UNIVERSIDADE DE SA,O PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de P6s-Graduagao em Quimica

ANDRE MARCELO DE SOUZA

Analise exploratéria multivariada empregando
o perfil cromatografico de compostos carbonilicos na

atmosfera da cidade de Sao Paulo

Sao Paulo

Data de depésito na SPG: 21/02/2010



ANDRE MARCELO DE SOUZA

Analise exploratéria multivariada empregando o perfil cromatografico

de compostos carbonilicos na atmosfera da cidade de Sao Paulo

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo para
Obtencao do Titulo de Mestre em Quimica
Analitica

Orientadora: Profa. Dra. Lilian Rothschild

Sao Paulo
2010



Aluno: André Marcelo de Souza
Titulo da dissertacdo: “Andlise exploratéria multivariada empregando o perfil

cromatografico de compostos carbonilicos na atmosfera da cidade de Sao Paulo”.

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo para
obtencdo do Titulo de Mestre em Quimica

Analitica

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:




Dedicatoria

Ao meu querido irm&o Aparecido Marciano
Rodrigues, que me incentivou a estudar.



AGRADECIMENTOS

Ao Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (IQ-USP), e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ) pela bolsa, que foi
fundamental para o desenvolvimento do trabalho.

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) por ter
financiado pesquisas que permitiram de forma direta e indireta a execucdo deste
trabalho.

A minha querida orientadora Professora Dra. Lilian Rothschild por ter me
aceitado como orientando, pela imensa paciéncia que teve comigo durante este periodo
e pela e presente orientadora que foi para mim.

Ao querido Professor Dr. Ronei Jesus Poppi do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas (IQ-UNICAMP), pelo imenso apoio que me
ofereceu, pela sua presenca nos trabalhos e paciéncia que teve comigo durante este
periodo.

Aos queridos colegas do LEMA, Adriano Hasegawa, Eduardo Dias, MSc. Kely
Ferreira dos, MSc. Ivan Petroni, Luciana da Silva Cunha, Marcelo Luiz Araujo Lopes,
Renato Vieira do Nascimento Junior, e Silvana Pisani.

Ao grupo do Prof. Dr. Jodo Vicente de Assuncao da Faculdade de Saude Publica
da (FSP-USP), que foi fundamental para a execu¢dao da campanha de amostragem
realizada na FSP.

Ao grupo da Professora Maria de Fatima Andrade do Instituto de Astronomia,
Geofisica e Ciéncias Atmosféricas (IAG-USP), que foi fundamental para que execucao
das campanhas realizadas no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-USP) e no IAG.

Aos queridos MSc. Aline Klassen e Juan Claudio Mancila pelo constante apoio,
principalmente nas prévias das apresentacdes de seminarios.

Aos técnicos da area de Quimica Analitica do 1Q-USP, meus ex. colegas de
trabalho, Maria Cristina Rodrigues Machado, Fernando Silva Lopes, Maria Perpétua
Batista M. de Araujo, Roberto Rosim Bertoza, José Vinicius, Simone Tessarini Estevao,

que participaram, de forma positiva, da minha vida académica.



6

Aos professores com os quais trabalhei direta e indiretamente como técnico de
laboratério no 1Q-USP: Dr. Fabio Rodrigo Piovizani Rocha, Dr. Ivano Gebhardt Rolf
Gutz, Dra. Nina Coichev e Dr. Pedro Vitoriano de Oliveira, onde comecei a desenvolver
alguns trabalhos que me levaram a tomar a feliz deciséo de fazer mestrado.

A querida MSc. Eni Cardoso Tolle pelo constante apoio e participacdes nos
trabalhos de campo realizados durante a campanha do IAG.

Ao querido Prof. Nilton R. Fiorotto do Senai “Fundacéo Zerrener”.

Ao querido Prof. Jivaldo Rosario dos Santos Matos, por ter participado muito da
minha vida académica, pelos bons momentos nas aulas de laboratério e pelo constante
apoio.

A MSc. Marcia Cristina Breitkreitz sempre presente na minha vida desde os
tempos de cursinho pré-vestibular, de graduacdo na UNICAMP e que colaborou na
realizagao do trabalho.

A Amelina Rodrigues dos Santos: “mde é quem cria”.

A todas as pessoas que conviveram comigo durante o periodo em que estive no
IQ-USP. Gostaria que vocés tivessem a certeza de que para sempre serdo lembrados

com muito carinho.



SUMULA CURRICULAR

1. Dados pessoais

André Marcelo de Souza
Data de Nascimento: 09/07/1977, Jacarezinho - PR

2. Educacao

¢ Quimica Bacharelado — (2001-2005) UNICAMP
e Licenciatura- (2001-2006) UNICAMP

3. Ocupacéao

Bolsista, SAE-UNICAMP (bolsa trabalho):

01/05/2001 a 28/02/2002 480 hs
01/03/2002 a 28/02/2003 720 hs
01/03/2003 a 28/02/2004 720 hs
01/09/2004 a 28/02/2005 360 hs
01/03/2005 a 28/02/2006 720 hs

e Técnico em Quimica, Fevereiro/2006 a Marco/2008, IQ-USP/SP

e 2° Semestre/2008, QFL 230, IQ-USP, Principios de andlises quimicas, Quimica
Analitica.

e 12 Semestre/2009, QFL 3200, IQ-USP, Principios de analises quimicas, Quimica
Analitica.

e Bolsista de Mestrado, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPQ),



. Producao cientifica

4.1. Resumo dos trabalhos cientificos apresentados em congressos

Propriedades mecanicas de blendas de polietileno de alta densidade e polietileno
pds-consumo com poliamida 6, A. M. Souza; M. A. S. Spinacé, M. R. Vallin; M. A.
De Paoli, 262 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Pogos de
Caldas — MG/Brasil, Painel (QM 004) 20 a 23 de Maio de 2002.

Preparacdo e caracterizacdo de blendas de polietiieno de alta densidade e
polietileno poés-consumo com poliamida 6, A. M. Souza; M. A. S. Spinacé, M. R.
Vallin; M. A. De Paoli, 7° Congresso brasileiro de polimeros, Belo Horizonte —
MG/Brasil, Painel (1047-1048), 09 a 13 de Novembro de 2003.

Avaliagdo do teor de As em peixes do canal de Sao Sebastido por
espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao eletrotermica, R. M.
Carvalho; A. M. Souza; C. S. Nomura; P. V. Oliveira, 30 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lindbia — SP/Brasil, Painel (QA 029),
31 de Maio a 3 de Junho de 2007.

Analise estatistica das concentracées atmosféricas de compostos carbonilicos
em regides afetadas pela queima da cana-de-agcucar, M. L. A. Lopes; A. M.
Souza; R. J. Poppi; L. Rothschild, 14° Encontro Nacional de Quimica Analitica,
Joao Pessoa — PB/Brasil, Painel (QB099), 7 a 11 de Outubro de 2007.

Comparacao entre as concentragbes atmosféricas de compostos volateis
medidos antes e durante a queima da cana-de-agucar, M. L. A. Lopes; A. M.
Souza; R. J. Poppi; L. Rothschild, 4° Encontro Nacional de Quimica Ambiental,
Aracaju — CE/Brasil, Painel (070), 11 a 14 de Marco de 2008.

Determinacdo de anions soluveis em agua no MP10 e a caracterizagéo de trés
sitios em S&o Paulo por meio de analise multivariada, D. Z. Souza; M. Perpétua;
B. M. Araijo, P. C. Vasconcellos, A. M. Souza; R. J. Poppi, 31% Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lind6ia — SP/Brasil, Painel (AB 113),
26 a 29 de Maio de 2008.

Andlise multivariada das concentracbes de HPA medidas em industria de
cimento que co - processa residuos, R. P. Silva; J. C. Masini; A. M. Souza; R. J.



9

Poppi, 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lindéia
— SP/Brasil, Painel (AB 115), 26 a 29 de Maio de 2008.

Analise quimiométrica empregando perfil cromatografico de compostos
carbonilicos na atmosfera da cidade de Sao Paulo A. M., Souza; E. C., Tolle; K.
F., Souza; M. L. A. Lopes; R. J., Poppi; L., Rothschild, (Submetido), 5 Encontro
Nacional de Quimica Ambiental, Sdo Pedro —SP/Brasil, 14 a 17 de Maio de 2010.

Relagédo entre formaldeido e acetaldeido na atmosfera de Sao Paulo frente a
nova frota veicular, A. M., Souza; E. C., Tolle; K. F., Souza; M. L. A. Lopes; R. J.,
Poppi; L., Rothschild, (Submetido), 5¢ Encontro Nacional de Quimica Ambiental,
Sao Pedro —SP/Brasil, 14 a 17 de Maio de 2010.

Alinhamento de cromatogramas em CLAE para andlise multivariada, A. M.,
Souza; L. A. F., Godoi; S. A. A. Souza; M. C. Breitkreitz; L., Rotschild; R. J.,
Poppi, (Submetido), 33a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Aguas de Lindbia — SP/Brasil, 28 a 31 de maio de 2010.

Multivariate analysis of carbonyl compounds in the urban air of Sdo Paulo City,
Brazil, A. M., Souza; E. C., Tolle; K. F., Souza; M. L. A. Lopes; M. C. Breitkreitz;
R. J., Poppi; L., Rothschild, (Submetido), Urban Environmental Polution, Boston/
USA , 20 a 23 de Junho de 2010



10

RESUMO

Souza, A.M., Analise exploratoria multivariada empregando o perfil cromatografico
de compostos carbonilicos na atmosfera da cidade de Sao Paulo, 2010, 130 p.,
Dissertagdo de Mestrado, Programa de Pés-Graduagdo em Qimica, Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Na ultima década, a utilizacdo de misturas de gasolina e etanol em qualquer
propor¢do como combustivel em veiculos do tipo “flex” aumentou de forma significativa
no Brasil. Compostos Carbonilicos (CC) pertencem a uma importante classe de
poluentes emitidos pela frota veicular. A cidade de Sao Paulo, Brasil, tem 9,2 milhdes
de veiculos, os quais afetam diretamente a qualidade do ar. Neste trabalho, foi
determinada a concentracdo de quatorze CC na atmosfera, em trés diferentes sitios de
amostragem localizados na zona oeste da cidade de Sao Paulo, dois nos campus da
Cidade Universitaria: Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas (IAG) e
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) e um em Cerqueira César, Faculdade de Saude
Publica (FSP), no periodo de 2008/2009. Os CC foram coletados em cartucho de silica-
gel, impregnada com 2,4-dinitrofenilhidrazina e analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV-visivel. O conjunto de dados gerado foi
caracterizado aplicando Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de
Agrupamentos Hierarquicos (HCA). Foi utilizado o cromatograma completo, uma
abordagem quimiomeétrica ainda nado utilizada para avaliagdo de CC na atmosfera. Os

cromatogramas das amostras foram alinhados utilizando os algoritmos Peakmatch e
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Optim_COW, deslocamentos de linha base e ruido foram removidos empregando,
respectivamente, a primeira derivada e o método de ajuste polinomial de Savitzky-
Golay.

As amostras coletadas nos trés sitios apresentaram contracdes significativas de
formaldeido (F), acetaldeido (A) e acetona e concentracbes menores de butiraldeido,
benzaldeido, valeraldeido e propionaldeido. A quantidade de acetaldeido foi superior a
de formaldeido para a maioria das amostras, levando a uma razao F/A menor do que 1,
fato que tem sido atribuido ao uso de etanol em larga escala como combustivel
veicular. Na andlise univariada, foi observado um perfil semelhante nos graficos de
concentracdo dos CC em qualquer um dos sitios de amostragem. Na analise
multivariada por PCA, a PC1 representou a quase totalidade da variagdo experimental
(97,6%). Estes resultados podem sugerir a presenca de uma unica fonte de emisséo. O
grafico de scores da PCA e o dendograma da HCA indicaram a formacédo de dois
agrupamentos: um formado pelas amostras FSP e IAG e outro pelas amostras ICB. O
gréfico de loadings da PCA indicou que as diferengcas sao devidas a concentragao de
todos os CC. A separacdao das amostras ICB das demais pode ser explicada pelas

diferentes condicdes meteoroldgicas observadas no sitio ICB.

Palavras-chave: Analise Exploratéria Multivariada, Compostos Carbonilicos,

Atmosfera.
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ABSTRACT

Souza, A.M., Multivariate analysis using the entire chromatographic profile of
carbonyl compounds in the air of Sao Paulo city, 2010, 130 p., Masters Thesis -

Graduate Program in Chemistry, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

In the last decade, the use of ethanol-blended-gasoline in any proportion as fuel
in light vehicles (flex fuel) has significantly increased in Brazil. Carbonyl compounds
(CC) are an important class of vehicular total hydrocarbons emission. Sdo Paulo City,
Brazil, has 9,2 million vehicles that directly affect the air quality. In this work, the
concentration of fourteen CCs in the air of three different sites of Sao Paulo city was
determined during 2008/2009. Two sites (IAG and ICB) were located inside Sao Paulo
University whereas a third one was located in Cerqueira César (FSP). Compounds were
collected in a silica-gel cartridge coated with 2,4-dinitro-phenylhydrazine and analyzed
by CLAE with UV-Vis detection (365 nm). The sites were characterized by Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarquical Cluster Analysis (HCA). The entire
chromatogram was used to multivariate calculations, which represents an innovative
approach in CC studies. Chromatograms of the samples were aligned using the
Optim_COW and Peakmatch algorithms, the baseline was corrected by the first
derivative and instrumental noise was removed by Savitzky-Golay polynomial fit.

The samples collected at the three sites presented different amounts of
formaldehyde (F), acetaldehyde (A) and ketone and minor concentrations of

butiraldehyde, benzaldehyde, valeraldehyde and propionaldehyde. The acetaldehyde
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content was observed to be superior to the formaldehyde, so that the F/A was lower
than 1 for all sites. This fact can be related to the increasing use of ethanol as fuel. It
was observed a similar profile of CC concentration in all sites studied. In PCA analysis,
only one Principal Component could describe a large amount of experimental variability
(97.57 %), indicating that a single emission source (vehicular) might have been present.
The PCA scores graph and HCA dendogram pointed out that samples from FSP and
IAG were similar whereas samples from ICB presented a different behavior. The
loadings graph indicated that those differences were due to concentration of all CC. This

fact could be due to different climatic conditions during sampling.

Keywords: Multivariate Analysis, Carbonyl Compounds, Atmosphere.
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1.1. Poluicao atmosférica na Regido Metropolitana de Sao Paulo

A deterioracdo da qualidade do ar na Regido Metropolitana de Sao Paulo
(RMSP) é decorrente principalmente das emissdes atmosféricas de aproximadamente
9,2 milhées de veiculos (DETRAN/PRODESP, 2008). Esta frota é composta por 7,4
milhdes de veiculos do ciclo Otto (gasolina e alcool), 490 mil veiculos a diesel e 1,2
milhdo de motos, que representam cerca de 1/5 do total nacional. De acordo com as
estimativas de 2008, sdo lancados para a atmosfera os seguintes poluentes: 1,56
milhdes de t/ano de monoxido de carbono (CO), 387 mil t/ano de hidrocarbonetos (HC),
367 mil t/ano de éxidos de nitrogénio (NOx), 62,3 mil /ano de material particulado (MP)
total e 25,5 mil t/ano de oOxidos de enxofre (SOx), sendo que os veiculos sao
responsaveis por 98% das emissdes de CO, 97% de HC, 96% de NOx, 40% de MP e
33% de SOx (CETESB, 2009).

A partir de 2003, no que diz respeito ao tipo de combustivel utilizado, é possivel
verificar uma tendéncia de crescimento no uso do etanol devido ao aumento no nimero
de carros Flex (Figura 1). Esta notavel mudanca da caracteristica da frota veicular pode
sugerir que, futuramente, haja um aumento no emprego do bio-combustivel proveniente

de cana-de-agucar em veiculos de passeio. (ANFAVEA, 2009).



24

y
A m Alcool
1V Flex
411/ E -
2500000 ; u Diesel
" mGasolina
© Y/
o 2000000 ¥
N i I—
S ran |
8 1500000 /| |/ d u
S 1
5 o
[%2] / '
O 1000000 < | /
g [ .Anlllll' |
S s OTDDUOVIRRIIIIND ] ] / o
l_E) 500000 1| |/ #s4140000000088088008 (f b Q.%o/.
/ 7 8 %
T 55
lltt!:l'!"t: @;-
O‘|'|Tr1'|Tf1'|TrT1Tf11TrT1I’f1'\TrT1I’f1TTr11rf1'\TrTrr1TrflI' ,%)
P PP R G G S -5
IR R Nt Nt N N N R - R R - R N N R
AP DB PO ST ADGBDDDD
Ano

Figura 1: Produgao de veiculos por tipo de combustivel, em porcentagem, de 1978 a 2008.

1.2. Emissao de compostos carbonilicos na atmosfera: fonte veicular

A combustao incompleta em veiculos automotivos gera uma grande quantidade
de compostos organicos volateis (COV), dentre os quais se destacam os compostos
carbonilicos (CC). Os CC podem ser emitidos para a atmosfera a partir de uma grande
variedade de fontes naturais e antropicas ou podem ser formados in situ em reacoes de
fotolise e fotoxidagdes. A emissao veicular, entretanto, representa a fonte direta mais
significativa de emissao desses compostos. Os CC liberados para a atmosfera em nivel
traco podem causar impacto na saude humana e no ambiente por serem altamente
reativos e importantes precursores de radicais livres, o0zdnio e peroxiacetilnitratos
(Carter, 1995; Pang et al., 2008). Dentre os CC atmosféricos, os mais abundantes sao o
formaldeido (HCHO) e o acetaldeido (CH3CHO),, embora exista uma fracao

significativa desses compostos (cerca de 10%) sob forma de propionaldeido
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(CH3CH2CHO), propanona (CH3COCHs), acroleina (CH.CHCHO), benzaldeido
(CeHsCHO), entre outros (De Andrade et al., 2002). Compostos como formaldeido,
acetaldeido e acroleina, sdo téxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos (WHO, 2000;
Kean et al., 2001).

Nas ultimas décadas, o estudo das emissdes veiculares de CC tem recebido
mais atencdo dos pesquisadores devido ao aumento na utilizacdo de combustiveis
alternativos derivados de biomassa (CETESB, 2009), como por exemplo, metanol e
etanol. O uso desses combustiveis tem como principal objetivo a melhoria da qualidade
do ar em areas urbanas através da reducao da emissdao de monéxido de carbono (CO)
e hidrocarbonetos, levando a concentracdo atmosférica destes poluentes para valores
abaixo dos exigidos nos padrdes de qualidade do ar. Entretanto, as emissdes de alguns
produtos de combustdo incompleta, por exemplo os CC, ndo séo levadas em
consideragdo quando se avaliam parametros de qualidade do ar pois para esses
compostos ndo existe legislacao especifica para ambientes urbanos (De Andrade et al.,
2002).

Em uma das primeiras pesquisas realizadas no Brasil, Grosjean et al., 1990,
determinaram os niveis de CC em trés locais de Salvador - BA, e relacionaram os niveis
de acetaldeido ao uso de etanol como combustivel veicular. De Andrade et al., 2002,
fizeram uma extensa revisdo dos principais CC, suas fontes de emisséao, reatividade,
niveis de concentragcdes em varios locais do Brasil e do mundo e seus efeitos
toxicolégicos. No mundo todo, diversos trabalhos de campo tém sido realizados em
areas urbanas com trafego intenso de veiculos com o objetivo de obter informacdes a
respeito da natureza, da magnitude e do impacto que essas emissées de CC podem

causar ao meio ambiente (Kean et al., 2001; Montero et al., 2001; Kim et al., 2007).
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Resultados comparativos entre as emissées de veiculos movidos a combustiveis
oxigenados (metanol e etanol) e gasolina mostram que os veiculos leves que utilizam
alcool como combustivel emitem mais aldeidos do que os veiculos a gasolina. Medidas
realizadas diretamente no escapamento dos veiculos mostraram que veiculos movidos
a metanol e etanol aumentam, respectivamente, os niveis de emissdes de formaldeido
e acetaldeido (de Andrade, 1998; de Andrade, 2002; Corréa et al., 2003; Corréa e
Arbila; 2005; Pang et al., 2006; Corréa e Arbila; 2008; Pang et al., 2008). As razdes
[HCHOJ/[CH3CHO] calculadas a partir de medidas feitas no exterior sdo sempre
maiores que 1 (Guo et al., 2007; Kim et al., 2007;Pang et al., 2009)., enquanto que para
o Brasil, na maioria dos resultados apresentados recentemente, sdo menores que 1.
Esse fato mostra um perfil distinto do Brasil em relagdo a outros paises onde o etanol
ndao € utilizado em larga escala como combustivel automotivo, indicando que, a
utilizacado deste pode afetar o perfil dos niveis de concentragdo atmosférica de CC (De

Andrade et al., 2002).

1.3. Tratamento estatistico das medidas experimentais

O método instrumental mais empregado para a analise de CC é a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccao espectrofotométrica na regidao do
ultravioleta. Historicamente, a analise das medidas dos CC presentes no ar tem sido
feita utilizando-se estatistica univariada. Poucos autores empregaram andlise estatistica
multivariada (Quimiometria) para interpretar resultados cromatograficos e, nestes casos,

os valores discretos de concentragdo dos CC determinados por CLAE foram utilizados.
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Santarsiero e Fuselli, 2008, avaliaram os niveis de CC em ambientes fechados e
abertos e processaram os dados empregando técnicas de anadlise estatistica
multivariada. A analise apontou as fontes de CC e intercorrelagdes entre as mesmas;
Guo et al. 2007, aplicaram andlise multivariada para identificar as fontes e quantificar
COV, dentre eles CC, em diferentes sitios na atmosfera de Hong Kong, China.

A utilizacao de dados discretos de concentracdao de CC presentes em amostras
de ar nem sempre permite uma avaliagao global dos dados ambientais. A utilizacao do
cromatograma completo entretanto, fornece mais informacdes sobre as amostras pois o
mesmo pode ser utilizado como uma impressao digital de cada uma das amostras no
que diz respeito ao perfil de CC naquele momento e nas condi¢des utilizadas (Nielsen
et al., 1998; Skov et al.,2006). Este procedimento é de grande valia para andlise de
amostras de ar, considerando que os cromatogramas podem ser complexos e cada
amostra possui um perfil Unico. N&do tem sido descritos na literatura trabalhos
envolvendo determinacdo de CC na atmosfera em centros urbanos empregando
tratamento quimiométrico utilizando o cromatograma completo. O objetivo principal do
presente trabalho é utilizar os cromatogramas completos para estudos quimiométricos
de reconhecimento de padrdes. Para a utilizacdo dos cromatogramas completos, é
necessario, entretanto, que métodos de pré-processamento sejam aplicados as

amostras e variaveis, 0s quais serao discutidos em topicos subsequentes.
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1.3.1. Quantificacdo por Minimos Quadrados em CLAE

A quantificagdo por Minimos Quadrados é feita através de uma curva de
calibragdo contendo a concentragdo de padrdes dos analitos como variaveis
independentes (x) e os valores correspondentes de areas como variaveis dependentes
(y). Cada padrao é preparado em diversas concentracdes, chamados de niveis de
calibragao (x;). Os coeficientes de regressao sao obtidos ajustando-se a equagao do
modelo aos pares (x;Yi). Considerando que existe um erro experimental embutido nas
medidas, ndo é possivel tracar uma reta que passe por todos 0os pontos, ou seja, a reta
de regressao sempre deixara um residuo, que é a diferenca entre o valor experimental
observado e aquele previsto pela equacdo do modelo (Figura 2). No método dos
Minimos Quadrados, a melhor curva é ajustada de modo a minimizar o somatério dos
quadrados dos residuos nos valores da variavel dependente. Desta maneira, a analise
dos residuos tem papel fundamental na avaliacdo da qualidade do ajuste por Minimos

Quadrados.

Area

Intensidade do sinal

Tempo (min)

Concentragéo

Figura 2: Construgao da curva de calibragao, ilustrando o residuo presente no ajuste pelo método dos
Minimos Quadrados (Adaptada de Ribeiro et al., 2008).
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A solucao geral para a obtencdo dos coeficientes de um modelo por Minimos

Quadrados é dada pela Equagéao 1:

b=(XX)"X'y Equagéo 1

onde b é o vetor contendo os coeficientes do modelo, X a matriz de valores da variavel
independente e y o vetor de valores obtidos experimentalmente para a variavel
dependente.

Um parametro muito utilizado em Quimica Analitica para a avaliagdo dos modelos
de regressdo é o coeficiente de determinagdo, R? calculado como a razdo entre a
Soma Quadratica devido a Regressédo e a Soma Quadratica Total (Bruns et al., 2001).
O valor de R? representa a porcentagem da variancia experimental que é explicada pelo
modelo em quest&o. Por este motivo, quanto maior o valor de R?, maior é a indicagéo
de que o modelo é adequado para representar o conjunto de dados experimentais e
normalmente o valor de R? é utilizado para decidir entre dois modelos. Por outro lado, o
coeficiente de correlacao, r, € uma medida da associagao linear entre duas variaveis
aleatorias (Bruns et al., 2001). Para um ajuste linear, no caso hipotético de r = 1, todos
0s pontos da reta deverdo estar em cima de uma reta com inclinagdo positiva. Uma
relagdo nao linear entre x e y resultara em um valor de r relativamente pequeno (Ribeiro
et al., 2008).

O valor de R? deve ser utilizado conjuntamente com ferramentas auxiliares, os
gréficos de diagnostico, para decidir sobre a qualidade do ajuste do modelo aos dados

experimentais. Graficos de diagnéstico incluem graficos de distribuicdo dos residuos
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(Figuras 3 e 4) e graficos de valores previstos vs valores experimentais (Figura 5).
Considerando que o modelo esteja bem ajustado aos resultados experimentais, espera-
se que apenas flutuagbes aleatérias estejam presentes nos residuos, as quais devem
seguir uma distribuicdo Normal. Caso os residuos, ndo se distribuam de forma aleatoria
(Figura 3A), apresentando um padrdo de distribuicdo com regides concentrando
residuos apenas positivos ou apenas negativos (Figura 3 B), existe a evidéncia de falta

de ajuste e este modelo deve ser melhorado.

Residuos
T
Residuos

Amostra Amostra
igura 3: Residuos de um modelo hipotético: A) residuos com distribuicao aleatéria indicando modelo
adequado e B) residuos com tendéncia, indicando modelo com provavel falta de ajuste.

Para melhor visualizacdo do comportamento dos residuos, muitas vezes, 0s
mesmos sao colocados em graficos tendo no eixo y uma escala de distribuicao Normal.
Caso os residuos sejam aleatérios, eles devem estar agrupados ao longo da linha deste
gréfico, ou com uma leve ondulacao ao redor desta linha, conforme mostrado na Figura

4. Desvios deste comportamento sugerem a ndo normalidade dos residuos.
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Figura 4: Grafico de distribuicdo Normal dos residuos para um modelo hipotético, indicando que ndo ha
evidéncia de falta de ajuste.

Na Figura 5 € mostrado o gréafico de valores previstos pelo modelo proposto vs
valores experimentais. Se o modelo estiver bem ajustado, existira uma boa

concordancia entre estes valores, ou seja, eles serdo distribuidos ao longo de uma reta.

13,75+

10,56+

7,314

Valores previstos

4,31

1,17+

I I I [
1,17 4,31 7,31 10,56 13,75

Valores experimentais

Figura 5: Gréfico de valores previstos por um modelo hipotético vs valores experimentais indicando boa
concordancia entre os dois valores.
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Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) podem ser obtidos através dos
parametros da curva analitica que foi construida pelo método dos Minimos Quadrados,
levando-se em consideracdo o intervalo de confianga da regressao (Ribeiro et al.,
2008). A estimativa do sinal analitico a partir da equacao de regressao apresenta um
erro padrao, e o produto deste erro pelo valor apropriado de t da distribuicdo de Student
permite calcular o intervalo de confianca da curva analitica (Figura 6A), que tem a forma
de duas linhas hiperbdlicas ao redor da curva. O intercepto do limite superior do
intervalo de confianga € conhecido por y critico (yc) e a sua projecao no limite inferior é
uma estimativa da concentragcdo minima que pode ser medida com um determinado
grau de confianca, ou seja, o limite de deteccdo do método. As Equacgdes 2 e 3

descrevem, respectivamente, o calculo de yc e LD.

Yn
N7 7

'

k4

Xe LD c LQ

Figura 6: A) Curva analitica, intervalo de confianca e ilustragdo do calculo de LD; B) Curva analitica,
intervalo de confiancga e ilustracao do calculo de LQ (Adaptada de Ribeiro et al., 2008).
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-2
Y. =ay+st ij I Equacao 2

S (1 - 5)?
i=1

Equacao 3

n

t _5)\2
LD=2SL ij+1+—(y“ y)
afZ(xi—)_c)z
i=1

O LQ também pode ser calculado a partir do intervalo de confianca da curva
analitica, e sua estimativa pode ser observada na Figura 6 B, em que xc é o valor da
concentracao (x) no ponto em que o valor de a, intercepta a reta de regresséo, € y, € 0
valor de y para a projecéo de x. no limite superior do intervalo. As estimativas de y, xc e
LQ podem ser realizadas respectivamente, pela utilizacdo das Equagbes 4, 5 e 6

(Ribeiro et al., 2008).

(x. — %) Equacgéo 4

—\2 ~
X, :(syt] %)HJF”L Equacio 5



34

LO =[M}{L\IJ l)+1+ (nyh_y)z Equagéo 6
a, a, N alzz(xi _5)?
i=1

1.3.2. Notagéo utilizada em analise multivariada de cromatogramas

Para a utilizagdo dos cromatogramas completos em métodos multivariados de
analise, os mesmos devem ser organizados na forma de matrizes de dados, contendo
as amostras nas linhas e as variaveis nas colunas (Grung et al., 1995; Nielsen et al.,
1998; Pravdova, 2002; Tomasi et al., 2004; Skov et al., 2006). As variaveis referem-se
as intensidades de sinal a cada tempo de retencdo adquirido pelo equipamento,

conforme ilustrado na Figura 7.
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x10

Intensidade

0.5

Tempo (min)
Variavel 1| Variavel 2 | Variavel 3 Variavel p
Amostra 1 X11 Xq2 X13 X1p
Amostra 2 Xo1 X0 Xo3 Xop
Amostra 3 X31 X3 Xa3 X3p
Amostran Xn1 Xn2 Xn3 Xnp

Figura 7: llustragao do processo de transformagado do cromatograma em uma matriz de dados para o
tratamento multivariado.

Desta maneira, o cromatograma passara a ser representado por uma matriz de

dados contendo n amostras e p variaveis.
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1.3.3. Pré-tratamento dos cromatogramas

O sinal obtido em cromatografia, assim como em muitas outras técnicas
instrumentais, pode ser dividido nas seguintes partes: sinal analitico de interesse,

deslocamentos de linha base e ruido, conforme ilustrado na Figura 8.
U A
Pt s et -
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A " o ; oy ) . "
pom—d Lo ¥ e e e a

1 1 1 1 1 1 1 1 1
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tempo (min)

Figura 8: Cromatograma hipotético indicando as varias partes do sinal analitico: A) sinal bruto obtido do
cromatégrafo; B) sinal analitico relevante; C) deslocamento de linha base; D) ruido (adaptada de Skov et
al., 2008).

Os deslocamentos de linha base e ruido nao apresentam nenhuma relacado com
a informagcao quimica de interesse presente nos cromatogramas e por este motivo,
devem ser eliminados ou minimizados antes do tratamento multivariado dos resultados.
Deslocamentos de linha base podem ser corrigidos empregando diversos métodos,
incluindo a derivacdo. Para a eliminacado do ruido, normalmente sdo empregados filtros
digitais, como o método de alisamento de Savitzky-Golay (Beebe et al. 1997). Estes

métodos serdo discutidos com mais detalhes nos préximos itens.
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Além do deslocamento da linha base e ruido, € muito comum em cromatografia

que os tempos de retencéo dos analitos ndo sejam idénticos em injegdes consecutivas,
ou seja, os picos podem se deslocar em relacédo ao eixo x. Para corrigir este efeito sdo
utilizados varios algoritmos de alinhamento de picos, sendo que o0 principio de

funcionamento de alguns também sera discutido a seguir.

1.3.3.1. Alisamento

Métodos de alisamento sao utilizados para reduzir matematicamente o ruido com
o objetivo de aumentar a relacdo sinal/ruido. Nestes métodos, € selecionada uma
janela, a qual contém certo nimero de variaveis. Os pontos na janela sao utilizados
para determinar o valor no centro da janela e assim, o tamanho da janela influencia
diretamente o resultado do alisamento. Os métodos mais conhecidos para realizar o
alisamento sao: alisamento por média e média moével, mediana, por polindmio mével
(método de Savitzky-Golay).

No método de Savitzky-Golay, um polinémio de ordem baixa é ajustado aos
pontos da janela e utilizado para recalcular o ponto do meio (Beebe et al., 1997). A
Figura 9 ilustra o processo de suavizagao por polinémio mével com janela de 13 pontos.
Neste exemplo, um polinémio de segunda ordem ¢é ajustado aos pontos da janela e o
ponto do meio é substituido pelo valor calculado pelo polinémio (indicado pelo “x” nesta
Figura). A janela se move, repetindo este procedimento até que todos os pontos sejam

suavizados. Conforme o tamanho da janela aumenta, o ruido é continuamente

reduzido, entretanto, quando a janela é muito grande, além da eliminagdo de ruido, o
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sinal analitico pode comecar a ser removido ou distorcido. O tamanho da janela

depende do conjunto de dados e deve ser determinado experimentalmente.

Intensidade
—_ —_ —_ —_ —_ —_ N n
N o ®m N w» o o o
| | | | | | | |

N
w
1

T T T T T T T T T T T T 1
6 8 10 12 14

NUumero da variavel

o
N
IS

Figura 9: llustragao do procedimento de alisamento pelo algoritmo de Savitzky-Golay.

1.3.3.2. Corregéao de linha de base

De uma maneira geral, existem dois tipos de deslocamentos de linha base em
cromatogramas: o deslocamento vertical (offset), (Figura 10) e de inclinagdo na linha

base (Figura 11).



14001~ ‘

1200~ ‘

| ‘H\

800 H

600~ ‘ “ ‘

Intensidade

1600~ ’“’ ‘ [ ‘ -
[

Tempo / minutos

Figura 10: Cromatogramas com deslocamentos verticais na linha de base.
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Figura 11: Cromatogramas com inclinagao na linha de base.
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Deslocamentos na linha base podem ser corrigidos por modelagem explicita ou
derivagao. De forma resumida, na modelagem explicita, o deslocamento da linha base
€ modelado por uma fungdo matematica e subtraido do sinal analitico total. Para isto, €
necessario identificar pontos no cromatograma que contenham apenas a informacao de
linha base e isto pode ser especialmente dificil caso existam muitas variacées na linha
base. A correcao de linha base por derivagao nao requer esta selecéo e por este motivo
€ util em casos nos quais a linha base é dificil ou impossivel de identificar (Beebe et al.
1997)

Para entender como as derivadas removem deslocamentos de linha base deve-
se considerar que o sinal obtido experimentalmente em um cromatograma pode ser
descrito pela soma dos sinais de interesse mais deslocamentos de linha-base. O
deslocamento de linha base pode ser aproximado utilizando um polinémio, conforme

mostrado na equagéao 7:

r=s+0o+pBx+p°+ 8%+ ... Equagao 7

onde r representa o cromatograma bruto, s é o sinal analitico de interesse e o restante
da equacao caracteriza o deslocamento da linha base.
Desta maneira, um cromatograma que apresente um deslocamento vertical

(offset) pode ser escrito pela Equacao 8:

r=s+a Equacao 8
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e deslocamentos lineares de inclinagdo podem ser representados pela Equacao 9:

r=s+ o+ px Equacao 9

Tomando-se a primeira derivada da Equagéao 7, dada pela Equagéo 10,

r=s+0+B+2y+ 3 + ... Equagdo 10

verifica-se que foram completamente removidos os deslocamentos verticais constantes
(o). Vale lembrar que, se o deslocamento for apenas deste tipo, os demais coeficientes
da Equacgao 7 serdo iguais a zero. Se um deslocamento mais complexo for observado
(B, v, o...# 0), a aplicagao repetida de derivadas ir4 sucessivamente remover os termos
de ordem superior. Por exemplo, tomando-se a derivada da Equacédo 10, o que

corresponde a segunda derivada da Equacéo 7, tem-se a Equacéo 11:

r=8"+0+0+2y+65x+. Equacao 11

Através da observagdo da Equacao 11, pode-se verificar que a aplicacdo da
segunda derivada removeu deslocamentos constantes (o) e deslocamentos lineares
(B).

As derivadas podem ser calculadas de diversas maneiras, tais como a simples
diferenca mével (Running Simple Difference), média mével (Running Mean Difference)

e métodos baseados no alisamento de Savitzky-Golay. Neste ultimo caso, seleciona-se
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uma janela de determinado tamanho, ajusta-se um polindmio aos pontos da janela e o
ponto do meio é substituido pela derivada do polinémio. As derivadas tém a
propriedade de amplificar sinais pouco intensos, porém ruido instrumental também é
amplificado. Por este motivo, € comum a suavizagao dos cromatogramas ou espectros
juntamente com a aplicacdo das derivadas. No método de Savitzky-Golay, o alisamento
€ realizado junto com a derivacdo, bastando aumentar o tamanho da janela para
aumentar o alisamento. A Figura 12 exemplifica o processo de derivagao e alisamento
de um cromatograma hipotético. Na Figura 12 A, é mostrado o cromatograma original,
destacando-se picos pouco intensos. O processo de derivagdo do cromatograma
original empregando uma janela pequena € mostrado na Figura 12 B, na qual €
possivel verificar que os deslocamentos de linha base foram removidos, porém o
cromatograma permanece com ruido. Neste caso, € necessario aumentar a janela,
entretanto, deve-se tomar cuidado para nao eliminar os sinais pouco intensos. A Figura
12 C mostra um cromatograma alisado com um tamanho de janela adequado, o qual

permitiu eliminar ruido sem eliminar os sinais pouco intensos.
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Figura 12: llustragcdo do processo de derivagao e alisamento de um cromatograma: A) cromatograma
original, B) cromatograma na forma de primeira derivada com uma janela muito pequena e C)
cromatograma na forma de derivada com uma janela ideal para o conjunto de dados.
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1.3.3.3. Alinhamento

Conforme mencionado anteriormente, 0s picos cromatograficos podem se
deslocar em relagdo ao tempo de retencédo (Figura 13) apds inje¢cdes consecutivas.
Este fenbmeno € indesejado e acontece principalmente devido as flutuacdes
instrumentais, tais como variacao de pressao, temperatura, composicao de fase mével
e estacionaria, variacées de fluxo etc (Grung et al., 1995; Nielsen et al., 1998;

Pravdova, 2002; Tomasi et al., 2004; Skov et al., 2006)..

Intensidade

Tempo (min)

Figura 13: Cromatogramas hipotéticos que apresentam deslocamento no tempo de retencdo de um
mesmo composto em diversas injegoes.

Em matrizes de dados cromatograficos, é importante que a resposta relativa a
cada uma das variaveis esteja exatamente na coluna correspondente para todas as
amostras para que a andlise dos dados seja precisa. Este é um pré-requisito

fundamental para a aplicagdo, tanto da estatistica univariada, quanto de andlise
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estatistica multivariada . A solugédo para estes problemas de deslocamentos de tempo
de retengdo nao é trivial e, certamente solugdes classicas como considerar tempo de
retencdo relativo ou normalizacdo dos cromatogramas, ndo sao eficientes quando a
matriz de dados € muito complexa (Skov et al., 2006).

A esséncia de todo o método de alinhamento envolve uma transformagao no eixo
do tempo do cromatograma da amostra de forma a sobrepor 0 maior nimero possivel
de picos com um cromatograma selecionado como referéncia. Diversos métodos de
alinhamento de cromatogramas estao disponiveis na literatura, dentre eles o COW
(Correlation Optimazed Warping), Optim_COW e Peakmatch (Nielsen et al., 1998;
Tomasi et al.,2004).

O COW alinha os cromatogramas de interesse em relagéo a outro cromatograma
escolhido como referéncia, preservando as informacdes originais de area e formato dos
picos. Isto é feito “cortando” o cromatograma em diversos segmentos (pedagos), que
sofrem deformacdes lineares (sendo esticados ou contraidos), chamadas de warping,
em combinagcdo com interpolagcdes, otimizando os coeficientes de correlagcao entre os
seguimentos correspondentes aos cromatogramas de referéncia e de amostra (Nielsen
et al,, 1998). A magnitude do warping, ou seja, o quanto cada segmento pode ser
esticado ou contraido, € chamada de slack. Um Unico cromatograma de referéncia é
utilizado para alinhar toda a matriz de dados. Um fator critico sobre a utilizagdo do COW
€ justamente a escolha do cromatograma empregado como referéncia, uma vez que
esta baseada em critérios subjetivos. O cromatograma a ser escolhido como referéncia
deve representar da melhor forma possivel, toda a matriz de dados. No entanto, neste

algoritmo, ndo existem parametros quantitativos para efetuar esta escolha. Esta
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caracteristica pode ser entendida como uma desvantagem do algoritmo, uma vez que a
qualidade do alinhamento é muito depende da qualidade da referéncia.

O Optim_COW é uma otimizacdo do COW feita justamente com o objetivo de se
obter parametros quantitativos para a escolha do cromatograma de referéncia (Skov et
al., 2006). Estes parametros sao: indice de similaridade, simplicidade, fator de pico e
efeito de warping. O indice de similaridade estd baseado no produto dos coeficientes de
correlacao entre todos os cromatogramas individuais. Para um dado cromatograma (x),
o indice de similaridade, 0 < indice de similaridade < 1, pode ser calculado pela

Equagéao 12:

Indice de Similaridade = [[}_4|r(xe x;)| Equacéo 12

onde r(x;, x;) € o coeficiente de correlagdo entre dois cromatogramas no conjunto de
dados.

O cromatograma que € mais similiar aos outros possuira o maior indice de
similaridade (valor mais proximo ou igual a 1), e sera selecionado como referéncia no
alinhamento.

O parametro Simplicidade (0 < simplicidade < 1), mostrado na Equagédo 13,
esta relacionada com as propriedades do algoritmo de decomposicdo em valores
singulares (Singular Value Decompositiosn, SVD), onde o tamanho dos valores
singulares ao quadrado esta diretamente relacionado com a soma dos quadrados da

matriz de dados. Geralmente, cromatogramas bem alinhados irdo resultar em um menor



47
namero de valores singulares significativos com valores maiores, os quais devem

representar as informagdes quimicas de interesse.

4
Simplicidade = YR, [ SVD X/ |X_, ¥_. x(i, j)? Equacéo 83
i=14j=1

O valor de simplicidade sera muito préoximo de 1 quando o alinhamento
apresentar boa qualidade.
O fator de pico (Equacdes 14, 15 e 16) indica o quanto o conjunto total

cromatogramas foi modificado ap6s o pré-processamento:

i, (1-minimum(c(i),1)?)
I

Fator de pico = Equacéo 14

26w 1= llx (D |l
llxCD 1l

lx @Il = /ZLIX(L])Z Equacao 16

c(i) =

Equacéo 15

A Equacgédo 16 é a distancia Euclidiana ou norma para x(i); x(i) € o cromatograma
antes do alinhamento enquanto x,(i) € 0 mesmo depois do alinhamento.
O effeito de warping (Equacao 17), (0 < efeito de warping < 2) combina dois

parametros quantitativos: simplicidade e fator de pico:
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Efeito de warping = simplicidade + fator de pico Equagéo 17

No algotimo Peakmatch, o cromatograma da amostra e o cromatograma de
referéncia (alvo) sdo comparados pico a pico. Uma distancia fixa (janela) é estipulada
para deslocamento no tempo de retencao da amostra, se dentro deste intervalo um pico
for identificado como similar ao pico do alvo, entdo o pico é alinhado (Grung et al.,
1995; Pravdova et al., 2001).

A maneira utilizada para determinar a qualidade do alinhamento de
cromatogramas parecidos, nesse caso, € o coeficiente de correlagdo (r) entre eles. O
coeficiente de correlagdo entre dois cromatogras (Equacédo 18), X e Y com N pontos

cada, é calculado como:

>XYY
Y XY-
r= N Equacao 18

ax? an?
Joe-siPfor-2

Dois cromatogramas sao idénticos se o coeficiente de correlagéo for igual a 1.

1.4. Pré-processamento das variaveis

Além dos métodos de pré-tratamento que podem ser aplicados as amostras,
existem métodos de pré-processamento aplicados as variaveis que tornam as matrizes
melhor condicionadas para o tratamento de dados. Estes métodos sdo aplicados a cada

variavel individualmente e simultaneamente sobre todas as amostras.
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1.4.1. Centrar os dados na média

Para centrar na média, calcula-se o valor médio para cada variavel (coluna) e
subtrai-se este valor para cada elemento da variavel. Desta maneira, cada variavel
passara a ter média zero, ou seja, as coordenadas sao movidas para o centro dos
dados, permitindo que diferencas nas intensidades relativas das variaveis sejam mais

faceis de perceber. Este processo ¢ ilustrado na Figura 14.

X1

0,0

Figura 14 llustragio do processo de centrar um conjunto de dados na média.

Normalmente, este pré-processamento é aplicado a variaveis continuas.

1.4.2. Escalamento da variancia

No processo de escalamento da varidncia cada elemento de uma coluna é
dividido pelo desvio padrdo da coluna, fazendo com que as variaveis passem a ser
expressas em unidades de desvio-padrao e que as influéncias relativas das diferentes

variaveis nos calculos tornem-se independentes das suas unidades.
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1.4.3. Autoescalamento

O autoescalamento consiste na juncao das operacdes de centrar as variaveis na

média com o procedimento de escalamento da variancia, de acordo com a equacao 19:

—-X. Equacao 19

xij J

S;

x,; (autoescalado) =

Normalmente este pré-processamento é aplicado a variaveis discretas.

1.5. Métodos quimiométricos de analise exploratéria

O tratamento de resultados contendo varias amostras e variaveis pode ser
extremamente trabalhoso e ainda ndo permitir a extracdo completa de informacdes do
sistema. Para resolver este problema, existem métodos multivariados de analise, os
quais permitem a visualizacdo do conjunto de dados como um todo, permitindo um
entendimento completo de sistemas complexos, extraindo informacgao util € através da
avaliacao de padrbes de comportamento no conjunto de dados. Métodos de Analise
Exploratéria ou Reconhecimento de Padrées sdao métodos de classificacdo baseados
nas diferencas das propriedades de interesse das amostras (Brereton, 2009). De uma
maneira geral, eles podem ser classificados como métodos supervisionados, como por
exemplo, K-Nearest Neighbor (KNN) e Self-Independent Modeling of Class Analogy
(SIMCA), ou nao-supervisionados, como por exemplo, Principal Component Analysis
(PCA) e Hierarchical Cluster Analysis (HCA) e permitem a interpretacao multivariada de

conjuntos de dados complexos por meio de graficos bi ou tridimensionais. Nos métodos
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supervisionados é necessario que exista alguma informacgao inicial sobre a identidade
das amostras para a formacdo das classes e o objetivo € desenvolver um modelo
baseado nas informagdes contidas nas amostras. Por outro lado, nos métodos nao
supervisionados, a separagao de classes acontece sem a necessidade de informacdes
iniciais sobre a natureza das amostras e o objetivo € encontrar agrupamentos naturais

entre amostras semelhantes. Neste trabalho, serdo discutidos os métodos PCA e HCA

1.5.1. Analise por Componentes Principais

A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento de
dados multivariados € a PCA, um método que permite a reducao da dimensionalidade
através da representacdo do conjunto de dados em um novo sistema de eixos,
denominados Componentes Principais (PC), permitindo a visualizacdo da natureza
multivariada dos dados em poucas dimensdes. No espacgo original, as amostras sao
pontos localizados em um espago n- dimensional. Com a redugédo de dimensionalidade
proporcionada pela PCA, as amostras passam a ser localizadas em espacos reduzidos
por exemplo, bi ou tri dimensionais (Brereton, 2009).

Matematicamente, na Anadlise de Componentes Principais, a matriz X é
decomposta em um produto de duas matrizes, denominadas scores (T) e loadings (P),

mais uma matriz de erros (E), como mostrado na Equagéo 20:

X=TP"+E Equacéo 20
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Os scores representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos
formados pelos Componentes Principais. Cada PC é constituido pela combinagéo linear
das variaveis originais e 0s coeficientes (pesos) da combinacdo sdo denominados
loadings. Matematicamente, os loadings sdo 0s cossenos dos angulos entre as
variaveis originais e os Componentes Principais, representando, portanto, o quanto
cada variavel original contribui para uma determinada PC (Wold, 1987; Brereton, 2009).
A Primeira Componente Principal (PC1) é tracado no sentido da maior variagao

no conjunto de dados; a segunda (PC2) é tragado perpendicularmente a primeira, com
o intuito de descrever a maior porcentagem da variacdo ndo explicada pela PC1 e
assim por diante. Este procedimento é ilustrado na Figura 15. Enquanto os scores
representam as relagdes de similaridade entre as amostras, os loadings indicam a
contribuicdo de cada variavel para a formagéao das PC. Através da analise conjunta do
grafico de scores e loadings, é possivel verificar quais variaveis sao responsaveis pelas

diferencas observadas entre as amostras.
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Xy X

Figura 15: llustragédo do direcionamento dos primeiros dois Componentes Principais no método PCA.

O numero de PC a ser utilizado no modelo PCA é determinado pela porcentagem
de variancia explicada por cada PC. Assim, seleciona-se um numero de PC de tal
maneira que a maior porcentagem da variacao presente no conjunto de dados originais

seja capturada.

1.5.2. Analise de Agrupamentos Hierarquicos

A HCA busca agrupar as amostras em classes, baseando-se na similaridade dos
participantes de uma mesma classe e nas diferengas entre os membros de classes
diferentes (Corréa e Ferreira, 2007). A representacdo gréafica obtida é chamada de
dendrograma, um grafico bidimensional independente do numero de variaveis do
conjunto de dados. Para gerar o dendograma, o método de HCA forma agrupamentos

de amostras baseados na sua proximidade no espago n-dimensional, sendo n 0 numero
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de variaveis. A ligacao entre as amostras é realizada através do valor da distancia e o
método de ligacdo pode ser simples ou centrdide. Na ligagdo simples, cada amostra é
conectada ao seu vizinho mais proximo. O método de ligacao centréide € uma variacao
da ligacdo simples, no qual os centros dos agrupamentos sao ligado, ao invés do

vizinho mais préximo. Os dois métodos sao ilustrados na Figura 16.
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Figura 16: Métodos de ligagdo de amostras que podem ser empregados na HCA: A) ligacdo simples e B)
ligagéo centroide.

A distancia entre as amostras pode ser medida de varias maneiras, sendo as
principais a distancia Euclidiana (Equacao 21), distancia de Mahalanobis (Equacao 22)

e distancia de Manhattan (Equacéo 23).

Distancia Euclidiana:
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1/2
)4
D; = |:Zquk - Xjk|)z:| Equacao 21
Distancia de Mahalanobis:

Dij:(Xi_Xk)Tz_l(Xi_Xk) Equacao 22

Distancia de Manhattan:

X, =X, Equagéo 23

P

D; = Z

k=1

onde os sub-indices i e jindicam as amostras e k as variaveis.

1.6. Objetivo do trabalho

Este trabalho teve como objetivo principal a utilizacdo de métodos de analise
exploratéria multivariada para comparacao de perfis cromatograficos de compostos
carbonilicos na atmosfera em trés sitios na cidade de SP impactados por emissao

veicular.



CAPITULO 2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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2.1.Padroes e solventes

Os padrdes e solventes utilizados estao listados na Tabela 1.

Tabela 1: Padrdes e solventes utilizados.

Substancias Pureza Fornecedor

2,4-Dinitrofenilhidrazonas
(Aldehyde/Ketone-DNPH) mistura 99% Supelco®
padrdo

99,9% min. (grau

Acetonitrila (MeCN) HPLC) J.T. Baker
: 99,9% min. (grau
Tetrahidrofurano (THF) HPLC) J.T. Baker
H,0 Purificada Ultrapure water system
Detergente Extran® neutro - Merck

2.2.Limpeza do Material

Todos os materiais e vidrarias usados foram limpos com detergente, enxaguados
com agua destilada, deionizada e, posteriormente, secos em estufa quando necessario.
Os recipientes em contato direto com o reagente DNPH, como por exemplo, os frascos
de estocagem das amostras, assim como as suas tampas e septos, foram limpos no

ultra-som e finalmente enxaguados com acetonitrila.

2.3. Instrumentacgao
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As amostras foram analisadas em Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho,
(Shimadzu, modelo LC-9-A) composto por:

e Duas bombas Shimadzu modelo LC-10AD, para programacao de
gradientes de concentracao da fase mével;

e Valvula de injecdo Rheodyne com seis vias e algca de amostragem (/oop)
de 20 pL;

e Detector UV — Vis modelo SPD — 10AV;

e Sistema de controle modelo SCL — 10A;

e Programa Shimadzu Class—VP, para microprocessamento do

equipamento e aquisicao dos dados.

2.4.Método de analise de compostos carbonilicos no ar

Neste trabalho, foi utilizado o método TO-11A da U.S. Environmental Protection

Agency (EPA). Este método consiste em trés etapas:

I. Coleta de ar ambiente empregando-se cartuchos contendo particulas de

silica impregnada com o derivatizante 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH);
[I.  Extracdo dos compostos carbonilicos retidos no cartucho com acetonitrila;
[ll.  Andlise do extrato organico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) com detecgéao por UV-Vis.
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A CLAE permite separar, identificar e quantificar os carbonilicos desde os mais

leves até os mais pesados. A reacdo de derivatizagdo com DNPH se da por adigao
nucleofilica do composto de nitrogénio basico ao carbono da carbonila, formando a 2,4-

dinitrofenilhidrazona correspondente, segundo a reac¢do da Figura 17.

NO2 NO32
R1 Rl
> C=O+H2N.NL®N02 H+—"-\ C'”'NH®N°2 -
R/ FI/

Figura 17: Reacao de adi¢ao nucleofilica do CC com o reagente derivatizante DNPH.

Dois tipos de cartuchos foram utilizados durante o procedimento de coleta do ar
ambiente:

I.  Sep-Pack® - DNPH (Waters) para retencdo dos CC: cartucho em
polietileno preenchido com silica gel impregnada com reagente derivatizante DNPH.
Eficiéncia de coleta > 95% para vazao de coleta de até 2 L/min e

ll.  Sep-Pack® ozone scrubber (Waters) para remocéo de Oz cartucho em
polietileno, preenchido com iodeto de potassio sdélido (Kl). Capacidade tedrica

informada pelo fabricante igual a 4,2 mmol de O3 (200 mg).

Ap6s a coleta, as amostras foram transportadas em embalagens térmicas
contendo gelo. A eluicdo dos cartuchos apds as coletas das amostras foi efetuada no

menor intervalo de tempo possivel, que variou entre poucas horas até 12 h. Os
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compostos carbonilicos retidos nos cartuchos foram eluidos pela passagem de 3 mL de
acetonitrila, utilizando-se uma seringa de vidro, em baldo volumétrico de 5 mL.

Os niveis de background, dos cartuchos adquiridos comercialmente, foram
determinados pela “analise de brancos dos cartuchos”.

A andlise por CLAE foi realizada empregando a seguinte fase movel: (A) -
mistura de agua e MeCN nas proporcdes respectivas de 60% e 40% (B) - mistura de
MeCN e THF nas proporcdes respectivas de 80% e 20%. As fases foram filtradas
através da membrana Fluoropore™ (Millipore) de politetrafluoroetileno (PTFE) laminado
com polietileno, com dimensdées de poro e didmetro iguais a 0,5um e 47 mm
respectivamente. A concentracdo dos solventes A e B seguiram um gradiente de
concentracao com 30% de B por 5 min, rampa de 30% a 50% em 12 min, patamar em
50% de B por 8 min e rampa de 50 % até 30 % de Bem 2 min. Os demais
parametros de analise foram: vazdo da fase mével: 1,3 mL/min; tempo de analise 27
min; temperatura de analise: ambiente (25°C em média); comprimento de onda fixo:
365 nm (lampada de deutério); pré-coluna Phenomenex® Gemini - preenchida com
silica quimicamente modificada com o grupo octadecila para separacao em fase reversa
(C1g), 4 mm de comprimento e 3 mm de diametro interno; coluna Phenomenex®, Gemini
— preenchida com silica quimicamente modificada com o grupo octadecila para
separacao em fase reversa (Cig), com 4,6 mm de didmetro interno, 250 mm de
comprimento e 5 um de didmetro da particula.

As curvas de calibragao foram construidas da seguinte maneira:

» Preparo de solugcédo estoque de concentragdo (3 ug/ml) a partir de solugao de

mistura-padrao comercial de hidrazonas (15 pug/ml), em acetonitrila.
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» Preparo de solugdes de trabalho nas concentragcbées 25 ug/ml, 50 pug/ml, 100
ug/ml, 150 ug/ml, 200 ug/ml, 250 pug/ml, 600 pg/ml, 1000 pug/ml, 3000 pug/ml a partir da

solucao estoque, em acetonitrila.

2.5. Caracterizagao dos sitios de amostragem

2.5.1. Sitio IAG

O sitio IAG esta localizado no campus da Cidade Universitaria, zona Oeste da
cidade de Séo Paulo. O sitio IAG esta localizado no campus da Cidade Universitaria,
zona Oeste da cidade de S&o Paulo, localizado a cerca de 6.338,29 m do cruzamento
entre a Avenida Dr. Arnaldo e a Rua Teodoro Sampaio, 6.105,88 m do cruzamento
entre a avenida Dr. Arnaldo e a Avenida Cardeal Arcoverde, 4.171,49 m do cruzamento
entre a Avenida Faria Lima e a Rua Teodoro Sampaio, 5.350,86 m do cruzamento entre
a Rua Teodoro Sampaio e a Rua Henrique Schaumann, 2.306,28 m do cruzamento
entre a Avenida Alvarenga e a entrada do Portdo 1 da Cidade Universitaria, 1,121.86 m
do cruzamento entre a Avenida Politécnica e a Marginal Pinheiros (préximo ao portao 2)
e 1.362,98 m da Avenida Corifeu de Azevedo Marques (Portdo 3). A campanha foi
realizada no periodo entre 25 e 28 de maio de 2009, com amostragem de duas em
duas horas a partir das 05 h até as 16 h. As informacdes de coleta das amostras neste

sitio sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2: Informagdes sobre a amostragem no sitio IAG.



Data Periodo Amostra
25/5/2009 05:00 - 07:00 IAGT
25/5/2009 8:00 - 10:00 IAG2
25/5/2009 10:00 - 12:00 IAG3
25/5/2009 12:00 - 14:00 IAG4
25/5/2009 14:00 - 16:00 IAG5
26/5/2009 05:00 - 07:00 IAG6
26/5/2009 8:00 - 10:00 IAG7
26/5/2009 12:00 - 14:00 IAG9
26/5/2009 14:00 - 16:00 IAG10
28/5/2009 10:00 - 12:00 IAG18

2.5.2. Sitio ICB
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O sitio ICB esta localizado no campus da Cidade Universitaria, zona Oeste da

cidade de Sao Paulo. As amostragens foram realizadas no ICB-USP sobre um trailer

localizado na Avenida Lineu Prestes, no pétio do ICB Il. Este ponto se situa a cerca de:

2.290 m do cruzamento entre a Avenida Alvarenga e a entrada do Portdo 1 da Cidade

Universitaria, 2.048 m do cruzamento entre a Avenida Politécnica e a Marginal

Pinheiros (préximo ao portdao 2), 760 m da Avenida Corifeu de Azevedo Marques

(Portdo 3). A campanha foi realizada nos dias 18, 19, 20, 21 e 22 de agosto de 2008,

com amostragem de duas em duas horas a partir das 08 h até as 16 h. As informacdes

de coleta das amostras no ICB sao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Informagdes sobre a amostragem no sitio ICB.



Data Periodo Amostra
18/8/2008 08:11 - 10:33 ICB 01
18/8/2008 14:55 - 16:55 ICB 02
19/8/2008 08:10-10:10 ICB 03
19/8/2008 10:12 - 12:17 ICB 04
19/8/2008 12:17- 1417 ICB 05
19/8/2008 12:22 - 14:22 ICB 06
19/8/2008 14:25 - 16:00 ICB 07
20/8/2008 08:51 - 10:51 ICB 08
20/8/2008 10:01 - 12:01 ICB 09
20/8/2008 12:04 - 14:05 ICB 10
20/8/2008 14:10 - 16:11 ICB 11
21/8/2008 08:05 - 10:05 ICB 12
21/8/2008 10:06- 12:13 ICB 13
21/8/2008 12:11- 14:06 ICB 14
21/8/2008 14:09- 16:10 ICB 15
22/8/2008 10:01- 12:01 ICB 16
22/8/2008 11:56 - 14:03 ICB 17

2.5.3. Sitio FSP
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O sitio FSP esta localizado na regiao de Cerqueira César, zona oeste da cidade

de Sao Paulo. As amostragens foram realizadas em um jardim em frente a entrada

Principal da Faculdade de Saude Publica localizado a cerca de 60 m da Avenida Dr.

Arnaldo, 51 m da Rua Teodoro Sampaio, 191 m da Avenida Cardeal Arcoverde. A

campanha foi realizada no periodo entre 25 e 28 de maio de 2009, com amostragem de

duas em duas horas a partir das 05 h até as 16 h. As informacdes de coleta das

amostras na FSP sdo descritas na Tabela 4.



Tabela 4. Informagdes sobre a amostragem no sitio FSP.

Data Periodo Amostra
25/5/2009 05:00 - 07:00 FSP 1
25/5/2009 10:00 - 12:00 FSP 3
25/5/2009 12:00 - 14:00 FSP 4
25/5/2009 14:00 - 16:00 FSP 5
26/5/2009 05:00 - 07:00 FSP 6
26/5/2009 10:00 - 12:00 FSP 8
26/5/2009 12:00 - 14:00 FSP 9
26/5/2009 14:00 - 16:00 FSP 10
28/5/2009 08:00 - 10:00 FSP 17
28/5/2009 10:00 - 12:00 FSP 18
28/5/2009 12:00 - 14:00 FSP 19
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3.1. Tratamento univariado dos resultados

3.1.1. Curvas de calibracao e avaliagao do modelo linear

Os cromatogramas dos padrdes originais sdo mostrados na Figura 18. Como se
pode observar, o deslocamento em relagdo ao eixo x dificulta a visualizagao dos picos e
identificacdo dos compostos individualmente. Por motivos de clareza, os padrdes
alinhados sdo mostrados na Figura 19, juntamente com a identificacdo de cada um dos

picos.

x10°

Intensidade

Tempo / min.

Figura 18: Cromatograma dos padrdes originais sem nenhum processamento.
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Figura 19: Cromatograma dos padrdes originais apds alinhamento com identificagdo dos picos.

Empregando-se os resultados de darea observados para os padroes, foram
construidas curvas de calibragdo para todos os compostos carbonilicos estudados
através de um modelo linear do tipo Area = a + b*concentracdo. Os modelos foram

avaliados empregando-se os seguintes critérios:

l.  Coeficiente de determinacdo (R?) = Soma Quadratica da Regressao/Soma
Quadratica Total e coeficiente de correlacao (r);

Il.  Gréficos de diagnoéstico: Grafico de Probabilidade Normal dos residuos,
gréfico de residuos vs amostra e grafico de valores experimentais vs valores calculados

pelo modelo linear.

Todos os modelos apresentaram R? e r > 0,99, o que pode ser observado pela

linearidade observada entre o incremento de area com o incremento de concentragao.
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A mesma curva analitica foi utilizada para quantificacdo das amostras coletadas

na FSP e IAG. Para as amostras coletadas no ICB, foi utilizada outra curva, pois o
periodo de amostragem foi diferente. Para ilustrar o processo realizado na avaliagcao do
modelo linear empregando os critérios mencionados acima, serdo discutidos os
resultados para o formaldeido. Para os demais analitos, sera mostrada apenas a curva
analitica e os valores de R? LQ e LD. A curva analitica para o formaldeido é mostrada
na Figura 20, juntamente com os valores de R? LD e LQ, calculados a partir dos

parametros da curva, conforme descrito por Ribeiro et al.

Formaldeido

4,00E+05 -
y=1317,5x+4987,2
3,50E+05 R?=0,9972

LD=15,00 ng/mL
LQ=22,28 ng/mL

3,00E+05 -
2,50E+05

2,00E+05 -

Area

1,50E+05 -
1,00E+05 -

5,00E+04 -

0,00E+00 T T T )
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

Concentragdo (ng/mL)

Figura 20: Curva de calibragao para o formaldeido para quantificacdo das amostras das campanhas na
FSP e IAG.

O grafico de probabilidade Normal dos residuos (Figura 21), residuos vs amostra
(Figura 22) e valores previstos vs valores experimentais (Figura 23), sdo mostrados a
seguir. A Figura 21 indica que os residuos seguem uma distribuicdo Normal,

apresentando apenas variagbes aleatérias, devido ao erro experimental, as quais nao
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podem ser reproduzidas pelo modelo, conforme esperado para um modelo bem
ajustado. O grafico de residuos vs amostra (Figura 22) indica que os residuos sao
homogeneamente e aleatoriamente distribuidos ao longo das amostras. O grafico de
valores previstos vs valores experimentais (Figura 23) apresenta excelente
concordancia, indicando que o modelo linear é capaz de fornecer estimativas bastante

proximas daquelas obtidas experimentalmente.

99
90 =

50 ol
30 = i

Probabilidade Normal

T T T
-2,38 -1,31 -0,24 0,84 1,91

Residuos

Figura 21: Gréafico de probabilidade Normal dos residuos deixados pelo modelo linear para o
formaldeido.
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Figura 22: Gréfico de residuos vs amostra para o formaldeido.
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Figura 23: Gréfico de valores previstos pelo modelo linear vs valores experimentais.
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As curvas analiticas para os demais compostos sdo mostradas nas Figuras 24 e

25, respectivamente.

Formaldeido Acetaldeido
9,00E+05 y=1289x+8266,2 7,00E+05
8,00E+05 R?=0,9993 ! y=10158x +4491,3
LD=19,05 ng/mL 6,00E+05 R?=0,9995
7,00€+05 LQ=28,22 ng/mL -
5,00E+05 LD=16,58 ng/mL
6,00E+05 LQ=24,54 ng/mL
o 5.00E+05 @ 4/00E+05
< 4,00E+05 < 3,00E+05
3,00E+05 2,00E+05
2/00E+05 1,00E+05
1,00E+05
) 0,00E+00 T T T T T r )
0,00E+00
0,0 100,0 2000 3000 4000 5000  600,0  700,0
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0
Concentragiio (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)
Acetona Acroleina
1,60E+05 - y=530,5x-1613,2
R2-0,9974 1208405 7 _ 651,68 - 278,25
1,40E+05 4 |p=21,22 ng/mL /‘ 1,00E405 R?=0,999
1,20£405 LQ=31,42ng/mL - LD=28,76 ng/mL
/.// 8,00E+04 | LQ=12,88 ng/mL
1,00E+05 | e
ns — 8
J 2 6,00E+04
£ sooei0a // £ +
6,00E+04 | /‘// 4,00E+04
4,00E+04 ~
JOOE + ’// 2,00E+04
2,00E+04 -
*> 0,00E+00 -+
0,00E+00 T T T T T !
0.0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 200,0 00 200 400 600 80,0 1000 1200 140,0 160,0
Concentragdo {ng/mL) Concentragdo (ng/mL)
Propinaldeido Crotonaldeido
1,20E+05
" 1,40E+05 =
y=676,71x+ 964,02 y=759,56x+998,42
1,00E+05 RZ = 0,9973 1,20E+05 R?=0,9969
= LD=13,36 ng/mL
8,00E+04 tg_ ié'i; hgjmt 1,00Ev05 LQ=19,80 g L
. = 18,42 ng/m © 8,00E+04 Q=19,80 ng/m
o 4
2 5008404 < 6,00E+04
4,00E+04 4,00E+04
2,006404 2,00E+04
0,00E+00 -+ T T T T T T T )
0,00E+00 - - - - - - - : !
0.0 200 40,0 60,0 80,0 1000 120,0 140,0 160,0 0,0 20,0 40,0 600 80,0 1000 120,0 140,0 160,0
Concentragdo {ng/mL) Concentracdo (ng/mL)
Butiraldeido Benzaldeido
1,00E+05 1,40E+05 - _
y=590,67x + 646,36 ¥=520,23x+ 852,81
9,00E+04 2 1.20E4+05 | RZ=0,9983
R?=0,9978 -
8,00E+04 LD=11,16 ng/mL LD = 14,69 ng/mL /0/
7,00E+04 lo-1656 nz/mL 1,00E+05 - 10= 21,79 ng/ml
- 6,00E+04 ~ 8,00E+04 -| )/
£ 5,00E+04 o
< 4,00E+04 < 6,00E404
3,00E+04 4,00E+04 -
2,00E+04 !
1,00E+04 2,00E+04 - /
0,00E+00 = " " ' ' " " ' ' 0,00E+00 r . . . : :
0,0 20,0 40,0 600 80,0 100,0 1200 140,0 160,0 00 500 100,0 1500 200,0 2500 300,0
Concentracdo (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)

Figura 24: Curvas analiticas para a quantificagcdo dos compostos carbonilicos formaldeido, acetaldeido,
acetona, acroleina, propionaldeido, crotonaldeido, butiraldeido, benzaldeido utilizadas para quantificagao
das amostras coletadas na FSP e IAG.
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Isovaleraldeido Valeraldeido
8,00E+04
1,00E+05 -
’ y=561,63x+761,98 7,008+04 | VT AI1ATX307.13
8,00E+04 R?=0,997 6,00E+04 LD< 12,38 ng/mL
6.00E+04 LD=13,22 ng/mL 5,00E+04 LQ=18,31 ng/mL
o o LQ=19,58 ng/mL s
g £ 4,00ev04
4,00E+04 3,00E+04
2,00E+04 2,00E+04
1,00E+04
0,00E+00 : . . : : . : )
0,00E+00 T T T T T r . ,
0,0 20,0 400 600 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 0,0 200 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
Concentragdo (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)
o-Tolualdeido m,p-Tolualdeido
6,00E+04 1,20E+05
y=313,37x+89,955 y=710,41x +352,78
5,00E+04 R?=0,9985 1,00E+05 R2=0,9963
LD=9,73 ng/mL 8 .00E+0 LD = 15,05 ng/mL
400E+04 7 1Q=14,34 ng/mL H00E LQ=22,27 ng/mL
@ ©
2 3,00E+04 2 6,00E+04
;-3 <
2,00E+04 4,00E+04
1,00E+04 2,00E+04
0,00E+00 0,00E+00 . . . : : . . :
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 0,0 200 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
Concentragio (ng/mL) Concentraggio (ng/mL)
Hexaldeido 2,5-dimetilbenzaldeido
6,00E+04 4,50E+04
/ _ y=267,98x +190,27
y= 32f,78x+643,86 4,00E+04 R?=0,9977
5,00E+04 LD'i ;gf::fml_ 3,50E+04 LD=13,3 ng/mL
e LQ=19,5 L
4,00E+04 LQ=13,18 ng/mL 3,00E+04 Q=19,5 ng/m
© © 2,50E+04
2 3,00E+04 [
& < 2,00E+04
2,00E+04 1,50E+04
1.00E+04 1,00E+04
’ 5,00E+03
0,00E+00 : T T " ; T " ' 0,00E+00 : : ; : : . . .
00 200 40,0 600 800 1000 1200 1400 160,0 00 200 400 600 800 1000 1200 1400 160,0
Concentragdo (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)

Figura 25. Curvas analiticas para a quantificacdo dos compostos carbonilicos isovaleraldeido,
valeraldeido, o-tolualdeido, m,p-tolualdeido, hexaldeido e 2,5-dimetiloenzaldeido utilizadas para
quantificagdo das amostras coletadas na FSP e IAG.
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As curvas analiticas preparadas para a quantificagcdo das amostras do ICB séo

mostradas nas Figuras 26 e 27, respectivamente.

Formaldeido Acetaldeido
5,00E+06 4,00E+06
y=1493,9x- 32847 V= 1184,6x- 27171
4,50E+06 R2=1 3,50E+06 R%<0,9997
4,00E+06 | LD =23,01 ng/mlL 3006406 D= 64,80 ng/mL
3,50E+06 LQ=33,64 ng/mL LQ =94,93 ng/mL
300406 2,50E+06
© o
£ 2,50E+06 Y 2,00E+06
& <
2,00E+06 1,50E+06
1,50E+06
1,00E+06 1,00E+06
5,00E+05 5,00E+05
0,00E+00 T T T ' 0,00E+00
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 3500,0 0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 3500,0
Concentragéo (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)
Acetona Acroleina
3,00E406 B 2,00E+05 -
y= 8821,23x»85213 1806405 v_GQRiEZ):;gAB'g
2,50E+06 R*=0,9998 1,60E405 N /
LD=72,76 ng/mL 1'40E+05 LD=21,51 ng/mL
2,00E406 | LQ=105,46ng/mL ’ 1Q= 31,53 ng/mL e
® o L20EH0S
¢ 1,50E+06 £ 1,00E+D5
3 <
8,00E+04
1,00E+06 !
6,00E+04 /‘/
5,00E+05 4,00E+04 /
2,00E+04
0,00E+00 T T T T T "
0,00E+00
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0 35000 0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Concentragio (ng/mL) Concentragdo (ng/mL)
Propinaldeido Crotonaldeido
1,80E+05 =613,7x-2999,6 )
yooIs X ’ 2508405 71 778 34x- 3363
1,60E+05 R?=0,959
g A R2=0,999
LD=14,37 ng/mL - 5 00405 =0,
LA0E05 1 |q- 21 12ng/mL - /00E+ LD=14,21ng/mL
1,20E405 prd LQ= 20,85 ng/mL
s o LSCE+OS
E 1,00E405 /‘(/ g
-3 - =4
8,00E404 - 1,00E+05
€,00E404 ¥
-
4,00F+04 7 5,00E+04
P
2,00E404
0,00E400 0,00E+00 + T T T |
60 50,0 100,0 150,0 2000 250,0 3000 0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Concentrago {ng/mL) Concentragéo {ng/mL)
Butiraldeido Benzaldeido
1,60E+05 LEOE0S 1\ 558 02x-13617 .
y=57/7,51x- 2888,8 Re-0,0087 -
1,40E+05 R?=0,9989 /‘ 1208405 LD = 16,50 ng/mL e
1,20E+05 LD = 15,19 ng/mL - LQ = 24,29 ng/mlL -
LQ= 22,35 ng/mL ’
1,00E+05
© / © B00E104
£ 8,00E+04 g
< 6,00E+04 / < 5,00E404
4,00E+04 / 4,00E+04 e
2,00E+04 2,00E404 *
0,00E+00 -+ T T T T ,
0,00E+00 T T T T d
0,0 50,0 100,0 1500 200,0 250,0 300,0 0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Concentragéo {ng/mL) Concentragdo (ng/mL)

Figura 26: Curvas analiticas para a quantificagdo dos compostos carbonilicos formaldeido, acetaldeido,
butiraldeido e benzaldeido utilizadas para

acetona,

acroleina,

propionaldeido, crotonaldeido,

quantificagcdo das amostras coletadas no ICB.
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Isovaleraldeido Valeraldeido
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Figura 27. Curvas analiticas para a quantificacdo dos compostos carbonilicos isovaleraldeido,
valeraldeido, o-tolualdeido, m,p-tolualdeido, hexaldeido e 2,5-dimetilbenzaldeido utilizadas para
quantificacdo das amostras coletadas no ICB.
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3.1.2. Cromatogramas

Os niveis de background, dos cartuchos adquiridos comercialmente nao
apresentaram valores quantificaveis de nenhum dos CC estudados.
O conjunto dos cromatogramas originais das amostras coletadas na FSP, IAG e

ICB sao mostrados nas Figuras 28, 29 e 30, respectivamente.

x10

Intensidade

Tempo / min.

Figura 28: Cromatogramas das amostras originais provenientes da campanha na FSP: A) Cromatograma
inteiro, B) pico do formaldeido aumentado.
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Intensidade

Tempo / min.

Figura 29: Cromatogramas das amostras originais provenientes da campanha IAG: A) Cromatograma

inteiro, B) pico do formaldeido aumentado.

Intensidade

Tempo / min.

Figura 30: Cromatogramas das amostras originais provenientes da campanha no ICB: A) Cromatograma

inteiro e B) pico do formaldeido aumentado.
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Os cromatogramas das amostras dos trés sitios sdo mostrados em uma unica

matriz na Figura 31.

Intensidade

Tempo / min.

Figura 31: Cromatogramas das amostras originais provenientes das trés campanhas: A) Cromatograma
inteiro; B) pico do formaldeido aumentado.
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3.1.3. Quantificagdo em ng/mL

3.1.3.1. Quantificacao - FSP

As areas dos cromatogramas das amostras coletadas na FSP foram utilizadas
nas curvas de calibracdo mostradas nas Figuras 23-24, fornecendo as concentragdes
descritas na Tabela 5 e na Figura 32. Muitos analitos ndo foram observados por
estarem abaixo do LD (< LD) do método e outros foram observados em concentracao

abaixo do LQ (< LQ).

Tabela 5: Concentragdo (em ng/mL) dos compostos carbonilicos encontrados nas amostras coletadas na
FSP.

Concentracao (ng/mL) FSP1 FSP3 FSP4 FSP5 FSP6 FSP8 FSP9 FSP10 FSP17 FSP18 FSP 19

Formaldeido 11549 98,80 104,74 98,28 3175 8827 90,54 11868 207,94 111,79 69,19
Acetaldeido 281,61 167,38 13594 141,86 78,37 123,12 98,28 194,95 356,34 191,74 124,48
Acetona 308,77 246,64 12127 143,01 114,91 12308 113,44 21564 28020 192,11 116,92
Acroleina <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Propinaldeido 2360 <lQ <lQ <lLQ <LD <LQ 3623 <LQ 3623 <lQ <LQ
Crotonaldeido <LQ <LQ <LD <LD <LD 21,35 <LD <LD 22,57 21,78 <LD
Butiraldeido 2059 2298 19,07 <lLQ <LD 1754 1481 1655 30,92 1874 <LQ
Benzaldeido 4532 14047 79,34 81,38 57,16 7721 71,15 12889 177,84 8213 63,97
Isovaleraldeido <lb < LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Valeraldeido <lb <Y _Ip <D <D <D <D <LD <LD <LD <LD
o-tolualdeido <lD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LD <LD
hexaldeido <LD 1932 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

2,5-dimetilbenzaldeido < LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.
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Figura 32: Concentragéo dos principais analitos encontrados nas amostras coletadas na FSP.

Os CC encontrados neste sitio foram formaldeido, acetaldeido, acetona,
butiraldeido e benzaldeido. De uma maneira geral, existe uma similaridade muito
grande entre as concentracdes dos CC, ou seja, o perfil das curvas é praticamente o
mesmo para todos os analitos. Além disto, é possivel observar a maior concentracao

de acetaldeido em relacao ao formaldeido.

3.1.8.2. Quantificagéo - IAG

Os valores de concentracdo encontrados nas amostras coletadas no IAG estao
mostrados na Tabela 6. Similarmente as amostras da FSP, nas amostras do IAG muitos

analitos ndao foram observados e muitos foram observados em concentracdo nao
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quantificavel. Os principais analitos encontrados nestas amostras sdo mostrados de

forma gréfica na Figura 33.

Tabela 6: Concentragdo (em ng/mL) dos compostos carbonilicos encontrados nas amostras coletadas no
IAG.

Concentracéo (ng/mL) IAG 1 IAG2 IAG3 IAG4 IAG5 IAG6 IAG7 IAG9 IAG10 IAG18
Formaldeido 33,70 159,82 90,02 98,96 8350 56,69 118,60 109,09 98,08 553,66
Acetaldeido 118,88 420,93 157,18 129,29 194,15 86,13 15945 123,70 226,62 616,84

Acetona 218,06 295,90 229,59 366,66 340,08 156,34 196,93 220,85 216,01 468,41
Acroleina <LD <LD <LQ <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LQ
Propinaldeido <LQ 26,12 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 79,30
Crotonaldeido <LD 40,13 < LD <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD 80,66
Butiraldeido <LQ 2398 21,04 3363 21,09 <LQ 2088 2045 1858 60,08
Benzaldeido <LQ 123,79 130,56 105,80 111,36 74,98 108,93 105,72 8546 164,74
Isovaleraldeido <LQ <LD <LQ <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD <LQ
Valeraldeido <LQ <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 37,35
o-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
hexaldeido <LD 30,74 <LD <LD 27,47 <LQ <LD <LQ 18,99 29,50
2,5-dimetilbenzaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.
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Figura 33: Concentracao dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no IAG.

Similarmente a FSP, nas amostras do IAG foi observada uma alta similaridade
entre os perfis de CC. A acetona, em algumas amostras, apresenta concentragdo maior
do que acetaldeido e formaldeido. A predominancia de maiores concentracées de

acetaldeido em relacdo a formaldeido mais uma vez foi observada.



82
3.1.8.3. Quantificagéo - ICB

As concentracdes dos analitos encontrados no ICB estdo mostradas nas Tabelas

7 e 8 os principais analitos encontrados sdo mostrados de forma grafica na Figura 34.

Tabela 7: Concentragdo (em ng/mL) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no ICB
(Amostras 1-10).

Concentracao (ng/mL) ICB 1 ICB 2 ICB3 ICB 4 ICB5 ICB6 ICB7 ICB8 ICB9 ICB10

Formaldeido 798,78 265,42 599,66 599,66 336,45 336,45 247,67 652,95 47584 256,92
Acetaldeido 1340,82 254,30 1164,50 1164,50 419,51 377,67 310,84 1019,18 685,11 349,18
Acetona 897,83 374,16 828,41 828,41 451,34 443,69 396,23 80592 566,67 360,83
Acroleina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Propinaldeido 224,19 32,55 158,54 158,564 5122 50,65 4390 17542 111,25 53,69
Crotonaldeido 22,25 NQ 48,62 48,62 <LD <LD <LD 34,30 21,60 <LD
Butiraldeido 138,89 34,73 99,97 99,97 39,38 36,52 37,63 102,43 68,80 42,17
Benzaldeido 103,34 81,88 96,22 96,22 73,14 83,07 4930 309,36 282,96 76,88
Isovaleraldeido NQ <LD NQ NQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Valeraldeido 75,91 18,19 60,70 60,70 24,77 2453 20,91 84,21 39,06 19,97
o-tolualdeido <LD <LD 63,10 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 40,18 NQ <LD
hexaldeido 58,98 <LD 28,74 28,74 <LD 3326 <LD 53,27 30,51 <LD

2,5-dimetilbenzaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.
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Tabela 8: Concentragdo (em ng/mL) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no ICB

(Amostras 11-17).

Concentragio (ng/mL) ICB 11 ICB 12 ICB 13 ICB 14 ICB 15 ICB 16 ICB 17
Formaldeido 268,44 286,62 190,92 163,25 268,44 320,46 256,36
Acetaldeido 349,90 397,29 195,34 158,39 349,90 331,13 299,26

Acetona 375,64 497,18 342,29 287,98 375,64 450,95 350,78
Acroleina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Propinaldeido 56,05 69,43 29,99 21,70 56,05 47,66 48,18
Crotonaldeido <LD <LD <LD <LD <LD NQ NQ
Butiraldeido 42,73 48,48 40,80 28,94 42,73 44,26 41,53
Benzaldeido 61,11 46,37 53,51 55,11 61,11 241,73 217,13
Isovaleraldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Valeraldeido 20,90 33,16 16,42 3,62 20,90 23,31 <LD
o-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido NQ <LD <LD <LD NQ <LD NQ
hexaldeido 28,02 34,35 <LD <LD 28,02 29,58 <LD
2,5-dimetilbenzaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por

estarem abaixo do LQ do método.
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Figura 34: Concentragéo dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no ICB.
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Foi observado um numero maior de CC em relacao aos dois sitios anteriores,
como por exemplo propionaldeido e valeraldeido. Além disto, pode-se verificar que ha
uma maior concentracao dos CC formaldeido, acetaldeido, acetona, butiraldeido e
benzaldeido. Finalmente, a similaridade entre os perfis de concentragbes dos CC
identificados e quantificados também foi observado para as amostras coletadas neste
sitio. A Figura 35 apresenta de forma comparativa a concentracdo dos CC encontrados

nos trés sitioss de amostragem estudados.
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Figura 35: Comparagdo das concentragbes de formaldeido, acetaldeido, acetona, butiraldeido e
benzaldeido nos trés sitios estudados.

Como se pode observar na Figura 35, os sitioss FSP e IAG sao similares entre si

em relagdo a concentragdo dos CC, enquanto o

ICB apresenta uma maior

concentracao de formaldeido, acetadeido, acetona e butiraldeido. Esta tendéncia

apenas nao foi observada para o benzaldeido.
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3.1.3.4. Razao Formaldeido/Acetaldeido (F/A)

Para todos os sitios, os valores encontrados de acetaldeido foram maiores do
que de formaldeido. Na Figura 36 é mostrado o perfil de concentragbes de formaldeido

e acetaldeido para cada um dos sitios.
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Figura 36: Comparacgao das concentragdes de formaldeido e acetaldeido nos trés sitios estudados.

A razao formaldeido/acetaldeido (F/A) para cada um dos sitios € mostrada na
Figura 37. E possivel observar que a razdo F/A é predominantemente menor do que 1.
Este fato esta em concordancia com diversos estudos que indicam que a razdo F/A < 1
esta relacionada com a caracteristica dos poluentes emitidos por veiculos movidos a

etanol (de Andrade, 1998).
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Figura 37: Graficos da razdo formaldeido/acetaldeido (F/A) nos trés sitios estudados.
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3.1.4. Quantificacdo em ppbv ou razdo de mistura

Para que os dados de concentracdo de CC coletados no ar possam ser
comparados com os dados da literatura, € necessaria a converséo para a unidade ppbv
ou razdo de mistura. Esta conversado considera a Lei dos gases ideais, o volume de ar
succionado através do cartucho de DNPH e a temperatura da coleta, através da

Equacéo 24:

Mcc
MW

760
Pamb

Vee = X (R X Tamb) X

Equacgéao 24

em que:
Vce = volume do CC; Mgc = massa do CC no cartucho; MW = peso molecular do CC ; R

= constante dos gases ideais; Tamp = temperatura ambiente; Pcc = pressdo ambiente.

A concentracao em ppbv do CC correspondente é dada pela Equacgao 25:

Cec ppbv = % Equacéo 25

ar

As Tabelas 9-12 apresentam os valores de concentragao, em ppbv, para os CC

nos sitios FSP, IAG e ICB, respectivamente.
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Tabela 9: Concentragao (em ppbv) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas na FSP.

Concentracéo (ppbv) FSP1 FSP3 FSP4 FSP5 FSP6 FSP8 FSP9 FSP10 FSP17 FSP18 FSP19

Formaldeido 218 18 1,97 18 060 166 1,71 224 392 2,11 1,30
Acetaldeido 3,47 2,17 1,76 1,84 1,02 1,58 1,26 2,42 4,58 2,44 1,57
Acetona 2,99 2,51 1,23 1,46 1,17 1,24 1,15 2,11 2,83 1,92 1,16
Acroleina <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Propinaldeido 0,22 <LQ <LQ <LQ <LD <LQ 035 <LQ 0,35 <LQ <LQ
Crotonaldeido <LQ <LQ <LD <LD <LD 0,17 <LD <LD 0,18 0,17 <LD
Butiraldeido 0,16 0,18 0,15 <LQ <LD 0,14 <LQ 0,13 0,24 0,15 <LQ
Benzaldeido 0,23 0,76 0,43 0,44 0,31 0,41 0,38 0,67 0,95 0,43 0,34
Isovaleraldeido <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Valeraldeido <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
o-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LD <LD
hexaldeido <LD 0,10 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

2,5-dimetilbenzaldeido < LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.
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Tabela 10: Concentragcdo (em ppbv) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no IAG.

Concentracgao (ppbv) IAG 1 IAG2 IAG3 IAG4 IAG5 IAG6 IAG7 IAG9 IAG10 IAG 18

Formaldeido 055 250 144 1,56 1,34 093 1,63 1,68 1,52 10,43
Acetaldeido 132 449 172 139 212 09 149 1,30 2,40 7,93
Acetona 1,90 2,48 1,97 3,09 2,92 1,37 1,45 1,82 1,80 4,73
Acroleina <lD <D <lLQ@ <LQ <D <D <LD <LD <LD <LQ
Propinaldeido <LQ 0,21 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,77
Crotonaldeido <LD 0,27 <LD <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD 0,65
Butiraldeido <l@ 016 014 022 014 <LQ 012  gy3 0,12 0,47
Benzaldeido <LQ 055 059 047 051 035 042 046 038 0.88
Isovaleraldeido <LQ <LD <LQ <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD <LQ
Valeraldeido <lQ <lQ <D <Lb <LD <ID <LD <LD <LD 0,20
o-tolualdeido <lLD <D <lD <LD <LD <D <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <lLD <D <lD <LD <LD <D <LD <LD <LD <LD
hexaldeido <lLD 014 <LD <LD 012 <lQ <LD <LQ 008 0,16
2,5-dimetilbenzaldeido  <LD <LD <LD <LD <ID <LD <LD <LD  <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.

Tabela 11: Concentragdo (em ppbv) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no ICB
(Amostras 1-10).

Concentracdo (ppbv) ICB1 ICB2 ICB3 1ICB4 ICB5 ICB6 ICB7 ICB8 ICB9 ICB10
Formaldeido 20,01 504 11,40 11,40 639 9,51 700 17,86 13,45 6,17
Acetaldeido 2290 329 1509 1509 544 728 599 1901 13,20 5,72

Acetona 12,05 3,81 843 843 459 672 600 11,81 858 4,64
Acroleina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Propinaldeido 2,90 0,32 1,56 1,56 0,50 0,74 0,64 2,48 1,63 0,67
Crotonaldeido 0,24 <LQ 0,40 0,40 < LD <LD <LD 0,40 0,26 <LD
Butiraldeido 145 027 079 079 031 043 044 1,17 081 0,42
Benzaldeido 0,73 044 052 052 039 066 039 240 2,26 0,52
Isovaleraldeido <LQ <LD <LQ <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Valeraldeido 0,66 0,12 0,40 0,40 0,16 0,24 0,21 0,80 0,39 0,17
o-tolualdeido <LD <LD 0,30 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <D  <LD <LD <D <D <D <D g7 <1Q <LD
hexaldeido 044 <D o016 016 <LD 028 <LD 044 0,26 <LD
2,5-dimetilbenzaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.
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Tabela 12: Concentragdo (em ppbv) dos principais CC encontrados nas amostras coletadas no ICB
(Amostras 11-17).

Concentragéao (ppbv) ICB 11 ICB 12 ICB 13 ICB 14 ICB 15 ICB 16 ICB 17
Formaldeido 9,95 10,80 6,12 4,83 10,03 6,04 4,47
Acetaldeido 8,84 10,21 4,27 3,20 8,92 4,25 3,55

Acetona 7,46 10,04 5,88 4,57 7,52 4,55 3,27
Acroleina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Propinaldeido 1,07 1,35 0,50 0,33 1,08 0,46 0,43
Crotonaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LQ
Butiraldeido 0,66 0,76 0,54 0,36 0,67 0,35 0,30
Benzaldeido 0,64 0,49 0,49 0,46 0,65 1,29 1,07
Isovaleraldeido <LD <LD <LD <LD < LD < LD < LD
Valeraldeido 0,27 0,44 0,18 0,04 0,27 0,15 <LD
o-tolualdeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
m,p-tolualdeido <LQ <LD <LD <LD <LQ <LD <LQ
hexaldeido 0,31 0,39 <LD <LD 0,31 29,58 <LD
2,5-dimetilbenzaldeido <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

< LD representa valores nao detectaveis por estarem abaixo do LD do método e < LQ representa valores ndo quantificaveis, por
estarem abaixo do LQ do método.

As Figuras 38 - 40 apresentam os graficos em concentracdo (ppbv) vs amostras

para os CC encontrados na FSP, IAG e ICB, respectivamente.
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Figura 38: A) Gréfico de concentragao dos principais CC (ppbv) encontrados nas amostras coletadas na
FSP e B) grafico enfatizando o perfil de concentragao do formaldeido e do formaldeido (ppbv).
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Figura 39: A) Gréfico de concentragao dos principais CC (ppbv) encontrados nas amostras coletadas no
IAG e B) gréfico enfatizando o perfil de concentra¢@o do formaldeido e do formaldeido (ppbv).

20,00

15,00

Concentragao (ppbv)

25,00 -

10,00 -

ICB

—— Formaldeido (ppbv)
#- Acetaldeido (ppbv)

—4— Acetona (ppbv)

—< Butiraldeido (ppbv)

—* Benzaldeido (ppbv)

—e— Valeraldeido (ppbv)

Propinaldeido (ppbv)

Concentracao (ppbv)

25,00

20,00

15,00

10,00

0,00

B ICB

—4— Formaldeido
(ppbv)

—®— Acetaldeido
(pPbV)

P
3,
® ©
mostra

P P
99999 %%
> 2 % % % % 2

0\90\

o b 6 6 6 6 €
-
e T

Al

Figura 40: A) Grafico de concentragao dos principais CC (ppbv) encontrados nas amostras coletadas no
ICB e B) gréfico enfatizando o perfil de concentragao do formaldeido e do formaldeido (ppbv).
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3.2. Tratamento multivariado dos resultados

3.2.1. Inspecao visual dos cromatogramas

Um passo muito importante na etapa de pré-processamento dos cromatogramas
€ a realizagdo de uma inspeg¢ao visual em busca de picos que aparecem no inicio da
corrida cromatografica, os quais normalmente se referem a picos do solvente e, neste
caso, também do DNPH. Foi verificado que até 5 min. de corrida, ndo ha eluicao de
nenhum CC, conforme mostrado na Figura 41. Por este motivo, o cromatograma foi

cortado a partir de 5 min. para o tratamento multivariado.

Intensidade

Tempo / minutos

Figura 41: Cromatograma das amostras coletadas nos trés sitios enfatizando informagdes nao relevantes
presentes no inicio do cromatograma.
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3.2.2. Alinhamento dos cromatogramas

A seqliéncia de aquisi¢do dos dados foi de 10 Hz, ou seja, 10 pontos a cada
segundo. Portanto, sendo o tempo de corrida de 27 min., foram gerados 16201 pontos.
Com os cromatogramas dos padrdes de 25, 50, 75, 100 e 150 ppb foi montada uma
matriz 25X13201 apos a retirado dos picos do solvente e do DNPHD. Da mesma forma,
com os cromatogramas das amostras foi montada uma matriz final 33x13201. Para fins
exploratérios, os cromatogramas dos padrées foram alinhados com os algoritmos COW
e Optim_COW. Os cromatogramas das amostras foram alinhados com os algoritmos
COW, Optim_COW e Peakmatch.

A qualidade do alinhamento foi avaliada por inspecao visual nos casos mais
simples e por PCA nos caso em que a simples inspecao visual ndo foi conclusiva. A
avaliacdo da qualidade do alinhamento por PCA envolve a analise do gréfico dos
loadings: quando a matriz ndo estd completamente alinhada, surgem picos fantasmas

nos loadings, geralmente para baixo

3.2.2.1. Alinhamento dos cromatogramas dos padrdes

Para a aplicagdo do COW foram escolhidos trés cromatogramas distintos como
referéncia: o primeiro cromatograma da matriz (Ref. 1), o cromatograma do meio da
matriz (Ref. 13) e o ultimo (Ref. 25). Os resultados dos alinhamentos estdo mostrados

nas Figuras 42 a 44.
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Figura 42: Cromatograma dos padrées apds alinhamento utilizando o algoritmo COW, com amostra 1
selecionada como referéncia: A) cromatograma inteiro e B) pico do formaldeido aumentado.
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Figura 43: Cromatograma dos padrdes apds alinhamento utilizando o algoritmo COW, com amostra 13
selecionada como referéncia. A) cromatograma inteiro e B) pico do formaldeido aumentado.
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Figura 44: Cromatograma dos padrdes apés alinhamento utilizando o algoritmo COW, com amostra 25
selecionada como referéncia. A) cromatograma inteiro e B) pico do formaldeido aumentado.

Uma simples inspecao visual foi necessaria para concluir que a qualidade do
alinhamento nao é satisfatéria: nenhumas das trés referéncias escolhidas forneceram
um alinhamento adequado.

Foi observado neste trabalho, que o uso do COW (para as matrizes estudadas)
requer aplicagbes sucessivas do algoritmo na mesma matriz e com a mesma referéncia
para se conseguir melhorias na qualidade do alinhamento.

O Optim_COW foi aplicado para a matriz de dados contendo os cromatogramas

dos padrdes desalinhados (Figura 45).
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Figura 45: Cromatograma dos padrées apo6s alinhamento utilizando o algoritmo Optim-COW: A)
cromatograma inteiro e B) pico do formaldeido aumentado.

Neste caso, uma simples inspecao visual € suficiente para notar a alta qualidade
do alinhamento, entretanto, também foi avaliada através da PCA, e o resultado obtido

confirmou a eficiéncia do alinhamento.

3.2.2.2. Alinhamento dos cromatogramas das amostras

Os cromatogramas das amostras dos trés sitios foram organizados em uma
matriz Unica e alinhados empregando os algoritmos COW, Optim_COW e
PEAKMATCH, para fins comparativos.

O mesmo critério de escolha das referéncias aplicado no alinhamento das
padrées foi utilizado no alinhamento das amostras, ou seja, foram escolhidos trés

cromatogramas distintos como referéncia: o primeiro cromatograma da seqiéncia (Ref.
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1), o cromatograma do meio (Ref.16) e o ultimo (Ref. 33). Os resultados dos

alinhamentos estdo mostrados nas Figuras 46 a 48.

COWRef 1 A

Intensidade

Tempo / min.

Figura 46: Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apds alinhamento
empregando algoritmo COW e amostra 1 como referéncia: A) Cromatograma inteiro; B) pico do

formaldeido aumentado.

x10°
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Figura 47. Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apds alinhamento
empregando algoritmo COW e amostra 16 como referéncia: A) Cromatograma inteiro; B) pico do

formaldeido aumentado.
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Figura 48. Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apds alinhamento
empregando algoritmo COW e amostra 33 como referéncia: A) Cromatograma inteiro; B) pico do
formaldeido aumentado.

Através da inspecao visual das Figuras 46 - 48 pode ser verificado que nao foi
obtido um alinhamento satisfatério com nenhuma das referéncias. Além disto, ficou
claro que a escolha da referéncia € um parametro importante para a qualidade do
alinhamento: as referéncias 16 e 33 apresentaram resultados bastante parecidos, e
superiores em relagdo ao alinhamento feito com a referéncia 1.

O Peakmatch, assim como o COW, necessita de uma escolha prévia do
cromatograma a ser utilizado como referéncia no alinhamento. As mesmas referéncias
escolhidas no alinhamento das amostras utilizando o COW foram utilizadas no
alinhamento das amostras com o Peakmatch. Os resultados dos alinhamentos estao
mostrados nas Figuras 49 - 51, empregando as referéncias 1, 16 e 33,

respectivamente.
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Figura 49: Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apdés o alinhamento
empregando o algoritmo Peakmatch e amostra 1 como referéncia A) Cromatograma inteiro; B) pico do
formaldeido aumentado.
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Figura 50: Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apds o alinhamento
empregando o algoritmo Peakmatch e amostra 16 como referéncia A) Cromatograma inteiro; B) pico do
formaldeido aumentado.
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Figura 51. Cromatogramas das amostras provenientes das trés campanhas apdés o alinhamento
empregando o algoritmo Peakmatch e amostra 33 como referéncia A) Cromatograma inteiro; B) pico do
formaldeido aumentado.

Neste caso, a inspecdo visual indica um alinhamento de boa qualidade, com
qualquer uma das referéncias. Entretanto, quando a qualidade do alinhamento foi
avaliada através da PCA, verificou-se que o alinhamento nao foi eficiente para
nenhuma das referéncias, pois apareceram picos para baixo no grafico de loadings.

O Optim_COW, ao contrario do COW e do Peakmatch, ndo necessita de uma
escolha prévia do cromatograma de referéncia. Entretanto, O Optim_COW nao é
recomendado para alinhamento de cromatogramas complexos, sendo necessario um

pré-alinhamento antes da aplicacdo do mesmo (Skov et al., 2006). Esta observacgao foi

confirmada através da PCA para o conjunto de dados estudado. Sendo assim, foi
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realizado o pré-alinhamento da matriz das amostras com o algoritmo PEAKMATCH com
posterior alinhamento empregando o algoritmo Optim-COW. Os cromatogramas
alinhados empregando as referéncias 1, 16 e 33 para o pré-alinhamento sdo mostrados

respectivamente nas Figuras 52 a 54.
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Figura 52: Cromatogramas das amostras originais provenientes das trés campanhas apés o alinhamento
empregando o algoritmo Optim-COW apo6s pré-alinhamento empregando o algoritmo Peakmatch (Ref.1):
A) Cromatograma inteiro; B) pico do formaldeido aumentado.
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Figura 53: Cromatogramas das amostras originais provenientes das trés campanhas apds o alinhamento
empregando o algoritmo Optim-COW ap6s pré-alinhamento empregando o algoritmo Peakmatch (Ref.
16): A) Cromatograma inteiro; B) pico do formaldeido aumentado.
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Figura 54. Cromatogramas das amostras originais provenientes das trés campanhas apés o alinhamento
empregando o algoritmo optim-COW apés pré-alinhamento empregando o algoritmo Peakmatch (Ref.
33): A) Cromatograma inteiro; B) pico do formaldeido aumentado.

O alinhamento executado com as referéncias 1 e 33 apresentou 6tima qualidade,

confirmada através da PCA. Portanto, a combinagdo Peakmatch + Optim_COW foi a
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melhor solucdo para o alinhamento dos cromatogramas das amostras. A matriz
alinhada empregando a referéncia 1 para o pré-alinhamento seguida do Optim_COW foi

utilizada para os pré-processamentos subsequentes.

3.2.3. Corregao da linha base

Apds o alinhamento dos cromatogramas, os deslocamentos de linha base foram
corrigidos empregando o método da derivagédo. A Figura 55 mostra os cromatogramas
originais, destacando-se os deslocamentos de linha-base. Figura 56 mostra os

cromatogramas das amostras alinhadas na forma de primeira derivada.

Intensidade

Deslocamentos
delinhabase

-0.5

Tempo / min.

Figura 55: Cromatogramas das amostras apds alinhamento, destacando os deslocamentos de linha
base.
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Figura 56: Cromatograma das amostras alinhadas na forma de primeira derivada.

Conforme é possivel observar na Figura 56, a primeira derivada eliminou os
deslocamentos de linha base presente nos cromatogramas originais. Com uma janela
de 15, o cromatograma nao apresenta ruido e também foi observado que nao houve
perda de informacao analitica com esta suavizacao, o que foi constatado pela analise
dos picos menores. Como nao se observou inclinagao da linha base, nao foi necessaria

a utilizacao da segunda derivada.

3.2.4. Pré-processamento das variaveis

O cromatograma é considerado como um conjunto de variaveis continuas e por
este motivo, para a realizacao do tratamento quimiométrico, os mesmos foram apenas
centrados na média. O autoescalamento é adequado para variaveis discretas, as quais

podem ter diferencas de magnitude (Skov, 2008).



3.2.5. Aplicacdo de PCA e HCA na matriz final de dados
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Para facilitar a visualizacdo nos graficos das analises de PCA e HCA, as

amostras foram codificadas por numeros, conforme descrito na Tabela 13

Tabela 13: Codigo e informagao das amostras para a analise multivariada.

ID amostra Cadigo Data Periodo ID amostra Cédigo Data Periodo
IAG 1 1 25/5/2009 05:00-07:00 ICB 01 17 18/8/2008 8:11-10:33
IAG 2 2 25/5/2009  8:00-10:00 ICB 02 18 18/8/2008 14:55-16:55
IAG 4 3 25/5/2009 12:00-14:00 ICB 03 19 19/8/2008 8:10-10:10
IAG 5 4 25/5/2009 14:00-16:00 ICB 04 20 19/8/2008 10:12-12:17
IAG 6 5 26/5/2009 05:00-07:00 ICB 05 21 19/8/2008 12:17-14:17
IAG 7 6 26/5/2009  8:00-10:00 ICB 06 22 19/8/2008 12:22-14:22
IAG 9 7 26/5/2009 12:00-14:00 ICB 07 23 19/8/2008 14:25-16:00
IAG 18 8 28/5/2009 10:00-12:00 ICB 08 24 20/8/2008 8:51-10:51
FSP 3 9 25/5/2009 10:00-12:00 ICB 09 25 20/8/2008 10:01-12:01
FSP 4 10 25/5/2009 12:00-14:00 ICB 10 26 20/8/2008 12:04-14:05
FSP 5 11 25/5/2009 14:00-16:00 ICB 11 27 20/8/2008 14:10-16:11
FSP 9 12 26/5/2009 12:00-14:00 ICB 12 28 21/8/2008 8:05-10:05
FSP 10 13 26/5/2009 14:00-16:00 ICB 13 29 21/8/2008 10:06-12:13
FSP 17 14 28/5/2009  8:00-10:00 ICB 14 30 21/8/2008 12:11-14:06
FSP 18 15 28/5/2009 10:00-12:00 ICB 15 31 21/8/2008 14:09-16:10
FSP 19 16 28/5/2009 12:00-14:00 ICB 16 32 22/8/2008 10:01-12:01

ICB 17 33 22/8/2008 11:56-14:00




107

3.2.5.1. Sitios IAG, ICB e FSP

Na aplicacdo da PCA, foi observado que o PC1 é capaz de descrever 97,57 %
da variancia experimental, conforme mostrado na Figura 57. Este resultado indica que
todas as variaveis apresentam uma variagao semelhante de tal forma que apenas uma
PC representa a quase totalidade da variacado. O perfil similar de concentragdes dos CC
também foi observado na analise univariada (Figuras 32, 33 e 34). A grande
porcentagem de variacdo explicada pela PC1 pode sugerir que os CC foram lancados
na atmosfera por uma Unica fonte de emissao nos trés sitios estudados. Os graficos de
scores na PC 1 vs amostra e scores na PC 1 vs PC 2 sdo mostrados nas Figuras 58 e

59, respectivamente.
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Figura 57: Gréfico de variancia explicada ou capturada vs nimero de Componentes Principais.
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Figura 58: Gréfico de scores das amostras dos trés sitios na PC1.
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Figura 59: Gréfico de scores, PC1 vs PC2 das amostras dos trés sitios.
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Através da analise do grafico de scores na PC1, foi possivel obter algumas

informagdes a respeito da matriz de dados:

> As amostras do IAG e FSP sao bastante similares entre si e diferentes das
amostras do ICB.
» As amostras do ICB apresentam uma variabilidade maior entre si, pois estao

mais dispersas que as demais.

O gréfico dos loadings na forma de primeira derivada € mostrado na Figura 60.
Para melhor visualizagdo, o cromatograma derivado foi integrado (Figura 61). Através
da andlise dos loadings foi observado que os compostos formaldeido, acetaldeido e

acetona sao responsaveis pela configuracao das amostras no grafico dos scores.
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Figura 60: Loadings na PC1 (forma derivada).
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Figura 61: Loadings na PC1 (forma integrada).

Na analise de HCA (dendograma mostrado na Figura 62), um grupo de amostras
muito similares, formado pela maioria das amostras do IAG e da FSP, foi observado,
além de uma maior dispersdo entre as amostras do ICB, confirmando os resultados da

PCA.
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Figura 62: Dendograma das amostra dos sitios, IAG, ICB e FSP.

A PCA e a HCA foram eficientes em classificar as amostras, considerando que
em ambos os métodos, as amostras do IAG e da FSP formaram um unico agrupamento
enquanto as amostras do ICB formaram um grupo separado, o que esta de acordo com
os resultados da quantificagdo univariada. Estes resultados indicam o potencial que os
métodos de analise exploratéria multivariada empregando o cromatograma completo
apresentam para avaliar e classificar de forma qualitativa amostras ambientais. Estes
métodos se tornam de grande valia quando um numero maior de sitios for considerado,
ou em casos de monitoramento ambiental, situagées nas quais a analise univariada
pode ser extremamente laboriosa.

No presente trabalho € importante considerar que as variaveis ligadas as

condicdes meteorolégicas podem ter sido determinantes na interpretacao ambiental dos
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dados. As amostras da FSP e IAG foram coletadas simultaneamente em maio de 2009,
enquanto as amostras do ICB foram coletadas em outro periodo, agosto de 2008. O
periodo de amostragem na FSP e IAG foi de dias chuvosos e tempo nublado. Por outro
lado, o periodo de amostragem no ICB foi marcado por dias ensolarados. Em virtude
dos periodos de amostragem dos trés sitios terem sido diferentes, os resultados das

amostras da FSP e IAG também foram tratados separadamente das amostras do ICB.

3.2.5.2. Sitios IAG e FSP

O grafico dos scores na PC1 vs PC2 é mostrado na Figura 63.
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Figura 63: Gréfico de scores, PC1 vs PC2 das amostras dos sitios IAG e FSP.
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O resultado obtido anteriormente na PCA realizada com os trés sitios em
conjunto em que as amostras do IAG e da FSP formaram um uUnico agrupamento foi
confirmado pela PCA com os dois sitios (Figura 63). A PC1 descreveu
aproximadamente 93% da variacdo, sendo que trés amostras do IAG estdo mais
dispersas em relacao ao conjunto: amostra 3 (IAG4, 25/5/2009,12:00-14:00), amostra 4
(IAG5, 25/5/2009,14:00-16:00) e amostra 8 (IAG18, 28/5/2009,10:00-12:00). Pela
observacao do grafico de loadings é possivel verificar que estas amostras possuem
concentracao diferenciada de formaldeido, acetaldeido e especialmente de acetona, o
que foi de fato confirmado pela analise dos cromatogramas e resultados de

quantificacao.

Formaldeido
Acetaldeido
Acetona

Loadings na PC1 (99,82 %)

Tempo (minutos)

Figura 64: Loadings na PC1 dos sitios IAG e FSP (forma integrada).

A HCA confirmou o resultado obtido na PCA, evidenciando a distancia que as
amostras 3, 4 e 8 possuem em relacdo ao agrupamento formado pelas demais

amostras (Figura 65).



114

w

14

©

15
11

16
12
10
13

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Distancia do vizinho mais proximo x10"

Figura 65: Dendograma das amostras dos sitios IAG e FSP.

O resultado obtido pela PCA e HCA através da analise conjunta dos sitios IAG e
FSP ressalta a capacidade que a andlise exploratéria multivariada possui para
evidenciar diferengas e semelhancas das amostras em uma andlise global. A grande
importancia desta ferramenta pode ser evidenciada nos casos em que existe um
namero grande de amostras ou de analises de monitoramento continuo, pois pode
facilitar a interpretacdo ambiental do conjunto de dados através da indicacdo de

amostras com comportamento diferenciado.
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3.2.5.3. Sitio ICB

O gréfico dos scores na PC1 vs PC2 (Figura 66) evidencia que a PC1 separa a
amostra 17 (ICB02, 18/8/2008,14:55-16:55), amostra 19 (ICB04, 19/8/2008, 10:12-
12:17), amostra 20 (ICB 05, 19/8/2008, 12:17-14:17), amostra 21 (ICB06, 19/8/2008,
12:22-14:22) e amostra 28 (ICB13, 21/8/2008, 10:06-12:13), do agrupamento formado
pelo restante das amostras. As amostras 17 e 19 sdo as mais distantes do grupo. O
gréfico dos loadings (Figura 67) indica que os CC formaldeido, acetaldeido e acetona

séo responsaveis pela configuragdo no gréafico dos scores.
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Figura 66: Gréfico de scores, PC1 vs PC2, das amostras do sitio ICB.
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Figura 67: Loadings na PC1 do sitio ICB (forma integrada).

O dendograma proveniente da HCA é mostrado na Figura 68. A HCA confirma as
conclusdes observadas na PCA, ou seja, as amostras 17, 19, 20, 21 e 28 nao estao

agrupadas com o restante das amostras.
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Neste trabalho, foi observado que as amostras coletadas nos sitios IAG e FSP
sdo similares quanto a natureza e concentragdo dos CC (formaldeido, acetaldeido,
acetona, butiraldeido e benzaldeido). Por outro lado, as amostras coletadas no sitio ICB
apresentaram concentracdes superiores dos CC em relacdo aos outros dois sitios além
de outros CC (propionaldeido e valeraldeido) nao boservados nos mesmos. Outra
observacdao importante foi que existe um perfil muito semelhante de concentracao de
praticamente todos os CC em qualquer um dos sitios de amostragem.

Foi observado que a razao F/A foi menor do que 1 para a maioria das amostras.
Este resultado esta de acordo com dados de diversos trabalhos que indicam que esta
relacdo pode ser uma caracteristica do uso de etanol em larga escala como
combustivel veicular.

Para a analise multivariada foram usados os cromatogramas completos e ndo os
dados discretos de concentracdo. No alinhamento dos cromatogramas das amostras
ficou evidente que a melhor estratégia de alinhamento inclui o pré-alinhamento com o
algoritmo Peakmatch seguido do alinhamento com o algoritmo Optim_COW. Esta
observacao confirmou dados da literatura que mencionam o fato do Optim_COW néo
ser adequado para aplicagdes diretas em cromatogramas complexos, sendo necessario
um pré-alinhamento da matriz. Com a matriz corrigida foi aplicada a PCA e observou-se
que a PC1 descreveu a quase totalidade da variancia experimental. Desta maneira, o
conjunto de dados foi reduzido de 13201 variaveis para apenas uma Componente
Principal, a qual é a combinagédo linear destas variaveis. Este resultado pode ser
explicado pela alta correlagdo entre as variaveis sugerindo a existéncia de fontes de
emissao similares ou idénticas. Essa interpretagdo concorda com os perfis semelhantes

dos CC encontrados nas amostras dos trés sitios estudados (andlise univariada). O
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gréafico de scores da PCA permitiu verificar a semelhanga entre as amostras dos sitios
IAG e FSP em relagdo as amostras do ICB. Também foi possivel verificar que as
amostras do IAG e FSP estavam menos dispersas, ou seja, apresentavam menor
variabilidade em relagdo as amostras do ICB. O grafico de loadings reproduziu o perfil
do cromatograma indicando que todas as variaveis contribuem para a distincdo das
amostras do ICB, fato também observado na andlise univariada. Salienta-se que a
formacao de agrupamentos distintos entre as amostras da FSP e IAG em relacdo as do
ICB, observada no grafico de scores e no dendograma, pode ter sido ocasionada
devido as condicoes meteoroldgicas diferentes.

Com base nos resultados obtidos pela andlise exploratéria mutivariada é possivel
estabelecer um protocolo geral para utilizagdo de cromatograma completo na andlise de

CC na atmosfera:

1. Construgao de uma matriz com os cromatogramas das amostras;

2. Escolha das estratégias de pré-alinhamento e alinhamento;

3. ldentificacdo dos picos nos cromatogramas das amostras, se necessario,
utilizando os cromatogramas dos padrdes como referéncia;

4. Aplicacao da derivada ou outro algoritmo de correcéo, se existir deslocamentos
verticais ou de inclinacao de linha base;

5. Aplicagao de alisamento e verificagdo do tamanho da janela;

6. Aplicacdo de PCA e HCA na matriz final.
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