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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivos demonstrar a possibilidade de se empregar a
espectroeletroquimica na aquisicao de dados de segunda ordem e avaliar estratégias de
pré-processamento e tratamento aplicadas a esses dados. Dois arranjos experimentais
foram empregados na aquisicao dos dados. O primeiro combina espectroscopia de
absor¢ao molecular e técnicas voltamétricas. O segundo combina espectroscopia de
reflectancia com voltametria de varredura linear. Ferrocianeto de potassio e o-tolidina
foram empregados como sistemas modelos na validagao do primeiro e segundo arranjos,
respectivamente. Apods a verificacao dos arranjos foram propostas duas aplicagoes.
A espectroeletroquimica dos isomeros hidroquinona, catecol e resorcinol foi estudada
como aplicacao do primeiro arranjo experimental. Duas estratégias de calibracao foram
utilizadas na modelagem dos dados obtidos por meio do primeiro arranjo experimental.
Na primeira estratégia, os dados nao tratados foram utilizados na calibracao. RMSEPs
de 0,03, 0,06 e 0,07 mmolL~! foram obtidos através dos modelos PARAFAC para
hidroquinona, catecol e resorcinol, respectivamente. Para os modelos U-PLS/RBL
foram obtidos RMSEPs de 0,03, 0,05 e 0,10 mmolL~! para hidroquinona, catecol e
resorcinol, respectivamente. Na segunda estratégia, dados pré-processados através do
calculo da primeira derivada em relagao ao potencial foram utilizados. RMSEPs de 0,05
e 0,06 mmolL~! foram obtidos através dos modelos PARAFAC para hidroquinona e
catecol, respectivamente. J& para os modelos U-PLS/RBL foram obtidos RMSEPs de
0,07, 0,07 e 0,04 mmolL~' para hidroquinona, catecol e resorcinol, respectivamente.
A espectroeletroquimica da dopamina e da epinefrina foi estudada como aplicagao do
segundo arranjo experimental. Os dados desse sistema foram modelados empregando
o PARAFAC. As previsoes com amostras de teste resultaram em RMSEPs de 0,04
e 0,05 mmolL~! para dopamina e epinefrina, respectivamente. Durante os estudos
sobre a espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol verificou-se a ocorréncia
de degenerescéncia de solugoes na modelagem utilizando PARAFAC. Em um estudo
tedrico realizado para para investigar os efeitos da degenerescéncia verificou-se que a
degenerescéncia esta associada ao fato de que um analito pode estar presente em ao
menos duas formas, cuja concentracao total é constante. A degenerescéncia acaba se
relacionando a unicidade de solugoes e adequada determinacao do numero de fatores
no modelo. O estudo tedrico evidenciou alguns possiveis efeitos da degenerescéncia de

solugoes sobre os resultados qualitativos e o papel das restricoes na modelagem.

PALAVRAS-CHAVE: Espectroeletroquimica, PARAFAC, U-PLS/RBL, degeneres-

céncia



ABSTRACT

This work aims to demonstrate the possibility of using spectroelectrochemistry in
the acquisition of second-order data, and to evaluate pre-processing and treatment
strategies applied to these data. Two experimental setups were used in the acquisition
of experimental data. The first experimental setup combines molecular absorption
spectroscopy and voltammetric techniques. The second setup combines reflectance
spectroscopy with linear scanning voltammetry. Potassium ferrocyanide and o-tolidine
were used as model systems in the validation of the first and second experimental
setups, respectively. After verifying the experimental setups, two applications were
proposed. As a first application, the spectroelectrochemistry of the benzenediol isomers
hydroquinone, catechol and resorcinol was studied through the first experimental setup.
Two calibration strategies were used to model the data obtained through the first
experimental setup. In the first strategy, untreated data were used for calibration.
RMSEPs of 0.03, 0.06 and 0.07 mmolL~' were obtained through PARAFAC models
for hydroquinone, catechol and resorcinol, respectively. For the U-PLS/RBL models,
RMSEPs of 0.03, 0.05 and 0.10 mmolL~! were obtained for hydroquinone, catechol
and resorcinol, respectively. In the second strategy, data pre-processed by calculating
the first derivative in relation to the potential were used. RMSEPs of 0.05 and 0.06
mmol L' were obtained through PARAFAC models for hydroquinone and catechol,
respectively. For the U-PLS/RBL models, RMSEPs of 0.07, 0.07 and 0.04 mmolL~*
were obtained for hydroquinone, catechol and resorcinol, respectively. As a second
application, the spectroelectrochemistry of dopamine and epinephrine was studied
through the second experimental setup. Data from this system were modeled using
PARAFAC. Predictions with test samples resulted in RMSEPs of 0.04 and 0.05 mmol L~*
for dopamine and epinephrine, respectively. In studies on the spectroelectrochemistry
of benzenediol isomers, degenerate solutions were found in PARAFAC models. A
theoretical study was conducted to investigate the effects of degeneracy. It was found
that degeneracy is associated with the fact that an analyte can be present in at least
two forms, whose total concentration is constant. Degeneracy ends up being related
to the uniqueness of solutions and adequate determination of the number of factors in
the model. The theoretical study showed some possible effects of the degeneracy of

solutions in the qualitative results and the role of restrictions in the modeling.

Keywords: Spectroeletrochemistry, PARAFAC, U-PLS/RBL, degeneracy



CAPITULO 1

Introducao

Catecol (1,2-benzenediol), resorcinol (1,3-benzenediol) e hidroquinona (1,4-
benzenediol) sao isdmeros do benzenodiol comumente encontrados em plasticos, co-
rantes, cosméticos, produtos farmaceéuticos e agentes flavorizantes. Diversos estudos
avaliaram os potenciais riscos a saide e ao meio-ambiente oriundos desses isomeros.
O catecol, por exemplo, é classificado como possivelmente carcinogénico pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer [1]. No meio ambiente, esses compostos se distri-
buem principalmente em compartimentos aquaticos.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) [2] e cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massas (GC-MS) [3] sao empregadas como técnicas de
referéncia na determinacgao desses analitos. A busca por metodologias alternativas mais
rapidas e baratas tem motivado o desenvolvimento de métodos espectroscépicos [4,5] e
eletroanaliticos [6,7] para determinagao desses compostos. Recentemente, um método
quantitativo para determinacao de catecol e hidroquinona através de espectroscopia de
impedancia foi desenvolvido [8]. Os trés isomeros atuam como interferentes nos modos
espectral e eletroquimico, o que torna o desenvolvimento de tais métodos bastante
desafiador.

Dopamina e epinefrina pertencem a um grupo de catecolaminas que participam
da regulacao de diversos processos fisiolégicos [9-11].

A determinacgao de catecolaminas em condigoes fisiologicas de pH é de grande
importancia pratica [12]. Anormalidades nos niveis de concentracao de dopamina po-
dem desencadear diversas doencas como depressao, esquizofrenia e doenca de Parkin-
son [13]. O mesmo ocorre em relacdo a epinefrina, niveis anormais dessa substancia

podem acarretar problemas como hipotensao postural e deficiéncia hormonal da tire-
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oide [12].

Diversas técnicas instrumentais tem sido utilizadas no estudo desses analitos.
Em funcao da facilidade de oxidacao, ambos os analitos sdo comumente estudados
através de métodos eletroanaliticos. Uma das dificuldades envolvidas nessa abordagem
é a proximidade dos potenciais de oxidacdo de ambas as espécies. Além disso, os
mecanismos de oxidagao envolvidos nao sao simples e podem conduzir a formacao de
intermediarios [9-11,13].

Nesse trabalho, dois arranjos experimentais distintos foram propostos para in-
vestigar essa problematica. O primeiro arranjo experimental, utilizado no estudo da
espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol, combina espectroscopia de abo-
sorbancia com técnicas voltamétricas. O segundo, utilizado no estudo da espectro-
eletroquimica da dopamina e epinefrina, combina espectroscopia de reflectancia com
técnicas voltamétricas.

Através do uso da espectroeletroquimica associada a métodos de calibracao
de segunda ordem pretende-se superar os desafios decorrentes das interferéncias veri-
ficadas entre esses analitos e avaliar os impactos da vantagem de segunda ordem na

determinacao desses compostos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos gerais

Desenvolver e avaliar metodologias de calibragao de ordem superior aplicadas
a dados espectroeletroquimicos.
1.1.2 Objetivos especificos

e Propor arranjos experimentais adequados a aquisicao de dados espectroeletroqui-

micos de segunda ordem,;

e Avaliar os arranjos experimentais propostos através do estudo da espectroele-

troquimica dos sistemas modelo ferrocianeto de potéssio e o-tolidina;

e Construir conjuntos de calibragao e investigar os impactos da vantagem de se-
gunda ordem na quantificacao dos analitos: hidroquinona, catecol, resorcinol,

dopamina e epinefrina;

e Avaliar os algoritmos utilizados em metodologias de calibracao de ordem superior

aplicados a dados espectroeletroquimicos;

e Avaliar o impacto de técnicas de pré-processamento no tratamento de dados

espectroeletroquimicos;
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e Investigar a degenerescéncia de solugoes e suas implicacoes para estudos envol-

vendo espectroeletroquimica.
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CAPITULO 2

Fundamentacdo Tedrica

2.1 Surgimento da Espectroeletroquimica

A espectroeletroquimica consiste na associacao de duas técnicas instrumentais
bastante consolidadas: a espectroscopia e a eletroquimica. A maioria dos estudos em
espectroeletroquimica se concentra na caracterizagao espectroscépica da superficie do
eletrodo e das espécies geradas eletroquimicamente em solucao [14].

Os primeiros trabalhos em espectroeletroquimica surgiram com o objetivo de
monitorar intermediarios de reacao formados eletroquimicamente. Austen e colabora-
dores [15], por exemplo, conduziram a eletrdlise do antraceno, benzofenona e antra-
quinona por polarografia e monitoraram os radicais formados durante a reacao por
intermédio da espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR). Nesse
trabalho as determinagoes espectroscopicas foram realizadas ez situ, isto é, em deter-
minados intervalos de tempo aliquotas eram retiradas da célula eletroquimica para que
espectros fossem adquiridos.

Com o surgimento dos eletrodos opticamente transparentes (OTE), na década
de 1960, a espectroeletroquimica se consolidou como um novo campo de pesquisas. A
ideia de desenvolver um OTE surgiu por volta de 1950 quando Ralph Adams e Ted
Kuwana realizaram estudos sobre a oxidagao da o-tolidina. Essa reacao eletroquimica
resultava na formacao de compostos de coloragao amarelo intensa [14]. Essa observagao
motivou os pesquisadores a imaginar um eletrodo que permitisse identificar, por espec-
troscopia, as espécies coloridas que estariam sendo formadas ao longo do processo
eletroquimico. Alguns anos mais tarde Ted Kuwana conheceu David Kearnes, um

fisico-quimico que trabalhava com fotocondugao de cristais organicos. Na época Kear-

21



Capitulo 2

nes estava desenvolvendo um dispositivo que consistia em um cristal confinado entre
duas pecas de vidro revestidas com éxido de estanho. Esse cristal foi a base para a cons-
trugao do primeiro eletrodo opticamente transparente (OTE) para anélises in situ, cujo
primeiro trabalho seria publicado em 1964 [16]. Nesse trabalho abordou-se a oxidagao
da o-tolidina utilizando um OTE como eletrodo de trabalho, construido utilizando vi-
dro semicondutor de éxido de estanho revestido com pasta de prata. A oxidacao da
o-tolidina foi conduzida por meio de cronoamperometria. Simultaneamente ao processo
eletroquimico eram feitas medidas de absorbancia em funcao do tempo. Os resulta-
dos alcangados demonstraram a possibilidade de investigar processos na superficie de
eletrodos através da espectroeletroquimica.

Estudos subsequentes se dedicaram ao desenvolvimento de aparatos para anéli-
ses in situ, dado que a principal motivacao para o surgimento da espectroeletroquimica
residia na possibilidade de identificar intermediarios de reacao, os quais podem ser
instaveis inviabilizando as andlises ex situ.

Ainda na década de 1960 OTE dopados em Sb [17], Au e Pt [18] foram em-
pregados em estudos espectroeletroquimicos. Demonstrou-se também a possibilidade
de estudar a cinética e os mecanismos dos processos redox através da espectroele-
troquimica [19,20]. Paralelamente aos avangos experimentais, foram desenvolvidos
modelos matematicos que relacionam as propriedades 6pticas com parametros cinéticos
das reagoes [21].

Diversas técnicas espectroscopicas vem sendo empregadas em espectroeletro-
quimica, entre elas: a espectroscopia de absorgao no UV-VIS [22,23] e IR [24-26]; espec-
troscopia Raman [27-32]; técnicas de ressonancia magnética [33,34]; espectroscopia de
absor¢ao de raios-X [35] e espectroscopia de luminescéncia na regiao do UV-VIS [36,37].

Nas tultimas décadas, a espectroeletroquimica se consolidou como uma im-
portante técnica no que diz respeito a investigacao de mecanismos, cinética e termo-
dinamica de reacoes. Buscando o termo ’spectroelectrochemistry’ em uma base de dados
encontram-se milhares de artigos (5.365 publicagdes encontradas pelo Web of Science
entre 1971 e 2022). A bibliografia sobre o tema é bastante expressiva e inclui artigos
de revisao [38-41] e a capitulos [42] e livros dedicados [43-45].

Varias classes de matrizes e analitos ja foram estudadas empregando espec-
troeletroquimica, entre elas: sistemas bioldgicos [46,47], complexos [48,49], porfiri-
nas [50-52], farmacos [53], etc. Grande parte desses estudos utiliza a espectroele-
troquimica apenas como uma ferramenta de investigacao fenomenolégica. No entanto,
sendo originada da fusao de duas técnicas de reconhecido potencial analitico tanto
qualitativo quanto quantitativo, foi bastante natural o surgimento de aplicagoes da

espectroeletroquimica no desenvolvimento de métodos analiticos [13,54-57].
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2.2 Alguns arranjos experimentais para espectroeletroquimica

Por se tratar da associacao de duas técnicas instrumentais bastante flexiveis,
h&d uma grande ntimero de possibilidades de arranjos experimentais em espectroele-
troquimica. Pela prépria natureza das medidas, os experimentos geram dois tipos de
sinais: os espectroscépicos e os eletroquimicos. A maioria dos estudos em espectroe-
letroquimica, lida com a porc¢ao espectroscopica dos sinais, muito embora nao exista
nenhum impedimento em utilizar ambos os sinais.

Do ponto de vista espectroscopico ha, basicamente, duas configuragoes através
das quais o feixe de luz incide sob a superficie do eletrodo e interage com a amostra
e suas vizinhancas: a) incidéncia normal a superficie do eletrodo de trabalho e b)
incidéncia em paralelo a superficie do eletrodo de trabalho [58]. Segundo alguns au-
tores, as informagcoes quimicas que se obtém através dessas medidas sao distintas, o
que tem possibilitado o aparecimento de trabalhos empregando a chamada espectroe-
letroquimica bidimensional [59-61], onde ambas as configuragoes sao utilizadas simul-
taneamente.

O tipo de eletrodo e a técnica espectroscépica a serem utilizados dependem
do analito em estudo e da configuracao através da qual o feixe de luz interage com
o eletrodo. Eletrodos de grade e OTE prestam-se a espectroscopia de transmissao e
absorcao. Nesse tipo de medida o feixe de luz atravessa o eletrodo e a solucao, ver
Figura 2.1(a) . Na Figura 2.1(b) é possivel observar um esquema de uma célula espec-
troeletroquimica de caminho éptico reduzido na qual é possivel acoplar um eletrodo de

grade (eletrodos de grade de platina e ouro sdo comercialmente disponiveis).

Figura 2.1: (a) Esquema de célula espectroeletroquimica composta por uma cubeta de
quartzo de caminho 6ptico reduzido na qual é possivel acoplar um eletrodo de grade,
(b) imagem de uma célula espectroeletroquimica comercial

1,0

12,5
Caminho dptico de 1,0 mm
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A Figura 2.2 ilustra uma célula espectroeletroquimica e eletrodos impressos
transparentes para medigoes de transmitancia. Nesse arranjo, os feixes de luz sao

conduzidos por fibras épticas acopladas a célula espectroeletroquimica.

Figura 2.2: Célula espectroeletroquimica para medidas de transmitancia com eletrodos
impressos transparentes

O
o ©4

Eletrodos opacos costumam ser utilizados associados a espectroscopia por re-
flectancia, em células semelhantes a ilustrada na Figura 2.3a e espectroscopia de lumi-
nescéncia ou técnicas de espalhamento como Raman, em células apropriadas como a

mostrada na Figura 2.3b.

Figura 2.3: (a) Célula espectroeletroquimica para medidas de reflectancia com ele-
trodos impressos opacos e (b) célula espectroeletroquimica para medidas empregando

espectroscopia Raman
(a) (b)

Do ponto de vista da eletroanalitica as técnicas mais utilizadas sao a volta-
metria (linear e ciclica), amperometria e coulometria [42]. Geralmente se emprega um
arranjo de trés eletrodos: o de trabalho, o de referéncia e o contra eletrodo. Os ele-
trodos de trabalho comumente utilizados podem ser divididos em trés categorias, sao
elas:
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1. a dos eletrodos de grades, os quais consistem em uma malha metdlica (Pt, Au,
Ag, Ni, etc) com cerca de 100 a 2.000 fios por polegada, como mostrado na Figura
2.4a;

2. a dos eletrodos construidos a partir de um substrato opticamente transparente
(vidro, pléstico, quartzo, etc) sobre o qual se deposita um filme de material
condutivo (Pt, Au, SnO,, C), como o eletrodo de éxido de indio dopado com
estanho (ITO) mostrado no esquema da Figura 2.4b; e

3. a dos eletrodos impressos, que consistem em um substrato sobre o qual se impri-
mem os eletrodos de trabalho, referéncia e contra eletrodo, conforme demonstrado

na Figura 2.4c. Esses eletrodos podem ser opacos ou transparentes.

Figura 2.4: (a) Eletrodos de grade de ouro e platina, (b) eletrodo opticamente trans-
parente, o qual consiste em uma camada de ITO depositada sobre um substrato de
quartzo e (c) eletrodo impresso comercial

(a) (b) (c)

//

S § ol
oy
o

8 mm

27T mm
33mm

N,

Muitos dos estudos em espectroeletroquimica sao desenvolvidos utilizando ar-
ranjos experimentais homemade. Apesar disso, ja existem solugdes comerciais (Figura
2.5a) que incluem fontes e detectores capazes de operar em diversas regioes espectrais
como UV-Vis e NIR, eletrodos, células espectroeletroquimica adequadas a diversos ti-
pos de medida (Figura 2.5b) e softwares. H4 um ntimero consideravel de fabricantes
desses sistemas, entre eles: Metrohm/Avantes, Metrohm/DropSens (Figuras 2.1b, 2.3a,
2.3b, 2.5a), Gamry Instruments, BASi, etc.

Os equipamentos comercialmente disponiveis foram desenvolvidos para aplica-
¢oes de investigacao fenomenoldgica e de propriedades dos sistemas estudados, e nao
para estudos de finalidade quantitativa. Deste modo, ajustes nas montagens experi-
mentais podem ser necessarios para aplicacoes quantitativas em quimica analitica, visto

que a reprodutibilidade do arranjo é um fator a ser considerado.
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Figura 2.5: (a) Equipamento comercial para medidas espectroeletroquimicas empre-
gando espectroscopia de reflectancia na regiao do UV-Vis, (b) porta cubetas para
medidas envolvendo espectroscopia de absorgao ou fluorescéncia

(b)

2.3 Calibragao e ordem superior

A calibracao é um procedimento que permite relacionar respostas instrumen-
tais e informagdes quimicas do sistema, como concentracao de uma dada espécie [62].
Em matrizes complexas e sistemas reais hda, geralmente, uma grande quantidade de
interferentes conhecidos e desconhecidos tornando necessario o uso dos mais diversos
métodos de calibragao.

Os métodos de calibracao podem ser classificados quanto a dimensionalidade
dos dados empregados [63,64]. Na calibragdo de ordem zero emprega-se uma unica
resposta da medida por amostra, isto é, um escalar. Do ponto de vista algébrico um
escalar é visto como um tensor de ordem zero, derivando dai o nome calibracao de
ordem zero. Em calibracao de primeira ordem um vetor, ou tensor de primeira ordem
é empregado. Esse raciocinio pode ser expandido para dimensionalidades mais altas.
Na calibracao de segunda ordem a resposta empregada consiste em uma matriz de
dados por amostra.

E importante destacar que a ordem do método de calibragao nao depende so-
mente da resposta instrumental, mas também da estratégia de calibragao empregada.
Por exemplo, matrizes resultantes de sinais de excitacao-emissao medidos em espectro-
metria de fluorescéncia constituem dados de segunda ordem. Apesar disso, estratégias
de calibragao de ordem zero e primeira ordem também poderiam ser utilizadas depen-
dendo da aplicacao desejada. Caso se desejasse trabalhar com calibracao de ordem zero,
a resposta utilizada poderia ser o maximo de um pico que corresponderia a comprimen-
tos de onda de excitagao e emissao fixados. Para calibragao de primeira ordem, por

outro lado, pode-se fixar um comprimento de onda de excitacao e adquirir o espectro
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de emissao nessa condigao.

Em espectroeletroquimica os dados experimentais sao intrinsecamente de se-
gunda ordem. A Figura 2.6 ilustra o sinal analitico para uma amostra de ferrocianeto
de potéssio 0,6 mmolL~t. Na Figura 2.6 observa-se uma sequéncia de espectros adqui-
ridos ao longo da oxidagao do ferrocianeto de potéassio. Individualmente, os espectros
colecionados ao longo da varredura voltamétrica sao vetores. Ao agrupar esses espectros
em diferentes potenciais gera-se uma matriz de dados por amostra e por consequéncia

dados de segunda ordem.

Figura 2.6: Sinal analitico para um padrao de ferrocianeto de potassio 0,6 mmol L~!
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A classificagao conforme a ordem nao € tinica em uso. Outra possibilidade con-
siste em classificar os dados experimentais em vias [65]. Nessa abordagem considera-se
o numero de dimensoes necessarias para a representacao do conjunto de dados formado
ao se agrupar os dados experimentais de um conjunto de amostras. Dados de segunda
ordem, por exemplo, equivalem a dados de trés vias, pois ao se agrupar as matrizes
bidimensionais referentes a cada amostra forma-se um tensor de dados, que necessita
de trés dimensoes para ser representado, por exemplo, comprimento de onda wversus

potencial aplicado versus amostras, conforme Figura 2.7.
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Figura 2.7: Agrupamento de matrizes e tensor de dados
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Uma vez escolhida a estratégia de calibragao adequada ao problema, devem-se
utilizar algoritmos adequados ao tratamento dos dados experimentais. A conjuntos
de dados de ordem zero/uma via aplicam-se métodos de calibragao univariados, nos
quais os dados sao ajustados a uma curva por meio de minimos quadrados [66]. Uma
das limitacoes dos métodos univariados esta associada a necessidade de garantir que o
sinal analitico seja seletivo ao analito, o que muitas vezes nao ¢é factivel. Metodologias
multivariadas de calibragao constituem alternativas a essa desvantagem.

Empregando metodologias de primeira ordem é possivel compensar possiveis
interferéncias, desde que os interferentes estejam presentes no conjunto de calibracao.
Essa peculiaridade é conhecida como vantagem de primeira ordem [67,68] e funciona
bem em ambientes onde é possivel garantir que as composicoes das amostras a serem
preditas sao semelhantes as composi¢oes das amostras do conjunto de calibragao.

Apesar de a calibracao de primeira ordem ampliar o campo de aplicagoes
possiveis, nao é possivel tratar o problema de interferentes desconhecidos, bastante
recorrente no estudo de matrizes complexas como as ambientais. Os métodos de cali-
bracgao de segunda ordem permitem abordar esse problema devido a chamada vantagem
de segunda ordem [65,69], que consiste na possibilidade de quantificar o analito na pre-
senca de interferentes desconhecidos e por consequéncia nao modelados. Os algoritmos
comumente empregados em calibragao de segunda ordem como Anadlise de Fatores Pa-
ralelos (PARAFAC) [70,71], Resolucao de Curvas Multivariadas (MCR) [72], Minimos
Quadrados Parciais Desdobrados com Bilineariza¢ao Residual (U-PLS/RBL) [73-75],

entre outros, apresentam a vantagem de segunda ordem.
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2.4 Meétodos de calibracao de segunda ordem

2.4.1 Histdrico do uso de dados multivas

As primeiras publicacoes empregando dados multivias provém da psicometria,
um ramo da psicologia que aplica técnicas de estatistica multivariada em suas inves-
tigagoes [76].

R. Cattell foi um dos pioneiros na area tendo introduzido conceitos funda-
mentais como o de matriz multivias aplicadas & psicologia [77]. Na década de 1960,
outro importante psicometrista, L. Tucker abordou a decomposicao de matrizes de trés
vias [78]. Esse trabalho trouxe grandes avangos, entre os quais podem-se destacar a
introducao da ideia de 'modo’ e o aprofundamento das discussoes sobre a algebra das
matrizes multivias. Outro texto contemporaneo, bastante relevante, foi publicado por
J. Levin, no qual a semelhanca entre o método de Tucker e a decomposicao de valores
singulares é abordada [79].

Os métodos de Decomposi¢ao Candénica (CANDECOMP, Canonical Decompo-
sition) e Anélise de Fatores Paralelos (PARAFAC, Parallel Factor analysis) surgiram
na década de 1970. Os métodos sao matematicamente equivalentes, entretanto foram
publicados de maneira independente por J. Carroll e J. Chang [70], e R. Harshman [71].

As primeiras aplicagdes em quimica s6 ocorreriam ao final da década de 1970.
Warner e colaboradores, por exemplo, estudaram dados multivias obtidos através de
espectroscopia de fluorescéncia [80,81]. Os autores conseguiram obter os perfis dos
componentes puros através da solucao de problemas de autovalores/autovetores utili-
zando minimos quadrados. Ho e colaboradores efetuaram a quantificacao de hidrocar-
bonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) utilizando o método de andlise de fatores por
aniquilacao de posto (RAFA, Rank Annihilation Factor Analysis).

Appellof e Davidson foram provavelmente os primeiros a empregar o método
CANDECOMP em quimica [82]. Os dados experimentais foram obtidos através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢ao espectrofluorimétrica.
A decomposicao dos dados conforme o modelo CANDECOMP foi realizada com o
algoritmo de minimos quadrados iterativos nao lineares (NILES, Nonlinear Iterative
Least Squares).

Russel e colaboradores também empregaram o método CANDECOMP em
uma sequeéncia de trés artigos publicados em 1987. O método foi chamado de PCFA
(Principal Component Factor Analysis) [83-85]. No primeiro dos trés artigos diversos
detalhes matematicos sao abordados. No segundo, dados simulados de tempo de vida
de excitagao-emissao foram utilizados para avaliar a metodologia proposta. No 1ltimo
artigo, dados reais de misturas de porfirinas de Pt, Pd e Rh, cujos comportamentos

espectrais eram bem conhecidos, foram utilizados em conjunto com o PCFA.
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Sanchez e Kowalski forneceram grandes contribuicoes a calibracao tensorial de
primeira e segunda ordem [86,87]. O Método Generalizado de Aniquila¢ao de Posto
(GRAM, Generalized Rank Annihilation Method) [88] e o método de Decomposigao
Trilinear Direta (DTLD, Direct Trilinear Decomposition) [89] foram propostos pelos
autores. O método GRAM possibilita a decomposicao dos dados em autovetores, en-
tretanto a dimensao no sentido dos objetos deve ser igual a dois [76], sendo essa uma
das limitagoes. O método DTLD foi desenvolvido visando superar essa desvantagem e
possibilitar a calibracao com multiplas amostras.

No final dos anos 80 e inicio dos anos 90 o método de Resolugao Multivariada de
Curvas (MCR, Multivariate Curve Resolution [72] e os métodos baseados em minimos
quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares) [73,90,91] foram aplicados a dados de
ordem superior.

Diversos artigos de revisao [67,69,92-94] elencam e comparam metodologias
de calibra¢do. H4, também, livros dedicados do tema [66,95,96]. A maioria das
aplicagoes se concentram na espectroscopia de fluorescéncia total, que é uma técnica
intrinsecamente de segunda ordem e trilinear, e em técnicas hifenadas a exemplo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecgao espectral por arranjo de di-
odos (HPLC-DAD). Apesar de a espectroeletroquimica poder ser utilizada na obtencao
de dados de segunda ordem, o niimero de publicagoes envolvendo espectroeletroquimica
e ordem superior ainda é reduzido. Dentre os milhares de artigos envolvendo espectro-
eletroquimica, pouco mais de uma dezena usou metodologias de calibragao de ordem

superior havendo um grande potencial de desenvolvimento nessa tematica.

2.4.2 Anadlise de Fatores Paralelos - PARAFAC

E um método de calibracao de segunda ordem adequado ao tratamento de
dados com estrutura trilinear. Matematicamente, a trilinearidade é expressa através

da Equacao (2.1) [94,97].

F
X:Za®b®c (2.1)

p=1
Onde: F é o nimero de fatores no modelo, a, b e ¢ sao vetores e ® é o produto
externo.
PARAFAC/CANDECOMP sao tentativas de interpretar os resultados da de-

composicao de um tensor! de trés vias nas matrizes A, B e C, as quais chamaremos de

!Na realidade, a ideia matemdtica por trds da decomposicio tensorial remonta a 1927 com o
trabalho de F. Hitchcock [98], o qual é, de nosso conhecimento, o trabalho mais antigo nesse contexto.
Nesse trabalho, Hitchcock mostra que um tensor pode ser expresso como uma soma finita de produtos
tensoriais. Decomposigoes tensoriais matematicamente equivalentes tem surgido com nomes distintos
ao longo tempo. PARAFAC e CANDECOMP séo algumas delas.
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modos A, B e C. Essas matrizes sao compostas pelos vetores a, b e ¢, cada uma delas
possuindo F' colunas. Esses modos estao associados aos perfis instrumentais. Vamos
considerar, a titulo de ilustracao, matrizes de excitagao-emissao obtidas por espectros-
copia de fluorescéncia. Um dos modos estaria associado aos espectros de excitacao
dos componentes puros, denotaremos por modo B. Outro modo estaria associado aos
espectros de emissao dos componentes puros, poderiamos denominar modo C. Por fim,
o terceiro modo estaria associado a concentracao analitica dos componentes puros, de-
notemos por modo A. As matrizes A, B e C possuem F' colunas, onde cada coluna esta
associada a uma espécie quimica. Em geral, em uma decomposicao com o PARAFAC
os modos instrumentais B e C estao normalizados e nao guardam informacoes referentes
as concentragoes dos componentes puros. Essas informagoes ficam contidas no modo
A, o qual é utilizado na construcao dos modelos de calibracao pseudo-univariados.

A Equagao (2.1) traz algumas consideragoes implicitas, sao elas: (1) os sinais
analiticos de cada fonte de variacao contribuem de forma aditiva para o sinal analitico
da amostra, (2) as magnitudes dos sinais sdo proporcionais a concentra¢ao do analito
que se deseja calibrar e (3) para cada analito os sinais analiticos sdo comuns em todas
as amostras. [67]

Em geral, a Equagao (2.1) é resolvida por minimos quadrados alternados (ALS,
Alternating Least Squares). A solugao requer estimativas iniciais dos modos A, B e
C. Essas estimativas podem ser obtidas através de métodos como GRAM, DTLD,
inicializacao das matrizes com valores aleatérios ou até mesmo o fornecimento dos
espectros normalizados dos componentes puros.

O algoritmo ALS utiliza estimativas de dois modos para atualizar as estima-
tivas do terceiro. Por exemplo, para atualizar A utilizam-se os valores atuais de B e
C, para atualizar B sao utilizados os valores de A e C e para calcular C usam-se os
valores de A e B [95]. Cada atualizagao das estimativas de um modo ¢ tratada como
um problema de minimos quadrados tipico. Esse procedimento iterativo é repetido até
que o critério de convergéncia seja atingido.

O objetivo final é minimizar os residuos deixados pelo modelo. Durante o
processo iterativo é possivel aplicar restricoes ao modelo, as mais comuns sao: nao-
negatividade, ortogonalidade e unimodalidade.

Um dos desafios na construgao de modelos empregando PARAFAC consiste
em determinar o nimero de componentes. Nao ha um critério definitivo para a escolha
do nimero de componentes [95]. Uma possibilidade consiste em empregar o teste de
consisténcia de nicleo CORCONDIA (Core Consistency Diagnostic) [99].

O CORCONDIA utiliza o fato de que o PARAFAC pode ser visto como um
caso restrito do método de Tucker3 com uma matriz central superidentidade [76]. Ha-

vendo consisténcia trilinear a matriz central obtida ao efetuar a modelagem com o

31



Capitulo 2

método Tuckerd deveria se aproximar de uma matriz superidentidade. Matematica-

mente, esse conceito é expresso através da Equacao (2.2).

(2.2)

F 3 F 9
_ _ -~ of — hge
CORCONDIA = 100 (1 a1 Qo1 2o p—1(Gdey — hdey) )

F F F
Zd:l Ze:l Zf:l hief

Onde ggqey ¢ um elemento da matriz central do modelo Tucker3, hger ¢ um
elemento da matriz superidentidade e F' o nimero de fatores do modelo.

Valores de CORCONDIA préximos a 100% indicam consisténcia trilinear. Um
valor proximo a 50% pode indicar uma deficiéncia de trilinearidade. Por fim, valores
préximos a zero, ou negativos indicam inconsisténcia trilinear. [99]

Um aspecto importante do método PARAFAC é que as amostras do conjunto
de calibragao e as amostras de teste sao deconvoluidas simultaneamente. A calibragao
é realizada em uma etapa posterior, sendo esse um contraste em relagao aos métodos

baseados em PLS, por exemplo.

2.4.2.1 Consideragoes acerca da unicidade de solugoes e sistemas degene-

rados

Em muitos casos é possivel encontrar solugoes tunicas para a Equacao (2.1).
Antes de prosseguir com as discussoes sobre a unicidade de solugoes e seus impactos é
preciso definir o significado de unicidade.

Um modelo é tinico quando existe uma tnica solucao associada a uma deter-
minado ajuste do modelo, isto é, nao é possivel modificar os parametros do modelo
sem alterar a qualidade do ajuste. Modelos bilineares, por exemplo, admitem infinitas
solugoes que levam ao mesmo ajuste. Para obter solugoes tinicas em modelos bilineares
é necessario impor restricoes. Por exemplo, uma andlise de componentes principais
(PCA) fica unicamente definida pela imposigdo da ortogonalidade. Em outras pala-
vras, um modelo é inico quando nao é necessario impor restri¢oes adicionais a fim de
definir o modelo.

No conceito de unicidade aqui apresentado nao estao sendo consideradas a
nao unicidade decorrente de escala ou permutagao. Diversos trabalhos na literatura
abordam a unicidade de solucoes. De nosso conhecimento, a primeira discussao sobre
unicidade de solugoes envolvendo o PARAFAC se deve a Harshman [100], o qual de-
monstrou a unicidade de solucoes para sistemas com um nimero de fatores igual a 1.
Provavelmente, a condigao suficiente e mais geral sobre unicidade de solugoes é o que
hoje se conhece como Teorema de Kruskal [101]. Esse teorema aparece em um trabalho

publicado em 1977 e expresso matematicamente através da Equagao (2.3).
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ka+kg+kc>2N +2 (2.3)

Onde k4, kp e ko sdo os postos de Kruskal das matrizes A, B e C' (mais
detalhes sdo fornecidos no Apéndice B.1), respectivamente e N representa o nimero
de componentes no modelo.

As demonstracoes desse teorema, aparentemente simples, sao bastante desa-
fiadoras. Ha trabalhos relativamente recentes que investigam esse teorema e tentam
apresentar uma demonstragao mais acessivel [102].

O Teorema de Kruskal é, em geral, condicao suficiente para a unicidade. Para
um sistema com N = 2 e N = 3, o teorema de Kruskal é condicao suficiente e ne-
cessdria para a unicidade [103]. Ten Berge e Sidiropoulos [103] conjecturaram que o
teorema seria condicao suficiente e necessaria para N > 3 em situacoes onde o posto das
matrizes associadas aos modos coincidissem com o posto de Kruskal, entretanto, essa
conjectura foi refutada posteriormente [104]. O teorema de Kruskal foi generalizado
por Sidiropoulos e Bro para dados N-vias [105].

Em muitas situacoes de interesse pratico, a modelagem através do PARAFAC
pode ser impactada por um problema conhecido como degenerescéncia. Em espec-
troeletroquimica, a degenerescéncia de solugoes tem origem na prépria natureza do
fenomeno. Uma medida espectroeletroquimica envolve a utilizacao de uma técnica es-
pectroscépica e uma técnica eletroquimica. Através da técnica espectroscépica obtém-
se uma colecao de propriedades, isto é, espectros das espécies que compoem o meio
reacional. A técnica eletroquimica é utilizada na conducao do processo redox. Os da-
dos obtidos através desse modo correspondem ao monitoramento de um processo. A
depender das condigoes experimentais empregadas o sinal analitico pode conter contri-
buigoes nao sé do analito (reagente) como dos produtos da reacao redox. As propor¢oes
entre os reagentes e produtos variam ao longo do tempo, entretanto a concentracao to-
tal é constante. Sistemas desse tipo podem ser impactados pela degenerescéncia de
solugoes.

Essa degenerescéncia, do ponto de vista matematico, se reflete na dificuldade de
ajustar o modelo corretamente. Ao invés de uma unica solucao, podemos ter diversas
solugoes, as quais sao equivalentes, mas nem sempre correspondem a interpretacao
fisica do problema. As solucoes degeneradas podem prejudicar a obtencao dos perfis dos
componentes puros, pois em muitas casos as solucoes obtidas consistem em combinacoes
lineares de outras solugoes. Em geral, admite-se que a degenerescéncia de solugoes nao
impacta nos resultados quantitativos.

Do ponto de vista mais formal, ao tentar ajustar um modelo PARAFAC esta-

mos tentando minimizar a Equacao (2.4) [94,97].
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F
FX)=|IX-) a®bac|] (2.4)
p=1

Um dos detalhes implicitos na Equagao (2.4) reside no fato de que os vetores
a(p), b(p) e ¢(p) sao func¢oes do nimero de fatores do modelo, o qual estd associado
ao posto do tensor de dados. Nao ha um método simples para determinagao do posto
do tensor (mais detalhes sobre essa questao sao fornecidos no Apéndice B.2). Isto é, a
correta estimativa dos perfis representados pelos vetores a, b e ¢ depende da modelagem
com o numero adequado de componentes. Além disso, as solugoes obtidas através do
PARAFAC para diferentes nimeros de fatores nao sdo cumulativas (nested) [106]. Na
pratica, uma solucao com F' fatores pode ser bastante distinta de uma soluc¢ao com
F — 1 fatores.

Em geral, estamos lidando com solugoes aproximadas da Equacao (2.4). Essas
solugoes aproximadas podem, inclusive, nao existir [107]. Um dos motivos conhecidos
que levam a ocorréncia de solugoes degeneradas estd associada a tentativa de obter
uma solugao para Equacao (2.4) utilizando um nimero de componentes menor que o
posto do tensor de dados [94], matematicamente F' < rank(X) . Em principio, se
poderia supor que utilizando F' = rank(X) o problema estaria resolvido, mas, como
ja mencionado, nao ha uma forma trivial de se determinar o posto do tensor de dados.
Interessante notar que essa problematica tangencia a questao da correta determinacao
do numero de fatores. Por outro lado, utilizar F' > rank(X) também pode acarretar
problemas, pois tensores de posto elevado muitas vezes nao admitem decomposicao
tnica [94]. Em alguns casos, é possivel lidar com a ocorréncia de multiplas solucoes
através da imposicao de restrigoes.

A unicidade de solugoes e o problema de degenerescéncia ainda sao questoes
em aberto e objeto de estudos em quimiometria avancada. Trés aspectos relacionados
a unicidade de solucoes e degenerescéncia merecem maior atengao. O primeiro aspecto
diz respeito a unicidade de solugoes, a qual é uma condigao especial. O segundo aspecto
estd associado a dificuldade em lidar com matrizes complexas. Em amostras complexas,
a incorreta determinacao do nimero de fatores pode impossibilitar a extracao dos perfis
de todas as espécies participantes e ainda induzir a solugoes degeneradas através de
uma aproximacgao na forma F' < rank(X). Por fim, o terceiro aspecto estd associado
ao fato de que a degenerescéncia advém da natureza do fendomeno em estudo, a qual se
soma a questoes associadas a modelagem matematica, fazendo com que a abordagem

dessa questao seja bastante desafiadora.
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2.4.3 Resolucao Multivariada de Curvas - MCR

Na década de 1990, o método de resolucao multivariada de curvas foi estendido
para o tratamento de dados de segunda ordem [72]. O MCR efetua a decomposi¢ao da

matriz de dados em um modelo bilinear, conforme a Equacao(2.5).

Xoug = BaugC" + E (2.5)

Onde Xgug ¢ a matriz de dados aumentada, Bg,g ¢ a matriz de concentracoes
relativas e, C contém os perfis instrumentais dos componentes puros e E a matriz de
residuos.

Considerando dados de segunda ordem com dimensoes J x K, as matrizes
Xaug, Baug € C apresentam dimensoes I.J x K, IJ x N e K x N, respectivamente,
sendo I o nimero de amostras.

A Equagao (2.5) é solucionada através do algoritmo ALS. Uma caracteristica
do MCR-ALS esté associada a existéncia de multiplas solugoes para a Equagao (2.5).
Essa caracteristica é conhecida como ambiguidade rotacional [108]. Em alguns casos
a aplicacao de restricoes e o uso de boas estimativas iniciais para as matrizes B e C
podem mitigar a ambiguidade rotacional. Apesar disso, em alguns casos a aplicacao de
restricoes nao é suficiente para a solucao do problema. Outras estratégias sao descritas
na literatura [109].

Com respeito as estimativas iniciais, estratégias como Analise de Fatores Evo-
lucionarios (EFA, FEwvolving Factor Analysis) e Anélise de Componentes Principais
(PCA, Principal component analysis) tém sido empregadas na constru¢ao de mode-
los MCR. As restricoes mais comuns sao: nao-negatividade, unimodalidade, balanco
de massa (closure, imposigdo de soma constante para os perfis de concentragoes de
um grupo de analitos), seletividade, trilinearidade, inclusdo de informagoes fenome-
nologicas através de hard modeling, entre outras. [110]

O MCR ¢é um dos métodos de calibragao e resolucao de curvas mais flexiveis,
visto que pode ser aplicado aos mais variados conjuntos de dados. Além disso, é
possivel efetuar a resolucao, identificacao e quantificacao dos analitos em uma mistura

de interesse.

2.4.4 Minimos Quadrados Parciais Desdobrados com Bilinearizacao Resi-
dual - U-PLS/RBL

O método de Minimos Quadraros Parciais Desdobrados consiste na associacao
do algoritmo U-PLS [73] com o algoritmo de bilinearizagao residual (RBL, Residual
Bilinearization) [74,75].

O U-PLS é uma variante do PLS tradicional desenvolvida para aplicacao em
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dados de segunda ordem. Para isso, os dados de segunda ordem sao desdobrados
(unfolded) na forma de uma matriz com dimensées JK x I, onde J e K representam
o numero de sensores nos modos instrumentais e I representa ao nimero de amostras.

O U-PLS decompoe os dados através da Equacao (2.6).

Xprs = PT' + Eprs (2.6)

Onde Xprs ¢ a matriz de dados desdobrada, P é a matriz de pesos, T é
matriz de escores e Eprg a matriz de residuos.

Individualmente, o método U-PLS nao permite a obtencao da vantagem de
segunda ordem. Na presenca de interferentes, a matriz de residuos Eprg apresenta
valores com magnitudes superiores ao ruido instrumental decorrentes dos interferentes
nao modelados. O objetivo da bilinearizagao residual é minimizar a norma da matriz
de residuos. Para isso, a contribuicao dos interferentes presentes na matriz de residuos
¢ modelada considerando uma estrutura bilinear. O algoritmo RBL atua como uma
espécie de filtro, 'retirando’ os efeitos dos interferentes presentes nas amostras de teste
[66].

Dois parametros sao cruciais na modelagem com U-PLS/RBL: o nimero de
fatores do modelo U-PLS (Nprg) e o numero de fatores do modelo RBL (Ngpr). A
quantidade de componentes do modelo U-PLS pode ser estimada por validacao cruzada
leave one out. J& o nimero de fatores RBL estd associado aos interferentes presentes
na amostra de teste. Incrementos em Ngp;, tendem a reduzir e estabilizar os residuos
do modelo.

Diferentemente do que ocorre em algoritmos como PARAFAC, no algoritmo
U-PLS/RBL informagdes sobre a concentragao sao utilizadas na etapa de calibragao.
A solugao das equagoes é atingida através de um processo iterativo. O U-PLS/RBL
é um dos métodos de calibracao de segunda ordem mais flexiveis, podendo lidar com
dados nao trilineares do Tipo 1 (quando a perda de trilinearidade ocorre em um dos
modos instrumentais) e do Tipo 2 (quando a perda de trilinearidade ocorre nos dois
modos instrumentais) [66].

Apesar de ser bastante flexivel, a utilizagdo do U-PLS/RBL também tem suas
desvantagens. Uma delas esta associada a interpretacao qualitativa dos dados. Através
do U-PLS/RBL pode néo ser possivel recuperar os perfis dos componentes puros [66],

pois 0s pesos e escores sao combinagoes lineares dos perfis reais. [74]
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2.5 Voltabsortometria derivativa linear e voltabsortometria

derivativa ciclica

As curvas voltamétricas ¢ — E/ para um sistema reversivel em camada delgada

podem ser calculadas através da Equagao (2.7) [56,111].

F?2dE P(E
RT dt (14 P(E))?
Onde P(E) = exp [2E(E — E°)], n é o ndmero de elétrons envolvidos no

processo, F' a constante de Faraday, R a constante dos gases, T" a temperatura, dF /dt
a taxa de varredura, V' o volume da célula eletroquimica e ¢ a concentragao no seio da
solugao.

As técnicas de voltabsortometria derivativa linear (DLVA - Derivative Linear
voltabsorptometry) e voltametria derivativa ciclica (DCVA - Deriwvative Cyclic voltab-
sorptometry) surgiram nas décadas de 1980 e 1990 como uma forma de relacionar a
taxa de variagao da absorbancia com as curvas voltamétricas [112-114].

Zamponi e colaboradores [111] mostram que a taxa de variagao da absorbancia
em relagao ao tempo, para estudos espectroeletroquimicos em camada delgada, é dada

pela Equagao (2.8).

dA _ nF(Aox: — Agep) dE . P(E)
at RT dt = (14 P(E))?

(2.8)

Onde Apxr e Argp sao as absorbancias das espécies oxidadas e reduzidas,
respectivamente, em um comprimento de onda fixado.

Observando as Equagoes (2.7) e (2.8) pode-se verificar que as curvas sao mor-
fologicamente equivalentes [112]. Alguns autores afirmam que a utilizagdo de dados
obtidos através de DLVA e DCVA pode ser vantajosa, dado que as medidas de ab-
sorbancia nao sao influenciadas por processos nao-faradaicos, nao contendo, portanto,
sinais de fundo. [111,112,114]

Nos estudos que empregam as técnicas DLVA e DCVA, os célculos da taxa de
variacao da absorbancia com respeito ao tempo sao realizados para um comprimento
de onda fixo, o que reflete o fato de que essas técnicas foram desenvolvidas em um
contexto de calibracao univariada e abre caminho para expansoes dessas técnicas para

um contexto de calibragao de ordem superior.
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2.6 Aplicacoes qualitativas da espectroeletroquimica e ordem

superior

A calibragdo de ordem superior pode ser utilizada tanto do ponto de vista
quantitativo quanto qualitativo. As analises qualitativas sdo bastante uteis quando se
deseja obter os perfis instrumentais dos componentes puros. E importante perceber que
ao se realizar experimentos em espectroeletroquimica monitora-se um processo (condu-
zido eletroquimicamente) através de espectroscopia. Os espectros obtidos representam
combinagoes dos espectros dos componentes puros. Nesse contexto faz-se oportuna
a utilizagao de ferramentas de analise multivariada de dados de ordem superior para
decompor o conjunto de dados nos sinais dos componentes puros gerados ao longo do
processo.

A espectroeletroquimica do 2,5-dialquil(para-fenileno-etinileno) foi estudada
por Evans e colaboradores [115]. Nesse estudo os autores adquiriram espectros de
absorcao ao longo do processo oxidativo e realizaram a decomposicao dos dados em-
pregando o algoritmo ITTFA ([terative target transformation factor analysis). Alguns
resultados da deconvolugao sao mostrados na Figura 2.8. Os autores afirmam que so-
mente através da deconvolucgao foi possivel observar a existéncia da quarta espécie na

mistura.

Figura 2.8: Espectros deconvoluidos (a esquerda) e perfis de concentracao (a direita)
das espécies envolvidas na oxidagao do 2,5-dialquil(para-fenileno-etinileno)
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Uibel e Harris [116] adquiriram dados espectroeletroquimicos utilizando espec-
troscopia Raman amplificada por superficie (SERS, Surface-Enhanced Raman Spectros-
copy). Os dados foram modelados através do método de resolugao de curvas SMCR
(Self-Modeling Curve Resolution) e foi possivel realizar investigagoes fenomenoldgicas
sobre a formagao e dessor¢cao de monocamadas policristalinas de hexanotiolato.

O mecanismo de redugao da 9,10-antraquinona e propriedades eletroquimicas
foram estimadas por Shamsipur et al. [117] utilizando dados de segunda ordem obti-
dos por espectroeletroquimica. Os dados espectroscépicos foram adquiridos na regiao
do UV-Vis utilizando eletrodos opticamente transparentes. Através da deconvolugao
foram obtidos os espectros puros das trés espécies envolvidas no processo redox.

Recentemente a reducao do 6xido de grafeno foi estudada empregando as
técnicas de reflexao total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier
(ATR-FTIR) e voltametria ciclica [54]. Uma ilustracao da célula empregada pode ser
observada na Figura 2.9. Utilizou-se um cristal de ZnSe, o qual foi revestido com uma
grade de ouro visando aumentar a seletividade. As andlises foram realizadas in situ

visando elucidar o mecanismo da oxidacao do grafeno.

Figura 2.9: Tlustracao de célula espectroeletroquimica utilizada por Pfaffeneder-Kmen
e colaboradores
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Os dados obtidos foram deconvoluidos utilizando o algoritmo MCR-ALS. As
restrigoes de nao-negatividade (em ambos os modos) e balan¢o de massa foram empre-
gadas. Foi possivel obter os perfis instrumentais dos componentes puros (GO, a-rGO

e B-rGO), conforme ilustrado na Figura 2.10.
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Figura 2.10: Perfis (a) eletroquimicos e (b) espectrais deconvoluidos através do MCR-
ALS reportados por Pfaffeneder-Kmen e colaboradores
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Perales-Rondon e colaboradores [55] estudaram a espectroeletroquimica do
acido drico empregando espectroscopia Raman e voltametria de varredura linear. Para
isso foi utilizado um equipamento comercial (Spelec Raman) fabricado pela DropSens,
ilustrado na Figura 2.11(a), o qual reine em um unico equipamento a fonte de luz,
o detector e o potenciostato. Segundo os autores, os dados obtidos sao trilineares
e foram tratados empregando PARAFAC. Nesse trabalho também é demonstrada a
possibilidade de empregar esse arranjo experimental, em estudos quantitativos. Para
isso, os autores construiram uma curva de calibracao para o dcido citrico e efetuaram

previsdes em duas amostras de teste, como pode ser observado na Figura 2.11(b).

Figura 2.11: (a) Spelec Raman DropSens e (b) Curva de calibrac¢ao para o dcido citrico
reportada por Perales-Rondon e colaboradores
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Alguns estudos de finalidade qualitativa e/ou fenomenolégica envolvendo es-
pectroeletroquimica bidimensional tem sido publicados nos ltimos anos [59-61]. Em
2015, Garoz-Ruiz e colaboradores [60] demonstraram a potencialidade da espectroele-
troquimica bidimensional através da aquisicao de dados espectroeletroquimicos para
ferroceno utilizando OTEs a base de nanotubos de carbono e uma cela espectroele-
troquimica, ambos confeccionados pelo grupo de trabalho. Tanto na medi¢ao com o
feixe de luz normal, quanto na medicao com o feixe de luz paralelo foi utilizada a
espectroscopia de transmitancia. Além disso, nesse trabalho os autores também apre-
sentam a metodologia para transferéncia dos nanotubos de carbono para diferentes
substratos como: PET, vidro, quartzo, ITO, aluminio, etc. Em 2017, em outro tra-
balho do grupo, Izquierdo e colaboradores [61] empregaram um arranjo experimental
semelhante na analise do comportamento espectroeletroquimico de um complexo de
o-vanilina-cobre(II). Nesse estudo, para a medida do sinal espectroscépico com o feixe
incidindo de forma normal a superficie utilizou-se a espectroscopia de reflectancia. Ao
passo que as medidas com o feixe incidindo paralelamente a superficie foram realiza-
das com espectroscopia de absorbancia. Ambos os estudos possuem enfoque fenome-
nolégico. Apesar disso, ficam evidentes as possibilidades que a espectroeletroquimica
bidimensional pode proporcionar nao s6 do ponto de vista experimental, como também

em relacao a modelagem desse sinal mais rico.

2.7 Aplicacoes quantitativas da espectroeletroquimica e or-

dem superior

As aplicagoes quantitativas ainda sao reduzidas e constituem uma area com
grande potencial para desenvolvimento. H& pouco mais de uma dezena de trabalhos
envolvendo espectroeletroquimica e aplicagoes quantitativas de calibracao de ordem
superior.

Herrero e colaboradores [56] utilizaram dados espectroeletroquimicos para ava-
liar a capacidade de deteccao de estratégias de calibragao univariadas frente a metodo-
logias de calibragao de ordem superior, as quais apresentaram um melhor desempenho.
Os autores apresentam também uma proposta de demonstragao acerca da trilinearidade
de dados obtidos através da combinacao da espectroscopia de absorcao e voltametria
em sistemas reversiveis. Dados espectroeletroquimicos, como os ilustrados na Figura
2.12, foram obtidos para a o-tolidina e ferrocianeto de potéssio (interferente) de modo
a avaliar a vantagem de segunda ordem, a qual foi alcancada para o sistema avaliado.
O artigo também aborda questoes fenomenoldgicas importantes como a relagao entre

dA/dt (taxa de varia¢ao da absorbancia com relagao ao tempo) e os perfis voltamétricos.
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Figura 2.12: Sinal espectroeletroquimico para uma mistura de o-tolidina 3,2 X
10~®molL~! e ferrocianeto de potéssio 3,0 x 1073 molL~! reportado por Herrero e
colaboradores

0,14

Absorbancia

goo 450

750

c i to d da/
omprimento de onda / nm Potencial / mV

Imagem adaptada de [56]

Eletrodos impressos DropSens DRP-110 foram utilizados na determinagao de
dopamina através de espectroeletroquimica [13]. As medidas foram realizadas através
de espectroscopia de reflectancia na regiao do UV-VIS. O processo eletroquimico foi
conduzido por voltametria de varredura linear. Em um primeiro momento, os dados
foram tratados através MCR-~ALS. Segundo os autores foi possivel recuperar os espec-
tros dos componentes puros e os perfis de concentracao. Em um segundo momento,
visando avaliar a vantagem de segunda ordem, os autores efetuaram a determinacao
da dopamina na presenga de catecol (interferente no modo eletroquimico) utilizando
o PARAFAC. Os perfis eletroquimicos e espectrais deconvoluidos podem ser obser-
vados nas Figuras 2.13(a) e 2.13(b), respectivamente. Os autores afirmam que os
voltamogramas do sistema dopamina e catecol apresentam sobreposi¢oes que inviabi-
lizariam a utilizacao de estratégias de calibracao univariadas envolvendo somente os
sinais eletroquimicos. Interessante notar que o grafico da Figura 2.13a, associado ao
modo eletroquimico, mantém essa sobreposicao, entretanto no modo espectroscopico
os perfis dos dois analitos diferem bastante. Essa riqueza de informagoes, inerente a
espectroeletroquimica, permite a deconvolugao matematica e possibilita alcancar da
vantagem de segunda ordem.

Os autores reportam predi¢oes para uma amostra de teste contendo 3,0 x
10~* molL~! de dopamina e 5,0 x 1072 molL~! de catecol. Foram obtidas predicoes
de 2,88 x 107 molL™! (recuperacio de 96%) para a dopamina e 5,5 x 1072 molL~*

para catecol (recuperagao de 110%).
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Figura 2.13: Perfis (a) eletroquimicos e (b) espectrais deconvoluidos para o sistema

dopamina e catecol
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Imagem adaptada de [13]

A vantagem de segunda ordem ja foi explorada na determinacao de acetami-
nofen em amostras Novafen [57]. As determinagoes foram efetuadas através da com-

binagao da espectroscopia de absorgao na regiao do UV-VIS com a voltametria ciclica.

Foram obtidos dados de segunda ordem como ilustrado na Figura 2.14. Um eletrodo de

malha de carbono modificado com nanotubos foi utilizado como eletrodo de trabalho.

Figura 2.14: Sinal espectroeletroquimico de uma amostra de acetaminofen
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Ao empregar o algoritmo MCR-ALS deve-se efetuar o aumento da matriz em
um dos modos instrumentais. Os autores efetuaram testes empregando ambos os mo-
dos, porém o desdobramento no modo espectral conduziu a melhores resultados. A
Figura 2.15 ilustra os resultados obtidos. Na Figura 2.15a sao mostrados os perfis obti-
dos para modo espectral (modo aumentado) e na Figura 2.15b os perfis cinéticos (modo

nao aumentado). A linha em vermelho foi atribuida a um interferente desconhecido.

Figura 2.15: Deconvolugao de um conjunto de dados utilizado na determinacao de
acetaminofen em amostras de Novafen
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A deconvolugao matematica dos dados fornece os perfis puros dos componen-
tes da mistura. Aliando os resultados da deconvolucao com os conhecimentos quimicos
sobre o sistema pode-se relacionar os perfis aos possiveis componentes e/ou interferen-
tes presentes na amostra. Nesse trabalho os autores obtiveram trés perfis. O perfil
que aparece em vermelho na Figura 2.15 foi atribuido a um interferente, o que é cor-
roborado pelo gréafico na parte superior da mencionada figura. Pode-de notar que esse
componente nao estava presente no conjunto de calibragao (curva vermelha horizontal),
aparecendo somente na amostra real. Os demais componentes (curvas azul e verde)
foram utilizados na tentativa de levantar curvas de calibracao. Os autores apresentam
duas curvas de calibracao, porém somente a curva gerada a partir do componente em
azul conduziu a boas predi¢oes. Nao sao realizadas inferéncias sobre a natureza desses
componentes, isto é, a quais espécies poderiam estar associados. Recuperagoes médias
de 94,95 % foram obtidas para as amostras de teste modeladas utilizando o componente
em azul.

Em 2017 Garoz-Ruiz [118] e colaboradores publicaram um artigo onde apre-
sentam a ideia de espectroeletroquimica In Vivo. Nesse trabalho os autores realizaram

a determinacao direta de acido ascérbico em toranja. Diversas novidades sao ilustradas
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nesse trabalho, entre elas a confeccao do eletrodo impresso de nanotubos de carbono
realizada pelos autores, o qual pode ser visto na Figura 2.16a e o interessante arranjo

experimental utilizado na medida, mostrado na Figura 2.16b.

Figura 2.16: (a) Esquema de eletrodo impresso de nanotubos de carbono reportado
por Garoz-Ruiz e colaboradores, (b) Arranjo experimental reportado por Garoz-Ruiz
e colaboradores
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Imagem adaptada de [118]

As determinagoes foram feitas utilizando metodologias multivariadas baseadas
em PLS, tendo sido possivel efetuar quantificacoes na faixa de concentragoes entre
1,0 x 1074 molL=' e 3,5 x 1073 molL~!. No artigo menciona-se a intencao de aplicar
outros métodos de calibracao, como PARAFAC, futuramente.

Recentemente, Garoz-Ruiz e colaboradores [119] efetuaram a determinagao de
misturas binérias de catecol/dopamina e dopamina/epinefrina utilizando estratégias de
calibracao de segunda ordem. Os dados espectroeletroquimicos para os dois pares de
analitos foram adquiridos e modelados separadamente. O conjunto de dados da mistura
catecol/dopamina foi adquirido utilizando eletrodos modificados de nanotubos de car-
bono, os quais foram confeccionados pelos pesquisadores utilizando uma metodologia
desenvolvida pelo préprio grupo [60]. O conjunto de dados da dopamina/epinefrina foi
adquirido empregando eletrodos impressos comerciais de carbono (Metrohm DRP-110).
Espectroscopia de absorbancia com o feixe de luz incidindo paralelamente a superficie
do eletrodo de trabalho foi utilizada em ambos os conjuntos. As interferéncias en-
tre os pares de analitos foram resolvidas utilizando o PARAFAC como estratégia de
calibracao de segunda ordem. Para isso, foram construidos dois conjuntos de cali-
bragao, um para dopamina/catecol e o outro para dopamina/epinefrina. Para cada
conjunto foram realizados 16 experimentos contendo misturas desses analitos. Nesse
trabalho, as concentracoes analiticas se situaram na faixa entre 1,0 x 1073 molL~! e

1,0x107° molL~!. Os modelos construidos pelos autores apresentaram boa capacidade
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preditiva.

Seguindo uma ideia anteriormente apresentada [55], Hernandez e colabora-
dores [120] efetuaram a determinacdo de dcido trico em amostras sintéticas de urina
utilizando espectroscopia Raman amplificada por superficie e voltametria ciclica. Nesse
trabalho foi possivel construir uma curva de calibragao para o acido trico na faixa de
50 a 150 pumol L™

Olmo e colaboradores [121] efetuaram a determinacdo de dopamina, acido
ascorbico e acido urico empregando dados derivados em conjunto com calibragao de
segunda ordem. E uma estratégia inovadora, porém diferentemente das técnicas DLVA
e DCVA onde os dados sao derivados com respeito ao potencial, nesse trabalho os dados
foram derivados com respeito aos comprimentos de onda visando ressaltar diferencas no
comportamento espectroeletroquimico. Os dados derivados de espectroeletroquimica
em camada delgada foram deconvoluidos através do PARAFAC. Uma amostra de teste
foi empregada para avaliar as predigoes para os trés analitos. Foram obtidos bons
resultados, o limite de deteccao para o modelo construido foi da ordem de 10™5mol L.

Grande parte dos trabalhos envolvendo espectroeletroquimica e calibragao de
segunda ordem reportam determinacoes em concentracoes na faixa de 10~>molL~! e
10~3molL~!. Essas concentracoes acabam sendo definidas pela técnica espectroscépica
empregada. Havendo necessidade de trabalhar em uma faixa de concentragoes distinta
podem-se utilizar técnicas espectroscdpicas compativeis com a faixa de concentracoes

desejada.
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Materiais e métodos

3.1 Instrumentacao

Todos os voltamogramas foram adquiridos utilizando um potenciostato/galva-
nostato Autolab PGSTAT101.

Nos estudos sobre a espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio e dos
isomeros do benzenodiol, foi utilizado um arranjo de trés eletrodos, composto por um
eletrodo de grade de platina como eletrodo de trabalho (ver Figura 3.1(a)), um fio de
platina como contra-eletrodo e um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia
(ver Figura 3.1(b)). Nesse arranjo experimental o feixe de luz atravessa o eletrodo de
grade de platina, sendo adequado a realizacao de medidas de transmitancia. A cubeta
de quartzo, ALS 013510, usada nas medidas é especifica para estudos de espectroele-
troquimica e contém uma fenda com caminho éptico de 1,0 mm onde o eletrodo de
grade é acomodado. O arranjo de trés eletrodos e a cubeta utilizados sao de fabricagao
da ALS Co., Ltd.

Nos estudos sobre a espectroeletroquimica da o-tolidina, dopamina e epine-
frina foram utilizados eletrodos impressos Metrohm DRP-110. Os eletrodos impressos
constituem uma célula eletroquimica completa, sendo compostos por um eletrodo de
trabalho de carbono com 4 mm de diametro, um eletrodo auxiliar de carbono e um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. A Figura 3.2(a) ilustra o eletrodo utilizado. Por
se tratar de um eletrodo opaco foi utilizado nos estudos envolvendo espectroscopia de
reflectancia. O eletrodo era acomodado dentro de uma cela de teflon prépria para
medidas de reflectancia fabricada pela Dropsens. Na Figura 3.2(b) é possivel observar

o eletrodo impresso sobre a cela de teflon.
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Figura 3.1: (a) Eletrodo de grade de platina e (b) eletrodo de referéncia de Ag/AgCl

(a)
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Figura 3.2: (a) Eletrodo impresso Metrohm DRP110 (b) eletrodo impresso sobre a cela
de teflon

(b)

Os espectros foram adquiridos utilizando um sistema da Avantes constituido
por um detector CCD Starline AvaSpec 2048 e uma fonte de luz Avalight-DHS.

Fibras opticas adequadas a cada arranjo experimental foram utilizadas na
transmissao do feixe de luz. Para os estudos envolvendo medidas de transmitancia
utilizou-se um conjunto de 2 fibras 6pticas Avantes FC-UV200-2. No estudo de re-
flectancia utilizou-se o probe Avantes FCR-7UVIR200-2.
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A Figura 3.3(a) traz um esquema do arranjo experimental utilizado nos estudos
sobre a espectroeletroquimica do ferrocianeto de potéassio e dos isomeros do benzeno-
diol. Os ntimeros 1, 2, 3 e 4 representam a fonte de luz, o detector, o potenciostato e
a célula espectroeletroquimica, respectivamente. Na Figura 3.3(b) é possivel observar

uma fotografia do arranjo experimental.

Figura 3.3: (a) Esquema do arranjo experimental empregado nos estudos sobre a es-
pectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio e dos isomeros do benzenodiol (b)
fotografia do arranjo experimental
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A Figura 3.4(a) traz um esquema do arranjo experimental utilizado nos estu-
dos sobre a espectroeletroquimica da o-tolidina, dopamina e epinefrina. Os nimeros
1, 2, 3 e 4 representam a fonte de luz, o detector, o potenciostato e a célula espectroe-
letroquimica, respectivamente. Na Figura 3.4(b) é possivel observar uma fotografia do

arranjo experimental.

Figura 3.4: (a) Esquema do arranjo experimental empregado nos estudos sobre a es-
pectroeletroquimica da o-tolidina, dopamina e epinefrina (b) fotografia do arranjo ex-
perimental
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Os diversos equipamentos foram interligados utilizando cabo Trigger TTL. O

controle e sincronizacao das medidas foi realizado utilizando o Software Nova 2.1.

3.2 Reagentes e solugoes

Reagentes de grau analitico foram utilizados em todos os experimentos des-
critos nesse texto. Salvo indicagao contraria, as solu¢oes foram preparadas com agua
deionizada de um sistema de purificacdo Millipore Milli-Q® com resisténcia especifica
de 18,2 MQ -cm , a 25 °C. O tampao Briton-Robinson pH 5,0, utilizado no estudo
sobre a espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol, foi preparado através da
mistura de volumes iguais de solugoes 0,2 molL™" de 4cido acético (CH3COOH),
0,2 molL~! de 4cido bérico (H3BO3) e 0,2 molL~! de 4cido ortofosférico (HzPOy).
O pH foi ajustado através de adigoes de NaOH. As solugoes estoque de hidroquinona
(HQ), catecol (CAT) e resorcinol (RES) foram preparadas a partir de reagentes Sigma-
Aldrich. O-tolidina (CAS 119-93-7)!, dopamina e epinefrina também foram adquiridas
da Sigma-Aldrich. O tampao fosfato salino foi pH = 7,0 foi preparado pela mistura
de iguais volumes de solugoes de fosfato dissédico (NayHPO,) 0,30 molL~! e fosfato
monopotdssico (K HyPOy) 0,20 molL~!. Todas as solugoes eram preparadas ao inicio
do dia de trabalho.

3.3 Metodologia

3.3.1 Espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio

A voltametria de varredura linear (LSV) foi empregada como técnica ele-
troanalitica nos estudos sobre a espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio,
K4[Fe(CN)g]. A oxidagao do ferrocianeto a ferricianeto de potassio foi conduzida
na janela de potencial de 0,0 a 0,4 V. As varreduras foram realizadas em uma taxa de
5,0 mVs™L.

Cinco padroes em duplicata com concentracoes variando de 0,2 a 1,0 mmol L™*
foram empregados na constru¢ao do conjunto de calibragao. O eletrélito-suporte foi o
KCI 1,0 mol L.

Os espectros de absor¢ao foram adquiridos na regiao compreendida entre 200
e 340 nm, com tempo de integracao de 1,05 ms. Um novo espectro era registrado
a cada 0,0244 V totalizando 16 espectros ao final da varredura. Cada uma dos 16
espectros é resultado da média de 100 espectros registrados pelo detector. O espectro

do eletrélito-suporte foi utilizado como espectro de referéncia.

IN&o confundir a o-tolidina com o-toluidina. A o-tolidina tem férmula [~CgH3(C Hs) —4 — N Hs]a,
a o-toluidina, por outro lado, tem férmula CH3CsH4N Hy
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Antes de cada medida era realizada a limpeza e condicionamento do eletrodo de
trabalho. A limpeza do eletrodo de grade de platina era realizada eletroquimicamente
por intermédio de uma série de varreduras de voltametria ciclica na janela entre -0,2 e
1,2 V utilizando uma solucao de H>SO, 0,5 molL~!. O condicionamento era realizado
através de uma série de varreduras de voltametria ciclica utilizando o eletrélito-suporte.
As varreduras eram realizadas na janela de 0,0 a 0,4 V' até a estabilizacao da linha de

base. O volume de solu¢ao empregado nas medidas foi de 2,0 mL.

3.3.2 Espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol

No estudo sobre a espectroeletroquimica dos isomeros hidroquinona, catecol
e resorcinol do benzenodiol utilizou-se a voltametria de pulso diferencial (DPV) como
técnica eletroanalitica. A janela de potencial utilizada foi de -0,1 a 1,0 V, com incre-
mento de potencial de 10 mV', amplitude de pulso de 50 mV', tempo de pulso de 0,05 s
e taxa de varredura de 20 mVs™!.

Um conjunto de calibracao individual foi construido para cada analito. Foram
utilizados sete padroes com concentracoes variando entre 0,0 e 1,2 mmolL~1. O tampao
Briton-Robinson (TBR) pH = 5,0 a temperatura ambiente foi utilizado como solugao
eletrolitica.

Os espectros de absorcao foram adquiridos na faixa de 200 a 400 nm. A cada
100 mV um novo espectro era adquirido utilizado a média de 100 espectros e tempo de
integracao de 1,05 ms. Ao final da varredura um total de 10 espectros era registrado
para cada medida. O espectro da solugao eletrolitica foi utilizado como espectro de
referéncia.

A limpeza foi realizada seguindo mesmo procedimento descrito no item 3.3.1.
O condicionamento também foi realizado de maneira analoga ao descrito na secao
3.3.1, porém utilizando o tampao TBR nas varreduras de voltametria ciclica na janela
de potencial compreendida entre -0,1 a 1,0 V. O volume de solu¢ao empregado nas
medidas foi de 2,0 mL.

Para a validacao dos modelos foram feitas previsoes utilizando 8 solucoes de
teste preparadas em dgua de torneira. As concentragoes dos analitos nas solugoes de

teste podem ser vistas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Solucoes de teste utilizadas na validacao dos modelos para os isomeros do
benzenodiol.

Benzodiol Sample | HQ/mmol L' | CAT /mmolL~" | RES/mmolL~*
Bl 0.7 - -
B2 ; 0,7 ;
B3 ] ) 0,7
B4 0,5 0,5 -
B5 0,5 - 0,5
B6 - 0,5 0,5
B7 0.5 0,5 0,5
BS 0.3 0.4 0.3

3.3.3 Espectroeletroquimica da o-tolidina

A espectroeletroquimica da o-tolidina foi estudada empregando espectroscopia
de reflectancia em conjunto com voltametria de varredura linear (LSV). A janela de
potencial empregada nas medidas voltamétricas foi de 0,0 a 0,8 V com taxa de de
varredura foi de 0,01 Vs~!. As solucoes de o-tolidina empregadas nos experimentos
foram preparadas utilizando H>SO, 0,5 molL~! como solucao eletrolitica.

Os espectros de reflectancia foram adquiridos entre 350 e 600 nm. A cada
0,06 V um novo espectro era adquirido utilizado a média de 25 espectros. Ao final
de cada medida 13 espectros eram registrados. O primeiro espectro de cada medida
foi utilizado como espectro de referéncia. Os espectros foram adquiridos utilizando
um tempo de integracao de 50 ms. Os espectros de reflectancia foram numericamente
convertidos para espectros de absorbancia.

Para a realizacao das medidas 50 pul de solugao eram adicionados sobre a
superficie do eletrodo de trabalho. A utilizacao de 50 uL garante o preenchimento de
toda a area geométrica do eletrodo e possibilita que o probe esteja em contato com a
amostra. Em seguida o eletrodo era colocado dentro de uma célula de teflon prépria
para medidas de reflectancia. Por fim, era feita a conexao com o potenciostato e a
fibra éptica era posicionada sobre a superficie do eletrodo com o auxilio da célula de
teflon. Visando garantir a constancia do caminho 6ptico, um anel o-ring foi acoplado
ao probe de reflectancia, como mostrado na Figura 3.4(a).

O conjunto de calibracao utilizado nesse estudo contém 6 padroes de o-tolidina
com concentracoes variando entre 0 e 0,5 mmolL~!. Para a validacao dos modelos
foram preparadas duas solucoes de teste, O1 e O2, com concentragoes de o-tolidina de

0,33 mmolL~! e 0,43 mmolL~!, respectivamente.
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3.3.4 Espectroeletroquimica da dopamina e epinefrina

A oxidacao dos analitos foi realizada em uma janela de potencial de 0,0 a

! e incremento de potencial de

1,0 V utilizando uma taxa de varredura de 10,0 mV's~
0,00244 V. Tampao fosfato salino pH 7,0 foi utilizado como solucao eletrolitica. Para
cada medicao foi utilizado um volume de 50 pL de solugao. Os espectros de reflectancia
foram adquiridos na regiao de 280 a 600 nm, com tempo de integracao de 15 ms. A cada
0,0244 V um novo espectro era adquirido utilizado a média de 100 espectros. O primeiro
espectro foi utilizado como referéncia para as medidas de reflectancia. Os espectros de
reflectancia foram numericamente convertidos para espectros de absorbancia.

Foram construidos dois conjuntos de calibragao individuais, um para a dopa-
mina e outro para a epinefrina. O conjunto de calibracao da dopamina foi construido
utilizando padroes de dopamina com concentracoes variando entre 0,8 e 5,0 mmolL~*.
O conjunto de calibracao da epinefrina, por sua vez, utilizou padroes com concentracoes
entre 0,5 e 4,0 mmolL~1.

Os dados foram modelados através do PARAFAC. A capacidade preditiva dos

modelos foi avaliada através da previsao utilizando solugoes de teste cujas concentracoes

sao mostradas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Concentracoes analiticas de dopamina e epinefrina nas amostras de teste.

Amostra | Dopamina /mmolL~" | Epinefrina /mmolL~"
t1 415 1,20
£2 3.60 1,45
t3 4,85 1,75
t4 2,15 3,40

3.4 Softwares utilizados

O controle e sincronizacao dos experimentos foi realizado por meio do software
Autolab Nova 2.1. A modelagem do conjunto de dados foi realizada empregando o
algoritmo PARAFAC, implementado no N-Way toolbox para Matlab [122] e executado
através do programa e interface grafica MVC2 [123], o qual dispde de uma janela
grafica amigavel e integra os principais algoritmos de calibracao de segunda ordem.
Os modelos U-PLS/RBL também foram construidos usando o MVC2. O MVC2 foi
executado através do Matlab 2010a.
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3.5 Geracao de dados simulados

Os conjuntos de dados simulados foram gerados a partir de 3 scripts Matlab

(disponiveis no Apéndice D) desenvolvidos no escopo desse trabalho. Sao eles:

e createdata script principal onde o tensor de dados é construido a partir da de-
finicao dos parametros geradores do conjunto de dados, tais como: ntumero de
sensores dos modos espectral e eletroquimico, percentual de ruido, parametros

dos perfis espectrais e voltabsortométrico, perfis de concentracao, etc;

e gaussiana fungao responsavel pela geragdo dos perfis espectrais (ver Apéndice
C). Quatro parametros devem ser fornecidos a essa fungao, sao eles: o nimero

de sensores, a altura da gaussiana, a posicao do centro da curva e a largura;

e gerarSigmoid fungao responsavel pela geracao dos perfis voltabsortométricos a-
través da definigdo dos parametros da fungao sigmoide (ver Apéndice C). Trés
parametros devem ser fornecidos, a saber: o nimero de sensores, a posicao da

inflexdo da curva e um fator de escala.

O fluxograma do processo de geracao dos conjuntos de dados estd ilustrado na
Figura 3.5

Figura 3.5: Fluxograma do processo de geracao dos conjuntos de dados simulados
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A normalizagao dos perfis espectrais e voltabsortométricos foi realizada através
da norma euclidiana. Os perfis voltabsortométricos e de concentracoes foram gerados
para simular situacoes de degenerescéncia. No caso dos perfis voltabsortométricos,
para cada analito foi gerado um par de curvas complementares sujeitas a restricao de
soma constante. Essa abordagem objetiva simular o comportamento eletroquimico das
espécies oxidada e reduzidas em um processo redox. Nos perfis de intensidade, um
unico vetor de coeficientes foi gerado para as espécies oxidada e reduzida referentes a
um mesmo analito

Os estudos foram realizados utilizando 5 conjuntos de dados distintos, os quais

sao descritos a seguir.

e Conjunto de dados n° 1 - simulacao de um sistema espectroeletroquimico onde

as formas oxidada e reduzida nao apresentam sobreposicao espectral;

e Conjunto de dados n® 2 - simulacao de um sistema espectroeletroquimico onde

as formas oxidada e reduzida apresentam sobreposicao parcial;

e Conjunto de dados n°® 3 - simulacao de um sistema espectroeletroquimico onde

as formas oxidada e reduzida apresentam sobreposicao total;

e Conjunto de dados n® 4 - simulacao de um sistema espectroeletroquimico onde o

interferente nao participa do processo redox;

e Conjunto de dados n® 5 - simulacao de um sistema espectroeletroquimico onde o

analito e o interferente participam do processo redox.

Em todos os casos adicionou-se 1,0% de ruido normalmente distribuido ao
tensor de dados.

Modelos PARAFAC foram construidos para os 5 conjuntos de dados. Os trés
primeiros conjuntos foram modelados utilizando 2 componentes. O conjunto de dados
n° 04 foi modelado com 3 componentes. Por fim, o conjunto de dados n® 05 foi modelado
com 4 componentes. Duas estratégias de modelagem foram empregadas. Na primeira
estratégia, a qual chamaremos de modelo 1, foram construidos modelos sem a aplicacao
de restri¢oes adicionais ao PARAFAC. Na segunda, a qual chamaremos de modelo 2,
aplicou-se a restricao de nao-negatividade aos 3 modos.

Os conjuntos de calibracao de cada um dos conjuntos de dados estudados
continham 16 padroes. Os conjuntos de teste possuiam 50 amostras de teste, as quais
foram empregadas na avaliagao da capacidade preditiva dos modelos. Os vetores de
concentracao das amostras de teste foram gerados aleatoriamente no intervalo utilizado

na construgao do conjunto de calibracgao.
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CAPITULO 4

Resultados e Discussao

Esse capitulo foi subdividido em sete se¢oes nas quais sao apresentados re-
sultados e discussoes sobre os sistemas estudados. As secoes 4.1 e 4.2 tratam da
espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio utilizado como sistema modelo na
avaliacao de um dos arranjos experimentais propostos. Esse sistema foi tratado em-
pregando duas estratégias de calibragao distintas. Na se¢ao 4.1 aborda-se a calibracao
utilizando os dados nao tratados. Na secao 4.2, ilustra-se a calibragao utilizando os
dados espectroeletroquimicos pré-processados através do cédlculo da primeira derivada
em relagao ao potencial. As segoes 4.3 e 4.4 trazem resultados da aplicagao do arranjo
experimental empregado nas duas secoes anteriores. Trata-se de um estudo sobre a
espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol HQ, CAT e RES utilizando as duas
estratégias de calibracao ja mencionadas. A secao 4.5 é dedicada a um estudo tedrico
onde foram abordadas questoes ligadas a degenerescéncia de solucoes e seus impactos
na modelagem de dados espectroeletroquimicos. Em seguida, na secao 4.6 é apresen-
tado um estudo sobre a espectroeletroquimica da o-tolidina. A o-tolidina foi utilizada
como sistema modelo para avaliar o segundo arranjo experimental proposto. Por fim,
como aplicacao desse segundo arranjo, sao apresentados na secao 4.7 os resultados do

estudo da espectroeletroquimica da dopamina e epinefrina.

4.1 Espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio

O Ky[Fe(CN)g] foi usado como sistema modelo para avaliar um dos arran-
jos experimentais propostos. Esse sistema apresenta comportamento eletroquimico e

espectroscopico bastante conhecido. Nesse experimento a oxidacao do ferrocianeto de

57



Capitulo 4

potéssio a ferricianeto de potassio foi conduzida através da voltametria de varredura
linear (LSV). Espectros de absor¢ao na regiao do UV-Vis foram coletados ao longo da
corrida voltamétrica. Na Figura 4.1 pode-se observar o tipo de sinal analitico obtido

nos ensaios.

Figura 4.1: Sinal analitico obtido para uma solucao de K;[Fe(CN)g] 0,6 mmol L™
durante a oxidacao do ferrocianeto de potassio a ferricianeto de potéssio
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Na Figura 4.1 observa-se um perfil espectral que se modifica ao longo da var-
redura voltamétrica. Por volta de 220 nm observa-se um pico cuja intensidade diminui
ao longo da varredura. Por volta de 300 nm observa-se um incremento sutil nos valo-
res de absorbancia. Provavelmente a diminuicao da intensidade do pico por volta de
200 nm esta relacionada ao consumo de ferrocianeto de potassio. Ja os incrementos,
em 300 nm, devem estar associados a formacao de ferricianeto de potassio.

Herrero e colaboradores demonstraram a trilinearidade para conjuntos de da-
dos obtidos através de espectroeletroquimica por LSV e espectroscopia de absor¢ao em
sistemas eletroquimicamente reversiveis e que obedecem & Lei de Lambert-Beer [56].
Como o sistema em estudo atende a todas as caracteristicas descritas por Herrero e cola-
boradores, foi feita a suposicao de trilinearidade e efetuou-se a deconvolucao utilizando
o algoritmo PARAFAC. A decomposicao foi realizada considerando 1 componente, pois
a utilizacao de mais componentes acarretava reducao abrupta da consisténcia de nticleo.
Para o modelo com 1 componente, a consisténcia de ntcleo foi de 99.93% indicando
um bom ajuste trilinear. A variancia explicada com 1 componente foi de 99,5%. O

resultado da decomposigao utilizando o PARAFAC estd ilustrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2: (a) Modo B e (b) modo C do PARAFAC, ¢ (c) voltametria de varredura
linear a uma velocidade de 5,0 mV s~ em KCI1 1,0 molL ™!
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A Figura 4.2(a) mostra o Modo B, onde foi recuperado o espectro do ferroci-
aneto de potassio. A Figura 4.2(b) ilustra o Modo C, onde se recupera o perfil voltab-
sorptométrico. Esse perfil ilustra a forma como a intensidade do sinal de absorbancia
varia ao longo da corrida de potencial. Como absorbancia e concentracao sao propor-
cionais, pode-se interpretar a Figura 4.2(b) como uma representagao da variagdo da
composi¢ao do sistema ao longo da corrida voltamétrica.

Observando o voltamograma de varredura linear do sistema, Figura 4.2(c),
percebe-se que por volta de 0,2 V' ocorre um rapido aumento da corrente devido a
reacao eletroquimica de conversao do ferrocianeto de potdssio em sua forma oxidada.
Esse processo eletroquimico se reflete nos dados espectroscopicos através da reducao
da absorbancia observada na Figura 4.2(b) préximo de 0,2 V. A diminui¢ao da ab-
sorbancia esta associada ao consumo de ferrocianeto de potéassio decorrente do processo
redox.

E importante mencionar que os modos B e C, mostrados nas Figuras 4.2(a) e
4.2(b), estao normalizados. Como consequéncia dessa normalizagao, esses modos nao
guardam informagoes sobre a concentragao analitica das espécies. Essas informacgoes

sao recuperadas através do Modo A, cujos escores apresentam intensidades relacionadas
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as concentracoes analiticas. A curva de calibracao pseudo-univariada mostrada na
Figura 4.3 foi construida calibrando o escores contidos no Modo A do PARAFAC

contra as concentracoes analiticas dos padrdes. A curva apresentou um R? = 0, 99.

Figura 4.3: Curva pseudo-univariada construida para o ferrocianeto de potassio
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Para avaliar o poder preditivo do modelo foram realizadas previsoes utilizando
solugoes de teste. Duas solugoes de teste foram preparadas com 0,35 mmolL™! (S1) e
0,85 mmolL™" (S2) de K4[Fe(CN)g]. Foram obtidas previsdes de 0,37 mmolL~" para
S1 e 0,88 mmol L~ para S2.

4.2 Espectroeletroquimica do ferrocianeto de potassio utili-

zando dados derivados

Nessa secao serao apresentados alguns resultados obtidos através da calibracao
de dados espectroeletroquimicos pré-processados empregando o calculo da primeira
derivada em relacao ao potencial. Trata-se de uma tentativa de expandir os conceitos
envolvidos nas técnicas DLVA e DCVA a dados de segunda ordem.

Para isso, foi feita a derivacao das matrizes de dados correspondentes a cada
amostra em relagdo ao potencial. Embora na Equagao (2.8) a derivada esteja relacio-
nada ao tempo, o potencial e o tempo apresentam uma relacao linear em voltametria
de varredura linear e voltametria ciclica. Assim sendo, as curvas derivadas em relagao
ao tempo ou potencial tem a mesma forma. As derivadas foram calculadas empregando
o polinémio interpolador de Lagrange, ver Apéndice A.

Na Figura 4.4 o sinal derivado para uma solucao de ferrocianeto de potassio

(a mesma solucao cujos dados brutos estdo mostrados na Figura 4.1) é ilustrado.
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Figura 4.4: Sinal derivado para uma solugao de K [Fe(CN)g] 0,6 mmolL™!

Na Figura 4.4 o gréafico foi refletido, isto é, tragou-se o gréafico da superficie
—dA/dE, ao invés de dA/dE. Nas Equagoes (2.7) e (2.8) os termos ”25;‘/0 e 2L sdo
Z—?(E — EO)} ¢ comum a ambas as equagoes. Desse

modo, a orientagao relativa entre as curvas depende do sinal do termo (Aox; — AreD)

positivos. O termo P(E) = exp |

em um determinado comprimento de onda. Deve-se enfatizar que o sinal de absorbancia
medido ao longo da corrida voltamétrica depende das concentragoes das espécies oxi-
dadas e reduzidas. No sistema em estudo, inicialmente s6 hé ferrocianeto de potéssio.
Ao longo da corrida voltamétrica ocorre a formacao de ferricianeto de potassio. A
formacao do ferricianeto ocasiona uma reducao da absorbancia nas proximidades do
pico em 220 nm, ver Figura 4.1b, pg. 58. A forma oxidada, ferricianeto de potéssio,
apresenta uma menor absorbancia nessa regidao. Desse modo (Aox; — Arep) < 0.
Visando obter uma curva semelhante ao voltamograma do sistema em estudo foi feita
a reflexao dos dados a serem utilizados na calibragao.

Os dados derivados também foram deconvoluidos utilizando o PARAFAC. A
Figura 4.5 mostra os modos B e C do PARAFAC obtidos apés a deconvolugao. A
consisténcia de nucleo foi de 100%, indicando um bom ajuste trilinear. A variancia ex-
plicada foi de 98%. Nessa abordagem os modos B e C sao associados, respectivamente,
ao espectro do ferrocianeto de potassio e uma curva que se assemelha ao voltamograma
do sistema. Foram feitas previsoes utilizando os dados derivados. As previsoes obtidas

foram de 0,32 mmol L' para a amostra de teste S1 e 0,88 mmolL~! para S2.
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Figura 4.5: (a) Modo B e (b) modo C obtidos através do PARAFAC para os dados
derivados
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4.3 Espectroeletroquimica dos isdmeros do benzenodiol

A espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol: CAT, HQ e RES foi
estudada empregando o mesmo arranjo utilizado no estudo da espectroeletroquimica
do ferrocianeto de potassio. Esses isomeros apresentam grande sobreposicao tanto no
modo espectral, quanto eletroquimico. Trata-se, portanto, de um sistema bastante
desafiador onde é possivel avaliar os impactos da vantagem de segunda ordem.

Na Figura 4.6(a) e 4.6(b) sdo mostrados, respectivamente, os espectros e os vol-
tamogramas dos analitos CAT, HQ e RES. Os espectros do CAT e RES tém uma forte
sobreposicao na regiao de 260 nm a 290 nm. O espectro da hidroquinona apresenta
duas bandas, uma mais intensa em 240 nm e outra menos intensa em 289 nm. Nos
voltamogramas de pulso diferencial sao observados trés picos de oxidacao cujos poten-
ciais de pico de 0,38 V, 0,45 V e 0,78 V correspondem as oxidagoes de HQ, CAT e RES,
respectivamente. Na Figura 4.6(c) sdo mostrados os voltabsortogramas normalizados
para comprimento igual a 1 de padroes de HQ em 245 nm, CAT em 275 nm e RES em
272 nm. Observando a Figura 4.6 fica evidente que a determinacao simultanea des-
ses isomeros utilizando técnicas espectroscopicas ou eletroanaliticas, individualmente,
pode ser bastante desafiadora devido as interferéncias quimicas préprias do sistema. A
utilizagao da espectroeletroquimica associada a calibracao de segunda ordem permite
tratar esse problema. As Figuras 4.7(a-d) ilustram o tipo de sinal obtido nas medidas

espectroeletroquimicas.
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Figura 4.6: (a) Espectros de absorbancia para solugoes de HQ, CAT e RES, (b) vol-
tamogramas de pulso diferencial para o sistema e (c¢) voltabsortogramas normalizados
para solugoes de HQ em 245 nm, CAT em 275 nm e RES em 272 nm
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Figura 4.7: Sinal analitico obtido para uma solugao de (a) HQ, (b) CAT, (c) RES e
(d) uma mistura equimolar de HQ, CAT, RES
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Primeiramente foram feitas tentativas de calibracao empregando o PARAFAC.

Os modos B e C recuperados através do PARAFAC podem ser vistos na Figura 4.8.

Figura 4.8: (a) Modo B e (b) Modo C obtidos utilizando o PARAFAC
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Os conjuntos de calibracao de cada analito foram modelados utilizando 1 com-
ponente. As consisténcias de nicleo foram superiores a 90% para os trés analitos. As
variancias explicadas foram de 96%, 98% e 95% para HQ, CAT e RES, respectiva-
mente. Na Figura 4.8(a) sdo mostrados os perfis espectrais recuperados no Modo B, os
quais s@o bastante semelhantes aos espectros apresentados na Figura 4.6(a). O Modo
C, Figura 4.8(b), representa os perfis voltabsortométricos. O perfil voltabsortométrico
recuperado para a HQ é bastante semelhante ao voltabsortograma mostrado na Figura
4.6(c). No caso do CAT a variagao de intensidade no voltabsortograma da Figura 4.6(c)
¢ mais pronunciada que a observada na Figura 4.8(b). O perfil voltabsortométrico re-
cuperado para o resorcinol é bastante semelhante ao mostrado no voltabsortograma da
Figura 4.6(c), em ambos os casos hé pouca variagao no sinal do resorcinol. Visando ava-
liar a capacidade preditiva dos modelos e a vantagem de segunda ordem, foram feitas
previsoes utilizando um conjunto de teste composto por 8 solugoes preparadas em agua
de torneira. Importante ressaltar que os conjuntos de calibracao foram construidos uti-
lizando agua deionizada, em contraste com as amostras de teste preparadas utilizando
agua de torneira. Os resultados de predicoes obtidos empregando o PARAFAC sao

mostrados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Predigoes obtidas para os analitos HQ, CAT e RES através do PARAFAC

Analito | Amostra | Referéncia/mmolL~" | Predi¢ao/mmolL~!

B1 0,70 0,74
B4 0,50 0,50
B5 0,50 0,50
HQ B7 0,50 0,50
B8 0,30 0,34
RMSEP /mmol L™1 0,03
REP (%) 2,5

CORCONDIA >90%
B2 0,70 0,62
B4 0,50 0,44
B6 0,50 0,59
CAT B7 0,50 0,48
B8 0,40 0,45
RMSEP /mmol L~} 0,06
REP (%) 5,0

CORCONDIA >90%
B3 0,70 0,76
Bb5 0,50 0,53
B6 0,50 0,60
RES B7 0,50 0,53
B8 0,30 0,40
RMSEP /mmol L~! 0,07
REP (%) 5,8

CORCONDIA >90%

O menor valor de RMSEP ocorreu para a HQ. Esse resultado provavelmente
estd associado ao fato de que a HQ apresenta o comportamento bem distinto em relacao
aos outros dois analitos (ver Figura 4.8). Os valores de RMSEP obtidos para CAT e
RES foram de 0,06 e 0,07 mmolL~'. Esses valores mais altos em relacao aos obti-
dos para a HQ podem estar associados a menor variacao no sinal analitico para esses
analitos ao longo da varredura voltamétrica. Além da sobreposicao espectral, ao se
observar o perfil voltabsortométrico na Figura 4.8(b) verifica-se que os sinais do RES
e do CAT praticamente se sobrepoem. Nesses casos, mesmo em um sistema com alta
consisténcia de nicleo, é comum o PARAFAC nao apresentar o melhor desempenho,
ja que uma das vias pode nao ser suficientemente discriminante para separar os com-
ponentes da mistura. Por essa razao, avaliou-se também o algoritmo U-PLS/RBL que
é mais robusto sob essas condicoes. A Tabela 4.2 mostra os resultados de previsao do
U-PLS/RBL para as mesmas solugoes de teste. A construgao de modelos utilizando o
U-PLS/RBL requer a especificagdo de 2 parametros, o numero de varidveis latentes,

N, e o nimero de componentes RBL, RBL. O nuimero de variaveis latentes foi definido
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através de validagao cruzada leave one out utilizando o conjunto de calibragao. Para
definir o RBL foram construidos diversos modelos incrementando o valor de RBL até
se observar a estabilizagao dos residuos do modelo. Como mostrado nas Tabelas 4.1 e

4.2, resultados quantitativos aceitaveis foram obtidos através dos modelos PARAFAC
e U-PLS/RBL.

Tabela 4.2: Predicoes obtidas para os analitos HQ, CAT e RES através do U-PLS/RBL

Analito | Amostra | Referéncia/mmolL~" | Predicao/mmolL~" | Nprs | Nrpr
B1 0,70 0,64 1
B4 0,50 0,46 3
B5 0,50 0,50 3
HQ B7 0,50 0,52 2 1
B8 0,30 0,29 1
Rl\/[SEP/TrLTnOl[f1 0,03
REP (%) 25
B2 0,70 0,64 1
B4 0,50 0,45 |
B6 0,50 0,52 |
CAT B7 0,50 0,44 2 3
B8 0,40 0,44 3
Rl\/[SEP/TrLTnOl[f1 0,05
REP (%) 42
B3 0,70 0,62 1
B5 0,50 0,49 1
B6 0,50 0,66 3
RES B7 0,50 0,48 1 3
B8 0,30 0,17 3
Rl\/[SEP/TrLTnOl[f1 0,10
REP (%) 8,3

O RMSEP obtido para a HQ utilizando U-PLS/RBL foi equivalente ao ob-
tido através do PARAFAC. No caso do CAT observa-se uma pequena diminui¢ao no
RMSEP. Entretanto, no caso do RES a utilizacdo do U-PLS/RBL nao conduziu a
melhorias no valor do RMSEP.

Os maiores valores de RMSEP verificados para o RES na modelagem com
PARAFAC e U-PLS/RBL podem estar associados a pouca varia¢ao no sinal espectro-
eletroquimico observada para essa espécie. O RES tem o potencial de oxidacgao mais
alto dentre as trés espécies estudadas, cerca de 0,78 V. Assim sendo, nao sao esperadas
variacoes no sinal espectroeletroquimico dessa espécie antes desse potencial. Por volta
de 0,78 V nota-se uma pequena reducao na absorbancia (ver 4.7(c)), entretanto essa
reducao é sutil. A m-benzoquinona, um dos possiveis produtos de oxidagao do resorci-
nol, é apontada em alguns estudos como sendo termodinamicamente instavel [124,125].

Além disso, o RES tem mecanismos de oxidagao consideravelmente distintos dos ob-
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servados para o CAT e HQ [126]. Essas caracteristicas podem estar associadas a pouca
variacao observada no sinal espectroeletroquimico.

Ainda tratando sobre os perfis voltabsortométricos (ver Figura 4.8(b)), a pe-
quena variacao no sinal deconvoluido do CAT chama atencao. Uma hipotese seria a
degenerescéncia de solugoes. Em um processo redox, dependendo das condicoes ex-
perimentais empregadas é possivel que o sinal analitico contenha contribuig¢oes nao sé6
do reagente, mas também do(s) produto(s). Em um caso como esse, as variagoes nas
concentracoes de cada espécie nao sao independentes. Um possivel efeito da degene-
rescéncia seria a obtengao de perfis que nao representassem os perfis dos componentes
puros, mas sim combinacoes lineares dos perfis das espécies envolvidas. Os sinais de
absorbancia sao proporcionais a concentracao. Desse modo, espera-se que o perfil vol-
tabsortométrico da forma reduzida indique uma redugao da absorbancia ao longo da
varredura voltamétrica. No caso da forma oxidada espera-se o oposto, isto é, um per-
fil voltabsorptométrico que indique um aumento da absorbancia e consequentemente
da concentracao. A degenerescéncia leva a combinacao desses dois perfis acarretando
a recuperacao de um perfil aproximadamente constante como o mostrado na Figura
4.8(b) para o CAT. O primeiro passo para avaliar essa hipdtese consiste em verificar se
os reagentes e produtos apresentam sinal analitico na janela espectral empregada.

Na Figura 4.9 sao mostrados os espectros normalizados do CAT e do possivel

produto de oxidagao, a o-benzoquinona (0-BQ) [127].

Figura 4.9: Espectros da CAT e 0-BQ
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A Figura 4.9 evidencia a presenca de sinal analitico das duas espécies na regiao
espectral estudada. Ao longo do processo redox do CAT (ver Figura 4.7(b)) ocorre um
incremento nos valores de absorbancia por volta de 240 nm e uma reducao por volta de
275 nm. Essas observacoes sao consonantes com os espectros das formas oxidada e re-

duzidas mostradas na Figura 4.9. As redugoes na absorbancia decorrentes do consumo
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de CAT sao compensadas pela formacao da o-BQ. E possivel que essa caracteristica
tenha influenciado a obtencao de um perfil voltabsortométrico com variacao sitil para
o CAT.

Em principio a degenerescéncia de solugoes tem impacto sobre os resultados
qualitativos. Do ponto de vista quantitativo nao sao esperados impactos, visto que a
solugao degenerada é uma solucao matematicamente valida.

Nas Figuras 4.10 sao mostrados os espectros normalizados da HQ e do possivel

produto de oxidagao, a p-benzoquinona (p-BQ) [128].

Figura 4.10: Espectros da HQ e p-BQ
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A HQ e seu possivel produto de oxidacao, a p-benzoquinona (p-BQ), também
apresentam sinal espectral na janela utilizada nos estudos. Observando a Figura 4.7(a)
nota-se que por volta de 245 nm ocorre um aumento na absorbancia ao longo da
varredura voltamétrica. Esse incremento é decorrente da formacao do produto de
reagao. Olhando atentamente também ¢é possivel notar uma redugao na absorbancia por
volta de 280 nm, a qual provavelmente esta associada ao fato de que a hidroquinona esta
sendo consumida ao longo do processo redox e o produto de reagao (p-BQ) apresenta
menor absortividade molar nessa regiao. O perfil voltabsortométrico recuperado para
a HQ ¢é claramente um perfil associado a formagcao de espécies (ver Figura 4.8(b)).
Entretanto, o perfil espectral recuperado é mais préximo do perfil esperado para a HQ
(ver Figura 4.8(a)), evidenciando que os perfis qualitativos observados consistem na
mistura dos sinais da HQ e p-BQ.

A hipdtese da degenerescéncia de solugoes serd revisitada na secao 4.5. Antes

disso é interessante tecer algumas observagoes sobre essa hipdtese.
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4.3.1 Algumas consideragoes sobre o sinal espectroeletroquimico e triline-

aridade

A principal motivacao para se utilizar o PARAFAC como estratégia de cali-
bracao em dados espectroeletroquimicos de segunda ordem estd associada a conjec-
tura de que esses dados seguem uma estrutura trilinear. Herrero e colaboradores [56]
apresentaram uma proposta de demonstracao bastante interessante sobre a suposta
trilinearidade. Nessa se¢ao essa discussao sera ampliada tendo como ponto de partida
a demonstragdo de Herrero e colaboradores [56].

Primeiramente, consideremos um processo eletroquimico reversivel cuja reagao

seja descrita pela Equagao (4.1).

Ox +ne” & Red (4.1)

As concentragoes das formas oxidada e reduzida sao funcoes do potencial. A
concentracao total do analito nas formas oxidada e reduzida é constante, isto é, as
espécies sao naturalmente sujeitas a restricao de balango de massa. Assim, pode-se

escrever a Equagao (4.2)

Ct = CRed + COzi (4.2)

O quociente de reacao ¢ uma funcao do potencial e pode ser descrito por meio
da Equagao (4.3).

Cozx

Combinando as Equagoes (4.2) e (4.3) chega-se a Equagao (4.4).

@
ed = 4.4
CRed 1+0 (4.4)
A fracdo molar da forma reduzida é dada pela Equagao (4.5).
Q
od = 4.5
L Red 1+0Q (4.5)

Como o somatério das fragoes molares é igual a unidade, pode-se escrever a

Equagao (4.6) para a fragdo molar da forma oxidada.

1
Loy = ——
T EQ

Em Herrero e colaborares [56] encontramos a Equagao (4.7).

(4.6)
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1
+c
1+Q  '1+0Q

A equagao (4.7) pode ser expressa na forma da (4.8), a qual serd um pouco

Ct = C¢

(4.7)

mais tutil para o entendimento dos passos subsequentes.

Ct = CRed T COz = CtTRed + CtTOx (48)

Nos passos seguintes sera admitido um arranjo experimental em que o sinal
espectroeletroquimico tenha sido obtido por espectroscopia de absor¢ao em condicoes
experimentais nas quais a lei de Lambert-Beer seja valida. A lei de Lambert-Beer pode

ser expressa através da Equagao (4.9).

A=cle (4.9)

Onde: A representa a absorbancia, ¢ a concentracao de uma determinada
espécie quimica, 1 o caminho 6ptico e € a absortividade molar.
Os sinais de absorbancia sao aditivos. Supondo N espécies no seio da solugao

a absorbancia da mistura poderia ser expressa por meio da Equagao (4.10).

N
A= ZZ Ci&; (4.10)
i=1

De posse dessas consideragoes pode-se tecer alguns comentérios sobre o sinal
espectroeletroquimico. Na Figura 4.11 um tensor de trés vias composto pelo empilha-

mento de k matrizes foi esquematizado.

Figura 4.11: Esquema de um tensor de dados de trés vias
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Cada uma dessas matrizes corresponderia a uma medida experimental. Essas
matrizes teriam ¢ linhas e j colunas, onde as ¢ linhas estariam associadas aos sensores
espectrais e as j colunas associadas aos sensores eletroquimicos. Cada elemento de uma
matriz contendo as medidas experimentais corresponderia a um ponto da superficie que
se obteria ao tracar o grafico para o sinal de uma amostra.

A absorbancia de um ponto, A;;, (ver quadrado rosa na Figura 4.11) poderia

ser modelada através da Equacao (4.11).

Aijk = cRedlgiRcd + Cozl&'oz (411)

Onde: [ representa o caminho éptico, o subscrito ¢jk representa que estamos
fixando esses indices e ¢; representa a absortividade molar de uma espécie em um
determinado comprimento de onda, .

Caso se desejasse modelar um espectro, isto é, uma coluna da matriz de dados
(ver coluna marrom Figura 4.11) seria necessario colecionar as absortividades molares
de cada espécie nos comprimentos de onda em estudo em um vetor. Assim, € =

(€1,€9,...,€;) e a coluna da matriz de dados poderia ser modelada através da Equagao
(4.12).

Aji = CRredl€Red + COzl€0x (4.12)

O subscrito jk foi colocado para enfatizar que estamos fixando um sensor
eletroquimico e uma determinada amostra.

O préximo passo seria descrever uma fatia do tensor de dados (ver malha
quadriculada). Para isso seria interessante expressar Cpeg € Co, COMO vetores, uma
vez que seus valores variam ao longo da medida conforme o potencial aplicado. Para
isso, pode-se utilizar o resultado expresso Equacdo (4.8). Os vetores seriam da forma
Chred = ct(T1,, T2puys - TjRed) = CtTRed € Cox = c1(T14,, Tap,s - Tjo,) = CG&0z. Para

descrever a matriz de dados poderia-se utilizar a Equagao (4.13).

Ay = @ Redl€Red + CiT0LlEO (4.13)

Ainda resta o subscrito k£ na Equagao (4.13), pois a mesma sé descreve uma
fatia k. Antes de generalizar essa equacao para o tensor de dados é necessario fazer
alguns comentérios. O primeiro comentario diz respeito a Equagao (4.13). Observando
essa equacao percebe-se que a mesma representa um modelo bilinear. Isso é bastante
razoavel, dado que supondo a trilinearidade, as matrizes de cada amostra individual-
mente devem ser bilineares [92]. O segundo comentério diz respeito a uma hipdtese
implicita a estrutura de dados trilineares. Para que a generalizacao seja possivel, os

perfis contidos nos vetores « e € e referentes aos analitos devem ser comuns nas diversas

71



Capitulo 4

amostras do tensor de dados. E razodvel supor isso em relacao a €, pois as absortivi-
dades molares sao propriedades das moléculas. No caso dos perfis voltabsortométricos
é necessario conhecer o sistema em estudo para verificar se a hipotese é razoavel.
Para generalizar a Equagao (4.13) ao tensor de dados, basta colecionar as
concentracoes de cada espécies nas varias amostras em vetores. Desse modo, ¢; que
até o momento tem sido tratado como escalar, passa a ser um vetor na forma C; =

(c1,, €2, vy Ck, ). Matematicamente, pode-se escrever a Equacao (4.14).

A= lct ® Loy ® €0zxi + lct ® L Red X €Red (414)

A Equagao (4.14) é a base da demonstracao proposta por Herrero e colabo-
radores [56]. A Equagao (4.14) expressa um modelo trilinear para um sistema com 2
componentes.

Devemos lembrar que, em geral, nas decomposi¢oes com PARAFAC, os modos

B e C sao normalizados. Matematicamente, terfamos a Equagao (4.15).

g
A= Lelwoal lleosl © 227 @ o
x x
L Red € Red (4.15)
Hedinllendl® T 1 © Te
Red Red

Na Equacao (4.15), os termos le;|| oz |||€ox|| € [¢i|| T real|||€ Real| cOrrespondem

aos vetores do modo A, ﬁ e % aos vetores do modo C e Hj#” e % aos vetores
Oz Red Oz Red

do modo B.

De posse da Equagao (4.15) podemos ampliar a discussao sobre essa demons-
tracao. Na construcao dos modelos PARAFAC sao utilizados escores proporcionais a
concentracao do analito e contidos nos vetores do modo A. Desse modo, sendo possivel
obter através da deconvolugao os perfis puros na forma da Equagao (4.15), deveria ser
possivel calibrar qualquer uma das espécies. Outro detalhe, mais sutil, nao apontado
por Herrero e colaboradores [56] é que os vetores que compoem o modo A sao coline-
ares, supondo validade da Equagao (4.15). Na pratica, o posto da matriz associada
ao modo A nao seria igual ao nimero de componentes. Isso poderia contribuir para a
obtengao de solugoes degeneradas.

Essas observacoes sao a base das escolhas feitas no estudo apresentado na se¢ao
4.5.
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4.4 Espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol utili-

zando dados derivados

O procedimento de derivagao, descrito na se¢ao 4.2, também foi aplicado aos
dados espectroeletroquimicos dos isomeros do benzenodiol. E importante ressaltar que
a técnica eletroquimica utilizada na obtencao dos dados dos isomeros do benzenodiol foi
a voltametria de pulso diferencial. De nosso conhecimento, s6 ha na literatura o calculo
de curvas dA/dE (ou dA/dt) para dados obtidos através de voltametria de varredura
linear e voltametria ciclica. A aplicacao do pré-processamento através do céalculo da
primeira derivada aos dados dos isomeros do benzenodiol tem dois objetivos: observar
os impactos dessa abordagem na obtencao dos perfis espectral e voltabsortométricos
recuperados e na predicao das concentracoes dos analitos, em especial do RES, que
apresentou o menor desempenho de previsao nas modelagens mostradas nas Tabelas
4.1 e 4.2.

O sinal do RES ¢é menos intenso na via espectral, ver Figura 4.6(a) e esta
sobreposto pelo CAT em ambos os modos, espectral e eletroquimico (Figura 4.8), por
isso um menor desempenho do modelo de previsao é esperado. No entanto, como o sinal
do RES no voltamograma ¢é bastante distinto dos dois outros analitos (Figura 4.6(b)),
a derivacao poderia ressaltar a inflexdao correspondente no perfil voltabsortométrico,
evidenciando as diferencas entre CAT e RES e aumentando o poder de previsao do
modelo para esse analito.

Considerando essas hipdteses, modelos PARAFAC foram construidos utili-
zando os dados derivados. Os modelos foram avaliados utilizando o mesmo conjunto
de testes das Tabelas 4.1 e 4.2. As predigoes realizadas através do PARAFAC para os
dados derivados podem ser vistas na Tabela 4.3.

Para a HQ o RMSEP foi de 0,05 mmolL~! e para o CAT de 0,06 mmolL~".
Para o RES o modelo PARAFAC falhou em predizer as concentragoes do analito nas
amostras de teste, gerando valores de previsao fora da faixa de concentracoes utilizadas
na calibragdo. Observa-se também uma consisténcia de ntcleo de inferior a 40%, indi-
cando uma perda de trilinearidade. No caso do resorcinol, o sinal espectroeletroquimico
apresenta pouca variacao. A derivacao do mesmo acabou resultando em uma reducao
na relagao sinal-ruido em comparacao com o observado para HQ e CAT. Essa questao

pode ter afetado a capacidade preditiva dos modelos.
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Tabela 4.3: Predigoes obtidas através do PARAFAC para os analitos HQ, CAT e RES
utilizando os dados derivados

Analito | Amostra | Referéncia/mmolL~" | Predi¢ao/mmolL~!
B1 0,70 0,74
B4 0,50 0,43
B5 0,50 0,50
HQ B7 0,50 0,43
B8 0,30 0,24
RMSEP /mmol L~1 0,05
REP (%) 4,2
CORCONDIA >90%
B2 0,70 0,61
B4 0,50 0,54
B6 0,50 0,47
CAT B7 0,50 0,59
B8 0,40 0,44
RMSEP /mmol L~! 0,06
REP (%) 5.0
CORCONDIA >90%
B3 0,70 -
Bb5 0,50 0,43
B6 0,50 0,59
RES B7 0,50 -
B8 0,30 -
RMSEP /mmol L~! -
REP (%) -
CORCONDIA <40%

A Figura 4.12 mostra os perfis voltabsortométricos derivados (Modo C do
PARAFAC) obtidos através da deconvolugdo. Ao contrério do observado na Figura
4.8(b), os perfis derivados dos trés analitos sao bastante distintos entre si e guardam
alguma semelhanga com os voltamogramas. Para o CAT e RES foram calculadas as
curvas —dA/dt, de modo a fazer com que as curvas derivadas coincidam em orientacao
com os voltamogramas. Foram observados deslocamentos consideraveis nos picos mos-
trados na Figura 4.12 em relagao aos potenciais de oxidagao dos analitos ilustrados
na Figura 4.6(b), entretanto, uma melhor correspondéncia entre os perfis voltabsor-
tométricos apds a derivacao e os voltamogramas nao era necessariamente esperada.

Considerando que para o RES a consisténcia de ntcleo foi inferior a 40%,
optou-se por construir modelos U-PLS/RBL visando verificar os impactos dessa abor-
dagem na capacidade preditiva. Apesar desse problema s6 ter ocorrido com o RES,
foram feitas previsdes para os outros dois analitos utilizando o U-PLS/RBL. A Ta-
bela 4.4 apresenta os resultados de previsao utilizando os dados derivados. Melhorias

significativas sao observadas para o analito RES.
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Figura 4.12: Modo C para os dados derivados obtido através do PARAFAC
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Tabela 4.4: Predigoes obtidas através do U-PLS/RBL para os analitos HQ, CAT e
RES utilizando os dados derivados

Analito | Amostra | Referéncia/mmolL~1 | Predicao/mmolL™" | Nprs | Nrpr
B1 0,70 0,57 1
B4 0,50 0,50 3
B5 0,50 0,48 2
HQ B7 0,50 0,58 2 2
B8 0,30 0,27 1
RMSEP /mmol L™} 0,07
REP (%) 5,8
B2 0,70 0,59 1
B4 0,50 0,48 2
B6 0,50 0,41 2
CAT B7 0,50 0,55 1 1
B8 0,40 0,34 2
RMSEP /mmol L™} 0,07
REP (%) 5,8
B3 0,70 0,64 2
B5 0,50 0,50 1
B6 0,50 0,49 1
RES B7 0,50 0,44 1 4
B8 0,30 0,28 2
RMSEP /mmol L™} 0,04
REP (%) 3,3

4.5 Conjuntos de dados simulados e degenerescéncia de solugoes

Nessa secao investigaremos os possiveis impactos da degenerescéncia de solugoes
na modelagem de dados espectroeletroquimicos através do PARAFAC. Para isso, fo-
ram realizados estudos tedricos utilizando 5 conjuntos de dados distintos, os quais sao
descritos na secao 3.5. Esses conjuntos de dados foram desenhados visando mimetizar

situacoes que se poderia observar em estudos espectroeletroquimicos.
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4.5.1 Conjunto de dados n? 1

No estudo de caso 1 simula-se o comportamento espectroeletroquimico ao longo
de um processo redox no sentido da oxidagao em que as formas oxidada e reduzida
do analito nao apresentam sobreposicao espectral. As curvas geradoras normalizadas

empregadas nesse estudo sao mostradas na Figura 4.13.

Figura 4.13: Perfis (a) espectrais e (b) voltabsortométricos utilizados na construgao do
conjunto de dados simulados n° 1

0,42
0,35+
0,28+
0,21+
0,14+
0,07 +

0,00 N . :
0O 25 50 75 100 125 150

Sensores espectrais

(a)

Perfis espectrais

0,20

0,15+
0,10+

0,05+

0,00 . . . :
0 20 40 60 80 100

Sensores eletroquimicos

Perfis voltabsortométricos

A Figura 4.13(a) apresenta o perfil espectral da forma reduzida (linha preta
continua) e oxidada (linha preta pontilhada). Ambas as espécies apresentam um com-
portamento unimodal. As bandas espectrais das espécies reduzida e oxidada estao
centradas nos sensores 12 e 54, respectivamente. Os perfis voltabsortométricos utili-
zados sdo mostrados na Figura 4.13(b). A forma reduzida (linha preta) é consumida
ao longo do processo redox. A forma oxidada (linha pontilhada) vai sendo formada ao
longo do processo. Ambos os perfis voltabsortométricos apresentam ponto de inflexao
no sensor 50 e as curvas empregadas estao sujeitas a restricao de soma constante. A
curva de nivel da Figura 4.14 ilustra o comportamento espectroeletroquimico simulado
para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de caso 1. Como mostrado
na Figura 4.14, no inicio do processo redox s6 ha a presenga da banda espectral da
espécie reduzida, centrada no sensor espectral 12. A medida que essa espécie vai sendo
consumida, essa banda sofre uma diminuicao em sua intensidade e a banda da espécie
oxidada (sensor espectral 54) comega a se desenvolver. O aparecimento da banda
da espécie oxidada ocorre proximo ao sensor eletroquimico 50, o qual corresponde ao

ponto de inflexdao dos perfis voltabsortométricos. Trata-se, portanto, de um sistema
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sem sobreposicao espectral entre os analitos.

Figura 4.14: Curva de nivel para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de
caso 1
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Modelos PARAFAC foram construidos para esse conjunto de dados utilizado
as estratégias de calibracao apresentadas na secao 3.5. Os resultados qualitativos dessa

modelagem sao mostrados na Figura 4.15.

Figura 4.15: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos através do PARAFAC.
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Imediatamente, notamos que os perfis obtidos através dos modelos 1 e 2 sao
distintos, isto é, nao foi obtida solugao unica. Importante mencionar que o modelo
1 foi construido sem a aplicacao de restri¢coes adicionais. O modelo 2, por sua vez,
foi construido aplicando a restricao de nao-negatividade aos 3 modos. Isso nao é
inesperado, uma vez que os postos de Kruskal sao kx = 1, kg = 2, k¢ = 2 e o teorema
de Kruskal nao é satisfeito como condicao suficiente para a unicidade, matematicamente
14242 >2x242= 5> 6. Poderia-se imaginar que a inclusao da restricao de soma
constante levaria a um abaixamento no posto da matriz do Modo C. Entretanto, como
mencionado, k¢ = 2. Alguns detalhes algébricos sobre esse resultado sao abordados
no Apéndice B.3. Na verdade, é no modo A que ocorre um abaixamento no posto da
matriz, pois as duas colunas da matriz nao sao linearmente independentes.

Como mostrado nas Figuras 4.15(a.I) e 4.15(a.Il), os resultados qualitativos
do modelo 1 nao sao corretos. Nos perfis espectrais, Figura 4.15(a.I), sdo observados
valores negativos e vales. Fica evidente a transferéncia de informagoes entre as espécies
oxidada e reduzida, as quais deveriam ter comportamento unimodal. Isso é interessante,
pois nesse caso nao ha sobreposicao espectral. Nos perfis voltabsortométricos, Figura
4.15(a.IT), observa-se que a espécie oxidada apresentou um perfil aproximadamente
constante devido a degenerescéncia de solugoes.

Os resultados qualitativos do modelo 2 sdo mostrados nas Figuras 4.15(b.I)
e 4.15(b.IT). Os perfis voltabsortométricos recuperados, Figura 4.15(b.I1I), sdo com-
pativeis com as curvas geradoras. Com relagao aos perfis espectrais, Figura 4.15(b.I),
as posicoes das bandas espectrais e a razao entre as intensidades das bandas das espécies
reduzida e oxidada sao corretamente recuperadas.

A capacidade preditiva do modelo foi avaliada através de previsoes utilizando
50 amostras de teste com concentracoes geradas aleatoriamente no intervalo da curva

de calibracao. Alguns parametros de desempenho dos modelos podem ser vistos na
Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Valores de CORCONDIA, sy, variancia explicada (%) e REPs para o
conjunto de dados n° 1

Deconvolucao | CORCONDIA (%) | spi: | Var. (%) | REP (%)
Modelo 1 100,00 0,0032 99,99 8,48
Modelo 2 2,77 0,0034 99,99 8,48

Como mostrado na Tabela 4.5, o modelo 1 apresentou o maior valor de con-
sisténcia de nucleo, CORCONDIA. O modelo 2, por sua vez, apresentou um valor de
CORCONDIA inferior a 50,00 % indicando uma perda de trilinearidade. Esse resultado
mostra que pode nao haver uma correspondéncia direta entre a coeréncia dos resultados

da deconvolucao e a métrica CORCONDIA, isto é, os resultados do modelo 2 sao qua-
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litativamente corretos, mas os valores de CORCONDIA indicam uma possivel perda de
trilinearidade apesar de o conjunto de dados ter sido gerado considerando um modelo
trilinear. Os valores de sy;; e variancia explicada foram idénticos para os dois modelos.
Nesse ponto é importante discorrer um pouco sobre os impactos da degenerescéncia. Os
valores de sf;; aproximadamente iguais nao sao acidentais, isso ocorre porque do ponto
de vista do ajuste dos dados, esses dois modelos sao equivalentes, o que é precisamente
a degenerescéncia de solugoes. Nos estudos simulados utilizou-se 1% de ruido. Os va-
lores de sy sao inferiores ao ruido instrumental, desse modo as informacoes contidas
nos residuos sao referentes ao ruido instrumental e nao a informacgoes nao modeladas.
O mesmo valor de REP foi obtido nos dois modelos. Como se observa na Tabela 4.5,
reportamos um tnico valor de REP por modelo, apesar de termos duas componen-
tes referentes ao analito. Procedemos dessa maneira, pois os valores de REP obtidos
calibrando tanto a forma reduzida (calibragao direta), quanto a oxidada (calibragao
indireta) foram equivalentes. Previsdes com erros relativos mais elevados ocorrem em
toda a faixa de concentragoes empregada, nao tendo sido observada nenhuma relagao
entre o erro relativo e a concentracao das amostras. Considerando o exposto, pode-se

dizer que as previsoes quantitativas foram satisfatorias.

4.5.2 Conjunto de dados n® 2

Diferentemente do conjunto de dados n® londe nao havia sobreposicao espec-
tral entre as formas oxidada e reduzida do analito, no conjunto de dados n® 2 simula-se
o comportamento espectroeletroquimico ao longo de um processo redox no sentido
da oxidacao em que as formas oxidada e reduzida do analito apresentam uma sobre-
posicao espectral parcial. As curvas geradoras normalizadas empregadas nesse estudo
sao mostradas na Figura 4.16.

Como mostrado na Figura 4.16(a), ambas as formas apresentam comporta-
mento espectral unimodal. A forma reduzida tem banda espectral centrada no sensor
espectral 12. A forma oxidada tem banda espectral centrada no sensor espectral 20.
A sobreposicao nesse caso é parcial. Os perfis voltabsortométricos empregados sao os
mesmos j& apresentados no estudo de caso n? 1, ver Figura 4.16(b). A curva de nivel da
Figura 4.17 ilustra o comportamento espectroeletroquimico simulado para a amostra
1 do conjunto de calibracao do estudo de caso 2.

Por conta da sobreposicao espectral, o sinal resultante apresenta a aparéncia
de uma sela, ver Figura 4.17. Isso ocorre, pois, a banda centrada no sensor espectral 12
tem sua intensidade reduzida ao longo do processo redox. A banda centrada no sensor

20, por outro lado, se desenvolve ao longo do processo.
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Figura 4.16: Perfis (a) espectrais e (b) voltabsortométricos utilizados na construc¢ao do
conjunto de dados simulados n® 2
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Figura 4.17: Curva de nivel para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de
caso 2
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Dois modelos PARAFAC, cujas estratégias de calibracao sao apresentadas na
secao 3.5, foram construidos para esse conjunto de dados. Os resultados qualitativos
dessa modelagem sao mostrados na Figura 4.18.

O teorema de Kruskal para esse sistema também nao é satisfeito, pois k4 = 1,
kg =2, ke = 2.

No caso do modelo 1, Figuras 4.18(a.l) e 4.18(a.IT), observam-se valores ne-
gativos, os quais nao sao compativeis com as curvas geradoras utilizadas. No perfil

espectral, Figura 4.18(a.l), vemos um comportamento interessante, a largura da gaus-
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siana da espécie reduzida foi alargada e apresentou sua banda espectral centrada no
sensor 18 (a curva geradora tem banda espectral centrada no sensor 12). No caso da
espécie oxidada, seu perfil também é mais largo, entretanto o que mais chama atengao
¢ a presenga de um vale. Os perfis voltabsortométricos das espécies, Figura 4.18(a.II),
também foram afetados. A espécie reduzida apresentou um perfil aproximadamente
constante, provavelmente fruto da combinagao linear das curvas cinéticas das formas
oxidada e reduzida.

Figura 4.18: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos através do PARAFAC.

Onde a e b referem aos modelos 1 e 2, respectivamente. Os nimeros I e II se referem
aos perfis espectrais e voltabsortométricos, respectivamente
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No caso do modelo 2, Figuras 4.18(b.I) e 4.18(b.II), foram obtidos resul-
tados qualitativamente corretos. Os perfis voltabsortométricos recuperados, Figura
4.18(b.1II), sao satisfatorios. Com relagao aos perfis espectrais, Figura 4.18(b.I), am-
bas as formas apresentaram comportamento unimodal, como esperado. Além disso, as
bandas espectrais estao centradas nos sensores corretos.

A capacidade preditiva do modelo foi avaliada através de previsoes utilizando
as b0 amostras de teste do conjunto de dados. Alguns parametros de desempenho dos
modelos podem ser observados na Tabela 4.6.

Os comentérios ja tecidos sobre CORCONDIA, sy e variancia explicada para
o conjunto de dados n® 1 também se aplicam aos dados da Tabela 4.6. Mais uma vez
vemos que do ponto do s e do REP, os modelos 1 e 2 tem performances equivalentes,

sendo a diferenca entre os mesmos de natureza qualitativa. Mais uma vez foi possivel
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calibrar utilizando tanto a forma oxidada, quanto a reduzida.

Tabela 4.6: Valores de CORCONDIA, sy, variancia explicada (%) e REPs para o
conjunto de dados n® 2

Deconvolucao | CORCONDIA (%) | s | Var. (%) | REP (%)
Modelo 1 100,00 0,0033 99,99 8,49
Modelo 2 10,64 0,0034 99,99 8,49

4.5.3 Conjunto de dados n? 3

O conjunto de dados n® 3 visa investigar um sistema espectroeletroquimico
onde h& sobreposicao total entre as formas oxidada e reduzida do analito. As curvas

geradoras normalizadas empregadas nesse estudo sao mostradas na Figura 4.19.

Figura 4.19: Perfis (a) espectrais e (b) voltabsortométricos utilizados na construgao do
conjunto de dados simulados n® 3

Perfis espectrais

50 75 100 125 150

0.2 Sensores espectrais

Perfis voltabsortométricos

"0 20 40 60 80 100
Sensores eletroquimicos

Como mostrado na Figura 4.19(a), ambas as espécies apresentam comporta-
mento espectral unimodal, com bandas espectrais centradas no sensor 12. A forma
reduzida apresenta uma banda espectral mais larga. Os perfis voltabsortométricos,
Figura 4.19(b), sdao os mesmos ja empregados nos conjuntos de dados n® 1 e n® 2. A
curva de nivel da Figura 4.20 ilustra o comportamento espectroeletroquimico simulado

para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de caso 3.
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Figura 4.20: Curva de nivel para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de
caso 3
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A largura da banda espectral centrada no sensor 12 é reduzida ao longo do
processo eletroquimico. Isso ocorre, pois, a espécie oxidada apresenta uma banda
espectral mais estreita. Adicionalmente, a intensidade da banda espectral centrada no
sensor 12 aumenta devido a formacao da espécie oxidada.

Os modelos PARAFAC construidos para esse sistema sao mostrados na Figura
4.21.

Figura 4.21: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos através do PARAFAC.
Onde a e b referem aos modelos 1 e 2, respectivamente. Os nimeros I e II se referem
aos perfis espectrais e voltabsortométricos, respectivamente
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O teorema de Kruskal nao é satisfeito como condigao suficiente, pois k4 = 1,
kg =2, k¢ = 2.

Como ¢é possivel observar nas Figuras 4.21(a.I) e 4.21(a.Il), os resultados qua-
litativos do modelo 1 nao sao corretos. Os perfis espectrais (ver 4.21(a.I)) recuperados
apresentaram um comportamento bimodal. Com relagao aos perfis voltabsortométricos
(Figura 4.21(a.Il)), a espécie reduzida apresentou perfil aproximadamente constante.

Os resultados do modelo 2 sao mostrados nas Figuras 4.21(b.I) e 4.21(b.1II).
Através do modelo 2 foi possivel obter resultados qualitativamente corretos.

A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada através de previsoes utilizando
as 50 amostras de teste do conjunto de dados. Alguns parametros de desempenho dos

modelos sao mostrados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Valores de CORCONDIA, sy, variancia explicada (%) e REPs para o
conjunto de dados n® 3

Deconvolucao | CORCONDIA (%) | sy | Var. (%) | REP (%)
Modelo 1 100,00 0,0033 99,99 8,49
Modelo 2 10,21 0,0033 99,99 8,49

O primeiro modelo, sem restrigoes adicionais, apresentou uma consisténcia de
nucleo de 100%. No modelo 2, onde perfis qualitativos foram corretamente recuperados,
a consisténcia de nucleo foi inferior a 50%. Os comentdrios ja tecidos sobre sy e
variancia explicada para os conjuntos de dados n® 1 e n® 2 também se aplicam aos
dados da Tabela 4.7. Ambos os modelos apresentaram um sz = 0,0033. Os valores
de REP para os dois modelos foram de 8,49 %.

4.5.4 Conjunto de dados n? 4

Através do conjunto de dados n® 4 investigou-se efeito da presenca de um
interferente nao reativo, isto é, que nao participa do processo redox. Um sistema como
esse poderia ocorrer caso o potencial de oxidagao do interferente nao estivesse presente
na janela de potencial. Imaginemos, como exemplo, que o estudo sobre os isomeros do
benzenodiol tivesse sido conduzido em uma janela de potencial entre 0,0 e 0,6 V. Nessa
janela, o resorcinol nao seria oxidado, mas estaria presente no sinal espectral.

As curvas geradoras normalizadas empregadas nesse estudo sao mostradas na
Figura 4.22.

Na Figura 4.22(a) sdo mostrados os perfis espectrais utilizados. As curvas
mostradas nas cores preta e vermelha se referem ao analito e ao interferente, respec-
tivamente. O analito estd presente nas formas oxidada (linha pontilhada) e reduzida
(linha continua). O interferente, por ndo participar do processo, esta presente em uma

unica forma. A sobreposicao entre os sinais espectrais dos analitos é parcial. As bandas
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espectrais das formas reduzida e oxidada estao centradas nos sensores 12 e 22, respec-
tivamente. A banda espectral do interferente esta centrada no sensor 35, havendo uma
sobreposicao parcial com ambas as formas do analito. A Figura 4.22(b) mostra os per-
fis voltabsortométricos empregados. No caso do analito, os perfis voltabsorométricos
utilizados sao os mesmos ja empregados nos conjuntos anteriores. O interferente foi
modelado utilizando um perfil constante, pois nao sofre oxidagao ao longo do processo
eletroquimico. A curva de nivel da Figura 4.23 ilustra o comportamento espectroe-

letroquimico simulado para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de caso
4.

Figura 4.22: Perfis (a) espectrais e (b) voltabsortométricos utilizados na construc¢ao do
conjunto de dados simulados n® 4
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Figura 4.23: Curva de nivel para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de
caso 4

100 0,7500
§ i 0,6563
S g
E L 0,5625
>
g 60 - 0,4688
© - 0,3750
(0]

40 i

g 0,2813
§ 20 - 0,1875
(0]
%)

l 0,0938
0,0000

50 100 150
Sensores espectrais

85



Capitulo 4

Como pode ser observado na Figura 4.23, o sinal tipico para esse conjunto
de dados apresenta trés bandas espectrais. Ao longo do processo redox, ocorre uma
reducao na intensidade da banda espectral centrada no sensor 12 e o desenvolvimento da
banda centrada no sensor 22. A intensidade da banda espectral referente ao interferente
nao sofre variagoes.

Os modelos PARAFAC construidos para esse sistema sao mostrados na Figura
4.24.

Figura 4.24: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos através do PARAFAC.
Onde a e b referem aos modelos 1 e 2, respectivamente. Os nimeros I e II se referem
aos perfis espectrais e voltabsortométricos, respectivamente
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Os resultados qualitativos do modelo 1 sdo mostrados nas Figuras 4.24(a.l)
e 4.24(a.II). Os sinais da degenerescéncia sao bastante claros nesse caso. Nos perfis
espectrais, Figura 4.24(a.l), percebe-se a presenca de vales e valores negativos, os quais
sao inconsistentes com as curvas geradoras. Nos perfis voltabsortométricos, Figura
4.24(a.IT), a sobreposicao entre os perfis voltabsortométricos do analito em sua forma
reduzida e do interferente ilustram a transferéncia de informacoes. E interessante notar
que as distor¢oes nos perfis espectrais e voltabsortométricos nao sao independentes.
Pelo fato de os perfis voltabsortométricos, Figura 4.24(a.Il), do analito em sua forma
reduzida e do interferente apresentarem um perfil constante surgem vales nos perfis
espectrais. FEsses vales, provavelmente, sao uma forma que o algoritmo utiliza para

compensar a nao recuperacao de uma curva de consumo para a forma reduzida.

86



Capitulo 4

Os resultados qualitativos do modelo 2 sdo mostrados nas Figuras 4.24(b.1) e
4.24(b.IT). Nos perfis espectrais, Figura 4.24(b.I), ndo ha vales. Isso é consequéncia da
imposicao das restrigoes de nao-negatividade. Apesar disso, os perfis recuperados nao
sao estritamente corretos. As posicoes das bandas espectrais sao corretas, entretanto
a intensidade normalizada do pico do analito em sua forma oxidada é ligeiramente
maior que o esperado. Adicionalmente, pode-se observar uma segunda banda nos perfis
espectrais do analito nas formas oxidada e reduzida. Todas as espécies simuladas nesse
conjunto de dados tem comportamento espectral unimodal. Com relagao aos perfis
voltabsortométricos, Figura 4.24(b.II), os resultados sao bem interessantes. Os perfis
referentes ao analito atendem a restricao de soma constante e ambas as curvas se cruzam
no sensor 50, como esperado. A tnica distor¢ao observada estd associada a intensidade
do perfil associado ao interferente. A intensidade original é de aproximadamente 0,12
u.a. e no perfil recuperado foi obtida uma intensidade de 0,10 u.a. Pode-se dizer que os
perfis espectrais e voltabsortométricos recuperados através do modelo 2 sao adequados
e satisfatorios.

A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada através de previsoes utilizando
as 50 amostras de teste do conjunto de dados. Alguns parametros de desempenho dos

modelos podem ser vistos na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Valores de CORCONDIA, sy, variancia explicada (%) e REPs para o
conjunto de dados n® 4

Deconvolucao | CORCONDIA (%) | s | Var. (%) | REP (%)
Modelo 1 89,33 0,0029 99,99 8,48
Modelo 2 84,26 0,0029 99,99 8,48

Interessante observar na Tabela 4.8 que diferentemente do que ocorreu com
os conjuntos de dados anteriores, nesse conjunto os valores de CORCONDIA para os
modelos 1 e 2 sao relativamente préximos e superiores a 50 %. Mais uma vez, os
valores de sy; sao os mesmos, indicando a equivaléncia entre os modelos. Os valores
de variancia explicada e REP também sao equivalentes. Assim como nos demais casos,
temos um REP da ordem de 8 %.

4.5.5 Conjunto de dados n? 5

Com o conjunto de dados n® 5 avaliou-se o efeito da presenca de um interferente
que participa do processo redox. Trata-se de outra espécie que também estd presente
em ao menos duas formas, a oxidada e a reduzida. As curvas geradoras normalizadas

empregadas nesse estudo sao mostradas na Figura 4.25.
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Figura 4.25: Perifs (a) espectrais e (b) voltabsortométricos utilizados na construc¢ao do
conjunto de dados simulados n°® 5
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Na Figura 4.25, os perfis referente ao analito foram ilustrados com curvas na
cor preta. O interferente foi representado com curvas na cor vermelha. Existe uma
sobreposicao espectral parcial entre todos os componentes, como mostrado na Figura
4.25(a). As bandas espectrais das formas reduzida e oxidada do analito estao centradas
nos sensores 12 e 54. As bandas espectrais das formas reduzida e oxidada do interferente
estao centradas nos sensores 23 e 27.

Os perfis voltabsortométricos podem ser vistos na Figura 4.25(a). O ponto
de inflexao das curvas associadas ao analito estao localizados no sensor 50, ao passo
que as curvas associadas ao interferente tem inflexao no sensor 58. As amplitudes das
curvas do analito sao distintas das do interferente. A curva de nivel da Figura 4.26
ilustra o comportamento espectroeletroquimico simulado para a amostra 1 do conjunto
de calibracao do estudo de caso 5.

Interessante tecer um comentario de natureza algébrica. Considerando o modo
C, cujos vetores estao ilustrados na Figura 4.25(b) é importante observar que a matriz
do modo C tem posto 3 e posto de Kruskal 3. Devemos lembrar que ambas as formas do
analito estao sujeitas a restricao de balango de massa. O mesmo ocorre entre as duas
formas do interferente. Em decorréncia dessa peculiaridade se observa que o posto
da matriz do modo C é 3 (maiores detalhes sdo fornecidos no Apéndice B.3). Esse

abaixamento de posto pode impactar na unicidade de solugoes.
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Figura 4.26: Curva de nivel para a amostra 1 do conjunto de calibracao do estudo de

caso b
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PARAFAC construidos para esse sistema sao mostrados na Figura
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Os resultados referentes ao modelo 1 estdo mostrados nas Figuras 4.27(a.l) e

4.27(a.II). Imediatamente, nota-se que os perfis deconvoluidos nao sdo coerentes com

as curvas geradoras. Nos perfis espectrais, 4.27(a.I), notam-se valores negativos e va-
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les. Fica também caracterizada a transferéncia de informacoes entre as espécies, uma
vez que todos os perfis espectrais utilizados na geracao do conjunto sao unimodais.
Com relagao aos perfis voltabsortométricos, 4.27(a.Il), a obtencao de perfis aproxima-
damente constantes e sobrepostos para a forma oxidada do analito e as duas formas
do interferente caracterizam a degenerescéncia de solugoes.

As Figuras 4.27(b.I) e 4.27(b.II) ilustram os resultados referentes ao modelo 2.
Os perfis espectrais recuperados, ver Figura 4.27(b.I), sdo adequados. As bandas espec-
trais estao centradas nos sensores corretos e as intensidades dos perfis deconvoluidos sao
condizentes com o esperado. Os perfis voltabsortométricos, Figura 4.27(b.IT), nao sao
perfeitamente recuperados. Desvios em relacao a soma constante, tanto para o analito,
quanto para o interferente, podem ser observados. Ha também distorcoes relaciona-
das as intensidades nos perfis recuperados. Observando a Figura 4.25(b), percebe-se
que nas curvas originais, as amplitudes das sigmoides associadas ao interferente sao
maiores. Nos perfis recuperados, isso nao ocorre.

A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada através de previsoes utilizando
as b0 amostras de teste do conjunto de dados. Alguns parametros de desempenho dos

modelos podem ser vistos na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Valores de CORCONDIA, sy, variancia explicada (%) e REPs para o
conjunto de dados n® 5

Deconvolucao | CORCONDIA (%) | spie | Var. (%) | REP (%)
Modelo 1 11,91 0,0031 99,99 8,48
Modelo 2 2,19 0,0032 99,99 8,01

Interessante notar que o modelo 1, sem restri¢coes adicionais, apresentou um
valor de CORCONDIA baixo. Esse comportamento é distinto do observado nos conjun-
tos de dados anteriores. Na Tabela 4.9 o REP reportado para o modelo 1 é referente ao
analito. Diferentemente do que ocorreu nos outros conjuntos de dados, nesse conjunto
s6 foi possivel calibrar a forma reduzida do analito. Ao tentar calibrar a forma oxidada,
muitos pontos apresentaram previsoes negativas. Esse problema nao aconteceu com o
modelo 2, em que a restrigao de nao-negatividade foi aplicada aos 3 modos. Ambos os

modelos apresentaram valores equivalentes de sy;; e variancia explicada.

4.5.6 Degenerescéncia de solugoes em dados experimentais

Como ja mencionado HQ, CAT, p-BQ e 0-BQ possuem sinal espectral na
janela estudada. Os resultados que serao apresentados a seguir visam corroborar a
influéncia da degenerescéncia nos perfis qualitativos obtidos. Nas Figuras 4.28 e 4.29
sao mostrados os perfis qualitativos que se obteria ao tentar modelar o conjunto de

dados utilizando 2 componentes ao invés de 1.
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Figura 4.28: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos para a HQ através do
PARAFAC utilizando 2 componentes
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Figura 4.29: Perfis espectrais e voltabsortométricos obtidos para o CAT através do
PARAFAC utilizando 2 componentes
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Observado as Figuras 4.28 e 4.28 e considerando os espectros apresentados nas
Figuras 4.10 e 4.9 fica evidente que a inclusao de mais um componente nao resolve a
questao. Esses resultados estao sendo mostrados para ilustrar os possiveis efeitos que
a degenerescéncia de solugoes podem acarretar. Os perfis voltabsortométricos mostra-
dos nas Figuras 4.28(d) e 4.29(d) lembram em alguma medida curvas de formacao e
consumo. Interessante notar que esses perfis aparecem mesmo sem ter sido imposta
uma restricao de balango de massa. No caso do catecol, por exemplo, o potencial de
pico é de 0,45 V e os perfis voltabsorométricos (Figura 4.29(b)) se cruzam por volta
de 0,5 V. Embora nao seja possivel modelar corretamente os perfis, aparentemente o
algoritmo consegue perceber a presenca de mais de 1 componente. O impacto da adigao
de um componente extra é sutil do ponto de vista da variancia explicada. No caso da
hidroquinona, a adicao de um componente extra acarretou um aumento da variancia
explicada de 96% para 99%. No caso do catecol, o aumento é de 98% para 99%. Ape-
sar de dois componentes terem sido utilizados na modelagem, sé foi possivel calibrar
o primeiro componente. Importante ressaltar que esses efeitos nem sempre estarao
presentes em medidas espectroeletroquimicas. A ocorréncia dos mesmos depende da
presenca de sinal dos reagentes e produtos na janela espectral utilizada. Um analista
poderia, por exemplo, efetuar a calibragao utilizando uma regiao onde somente o sinal

de uma espécie estivesse presente.

4.6 Espectroeletroquimica da o-tolidina por espectroscopia de

reflectancia sobre eletrodo impresso de carbono

Nessa secao serao apresentados resultados sobre a espectroeletroquimica da
o-tolidina utilizando o arranjo experimental ilustrado na Figura 3.4 (ver segao 3.1).
Trata-se da busca por outras possibilidades de arranjo experimental. A utilizacao de
eletrodos impressos confere maior flexibilidade ao arranjo, dado que existem eletrodos
impressos confeccionados nos mais diversos materiais. Além das opgoes comerciais
¢ possivel desenvolver eletrodos e efetuar modificacoes. Esse arranjo também pode
contribuir para uma maior frequéncia analitica, visto que os eletrodos empregados sao,
em principio, descartaveis. Para avaliar esse arranjo experimental, foi feito o estudo
da espectroeletroquimica da o-tolidina.

A o-tolidina é uma amina aromética frequentemente empregada como sis-
tema modelo em estudos espectroeletroquimicos. Trata-se de uma espécie ligeiramente
soluvel em dgua, soluvel em éter, alcool e em solucoes acidas. A oxidacao da o-tolidina
em meio acido acarreta a formagao de um composto amarelo, geralmente atribuido a
quinonadiimina, com uma banda de abor¢ao em 437 nm [19].

A maior dificuldade envolvendo esse arranjo experimental estd associada a
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reprodutibilidade da montagem entre as medidas. Para contornar essa questao foram
utilizadas duas estratégias. A primeira consistiu em acoplar um o-ring a sonda de
reflectancia, o qual possibilitou uma maior estabilidade na montagem do arranjo e
garantiu um caminho dptico constante (ver Figura 3.4(a)). A segunda medida consistiu
em utilizar o primeiro espectro de cada medida como espectro de referéncia. Trata-se
de uma estratégia de pré-processamento. Na pratica, a referéncia é atualizada a cada
remontagem do arranjo experimental.

Na Figura 4.30(a) é mostrado o sinal espectroeletroquimico obtido para um
padrao de o-tolidina com concentracao de 4,0 x 10~4molL~!. Os valores de reflectancia
medidos foram convertidos para valores de absorbancia. Na Fig 4.30(b) é mostrado

um voltamograma caracteristico para esse sistema.

Figura 4.30: (a) Sinal espectroeletroquimico de um padrao de o-tolidina com concen-
tragao de 4,0 x 10~*molL~! e (b) voltamograma de varredura linear para um padrao
de o-tolidina 4,0 x 10~*molL~*
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Como ¢é possivel observar na Figura 4.30(a), a intensidade do sinal obtido é
relativamente baixa. Entretanto, isso é esperado, considerando que o caminho 6ptico
empregado em uma medida dessa natureza é bastante reduzido.

Nas condigoes empregadas no estudo a o-tolidina tem potencial de oxidacao
de 0,35 V, como pode ser observado na Figura 4.30(b). Observando a Figura 4.30(a),
nota-se que proximo ao potencial de 0,3 V se inicia o desenvolvimento de uma banda
espectral por volta de 435 nm. O desenvolvimento dessa banda é consonante com o
voltamograma ilustrado na Figura 4.30(b).

Os dados espectroeletroquimicos da o-tolidina foram deconvoluidos utilizando

PARAFAC. A modelagem foi feita com 1 componente e foram aplicadas as restri¢oes
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de nao-negatividade nos trés modos. Na Figura 4.31 sao mostrados os perfis espectral

e voltabsortométrico obtidos através da deconvolucao.

Figura 4.31: Perfis (a) espectral e (b) voltabsortométrico obtidos através do PARAFAC
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Na janela espectral utilizada, a formacao do produto de oxidacao é a fonte
de variagao responsavel pelo sinal espectroeletroquimico observado na Figura 4.30.
Trata-se de uma situacao onde nao ha degenerescéncia de solugoes. O perfil espectral
deconvoluido é mostrado na Figura 4.31(a). No estudo pioneiro de T. Kuwana, a espec-
troeletroquimica da o-tolidina foi estudada empregando um eletrodo de platina como
eletrodo de trabalho. Ressalvando-se a diferenca entre os eletrodos de trabalho utiliza-
dos, como hipétese pode-se atribuir o perfil espectral recuperado a quinonadiimina. No
presente trabalho o maximo de absor¢ao ocorreu em 435 nm, bastante préximo dos 437
nm encontrado na literatura para a quinonadiimina [19]. O perfil voltabsortométrico
mostrado na Figura 4.31(b) é compativel com uma curva de formacao corroborando a
atribuicao desse perfil a formacao da quinonadiimina. Ainda tratando do perfil voltab-
sortométrico, Figura 4.31(b), observa-se que o ponto de inflexdo ocorre por volta de
0,35 V sendo compativel com o voltamograma do sistema.

A consisténcia de ntcleo foi de 100 % e a variancia explicada de 94,4 %. Foram
feitas previsoes com duas solugoes de teste preparadas com 0,32 mmolL~* (O1) e 0,43
mmol L' (02) de o-tolidina. Foram obtidas previsdes de 0,33 mmolL~! para Ol e
0,43 mmol L~ para O2. Apesar de se tratar de um sistema simples, cujo objetivo era

verificar o arranjo experimental, as previsoes obtidas foram satisfatorias.
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4.7 Espectroeletroquimica da dopamina e da epinefrina por
espectroscopia de reflectancia sobre eletrodo impresso de

carbono

No estudo da espectroeletroquimica da dopamina e da epinefrina foi utilizado
o mesmo arranjo experimental apresentado na secao 4.6. Esse par de analitos foi
escolhido pelo fato de atuarem como interferentes nos modos espectral e eletroquimico,
como pode ser observado na Figura 4.32. Assim é possivel avaliar a vantagem de
segunda ordem.

Na Figura 4.32 sao ilustrados os sinais espectroeletroquimicos e voltamétricos

para padroes de dopamina e epinefrina com concentracoes analiticas de 2,00 mmol L.

Figura 4.32: Sinal espectroeletroquimico para um padrao de (a) dopamina 2,00
mmol L' e (b) epinefrina 2,00 mmol L. Voltamogramas dos padraes de (c) dopamina
e (d) epinefrina
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Comparando as Figuras 4.32(a) e 4.32(b) percebe-se a semelhanca entre os
sinais espectroeletroquimicos da dopamina e da epinefrina. Em ambos os casos ocorrem
a formacao de duas bandas espectrais ao longo das varreduras voltamétricas. No caso
da dopamina (ver Figuras 4.32(a)) observam-se duas bandas espectrais por volta de 307
nm e 470 nm. No caso epinefrina (ver Figuras 4.32(b)) observam-se bandas espectrais

por volta de 304 nm e 495 nm. O aparecimento dessas bandas é consonante com os
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voltamogramas apresentados nas Figuras 4.32(c) e 4.32(d), onde é possivel observar
potenciais de oxidacao de 0,24 e 0,29 V para dopamina e epinefrina, respectivamente.

O conjunto de dados da dopamina apresentou uma relagao sinal-ruido mais
elevada. Comparando as Figuras 4.32(a) e 4.32(b) onde sdo mostrados padroes de
dopamina e epinefrina de mesma concentragao, percebe-se que a dopamina apresenta
um sinal com intensidade mais baixa.

Ambos os conjuntos de dados foram deconvoluidos utilizando PARAFAC. A
restricao de nao-negatividade foi aplicada aos trés modos. Na Figura 4.33 é possivel

observar os perfis espectrais e voltabsortométricos deconvoluidos.

Figura 4.33: Perfis (a) espectrais e (b) voltabsortométricos deconvoluidos para a do-
pamina (linhas vermelhas) e epinefrina (linhas pretas)
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Em ambos os casos a consisténcia de ntcleo foi de 100 % e as variancias
explicadas por cada um desses componentes foram superiores a 98 %.

Na Figura 4.33(a) é possivel observar os perfis espectrais. Como se pode per-
ceber, o sinal espectral deconvoluido para a dopamina absorveu um pouco do ruido
experimental, o que nao é inesperado considerando o arranjo experimental empregado.
Até o momento os analitos estdao sendo denotados por dopamina e epinefrina, en-
tretanto, nesse caso os sinais recuperados através da deconvolucao sao referentes aos

produtos de oxidacao desses dois analitos. Dopamina e epinefrina absorvem na regiao
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do UV-Vis por dos 280 nm. Interessante lembrar que estamos utilizando o primeiro
espectro como referéncia. Se houvesse uma diminuicao significativa em alguma das
bandas de absor¢ao nessa regiao, isso poderia acarretar o aparecimento de vales nessa
regiao. Nao foram observados vales por volta de 280 nm. O que se observa é o apa-
recimento de bandas voltamétricas ao longo do processo eletroquimico. Assim sendo,
o0s sinais espectrais recuperados estao associados aos espectros dos produtos de reacao.
Essa afirmacao é consonante com os perfis voltabsortométricos mostrados na Figura
4.33(b). As curvas obtidas indicam formacao de espécies quimicas. Tanto no caso
da dopamina, quanto no caso da epinefrina observa-se que por volta de 0,2 V ocorre
um aumento na intensidade do sinal espectral, o que estd em conformidade com os
voltamogramas do sistema.

O arranjo experimental empregado nesse estudo é equivalente ao utilizado por
Gonzalez-Diéguez e colaboradores [13] para estudar a espectroeletroquimica da dopa-
mina. Conforme os autores, a oxidagdo da dopamina (em condigbes equivalentes as
utilizadas nesse trabalho) leva a formagao do dopaminocromo como principal produto,
cujo maximo de absorgao ocorre em 305 nm [13]. O sinal espectroeletroquimico obtido
para a dopamina é compativel com o reportado por Gonzalez-Diéguez e colaboradores.
Com relagao a oxidacao da epinefrina, hé trabalhos na literatura que abordam os me-
canismos de oxidagao e os possiveis produtos. Cui e colaboradores [10], por exemplo,
estudaram os mecanismos de oxidacao da epinefrina em eletrodos de carbono vitreo uti-
lizando espectroeletroquimica. Conforme os autores, a epinefrina seria oxidada a uma
quinona e parte dessa quinona sofreria uma reacao de ciclizagao formando adrenocromo.
Os sinais espectroeletroquimicos aqui obtidos sao compativeis com os reportados por
Cui e colaboradores [10]. Essa hipdtese é razodvel dada a semelhanga entre o sinal
deconvoluido através do PARAFAC e os espectros reportados para o adrenocromo na
literatura [129)].

Visando avaliar a capacidade preditiva dos modelos construidos, foi feita a
previsao utilizando as amostras de teste mencionadas na Tabela 3.2. Os resultados das

previsoes sao mostrados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Previsoes obtidas através do PARAFAC para as solugoes de teste contendo
dopamina e epinefrina

Dopamina mmolL~" | Epinefrina mmolL ™!
Referéncia Previsao | Referéncia Previsao

t1 415 417 1,20 1,21
2| 3,60 3,66 1,45 1,52
3| 4,85 4,81 1,75 1,73
t4 | 215 2,17 3,40 3,32

RMSEP 0,04 RMSEP 0,05
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Na Tabela 4.10 sao mostradas as concentracoes de referéncia e as previstas
e os RMSEPs obtidos. As previsdes para as amostras de teste foram satisfatorias
considerando os desafios inerentes ao sistema em estudo. Foram obtidos RMSEPs de
0,04 mmolL~! e 0,05 mmol L' para dopamina e epinefrina, respectivamente. Pode-se

dizer que foi possivel alcancar a vantagem de segunda ordem.
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Conclusoes

Através da espectroeletroquimica do ferrocianeto de potéssio foi possivel verifi-
car a montagem do arranjo experimental e constatar a capacidade de aquisicao de dados
espectroeletroquimicos. Embora esse nao seja um sistema de interesse analitico, seu
estudo possibilitou um primeiro contato com dados espectroeletroquimicos de segunda
ordem. Esse conjunto de dados foi modelado utilizando duas estratégias distintas. Na
primeira estratégia, foram utilizados os dados nao tratados. Na segunda, foi empregada
uma estratégia de pré-processamento através da qual é possivel empregar os conceitos
das técnicas DLVA e DCVA em calibracao de ordem superior. Em ambos os casos
foram obtidos bons resultados quantitativos.

Através do estudo da espectroeletroquimica dos isomeros do benzenodiol foi
feita a primeira tentativa de aplicacao em um sistema de interesse analitico. Nesse
estudo foi utilizada a voltametria de pulso diferencial como técnica eletroanalitica. De
nosso conhecimento, foi a primeira aplicagao dessa técnica eletroanalitica em estudos
de espectroeletroquimica e ordem superior.

O conjunto de dados dos isomeros do benzonodiol foi modelado utilizando
os dados nao tratados e os dados derivados. Foram construidos modelos utilizando
PARAFAC e U-PLS/BRL. Para os dados nao tratados, os modelos construidos através
do PARAFAC e do U-PLS/RBL apresentaram desempenho satisfatério. Nos dados
derivados, o modelo construido através do PARAFAC para o RES nao obteve bom
desempenho. A utilizacao do U-PLS em conjunto com os dados derivados levou a um
melhor desempenho de predi¢oes no caso do RES.

Através do estudo da espectroeletroquimica da o-tolidina verificou-se o se-

gundo arranjo experimental proposto. Nesse arranjo sao utilizados eletrodos impressos
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comerciais e espectroscopia de reflectancia. Nesse sistema, o uso do anel o-ring aco-
plado ao probe de reflectancia em conjunto com a utilizagao do primeiro espectro como
referéncia possibilitou a obtencao de dados espectroeletroquimicos suficientemente re-
produtiveis para aplicagoes de natureza quantitativa. Entre as vantagens desse arranjo
pode-se citar: a utilizacao de pequenos volumes de amostra, uma maior frequéncia
analitica proveniente do fato de que os eletrodos sao descartaveis e a grande flexibili-
dade conferida pelo arranjo, dada a diversidade de eletrodos impressos disponiveis no
mercado e a possibilidade de modificar os mesmos.

Por fim, esse arranjo experimental possibilitou a determinacao de dopamina e
epinefrina em amostras binarias. Nesses ultimos dois estudos, a modelagem foi feita
utilizando o PARAFAC. Esses sistemas nao foram impactados pela degenerescéncia de
solugoes, visto que a calibragao foi efetuada em uma janela onde os sinais presentes sao
referentes aos produtos das reagoes.

Nas duas aplicagoes apresentadas a vantagem de segunda ordem foi prepon-
derante na obtencao de resultados satisfatérios. Os sistemas estudados eram bastante
desafiadores. Além das interferéncias de natureza quimica, a modelagem desses siste-
mas nao € trivial, como ficou demonstrado.

Ao longo dos estudos envolvendo o conjunto de dados dos isomeros do benze-
nodiol verificou-se a ocorréncia de degenerescéncia de solugoes. De nosso conhecimento,
nao ha na literatura relatos sobre degenerescéncia de solucoes em dados espectroele-
troquimicos. Os impactos observados foram de natureza qualitativa. Apesar disso, foi
feito um estudo tedrico sobre a degenerescéncia de solugoes e suas implicagoes.

O estudo tedrico permitiu verificar a relagao entre a degenerescéncia de solugoes
e a unicidade das mesmas. Evidenciou também a importancia da aplicacao de restricoes
capazes de guiar o algoritmo na busca de modelos com interpretacao fisica. Em sistemas
degenerados contendo um analito presente em duas formas, a aplicacao da restrigao de
nao-negatividade foi suficiente para guiar o algoritmo na busca de um modelo adequado.
No sistema contendo analito mais um interferente nao reativo, a aplicacao da restrigao
de nao-negatividade conduziu a um modelo satisfatério do ponto de vista pratico, mas
ainda com sinais de degenerescéncia. No sistema contendo analito e interferente reativos
mesmo com a imposicao da restricao de nao-negatividade nao foi possivel calibrar uma
das formas do analito.

Os resultados do estudo tedrico indicam que a colinearidade entre os vetores do
modo A impacta na unicidade de solucoes e pode acarretar dificuldades de modelagem.
Adicionalmente, observou-se que em sistemas com mais de um analito presentes em
mais de uma forma sujeitas a restricoes de balanco de massa pode haver abaixamento

de posto dificultando a garantia da unicidade de solucoes.
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APENDICE A

Diferenciacao numérica com Polinémios de Lagrange

Considerando um conjunto de pares ordenados Fy, Py, P, ..., P,, sendo x; # x;

se i # j, define-se o polinémio ilustrado na Equagao (A.1).

@@pﬂﬁ(iii} (A1)

k=0
k£

Observando a defini¢do da Equagdo (A.1) percebe-se que L;(x;) = 1 quando
i=je Li(z;) =0 quando i # j.

O polinémio interpolador de Lagrange é definido através da Equacao (A.2).

n

f@VvH@ZEQM@VMF= (A.2)

Lo(z) f(x0) + Li(x) f(z1) + ... + Ln(z) f(25)

Note-se que P(z;) = y; para todo ¢ =0, 1,2, ...,n, sendo a Equacdo (A.2) uma
funcao de interpolagao para os pares ordenados Fy, Py, Ps, ..., P,.
Nesse trabalho a diferenciacao numérica foi realizada utilizando um polindémio

de Lagrange de grau 2, de modo que a funcao de interpolacao é dada por

= Lo() f(w0) + L1 () f(z1) + La(z) f(22)

(A.3)
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A derivada da funcao f(z) representada na Equagao (A.3) é:

df () _ dLo(x) dL(z) dLy(z)
I ~ f(zo) I + f(z1) I + f(x2) e (A4)

Os polinémios Ly, L; e Ly sdo calculados através das Equagoes (A.5), (A.6) e

(A.7)

LO:x—xl T — Ty (A5)

To — X1 Xop — T2

LIZZL'—JIO T — T2 (A6)

X1 —Topx1 — T2

LQZJZ—ZL‘O r — T (A?)

To — g T2 — X1

As derivadas dLG‘l)gEx), d%f) e dL;QEx) sao calculados através das Equagoes (A.8),
(A.9) e (A.10).
dLy(z) _ 2r—m— @ (A8)
dx (xo — 1) (10 — T2) '
dL;(x) L 2w —xo— @ (A.9)
dx (x1 — x0) (11 — T2) '
dLy(x) 2w (A10)
dx (xg — o) (22 — 21) '

Para conjuntos de pontos igualmente espagados, x;,1—x; = h, onde h é o passo.
Desse modo, a derivada da funcdo f(z) considerando um polinomio de Lagrange de

grau 2 fica sendo

df(z) _ flzo)(2z — 21 — 35)

de 2h2
_2f<$1)(237 — X — 1}2) n f($2)(2$ — 20 — xl) (A.ll)
2h? 252

As matrizes de dados experimentais foram derivadas utilizando a Equacao
(A.11).

Nesse trabalho para cada amostra obtém-se uma matriz de dados com compri-
mentos de onda no sentido das linhas e potenciais no sentido das colunas. As derivadas

foram calculadas com respeito ao potencial, isto é, no sentido das colunas.
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APENDICE B

Alguns conceitos algébricos

B.1 Posto de Kruskal

A definicdo de posto utilizada no teorema de Kruskal é distinta da definicao
usual. Desse modo, é interessante definirmos o conceito de posto de Kruskal (k-rank).

Definicao: O posto de Kruskal de uma matriz A, denotado por k4, é o
maior numero inteiro tal que qualquer conjunto de r colunas de A sejam linearmente
independentes. Dai, infere-se facilmente que k4 < rank(A), onde rank(A) é o posto
de matriz A em sua defini¢ao usual.

A titulo de ilustraga@o, consideremos a matriz B mostrada abaixo.

1 3 6
B =
[3 ) 10]

No caso da matriz B, rank(B) = 2, uma vez que temos duas colunas linear-
mente independentes. O posto de Kruskal, por outro lado, é kg = 1 como consequéncia
do fato de que as duas ultimas colunas nao sao linearmente independentes.

Naturalmente, pela prépria definicao ha casos onde o posto de Kruskal é igual

ao posto da matriz. Considere agora a matriz C definida abaixo.

1 3 11
C=12 719
4 5 39

No caso de C, rank(C) = k¢ = 3.
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B.2 Posto de tensores de ordem superior

Nao ha uma forma simples para determinar o posto de um tensor de ordem
superior [130]. O posto de um tensor (I; X Iy X ... X Iy) de ordem n nao é limitado
na forma min(ly, I, ..., Iy). Como apontado por Lathauwer [130], a determinagao do
posto de um tensor de ordem superior ¢ normalmente conduzida por tentativa e erro,
isto é, considerando-se um tensor X, busca-se por componentes que dado um posto R

minimizem a soma residual quadratica ilustrada na Equagao (B.1).

F(X) =X - X[ (B.1)

A importancia dessa observacao reside no fato de que o teorema de Kruskal
¢ comumente escrito como k4 + kg + kc > 2N + 2 e se assume N como sendo o
nimero de componentes do modelo. Do ponto de vista matematico, N é o posto
do tensor de ordem superior formado pelo empilhamento das matrizes do conjunto
de dados. Naturalmente, temos que rank(A) < N, rank(B) < N e rank(C) <
N. E importante perceber que a verificacao da unicidade ¢ feita considerando um
certo nimero de fatores. Consequentemente, a incorreta determinacao do nimero de
fatores pode levar a conclusoes incorretas sobre a avaliacao da unicidade de solucoes.
Além disso, vale lembrar que as solugoes obtidas para um modelo PARAFAC néao
sao aninhadas [106], isto é, os perfis deconvoluidos considerando nimeros de fatores

distintos podem ser substancialmente diferentes.

B.3 Deficiéncia de posto

Primeiro vale recordar o conceito de deficiéncia de posto. Sendo X uma matriz
m X n, diz-se que a matriz tem posto completo (full-rank) se rank(X) = min{m,n}.
Por outro lado, diz-que uma matriz é posto deficiente se rank(X) < min{m,n}.

Nessa secao faremos alguns comentarios sobre a deficiéncia de posto. Como foi
mencionado na se¢ao de resultados sobre conjuntos de dados simulados, o modo C nos
estudos de caso 01, 02 e 03 foram criados utilizando um par de curvas complementares,
entretanto a matriz associada ao modo C possui rank(C) = 2. Apresentaremos a
seguir alguns aspectos algébricos sobre esse resultado.

Seja €1 = (c1,, €1y, €14, .o, €1,,) um vetor contendo o perfil voltabsortométrico
da espécie 1 (reagente). Em seguida, imagine que o perfil voltabsortométrico da espécie
2 (produto) tenha sido construido obedecendo a restrigdo de soma constante. Sendo
a = maz(cy), o vetor contendo os perfis de concentragao da espécie 2 é ca =a — ¢ =
(a —c1,,a — ¢1,,a — ¢y, ...,a — cq,,). Esses vetores seriam linearmente dependentes se

houvesse uma solugao diferente da trivial para a Equagao (B.2).
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/\101 + /\262 =0 (BQ)

Onde: A\; e Ay sao constantes.

A solucao trivial implica A\; = Ay = 0. Nesse caso, os vetores ¢; e cg contém os
perfis sigmoidais. Sao vetores nao-nulos . Nesse caso, temos que a # 0. Desse modo,
a Equacdo (B.2) sé aceita solugao trivial. Desse modo os vetores sao linearmente
independentes e o posto da matriz C = [c1 c2] é 2, como observado nos estudos
tedricos. Vale mencionar que estamos falando sobre posto de matrizes. Naturalmente,
os perfis ¢; e ¢y sao correlacionados, porém, nao héa deficiéncia de posto na matriz C'.

Imaginemos agora uma situagao distinta. Considere um sistema composto por
2 reagentes que sofrem oxidacao acarretando a formagao das formas oxidada e reduzida.
Sejam €14, C1p, C2q € Cop 0s perfis voltabsortométricos das 4 espécies que compoem a
matriz do modo C. Os subscritos 1 e 2 estao associados aos analitos 1 e 2. Os subscritos
a e b estao associados as formas oxidada e reduzida. A matriz do modo C poderia ser

expressa através da Equacao (B.3)

C= [Cm Cipb C2q4 C2p (B-S)

Supondo que cada par de espécies esteja sujeito a restricao de balanco de massa.
Em qualquer instante de tempo, a soma c14 + €1p resulta em um valor constante. O
mesmo ocorre para a soma de caq + C2p. Assim sendo, é possivel escrever uma relacao

como a mostrada na Equacao (B.4) [95].

C1a 1+ €16 = B(C2q + C2p) (B.4)
O que implica
c1p = B(c2a + C2b) — C1a (B.5)
Desse modo
C = |cia (B(c2a+ C2p) — C1a) C24 Czb] (B.6)

A matriz C representada na Equagao (B.6) apresenta deficiéncia de posto (nao

é full-rank). Importante perceber que essa peculiaridade estd associada ao sistema.

1Se um dos vetores fosse nulo, terfamos dependéncia linear
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APENDICE C

Funcdes utilizadas na geracao dos conjuntos de dados simulados

C.1 Funcao sigmoide

Os perfis voltabsortométricos foram representadas através da funcao logistica.
A funcao logistica é um tipo de funcao sigmoide muito comum e é matematicamente

expressa através da Equacao C.1 [131].

er 1

S f— p—
(z) 1+er 1+4e2’

z € (—00,+00) (C.1)

Trata-se de uma fungao limitada (bounded), diferencidvel e definida no dominio
dos numeros reais. E convexa para valores menores que zero e concava para valores
maiores que zero. Além disso, é uma fungao monotonica, cuja primeira derivada apre-

senta forma de ‘sino’ (bell shaped). A derivada da fungao sigmoide é dada pela Equagao
(C.2).

dS(z)  e* o oo
i sl x € ( , +00) (C.2)

As curvas voltamétricas para sistemas reversiveis em difusao infinita podem
ser representadas pela Equagao (C.3) [56].
_ n*F?VedE/dt  P(E)

i(E) = RT [1+ P(E))? (C3)

Onde: P(E) = e (B=E%)
Em alguns trabalhos [56,111] reporta-se que a taxa de variagao da absorbancia

com relagao tempo é dada pela Equagao (C.4).
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dA  nF(Ay— A)dE/dt P(E)
At RT [1+ P(E)?

(C.4)

Analisando as Equagoes (C.2), (C.3) e (C.4) constata-se que todas representam
a derivada da funcao logistica com respeito a varidavel independente. As Equacao
(C.3) e (C.4) fundamentam as técnicas de DLVA e DCVA [112-114], nas quais dados
espectroeletroquimicos sao diferenciados visando a obtengao de curvas que assemelham
a voltamogramas e a partir das quais é possivel extrair informacoes eletroquimicas a
partir de um sinal espectral. Pelo exposto, optou-se por utilizar a funcao logistica para

representar os perfis voltabsortométricos.

C.2 Funcao gaussiana

A fungao gaussiana pode ser representada pela Equacao (C.5).

_(@=b)?

G(x) = ae™ 22 (C.5)

Onde: o parametro a ¢é a altura da curva, b a posicao do centro da curva e ¢
controla a largura da curva. A funcao gaussiana apresenta forma de sino.

A fungao gaussiana foi utilizada na simulagao dos dados espectroscopicos. A
presenga de mais de um pico espectral foi simulada através de combinagoes lineares

das fungoes gaussianas.
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APENDICE D

Cdédigos Matlab

A seguir serao apresentados os m-files utilizados na geracao dos dados simu-

lados.

D.1 Script createData

O script createData mostrado a seguir foi utilizado na geracao do primeiro
conjunto de dados. A estrutura dos scripts utilizados na criagao dos demais conjuntos

¢é bastante semelhante.

[

1 % Example of the createData script. This script was used in
creating dataset 1.

2 clc

3 clear all

4 close all

[

6 % Spectral profiles

8 sensorsB=150; % Number of sensors in the spectral profile

9 B = [gaussiana(sensorsB, 2.0, 12, 58)"',
10 gaussiana(sensorsB, 1.7, 54, 120)'];
11

12 [—-,colB] = size(B);

13 for i=1:colB
14 B(:,1) = B(:,1)/norm(B(:,1));
15 end

16
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[

17 % Voltabsorptometric Profiles

18

19 sensorsC = 100; % Number of sensors in the kinetic profile
20 cl = gerarSigmoide (sensorsC, 50, 0.08)"';

21 cl = cl/norm(cl);

22 C = [max(cl)-cl,cl];

23

Q

24 % Intensities

25

26 samples = 16; % Number of samples

27

28 A = linspace (10, 45,samples); % Concentrations in the range of 10
and 45 a.u.

29

30 % Noise

31 noise = 1;

32

33 % Data tensor creation

3¢ for i=l:samples

35 X(:,:,1) = A(1L)*x(B(:,1)*xC(:,1)") + A(L)*x(B(:,2)*xC(:,2)");
36 X(:,:,1) = X(:,:,1) + rand(sensorsB, sensorsC) *noise/100;
37 end

38
39 % Saving simulated data

40

41 numbers = l:samples;

42 temp=zeros (sensorsB, sensorsC) ;
43

44 for cont=l:samples

45 temp(:,:) = X(:,:,cont);

46 nome = strcat (strcat('cal_ ',num2str (numbers(cont))),'.txt");
47 dlmwrite (nome, temp, 'delimiter', ' ', 'precision', 10);

48 clear temp nome

149 end

50

51

52 simulated_data.Tensor3D = X;

53 simulated_data.noise = noise;

54 simulated_data.ModeA
55, simulated_data.ModeB = B;
56 simulated_data.ModeC = C;

Il
z

57

58 % Clearing some woskpace variables

59 clear cl cont numbers colB i A B C X noise samples sensorsB sensorsC
60

Q

61 % Saving the data structure
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62 save simulated_data.mat

D.2 Funcao Gaussiana

1 function B = gaussiana (sensors, scaleFactor, b, c)
2 %
3 % This function creates a Gaussian curve.

IS
o

For this, four parameters must be provided: sensors,
scaleFactor, b and

5 % C.

6 % Sensors => represents the number of spectral sensors.

7 % scaleFactor => it is a pre-exponential multiplicative factor.

8 % b => is the coordinate of the sensor where the Gaussian peak is

9 % centered.

o\

10 c=> is a parameter proportional to the width of the Gaussian.

o\

11

o\

12 As an example, run the following codes to generate a gaussian

curve and

o

13 its graph

o\

14

o\

15 B = gaussiana (150, 2.0, 12, 30);

plot (B)

o\

16

o\

17

o\

18 It is possible to generate linear combinations of Gaussed

curves. As an

o\

19 example, run the following code.

20 %

21 % B = gaussiana (150, 1.2, 12, 55) + gaussiana (150, 1.7, 54, 120);
22 % plot (B)

23 %

24 % Additionally, it is possible to generate more than one Gaussian

curve.

o\

25 As an example, run the following code.

o\

26

27 % B = [gaussiana (150, 2.0, 12, 58)', gaussiana (150, 1.2, 12, 55)'
+ gaussiana (150, 1.7, 54, 120)'];
28 % plot (B)

o\

29

o\

30 Note that the output of the Gaussian function has been

transposed. This

o

31 was done for plot visualization purposes.

o

32

33 peaks = length(scaleFactor);
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34

35

36

37

38

39

40

X

= l:sensors;

B=zeros (1, sensors) ;

for cont=1l:peaks

B

= B + scaleFactor (cont) *exp (- (x-b(cont))."2/c(cont));

end

end

3 Funcao gerarSigmoide

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

function f_sig = gerarSigmoide (numSen, center, rescale)

o\

o\

o\

o\

0 o° o O o o o° o°

o\

X_

X

X

f_

This function generates a sigmoid curve.

For this, three parameters must be provided: numSen, center,

rescale.

nunSen => is the number of kinetic sensors

center => center represents the coordinate where the concave and

convex

parts of the sigmoid curve meet.

rescale => is a scaling factor

As an example, run the

graph.

C = gerarSigmoide (100,
plot (C)

ini = 1:numSen;
= x_ini - center;
= x*xrescale;

sig = 1./ (l+exp(-x));

end

following codes to generate a sigmoid and

50, 0.08);

its
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