario.

TANQUES

HE " T ESmm AFLUENTE

AERAGAD

Figura 7 — Pontos de coleta na ETE Cidade das Flores, em Peruibe.
Fonte: Google Maps (2018).

Em cada ponto de amostragem, foi coletado 1 L de amostras de aguas residuais
usando uma garrafa de duplo compartimento, com trés réplicas. As profundidades
coletadas foram apresentadas da Tabela 5. Nos tanques de aeracdo, a coleta foi
realizada em trés alturas devido a profundidade ser maior (5 m) do que os tanques do

afluente (2 m) e efluente (3 m), garantindo uma amostragem representativa.

Tabela 5 — Pontos e profundidades de amostras coletadas na ETE Cidade das Flores

Pontos Profundidades

Afluente 1 m (superficie), 2 m (fundo)
Tanques de areacao 1 m (superficie), 3 m (meio), 5 m (fundo)

Efluente 1 m (superficie), 3 m (fundo)
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Foram analisadas 120 amostras no total, sendo 30 amostras de cada coleta.
As coletas foram realizadas nos meses de outubro/17, fevereiro/18, outubro/18 e
abril/19.

As amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar, previamente
lavados com lavagem especial e esterilizados em autoclave, identificadas e
transportadas para o laboratério em um isopor com gelo. Foram filtradas em um
sistema a vacuo com filtro de 0,45 um para retirada de interferentes (bactérias e outras
particulas grosseiras) e transferidas para tubos com rosca. As amostras foram entédo
analisadas em um espectrometro Raman dispersivo, e 0s espectros obtidos, foram
comparados com 0s espectros dos padrbes organicos e inorganicos obtidos no

estudo.

2.3 Analise dos dados

Foi realizada a andlise de componentes principais (PCA) dos dados espectrais
para identificar maiores detalhes dos picos encontrados e analisar de maneira semi-
quantitativa as intensidades dos componentes principais (PC’s). A PCA é usada para
examinar similaridades ou diferencas entre amostras, eliminando grande parte dos
ruidos experimentais. Os scores correspondem as coordenadas de cada amostra nos
PC’s, sendo que o score 1 corresponde as maiores variacdes espectrais, 0 score 2,
as segundas maiores variacdes espectrais, e assim por diante. Esse procedimento foi
realizado para verificar em que etapa do processo de tratamento, os analitos
encontravam-se com maior intensidade. Tanto os gréaficos dos scores quanto os dos
PC’s foram gerados, e nestes, para melhor visualizacdo das informacdes, cada grupo

analisado foi dividido por cores, conforme Tabela 6.

Tabela 6 — Cores de identificacdo dos grupos analisados, representados nos graficos de PCA

Grupo Cor
Afluente (etapa inicial do processo) Vermelho
Tanque de aeracéo n° 1 (meio do processo) Verde
Tanque de aeracgéo n° 2 (meio do processo) Amarelo
Efluente (etapa final do processo) Azul
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2.4 Quantificacao

2.4.1 Leituradiretados padrdoes no Espectrometro Raman

Uma curva de calibracdo foi preparada, com o objetivo de determinar o limite
de deteccao do espectrometro Raman, diluindo os padrdes de NO3z (100 mg/L) e PO4*
(100 mg/L) com sete pontos, em concentra¢cdes que variaram de 0,15 a 10 mg/L. Um
padrdo de NOs (100 mg/L) foi preparado no laboratério, baseando-se no Standard
Methods For the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), método n°®
4500-NOs" B, para verificacao da exatiddo do padréao da Alfakit Ltda.

2.4.2 Método da adicdo-padréo

A quantificacdo das amostras foi baseada no método da adicdo-padrao que
consta no livro de Analise Quimica Quantitativa (HARRIS, 2008), onde quantidades
conhecidas de analito sdo adicionadas a amostra desconhecida, e a partir do aumento
do sinal, € determinado o quanto de analito tem na amostra original. Esse
procedimento foi realizado com o padrdo de NOs", sobre quatro amostras de aguas
residuais, da terceira e quarta coleta.

Foi escolhida 1 amostra de cada grupo (1 amostra do afluente, 1 amostra do
tanque de aeracao n°l1, 1 amostra do tanque de aeracao n°2 e 1 amostra do efluente)
gue apresentaram picos mais visiveis nos espectros Raman, e foi separado 1mL de
cada amostra, em tubos de ensaio. Sobre esse volume, foram sendo adicionadas
aliquotas de 50 a 200 pL do padrdo de NOsz 100 mg/L. Conforme cada aliquota foi
adicionada, a leitura no espectrdmetro Raman foi sendo realizada.

Aplicou-se o software Origin® 2019 v. 9.60 (OriginLab, Northampton, MA, USA)
para fazer o calculo da area correspondente a regido do pico de NOs (deslocamento
Raman = 1050 cm?). O Origin® é um software grafico de andlise de dados, que
permite personalizar e automatizar as tarefas de importacéo, analise, representacao
gréfica e relatérios de dados. Apoés inserir os valores de deslocamento Raman da
regido referente a base do pico e os valores de variacdo espectral, selecionando as

opcOes Analysis, Fitting, Single Peak Fit, Function Gaussian, as informacdes séo
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calculadas automaticamente e fornecidas em um grafico e também em um relatorio,

conforme exemplo na Figura 8.
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Figura 8 — Exemplo de calculo da area do pico pelo software Origin®, obtido no estudo.

Os valores referentes as areas, considerados como intensidades, foram

transferidos para o software Microsoft Excel for Windows verséo 2010 (Tabela 7).

Tabela 7 — Exemplo de tabela de dados para experimento de adicdo-padrao

Adicdo-padrdo NO3z 100 mg/L a1 mL de amostra (A2M — Tanque n° 2 Meio)

Vo (ML) = Vs = ls+x) = Funcéo do eixo x Funcéo do eixo y

mL de padrao de

1 NOsadicionado sinal (un.arb.) Si*Vs/V, lis+)*VIVo

[S]i (mg/L) = 0,000 1024,56828 0,000 1024,568
100 0,050 1274,75096 5,000 1338,489
0,100 1610,41198 10,000 1771,453

0,150 2337,89533 15,000 2688,580

0,200 2657,59336 20,000 3189,112

Foi observado o limite da faixa recomendada de aumento de sinal analitico, que
e de 1,5 a 3 vezes (HARRIS, 2008). Na Tabela 7, terceira coluna, constam os valores
de sinal registrados, referente a amostra do tanque 2, sendo o primeiro igual a 1024,57
un.arb. e o Ultimo igual a 2657,59 un.arb., ou seja, 2,6 vezes maior.

Com os valores de x e y, calculados conforme Tabela 7, foi plotado um gréfico,

para cada uma das quatro amostras (Figura 9). Utilizando a equacao da reta de cada
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curva formada, o y foi igualado a zero, e o valor de x foi calculado, ou seja, a

concentracéo inicial de NO3z nas amostras.

Experimento de adi¢ao-padrao de NO;
(A2M)

4000 1
y =113,58x + 866,6

R?=0,9687

3000

2000

1000

0 T T T

T T
< L < & < L
o ~ N N o N
- —

Concentragdo de NO;" adicionado a amostra (mg /L)

Figura 9 — Reta obtida com os valores de area para célculo da concentracéo inicial de NO3 na
amostra.

Area medida no Espectro Raman

T
n
—

15,0
20,0 -

2.4.3 Método de Espectrofotometria

Para efeito de comparacao entre 0 método que foi desenvolvido neste estudo,
e um método utilizado mundialmente na rotina de laboratorios de andlises, as
amostras coletadas também foram quantificadas pelo espectrofotdmetro UV-Visivel,
e o0s resultados dos dois métodos de quantificacdo foram comparados, para
verificacdo da viabilidade da utilizacdo do método de espectroscopia Raman.

Foi realizado o desenvolvimento de coloracdo pelo método fornecido pela
Alfakit Ltda., utilizando os préprios reagentes fornecidos pela empresa.

Para a aquisicao dos valores de absorbancias, as curvas de calibracdo de NO3
e PO4* foram lidas em um espectrofotdmetro UV-Visivel (Thermo Spectronic, modelo

Biomate 3) com faixa de A de 190 a 1100 nm, conforme Figura 10.
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Figuralo — Espectrofotdmetro UV-Visivel utilizado no estudo.
Fonte: Arquivo pessoal

Todas as leituras foram realizadas em triplicatas, para estabelecer preciséo.
Antes de cada analise, foi preparado um branco da solucdo para a verificacdo de

interferentes.
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espectros obtidos foram apresentados na Figura 11.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padronizacéo da técnica

3.1.1 Deteccéo de substancias inorganicas

Os padroes de NO2 e PO4* foram analisados por espectroscopia Raman, e 0s

Intensidade Raman (un.arb.)

700 -

Padrdo NO,” 100 mg/L

350 A

0 T T T T T

400 600 800 1000 1200 1400
Deslocamento Raman (cm™)

1600

Intensidade Raman (un.arb.)

1000

500 -

0

Padrdo PO,* 100 mg/L

747
831
1145
1343
1532

683
1453

400

600 800 1000 1200
Deslocamento Raman (cm™)

1400 1600

(@)

(b)

Figura 11 — (a) Espectro Raman do padrédo de NO2 100 mg/L da Alfakit Ltda e (b) Espectro
Raman do padrdo de PO4* 100 mg/L, obtidos no estudo.

O padréo de verificagdo de NOs (100 mg/L) preparado na prépria Universidade,
a partir do sal nitrato de potassio (KNOs), com base no Standard Methods For the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), método n°® 4500-NOs- B,
apresentou pico na regido de 1050 cm, idéntico ao padrdo NOs (100 mg/L) da Alfakit

Ltda., também analisado por espectroscopia Raman. Ambos foram apresentados na

Figura 12.
1400 ~ Padrio NO, 100 mg/L 1000 - Padrdo NO, 100 mg/L (verificagdo)
g 3
: 2 & g
E = g =
= 2
g g
g 700 - £
-4 ©
o o
= ()]
© T
° ]
‘@ 3
c (7}
g 5
= 0 1 T T T g
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm) Deslocamento Raman (cm)

(@)

(b)

Figura 12 — (a) Espectro Raman do padrdo de NO3 100 mg/L da Alfakit Ltda e (b) Espectro
Raman do padrao de verificacdo de NOs 100 mg/L, obtidos no estudo.
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3.1.2 Deteccéao de substancias organicas

Alguns padrdes de compostos organicos foram analisados, e 0s espectros
Raman obtidos foram apresentados a seguir (Figura 13, Figura 14 e Figura 15).

40000 - Padrdo cloroférmio P.A. 20000 Padrao diclorometano P.A.
g o s Pl
< 8 H R
g c
- 2
c
£ g
S 20000 A 5 10000
5 o
g 3
3 3z
f= (7]
g g
- 0 ~T T T f T ~— £ 0 \I : r JLI IL .

400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm?) Deslocamento Raman (cm-Y)
(a) (b)

Figura 13 — (a) Espectro Raman do padrao de cloroféormio P.A. e (b) Espectro Raman do padréo
de diclorometano P.A., obtidos no estudo.

~ 150000 - = :

_ 150000 { Padrio tolueno P.A. = Padréo xileno P.A.
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< c o

5 S 2 100000 2

= 100000 A S £

© — E

E 5
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g °

B 50000 - 5 50000 -

o 2

£ §

g -

[= -

- 0 - 0 -

400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm™?) Deslocamento Raman (cm™)

(@) (b)

Figura 14 — (a) Espectro Raman do padréo de tolueno P.A. e (b) Espectro Raman do padréo de
xileno P.A., obtidos no estudo.
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Intensidade Raman (un.arb.)

557

Padrdo cafeina 0,1%
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Figura 15 — (a) Espectro Raman do padrédo de LAS 100 mg/L e (b) Espectro Raman do padrao
de cafeina 0,1%, obtidos no estudo.
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A Tabela 8 apresenta os valores de deslocamento Raman dos picos dos

padrbes analisados por espectroscopia Raman, e também de alguns compostos

encontrados na literatura, e que foram identificados nas amostras.

Tabela 8 — Deslocamentos Raman dos picos encontrados na literatura e nos padrdes
analisados no estudo.

Composto

Deslocamento Raman (cm™)

Referéncia

Cloroférmio
Diclorometano
Tolueno
Xileno
LAS
Cafeina
NOs-

NOs-
PO43
PO43
NO2
Deformacéo C-C
Estiramento
esquelético C-C
Deformacéo

simétrica de S-CHs
Deformacdes CHs e

CH>

668
703

521, 787, 1004, 1032, 1211

457 ~1608
761, 1206

1048
1050

960

543, 812

483
1111

1310

1471

557, 625, 745, 805, 1079, 1242, 1297, 1339

683, 747, 831, 1145, 1343, 1453, 1532

Obtido no estudo
Obtido no estudo
Obtido no estudo
Obtido no estudo
Obtido no estudo
Obtido no estudo
Obtido no estudo

Li, Wang e Li (2016)

Obtido no estudo

Kinoshita et al. (2008)

Obtido no estudo

Lin-Vien et al. (1991)
Lin-Vien et al. (1991)

Lin-Vien et al. (1991)

Lin-Vien et al. (1991)

variagdes espectrais do conjunto de amostras analisadas.

3.2 Analise dos dados

Os espectros Raman obtidos na primeira coleta de amostras apresentaram
picos nas regides de 663, 742, 832 e 1340 cm™ (Figura 16). O score indica as

Intensidade Raman (un.arb.)

4000 -~

2000 A

1343

i\

N

fl 00 800 110004 1200 14 1500
-2000 A

-4000 - Deslocamento Raman (cm'?)

1500 A

500 A

-500 -

Intensidade Raman (un.arb.)

-1500 -

Score 2

Deslocamento Raman (cm?)

(b)

Figura 16 — (a) Espectro Raman do score 1 das amostras da 12 coleta e (b) Espectro Raman do

score 2 das amostras da 12 coleta, obtidos no estudo.
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Comparando-se o score 2 com os valores dos picos de PO4% que constam na
Tabela 8, pode-se dizer que os picos referem-se ao PO43.

A filtragem prévia das amostras, em um sistema a vacuo com filtro de 0,45 pm
para retirada de interferentes (bactérias), ndo foi realizada com as amostras da
primeira coleta. Devido a isso, 0s resultados podem ter sido inibidos por interferentes.
O procedimento foi realizado nas coletas seguintes e foi possivel observar um
aumento na intensidade dos picos, quando comparado as mesmas amostras sem
filtragem.

Os espectros obtidos na segunda coleta de amostras apresentaram além dos
picos ja identificados como PO4*, picos nas regides de 483, 955, 1051, 1111 e 1310
cm (Figura 17).

6000 - o
Score 1 6000 1 Score 2 o

4000 +

2000 + 3000 +

S

-2000 -

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Intensidade Raman (un.arb.)

-4000 -

Intensidade Raman (un.arb.)

-6000 - -3000 -
Deslocamento Raman (cm %)

(a) (b)

Figura 17 — (a) Espectro Raman do score 1 das amostras da 22 coleta e (b) Espectro Raman do
score 2 das amostras da 22 coleta, obtidos no estudo.

Deslocamento Raman (cm %)

Referente ao pico na regido de 955 cm, no artigo de Kinoshita et al. (2008) é
identificado como PO4%* em 960 cm, conforme Tabela 8. O pico na regido de 1050
cm? pode ser identificado como NOs™ (Tabela 8).

No artigo de Li, Wang e Li (2016), identificam o nitrato de so6dio (NaNO3) com
pico na regido de 1050 cm confirmando o resultado obtido. Os picos nas regiées de
483 e 1111 cm sdo caracteristicos de deformacdo e estiramento esquelético C-C,
respectivamente, possivelmente a partir de alcanos de cadeia normal nestas
amostras, de acordo com Lin-Vien et al. (1991) (Tabela 8), derivados de solventes ou
removedores de 6leo. O pico em 1310 cm?, possivelmente estéa ligado ao enxofre (S),
de acordo com Lin-Vien et al. (1991), onde indica o deslocamento Raman aproximado
para deformacéo simétrica de S-CH3 (Tabela 8).
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O score 1 (Figura 18), obtido na terceira coleta de amostras, apresentou o pico

na regido de 1048 cm, que pode ser identificado como NOs™ (Tabela 8).

1000 -
Score 1

1AVMW/\T4”W

-1000 -

N

Intensidade Raman (un.arb.)

048

i
Deslocamento Raman (cm™)

Figura 18 — Espectro Raman do score 1 das amostras da 32 coleta, obtido no estudo.

O score 2 (Figura 19), obtido na terceira coleta de amostras, apresentou picos

nas regides de 749, 1342 e 1452 cm™, que pode ser identificado como PO43, conforme
Tabela 8.

200

Score 2

100 4

Intensidade Raman (un.arb.)

-200 -

1342

Deslocamento Raman (cm'?)

Figura 19 — Espectro Raman do score 2 das amostras da 32 coleta, obtido no estudo.

O score 3 (Figura 20), apresentou picos nas regides de 749, 1343, 1532 cm-?,
que pode ser identificado como PO4% (Tabela 8). O pico na regido de 1049 cm pode
ser identificado como NOs™ (Tabela 8). O pico na regido de 1471 cm™ é caracteristico
de deformacgdes CHs e CHz, possivelmente a partir de alcanos de cadeia normal nestas
amostras, de acordo com Lin-Vien et al. (1991) (Tabela 8).
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100 4

Intensidade Raman (un.arb.)

1532

-200 -
Deslocamento Raman (cm™?)

Figura 20 — Espectro Raman do score 3 das amostras da 32 coleta, obtido no estudo.

O score 4 (Figura 21), apresentou um pico na regido de 1049 cm™ pode ser
identificado como NOgz", conforme Tabela 8.

300 - Score 4

1049

150 4

o
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"'WAWM“'A r-:;_;ﬂ‘ .I','\ P |
0 600 800 1000 w 1200 40 1600

Deslocamento Raman (cm™)

Intensidade Raman (un.arb.)

-150 -

Figura 21 — Espectro Raman do score 4 das amostras da 32 coleta, obtido no estudo.

Com base nos espectros obtidos, ndo foi identificada a presenca nas amostras,
dos compostos orgéanicos cloroférmio, diclorometano, tolueno e xileno, devido a
natureza do efluente analisado ser predominantemente domeéstico.

O composto LAS e a cafeina também nao foram identificados nas amostras,
podendo estar presente, porém em concentracdo menor que o limite de detec¢éo do
espectrometro Raman.

Com referéncia ao padréo de NOz2, ndo foram identificados picos semelhantes
nas amostras, primeiro por causa do limite de detec¢éo do espectrdbmetro Raman e
segundo por causa do processo de oxidacao biolégica, em que o NO2™ é convertido
em NO3 (nitrificacao).

Pela PCA, foi possivel identificar detalhes dos picos e fazer uma analise semi-

quantitativa pelas intensidades dos PC’s. Na Figura 22 e na Figura 23, referentes aos
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scores 1 e 2 da primeira coleta, que apresentaram PO4%, pode-se observar que o
grupo que apresentou maior intensidade, foi o grupo amarelo, que seria o tanque de
aeracdo n° 02 (meio do processo). Ou seja, neste grupo de amostras, 0 composto

cujos picos encontram-se nas regides citadas (POs¥), é identificado com maior

presenca.
PC1 PC1
0,18 - 0,18 -
- - T
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: 0,12 ~ : 0,12 1 =
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3 3
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[] Q
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0,00 T 1 0,00 A T T T
Amostras (média) Amostras (média)
(@) (b)

Figura 22 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 12 coleta,
provenientes do score 1, e (b) Grafico de andlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 12 coleta, provenientes do score 1, obtidos no estudo.
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Amostras (média) Amostras (média)
(@) (b)

Figura 23 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 12 coleta,
provenientes do score 2, e (b) Gréafico de analise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 12 coleta, provenientes do score 2, obtidos no estudo.

Realizando a PCA referente ao score 1 da segunda coleta, que apresentou
NOs e composto organico com S, pode-se observar que o houve um equilibrio entre
0S grupos, com apenas 1 amostra do grupo azul acima da média, que seria o efluente
(etapa final do processo) (Figura 24).
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Figura 24 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 22 coleta,
provenientes do score 1, e (b) Grafico de andlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 12 coleta, provenientes do score 1, obtidos no estudo.

Ja nos PC’s referentes ao score 2 da segunda coleta, que apresentou a
presenca de PO4*, deformacéo e estiramento esquelético C-C, e composto organico
com S (Figura 25), foi possivel observar a presenca um pouco maior dos compostos

nas amostras do grupo vermelho, o afluente (etapa inicial do processo).
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s r r
E ©
g 0151 ¢ 015
2 2
2 . 2 [
3 £ 00 |
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(@) (b)

Figura 25 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 22 coleta,
provenientes do score 2, e (b) Grafico de anédlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 22 coleta, provenientes do score 2, obtidos no estudo.

Analisando os PC’s, referentes ao score 1 da terceira coleta, que apresentou a
presenca de NOsz  (Figura 26), pode-se observar que houve um equilibrio entre os
grupos, com intensidade um pouco maior, no grupo verde, que seria o tanque de

areacdo n° 01 (meio do processo).
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Figura 26 — (a) Gréfico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 32 coleta,
provenientes do score 1, e (b) Grafico de andlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 32 coleta, provenientes do score 1, obtidos no estudo.

Nos PC'’s referentes ao score 2 da terceira coleta, que apresentou a presenca
de PO4* (Figura 27), as amostras do grupo vermelho, o afluente (etapa inicial do

processo), 0 composto aparece com mais intensidade.
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Figura 27 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 32 coleta,
provenientes do score 2, e (b) Grafico de andlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 32 coleta, provenientes do score 2, obtidos no estudo.

A PCA referente ao score 3 da terceira coleta, que apresentou PO4%, NOs" e

deformagbes CHs e CH2 (Figura 28), indicou uma presenga maior dos compostos nas

amostras do grupo verde, o tanque de aeracdo n° 01 (meio do processo).
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Figura 28 — (a) Gréfico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 32 coleta,
provenientes do score 3, e (b) Grafico de anélise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 32 coleta, provenientes do score 3, obtidos no estudo.

A PCA referente ao score 4 da terceira coleta, que apresentou NOs™ (Figura 29),
indicou uma presenca maior dos compostos nas amostras do grupo amarelo, o tanque
de aeracdo n° 02 (meio do processo).
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Figura 29 — (a) Grafico comparativo entre os grupos de amostras analisadas na 32 coleta,
provenientes do score 4, e (b) Grafico de andlise semi-quantitativa entre os grupos de
amostras analisadas na 32 coleta, provenientes do score 4,obtidos no estudo.

A Tabela 9 apresenta um resumo dos resultados obtidos, em relacdo aos

compostos encontrados nas amostras analisadas por espectroscopia Raman, nos

grupos gque apresentaram maior intensidade.

44



Tabela 9 — Compostos encontrados nas amostras de efluente das 3 coletas, obtidos no estudo.

Coletas Afluente Tanque 1 Tanque 2 Efluente
PO4* (Figura
12 Slc(;rgs 22 e Figura
23)

Scorel e NO3s e composto organico com S* (Figura 24) ------------------

22 Score 2 PO4s*,C-CeS
(Figura 25)
Score 1 NOs (Figura 26)

Score 2 PO4* (Figura 27)
3- - .
32 Score 3 PO+>, NOs e %‘;3 CHz (Figura
NOs
(Figura 29)
*O score 1 da 22 coleta, apresentou equilibrio entre os grupos analisados.

Score 4

A guarta coleta foi realizada com o objetivo de quantificar o NOsz", portanto nao
foi realizada a PCA com estes dados.

3.3 Quantificagcao

3.3.1 Leitura direta dos padrdes no Espectrometro Raman

A curva de PO4*, preparada com o padrdo da Alfakit Ltda., com sete pontos,
(Figura 30), apresentou intensidade baixa dos picos, mesmo na maior concentragéo,
de 10 mg/L.

Padrdo PO,3 10 mg/L
600 -

w

o

o
1

Intensidade Raman (un.arb.)

0 T T

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm'?)

Figura 30 - Espectro Raman do ponto mais alto da curva, obtido no estudo.

A curva de NOs, preparada com o padréo da Alfakit Ltda., com sete pontos,
também apresentou intensidade baixa do pico, mesmo na maior concentragdo, de 10
mg/L (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro Raman do ponto mais alto da curva, obtido no estudo.
3.3.2 Método da adicdo-padrao

Foi realizada a quantificacdo de NOs™ de quatro amostras da terceira e quarta
coleta, com o procedimento de adicdo-padrao. Na Tabela 10, podem-se verificar os
valores obtidos de concentracdo de NOs presente em cada amostra, quando se iguala
0 y da equacédo de cada reta a zero.

Tabela 10 — Valores de concentracdo de NO3z nas amostras da 32 e 42 coleta analisadas por
espectroscopia Raman, obtidos no estudo.

Coleta Amostras Equacdo da reta Concentracdo NOs (mg/L)
Afluente (A1S) - N&o detectado
3a Tanque 2 (A2M) y =113,58x + 866,6 7,63
Tanque 1 (A3M) y =150,12x + 383,11 2,55
Efluente (A4S) y =141,13x + 335,06 2,37
Afluente (A1S) - N&o detectado
42 Tanque 2 (A2F) y = 76,928x + 185,45 2,41
Tanque 1 (A3M) N&o detectado

Efluente (A4F) y = 74,825x + 146,07 1,95

3.3.3 Método de Espectrofotometria

A curva de NOs foi lida em A igual a 535 nm, que é o indicado no Standard
Methods For the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), método n°
4500-NOs™ B, e a curva de PO4%, em 650 nm, indicado no Standard Methods For the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), método n® 4500-P E. Os
resultados das absorbancias foram anotados, e utilizando o software Microsoft Excel

for Windows versédo 2010, plotados em um grafico para verificagdo do coeficiente de
regressao.
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A curva de PO4*, preparada com o padrdo da Alfakit Ltda., com sete pontos,

apresentou R? = 0,9998, pelo método colorimétrico (Figura 32).

0,400 1 Curva PO*

0,300 -

0,200 A

Média absorbancia

y =0,0351x + 0,0021
R?=0,9998

0,100

0 2 4 6 8 10
PO4*(mg/L)

0,000

Figura 32 — Curva de calibracdo preparada a partir do padrdo de PO,* 100 mg/L da Alfakit Ltda.

A curva de NOs;, preparada com o padrdo da Alfakit Ltda., com sete pontos,

apresentou R? = 0,9921, pelo método colorimétrico (Figura 33).
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0,000 + T T T T ]
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Figura 33 — Curva de calibracdo preparada a partir do padrdo de NOs 100mg/L da Alfakit Ltda.

Os resultados de absorbancia obtidos em relacdo as amostras foram inseridos
em uma planilha do software Microsoft Excel for Windows versao 2010, e os valores
de concentracdo de NOs e PO4* nas amostras foram calculados, baseados nas
curvas de calibracao preparadas.

Comparando-se o0s resultados de concentracdo de NOs obtidos pela
quantificacdo em espectrofotdmetro UV-Visivel com os resultados pelo método de

adicdo-padréo, os valores estéo abaixo de 10 mg/L (Tabela 11).
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Tabela 11 — Comparacéao entre os valores de concentracdo de NO3 das amostras analisadas
por espectroscopia Raman, e por espectrofotometria, obtidos no estudo.

Coleta Amostras Concentragdo NO3z (mg/L) Concentracdo NOz (mg/L)
Raman Espectrofotdmetro
Afluente N&o detectado 0,80
3 Tanque 2 7,63 6,97
Tanque 1 2,55 5,68
Efluente 2,37 8,18
Afluente N&o detectado 0,75
42 Tanque 2 2,41 1,53
Tanque 1 N&o detectado 0,92
Efluente 1,95 1,92

A metodologia utilizada neste estudo foi capaz de detectar a presenca de
compostos inorganicos em aguas residuais, como o NOs e PO4*, e alguns picos
sendo possivelmente pertencentes a compostos organicos, como deformacfes CHs e
CH: e estiramento C-C provenientes de alcanos de cadeia normal. Concentracdes de
NO3s e PO+ menores que 10 mg/L, foram dificeis de serem identificadas no espectro
Raman, sendo possivel a quantificacdo das amostras apenas pelo método de adi¢ao-
padrédo, no caso do NOsz". Nao foi realizado o procedimento de adicdo-padrdo para o
PO4*, devido a intensidade fraca dos picos.

Para Li, Wang e Li (2016), um dos principais desafios é o limite de deteccao,
pois os limites relatados em literaturas atingem o nivel de ppm (mg/L), mas grande
parte da faixa de concentracdo permitida para organicos, outros inorganicos e
contaminantes biolégicos devem estar no nivel de ppb (ug/L). Além disso, os
experimentos no nivel de ppm encontrados, foram realizados com padres ao invés
de serem com amostras de efluentes, que sdo complexos e compostos por uma
grande quantidade de poluentes (LI, WANG e LI, 2016).

O método SERS acoplado a um nanosubstrato de ouro disponivel
comercialmente, foi usado na deteccéo de NOs em agua e efluentes por Gajaraj et al.
(2013). Em comparagdo com a Espectroscopia Raman comum, as aplicagbes de
SERS combinado com nanosubstratos de ouro resultou, no estudo de Li, Wang e Li
(2016), no realce de sinais Raman sendo possivel detectar concentracdes de NOs
variando de 1 a 100 ppm de NOs em amostras de efluentes, com limite de deteccao
de aproximadamente 0,5 ppm.
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O NOs', contaminante inorganico muito difundido na natureza, é encontrado em
aguas superficiais e subterraneas, vapor de agua, em plantas, animais e alimentos
(LI, WANG e LI, 2016). Como os ions NOs™ continuam a entrar nos sistemas aquéticos
a partir de fontes antropogénicas, por exemplo com o langcamento de esgoto
domeéstico ou uso de fertilizantes, a eutrofizacdo acelerada ocorre em ecossistemas
marinhos e de agua doce (CAMARGO, ALONSO e SALAMANCA, 2005). O mesmo
ocorre para o PO4%. Elevadas concentracGes de NOs causam metemoglobinemia em
animais aquéticos (JENSEN, 2003) e sindrome do bebé azul em humanos (GREER e
SHANNON, 2005).

No trabalho de Pinheiro et al. (2013), em que determinaram as concentracfes
e as cargas de NOs e PO4*, na bacia do Ribeirdo Concérdia, Lontras, SC, ressaltam
que a contribuicdo de carga de PO4% crescente no ribeirdo analisado, em relacédo a
nascente, pode ter ocorrido devido as contribuicdes pontuais dos lancamento de
esgotos domésticos tratados em sistemas individuais de tratamento e de dejetos
animais.

As Resolugbes n°. 357 (CONAMA, 2005) e n° 420 (CONAMA, 2009) do
Conselho Nacional do Meio Ambiente estabelecem padrfes para a classificacdo das
aguas superficiais e subterraneas, respectivamente, em funcdo das concentracbes
das espécies quimicas presentes na massa liquida, dentre quais se situa o NOsz", cujos
limites se encontram em ambas as resolugdes na concentracdo de 10 mg/L
(PINHEIRO et al., 2013).

Para o fosforo total somente a Resolucdo n°. 357/2005 estabelece o limite de
concentracdo, no valor de 0,05 mg/L, recomendado para ambientes intermediarios e
de classe 2 (classe de enquadramento das aguas do Rio Preto). Pinheiro et al. (2013)
apresentam em seu estudo a relacao entre o valor de concentracéo de fésforo total e
PO4%, que é: PO4%= Ptal * 3,066. Portanto, para o valor 0,05 mg/L de Ptotal, foi obtida
a concentracdo de 0,1533 mg/L, como valor recomendado de PO4*,

Com referéncia ao langamento de efluentes, a Resolucdo n° 430 (CONAMA,
2011) do Conselho Nacional do Meio Ambiente estabelece limite para o NHs, na
concentracdo de 20,0 mg/L. N&o cita NOs" e PO4>. Porém, no Art. 17, diz que o 6rgédo
ambiental competente podera definir padrdes especificos para o parametro P no caso

de lancamento de efluentes em corpos receptores com registro histérico de floracéo
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de cianobactérias, em trechos onde ocorra a captacdo para abastecimento publico
(CONAMA, 2011).

O controle sanitario da SABESP se baseia na Resolucdo CONAMA n°.
357/2005, Artigo 15, para amostras coletadas no Rio, Resolugdo CONAMA n°.
430/2011, Artigo 16, para amostras coletadas no Efluente (etapa final do processo), e
também no Decreto Estadual 8468/76, Artigo 18, para o Efluente. O Decreto Estadual
8468/76 estabelece como limite maximo de concentracdo de NO3z  de 10mg/L.

No trabalho de Chernicharo et al. (2008), indicam que 0s principais nutrientes
de interesse para a engenharia sanitaria, na caracterizacao de esgotos sanitarios, sdo
o N e o P. Como faixas tipicas no esgoto bruto, apresentam de 35 a 60 mg/L, para o
N e, de 4 e 15 mg/L, para o P (pela correlacdo de Pinheiro et al. (2013), entre 12,3 e
46 mg/L de PO4%).

Um vasto conjunto de trabalhos experimentais sobre o uso de espectroscopia
Raman em agua tem surgido, e para que essa técnica possa ser implementada como
ferramenta de monitoramento da qualidade da 4gua, o aumento da compreenséao da

estrutura hidrica e da sua resposta optica sédo necessérias (GOWEN et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

Diversas técnicas de espectroscopia Raman tém sido amplamente aplicadas
para deteccdo de diferentes contaminantes em ambientes aquaticos, incluindo
organicos, inorganicos e contaminantes bioldgicos, podendo tornar-se uma
ferramenta rapida e precisa.

Dos espectros obtidos no estudo, foi possivel identificar a presenca dos
contaminantes inorganicos PO4%® e NOs", e possivelmente compostos organicos ou
contaminantes que apresentam estrutura quimica referente a deformacées CHs e CH2
e estiramentos C-C provenientes de alcanos de cadeia normal. Os resultados foram
comparados com dados obtidos na literatura e com os padrbes de referéncia
utilizados.

Foi possivel realizar a quantificacdo do ion NOs nas amostras residuais
coletadas, por espectroscopia Raman, através do método adicdo-padrao. Os valores
de concentragdo obtidos encontraram-se abaixo de 10 mg/L, limite das legislacdes,
portanto € possivel a utilizacdo deste método para quantificacdo de NOs".

A SABESP nédo analisa NO3 nas amostras da ETE, ja que a Resolucéo
CONAMA n°. 430/2011 nao dispdes desse parametro. O monitoramento realizado € a
montante e a jusante do ponto de descarte no Rio Preto. Portanto ndo é possivel
realizar a comparacéao dos valores. Porém, amostras da mesma ETE foram analisadas
em espectrofotbmetro UV-Visivel e 0s valores encontram-se proximos.

Portanto, novos trabalhos baseados em espectroscopia Raman sdéo
necessarios para descobrir que tipo de técnica de espectroscopia Raman é o método
mais adequado para a deteccao de multiplos poluentes de forma simultdnea em um
ambiente aquatico. Adicionalmente, € necessario progresso na area de
instrumentacdo que envolve fontes de luz de excitacdo mais adequadas, maior
estabilidade e precisdo dos detectores, sistemas de processamento de dados mais
precisos e rapidos, e espectrometros com maior portabilidade.

Estudos com a utilizacdo de nano particulas de prata e de ouro sao sugeridos
para melhor intensidade do sinal Raman. Os resultados obtidos abrem novas

perspectivas para a utilizacdo da espectroscopia Raman em analises ambientais.
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ANEXO A - Localizacdo geografica da ETE Cidade das Flores, na cidade
Peruibe.
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ANEXO B — Espectros Raman das amostras analisadas referente a 12 coleta,
sendo: (a) Afluente, (b) Tanque de aeracédo 1, (c) Tanque de aeracao 2 e (d)
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ANEXO C - Espectros Raman das amostras analisadas referente a 22 coleta,
sendo: (a) Afluente, (b) Tanque de aeracédo 1, (c) Tanque de aeracao 2 e (d)

Efluente.
1500 - ——— Afluente Fundo 1500 - Tanque 1 Fundo
35 - ~ Tanque 1 Meio
5 ——— Afluente Superficie = Tanque 1 Superficie
S c
= 1000 - Z 1000 - |
5 = /
£ £ f
& 8
)
S 500 - g 500 - w
© ] M
2 2 oy A,:M b ),)»M A‘K J
§ 5 "\:\\ -.nf:‘“l ! ‘L'*\ Y. "'" v a ‘}'.‘\‘.“ " )
£ 9 : : : £ 0 v . L inali— e . S
400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm™) Deslocamento Raman (cm'?)
(a) (b)
1500 - Tanque 2 Fundo ——— Efluente Fundo
"~ . 1500 ~
',% Tanque 2 Meio = ——— Efluente Superficie
g' Tanque 2 Superficie ®
= 1000 - s
£ = 1000 A+
£ | g
g J £
) o
< 500 4
£ .;";‘ 500 A
a -]
[=4 [
= 0 : £ o0 . . . .
400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Deslocamento Raman (cm™) Deslocamento Raman (cm™)

(c)

(d)

58



ANEXO D - Espectros Raman das amostras analisadas referente a 32 coleta,
sendo: (a) Afluente, (b) Tanque de aeracdo 1, (c) Tanque de aeracao 2 e (d)
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