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Resumo

Resumo

Os &cidos organicos de baixo peso molecular, como o citrico, latico, malico e
tartarico sdo frequentemente utilizados na inddstria alimenticia e de bebidas devido as
suas propriedades antioxidantes e acidulantes. Por esta razéo, geralmente sdo usados para
manter o sabor das bebidas, regular o pH, mascarar o gosto desagradavel de alguns
compostos, neutralizar o paladar doce e/ou acidificar o sabor. Portanto, o
desenvolvimento de metodologias analiticas robustas, rapidas e com a minima geragao
de residuos para o monitoramento desses acidos em bebidas € de grande importancia, pois
eles influenciam drasticamente nas propriedades organolépticas, estabilidade e
caracteristicas microbioldgicas desses produtos. Este trabalho demonstra a oxidagao
eletrocatalitica dos &cidos citrico, latico, malico e tartarico no eletrodo de pasta de
carbono modificado com ftalocianina de cobalto (II) - CoPC-CPE para o
desenvolvimento de um método sensivel e direto empregando voltametria de onda
quadrada associado a técnicas de calibragdo multivias para contornar problemas de
interferéncia encontrados nas amostras. Modelos de calibragcdo foram construidos para
cada analito usando minimos quadrados parciais desdobrados com bilinearizacao residual
(U-PLS/RBL) e resolucdo de curvas multivariadas com minimos quadrados alternados
(MCR-ALS). Os modelos foram avaliados usando um conjunto de validacdo (25
misturas) obtido a partir de um planejamento Taguchi. Um intervalo de resposta linear
entre 10 e 100 umol L foi utilizado para os modelos U-PLS/RBL e MCR-ALS, que
apresentaram uma faixa de REP variando de 2,58% a 5,46% e 4,47% a 5,78%
respectivamente. Finalmente, os modelos de calibracdo U-PLS/RBL e MCR-ALS foram
aplicados em nove amostras de sucos de frutas. Os resultados obtidos, em ambos 0s
modelos, alcancaram a vantagem de segunda ordem e demonstraram um O6timo
desempenho analitico. Além disso, o teste t pareado foi realizado entre o0 método proposto
e 0 método de referéncia (método 974.18 da AOAC), onde foi possivel observar que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa, a um nivel de confianca de 95%. Portanto,
0 método proposto € uma alternativa inédita, simples, rapida e com pouca geracao de

residuo para determinacéo de &cidos organicos em sucos de frutas.

Palavras-chave: Acidos organicos; Sucos; Eletrodo de pasta de carbono modificado com

ftalocianina de cobalto (I1); Voltametria de onda quadrada; Calibragcdo multivias.
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Abstract

Abstract

Low molecular weight organic acids such as citric, lactic, malic and tartaric are
often used in the food and beverage industry because of their antioxidant and acidulant
properties. For this reason, they are generally used to maintain the flavor of the beverages,
regulate the pH, mask the unpleasant taste of some compounds, neutralize the sweet taste
and/or acidify the taste. Therefore, the development of robust analytical methodologies,
fast and with minimal waste generation for the monitoring of these acids in beverages is
of great importance because they influence drastically the organoleptic properties,
stability and microbiological characteristics of these products. This work demonstrates
the electrocatalytic oxidation of citric, lactic, malic, succinic and tartaric acids in the
cobalt (Il)-phthalocyanine modified carbon paste electrode - CoPC-CPE for the
development of a sensitive and direct method employing square wave voltammetry
associated with multivias calibration techniques to circumvent interference problems
found in the samples. Calibration models were constructed for each analyte by using
partial least squares unfolded with residual bilinearization (U-PLS/RBL) and resolution
of multivariate curves with alternating least squares (MCR-ALS). The models were
evaluated by using the validation set (25 mixtures) obtained with the Taguchi design. A
linear response range between 10 and 100 umol L™ was used to U-PLS/RBL and MCR-
ALS models which presented REP range varying from 2.58% to 5.46% and 4.47% to
5.78%, respectively. Finally, the calibration models U-PLS/RBL and MCR-ALS were
applied to nine samples of fruit juices. The results obtained in both models reached the
second order advantage and demonstrated an excellent analytical performance. In
addition, paired t-test was applying between the proposed and the reference methods
(AOAC method 974.18) where it was possible to observe that there was no statistically
significant difference at a confidence level of 95%. Therefore, the proposed method is an
unprecedented alternative, simple, fast and with little residue generation for determination

of organic acids in fruit juices.

Keywords: Organic acid; Fruit juice; Cobalt phthalocyanine modified carbon paste

electrode; Square wave voltammetry; Multiway calibration.

Silva, A. C.



Capitulo 1.
INTRODUCAQO



Introducéo

1. Introducio

1.1. Caracterizacdo geral da proposta

Os &cidos organicos (AO) foram descobertos ha mais de 400 anos pelo quimico
Carl Scheele. Alguns desses &cidos, especialmente o citrico, latico, malico e tartarico
(Fig. 1), ocorrem naturalmente em frutas como resultado de processos metabolicos,

bioquimicos, hidrdlises e crescimento bacteriano [1-2].

Os_ _OH o
m \/[L
OH
HO OH
OH HO

Acido Citrico Acido Latico
@) OH O
HO HO
OH OH
@) OH @) OH
Acido Malico Acido Tartérico

Figura 1. Estrutura quimica dos acidos organicos.

Esses acidos desempenham um papel essencial na qualidade e valor nutricional dos
alimentos e bebidas, contribuindo significativamente para as propriedades organolépticas,
atuando como antioxidantes, emulsificantes e reguladores de acidez [3]. Em matrizes
complexas como sucos industrializados, estes acidos, provenientes das frutas e dos
processos de fermentacdo alcodlica e malolatica, contribuem com a cor, aroma, gosto,
caracteristicas, equilibrio gustativo e estabilidade microbiolégica e quimica dessas
bebidas [3, 4, 5]. Por isso, a quantificacdo individual desses acidos organicos nos sucos €
muito importante para diferenciacdo, classificacdo, identificacdo de origem ou possivel
adulteracdo [6, 7].

Tendo em vista a importancias deles para as matrizes que os contém, varios métodos
analiticos foram desenvolvidos para quantifica-los tanto individualmente, quanto
simultaneamente [4]. Dentre os principais métodos descritos na literatura, estdo o0s
métodos eletroforéticos [6, 8, 9], cromatograficos [1, 7, 10, 11], enzimatico [12],
espectrofotométricos [13] e o método descrito pela Associagdo Oficial de Quimica
Analitica [14].  Alternativamente a esses metodos, destacam-se 0s métodos
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eletroquimicos, que apresentam diversas vantagens, tais como: simplicidade, rapidez e
sensibilidade e, em alguns casos, é possivel ainda eliminar a etapa de preparo de amostra,
como por exemplo: para amostras liquidas [15, 16]. Entretanto, os métodos
eletroquimicos para determinacao de AO sdo incomuns devido a sua nao eletroatividade
nos eletrodos convencionais de carbono.

Para superar essa néo eletroatividade dos AO, alguns trabalhos tém sido propostos
com base em eletrodos de carbono quimicamente modificados com mediadores de
elétrons [11-12]. Dentre os mediadores de elétrons mais utilizados, destaca-se a
ftalocianina de cobalto (1) - CoPC devido as suas propriedades eletrocataliticas como
catalisadores em processos redox que podem ocorrer rapidamente com um pequeno gasto
de energia no ion de metal central ou no anel de ftalocianina [19, 20 - 25].

No entanto, as respostas eletrocataliticas dos acidos citrico, latico, malico e tartarico
no eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto (11) - CoPC-CPE
aparecem em potenciais muito préximos, resultando em um alto grau de
sobreposicao/interferéncia dos sinais de resposta [17]. Esta sobreposicdo impede a
determinacéo voltamétrica por calibracdo univariada quando mais de um acido organico
estd presente na matriz. Tal comportamento representa uma limitacdo do sensor que, por
sua vez, pode ser contornada com o uso de técnicas quimiométricas de calibracdo
multivias que portem a “vantagem de segunda ordem”, que nada mais é do que, a
capacidade de quantificar com exatiddo e confiabilidade um ou mais analitos na presenca
de diversos interferentes que ndo foram modelados na etapa de calibracdo [26, 27]. Dentre
o0s varios métodos de calibracdo multivias disponiveis na literatura para modelar dados
voltamétricos, destacam-se a Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos
Quadrados Alternados (MCR-ALS) e os Minimos Quadrados Parciais desdobrados (U-
PLS/RBL) devido a flexibilidade desses algoritmos em modelar um conjunto dados onde
ocorre a quebra da trilinearidade [28 — 30].

Neste trabalho uma metodologia analitica sensivel, simples, rapida e sem preparo
de amostra foi desenvolvida para determinar os acidos citrico (AC), latico (LA), mélico
(MA) e tartarico (TA) em amostras de sucos, utilizando um CoPC-CPE e a técnica de

voltametria de onda quadrada associada a calibragdo multivias.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia voltamétrica a partir da voltametria de onda
quadrada e técnicas de calibracdo de segunda ordem para determinacdo do &acido citrico,

latico, malico e tartarico em amostras de sucos, aplicando o CoPC-CPE.
1.2.2. Objetivos especificos

. Investigar o comportamento eletroquimico dos &cidos citrico, latico, mélico e
tartarico frente ao CPE e ao CoPC—CPE por intermédio da voltametria ciclica e de

onda quadrada;

o Construir modelos de calibracdo individual para cada analito empregando solugdes
padrdo, seguido da modelagem dos dados com U-PLS/RBL e MCR-ALS;

o Testar os modelos de calibragdo por meio do conjunto de validagdo constituido da
mistura simultdnea dos A&cidos citrico, latico, malico, tartarico (constituinte
calibrado) e um constituinte ndo calibrado (&cido succinico), para explorar a

vantagem de segunda ordem;

o Aplicar os modelos validados na predicdo dos acidos citrico, latico, malico e

tartarico em amostras de sucos;

o Utilizar as potencialidades analiticas do CoPC-CPE associados a ferramentas
quimiométricas para eliminar o efeito de interferéncia nas amostras de sucos

durante a quantificacdo dos acidos organicos;

o Validar o método proposto através da comparacao dos resultados com o método de

referéncia (AOAC) aplicando o teste t pareado.
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2. Fundamentacao tedrica

2.1. Acidos organicos

Os &cidos organicos constituem um grupo de compostos quimicos que diferem entre
si quanto aos grupos carbonila, hidroxila e ligages duplas carbono-carbono nas suas
moléculas. Eles sdo classificados com base no tipo de cadeia carb6nica, saturado ou
insaturado, substituido ou ndo substituido e pelos grupos funcionais. A acidez de um acido
organico é determinada principalmente pela estabilidade da base conjugada da molécula.
Dentre os acidos organicos mais comuns, estdo os acidos carboxilicos de baixo peso
molecular, devido a sua ampla aplicagéo industrial [31 - 32].

Os acidos carboxilicos de baixo peso molecular séo geralmente acidos fracos, cuja
acidez esta associada ao seu grupo carboxilico. Eles sdo encontrados naturalmente nos
organismos e em algumas frutas, outros séo sintetizados quimicamente e alguns séo
produtos de fermentac&o microbiana [9, 33].

Os 4cidos organicos tém sido utilizados durante muito tempo como aditivos
alimentares e conservantes, com o objetivo de prevenir a deterioracdo dos alimentos e
prolongar a vida util dos ingredientes alimentares pereciveis [31, 34]. Porém, ha quem
acredite que a adicdo de acidos nos alimentos e bebidas é prejudicial a saide humana,
devido as propriedades corrosivas e toxicas desta classe de compostos. Mas esta crenca
foi desconstruida partindo do principio de que os acidos organicos sdo substancias
encontradas naturalmente no organismo e participam das reacdes bioquimicas mais
importantes do corpo humano [35].

Sendo assim, um consumo moderado de &cido organico € benéfico para a saude
humana, abrindo o apetite e ajudando na digestdo, no entanto, 0 consumo excessivo é
prejudicial [36]. Por isso, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) dispe
de normas que limitam a quantidade méxima permitida desses aditivos em cada tipo de
alimentos e nas bebidas ndo alcodlicas [37], alcodlicas ndo fermentadas [38] e alcodlicas
fermentadas [39].

Devido as suas propriedades bactericidas, 0s acidos organicos também sdo usados
como produtos antimicrobianos, desenvolvidos e avaliados para reduzir bactérias
patogénicas transmitidas por alguns alimentos [40 - 41]. Além disso, a adicao de acidos
organicos aos alimentos também transmite sabor e atividade antioxidante, mantendo as
propriedades organoléptica dos produtos inalteradas durante longos periodos [42 - 43].

Portanto, uma série de aplicagdes industriais para os AO foram desenvolvidas levando
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em consideracdo suas diferentes propriedades. Dentre os mais utilizados estdo os acidos

citrico, latico, malico e tartarico [9; 44].
2.1.1. Acido citrico

O éacido citrico (AC) ou éacido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico pode ser
encontrado naturalmente na maioria das frutas citricas e foi extraido pela primeira vez em
1784 pelo quimico sueco Carl Scheele. Devido a grande demanda pelo uso de AC na
indUstria, em 1892 ele passou a ser obtido industrialmente, a partir da fermentacdo da
sacarose realizada pelo micro-organismo Aspergillus niger [45 - 46]. Sua formula
quimica é CeHgO7 e sua acidez é consequéncia dos trés grupos carboxilas (-COOH) que
podem perder um préton em solugdo e formar o ion citrato, que por sua vez, € um bom
controlador de pH [44 - 45].

E amplamente utilizado na industria de bebidas e alimentos em geral, como
conservante natural (antioxidante), sendo conhecido também como acidulante INS 330,
dando um sabor &cido e refrescante aos produtos [39]. Além disso, também ¢é utilizado
para redugéo de pH, controle de crescimento microbiano, aromatizante, mascarar 0 gosto
desagradavel da sacarina e dé efeito acidificante sobre o sabor dos produtos [45 - 46]. E

encontrado principalmente nos sucos industrializados e refrigerantes.
2.1.2. Acido latico

O é&cido latico (AL) ou é&cido 2-hidroxipropandico pode ser obtido por sintese
quimica (mistura racémica na reacdo de acetoaldeido com acido hidrocianico) ou por
fermentacdo natural utilizando Streptococcus lactis [44, 47]. O AL foi descoberto em
1780 no leite coalhado, pelo quimico Carl Scheele e sua formula quimica molecular é
C3Hs0s3, apresentando isomeria Optica do tipo: dextrégiro (D-), levogiro (L-) e racémico
(DL-) [17, 47].

De cor cristalina e sabor sutil e suave, as vezes descrito como ligeiramente salino,
é largamente utilizado na inddstria como conservante natural (antioxidante), sendo
conhecido também como acidulante INS 270 [39]. Na industria alimenticia em geral, é
utilizado apenas na forma L-, sendo um ingrediente importante nos produtos carneos
curados, iogurtes, sorvetes, maionese, bombons, recheios, conservas vegetais, leites
fermentados, picles e produtos marinados. Na industria de bebidas, é aplicado

principalmente em cervejas, sucos industrializados e refrigerantes [17; 47].
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2.1.3. Acido malico

O é&cido maélico (AM) ou 4&cido hidroxibutanodioico pode ser encontrado
naturalmente em frutas, como macé e péra, ou pode ser obtido industrialmente a partir da
hidratacdo dupla de anidrido maleico [35]. Ele foi extraido pela primeira vez do suco da
maca em 1785 pelo quimico sueco Carl Scheele, com formula quimica CsHsOs,
apresentando duas formas estereoisoméricas (enantiomeros L e D). Vale ressaltar que o
isomero L existe apenas em sua forma natural [48].

E um de gosto forte, com percepcao néo tdo imediata, porém duradoura. E utilizado
na industria como agente tamponante, aditivo alimentar, aromatizante, para mascarar o
gosto desagradavel da sacarina e como conservante natural (antioxidante), sendo
conhecido também como acidulante INS 296 [39]. Em comparacdo com o AC, o malico
tem um maior potencial realcador do flavour nos alimentos, por isso, é aplicado como
acidulante em pd para refrigerantes, sucos industrializados, cervejas e sobremesas,

objetivando a reducdo dos custos [35, 49].
2.1.4. Acido tartarico

O acido tartarico (AT) ou acido 2,3-di-hidroxibutanodioico pode ser encontrado
naturalmente em frutas citricas, principalmente nas uvas e foi extraido pela primeira vez
em 1769 pelo quimico sueco Carl Scheele, com formula quimica igual a C4HeOs [35]. A
ocorréncia natural do AT é quiral e é conhecida por &cido L-tartarico. O seu enantidbmero
é 0 acido D-tartarico com forma aquiral e pode ser produzida artificialmente por meio da
reagdo quimica de anidrido maleico e peroxido de hidrogénio [50].

O é&cido tartarico € um soélido incolor, facilmente dissolvido em &gua, tem sabor
muito acentuado, embora sua percep¢ao seja muito breve. Igualmente ao acido fosforico,
é 0 que mais baixa o pH nas solucdes. E utilizado principalmente como, agente tampao,
agente de fermentacdo e como conservante natural (antioxidante), sendo conhecido
também como acidulante INS 334 [51]. O AT ndo possui uma escala tdo ampla de
utilizacdo quanto os acidos citrico e malico, porém tem grande importancia na inddstria
alimenticia e de bebidas, principalmente nos produtos com sabor de uva, como por
exemplo, sucos de uva e vinhos [35, 51].

Como caracteristicas desfavoraveis, o AT é mais caro que a maioria dos acidulantes,
inativa menos microrganismos e inibe menos o crescimento microbiano em comparacao

com a maioria dos outros acidos organicos [35, 52].
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2.2. Importancia dos acidos organicos na industria de bebidas

Os é&cidos orgéanicos tém desempenhado um papel significativo em alimentos e
bebidas hd milhares de anos devido, primeiramente, & sua natureza antimicrobiana. Em
regides onde a qualidade da agua € insalubre, praticas de adicionar pequenas quantidades
de suco de limdo ou vinho a agua potavel foram adotadas, com o objetivo de inativar
bactérias ou sensibiliza-las para inativagdo subsequente no tratamento gastrointestinal
[35, 43]. Este processo de acidificar bebidas a niveis de pH baixos é conhecido h&a muitos
séculos atras. Nas escrituras do Novo Testamento, por exemplo, ha alusdo a esta prética,
onde o apdstolo Paulo se dirige ao jovem evangelista Timéteo: "N&ao beba mais agua so,
mas usa um pouco de vinho, por causa do seu estbmago e das tuas frequentes
enfermidades” (I Tim 5:23), essa afirmacéo refere-se ao efeito de purificacdo alcancado
pela acidificacdo da agua.

Atualmente na industria de bebidas, os acidos organicos exercem varias funcdes,
sendo as principais delas: aromatizantes, reguladores de pH e agentes tamponantes [53].

A funcdo de aromatizante é uma das principais aplicacbes dos AO, pois dao aos
alimentos sabores ou aromas particulares. Sabe-se que cada acido possui suas proprias
caracteristicas, que difere entre si, em termos de intensidade e duracdo do sabor. Portanto,
essas caracteristicas sao levadas em consideragdo no momento de inclui-los as bebidas
produzidas, para conseguir proporcionar ao consumidor produtos com mais qualidade e
sabor mais préximo possivel do pretendido [35, 53].

A funcdo dos reguladores de pH é alterar e controlar a acidez ou alcalinidade a um
nivel especifico importante para o processamento do produto em questdo. O controle
adequado do pH ajuda a manter a estabilidade do aroma, bem como da flora microbiana
das bebidas, enquanto que o controle inadequado resulta no crescimento de bactérias
indesejaveis, que podem ser um perigo a satde. Numa regra geral, baixando o pH das
bebidas, aumenta-se a eficiéncia dos conservantes [35, 53].

Os agentes tamponantes sdo utilizados para manter estabilizado o pH das bebidas e
com isso evitar os efeitos adversos sobre o aroma, a cor e/ou a estabilidade microbiana
do produto, que podem ser causados pela flutuagdo do pH. Esses agentes sdo comumente
usados como combinagdes de acido fraco/sal e essa relagcdo pode ser ajustada para se
conseguir diferentes faixas de pH. A capacidade tamponante aumenta a medida que a
concentracdo molar da solucéo acido/sal aumenta e, quanto mais perto o pH do tampé&o

estiver do pKa do acido, maior sera a capacidade tamponante [35, 53].
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Além da adicdo proposital dos AO nas bebidas, alguns deles sdo formados na etapa
de fermentacdo do mosto, na qual o etanol e o gas carbbnico sdo formados como
compostos majoritarios, por meio do metabolismo da sacarose pelas leveduras [54, 55].
Assim sendo, a acidez total deve ser levada em consideragéo para que as propriedades
sensoriais e organolépticas estejam estaveis no produto final que chegara a mesa do

consumidor.
2.3. Métodos analiticos aplicados a determinacao de acidos organicos

A demanda pelo uso dos AO nas industriais alimenticias e de bebidas aumenta
gradativamente com o passar do tempo e com ela aumenta-se a preocupacdo dos
consumidores quanto ao uso e/ou consumo excessivo desses compostos para a satde. Por
isso, o controle responsavel desses acidos € de grande importancia para a sociedade, uma
vez que, o0 uso demasiado pode trazer prejuizos a saude humana, bem como prejudicar as
propriedades organolépticas e gustativas dos produtos que os contém [36, 42, 43]. Sendo
assim, a Associacdo Oficial de Quimica Analitica (AOAC) desenvolveu métodos
analiticos oficiais para o controle dos AO em diversas matrizes, como por exemplo, em
produtos derivados de frutas (sucos e refrigerantes) e cervejas [14].

Os métodos da AOAC para a determinacdo dos &cidos citrico, latico, mélico e
tartarico em produtos de frutas e cervejas, podem ser realizados individualmente para
cada acido, sendo os procedimentos para cada um, baseados em etapas longas e exaustivas
de precipitacdo, seguido de etapas de filtracdo, lavagem e secagem, para SO entdo ser
submetido a determinacao por métodos de titulacdo, ou entdo, por meio de cromatografia
de fase reversa para determinacao simultanea [14]. Esses procedimentos oficiais duram
em média 20 horas para realizar a determinacdo de um &cido por vez, em uma amostra,
fatos que os tornam inviaveis para as analises de rotina devido aos longos tempos de
analise, utilizando procedimentos bastante laboriosos, com muito gasto de reagentes e
geracdo de residuos [18, 56].

Por esta razdo, na literatura sdo encontrados diversos trabalhos descrevendo
métodos alternativos aos da AOAC para a determinacdo dos &cidos orgénicos que
apresentam vantagens sobre os oficiais, tais como: (i) sensibilidade; (ii) seletividade; (iii)
ganho de tempo e (iv) menor consumo de reagentes. Dentre as técnicas mais utilizadas,
estdo as espectrofotométricas [13; 57], enzimaticas [58, 59], cromatogréficas [1, 7, 10],
eletroforéticas [6, 8, 9] e eletroanaliticas [2, 18, 60].
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2.4. Técnicas eletroanaliticas

As primeiras investigacGes eletroquimicas sdo datadas por meados da década de
1780, por Luigi Galvani (Italia) atraves de estudos realizados sobre as contragdes dos
membros posteriores de rds quando se aplicava eletricidade estatica. Nesse estudo
Galvani concluiu que os nervos dos musculos animais continham um fluido semelhante,
mas ndo igual, ao fluido elétrico e esse trabalho ficou conhecido como “eletricidade
animal” [61]. As afirmacdes de Galvani inflamaram a pesquisa entre os cientistas da
Europa, dando origem a muitas discussdes, palestra e inspirando a primeira obra de ficcdo
cientifica da historia (Frankenstein) publicado no século XIX [60]. Em 1796 Alessandro
Volta (Italia) refutou a “eletricidade animal” de Galvani, apds desenvolver pela primeira
vez uma bateria. Sua pilha voltaica foi uma invencao histérica e foi melhorada por uma
série de desenvolvimentos ao longo do século X1X [62]. Mais tarde, com 0s avangos na
pesquisa, parametros elétricos como condutividade, corrente elétrica e potencial, foram
relacionados com as propriedades da solugdo analisada, dando origem as primeiras
aplicacdes analiticas através das técnicas eletroquimicas [63].

Desde os primeiros estudos até os dias atuais, as técnicas eletroanaliticas sédo
utilizados em diversas aplicacdes, como produtos farmacéuticos, alimenticios e amostras
ambientais [64 - 66], por portarem vantagens como alta sensibilidade, seletividade, baixos
limites de deteccdo e baixo custo instrumental e operacional [15].

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas em algumas propriedades elétricas
(corrente, potencial e carga) mesuraveis do analito, quando este é submetido a uma
diferenca de potencial aplicada entre os eletrodos. A resposta dessa interagdo (sinal
analitico) é relacionada com algum pardmetro quimico do analito, como por exemplo,
concentracdo [67, 68]. Dentre o conjunto das técnicas eletroanaliticas, destaca-se a

voltametria, desenvolvida em 1922 pelo quimico checo Jaroslav Heyrovsky [62].
2.4.1. Voltametria

A voltametria € uma técnica baseada nos fenémenos que ocorrem na interface entre
a superficie do eletrodo de trabalho e a solucdo [69]. Nessa técnica, a corrente elétrica (i)
é medida em funcéo da aplicacdo de potencial (E) e a magnitude da corrente obtida pela
transferéncia de elétrons durante um processo de oxirreducdo, € relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo e consequentemente, na célula

eletroquimica [69, 70].
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Na voltametria, as células eletroquimicas utilizadas podem ser compostas por dois
ou trés eletrodos, sendo o ultimo mais utilizado, devido as vantagens no aumento da
sensibilidade e precisdo na resposta analitica [70]. Na célula eletroquimica composta por
trés eletrodos, tem-se: o eletrodo de trabalho, de referéncia e o auxiliar. Nesse sistema, 0s
eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional, que atuara quando uma
diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia for aplicada,
fazendo a resisténcia do eletrodo de referéncia aumentar e a do eletrodo auxiliar diminuir,
permitindo que a corrente de eletrolise flua apenas entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo auxiliar, garantindo que o potencial no eletrodo de referéncia permaneca
constante, evitando assim que ocorram varia¢des de potencial da reacao redox [68 - 70].

Os processos de oxidagdo ou redugdo que ocorrem na interface eletrodo-solugéo
acontecem a partir da transferéncia de massa (transferéncia da espécie quimica do corpo
da solucdo para a superficie do eletrodo) e da transferéncia de carga (transferéncia de
elétrons na superficie do eletrodo), seguido da volta do produto da reacdo formado na
superficie eletrodica para a solucdo [68].

Dentre as técnicas voltamétricas aplicadas em estudos eletroanaliticos, destacam-
se, neste trabalho, a voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada (técnica pulsada)
[69].

2.4.1.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) é uma técnica de varredura reversa, na qual as medidas sdo
realizadas variando o potencial na forma de uma onda triangular (Fig. 2a) com velocidade
conhecida, onde o potencial aplicado varia linearmente com o tempo e ao atingir o potencial
final desejado, a varredura é revertida ao potencial inicial [67, 69 - 71]. Ha ainda alguns casos
no qual o potencial pode ser aplicado na forma de escada - staircase - (Fig. 2b), isto é,
com degraus de potenciais na ordem de 10 mV, com pequenos tempos de duracdo (50
ms), onde a corrente é lida apenas no final deste intervalo. O objetivo desta variacao é

minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total [67, 69 - 71].
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Figura 2. Sinal de excitagdo para CV.

De acordo com o sinal de excitacdo da CV picos catodicos e/ou anddicos podem
ser obtidos, isso vai depender do tipo de mecanismo redox que a molécula do sofre no
eletrodo. Por exemplo, se a reacédo for reversivel (Fig. 3a) ou quase-reversivel (Fig. 3b),
um par de picos catodico (Epc) e anddico (Epa) sera obtido, porém se a reagdo for irreversivel

(Fig. 3c) apenas um dos picos (catodico ou anddico) serd observado [67, 69 - 71].

1@ Ep (b) . (c)

[ is
2 [
a

~__-; g ) S = ,1_:. ,.-"J
i — g / Potencial () < | ipe Potencial (E) S Potencial (E)
pet | ‘\
N 4:’;:; E g
i pe
Epe

Figura 3. Voltamogramas de CV para um sistema reversivel (a), quase-reversivel (b) e irreversivel (c).

Os testes diagndsticos da CV sdo baseados na dependéncia do potencial de pico e da
corrente de pico em funcdo do estudo da variagédo da velocidade de varredura. Nesses testes
é possivel obter informagGes acerca da reversibilidade e irreversibilidade do processo de
transferéncia de elétrons e da presenca de reacdes quimicas acopladas [72]. Os testes

diagnosticos para caracteriza¢do de cada tipo de processo redox estdo descritos na Tab. 1.

Tabela 1. Testes diagndsticos para processos redox usando CV.

Reversivel Quase-Reversivel Irreversivel
ipoc v1/2 ipc aumenta com v ipe o V172
|ipa/ipc| =1 |ipa/ipc| =1sea=0,5 auséncia de pico reverso

AE, = |Epq — Epe| =59/n | AE,>59/n eaumentacomv | |dE,/dlogv|=29,6/(an")

|Ep — Ep/2| = 56,6/n - |Ep — Epj2| = 47,7/ (an")

E, independe de v Epc desloca negativamente E, depende de v
com o aumento de v
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A CV é a técnica mais utilizada para adquirir informagfes qualitativas sobre o0s
processos eletroquimicos e dentre as principais vantagens da CV estéo: (i) a caracteristica de
rapidamente fornecer informac6es sobre a termodindmica de processos redox, da cinética de
reacOes heterogéneas de transferéncia de elétrons (mecanismos de reacdo redox) e sobre
reacOes quimicas acopladas a processos adsortivos (ii) a possibilidade de investigar a
reatividade quimica das mais diferentes espécies, assim como avaliar a reversibilidade dos
processos eletroquimicos, favorecendo a realizacdo de estudos exploratérios quando néo se
possui informacGes sobre a eletroatividade do analito.

2.4.1.2. Técnicas pulsadas

As técnicas pulsadas surgiram em meados da década de 50 e sdo baseadas na
medida da corrente elétrica em funcdo do tempo no qual um determinado pulso de
potencial € aplicado. Essas técnicas comecaram a substituir as técnicas polarograficas
classicas na determinacdo de espécies eletroativas, devido ao ganho de sensibilidade [73
- 74].

Esse ganho de sensibilidade é consequéncia da largura do pulso e do degrau de
potencial que é aplicado no eletrodo, pois quando uma diferenca de potencial é aplicada
ao sistema, as correntes faradaica e capacitiva decaem com o tempo, porém, a
contribuicdo capacitiva, tende a zero muito mais rapidamente do que a contribuicao
faradaica (Fig. 4). Portanto, no instante em que a contribui¢do da corrente capacitiva é
minimizada, a leitura é realizada, obtendo apenas a corrente faradaica, que é funcdo da

concentragdo do analito [73 - 74].

\
\ medida de corrente
(]

N\

— faradaica

corrente

capacitiva

T T
tempo do pulso
Figura 4. Variagdo das correntes faradaicas e capacitivas em funcdo do tempo, nas técnicas de pulso.

Dentre as principais técnicas pulsadas destaca-se a voltametria de onda quadrada
(SWV).
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2.4.1.2.1. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada € uma técnica de pulso que surgiu em 1953 quando
um grupo de cientistas liderados por Barker realizavam estudos/experimentos com o
objetivo de minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva residual obtida nas analises
polarograficas [67, 69].

As medidas na SWV sdo realizadas variando o potencial na forma de escada (Fig.
5), onde os pulsos de potencial (AEp) com mesma amplitude s&o sobrepostos a uma altura

de potencial (AEs) constantes e cada ciclo tem duracéo de 2t, (Periodo) [70, 75].

A |
Ciclo Ciclo
' —a

= —a
= —a lAEp
S t
2 AE

5 ! =
o —0C
A O

Tempo (t)

Figura 5. Sinal de excitagdo para SWV.

De acordo com o sinal de excitacdo da SWV duas correntes sdo adquiridas
alternadamente (Fig. 6), sendo a corrente direta (ig), obtida no sentido direto da varredura
e a corrente reversa (ir), obtida no sentido oposto da varredura [69 - 70]. Portanto, o sinal
analitico da SWV ¢ dado como a intensidade da corrente resultante (Ai) obtida, de acordo

com a Equacéo 1:

Ai = ig — i, Eq. 1

resultante

(@)

()

Corrente
Corrente

reversa

reversa

Potencial Potencial
Figura 6. Voltamogramas de SWV para um sistema reversivel (a) e um sistema irreversivel (b).
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Dentre as principais vantagens da SWV estdo: (i) o ganho na sensibilidade, devido
a excelente discriminacéo entre a corrente capacitiva e a faradaica, com possibilidade de
alcancar baixos limites de detecc¢do (ii) reducao no tempo de medida, devido a capacidade
da velocidade de varredura variar de 100 a 1000 mV s com uma frequéncia de até 100
ciclos/segundo [15, 76].

Entre os parametros importantes dessa técnica destacam-se a frequéncia da onda
(f), amplitude de pulso (a) e o incremento de potencial, uma vez que, todos eles
influenciam diretamente na intensidade dos sinais voltamétricos e, consequentemente, na
sensibilidade [76, 77].

2.5. Eletrodos quimicamente modificados

Esse termo foi criado em 1975 por Murray e colaboradores e se refere aos eletrodos
solidos convencionais que possuem espécies quimicamente ativas imobilizadas em sua
superficie. Os primeiros estudos acerca dos eletrodos quimicamente modificados
surgiram no inicio da década de 70 com o objetivo de estabelecer e controlar a natureza
fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo e devido a necessidade de analisar compostos
especificos que ndo eram eletroativos em eletrodos convencionais [78, 79].

A espécie quimica com propriedades para melhorar a sensibilidade, seletividade e
estabilidade de um eletrodo sélido convencional é chamado de agente modificador e este,
por sua vez, é escolhido de acordo com a necessidade de aplicacdo [80]. Dentre 0s mais
utilizados pode-se citar: as enzimas, as espécies organicas, tais como: quinonas,
tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano, etc e compostos organometalicos, tais como:
ferrocenos, 6xidos de ruténio, metaloporfirinas, ftalocianinas, etc.

Os métodos mais utilizados para realizar a modificacdo sdo: adsorcdo (método
simples e rapido no qual o agente modificador € dissolvido e o eletrodo é colocado em
contato com a solucdo); ligacdo covalente (é a incorporacdo de um vasto nimero de
substancias, de maneira estavel, através da manipulacdo da reatividade dos grupos
funcionais existentes na superficie do eletrodo); filmes poliméricos (imobilizacdo de
policamadas da espécie ativa na superficie do eletrodo a partir do recobrimento com
filmes poliméricos); ou materiais compdsitos (modificacdo interna do material eletrodico
pela combinacdo de duas ou mais fases de diferentes naturezas) [81]. Geralmente, a
camada de modificacdo é eletroativa e age como mediador de elétrons na interface

eletrodo/solucéo [81].
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Outro aspecto importante a ser considerado é a escolha do substrato que sera
modificado, pois ele deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e ser
adequado para 0 método de modificagdo escolhido. Dentre os substratos mais adequados
estdo o ouro, platina, carbono vitreo e pasta de carbono [82]. Entre esses, o material que
mais se destaca é a pasta de carbono devido a facilidade de fabricacdo, sensibilidade,
seletividade, ampla faixa de potencial de trabalho, superficie facilmente renovada e baixa
corrente de fundo [82 - 83].

Os eletrodos quimicamente modificados apresentam vantagens como estabilidade,
sensibilidade e seletividade. Além disso, podem diminuir o sobrepotencial que varios
analitos necessitam para se oxidar ou se reduzir e também minimizar os problemas de
interferentes [78, 79]. Por isso, os eletrodos quimicamente modificados sdo largamente

aplicados na area ambiental, industrial e da satde.

2.5.1. Eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto

(1)

A ftalocianina foi sintetizada pela primeira vez, acidentalmente, em 1907 por Brun
e Tcherniac ao realizarem um experimento com ftalimida e anidrido acético. Esses
reagentes originaram 0 composto orto-cianobenzamida, que ao ser aquecido em alta
temperatura, originou um produto de colocagdo azul-esverdeado [84, 85]. Porém, s6 em
1934 esse “novo” composto foi nomeado como ftalocianina, por ser originado do anidrido
ftalico (ftalo) e apresentar a coloracdo azul-esverdeada (ciano) [86]. Dois anos mais tarde,
0s pesquisadores Linstead e Robertson conseguiram compreender e elucidar a estrutura
molecular da ftalocianina, a partir de estudos realizados por difragéo de Raio-X [87].

Na Figura 7 observa-se que a ftalocianina é um composto policiclico aromatico
com quatro unidades isoindol unidos através de atomos de nitrogénio. Os anéis
aromaticos dao ao composto um arranjo planar com 18 elétrons m, resultando em uma alta
densidade eletrdnica, que por sua vez, é capaz de doar pares de elétrons. Portanto, a regido
central da molécula pode ser ocupada por um par de atomos de hidrogénio (Fig. 7a) ou
por metais de transicdo (Fig. 7b) através de ligacbes de coordenagdo. Uma vez

coordenadas por um centro metalico sdo denominadas de ftalocianinas metéalicas [25].
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Figura 7. Estrutura da ftalocianina na forma écida (a) ftalocianina metélica (b) e ftalocianina de cobalto Il

(©).

A primeira sintese de uma ftalocianina metalica aconteceu também de forma
acidental em 1927 quando Diesbash e VVon Der Weid aqueceram uma mistura de orto-
dibromobenzeno e cianida de cobre em piridina a 200°C. O produto dessa reacdo foi a
ftalocianina de cobre [88]. Em 1928, quimicos da Scottish Dyes Ltd. tentavam preparar
ftalimida a partir da reacdo entre o anidrido ftalico e am6nia usando um recipiente de
ferro, e acidentalmente sintetizaram a ftalocianina de ferro. Anos depois, descobriu-se
que a procedéncia do &tomo de ferro foi devido ao recipiente usado para 0 meio reacional
[89].

Logo apds a sua identificacdo estrutural, as ftalocianinas foram amplamente
utilizadas na industria téxtil e de corantes, devido sua estabilidade quimica, térmica e
fotoquimica [90]. Na eletroquimica, as ftalocianinas sdo muito utilizadas como
mediadores de elétrons, pois quando imobilizadas na superficie dos eletrodos, sdo
catalisadores ativos para uma ampla faixa de reacGes eletroquimicas, podendo sofrer
processos redox rapidamente com um pequeno gasto de energia, facilitando a
transferéncia de carga entre o analito e o eletrodo [25, 71, 91].

Dentre as ftalocianinas metalicas usadas como mediadores de elétrons destaca-se
a ftalocianina de cobalto (I1) (Fig. 7c¢) devido a atividade eletrocatalitica ser estavel frente
a diferentes reaces, mesmo quando estdo imobilizadas na superficie dos eletrodos [92,
93].

O comportamento eletrocatalitico da CoPC quando adsorvida no CPE esta
relacionada aos processos redox que ocorrem tanto no cobalto quanto no anel da
ftalocianina [92, 94]. Entdo vejamos, no estado normal de oxidag&o o cobalto tem duas
cargas positivas (Co?") e a ftalocianina duas cargas negativas (PC?). Nesse caso, 0s
processos redox podem envolver os pares Co?*/Co*" (oxidag&o) e Co?*/Co* (reducéo), ao

passo que 0s processos que ocorrem no anel da PC podem envolver os pares PC%/PC™*
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(oxidagdo) e PC2/PC (reducéo) [71, 95]. Neste trabalho verificou-se que a atividade
eletrocatalitica dos acidos organicos no CoPC-CPE envolve a oxidacéo eletroquimica de
Co?" indo a Co*" seguida da reducdo quimica de Co*" indo a Co?* pelos 4cidos organicos
em solucéo, possibilitando o desenvolvimento de um novo método eletroanalitico para

determinacdo destes acidos.
2.6. Quimiometria

A quimiometria é uma &rea da quimica que usa métodos matematicos e estatisticos
para fornecer o maximo de informacg6es quimicas através da analise dos dados [96]. Os
primeiros registros de estudos quimiométricos surgiram na década de 70 pelos
pesquisadores Svante Wold e Bruce R. Kowalski, quando os computadores se tornaram
mais explorados para investigac&o cientifica [97].

Um dos principais motivos que levou os quimicos analiticos, em particular, a
desenvolverem métodos quimiométricos foi a complexidade de dados gerada pela
instrumentacdo analitica moderna [98].

As técnicas quimiométricas sdo basicamente divididas em planejamento
experimental, reconhecimento de padrdo e calibracdo. O planejamento experimental é
utilizado para otimizar as condi¢cdes experimentais com o menor nimero de ensaios
possiveis [99]; o reconhecimento de padrbes realiza analises exploratérias nos dados
buscando semelhancas no sistema quimico analisado e tem por objetivo a classificagdo
de objetos (padrdes) em um numero de categorias ou classes [100]; e na calibracéo utiliza-
se modelos matematicos capazes de correlacionar propriedades do(s) analito(s) com

mdaltiplos sinais registrados no instrumento [101].
2.6.1. Calibracdo em quimica analitica

A calibracdo, na quimica analitica, € um conjunto de operacGes que relacionam o
sinal analitico com a propriedade da amostra analisada [101, 102]. Existem dois tipos de
calibracdo, a univariada e a multivariada.

A calibracdo univariada relaciona um unico sinal analitico (como por exemplo
medidas de pH) com a propriedade de apenas um analito na amostra [102, 103]. Apesar
de muito consolidada na literatura, a presenca de interferentes durante a analise, prejudica
o desempenho dessa calibracdo. Isso significa dizer que, se houver interferente na

amostra, o analista dever realizar etapas prévias de extracdo e tratamento da amostra,

Silva, A. C.



Fundamentacao tedrica

sendo necessario mais tempo e mais gasto de reagentes, para evitar resultados
equivocados [104, 105].

Na calibracdo multivariada um conjunto de sinais analiticos (como por exemplo,
espectros NIR) é relacionado com um ou mais analitos na amostra [102, 106]. A
vantagem dessa calibracdo, sob a univariada, € a possibilidade de quantificar
simultaneamente analitos na presenca de outras substancias, desde que esses tenham sido
modelados na etapa de calibragdo [106, 108]. E importante destacar que, o analista deve
tentar modelar o maximo de interferentes possiveis que podem vir a existir na amostra a
ser analisada. Isso significar dizer que, em alguns casos, sera necessario analisar grandes
quantidades de amostras para garantir um modelo de calibracao robusto [107]. Entretanto,
quando se trabalha com amostras tdo complexas como solos e bebidas, por exemplo, €
muito dificil conseguir um conjunto de calibragdo com uma representatividade
suficientemente eficaz para modelar todos os constituintes presentes, seja analito ou ndo
[109, 110]. Portando, para tentar contornar amostras tdo complexas com reducao de
esforcos, mantendo a precisdo e confiabilidade do método, a calibracdo multivias foi
desenvolvida [111 - 112].

Na calibragdo multivias um conjunto mais complexo de sinais analiticos (como por
exemplo, fluorescéncia do tipo emisséo e excitacdo em 3D, que gera uma matriz de dados
por medida) é relacionado com o analito presente na amostra [113, 114]. A grande
vantagem dessa calibragdo ¢ a chamada “vantagem de segunda ordem”, que permite ao
analista quantificar com exatiddo e confiabilidade um ou mais analitos na presenca de
diversos interferentes que ndo foram modelados na etapa de calibracdo [26; 115]. Essa
caracteristica reduz o nimero de amostras necessarias para a modelagem, diminuindo
consequentemente os esforcos de bancada, os reagentes utilizados, o tempo e 0s gastos,
além de aumentar consideravelmente a seletividade do método [26; 27]. A dificuldade é
a complexidade estatistica e matematica associadas aos métodos usados nesse tipo de

calibracéo [27].
2.6.1.1. Métodos de calibracdo multivias

Com o avango da instrumentacdo analitica moderna houve um progresso na
obtencéo de sinais, sendo possivel obter dados em fungdo de mais de uma varidvel. Na
calibracdo de segunda ordem, quando se mede mais de uma amostra, séo obtidos dados
de trés vias, pois cada sinal é funcdo de trés fontes diferentes de variacdo (no caso de

dados eletroquimicos: a amostra, a variacdo de potencial e a variacdo de frequéncia ou
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pH, etc) [111, 116]. Dados dessa natureza sdo chamados de dados de segunda ordem e na
literatura é possivel encontrar uma grande variedade de algoritmos apropriados para
modela-los.

Do ponto de vista analitico, os dados de segunda ordem representam uma fonte rica
de informacdes, porque muitos sinais sao usados para descrever uma unica amostra [116,
117]. No entanto a peculiaridade de cada conjunto de dados deve ser levada em
consideragdo antes de selecionar um determinado método de calibracdo multivias, pois
cada um desses algoritmos tem suas proprias ferramentas para contornar os problemas
analiticos existentes [116, 118].

Dentre os varios métodos de calibragdo multivias disponiveis na literatura para
modelar dados voltamétricos de segunda ordem se destacam 0s minimos quadrados
parciais desdobrado com bilinearizacdo residual (U-PLS/RBL) e a resolugdo de curva
multivariada com minimos quadrados alternados (MCR-ALS), devido a flexibilidades
desses algoritmos frente a quebra de trilinearidade dos dados [27 - 29].

A trilinearidade estd associada ao conceito matematico de que uma funcdo de
resposta instrumental X(rl, r2, r3) pode ser separada no produto de trés funcdes
independentes X1(rl), X2(r2) e X3(r3); na pratica analitica, significa dizer que, cada
espécie quimica analisada possui um unico perfil instrumental invariavel, que ao passar
de amostra para amostra, varia apenas em intensidade e a aditividade de sinais é mantida
[119].

2.6.1.1.1. Minimos Quadrados Parciais Desdobrados com Bilinearizacéo
Residual (U-PLS/RBL)

Minimos quadrados parciais desdobrados (U-PLS) é uma extensdo dos minimos
quadrados parciais (PLS) aplicado aos dados multivias desdobrados [120]. O
desdobramento do tensor de dados (IxJxK) em uma matriz bidimensional (IxJK) esta

representada na Fig. 8.
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Assumindo que o tensor X(IxJxK) corresponde a um conjunto de dados
voltamétricos, a dimensédo | é referente as amostras, a dimensdo J esta relacionada a
variacdo da frequéncia (ou pH ou qualquer outro parametro voltamétrico) e a dimensao
K é referente a variacdo de potencial. Desdobrando o tensor X em uma matriz X(I1xJK) a
dimensao | (linhas) refere-se as amostras e a dimenséo JK (colunas) correspondem aos
voltamogramas medidos em J frequéncia [120].

Com o tensor desdobrado, estima-se o numero de varidveis latentes (A) para o
conjunto de validacdo através da validacao cruzada. Em seguida os pardmetros do modelo
U-PLS para A varidveis latentes sdo estimados (matriz de pesos P e W e o vetor
coeficientes de regressao v). Na sequéncia, 0 modelo € usado para prever a concentracdo

(Yu) de uma amostra desconhecida (Xu), de acordo com a Equagéo 2 [120, 121].

yu = tiv Eq. 2

Na Equacéo 2, tu representa os escores de Xu. O problema dessa equacao é que se
na amostra desconhecida houver algum constituinte ndo modelado, os escores tu ndo sao
suficientes para a predicdo apropriada de y, e consequentemente a vantagem de segunda
ordem ndo serd alcancada. Para obter essa vantagem é necessario que a etapa de
Bilinearizagdo Residual (RBL) seja realizada na matriz de residuos (Eu) da amostra Xu,
como descrito na Equacéo 3 [120, 121].

E, = X,—P.t, Eq. 3

No procedimento RBL a matriz Eu é decomposta nos seus autovetores e valores
singulares através da decomposicdo de valores singulares (SVD), como indicado na

Equacéo 4.

Sint = Bint Gint(cint)T = SVD(E,) Eq. 4
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Onde Sint corresponde ao perfil dos interferentes presentes em Xu. O produto
BintGint(Cint)" € uma matriz truncada para Ni fatores, no qual Ni corresponde idealmente
ao numero de interferentes presentes na amostra. Portanto, mantem-se fixa a matriz de
pesos (P) obtida na etapa de calibracédo e a informacéo contida na matriz truncada é usada
para encontrar um valor de tu adequado para prever Xu. A busca por um valor adequado
de tu é conduzida minimizando Eu através de um ajuste ndo linear do tipo Gauss-Newton,
de acordo com a Equacéo 5. Se o residuo obtido para Ni fatores RBL (Su) ndo estiver em
concordancia com o residuo instrumental estimado para o conjunto de calibracao (Scai), 0

procedimento RBL deve ser conduzido para Ni + 1 fator [120, 121].

vec(Xy) = P.t, + vec[BintGint (Cin) '] + Sy Eq.5

2.6.1.1.2. Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternados (MCR-ALYS)

A Resolucdo de Curvas Multivariadas com Minimos Quadrados Alternados é um
algoritmo que permite extrair o perfil puro de cada constituinte presente na amostra
desconhecida. Para aplicar o MCR aos dados de segunda ordem, inicialmente o tensor de
dados deve ser decomposto em uma matriz. Isso é realizado aumentando a matriz, obtida
na medida de cada amostra, em um dos modos, como mostrado na Fig. 9. Vale ressaltar

gue o0 modo que deve ser aumentado é o referente a quebra da trilinearidade [122].
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Figura 9. Esquema de uma matriz aumentada no modo coluna pelo MCR.
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Com a matriz aumentada, 0o MCR-ALS decompde o0s dados em duas outras matrizes
que contém informacgdes sobre a concentracdo (C) e o perfil voltamétrico (S) dos
constituintes presente na amostra analisada, mais uma matriz de residuos (E), de acordo
com a Equacéo 6 [123, 124].

X=CST+E Eq. 6

Observando a Equacéo 6, nota-se que o produto de diversas matrizes pode resultar
em uma matriz que sofre de ambiguidade rotacional, ou seja, o0 resultado desse produto
matricial (perfis estimados para os constituintes) serd combinacfes lineares dos perfis
recuperados [28]. Na pratica significa dizer que serdo geradas varias solugdes para o
mesmo problema e isso dificulta a escolha do analista, diante desse “leque” de opgdes.
Entretanto, existem maneiras de reduzir a grande quantidade de solucdes geradas pela
Equacdo 6, que é aplicando restricdes durante a execucdo dos minimos quadrados
alternados (ALS) [125, 126].

As restricbes sdo propriedades sistematicas usadas para alcancar solugfes
qguimicamente razoaveis (recuperar perfis), sdo o alicerce dos métodos iterativos porque
conduzem ao processo de otimizacdo do MCR as solugdes finais. As principais restricbes
existentes no MCR sdo: a ndo negatividade (geralmente aplicada nas concentragdes uma
vez que concentracdo negativa ndo tem significado fisico); e a unimodalidade (garante a
presenca de um Unico maximo) [28, 126].

O ALS é um célculo iterativo que obtém as matrizes C e S a partir da estimativa
inicial dos valores por meio de métodos conhecidos por selecdo de varidveis puras, como
por exemplo, 0 PURE que visa selecionar as linhas ou colunas mais diferentes contidas
no conjunto de dados analisados, fornecendo estimativas iniciais através dos perfis
recuperados. Baseado nas estimativas iniciais, o tensor X € reconstruido buscando
minimizar a matriz de residuos (E) [123, 124]. As etapas do ALS sao: (1) definir o nimero
de componentes; (2) inicializar C e S; (3) reconstruir X, ajustando C e S minimizando E
e (4) repetir a etapa 3 até a convergéncia.

Em um modelo MCR, as informacdes dos diferentes analitos no conjunto de
amostras analisadas sdo coletadas em perfis de concentracdo aumentadas. Essas
informac0des sdo usadas para construir os modelos de calibracdo pseudo-univariados. Para
Isso, faz-se uma regresséo usando os valores de intensidade dos perfis de concentracao,
para um determinado analito, nas amostras do conjunto de calibracdo, em relacdo aos

valores de concentragdo de referéncia [123, 124].
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Posteriormente, a curva de calibracdo construida pode ser usada para recuperar a
concentracdo real do analito nas amostras desconhecidas (usando a intensidade de seus
perfis de concentragdo relacionados). A intensidade de um perfil de concentragdo
geralmente é expressa pela area integrada sob o perfil de concentragdo, onde a area na
direcdo aumentada ndo normalizada é usada para construir modelos de calibracdo [123,
124].

2.6.2. Pré-processamento para dados voltamétricos de segunda ordem

Existem dois pré-processamentos para dados voltamétricos que devem ser
realizados antes da aplicacdo de algoritmos de calibragdo multivias, sdo eles: correcao de
linha de base e alinhamento dos sinais voltamétricos.

Idealmente, a linha de base dos dados deveria ser plana, porém isso raramente
acontece, pois na pratica, observa-se algumas flutuacbes nos sinais decorrente de
background. Portanto, a correcdo da linha de base deve ser realizada como uma etapa
critica para melhorar os sinais e reduzir a complexidade dos dados analiticos [28]. Para
isso, 0 algoritmo mais utilizado na corre¢do de linha de base em dados voltamétricos é
fundamentado na abordagem de regressdo de splines de minimos quadrados assimétricos
(AsLSSR) [127, 128].

Nos dados eletroanaliticos, € comum observar pequenos desvios da linearidade,
como na presenca de interacGes entre diferentes componentes individuais. Em geral, a
ndo linearidade dos sinais dificulta fortemente a aplicacdo direta de modelos de dados
lineares. Tais problemas tornam-se mais complicados quando os sinais gerados por
sucessivos analitos ou interferéncias se sobrepdem e, para contornar esses problemas, o
alinhamento dos dados voltamétricos é uma etapa importante a ser realizada [29]. O
método mais utilizado para alinhar os voltamogramas € o alinhamento por correcao
otimizada (COW) [128, 129].

2.6.2.1.Regressao Spline dos Minimos Quadrados Assimétricos (AsLSSR)

O algoritmo AsLSSR foi desenvolvido por Eilers e colaboradores [127] para

correcdo de linha de base, na qual a seguinte funcdo de custo (Equacéo 7) é minimizada:

Q= Xiv; (Vi — fi)* + 1% (A%f)? Eq. 7
onde y € o sinal experimental, f € uma aproximacao suave da tendéncia da linha de

base (y), A ¢ a derivada de f, i denota valores sucessivos do sinal, o parametro positivo A
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€ um parametro de regularizacdo que pesa 0 segundo termo, e v € 0 peso. Os desvios
positivos da linha de base estimada (picos) tém valores baixos de v, enquanto os desvios
negativos (linha de base) obtém valores altos de v [29].

Para suavizar o sinal instrumental (o termo de penalidade na Equacéo 7), Eilers e
colaboradores propuseram a abordagem baseada em splines, na extensdo

multidimensional do método de correcdo de linha de base [29, 127].
2.6.2.2.Alinhamento por Correcdo Otimizada (COW)

O COW foi desenvolvido por Nielsen e colaboradores em 1998 [129] e até hoje é a
técnica mais popular, robusta e eficiente para alinhamento de sinais instrumentais [130].

Esse algoritmo busca minimizar o nimero de sinais distintos entre os dados,
utilizando um sinal de referéncia para o alinhamento dos demais sinais em relagéo a essa
referéncia. Para isso, esse algoritmo realiza o alinhamento dividindo o pico em diversos
segmentos que sofrem deformacdes lineares (sendo esticados ou contraidos) chamados
de warping, em combinagéo com interpolacgdes, otimizando os coeficientes de correlagio
entre os seguimentos correspondentes ao pico de referéncia e de amostra. A escolha do
sinal de referéncia pode ser através da amostra mais representativa entre os dados ou pelo
calculo da média dos sinais de todos os dados que serdo alinhados [131].

Inicialmente, deve-se definir o numero de segmentos e a folga (slack) que cada
segmento terd (o0 nimero de variaveis dos segmentos), tanto para os sinais desalinhados,
quanto para o sinal de referéncia. Em seguida, cada segmento sera comprimido e estirado,
até que o algoritmo escolha as melhores deformacGes para cada segmento
independentemente, de modo a obter a melhor interpolacéo entre os sinais desalinhados
e a referéncia. Quanto maior a “folga” dos segmentos, melhor, pois 0 programa executara
mais deformacdes; contudo, este aperfeicoamento levara a um aumento consideravel no
tempo de avaliacdo, bem como a necessidade de um computador mais potente [132].

O sinal final alinhado serd a combinacdo de cada segmento deformado, de modo a
obter a méaxima correlacdo entre os sinais desalinhados e de referéncia. Porém, apesar
desse mecanismo ser Util, a distor¢do proporcionada por ele pode forcar que alguns picos
relativos a substancias diferentes fiquem alinhados podendo causar falsos positivos [131,
132].
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2.6.3. Parametros de desempenho analitico

A qualidade de um método analitico pode ser expressada por pardmetros de
desempenho analitico, que sdo valores numéricos que podem ser calculados em fungédo
da sensibilidade e do ruido instrumental. Sendo os principais parametros: a sensibilidade,
a sensibilidade analitica, o limite de deteccéo, o limite de quantificacdo e o erro relativo
de predicéo.

A forma com que a sensibilidade e o ruido instrumental sdo calculados, na
calibracdo multivias, ainda estdo em desenvolvimento e depende do algoritmo utilizado.
Entretanto, recentemente Olivieri e colaboradores propuseram uma forma de calcular a
sensibilidade baseada na propagacdo da incerteza na calibracdo, que sera descrita a seguir
[105].

2.6.3.1.Sensibilidade (SEN)

A Equacédo 8 é usada para calcular a sensibilidade, correspondente ao algoritmo
MCR-ALS:

SEN = m,, [ J(CTC)mh] /2 Eq. 8

onde, J € 0 nimero de pontos de dados em cada submatriz no modo aumentado, e
my € a inclinacdo do grafico pseudo-univariado MCR-ALS (plotando os scores do analito
versus concentracOes de calibracdo). Assumindo-se a decomposi¢do da matriz aumentada
(Xaug) em duas matrizes (Bayg € C), contendo os perfis dos constituintes no modo
aumentado e no modo ndo-aumentado, respectivamente, a sensibilidade depende dos
perfis ndo-aumentados C, que podem ser separados em Cexp € Cunx, cOntendo os perfis
para 0s constituintes calibrados e ndo calibrados, respectivamente, como mostrado na
Equacéao 9:

C = [Cexp | Cuns] Eq. 9

Como cada matriz de dados tem dimensdo J x K, pressupde-se que 0 aumento
dado pela equacéo 8 foi realizado no modo coluna. Se 0 aumento for no modo linha, J

deve ser substituido por K na Equacéo 8.

Para o U-PLS/RBL a sensibilidade é calculada de acordo com a Equacgéo 10:

SEN = {gg‘l [ngp (I - ZunXZL-'l-nx) Zexp]_1 gn}_l/z Eq- 10
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onde, Zexp s80 0s loadings de calibragdo (representam o comportamento dos
constituintes calibrados), o vetor gn seleciona ou combina adequadamente os loadings de
uma maneira que reflete especificamente o comportamento do analito de interesse. E igual
ao vetor de coeficientes de regressdo especificos do analito, definidos no espaco das
variaveis latentes. O fator (I — Z,,Z,x) € a manifestacdo matematica da vantagem de
segunda ordem, pois Zunx € uma matriz de blocos construida a partir dos perfis extraidos
dos componentes ndo-calibrados. O propoésito do fator (I — Z,Z,5) é corrigir a matriz
dos constituintes calibrados (Zexp), para o efeito de sobreposicdo dos perfis com 0s

componentes nao-calibrados, ou potenciais agentes interferentes [105].
2.6.3.2. Sensibilidade analitica (y)

A sensibilidade analitica foi proposta como a razdo entre sensibilidade e ruido

instrumental (Equacao 11).

¥ = SEN/o, Eq. 11

A sensibilidade analitica tem unidades de (concentragéo), é independente do sinal
medido e pode ser empregado para comparar diferentes metodologias. A sensibilidade
analitica é interpretada como o inverso da diferenca de concentracdo minima que pode
ser observada ao longo do intervalo analitico linear, porque (y = g, 1). Onde ox € oy sd0
as variancias nos sinais instrumentais (ruido instrumental) e nas concentracbes de
calibracdo, respectivamente [105]. De modo geral, ao estimar a sensibilidade, uma
medida do nivel de ruido instrumental permite calcular a sensibilidade analitica através

da Equagéo 11.
2.6.3.3. Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de deteccdo é a menor concentracdo de analito, presente em uma amostra,
que pode ser detectada de forma confiavel (geralmente com 95% de confianca), porém,
ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢es experimentais estabelecidas. Em
outras palavras, € a menor quantidade do analito capaz de gerar sinal analitico,
distinguivel do ruido instrumental [105]. O valor de LOD pode ser estimado de acordo

com a Equacéo 12. Onde, h, € a influéncia das medidas do branco (leverage do branco).
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LOD = 3,3 (SEN"2 0% + hy SEN"% 02 + hyo2)*/? Eq. 12

O limite de quantificacdo é a menor concentracdo do analito, em uma amostra, que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢Ges experimentais
estabelecidas [105]. O LOQ), por sua vez, € estimado de maneira semelhante ao do LOD,
porém a razdo sinal/ruido deve ser superior a 10:1 (Equacéo 13), o0 que garante um erro

relativo méximo de 10% na predicéo.

LOQ = 10 (SEN"2 g% + hy SEN"% 6% + hy 0})*/? Eq. 13
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3. Revisao da literatura

Neste capitulo serd apresentado ao leitor uma breve discussdo acerca dos métodos
disponiveis na literatura para determinar/quantificar acido(s) organico(s) em sucos de
frutas, onde o objetivo principal é situar o leitor quanto aos avangos que vem ocorrendo,
ao longo dos anos, no tema central deste trabalho.

Em 1995, Saccani e colaboradores desenvolveram um método para determinar os
acidos citrico, malico e tartarico em sucos de frutas, utilizando cromatografia de troca
ibnica. Todas as amostras de sucos passaram por um processo de extracdo que antecedeu
a analise por cromatografia. A corrida cromatografica em gradiente teve duragdo de 30
min e o limite de quantificacio para os trés acidos foi de 10 mg L. Segundo os autores,
0 método mostrou uma alta sensibilidade e precisédo satisfatoria [133].

Um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do de arranjo de
fotodiodos (HPLC-DAD) foi desenvolvido por Guanghou Shui e Lai Peng Leongpara,
em 2002, para a determinacdo simultanea de dez &cidos organicos (acido tartérico,
quinino, oxalico, malico, ascérbico, latico, acético, citrico, fumarico e galico) e vinte e
um compostos fendlicos em sucos de frutas. A eluicdo dos compostos foi isocréatica e teve
duracéo de 80 min por corrida, sendo a deteccdo realizada a 215 nm. Antes da inje¢do no
cromatdgrafo, os sucos de frutas foram centrifugados a 5000 rpm durante 10 min e 0
sobrenadante foi filtrado atraves de um filtro de membrana de 0,45 mm. O LOD variou
de 0,02 a 12,50 mg L e a recuperagao foi obtida na faixa de 85 % a 106 % [134].

Trés anos depois (2005), Chinnici e colaboradores desenvolveram um método
usando cromatografia de exclusdo idnica para a determinacdo de nove &cidos organicos
(&cido oxalico, citrico, malico, quinico, galacturdnico, ascérbico, dehidroascérbico,
succinico e fumarico) e trés aglcares (sacarose, glicose e frutose) em sucos de frutas. As
amostras foram pré-tratadas utilizando um cartucho SAX (3 mL/500 mg) que foi
condicionado preliminarmente com metanol (3 mL) e agua redestilada (3 mL). Em
seguida, a amostra (0,5 mL) foi ajustada para pH 9 com NaOH, foi carregada e lentamente
eluida (0,5 mL/min) através do cartucho. A elui¢cdo dos compostos no cromatdgrafo foi
isocratica e teve duracdo de 20 min por corrida, sendo a deteccdo realizada a 210 nm. O
LOD variou de 0,5 a 7,3 mg L™ e a recuperacao foi obtida na faixa de 94,2 % a 101,2 %.
Apesar das condi¢des cromatogréaficas otimizadas, a quantificacdo de acidos ascérbico e

dehidroascorbico foi afetada, devido a degradagéo da coluna ao longo do tempo. Contudo,

Silva, A. C.



Revisao da literatura

segundo os autores, 0 método mostrou boa precisdo e linearidade para todos os analitos
[135].

No ano de 2007, Apichai Santalad e seus colaboradores, publicaram o
desenvolvimento de um método utilizando a técnica de eletroforese capilar com detecgédo
de arranjo fotodiodo para determinacdo simultanea de onze acidos organicos (acetico,
latico, succinico, malico, tartarico, oxalico, citrico, malénico, subérico, glutarico e
aconitico) em bebidas (incluindo sucos de frutas). Antes da analise por eletroforese
capilar, as solugdes padrao e amostras precisaram ser derivatizadas, realizando a mistura
de 100 ml do estoque, 150 mL do 2-nitrofenilhidrazina (2-NPH) e 200 mL de Cloridrato
de N- (3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodiimida (EDC HCI), aquecidas a 70 °C durante
10 min. Apds adicéo de 100 pL de KOH (100 g Lt), a mistura foi novamente aquecida a
70 °C durante 10 min e depois arrefecida, filtrada e enfim analisada por eletroforese. A
separacdo de onze acidos organicos foi alcancada em 12 min. Os limites de detec¢édo
variaram de 2 a 10 mg L™ e a recuperacéo foi de 81,7% a 89,4% [6].

Em 2009, Hasim Kelebek e colaboradores, desenvolveram um metodo de HPLC-
DAD para identificar e quantificar trés acidos organicos (acido citrico, malico e
ascorbico) e trés acucares (sacarose, glicose e frutose) em sucos de laranja. A amostras
de sucos foram centrifugadas a 4000 rpm durante 20 min, o sobrenadante foi filtrado por
filtros de membrana de 0,45 um e mantidos a temperatura de —18 °C até a analise
cromatografica. A eluicdo dos compostos no cromatdgrafo foi isocratica e teve duragédo
de 50 min por corrida, sendo a deteccdo realizada a 210 nm. Os autores ndo comentam 0s
LOD [136].

Beatriz Jurado-Sé&nchez, Evaristo Ballesteros e Mercedes Gallego, desenvolveram
em 2011, um método baseado em extracdo em fase sélida continua e cromatografia gasosa
com espectrometria de massa (GC - MS) para a determinacdo de vinte e nove acidos
organicos (dentre eles, estdo os &cidos citrico, latico, malico e tartarico) em alimentos e
bebidas (incluindo sucos de frutas). A corrida cromatografica teve duracdo de 30 min, o
LOD foi obtido entre 0,1 e 2,0 pug Kg* e as taxas de recuperacdes dos acidos organicos
variaram de 93% a 98% [7].

Rodrigo Scherer e colaboradores, em 2012, desenvolveram e validaram um método
para determinagdo simultanea dos acidos tartarico, malico, ascorbico e citrico em sucos
de frutas utilizando HPLC-DAD, com fase reversa (coluna C18) e elui¢do isocratica com
10 min de duracdo. Antes da injecdo no HPLC, uma aliquota (5 mL) da amostra foi

adicionada a 40 mL de fase movel (tampdo KH2POg) e filtrada através de uma membrana
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de 0,45 um. A deteccao foi realizada em 210 nm para os acidos tartarico, malico e citrico
e 250 nm para o acido ascdrbico. O LOD foi obtido entre 0,03 e 3,31 pg mL™ e as taxas
de recuperacéo variaram de 82% a 110%, para dois niveis de concentracéo [137].

No ano seguinte (2013), Raphael F. do Nascimento e colaboradores, desenvolveram
um método baseado na analise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo amperométrica
para determinacdo do &cido citrico em sucos de frutas, com base na sua oxidagdo em
superficie de eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto (I1).
Antes da analise, aliquotas de 20 mL das amostras foram agitadas por 30 min em um
recipiente de vidro contendo cerca de 8 g de fatias finas do mesocarpo de pepino
(Cucumis sativus) e, apds a limpeza, foram filtradas com um filtro de seringa com
membranas porosas de 0,45 um. Em seguida, as amostras foram devidamente diluidas no
eletrdlito de suporte e analisadas. O limite de deteccéo estimado foi de 0,117 mmol L™,
Os autores confrontaram os resultados obtidos com o método de referéncia e afirmaram
ndo ter havido diferenca estatisticamente significativa em um nivel de 95% de confianca
[18].

Em 2014, foi desenvolvido por Feng-Jie Liu e colaboradores, um método para
quantificar cinco acidos organicos (citrico, salicilico, ascorbico, benzoico e sorbico) em
sucos de frutas utilizando eletroforese capilar, com uma nanoparticula de silica
funcionalizada com o novo diamino e didmetro de 110 nm, como fase pseudo-
estacionaria. Todas as amostras de sucos de frutas foram diluidas em tampéo de fosfato,
filtradas através de membrana de nylon de 0,45 um e finalmente injetadas. De acordo
com o0s autores, as condi¢cdes experimentais permitiram a separa¢do dos cinco acidos
organicos em 5 min e os limites de detecgdo obtidos foram de 0,15 a 10,0 mg L™ [8].

No ano de 2015, um método para a determinacdo de acidos organicos (citrico,
malico, tartarico, fumarico e isocitrico) em sucos de frutas por eletroforese capilar com
deteccdo UV-Vis foi desenvolvido por Maria Navarro-Pascual-Ahuir e colaboradores. As
amostras de sucos de frutas, foram previamente refrigeradas a 5 °C, centrifugadas a 10000
rpm durante 10 min, o sobrenadante foi diluido 1:5 (v/v) com &gua deionizada, e para fins
de quantificagdo, o padrdo interno (150 pug mL™) também foi adicionado. Os &cidos
organicos foram quantificados em 12 min usando um capilar de célula de bolha de silica
fundida revestida com alcool vinilico. O método obteve limites de deteccdo entre 0,1 e
2,5 ug mL* [138].

Por ultimo, em 2018, Goosen e colaboradores desenvolveram um método para

determinar fendis, acidos organicos (acético, citrico, latico, malico, piravico, succinico e

Silva, A. C.



Revisao da literatura

tartarico) e minerais no suco da fruta sour plum, uma bebida indigena africana, utilizando
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-
HRMS). O suco foi obtido dos frutos, separando a pele e a por¢do carnuda do fruto das
sementes através de meios fisicos, homogeneizando a polpa e a casca do fruto em um
processador de alimentos e filtrando a polpa resultante atraves de um pano de algodao. O
suco filtrado obtido foi reunido e misturado para obter uma amostra homogénea e, em
seguida, congelado a -20 °C até a analise. Os &cidos orgénicos foram determinados por
derivatizacdo enzimatica seguida de deteccdo e quantificacdo espectrofotomeétrica. A
analise para cada acido organico foi realizada usando um kit de analise especifico. Os
autores ndo citam os limites de deteccdo, apenas citam a quantidade encontrada de cada
acido no suco, sendo: acido citrico (8,05 g 100 mL ™), 4cido tartarico (0,18 g 100 mL™1),
acido malico (0,16 g 100 mL 1) e 4cido lactico (0,13 g 100 mL™?). Os &cidos acético,
piravico e succinico estavam abaixo dos niveis de deteccdo [139].

Diante do exposto, acredita-se que com o uso da calibragdo de ordem superior, com
a vantagem de segunda ordem, o tempo de analise para a quantificagdo de cinco dos
principais acidos organicos presentes nos sucos de frutas pode ser reduzido, sem
comprometer a exatiddo da analise, pois os interferentes sdo resolvidos com a modelagem
dos dados pelos algoritmos de calibracdo de segunda ordem, tais como 0 MCR-ALS e U-
PLS/RBL.
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4. Experimental

4.1. Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados no preparo da solugéo do eletrélito suporte (tampé&o acetato
0,05 mol L%, ajustando os valores de pH para 3,5; 4,5 e 6,5) foram, acido acético e acetato
de sodio obtidos da J. T. Baker e da Sigma—Aldrich, respectivamente, preparado com
agua deionizada (Milli-Q Plus 18 MQ cm™). Para o preparo do eletrodo utilizou-se
ftalocianina de cobalto (I1) (97%), po de grafite (< 20 um) e 6leo mineral adquiridos da
Sigma—Aldrich. A acetona (99,5%) foi obtida da Quemis. Padrdes de alta pureza dos
acidos citrico (99%), latico (95%), malico (95%), tartarico (99%) e succinico (99%)
foram adquiridos da VETEC. Solucbes estoques dos acidos foram preparadas na
concentragdo de 0,0125 mol L no eletrdlito suporte. Diluicdes subsequentes foram

utilizadas para obter menores concentragdes dos analitos na célula eletroquimica.
4.2. Instrumentacéo

Todos o0s ensaios voltamétricos foram realizados utilizando  um
potenciostato/galvanostato Eco Chemie/Autolab (Modelo PGSTAT302N) (Fig. 10)
acoplado a um computador controlado pelo software NOVA versdo 1.10.4. As medidas
voltamétricas foram realizadas utilizando uma célula convencional de 10 mL com um
sistema de trés eletrodos, sendo: eletrodo de referéncia, Ag/AgCl (KCI, 3 mol L™);
eletrodo auxiliar, fio de platina e um eletrodo de pasta de carbono (modificado e néo

modificado), como eletrodo de trabalho.

L

Figura 10. Imagem do potenciostato/galvanostato Eco Chemie/Autolab (Modelo PGSTAT302N).
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4.3. Preparacéo do eletrodo de pasta de carbono

As pastas de carbono (modificadas e ndo modificadas) foram preparadas como
descrito na literatura [16, 18]. A pasta de carbono (ndo modificada) foi preparada por
homogeneizacdo de 60% de pd de grafite e 40% de Oleo mineral. A pasta de
carbono/ftalocianina (modificada), por sua vez, foi preparada por homogeneizacdo de
57% de po de carbono e 3% de CoPC. Em seguida, a mistura foi dispersada em acetona
e colocada sob agitacdo até a completa evaporacdo do solvente. Posteriormente,
adicionou-se 40% de 6leo mineral a mistura (carbono/ftalocianina). Os elétrodos foram
construidos por insercéo destas pastas dentro de um tubo de vidro de didmetro interno de
3 mm contendo um fio de cobre (contato fixo) para contato elétrico, como ilustrado na
Fig. 11. Antes das medidas, a superficie do elétrodo foi sempre polida com papel

manteiga.

Contato elétrico Solda

|
o — - Co°c-CPE

Tubo de vidro |

Figura 11. llustracéo do eletrodo de pasta de carbono (modificado ou ndo modificado).

4.4. Procedimento eletroquimico

Para a obtencdo dos dados, foi utilizada a voltametria de onda quadrada. Antes de
cada medida, o CoPC-CPE foi submetido a um polimento mecanico em um papel
manteiga realizando-se movimentos em forma circular. Em seguida foi submetido a um
tratamento eletroquimico proposto por Lourenco [16] para assegurar um desempenho
satisfatorio do eletrodo, que se baseia em 10 varreduras sucessivas no eletrélito suporte.

As medidas SWV foram baseadas na literatura em que, apés a adi¢cdo de solucao
padrdo ou amostra na célula eletroquimica, o sistema foi deixado durante 20s sob agitacao
em circuito aberto, seguido de um tempo de equilibrio de 5s. Os parametros utilizados
foram amplitude de pulso de 20 mV, velocidade de varredura de 0,1 V s, incremento de
potencial de 5 mV e uma janela de potencial de 0,8 a 1,25 V [16, 18]. Para obter dados
voltamétricos de segunda ordem a frequéncia foi alterada de 5 a 110 Hz (com incremento
de 15 Hz), gerando uma matriz 8x90 (frequéncia x potencial) para cada solugdo padréo e

amostra. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.5. Conjuntos de calibracédo

Quatro conjuntos de calibracdo foram construidos, sendo um para cada analito. E
cada conjunto continha apenas solucdes padrées individuais de AC, AL, AM e AT, com
dez niveis de concentragdes variando de 10 a 100 pmol L preparadas em tamp#o acetato
(pH 4,5) por diluicdo direta na célula eletroquimica.

4.6. Conjunto de validagéo

Um conjunto de validacdo contendo vinte e cinco misturas de constituintes
calibrados (analitos: CA, LA, MA e TA) e um constituinte ndo calibrado (&cido succinico
- AS) foi preparado de acordo com um planejamento Taguchi (Tab. 2) com cinco niveis
(concentrac6es) e cinco fatores (acidos).

O AS foi adicionado como constituinte ndo calibrado no conjunto de validacgéo para
simular um possivel cenario de interferéncia normalmente presente nas amostras
comerciais e com isso avaliar se os modelos de calibracdo sdo capazes de quantificar os
constituintes calibrados na presenca de um constituinte ndo calibrado, explorando a
vantagem de segunda ordem.

O planejamento Taguchi foi escolhido porque usa matrizes ortogonais de conjuntos
especiais que permitem encontrar os melhores valores dos fatores controlaveis com
menor sensibilidade as varia¢fes nos fatores incontrolaveis com um nimero reduzido de

experimentos [140 — 142].
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Tabela 2. Valores de concentracdo das misturas do conjunto de validacdo baseado no
planejamento Taguchi.

(x 108 mol L)
Misturas AT AC AS AL AM

1 15 15 15 15 15
2 15 35 35 35 35
3 15 55 55 55 55
4 15 75 75 75 75
5 15 95 95 95 95
6 35 15 35 55 75
7 35 35 55 75 95
8 35 55 75 95 15
9 35 75 95 15 35
10 35 95 15 35 55
11 55 15 55 95 35
12 55 35 75 15 55
13 55 55 95 35 75
14 55 75 15 55 95
15 55 95 35 75 15
16 75 15 75 35 95
17 75 35 95 55 15
18 75 55 15 75 35
19 75 75 35 95 55
20 75 95 55 15 75
21 95 15 95 75 55
22 95 35 15 95 75
23 95 55 35 15 95
24 95 75 55 35 15
25 95 95 75 55 35

4.7. Amostras de sucos de frutas

Nove amostras de sucos de frutas (limdo + laranja, caju, limdo + laranja, goiaba,

laranja, maracuja, caja, acerola e agai + guarand) previamente analisadas pelo método de
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referéncia (AOAC, 1990) foram fornecidas pelo Laboratorio Nacional Agropecuario em
Pernambuco - Base Fisica Il - Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas de Bebidas e
Vinagres (LABV/SFA/LANAGRO-PE).

Os seguintes volumes de cada suco de fruta foram adicionados a uma célula
eletroquimica contendo 20 mL de tampédo acetato (pH 4,5) e em seguida seus
voltamogramas SW foram registrados: para os sucos de caju, maracuja, caja e acerola 10
uL foram adicionados; para os sucos de liméo + laranja, laranja e goiaba 50 pL foram
adicionados e para o suco de acai + guarana 100 pL foram adicionados.

Os diferentes volumes dos sucos foram escolhidos para garantir que o sinal
voltamétrico maximo de cada amostra estivesse dentro da faixa de trabalho linear de AC,
AL, AM e AT. Estas amostras foram analisadas sem qualquer tratamento prévio.

4.8. Método de referéncia

O método 974.18 da AOAC foi usado como método de referéncia [14]. Ele é
baseado na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa acoplada a
deteccdo UV-Vis e requer as seguintes etapas: extracdo dos acidos organicos com acetato
de etila, decantacdo com sulfato de sodio anidro (duracdo de 30 min), evaporacdo para
um volume < 25 mL em banho de vapor sob um fluxo suave de nitrogénio; arrefecimento
até a temperatura ambiente, ajustando o volume para 25 mL com acetato de etilo, filtracéo
através de um filtro de seringa (0,45 um) e finalmente a injecdo da amostra no HPLC

contendo duas colunas C18 posicionadas em seérie.
4.9. Software e analise de dados

Todos os tratamentos quimiométricos foram realizados em um ambiente MATLAB
2010.

Para a correcdo de linha de base das curvas voltamétricas, empregou-se a rotina da
Regressdo Spline dos Minimos Quadrados Assimétricos (AsLSSR) [127]. E os
parametros utilizados foram o do default: onde a porcentagem de assimetria (p) foi de
0,001 e a porcentagem de suavidade (lambda) foi de 1x107 (ou 1€7). Quanto maior o valor
do lambda (1), mais suave sera a curva resultante. Similarmente, maiores valores de p, se
ajustam melhor a forma curva.

Em seguida, os sinais foram alinhados usando o Alinhamento por Corregéo

Otimizada (COW) [129] com os seguintes parametros: O seguimento (segment) minimo
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e maximo foi, respectivamente, 10 e 15, e a folga (slack) minima e maxima foi,
respectivamente, 5 e 8. Para as outras opgOes foram utilizados o default [0 3 50 0,15] que
representam, respectivamente, ndo plotar o gréafico resultante (trigger plot and progress
text); comeca a partir de trés maximas na pesquisa da grade (number of optimizations
from grid maxima); no maximo 50 etapas (maximum number of optimization steps) e
desviar no maximo 15% do centro no alinhamento (Fraction of maximal deviation from
center in COW alignment).

Por fim, utilizou-se a caixa de ferramentas MVC2 (Fig. 12) implementada por
Olivieri e coautores [143] para construir os modelos U-PLS/RBL e MCR-ALS.

EEM_calfiles.txt

EEM_test1.txt

]
| ;o
]
| EEM_calfles.xt |
| EEM_testi txt |

Figura 12. Interface grafica MVC2.
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5. Resultados e Discussao

5.1. CoPC-CPE: Comportamento eletroquimico

Ao estudar o comportamento eletroquimico do CoPC-CPE, na faixa de potencial de
trabalho (0,8 a 1,25 V), nota-se a existéncia de dois processos eletroquimicos (Fig. 13).
De acordo com a literatura, o sinal em 1,10 V pode ser atribuido ao processo de oxidacao
Co(IPC/Co(lINPC e o sinal em 1,15 V pode ser atribuido a oxidacdo do anel da
ftalocianina [16, 71, 95].

4

0.8 0.95 1.1 1,25
E/V

Figura 13. Comportamento eletroquimico do CoPC-CPE em SWYV sucessivos na janela de potencial 0,8 a
1,25 V em tampado acetato (pH = 4,5), f = 20 Hz, amplitude de pulso =20 mV e AE=5 mV.

Como pode ser observado, 0s dois sinais desaparecem completamente ao aplicar o
tratamento eletroquimico proposto por Lourenco e colaboradores [16], que consiste em

dez varreduras SWV sucessivas.
5.2. Resposta eletrocatalitica dos &cidos organicos

Os estudos realizados acerca da eletroatividade dos acidos organicos (citrico,
malico, latico e tartarico) em eletrodos de pasta de carbono sem modificacdo ndo
apresentam sinal de oxidacdo na faixa de potencial estudada. Entretanto, esses mesmos
acidos organicos sao eletroativos em eletrodos de pasta de carbono modificado com

ftalocianina de cobalto (I1), como mostrado na Fig. 14.
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(a) (b)
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(c) (d)
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0.8 0.95 1.1 1.25 0.8 0.95 T 1.25
E/V E/V

Figura 14. CV para CPE (—) e CoPC-CPE (—) na presenca de 150 pmol L* dos AO em tampao acetato
(pH 4,5), AE =2 mV, v = 100 mV e janela de potencial de 0,8 a 1,25 V. (a) &cido citrico; (b) &cido latico;
(c) &cido mélico; (d) acido tartérico.

Os estudos no CoPC-CPE mostram uma onda voltamétrica bem definida por volta
de 0,96 V, 1,14 V, 1,13 V e 1,15 V para os acidos citrico, latico, malico e tartérico,
respectivamente. Esse comportamento faz com que a CoPC seja um importante mediador
de elétrons para a eletrocatalise dos acidos organicos de baixa massa molecular estudados
no presente trabalho, abrindo possibilidades para o desenvolvimento de métodos

voltamétricos para a sua determinacao.
5.3. Influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica dos acidos organicos

Os voltamogramas de onda quadrada dos acidos organicos foram todos registrados
em tampé&o acetato e a influéncia do pH desses &cidos foi estudada na faixa de 2,5 a 8,5,

como mostrado na Fig. 15.
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Figura 15. Estudo de pH. SWV para o CoPC—CPE na presenca de 0,8 mmol L dos AO em tampé&o acetato,
pH25( ), pH 3,5 (—), pH 4,5 (—), pH 6,5 (—) epH 85 (—).f=20Hz, A=20mV, AE=5mV e
janela de potencial de 0,8 a 1,25 V. (a) &cido citrico; (b) &cido latico; (c) acido malico; (d) &cido tartérico.

Vale salientar que a influéncia do pH foi investigada predominantemente em meio
acido, tendo em vista que os estudos encontrados na literatura mostram que nessa faixa
(pH = 3 a 7) ocorre um aumento significativo na corrente de pico dos acidos [16, 18].

Na Fig. 15, observa-se que o potencial do pico (Ep) dos &cidos organicos é
fortemente influenciado pela variacdo do pH do meio, visto que em todos 0s casos, a
medida que o pH aumenta ocorre um deslocamento do Ep para potenciais menos
positivos. Este fendmeno pode estar relacionado com a desprotonacdo dos &cidos
organicos de acordo com os seus valores de pKa: acido citrico (3,14; 4,77; 6,39), latico
(3,86), malico (3,40; 5,11) e tartarico (3,22; 4,82) [144].

Paralelamente, verifica-se que nos pHs 2,5 e 8,5 ndo ha resposta eletrocatalitica
para nenhum dos AO. Entretanto, observa-se um aumento significativo na sensibilidade
do sinal em pH = 4,5 para os acidos malico e tartarico. Ja os acidos citrico e latico

apresentaram uma maior corrente de pico nos pHs 3,5 e 6,5, respectivamente. No entanto,
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também houve uma boa resposta eletroquimica no pH = 4,5 para esses acidos e, assim, o
tampdo acetato (pH 4,5) foi escolhido por representar uma Otima condicdo de

compromisso com a sensibilidade para todos os quatro acidos organicos estudados.

5.4. Influéncia da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica

dos acidos organicos

Utilizando solugbes padrdes de 150 pumol L, em tampdo acetato (pH 4,5), dos
acidos citrico, latico, malico e tartarico, estudos de voltametria ciclica em diferentes
velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV.s™) foram realizados para
entender a natureza do transporte de massa do corpo da solucéo para a superficie do CPE-
CoPC e o grau de reversibilidade da reacdo redox de cada analito (Fig. 16 - 19). N&o
houve polimento da superficie do eletrodo entre as medidas voltamétricas durante a
realizacdo do experimento.

Como pode ser observado nas Figs. 16a, 17a, 18a e 19a, ha uma dependéncia dos
potenciais de pico com a velocidade de varredura, de modo que, a medida que a
velocidade de varredura aumenta ocorre um pequeno deslocamento para potenciais mais
positivos. Esse comportamento confirma a irreversibilidade no processo de oxidacdo do
AC, AL, AM e AT, respectivamente [145]

@) [ )

y=1,2e-05x - 1,1e-06

1/ pA

0,8 0,95 1.1 1,25 0,22 0,29 0,36 0,43 0,5

E/V V2 (v 2

Figura 16. Estudo de velocidade para o acido citrico (150 umol L), em tampé&o acetato (pH 4,5). (a)
Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV.s%); (b)
Relagdo de Ipvs. v (v s1)12,

Na Fig. 16b nota-se uma relacdo linear entre a corrente de pico (lp) versus a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v¥?). Segundo a literatura, esse comportamento

indica que o processo do transporte de massa do AC é controlado por difusdo [146]. Além

Silva, A. C.



Resultados e discussao

disso, esse resultado corrobora com estudos ja publicados na literatura para este analito,

utilizando este mesmo sensor [18].

(a) [ (b)

y = 1,5e-04x - 1,7e-06

I/ pA
1/ pnA

[

15

0 L
0.8 0.95 1 125 0,05 0.1 0.15 0.2 025
E/V v/ (v s'l)

Figura 17. Estudo de velocidade para o acido latico (150 pmol L), em tampéo acetato (pH 4,5). (a)
Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV.s?); (b)
Relagdo de Iy vs. v (v s™).

Na Fig. 17b nota-se uma relagdo linear entre a corrente de pico (lp) versus a
velocidade de varredura (v), segundo a literatura, esse comportamento demonstra que o

processo do transporte de massa do AL é controlado por adsorgao [146].

(b)

y = 5e-006x - 8,4e-07

I/pA
1/ pA

08 0.95 1 155 022 0,29 036 0,43 0,5
E/V vm/(v s-|)|/2

Figura 18. Estudo de velocidade para o acido malico (150 umol L), em tamp&o acetato (pH 4,5). (a)
Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV.s?); (b)
Relacdo de Ipvs. v¥2 (v s1)2,

Na Fig. 18b nota-se uma relagéo linear entre a corrente de pico (lp) versus a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v'2), segundo a literatura, esse comportamento

indica que o processo do transporte de massa do AM é controlado por difusao [146].
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Figura 19. Estudo de velocidade para o acido tartarico (150 pmol L), em tampéo acetato (pH 4,5). (a)
Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mV.sY); (b)
Relagdo de I, vs. v (v s1); (c) Relagéo de I, vs. v¥2 (v s1)Y2; e (d) Relagdo de log de I, vs. log v (v s2).

Na Fig. 19b nota-se uma relagdo linear entre a corrente de pico (lp) versus a
velocidade de varredura (v), indicando que o processo do transporte de massa do AT é
controlado por adsorcdo. Em contrapartida, a Fig. 19c, mostram que também ha uma
relacdo linear entre a corrente de pico (lp) versus a raiz quadrada da velocidade de
varredura (v*'2), demonstrando que o processo de transporte para o analito é controlado
por difusao.

Devido a divergéncia entre os dois primeiros diagnésticos, um grafico da relacao
entre o log I vs. log v (Fig. 19d) foi obtido para AT. De acordo com a literatura, quando
o coeficiente angular da relacéo linear entre o log I vs. log v for proximo a 1, o processo
é controlado por adsorg¢do e quando o coeficiente angular for préximo a 0,5 o processo é
controlado por difusdo [145, 146]. Como o coeficiente angular para o acido tartarico foi
1,5 pode-se concluir que o processo do transporte de massa é governado por adsor¢éo.
Ou ainda, segundo Agyeman, 0 processo para a reacdo redox do AT é governado por
difuséo e adsorgéo, sendo este ultimo o majoritario [147].
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5.5. Comportamento voltamétrico dos acidos organicos no CoPC-CPE

Os acidos citrico, latico, mélico, tartarico (constituintes calibrados) e succinico
(constituintes ndo calibrados) estdo presentes em uma grande variedade de matrizes
Importantes como sucos, frutas e vinhos. Assim, realizou-se um estudo para avaliar o

comportamento voltamétrico desses acidos no CoPC-CPE, como mostrado na Fig. 20.

.J‘

0,8 0,95 1,1 1,25
E/V
Figura 20. Estudo de interferentes. SWV para o0 CoPC-CPE na presenca de 60 umol L de AC (—), AL

(—), AM (—), AT (—) e AS (—) em tampao acetato (pH 4,5), f =20 Hz, A=20 mV, AE=5mV ¢
janela de potencial de 0,8 a 1,25.

Pode-se ver claramente na Fig. 20 que esses &cidos apresentam resposta
eletrocatalitica no CoPC-CPE em potenciais muito proximos, apresentando um alto grau
de sobreposicdo entre eles. Tal comportamento representa uma limitacdo do sensor, por
exigir uma separacgdo prévia destes acidos antes de sua determinacdo analitica. Contudo,
a baixa seletividade do CoPC-CPE abre uma importante perspectiva de aplicagdo com
detector eletroquimico para determinacdo simultdnea destes &cidos em matrizes
complexas, empregando técnicas quimiométricas capazes de identificar o(s) analito(s) na

presenca de interferéncias, como o AS (constituinte ndo calibrado).

5.6. Influéncia da frequéncia sobre a resposta voltametrica dos acidos
organicos

A frequéncia é um dos mais importantes parametros da SWV, pois ela influéncia
diretamente na intensidade dos sinais e, consequentemente, na sensibilidade do método.

Além disso, 0 aumento da frequéncia, faz com que ocorra o deslocamento dos potenciais
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de pico [77, 148]. Portanto, a influéncia da frequéncia na resposta voltamétrica dos acidos
organicos, foi investigada por SWV na faixa de 5 a 110 Hz, como mostrado na Fig. 21,
onde observa-se que a intensidade da corrente de pico e o deslocamento dos potenciais
de pico dos acidos citrico, latico, malico e tartarico séo influenciados de maneira diferente
pelo aumento da frequéncia. Devido a esse comportamento causado pela influéncia da
frequéncia nas respostas voltamétricas dos &cidos, os conjuntos de dados eletroquimicos

de segunda ordem foram obtidos por meio da variacdo nos valores da frequéncia.
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Figura 21. Estudo da frequéncia. SWV com linha de base corrigida para 0 CoPC—-CPE na presenga de 60
pmol Lt dos AO em tampéo acetato (pH 4,5). f =5 Hz (—), f = 20 Hz (—), f = 35 Hz (—), f =50 Hz
(=), f=65Hz (—),f=80Hz (—), f =95 Hz (—), f =110 Hz (—), A=20 mV, AE =5 mV e janela
de potencial de 0,8 a 1,25 V. (a) &cido citrico; (c) acido latico; (e) &cido malico; (g) &cido tartarico. A
intensidade de corrente (—) e potencial de pico (—) em fung¢do da variacéo da frequéncia para (b) acido
citrico; (d) acido latico; (f) acido malico; (h) &cido tartarico.
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5.7. Calibracéo univariada

Estudos de calibracdo univariada foram realizados para verificar o intervalo de
concentracdo linear de cada &cido isoladamente. Para alcancar esse objetivo, curvas de
calibracdo foram construidas e ajustadas por regressdo padrdo de minimos quadrados. A
Fig. 22 mostra as curvas analiticas e as respectivas respostas voltamétricas para cada
analito nas condicGes experimentais otimizadas no CoPC—CPE, onde € possivel observar
que todos os acidos mostraram uma excelente relacdo linear entre a corrente de pico e
concentragéo no intervalo de 10 a 100 pmol L. Os coeficientes de correlacio (angular e

linear) estdo disponiveis na Tab. 3.

1,3 0,1
") (b)
Z065 %0’05
o e, T 0 0.8 095 T 1,25
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
[AC] / pmol L [AL] / pmol L™
024 o 0,28
(d)
§0,12 ?}0 14
0 0.8 0,95 BV 1.1 1,25 0 0,8 0,95 £V 1.1 1,25
0 20 40 60 80 100 120 020 40 60 80 100 120
[AM] / pmol L™! [AT] / pmol L~

Figura 22. Curvas analiticas dos acidos organicos no CoPC-CPE. Adices sucessivas de (a) acido citrico,
(b) acido latico, (c) &cido malico e (d) &cido tartarico em tampéo acetato (pH = 4,5) nas concentracdes de
10 a 100 pmol L. SWV com linha de base corrigida registrados na f = 20 Hz, A=20 mV, AE=5mV e
janela de potencial de 0,8 Va1,25V.

Como pode ser observado na Fig. 22, os acidos apresentam sensibilidades diferente
uns dos outros (AC > AT > AM > AL). Esse comportamento pode estar relacionado com
a desprotonacdo de cada acido, de acordo com seus valores de pKa: &cido citrico (pkai =
3,14; pka> = 4,77, pkaz = 6,39); tartarico (pkar = 3,22, pka; = 4,82); mélico (pkay = 3,40,
pkaz = 5,11) e latico (pka = 3,86) [144], que por sua vez, esta associada as respectivas
estruturas moleculares (Fig. 1). Quanto menor o pKa, maior a desprotonacéo do acido

organico e, consequentemente, maior a facilidade do processo redox ocorrer.

Silva, A. C.



Resultados e discussao

Tabela 3. Coeficientes de regressdo linear referente as curvas analiticas dos &cidos
organicos em CoPC-CPE.

) Coeficientede  Coeficiente  Coeficiente
Analitos

correlacéo (r) angular (b) linear (a)
AC 0,9983 0,0140 2E-07
AL 0,9991 0,0010 4E-09
AM 0,9972 0,0018 6E-08
AT 0,9987 0,0026 4E-09

Apesar da excelente relagdo linear entre a corrente de pico e a concentragdo
observada na Fig. 22, sabe-se que ha uma forte sobreposicdo entre as respostas
voltamétricas dos analitos (ver Fig. 20), dificultando a analise/quantificacdo simultanea
desses acidos através da calibracdo univariada. Em casos complexos como este, €
necessario o uso de técnicas avancadas de calibragdo multivariada, como a calibragdo
multivias, que resolve o problema de interferéncia a partir de procedimentos estatisticos

e matematicos proporcionando uma maior seletividade.
5.8. Calibragdo multivias

Como ja discutido anteriormente, o alto grau de sobreposicéo entre os analitos, pode
ser contornado com o uso da calibracdo multivias. Mas antes de construir os modelos de
calibracdo de segunda ordem, os problemas com a variacdo de linha de base e
deslocamento do potencial de pico, nos dados voltamétricos, precisam ser corrigidos,
incluindo etapas de pré-processamento dos dados, como explicado na se¢do “Pré-

processamento para dados voltamétricos de segunda ordem”.
5.8.1. Pre-tratamento dos dados

Inicialmente, o tensor (3D) dos dados brutos, de cada analito, foi transformado em
uma matriz (2D), para posterior analise, como pode ser visto na Fig. 23(a, d, g, j). Em
seguida, esta matriz foi submetida a corre¢éo da linha de base (Fig. 23b, e, h, k) e correcéo
do deslocamento de potencial de pico (Fig. 23c, f, i, I).
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Figura 23. Pré-tratamento dos dados de SWV correspondentes aos conjuntos de calibragéo. (a, d, g, j)
dados brutos referente ao AC, AL, AM e AT, respectivamente. (b, e, h, k) dados ap6s correcéo de linha de
base referente ao AC, AL, AM e AT, respectivamente e (c, f, i, I) dados apds o ajuste dos potenciais de pico
referente a0 AC, AL, AM e AT, respectivamente.
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Como pode ser visto na Fig. 23(a, d, g, j), ndo h&d nenhuma informacéo no intervalo
de potencial de 0,8 a 0,85 V, portanto esta regido foi eliminada e todo o tratamento
quimiomeétrico foi realizado utilizando o intervalo de potencial de 0,85 a 1,25 V. Ainda
analisando essa Figura, € notavel a grande variacdo de linha de base que existe entre 0s
voltamogramas, entretanto esse problema foi solucionado ao aplicar a rotina ASLSSR nos
dados brutos, onde nota-se claramente uma boa corre¢do na linha de base, diminuindo as
possiveis interferéncias causadas por variac@es de fundo, reduzindo a complexidade dos
dados e melhorando a qualidade dos sinais voltamétricos. Apesar da variagcdo com a linha
de base ter sido solucionada, observa-se na Fig. 23(b, e, h, k), o deslocamento dos
potenciais de pico, que foi devidamente corrigido com o COW, melhorando
significativamente a linearidade dos sinais (Fig. 23(c, f, i, 1)), que € um passo
importantissimo para a aplicacdo de algoritmos de processamento de dados multivias.
Finalmente, os dados pré-tratados foram entdo matematicamente montados usando
comandos MATLAB para restaurar seu formato original (dados de trés vias) e usados
para os célculos U-PLS/RBL e MCR/ALS.

5.8.2. Analise U-PLS/RBL

A primeira etapa da modelagem U-PLS/RBL foi desdobrar o tensor referente ao
conjunto de calibracédo de cada &cido (10x8x81), representados na Fig. 24, em uma matriz
10x648. Isso foi realizado convertendo as matrizes de cada medida em vetores. Essa
flexibilidade de desdobrar a estrutura dos dados originais conduz a perda de
interpretabilidade quimica dos componentes, porque as informacdes sobre os perfis dos
componentes puros sdo perdidas durante a operacdo de desdobramento, mas, por outro
lado, assegura uma quantificacdo confiavel do(s) analito(s) na presenca de interferente(s)
[120].
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Figura 24. SWV em 3D para 0s conjuntos de calibracdo dos &cidos (a) citrico, (b) latico, (c) malico e (d)
tartarico.

5.8.2.1. Calibracéo

Com os dados desdobrados, a etapa seguinte do U-PLS/RBL foi escolher o nimero
6timo de fatores usando apenas as solugdes padrdes dos conjuntos de calibracdo. Isso foi
realizado a partir da analise do somatério quadratico dos erros de predi¢do (PRESS)
versus o numero de fatores incluidos no modelo U-PLS obtido por validacdo cruzada.

Geralmente o valor do PRESS diminui com a adi¢do de varidveis latentes, mas
tende a aumentar porque os Ultimos fatores representam ruido em vez de informacGes
quimicas verdadeiras. Contudo, ao analisar a Fig. 25 e a Tab. 4, observa-se que 0 PRESS
aumenta a medida que o nimero de fatores é adicionado. Esse comportamento ja era
esperado uma vez que o presente estudo foi realizado utilizando apenas solu¢bes padrdo
individuais do AC, AL, AM e AT e, portanto, o aumento no nimero de fatores, neste
caso, representaria ruido.

Outro aspecto que pode ter contribuido para o bom desempenho desta ferramenta
refere-se as etapas de pré-tratamento dos dados que diminuiram consideravelmente as

contribuigdes de fundo, destacando apenas as contribuicdes referentes aos analitos.
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Figura 25. Gréfico de PRESS versus nimero de fatores incluidos no modelo U-PLS obtido por validagao
cruzada para as amostras de calibragéo, sendo AC (—), AL (—), AM (—) e AT (—).

Tabela 4. Resultados da validagdo cruzada nos conjuntos de calibragédo no U-PLS.

n° de fatores

1 2 3 4 5 6 7 8 9
PRESS 11,65 2282 2591 28,03 36,53 37,66 40,24 43,47 43,73
AC F 1 - - - - - - - -
P 0,50 - - - - - - - -
PRESS 22,53 2850 39,01 2034 1866 1796 17,88 17,79 17,70
AL F 1,27 1,61 2,20 1,15 1,05 1,01 1,01 1,01 1,00
P 0,64 0,81 1,10 0,58 0,53 0,51 0,51 0,50 0,50
PRESS 36,12 43,08 4836 27,35 2532 30,10 3220 33,51 3343
AM F 1,43 1,70 1,91 1,08 1,00 - - - -
P 0,71 0,85 0,95 0,55 0,50 - - - -
PRESS 13,50 1557 11,73 937 10,48 1424 18,23 18,28 12,53
AT F 1,44 1,66 1,25 1,00 - - - - -
P 0,72 0,83 0,63 0,50 - - - - -

Como observado na tabela acima, o0 menor valor de PRESS para todos os analitos

foi obtido com um Unico fator, ou seja, 0 numero 6timo de fatores de calibragdo escolhido

para construir os modelos U-PLS/RBL de cada analito foi igual a 1 (um), com uma

probabilidade menor que 75% e F > 1. Como dito anteriormente, esse resultado ja era

esperado.

Silva, A. C.



Coeficiente Linear

Resultados e discussao

Utilizando entdo um Unico fator para cada analito, o grafico de valores preditos
versus os valores nominais foi avaliado, juntamente com as regides elipticas de confianca
conjunta (EJCR), para cada conjunto de calibracao (Fig. 26), com o objetivo de observar
se 0s modelos de calibracdo estavam sendo satisfatorio e isento de bias.

Idealmente um modelo de calibragéo deve ter os valores preditos iguais aos valores
nominais, isso significa dizer que, a reta ajustada por esses valores deve possuir o
coeficiente angular e linear igual a um e zero, respectivamente. A EJCR é uma ferramenta
que, com 95% de confianca, representa o intervalo obtido entre esses coeficientes de
forma conjunta. Portanto, a area da elipse € um indicativo da exatiddo do modelo e
também, se na elipse estiver contido o ponto ideal, 0 modelo em questdo néo foi afetado

Nominal Nominal

Figura 26. EJCR (a) para o modelo U-PLS/RBL do AC (—), AL (—), AM (—) e AT (—) e
concentragdo predita x nominal para &cido citrico (b); &cido latico (c); &cido malico (d); &cido tartarico (e).

Portanto, como pode ser observado na Fig. 26 um bom ajuste entre as concentracdes
previstas e nominais foi obtido para todos os analitos, assim como as EJCRs continham
0 ponto ideal indicando que a um nivel de 95% de confianca estatistica nenhum dos

modelos de calibragdo sofrem com bias.
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5.8.2.2. Validacao

Apdbs empregar um unico fator para modelar adequadamente a relagéo entre o sinal
analitico e a concentragdo nas amostras dos conjuntos de calibracdo, a proxima etapa foi
estimar o numero de espécies interferentes presentes no conjunto de validac&o. Para isso,
usou-se o procedimento de bilinearizacdo residual (RBL) no tensor referente ao conjunto
de validacdo (25x8x81) desdobrado em uma matriz 25x648.

Como ja dito anteriormente, 0 RBL modela os residuos de calibragdo ajustando-os
para explicar a contribui¢do dos interferentes. Portanto, a escolha do nimero 6timo de
fatores RBL, aplicadas ao conjunto de validacao, foi realizada analisando a variacéo do
ruido instrumental, da amostra de validacdo (Su), a cada fator RBL adicionada. Tendo
como referéncia, o valor de ruido instrumental estimado para o conjunto de calibracdo

(Sca1), como ilustrado na Fig. 27.

x 107 x 107
(a)

§ =25x10°
cal

0 T —————0
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
n° de fatores RBL n® de fatores RBL
-7
10
4 1 X 10-7
[ (C) 4'
= 2
72
Sy = 16 % 1078
0
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

n° de fatores RBL n° de fatores RBL
Figura 27. Fatores RBL para o conjunto de validacdo. Variagdo de S, (—) em funcdo do n° de fatores
RBL adicionadas para o (a) acido citrico; (b) &cido latico; (c) &cido malico e (d) acido tartarico, tendo como

referéncia 0 Scai (—).
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Ao analisar a Fig. 27, observa-se que antes de adicionar a etapa de RBL o S, tem
valores muito superiores ao Scal, indicando que nas amostras analisadas ha constituintes
que ndo foram modelados na calibracdo. A medida que os fatores de RBL s&o
adicionadas, os valores de Sy sofrem uma reducdo se aproximando do valor de Scal,
indicando que a contribuicdo dos interferentes nas amostras de validacdo estdo sendo
explicadas. Contudo, o0 aumento excessivo de fatores RBL torna o Sy menor do que 0 Scal,
sugerindo um sobre ajuste no modelo. Assim, a estabilizacao residual em torno do Scal,
para 0 AC, AL, AM e AT, sugeriu trés fatores de RBL para explicar os interferentes
presentes nas amostras do conjunto de validacao.

Utilizando um fator e o nimero de fatores RBL escolhidas para cada analito, 0s
modelos U-PLS/RBL foram aplicados na predicdo dos analitos do conjunto de validacao
e a relacdo entre as concentracBes previstas e nominais de AC, AL, AM e AT estdo

expostos na Tab. 5.
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Tabela 5. Concentrages preditas e nominais (10° mol L) de AC, AL, AM e AT no conjunto de validagdo por U-PLS/RBL.

Amostras

AC

AL

AM

AT

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%)

© 00 N O Ul & W N P

N NNNNNRRRRRRRRR B
E WONRPOOWWM~NOOOUMNWRNIEREO

25

15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95

16,25
32,55
53,05
75,07
91,11
14,96
33,94
56,91
72,63
93,04
16,03
35,77
54,78
74,64
96,02
13,79
36,18
54,52
75,68
95,50
15,32
34,55
55,68
76,34
95,46

1,27
1,23
0,87
1,46
1,06
2,03
2,97
1,47
1,71
1,66
0,77
1,97
1,72
2,62
1,33
1,05
1,73
3,16
1,29
1,46
2,41
3,17
2,38
2,64
2,30

15
35
55
75
95
55
75
95
15
35
95
15
35
55
75
35
55
75
95
15
75
95
15
35
55

12,36
32,32
52,33
74,16
98,5
53,95
74,62
92,88
12,99
36,22
91,65
18,78
38,07
51,11
75,01
30,77
51,97
71,96
90,24
10,11
76,61
91,72
14,05
30,37
58,3

1,95
3,34
0,75
1,30
1,22
2,71
1,29
1,41
9,24
4,24
0,49
6,23
4,69
2,08
1,39
3,88
1,50
2,66
1,46
1,95
1,35
1,20
1,14
4,42
2,23

15
35
55
75
95
75
95
15
35
55
35
55
75
95
15
95
15
35
55
75
55
75
95
15
35

15,91
35,23
57,9
75,46
93,95
75,24
95,12
16,52
37,17
56,7
37,33
57,11
74,08
93,19
14,05
96,76
14,75
38,53
52,43
75,29
54,69
77,45
96,89
17,92
38,77

1,36
2,98
0,84
1,46
2,02
2,27
1,28
1,14
3,01
2,09
1,38
2,54
1,77
1,46
1,49
1,79
1,99
5,04
2,19
2,96
3,18
1,75
1,49
1,13
3,59

15
15
15
15
15
35
35
35
35
35
55
55
55
55
55
75
75
75
75
75
95
95
95
95
95

17,55
16,59
14,61
19,54
15,22
36,12
37,59
38,21
36,94
35,85
53,55
54,55
53,88
57,43
55,04
75,19
75,02
74,65
78,16
77,96
93,92
95,68
97,9
98,85
92,66

1,48
2,42
1,18
1,92
3,66
4,17
1,79
1,82
2,15
2,40
0,81
1,41
1,95
3,09
1,23
1,61
0,69
2,18
1,33
0,98
1,06
1,95
1,14
0,97
1,86

“RSD= Desvio padrdo relativo (n=3).
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O bom ajuste entre as concentragdes previstas e nominais dos analitos demonstra um
6timo desempenho para a quantificagdo do acido citrico, latico, méalico e tartarico na presenca
de constituintes ndo modelados na etapa de calibracdo. Isso pode ser atestado atraves da EJCR,
obtida por regressdao dos minimos quadrados ordinarios entre as concentracdes nominal (de

“referéncia”) e predita (Fig. 28).

a 95
5@ (b)
2
0 T 55
1™
e
-3
15
15 35 55 75 95
0,96 098 1,00 1,02 1,04 15 35 55 75 95 Nominal
Coeficiente angular Nominal
95 q
@ Pl
] s
g55 g 55
= -
15 15
15 35 55 75 95 15 35 55 75 95
Nominal Nominal

Figura 28. EJCR (a) para 0 modelo U-PLS/RBL dos &cidos citrico (=), latico (—), malico (—) e tartarico (=)
e concentracdo predita x nominal para acido citrico (b); acido latico (c); &cido malico (d); &cido tartarico (e).

Ao observar as EJCR’s obtidas pela modelagem U-PLS/RBL, nota-se que todas contém
o0 ponto ideal (1 e 0), indicando que a um nivel de confianca de 95% os modelos U-PLS/RBL
construidos para cada analito ndo contém bias significativo. Esses resultados sugerem que a
metodologia proposta alcangou boa preciséo para a quantificacdo dos analitos na presenca de
quatro potenciais interferentes. Ademais, um modelo com bom ajuste permite o
desenvolvimento de metodologias com caracteristicas de desempenho (figuras de meérito)

favoraveis, assim como os que estdo expostos na Tab. 6.
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Tabela 6. Figuras de mérito para a predicdo das amostras do conjunto de validacdo por U-
PLS/RBL.

Analito

AC AL AM AT

RMSEV 1,42 3,00 1,90 2,11
REP (%) 2,58 5,46 3,45 3,84
SEN 0,0152 0,0118 0,0126  0,0428
vt 1,64 1,84 1,79 4,53
LOD 3,36 4,00 4,32 3,39
LOQ 10,07 11,99 12,83 10,17

Todos os valores, exceto o REP, estdo em (106 mol L™).

5.8.2.3. Analise dos sucos de frutas

Os dados referentes as nove amostras de sucos de frutas (Fig 29) foram pré-tratados
(correcdo de linha de base e alinhamento de potencial de pico) utilizando os mesmos algoritmos
e parametros dos conjuntos de calibracéo e validacéo.
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Figura 29. Superficie de contorno para as medidas SWV das nove amostras de sucos de frutas.

1,13 1,25
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Na Fig 29 séo apresentadas as superficies de contorno obtidas para as medidas SWV das
nove amostras de sucos de frutas. Em cada uma das imagens podemos notar sinais sobrepostos
uns aos outros e esse cenario, inviabilizaria a calibracdo univariada e/ou multivariada, a menos
gue uma etapa prévia de extracdo e/ou separacdo dos analitos fossem empregadas.

Os modelos U-PLS/RBL foram utilizados para a predicdo de AC, AL, AM e AT nas
amostras de suco de frutas. Para isso, foi utilizado um fator para cada analito (como discutido
na secdo 4.6.2.1) e o numero de fatores RBL, para as amostras de sucos, foi determinado
avaliando a variacdo do ruido instrumental das amostras (Su), a cada etapa RBL adicionada,

tendo como referéncia o Sca;, como ilustrado na Fig. 30.

-8 -8
x 10 x 10
20 20
(a) (b)
s> 10 S =25x10% &~ 10 S =14x10®
J C'(ll cal ’
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0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
n° de fatores RBL n° de fatores RBL

x10" x 107

20 20
(d)

s_=1.6x10" " 10
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0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
n° de fatores RBL n° de fatores RBL

Figura 30. Fatores RBL para as amostras de sucos de frutas. Variagdo de S, (—) em funcdo do n° de fatores RBL
adicionadas para o (a) acido citrico; (b) acido latico; (c) &cido mélico e (d) &cido tartérico, tendo como referéncia

o Scal (—).

De acordo com a Fig. 30 a estabilizacéo residual em torno do Scal, para o AC, AM e AT,
sugeriu duas fatores RBL para explicar os interferentes presentes nas amostras dos sucos,
enquanto que para o AL, trés fatores RBL foram necessarias.

Os valores do AC, AL, AM e AT preditos pelos modelos U-PLS/RBL apresentaram

concordancia satisfatoria com os valores do método de referéncia (Tab. 7), demonstrando a boa
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capacidade do método proposto em superar fortes sobreposi¢fes de constituintes calibrado e

n&o calibrados em amostras complexas, como sucos de frutas.

Tabela 7. Valores de concentracdo dos acidos organicos obtidos para as amostras dos sucos de
frutas pelo método proposto (modelo U-PLS/RBL) e o de referéncia.

Método proposto Método de referéncia

Sucos de frutas (gL (gL
AC AL AM AT AC AL AM AT
Limdo + Laranja 6,42 1,83 2,82 3,68 6,11 180 2,67 3,56
Acai + Guarana 1,23 0,23 0,61 0,61 1,32 0,27 0,58 0,51
Caju 8,20 2,33 5,95 6,22 982 2,71 4,77 5,51
Limédo + Laranja 3,92 1,74 2,15 1,80 431 135 2,38 2,12
Maracuja 2408 6,49 13,46 12,06 2456 6,59 12,17 13,78
Laranja 11,72 2,07 3,32 3,60 8,74 2,27 3,05 4,24
Acerola 13,01 3,07 583 7,29 1292 4,04 585 6,14
Caja 12,16 4,75 6,58 6,55 13,27 4,17 597 6,54
Goiaba 6,20 1,28 3,31 3,00 591 124 351 3,28

Com os resultados obtidos pelo modelo U-PLS/RBL, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os métodos ao aplicar o teste-t pareado em um nivel de
confianca de 95%. Além disso, como pode ser visto na Fig. 31, a EJCR, para todos os analitos,
exceto o AM, contém o ponto ideal (1 e 0), indicando que o método proposto ndo apresenta

bias, considerando 95% de significancia estatistica.
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Coeficiente linear
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Figura 31. EJCR para o modelo U-PLS/RBL dos acidos citrico (—), latico (—), malico (—) e tartérico (—)
nas amostras de sucos de frutas.

Apesar de a EJCR para 0 modelo U-PLS/RBL do AM néo conter o ponto ideal (indicando
um modelo afetado por bias), os resultados obtidos para a predi¢cdo foram satisfatorios.

De modo complementar, a Tab 8 apresenta as caracteristicas de desempenho analitico
satisfatorias obtidas pelos modelos U-PLS/RBL para a predi¢do dos acidos organicos nos sucos

de frutas.

Tabela 8. Parametros de desempenho para a predi¢do das amostras de sucos de frutas por U-
PLS/RBL.

Analito
AC AL AM AT

SEN 0,0399 0,0348 0,0376 0,0828
vl 1,84 2,66 1,55 3,45
LOD 4,25 4,87 4,74 3,99

LoQ 1063 10,39 11,23 10,98

Todos os valores, exceto o REP, estdo em (umol L1).
5.8.3. Analise MCR-ALS

A primeira etapa da modelagem MCR-ALS consistiu em transformar o tensor dos dados
em uma matriz aumentada na dimens&o correspondente a variacdo da frequéncia (que rompe
com a trilinearidade). Isso foi feito colocando as matrizes adjacentes entre si, no modo coluna,

para criar uma matriz aumentada (ver Fig. 9). Essa caracteristica de preservar a propriedade
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bilinear dos dados possibilita a recuperacdo dos perfis de cada constituinte (analito ou ndo)

presentes na amostra analisada, além de quantificar os analitos na presenca de interferentes.
5.8.3.1. Calibracao

Com as matrizes aumentadas, a proxima etapa foi estimar o ndmero étimo de
componentes a serem incluidos no MCR-ALS, levando em consideracgéo a variancia explicada
e 0 ajuste residual em funcdo do nimero de componentes aplicados ao modelo.

Aplicando o MCR-ALS apenas as amostras dos conjuntos de calibracdo (para avaliar o
ajuste entre esses dados), nota-se (Tab. 9) que em todos o0s casos um componente foi necessario
para obter uma alta variancia explicada com o ajuste residual baixo, indicando que apenas um
componente foi capaz de explicar toda a informacao util contida nas amostras analisadas, como

era esperado, ja que as amostras de calibracdo sdo compostas por padrées puros de cada analito.

Tabela 9. Resultado da variancia explicada e do ajuste residual em fungdo das componentes
adicionadas nos conjuntos de calibragdo por MCR-ALS.
AC AL AM AT

pC Var. Exp. A Res* Var. Exp. A Res* Var. Exp. A Res.* Var. Exp.

(%) (%) (%) ) R

1 96,4470 0,0556 | 98,2530 0,0431 | 97,8640 0,0437 | 98,2650 0,0635
2 2,7471 0,0268 | 1,2019 0,0243 | 1,1509 0,0200 | 1,1363 0,0377
3 0,3512 0,0203 | 0,3665 0,0140 | 0,6191 0,0184 | 0,4316 0,0201
4 0,2944 0,0122 | 0,0933 0,0098 | 0,2373 0,0110 | 0,0661 0,0158
5 0,0844 0,0085 | 0,0369 0,0074 | 0,0986 0,0054 | 0,0441 0,0120
6 0,0362 0,0062 | 0,0182 0,0059 | 0,0119 0,0042 | 0,0255 0,0090
7 0,0197 0,0044 | 0,0126 0,0045 | 0,0052 0,0036 | 0,0159 0,0064
8 0,0093 0,0033 | 0,0053 0,0038 | 0,0038 0,0031 | 0,0086 0,0043
9 0,0039 0,0026 | 0,0032 0,0033 | 0,00382 0,0025 | 0,0032 0,0032
10 00016 0,0023 | 0,0021 0,0029 | 0,0016 0,0022 | 0,0011 0,0028

*A. Res = Ajuste residual (10 mol L1).
5.8.3.2. Validacao

Para iniciar a etapa de validacdo do MCR-ALS é necessario estimar o numero étimo de
componentes que serdo capazes de modelar o analito nas amostras de validacdo, as quais
contém compostos que ndo foram modelados na etapa de calibracdo. Para isso, utilizou-se a

Anélise de Componentes Principais (PCA), que captura a maior variagdo possivel nos
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sucessivos componentes bilineares (entidades matematicas abstratas sem propriedades
fisicamente reconheciveis) até um ponto em que elas (PCs) representem principalmente ruido
[125]. Os resultados da variancia explicada e do ajuste residual a medida que as PCs sédo

adicionadas, sdo apresentados na Tab. 10.

Tabela 10. Resultado da variancia explicada e do ajuste residual em func¢éo das componentes
adicionadas no conjunto de validagdo por MCR-ALS.
AC AL AM AT

pCc Var. Exp. « | Var. Exp. « | Var. Exp. « | Var. Exp. *
(%) A. Res. (%) A. Res. (%) A. Res. (%) A. Res.

1 78,6230 0,2523 | 81,1120 10,2247 | 79,9920 0,2238 | 80,0680 0,2447
2 16,5730 0,1099 | 12,2210 0,1088 | 11,9890 0,1131 | 12,0360 0,1184
3 3,5282 0,0642 | 3,5273 0,0612 | 3,9091 0,0599 | 3,7990 0,0633
4 1,2318 0,0586 | 2,6296 0,0513 | 2,6436 0,0392 | 2,4605 0,0403
5 0,2574 0,0256 | 1,3883 10,0232 | 1,3060 0,0232 | 1,4894 0,0236
6 0,0996 0,0181 | 0,0602 0,0146 | 0,0815 0,0164 | 0,0739 0,0168
7 0,0348 0,0146 | 0,0318 0,0102 | 0,0405 0,0116 | 0,0345 0,0123
8 0,0230 0,0116 | 0,0109 0,0082 | 0,0196 0,0082 | 0,0119 0,0103
9 0,0170 0,0087 | 0,0060 0,0068 | 0,0071 0,0066 | 0,0087 0,0086

10 0,0082 10,0069 | 0,0031 0,0060 | 0,0030 0,0057 | 0,0060 0,0071
*A. Res = Ajuste residual (10 mol L?).

De acordo com a Tabela acima, pode-se concluir que ao usar o conjunto de calibracéo
contendo apenas solugdes padrdes de acido citrico para modelar as amostras do conjunto de
validacdo, quatro PCs sdo necessarias para explicar todas as informacdes relevantes (as que ndo
sdo residuos). Isso, porque essas quatro PCs representam mais de 99% do total enquanto que
cada uma das outras PCs restantes explicam menos de 0,1% e o ajuste residual esta proximo ao
nivel de ruido estimado neste sistema.

Levando em consideracdo que nas amostras do conjunto de validagdo estdo presentes
cinco constituintes, uma PC pode ser capaz de explicar dois compostos como combinacao
linear, tendo em vista que ha grande semelhanca entre alguns deles (ver Fig. 21). Usando 0s
demais conjuntos de calibracdo (que contém solucBes padrdes de acido latico, malico e
tartarico, respectivamente) cinco PCs foram necessarias para a modelagem e esse numero esta
de acordo com a quantidade de constituintes presentes nas amostras analisadas.

Apos estimar 0 nimero 6timo de PCs, a proxima etapa foi aplicar restricdes aos dados.

Conforme discutido anteriormente, na secdo 2.6.1.1.2, a aplicacdo de restricdes € necessaria
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para alcancar solugdes quimicamente razoaveis (recuperar perfis). Nesse caso, a restricdo de
ndo-negatividade foi aplicada aos modos aumentados (frequéncia) e ndo aumentados
(potenciais), ja que a correcdo de linha de base foi aplicada aos dados na etapa de pré-
tratamento; a restricdo de unimodalidade foi aplicada também ao modo ndo aumentados, uma
vez que cada analito sO apresenta um unico sinal na faixa de potencial trabalhada.

Em seguida, a etapa de inicializacdo é requerida; € nesse processo que estimativas iniciais
do(s) componente(s) puro(s) devem ser fornecidas para obter resultados mais proximos
possiveis do real, evitando que o algoritmo converta para uma solugédo indesejada. Para ajudar
0 analista nessa etapa, foi usado o método PURE que recupera aproximacdes do(s)
componente(s) presente(s) na matriz da amostra analisada, através de um gréfico da estimativa
inicial com base nas variaveis mais puras, como mostrado na Fig. 32.

1r

(a)
)
=
-1
N
= 0,5
E
T
[=]
z.
p—
0.
0,85 0,98 1,13 1,25
E /V (modo ndo-aumentado)
14¢
(b)

0 100 200 280
f/ Hz (modo aumentado)

Figura 32. Aproximaces iniciais obtidas pelo método "pure” com perfil 1 (—), perfil 2 (—), perfil 3 (—),

perfil 4 (—) e perfil 5 (—=). Perfis iniciais dos componentes (a) e solu¢des obtidas da matriz de dados aumentada
(b).

A Fig. 32a mostra os perfis aproximados obtidos pelo SIMPLISMA referente a cada PC
usada na modelagem das amostras de validagdo através do conjunto de calibragdo de &cido

tartarico. O perfil azul obtido pela PC 1, que explica 80% da variancia entre as amostras
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analisadas, guarda grande semelhanca com o perfil real do analito (&cido tartarico), esse fato
direciona a concluséo de que as outras PCs estdo explicando as contribui¢des dos interferentes
e para atestar essa afirmacéo, a Fig. 32b apresenta os sinais das matrizes no modo aumentado
justapostas de modo que Xval | Xca. Como 0 modo referente a frequéncia tem 8 variaveis
posicionadas uma ao lado da outra, o eixo x desta figura tem 280 variaveis ao total, sendo as
200 primeiras referentes as vinte e cinco amostras de Xva € as 80 ultimas referentes as dez
amostras de Xca. Observando apenas a intensidade de corrente nas amostras de Xca, nota-se
que apenas a PC 1 apresenta sinal e de forma crescente, esse comportamento esta de acordo
com a composicdo do conjunto de calibracdo de AT (ver Tab. 2). Portanto, é seguro afirmar
que as outras PCs nédo tém relacdo com o analito e assim a inicializagéo foi tomada com base
na conclusdo de que as PCs 2, 3, 4 e 5 estdo relacionadas aos interferentes. Um procedimento
analogo foi aplicado para a etapa de inicializacdo dos acidos citrico, latico e malico.

Na etapa seguinte, 0 ALS é iniciado até a total convergéncia, onde s&o obtidos os perfis

finais do analito e dos interferentes presentes nas amostras analisadas (Fig. 33).

1 1
5 2
g N
= = 0,5
g 0s B
‘5 =
3 z
— P

0 0

1 1
=) =)
= =
g S
= =
E 0,5 Z 0,5
5 5
3 3
] (]

o e / L 0

0.85 0,98 1,13 1,25 0,85 0,98 1,13 1,25

E/V E/V

Figura 33. Perfis recuperados pelo MRC-ALS para 0 AC (—), AL (—), AM (—) e AT (—).

Ao comparar os perfis finais recuperados pelo modelo MCR-ALS com os perfis
conhecidos de cada analito, pode-se observar que uma decomposi¢do bem-sucedida foi
realizada, alcangando sinais muito semelhantes entre si e com esses resultados a proxima etapa
foi quantificar os analitos nas amostras de Xvai. Os resultados da predi¢do dessas amostras estdo

expostos na Tab. 11.
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Tabela 11. Concentragdes preditas e nominais (10°° mol L) de AC, AL, AM e AT no conjunto de validagdo por MCR-ALS.

Amostras

AC

AL

AM

AT

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%)

Nominal Predito RSD (%0)

© 00 N O Ul WOWN -

NNONNNNR R RERRRRRR B
E WONRFP,OWOWOWMNOOUMWNIERO

25

15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95
15
35
55
75
95

12,39
36,29
51,04
76,76
96,36
13,24
31,19
57,38
71,06
95,05
13,85
33,58
52,17
79,41
98,45
13,01
34,80
55,47
71,11
97,49
11,51
35,53
56,55
75,33
94,65

1,70
2,73
2,80
1,22
1,97
1,82
3,21
1,64
2,25
2,31
1,66
2,98
1,74
2,27
1,83
0,76
3,16
1,80
1,36
1,33
1,03
2,79
1,63
1,59
2,22

15
35
55
75
95
55
75
95
15
35
95
15
35
55
75
35
55
75
95
15
75
95
15
35
55

17,64
39,25
58,26
70,46
98,08
55,92
77,41
99,85
14,85
32,75
98,93
14,59
35,21
57,50
70,39
32,06
53,60
76,94
96,88
18,68
79,93
100,03
15,89
32,43
50,53

1,47
4,08
4,29
2,55
2,14
5,72
1,55
3,51
1,10
5,80
1,21
1,91
1,80
1,83
1,85
1,91
2,80
5,46
1,24
1,42
151
7,70
1,70
7,09
2,90

15
35
55
75
95
75
95
15
35
55
35
55
75
95
15
95
15
35
55
75
55
75
95
15
35

16,67
38,30
50,55
74,50
100,86
78,15
96,44
18,81
39,61
57,08
33,99
53,60
71,34
93,67
10,67
91,47
17,72
36,22
50,80
73,50
58,77
75,80
90,70
17,21
37,40

1,19
2,01
2,73
2,95
1,88
3,84
4,25
1,64
1,93
1,24
1,06
1,57
2,80
4,47
2,81
3,75
1,11
1,56
2,87
4,58
1,31
4,23
3,71
1,95
1,72

15
15
15
15
15
35
35
35
35
35
55
55
55
55
55
75
75
75
75
75
95
95
95
95
95

11,97
10,41
18,06
16,75
18,54
35,45
38,58
33,75
39,69
39,05
54,05
55,64
59,83
54,07
50,32
75,62
73,99
72,45
70,06
75,49
98,08
96,45
98,11
91,19
94,64

1,85
1,57
1,76
1,66
1,29
1,97
1,76
2,07
1,54
2,48
1,68
1,60
0,97
1,35
2,38
1,06
1,35
0,86
1,57
1,59
0,84
1,04
0,88
0,91
0,77

“RSD= Desvio padréo relativo (n=3).
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Como pode ser visto na Tab. 11, obteve-se uma excelente concordéancia entre as
concentragcdes previstas e nominais de AC, AL, AM e AT, demonstrando um ¢&timo
desempenho para a quantificacdo desses analitos na presenca de interferentes. Para atestar esses
resultados, a Fig. 34 mostra as EJCR’s obtidas pela modelagem MCR-ALS e os gréficos de
concentragéo predita versus concentragdo nominal obtidas no conjunto de validacao.

8 (a)

Coeficiente linear
(=]

-8

0,90 0,95 1,00 1,05 1,10 15 35 55 75 95 15 35 55 75 95
Coeficiente angular Nominal Nominal

95 2 95
(d)

55 55

Predito
Predito

15 35 55 75 95 15 35 55 75 95
Nominal Nominal

Figura 34. EJCR (a) para o modelo MCR-ALS do AC (—), AL (—), AM (—) e AT (—) e concentragdo
predita x nominal para &cido citrico (b); acido latico (c); &cido malico (d); acido tartarico (e).

A Fig. 34a mostra que todas as EJCR’s contém 0 ponto ideal, indicando que os modelos
construidos ndo possuem tendéncia significativa, a um nivel de confianca de 95%. Além disso,
a Fig. 34(b-e) indicam modelos com bons ajustes, apresentando caracteristicas de desempenho

com valores muito satisfatérios, como pode ser visto na Tab. 12.

Tabela 12. Figuras de mérito para a predi¢do das amostras do conjunto de validacdo por MCR-
ALS.

Analito
AC AL AM AT
RMSEV 2,46 3,18 3,11 2,99
REP (%) 4,47 5,78 5,66 5,44
SEN 0,08 0,047 0,0392 0,116
7! 1,59 1,13 0,73 2,26
LOD 4,8 4,82 4 3,82
LOQ 14 14,48 12 11,30

Todos os valores, exceto o REP, estdo em (105 mol LY).
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5.8.3.3. Analise dos sucos de frutas

Para a modelagem dos acidos organicos nos sucos de frutas, por MCR-ALS, as mesmas
restricbes empregadas no conjunto de validagdo, foram usadas e 0 nimero de componentes que
seriam capazes de modelar as analitos em cada uma das nove amostras foi avaliado utilizando
a PCA. Na Tab. 13 sdo apresentados os resultados da variancia explicada e do ajuste residual
a medida que as PCs séo adicionadas.

Tabela 13. Resultado da variancia explicada e do ajuste residual em funcdo das componentes

adicionadas nas amostras de sucos de frutas por MCR-ALS.
AC AL AM AT

pC Var. Exp. A Res* Var. Exp. A Res* Var. Exp. A Res* Var. Exp.

(%) (%) (%) ) R

1 94,5990 0,0612 | 93,3920 0,0824 | 92,0130 0,0835 | 94,9650 0,0938
2 29733 10,0353 | 3,7193 10,0446 | 56702 0,0455 | 2,2537 0,0631
3 11,3739 10,0259 | 1,7674 10,0259 | 1,3048 0,0304 | 1,1633 0,0376
40,7699 0,0225| 1,4366 0,0174 | 0,8784 0,0282 | 1,4287 0,0211
5 0,008 0,0101 | 0,0740 0,0099 | 0,0619 0,0086 | 0,0701 0,0169
6 00654 0,0092| 0,0410 0,0090 | 0,0168 0,0063 | 0,0441 0,0136
70,0440 0,0066 | 0,0289 0,0070 | 0,0277 0,0052 | 0,0335 0,0102
8 0,0207 10,0048 | 0,0159 10,0055 | 0,0097 0,0042 | 0,0157 0,0081
9 0,0091 0,0038 | 0,0079 0,0046 | 0,0056 0,0035| 0,0130 0,0058
10 0,0041 10,0032 | 0,0053 0,0039 | 0,0040 0,0029 | 0,0050 0,0046
*A. Res = Ajuste residual (10 mol L?).

Ao analisar a Tab. 13 observa-se que, para todos os analitos, quarto PCs representam
mais de 99% da variancia explicada e o ajuste residual estd em concordancia com o ruido
instrumental. Em seguida a etapa de inicializacdo ocorreu de maneira semelhante a que esta
descrita na secdo 4.6.3.2. (utilizando o PURE). Os perfis recuperados para cada analito foram
avaliados, através da inspecdo visual, tendo como referéncia os perfis puros de cada analito
(Fig. 35).
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1 (Normalizada)

E/V

Figura 35. Perfis recuperados pelo MRC-ALS, através do conjunto de calibragéo, para o 4cido citrico (—),
acido latico (—), acido malico (—) e acido tartarico (—) nas amostras de sucos de frutas.

Os perfis recuperados com os modelos MCR-ALS (linha preenchida), s&o muito
semelhantes aos perfis conhecidos dos analitos (linha pontilhada), isso significa que a
decomposicdo das amostras de sucos pelo MCR-ALS foi bem-sucedida. Isso pode ser
observado na Tab. 14 onde valores preditos pelos modelos MCR-ALS otimizados
apresentaram concordancia satisfatoria com os valores obtidos pelo método de referéncia,
demonstrando a grande capacidade do método proposto “driblar” a presenga de interferentes,

comumente presentes em amostras complexas.

Tabela 14. Valores de concentracdo dos acidos organicos obtidos para as amostras dos sucos
de frutas pelo método proposto (modelo MCR-ALS) e o de referéncia.

Meétodo proposto Meétodo de referéncia

Sucos de frutas (9L QL™
AC AL AM AT AC AL AM AT
Limédo + Laranja 6,00 1,85 2,75 3,79 6,11 180 2,67 3,56
Acai + Guarana 1,32 024 056 0,39 1,32 0,27 058 051
Caju 7,98 2,44 5,11 6,98 982 2,71 477 5,51
Liméo + Laranja 4,22 1,14 2,19 1,98 431 135 2,38 2,12
Maracuja 2498 569 10,97 12,88 2456 6,59 12,17 13,78
Laranja 10,42 2,23 2,51 4,33 8,74 2,27 3,05 4,24
Acerola 13,02 521 5,41 5,41 1292 4,04 5,85 6,14
Caja 12,37 3,50 6,51 7,18 13,27 4,17 597 6,54
Goiaba 6,29 1,08 3,73 3,22 591 124 351 3,28
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De acordo com o teste-t pareado, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
0s métodos, a um nivel de confianca de 95%. Além disso, as EJCR de todos os analitos (Fig.
36) contém o ponto ideal (1 e 0), indicando que ndo ha bias nos modelos MCR-ALS,

considerando 95% de confianca estatistica.

Coeficiente linear

0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4
Coeficiente angular

Figura 36. EJCR para 0 modelo MCR-ALS dos &cidos citrico (—), latico (—), mélico (—) e tartarico (—) nas
amostras de sucos de frutas.

Por fim, as caracteristicas de desempenho analiticas para os modelos MCR-ALS (Tab.
15) se mostram bastante satisfatdrias para a predicéo dos acidos citrico, latico, malico e tartarico

nas amostras dos sucos de frutas.

Tabela 15. Figuras de mérito para a predicdo dos acidos organicos nas amostras dos sucos de
frutas por MCR-ALS.

Analito
AC AL AM AT

SEN 00450 00540 0,0751 0,0823
by 093 130 190 250
LoD 430 450 370 3,60

LoQ 11,03 10,42 11,00 11,03

Todos os valores, exceto o REP, estdo em (umol L1).
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Conclusao

6. Conclusao

Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método
voltamétrico para a determinacdo de acido citrico, latico, malico e tartarico utilizando
modelos de calibracdo multivias, no qual a vantagem de segunda ordem foi bem-sucedida.

A baixa seletividade do sensor CoPC-CPE para o0s &cidos orgéanicos foi contornada
pelo uso dos modelos quimiometricos U-PLS/RBL e MCR-ALS baseados em conjuntos
de calibracdo constituidos a partir de solucdes padrdes de cada analito, que por sua vez,
foram testados frente a um conjunto de validagdo compostos de vinte e cinco solugdes
contendo a mistura de AC, AL, AM, AS e AT, simultaneamente.

As misturas do conjunto de validacdo por si s6 fornecem um sistema analitico muito
complexo, uma vez que os acidos interferem entre si, mais apesar disto, os modelos U-
PLS/RBL e MCR-ALS apresentaram oOtimo desempenho frente as dificuldades
encontradas, mostrando-se robustos, com boa acurécia e isento de bias.

Ao serem aplicados nas amostras de sucos de frutas, os modelos U-PLS/RBL e
MCR-ALS apresentaram boas caracteristicas de desempenho analitico, tais como:
sensibilidade, sensibilidade analitica, LOD e LOQ. Dessa forma, um método altamente
sensivel e confidvel, utilizando a SWV associada a ferramentas quimiométricas para
determinacdo dos &cidos organicos em sucos de frutas, foi construido com uma resposta
linear na faixa de 10 a 100 pmol L%,

Os resultados obtidos tanto com o método proposto quanto com o método de
referéncia corroboram entre si, de modo que, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa e nem bias, utilizando-se, respectivamente, teste-t pareado e a EJCR, com
nivel de confianca de 95%.

Com relacdo a outros métodos descritos na literatura, 0 método proposto € mais
simples, menos dispendioso e “ambientalmente amigéavel”, porque todas as amostras de
sucos de frutas podem ser analisadas sem pré-tratamento da amostra, tais como: filtracao,
extracdo, pré-concentracdo ou procedimentos de limpeza.

O método proposto pode ser estendido para a quantificacdo de CA, LA, MA, TA e
outros acidos organicos (por exemplo: &cido ascorbico, succinico, oxalico) em outros

produtos alimenticios, como: vinhos, cervejas, refrigerantes, etc.
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