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(Coorientador)

Prof. Dr. Jose Gonzalez-Rodriguez
School of Natural Sciences da University of Lincoln

(2o Orientador)

Prof. Dr. Marcelo Martins Sena
Departamento de Qúımica da UFMG
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Saulo Barreto Filho e Thiago Barreto, minha irmã Sarah Sophia Oliveira e ao resto
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Apêndice C - Composição das misturas herbais 92
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10 Corte lateral da cela espectroeletroqúımica em uso, mostrando o
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Notação Matemática

Nesse trabalho serão usadas as seguintes notações:

� Elementos de objetos serão representados com a letra do objeto minúscula,
em itálico e com a posição subscrita (Ex: Elemento aij, localizado na linha
i e coluna j da matriz A).

� Matrizes serão representados por letras maiúsculas em negrito (Ex: Matriz
A).

� Tensores de três ou mais dimensões serão representados por letras maiúsculas
em itálico e sublinhadas (Ex: Tensor X).

� Um “t minúsculo sobrescrito será utilizado para indicar que uma matriz foi
transposta. Por exemplo:

X =

[
1 2
3 4

]
X t =

[
1 3
2 4

]
� Ao expressar valores médios, uma barra acima do elemento será usada. A
posição dessa barra também pode implicar coisas diferentes. Por exemplo:

– xi indica o elemento i da matriz de médias X.

– xi indica a média de todos os valores de xi.
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Resumo

O efeito de interferentes é um problema importante na Qúımica Anaĺıtica.
Algumas abordagens para lidar com esse problema são métodos de separação, de-
senvolvimento de sensores seletivos, entre outros. Há também maneiras de separar
matematicamente o sinal do analito, com esse sendo adquirido em múltiplas vias,
extraindo informações relevantes e ganhando robustez aos interferentes através de
propriedades matemáticas. Esses são os métodos de ordem superior ou multivias.
Nesse trabalho, três métodos baseados em técnicas eletroqúımicas e espectroele-
troqúımicas foram empregados para obtenção de sinais de ordem superior e usadas
no estudo de sistemas distintos. O primeiro é um método espectroeletroqúımico,
combinando amperometria e fluorescência. Uma cela proprietária e um sistema
de interfaceamento também foram desenvolvidos para o experimento. Misturas de
dopamina/epinefrina foram usadas para avaliar o método. Foram adquiridos dados
em três vias (emissão-tempo-potencial) e os modelos de terceira ordem forneceram
previsões com erros relativos de predição (REP) de 1 a 2%, em comparação com os
de segunda ordem que apresentaram REP de 9 a 40%, evidenciando as vantagens
de uma expansão na dimensionalidade dos dados para além da segunda-ordem.
O segundo método foi a expansão de espectroscopia de impedância eletroqúımica
para segunda ordem ao variar o potencial cont́ınuo. Esse método foi aplicado à
quantificação de paracetamol em urina, na presença de ácido úrico e ascórbico como
interferentes. Usando a combinação da fração real da impedância com o desloca-
mento de fase do sinal, foi posśıvel determinar o paracetamol na faixa de 0,5 a 3,0
µmol.L-1 com um erro quadrático médio de predição (RMSEP) de 0,38 µmol.L-1.
Por fim, o terceiro método consistiu na aplicação de técnicas voltamétricas 3D,
criando modelos para identificação de canabinoides sintéticos em amostras reais
(n=48). Esses modelos, permitiram a identificação de drogas baseadas em indol-
3-oato de 8-quinolina, indazol-3-amida e amostras negativas, com modelos criados
usando voltamogramas de pulso diferencial com mudanças de tempo de pulso,
obtendo precisão de 98.3%.

Palavras-chave: PARAFAC, análise de dados multivias, espectroeletroqúımica,
EIE multivias, voltametria 3D.
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Abstract

The effect of interferences is an important problem in Analytical Chemistry.
Some approaches to deal with this problem are usually separation methods, deve-
lopment of selective sensors, among others. There are also ways to mathematically
separate the analyte signal, with it being acquired in multiple instrumental ways,
extracting relevant information and gaining robustness to the interferences through
mathematical properties. These are called multiway or higher-order methods. In
this work, three methods based in electrochemical and spectroelectrochemical te-
chniques were used to obtain multiway signals, applying them in the study of
different systems. The first is a spectroelectrochemical method, combining chro-
noamperometry and fluorescence. A proprietary cell and an interfacing system
were developed for the experiment, with dopamine/epinephrine mixtures being
used to test the methodology. Data was acquired in three ways (emission-time-
potential) and the third-order models provided predictions with relative errors of
prediction (REPs) of 1 to 2%, compared to the second-order models, presenting
REPs of 9 to 40%, highlighting the advantages of expanding data dimensionality
beyond second-order. The second method was the expansion of electrochemical
impedance spectroscopy to a second order technique by varying the direct current
potential. This method was applied to the quantification of paracetamol in urine,
in the presence of added uric and ascorbic acid as interferents. Using the combi-
nation of the real part of the impedance with the phase shift of the signal, it was
possible to determine paracetamol in the range of 0.5 to 3.0 µmol.L-1 with a root
mean squared error of prediction (RMSEP) of 0.38 µmol.L-1. Finally, the third
method consisted of the application of multiway voltammetric techniques, creating
models for the identification of synthetic cannabinoids in street samples (n=48).
The best performance was attained by models created with differential pulse vol-
tammetry with gradual changes in pulse times, allowing the identification of drugs
based on 8-quinoline indole-3-oate, indazole-3-amide and negative samples, with a
98.3% accuracy.

Keywords: PARAFAC, multiway data analysis, spectroelectrochemistry, mul-
tiway EIS, 3D voltammetry.
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1 INTRODUÇÃO

1 Introdução

Um dos principais desafios para o desenvolvimento de novos métodos anaĺıticos
é garantir robustez à presença de diferentes interferentes nas matrizes analisadas.
Isso se torna especialmente problemático em matrizes complexas, como as matrizes
biológicas, ambientais e aliment́ıcias, para dar alguns exemplos.

Nesse contexto, a utilização de metodologias robustas à presença de interfe-
rentes, sejam eles conhecidos ou não, é importante por permitir a redução, ou até
mesmo a eliminação, de etapas de pré-tratamento das amostras. O desenvolvi-
mento de sensores altamente seletivos é uma maneira de fazer isso, mas em alguns
casos, isso simplesmente não é trivial ou mesmo viável. Com baixa seletividade, o
sinal anaĺıtico não pode ser atribúıdo apenas ao analito, compreendendo também
contribuições significativas dos interferentes. Além de etapas de pré-tratamento,
uma das maneiras comuns de lidar com a presença de interferentes na amostra é
basicamente a separação f́ısica desses do analito através de técnicas de separação
como cromatografia e eletroforese, sendo essas as mais proĺıficas na literatura. Com
os interferentes separados, o problema de sobreposição de sinais se resolve, mas
apesar de comuns, muitas vezes essas técnicas podem envolver o uso de reagentes
e solventes caros, ou processos demorados, aumentando os custos recorrentes e
impacto ambiental do seu uso rotineiro.

Há, no entanto, maneiras de separar matematicamente tais contribuições, ex-
traindo informações relevantes do sinal anaĺıtico misto, adquirindo robustez aos
interferentes através de propriedades matemáticas em vez de f́ısicas, em alguns
casos podendo obter os sinais puros, no que já foi chamado de “cromatografia
virtual” [1, 2].

Os chamados dados de ordem superior possuem certas caracteŕısticas que os
tornam especialmente relevantes nesse contexto, com aplicações tanto baseadas
na construção de modelos de calibração quanto nas análises qualitativas desses
dados com aplicações em identificação de origem, controle de qualidade, análises
de propriedades espećıficas, entre outros [1, 2]. Em especial, o uso de métodos
de deconvolução podem permitir a recuperação de perfis de componentes puros, o
que pode ser de enorme interesse, permitindo um entendimento mais aprofundado
sobre os diferentes sistemas sendo estudados [3, 4].

Técnicas eletroqúımicas em espećıfico podem fornecer uma gama de diferentes
formas de geração de dados de ordem superior, sendo essa uma área em constante
desenvolvimento. Esses dados podem ser obtidos de forma direta, ou seja, através
da medição de propriedades ou processos ocorrendo entre a amostra e o eletrodo
[5, 6]. A obtenção de dados também pode ser feita de maneira indireta, quando as
técnicas eletroqúımicas em si podem ser usadas para causar mudanças na amostra
que, por sua vez, podem ser medidas de outra forma. Esse tipo de medição indireta
pode se dar ao combinar as técnicas eletroqúımicas com outros tipos, como técnicas
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1 INTRODUÇÃO

espectroscópicas, permitindo acompanhar as mudanças na superf́ıcie do eletrodo
e na solução em si ao longo do tempo [7, 8].

Devido às caracteŕısticas citadas acima, a combinação do uso das técnicas ins-
trumentais propostas com métodos de deconvolução de ordem superior pode ser
uma poderosa ferramenta tanto para detecção quanto para análise de perfis instru-
mentais de analitos de interesse em matrizes complexas, como é o caso de sistemas
biológicos por exemplo, potencialmente levando a aplicações cĺınicas, forenses e
ambientais.

Nesse trabalho são estudadas três diferentes abordagens utilizando técnicas ele-
troqúımicas para geração de dados de ordem superior, com aplicações distintas.
Um estudo usando espectroeletroqúımica de fluorescência molecular e amperome-
tria para deconvolução de misturas de compostos com perfis altamente colineares,
uma avaliação da aplicabilidade de espectros de impedância eletroqúımica multi-
via com uma aplicação na determinação de fármacos em matrizes biológicas e, por
fim, o uso de voltametria 3D comparando diferentes técnicas para a identificação
de drogas de abuso, sendo aplicado em um conjunto de amostras reais.
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2 OBJETIVOS

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

� Explorar multilinearidade e vantagem de segunda e terceira ordem para pro-
por novas metodologias anaĺıticas usando técnicas eletroqúımicas e espec-
troeletroqúımicas de ordem superior, solucionando problemas anaĺıticos em
matrizes complexas.

2.2 Objetivos espećıficos

� Avaliar arranjos experimentais que viabilizem a obtenção reprodut́ıvel de
dados espectroeletroqúımicos, com o desenvolvimento de ferramentas para
sua viabilização, caso necessário.

� Avaliar o uso da espectroeletroqúımica de fluorescência molecular em um
problema anaĺıtico complexo: A determinação simultânea de dopamina e
epinefrina.

� Avaliar o uso de espectroscopia de impedância multivia para geração de
dados de ordem superior e aplicá-la na determinação de paracetamol em
urina.

� Avaliar o uso de voltametria tridimensional para a detecção e classificação
de canabinoides sintéticos em amostras reais.
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

3 Fundamentação teórica

Quando se trata de robustez à presença de interferentes, uma caracteŕıstica re-
levante dos dados multivia é a chamada vantagem de segunda ordem, que permite a
análise de um determinado analito sem a necessidade de projetar seu experimento
para considerar cada interferente posśıvel [1, 2]. Essa vantagem está presente em
métodos com conjuntos de dados de pelo menos três vias. Há também um ar-
gumento a ser feito para o uso de conjuntos de dados de quatro ou mais vias.
Embora a existência de uma “vantagem de terceira ordem” não seja um consenso,
há trabalhos que relatam um aumento na seletividade em testes comparativos, jun-
tamente com uma maior resiliência contra rúıdo experimental e a fatores altamente
correlacionados dentro do tensor [9–11].

Existem diferentes maneiras de gerar esses dados, uma ainda relativamente
pouco explorada no contexto de análise de dados de ordem superior é a combinação
de técnicas eletroqúımicas com espectroscópicas. Na literatura existem exemplos
desse tipo de técnica ser capaz de gerar dados multilineares [7].

Ainda assim, a grande maioria das aplicações se baseia no uso de absorção
UV-Vis [8, 12] com grande foco em estudos de caracterização [13]. Apesar de na-
turalmente possuir caracteŕısticas multilineares, o uso de medidas de fluorescência
molecular no contexto de medidas espectroeletroqúımicas é relativamente inco-
mum em análises quantitativas, sendo mais comum aplicações em caracterização
de eletrodos e acompanhamento de processos em superf́ıcies [14]. A espectros-
copia de fluorescência molecular pode potencialmente ajudar a resolver um dos
principais problemas das medições espectroeletroqúımicas, que é a baixa sensibili-
dade devido às mudanças na concentração dos compostos na superf́ıcie do eletrodo
serem muito pequenas [15]. Dito isso, o desenvolvimento de células de medição
também pode ser complexo devido à limitação de materiais dispońıveis, uma vez
que a maior sensibilidade da técnica também implica em uma maior sensibilidade
para detectar interferentes presentes no aparato de medição, com maiores sinais
de fundo.

Outra maneira de gerar dados de segunda ordem, agora usando apenas técnicas
eletroqúımicas, é a realização de mudanças graduais em certos parâmetros instru-
mentais de técnicas voltamétricas, como a coleta de vários voltamogramas de pulso
diferencial em diferentes amplitudes e tempos de pulso, ou voltamogramas de onda
quadrada em diferentes frequências [5, 6, 16]. Esta abordagem se enquadra no que
é conhecido como voltametria tridimensional, ou voltametria 3D, e tem sido ca-
paz de obter vantagem de segunda ordem, permitindo determinações em casos
com considerável sobreposição de sinal e requerendo pré-tratamento mı́nimo da
amostra.

Uma outra possibilidade interessante para a geração de dados eletroqúımicos
multidirecionais é pela obtenção de espectros de impedância eletroqúımica em

4



3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

diferentes potenciais aplicados. Essa é uma abordagem interessante ainda pouco
explorada no contexto de análise de ordem superior [17], mas sua capacidade de
criar modelos de calibração e classificação já foi avaliada com métodos de primeira
ordem[18–21]. Portanto, explorar essa técnica e aprender sobre as propriedades
dos dados gerados pode levar ao desenvolvimento de métodos com potencial para
análise de sistemas complexos.

A espectroscopia de impedância eletroqúımica (EIS, do inglês Electrochemi-
cal Impedance Spectroscopy) aplica para cada medição uma tensão alternada com
amplitude fixa, variando sua frequência em uma faixa definida, tipicamente entre
10 mHz e 1 MHz, com a corrente resultante sendo usada para gerar um vetor de
valores complexos de impedância. Esses dados podem ser usados de diferentes ma-
neiras: sem modificação com algoritmos compat́ıveis, apenas a parte real, apenas
a parte imaginária, o módulo ou o ângulo de fase. A alteração do potencial pode,
portanto, fornecer outra via instrumental, permitindo a geração de uma matriz de
valores complexos de impedância para cada amostra.

Existem diversos métodos que podem ser usados para analisar dados multi-
via, os mais comuns sendo aqueles baseados em Análise de Fatores Paralelos [3]
(PARAFAC, do inglês Parallel Factor Analysis), Resolução de Curvas Multiva-
riadas com Mı́nimos Quadrados Alternados (MCR-ALS, do inglês Multivariate
Curve Resolution by Alternating Least Squares) [4], bem como outros baseados em
Mı́nimos Quadrados Parciais Desdobrados (U-PLS, do inglês Unfolded Partial Le-
ast Squares) [22] e multivia (N-PLS, do inglês N-way Partial Least Squares) [23],
cada um com suas próprias propriedades.

Um modelo PARAFAC é baseado na deconvolução de um tensor de dados
multilinear, que por sua vez é descrito por um arranjo de n matrizes (no caso de
PARAFAC de n vias), cada uma representando um plano do espaço Rn. Por exem-
plo, em um tensor composto de dados espectrocinéticos, o tensor tridimensional
de dados será deconvoluido nas matrizes A, B e C, com a matriz A carregando
os perfis de intensidade de sinal das amostras, a matriz B terá os perfis espectrais
normalizados e a matriz C os perfis cinéticos para cada componente. Se os dados
forem bem modelados, esses perfis podem ser obtidos para cada componente puro.
A obtenção desses perfis independentes garante enorme versatilidade no uso do
método, uma vez que permite ao analista tratar os resultados como se cada com-
ponente de interesse estivesse puro. Essa caracteŕıstica permite várias abordagens
diferentes para a análise de dados deconvolúıdos. A matriz de intensidades pode
ser utilizada tanto para calibração pseudo-univariada, permitindo análises quan-
titativas, quanto de maneira semiquantitativa. As matrizes de perfil instrumental
podem ser usadas para identificar componentes, mas também podem ajudar a
esclarecer processos espećıficos dessas técnicas instrumentais [24].
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O PARAFAC em sua versão mais simples basicamente opera sob a presunção
de que o banco de dados tratado tem caracteŕısticas multilineares, ou seja, pode
ser deconvoluido pela combinação de n matrizes distintas como visto nas equações
(1) e (2) para um PARAFAC trilinear, com essa sendo a caracteŕıstica definitiva
do modelo, onde X representa o tensor original, A, B e C são as matrizes de
cada modo, F o número de fatores, E o tensor de residuos, e | ⊗ | o produto de
Khatri-Rao entre as matrizes. Uma representação do funcionamento de um modelo
PARAFAC de três vias pode ser visto na Fig. 1.

X = A(C|⊗|B)t + E (1)

xi,j,k =
F∑

f=1

ai,fbj,fck,f + ei,j,k (2)

Figura 1: Representação gráfica da deconvolução de um tensor realizada por
PARAFAC.

Como dito anteriormente, modelos PARAFAC não se aplicam apenas a dados
de segunda ordem, também pode ser estendido para tensores de n-vias com propri-
edades multilineares. Por exemplo, com um tensor tridimensional de dados sendo
obtido para cada amostra e o tensor do conjunto sendo organizado em diferentes
ńıveis, o PARAFAC será um modelo quadrilinear construido a partir desses dados
de terceira ordem. Sendo assim, o tensor seria modelado pela Eq. (3). Essa ex-
pansão para dados de terceira ordem se dá naturalmente, com as propriedades e
vantagens esperadas de um modelo PARAFAC de 3 vias se aplicando da mesma
forma, havendo também estudos apontando que estes têm o potencial de serem
mais robustos a fatores correlacionados e a ruido [11, 25].

xi,j,k,l =
F∑

f=1

ai,fbj,fck,fdl,f + ei,j,k,l (3)

Outra vantagem do PARAFAC é que sua solução é essencialmente única quando
o tensor de dados é multilinear, quando isso é feito sem exceder o número de fatores
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e na ausência de colinearidade entre os componentes. A colinearidade entre fatores
em um único modo pode causar a formação de platôs em vez de um mı́nimo
global, resultando em uma perda parcial de singularidade e criação de resultados
degenerados da solução PARAFAC [3, 26, 27].

Algumas das abordagens propostas para a coleta de dados também podem le-
var a deslocamentos de perfil no tensor, com bandas sendo deslocadas ou mesmo
mudando ligeiramente de forma, o que levaria a uma quebra na multilinearidade,
tornando o conjunto de dados incompat́ıvel com o PARAFAC. Existem, no entanto,
alternativas, seja o uso de métodos de pré-tratamento de correção de deslocamento
nos dados ou o uso de outros métodos, como o PARAFAC2 [28, 29], que pode lidar
com tais deslocamentos e mudanças por ser um método menos restrito, exigindo
apenas que o produto da matriz de componentes seja o mesmo para cada corte
do tensor. Outro posśıvel método baseado no PARAFAC é o PARAFAC Apli-
cado ao Espectro de Amplitude Invariante a Deslocamento (PARASIAS, do inglês
PARAFAC Applied to Shift Invariant Amplitude Spectra) [30], que mostrou bons
resultados para esses casos, também permitindo restrições de não negatividade
no modo de deslocamento, embora seu desempenho seja reduzido para maiores
números de componentes.

Metodologias usando MCR-ALS também podem fornecer uma boa alternativa
para a deconvolução de dados. Como o PARAFAC, MCR-ALS também fornece
perfis deconvoluidos dos componentes puros, no entanto, ele o faz através de um
prinćıpio diferente. O MCR pode deconvoluir um tensor desdobrado através de um
modelo bilinear em duas matrizes, uma com perfis constantes e outra com perfis
aumentados na direção do desdobramento. Essa caracteŕıstica permite a modela-
gem de tensores com deficiências de trilinearidade em um dos modos, sendo mais
flex́ıvel que o PARAFAC [2, 31]. Por outro lado, ao contrário do PARAFAC,
métodos baseados em MCR não têm uma solução única, resultando no que é cha-
mado de ambiguidade de resultado. Nesse contexto, ambiguidade consiste no fato
de múltiplos conjuntos de produtos de matrizes serem capazes de gerar os mes-
mos resultados, sendo essas combinações não-únicas. Existem métodos capazes
de estimar a extensão dessa ambiguidade, como o MCR-bands [32], que permite
até comparar diferentes configurações no algoritmo de deconvolução para sua oti-
mização. Devido a essa caracteŕıstica de modelos MCR, o uso de restrições é
um dos aspectos fundamentais de sua aplicação a um conjunto de dados, pois
estes podem reduzir a ambiguidade e direcionar a deconvolução para resultados
com sentido f́ısico. Pode-se até dizer que o uso efetivo do MCR envolve o uso
adequado de restrições. Existem muitas restrições desenvolvidas, incluindo as de
não-negatividade, unimodalidade e multilinearidade [33, 34].
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A deconvolução por MCR-ALS pode ser visualizada da maneira descrita na
Fig. 2 e na Eq. (4), com uma matriz S com perfis constantes para todas as
amostras e uma matriz C com perfis aumentados na direção do desdobramento.

Figura 2: Representação gráfica da deconvolução de um tensor desdobrado reali-
zada por MCR/ALS.

xi,j =
F∑

f=1

ci,fsj,f + ei,j (4)

Como pode-se perceber pela Eq. (4), o MCR pode ser visto estruturalmente
e ser usado como uma técnica de 1a ordem. No entanto, vale a pena mencionar
que ao utilizar o desdobramento de um tensor de dados no sentido de uma das
vias instrumentais e o deconvoluindo por MCR-ALS, esse modelo poderá obter
vantagem de segunda ordem [35]. Em situações ideais, tanto modelos PARAFAC
quanto MCR podem ser usados de maneira intercambiável e com aplicações simi-
lares, uma vez que ambos obtém perfis puros para cada componente da amostra.
No entanto, na prática eles podem possuir “performances”diferentes, variando de
caso a caso.

Técnicas baseadas em PLS, como Mı́nimos Quadrados Parciais Desdobrados
(U-PLS) [22] ou minimos quadrados parciais multivias (N-PLS) [23] com Bilineari-
zação Residual (RBL) [36], são outra possibilidade para a construção de modelos de
calibração. Embora não possam recuperar tanta informação qualitativa do tensor
de dados quando comparadas aos métodos baseados em PARAFAC e MCR/ALS,
elas podem produzir modelos de calibração robustos.

Modelos U-PLS e N-PLS operam de maneira diferente, sendo o U-PLS um
método de segunda ordem baseado no PLS tradicional. Primeiro, cada matriz
padrão com dimensões K × J é desdobrada em um vetor KJ × 1. Uma matriz de
calibração XCal é então constrúıda, reunindo esses vetores para todos os padrões
I de forma que X é uma matriz KJ× I. Assim, uma calibração PLS convencional
é realizada com a matriz X. O N-PLS ou PLS Multilinear, por outro lado, é
uma extensão do modelo PLS para aceitar dados multivias diretamente, com uma
decomposição multilinear.

Esses modelos baseados em PLS para dados de ordem superior estão entre os
mais versáteis para a construção de modelos de calibração de dados de ordem
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superior entre os citados nesta tese, uma vez que a parte relevante do tensor rela-
cionada a variável dependente não precisa ter posto unitário, o que pode permitir
aos modelos lidar com certos tipos de efeito de matriz e propriedades de analitos
com posto intrinsecamente não-unitário [23]. No entanto, essa maior robustez a
desvios na multilinearidade por si só não implica em melhor performance em todos
os casos. Um bom exemplo mostrando esse aspecto pode ser visto em um trabalho
publicado por Anzardi et al., no qual U-PLS/RBL e U-PLS/RTL foram compara-
dos com MCR/ALS para a determinação de dez tipos diferentes de quinolonas em
tecido animal usando cromatografia ĺıquida e fluorescência com dados de segunda
e terceira ordem (tempo-emissão e tempo-excitação-emissão) [37]. Nesse trabalho
os bancos de dados foram tratados usando as técnicas propostas, mas definir qual
é a mais adequada não é algo necessáriamente trivial e deve ser feito caso a caso.
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ESPECTROELETROQUÍMICA DE FLUORESCÊNCIA

4 Determinação de dopamina e epinefrina por espectroeletroqúımica
de fluorescência

4.1 Introdução

Na análise multivariada, modelos com dados de segunda ordem, correspon-
dendo a uma matriz de dados por amostra, ganharam atenção devido a sua maior
robustez à presença de interferentes não modelados. Isso é conhecido como vanta-
gem de segunda ordem [1, 38]. Como foi citado anteriormente, diferentes métodos
podem ser usados com dados de segunda ordem e apresentam essa vantagem, como
o PARAFAC e o MCR-ALS. É posśıvel obter dados de ordens ainda mais altas, no
entanto a existência de vantagens intŕınsecas no uso de dados de terceira ordem
(ou maior) ainda é objeto de discussões em andamento, sem um consenso estabe-
lecido na comunidade cient́ıfica [38]. Alguns autores sugerem quais podem ser as
vantagens em fazê-lo, mesmo que não sejam intŕınsecas ao aumento da dimensio-
nalidade especificamente. Duas propriedades se destacam: robustez à presença de
componentes com perfis semelhantes, o que poderia criar resultados degenerados
em métodos de segunda ordem, e robustez ao rúıdo instrumental devido à maior
quantidade de informação devido ao maior número de vias [10, 11, 25, 35].

Embora possa-se argumentar que simplesmente aumentar a ordem em alguns
casos pode não necessariamente trazer muitas informações novas para o sistema,
vale a pena dizer que uma maior quantidade de informação por si só pode aumentar
consideravelmente a robustez do modelo à presença de rúıdo, pois sua influência
tende a ser diminúıda [11].

Apesar das diversas vantagens existentes no uso de dados e técnicas multivias,
um dos aspectos que podem ser desafiantes no campo da análise desses dados é
sua geração, especialmente para ordens mais elevadas. Enquanto algumas técnicas
instrumentais são inerentemente aptas a gerar esse tipo de dados, como no caso
da espectroscopia de fluorescência 3D, outras metodologias podem ser baseadas
no uso de técnicas hifenadas, ou seja, combinando duas ou mais técnicas anaĺıticas
para geração de dados. Uma combinação interessante é a medição de dados es-
pectroeletroqúımicos, usando técnicas eletroqúımicas para alterar a composição
de uma amostra localmente enquanto essa mudança é medida com o uso de uma
técnica espectroscópica.

Embora seja proĺıfico em análise qualitativa para caracterização de eletrodos,
o uso de técnicas espectroeletroqúımicas em um contexto de calibração de ordem
superior ainda é algo relativamente pouco explorado. Existem exemplos na lite-
ratura desse tipo de técnica capaz de gerar dados multilineares, [37] o que torna
seu uso com o PARAFAC algo natural. Ainda assim, a maioria das aplicações é
baseada no uso de absorção UV-Vis [12, 13, 39], com alguns estudos aplicando
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também espectroscopia no infravermelho [40, 41], com um forte foco em estudos
de caracterização [13].

A associação entre técnicas espectroscópicas e eletroqúımicas tem o potencial
de gerar dados multivias de diversas formas [7, 8, 12, 13, 39], mas a espectroflu-
orimetria 3D, em especial, tem um potencial enorme para essa aplicação, pois é
naturalmente uma técnica de segunda ordem. Usando medições voltamétricas para
adicionar uma via, ou medidas amperométricas em diferentes potenciais podendo
adicionar duas outras, tem-se um número considerável de combinações capazes de
gerar esses dados.

Apesar de suas caracteŕısticas naturalmente multilineares, medições espectro-
eletroquimicas baseadas em espectrofluorimetria molecular são majoritariamente
aplicadas na caracterização de eletrodos e monitoramento de processos em su-
perf́ıcies, com seu uso em calibração de ordem superior sendo raro [14]. Entre
outros aspectos, a espectroscopia de fluorescência tem potencial para aplicações in-
teressantes, tanto devido à sua maior sensibilidade, quando comparado a medições
UV-Vis, quanto à sua seletividade.

Por si só, a construção do aparato de medição também pode se mostrar desa-
fiadora [15], com considerações precisando serem feitas para escolha de materiais,
a praticidade da prototipagem, o potencial de problemas mecânicos na imple-
mentação, para não falar das dificuldades de combinar equipamentos diferentes,
de fabricantes diferentes para usos para os quais esses não foram projetados para
abranger.

Para avaliar a metodologia proposta, um sistema modelo conhecido foi esco-
lhido, nesse caso amostras contendo misturas de dopamina (CAS 62-31-7) e epi-
nefrina (CAS 51-43-4), cujas estruturas moleculares são mostradas na Fig. 3. A
dopamina e a epinefrina são catecolaminas que atuam como neurotransmissores e
hormônios em vários sistemas biológicos. Elas são naturalmente presentes no corpo
humano e também são importantes para os sistemas cardiovascular e nervoso cen-
tral. Do ponto de vista anaĺıtico, esse é um sistema especialmente interessante para
avaliar essa metodologia, pois ambos os analitos possuem perfis tanto espectrais
como voltamétricos consideravelmente similares, o que dificulta consideravelmente
a sua análise com métodos de primeira ordem e sensores não especializados.

Sistemas medindo a fluorescência de misturas de catecolaminas similares são
conhecidos na literatura por serem de dif́ıcil deconvolução [42]. Esse mesmo sis-
tema foi estudado por Garoz-Ruiz et al. através de espectrovoltamogramas de
absorção ćıclicos para geração de dados [8].

Neste estudo, uma combinação de amperometria em diferentes potenciais e es-
pectroscopia de fluorescência foi sugerida para a geração de tensores de terceira
ordem: espectros de emissão obtidos em diferentes tempos durante medições am-
perométricas realizadas em diferentes potenciais, levando a dados de três vias por
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amostra [43] com o sinal mapeado num espaço abrangendo as variáveis compri-
mento de onda de emissão, tempo e potencial, ou seja λEmi Ö tempo Ö potencial.
Como estudo de caso, a determinação simultânea de dopamina e epinefrina foi
realizada usando modelos PARAFAC de segunda e terceira-ordem para modelar
os dados obtidos com esta configuração experimental, e os modelos foram com-
parados para identificar vantagens adicionais no uso da estrutura de dados mais
complexa.

Figura 3: Estruturas qúımicas da dopamina e epinefrina.

4.2 Materiais e métodos

Nesse trabalho, foi explorada a geração de dados espectroeletroqúımicos multi-
via com a utilização de um potenciostato Autolab PGSTAT101 da Metrohm e um
espectrofluoŕımetro Cary Eclipse da Agilent Technologies com o suporte de fibra
ótica dip probe associado ao adaptador interno necessário.

Para a obtenção dos dados espectroeletroqúımicos ser posśıvel, foi necessário
o desenvolvimento de um arranjo experimental que permitisse o uso conjunto do
espectrofluoŕımetro e do potenciostato para que esse arranjo possa realizar as se-
guintes funções:

� Suportar o eletrodo impresso (SPE, do inglês Screen Printed Electrode),
tendo uma abertura superior permitindo a passagem de luz.

� Suportar a fibra ótica de forma que sua posição seja estável e reprodut́ıvel.

� Possuir um encaixe na superf́ıcie do eletrodo resistente a vazamentos, de
maneira que a gota seja estável no tempo.

� Possuir espaço para os contatos eletrônicos.

� Possuir estrutura que permita a troca de amostras sem afetar consideravel-
mente a reprodutibilidade.
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� Permitir a inicialização das medições voltamétricas e espectroscópicas de
maneira conjunta.

Para realizar as medidas, um espectrofluoŕımetro e um potenciostato foram
utilizados em paralelo, sincronizados por uma interface desenvolvida em nosso
laboratório. Uma cela espectroeletroqúımica também foi projetada para receber
um SPE e uma sonda de fibra óptica. Maiores detalhes sobre a integração entre
os instrumentos utilizados no arranjo experimental serão fornecidos nas seções a
seguir.

4.2.1 Prototipagem da cela espectroeletroqúımica

No contexto desse trabalho, foi necessária a criação de uma cela espectroele-
troqúımica que apresentasse os requerimentos citados anteriormente. A prototipa-
gem dessa cela precisava ser feita de forma que o protótipo pudesse ser facilmente
modificado em um processo iterativo, mantendo baixos custos de construção. Para
esse fim, uma impressora 3D de deposição fundida Ender 3 v2 foi utilizada. O uso
de impressão 3D permite uma prototipagem mais rápida e maior flexibilidade no
design das peças necessárias. No entanto, as peças produzidas também possuem
em média menor precisão de fabricação comparados a peças usinadas, assim como
uma maior probabilidade de possuir defeitos de produção. Para os protótipos
foram utilizados filamentos de ácido polilático (PLA) e acrilonitrila butadieno es-
tireno (ABS) como materiais de confecção.

Para criação de projeto dos protótipos e modelagem 3D foi utilizado o software
Fusion 360 da Autodesk® e para corte do modelo e criação dos gcodes foi utilizado
o Automaker® Cura.

4.2.2 Desenvolvimento do interfaceador

Para aumentar a reprodutibilidade dos dados medidos, é interessante remover
o fator humano para iniciar as medições. Uma maneira de obter um gatilho digital
para o ińıcio das medições no espectrofluoŕımetro é através do uso da porta de
Entrada/Saida digital (I/O) do potenciostato, como mostrado no manual técnico
de interfaceamento fornecido pela Metrohm [44].

Diferentes potenciostatos da Metrohm podem possuir portas de interfacea-
mento digital de 15 e 25 pinos, como mostrado na Fig. 4, se comunicando
usando diferentes protocolos. No caso deste trabalho, foi utilizado lógica transistor-
transistor (TTL, do inglês Transistor-Transistor Logic), com lógica +5V, o qual
foi usado para determinar o estado de cada pino individualmente.
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Figura 4: Esquematização dos pinouts de I/O digital para o PGSTAT 101, 204,
M101 e M204 (a) e para o PGSTAT series 7,8 e µAutolab II/III (b). Fonte:
Adaptado de Nova External Devices Tutorial, Metrohm [44]

Dentro do software Nova1, é posśıvel a qualquer momento da medição mudar
o estado de cada um dos pinos de sáıda ou simplesmente mandar pulsos de 5 V
com uma duração definida.

Para fazer uso dessa funcionalidade, foi necessário construir um interfaceador
capaz de ler esses sinais e usá-los para iniciar a medição espectrofluorimétrica no
outro equipamento.

Foi decidido para essa aplicação o uso de um Arduino MicroPro com seu con-
trolador AVR ATMEGA32U4, em especial devido à sua operação nativa como um
dispositivo de interface humana (HID, do inglês Human Interface Device) [45],
permitindo facilmente o uso de bibliotecas que o façam ser identificado como um
dispositivo periférico através de uma conexão USB.

O arduino pode ler o estado dos diferentes pinos, no entanto, para proteção do
potenciostato, o isolamento elétrico de ambos os circuitos (o arduino e o potenci-
ostato) foi feito através do uso de optoacopladores PC817.

4.2.3 Arranjo experimental

Por fim, após o desenvolvimento do interfaceador e do suporte para a cela
espectroeletroqúımica, o arranjo experimental utilizado e a sequência de conexões
se deu da seguinte forma:

� Potenciostato ligado por cabo USB no computador, no interfaceador por
uma porta DB15 e no eletrodo por um cabo CAC para SPEs.

1Software responsável pelo controle de instrumentos da Autolab, nesse caso o potenciostato
PGSTAT101.
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� Espectrofluoŕımetro ligado no computador por cabo USB e com a fibra ótica
ligada no adaptador.

� Interfaceador ligado por conexão USB no computador e no potenciostato por
uma porta DB15.

Uma esquematização do arranjo experimental pode ser vista na Fig. 5.

Figura 5: Esquematização do arranjo experimental para medições espectroele-
troqúımicas de fluorescência.

O interfaceador consegue lidar tanto com ter os dois equipamentos no mesmo
computador, quanto tê-los em computadores diferentes com o uso da chave CMD.

Para ativação do interfaceador, todos os métodos eletroqúımicos usados foram
programados para emitir um pulso de +5 V com duração de 4000 µs no pino OUT
1 no ińıcio da medição do primeiro ponto, como mostrado na Fig. 4(a). Dessa
forma, a medição fluorimétrica começará sincronizada com a eletroqúımica.

4.2.4 Reagentes e soluções

Padrões de dopamina e epinefrina foram obtidos da Sigma Aldrich. Dois con-
juntos de soluções, um para a calibração, contendo um conjunto de oito misturas
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de ambos os analitos seguindo um planejamento ortogonal, e um conjunto de 4
misturas para validação e comparação, foram preparados segundo às concentrações
encontradas nas Tabs. 1 e 2, respectivamente. Todas as soluções foram dilúıdas
em um tampão fosfato 0,1 mol·L-1, pH 7,0.

Tabela 1: Composição do conjunto de amostras de calibração para o sistema do-
pamina/epinefrina

Amostra Dopamina (ppm) Epinefrina (ppm)

C1 2,0 14,0
C2 2,0 18,0
C3 6,0 2,0
C4 6,0 6,0
C5 18,0 6,0
C6 18,0 18,0
C7 14,0 18,0
C8 14,0 6,0

Tabela 2: Composição do conjunto de amostras de teste para o sistema dopami-
na/epinefrina

Amostra Dopamina (ppm) Epinefrina (ppm)

T1 2,0 17,0
T2 3,0 5,2
T3 16,5 16,5
T4 14,0 4,4

4.2.5 Equipamento e aquisição de dados

Nesse estudo foram utilizados o espectrofluoŕımetro Cary Eclipse da Agilent
Technologies com suporte a fibra óptica com dip probe, o potenciostato Autolab
PGSTAT 101 da Metrohm, SPEs DRP110 da DropSens, e os equipamentos pro-
prietários desenvolvidos durante o projeto. Mais especificamente, o interfaceador
DIO/USB, a cela espectroeletroqúımica com um suporte para fibra óptica e SPE
v44.0 e o adaptador angular v3.0.

Existem diversos fatores a serem considerados ao determinar os parâmetros
da medição, com esses tendo consequências na estrutura e natureza matemática
das matrizes geradas. Diferentes técnicas eletroqúımicas podem ser usadas para
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gerar a mudança na matriz medida, com este trabalho usando medidas crono-
amperamétricas, executadas em diferentes potenciais para gerar dados de 2a e 3a

ordem.
Apesar do ińıcio das medições poder ser sincronizado com o interfaceador des-

crito na seção 4.2.2, a duração, e portanto o final das medições, ainda precisa ser
determinada manualmente em cada equipamento. Para tal, é interessante medir
separadamente os tempos de medição individuais de cada técnica e ajustá-los de
acordo. Com os equipamentos dispońıveis, as estimativas de tempo fornecidas
pelo Nova são consideravelmente mais precisas, portanto ao determinar o tempo
de medição do espectrofotômetro, esse foi utilizado para realizar o ajuste fino do
tempo de medição da técnica eletroqúımica. Para ensaios preliminares, as medições
espectroscópicas continuaram sendo feitas repetidamente em excesso do tempo de
medição da técnica eletroqúımica, com os espectros excedentes sendo posterior-
mente descartados.

O espectrofluoŕımetro foi ajustado para excitação a 280 nm, com a emissão
sendo medida de 297 a 400 nm com passos de 1 nm em loop, usando fendas de
excitação e emissão ajustadas em 10 e 5 nm de bandpass, respectivamente. Três
medições dessas foram realizadas usando cronoamperogramas em uma faixa de
potenciais ao redor do pico de oxidação, sendo esses +0,1 V, +0,3 V e +0,5 V,
cada um com duração de 400 segundos. A solução na superf́ıcie do eletrodo foi
renovada entre mudanças de potencial.

4.2.6 Processamento de dados

Com as medições realizadas, o conjunto de dados foi centrado na média e de-
convoluido com o uso de PARAFAC na interface gráfica MVC3 para Matlab [46].
Modelos de segunda-ordem (com o uso de apenas um dos potenciais e apenas
um dos comprimentos de onda) foram constrúıdos usando a interface MVC2 [47]
quando PARAFAC foi usado e a Toolbox MCR-ALS [4] com MCR-Bands [32] para
modelos MCR. Uma amostra de teste por vez foi adicionada ao conjunto de cali-
bração e deconvolúıda individualmente com o uso de restrições de ortogonalidade
no modo A, para gerar modelos de segunda e terceira-ordem.

4.3 Resultados e discussão

4.3.1 Desenvolvimento e construção da cela espectroeletroqúımica

O design da cela foi inspirado na cela espectroeletroqúımica para espectrosco-
pia de reflectância RPROB da DropSens. O RPROB DropSens não é compat́ıvel
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com a fibra ótica (Ref. 7910043100), que possui uma rosqueagem SMA2 de 1/4”,
originalmente destinada ao encaixe das sondas mergulháveis. A primeira proposta
foi produzir um adaptador para encaixar a fibra ótica no RPROB DropSens, como
mostrado na Fig. 6. No entanto, esse “design” se mostrou excessivamente frágil,
especialmente devido ao pouco espaço entre a fibra e as paredes do suporte, per-
mitindo apenas o uso de uma única camada de material deposto no adaptador.
Dessa forma, esse adaptador geralmente quebrava com apenas dois ou três usos.

Figura 6: Adaptador de encaixe para fibra ótica (v.6).

Uma alternativa para evitar esses problemas foi a criação de um suporte de
cela completo com funcionalidade similar ajustado para receber a fibra óptica da
Agilent. Isso também permitiu maior flexibilidade no ajuste de outros parâmetros
que possam afetar a medida e o uso da cela.

Um dos parâmetros a serem definidos na nova cela é o ângulo de incidência
do feixe de luz com a superf́ıcie do eletrodo. Com um ângulo de 0°, como na cela
da RPROB, a fibra precisa ser removida e recolocada para a adição de amostra, o
que também pode ter consequências na repetibilidade dentro de um conjunto de
experimentos. Aumentar o ângulo de incidência permite a criação de um espaço
para substituição de amostra.

No entanto, um aumento no ângulo de incidência também leva a um menor
fluxo fotônico e a necessidade de uma maior área na superf́ıcie do eletrodo, podendo
chegar a ser maior que o espaço dispońıvel dentro do o-ring de vedação. Para o
suporte final, foi decidido que um ângulo de incidência de 30° seria um meio termo
apropriado, permitindo uma entrada superior para adição de amostras enquanto
mantém a luz incidente em uma área ainda relativamente pequena.

Um dos grandes desafios para a produção da célula eletroqúımica foi o desen-
volvimento de um mecanismo de encaixe de eletrodo e fibra que fosse robusto e
resistente a vazamentos, o que era um problema comum até na célula comercial
RPROB da DropSens.

2Do inglês SubMiniature version A, um padrão de rosqueagem comumente usado na instalação
de fibras óticas.
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A vedação na superf́ıcie do eletrodo era feita por um o-ring pressionado contra
a mesma. Esse o-ring era mantido na parte superior da estrutura em uma vala e
tensionado em seu diâmetro interno por um prolongamento do canal pelo qual a luz
incidente vinda da fibra ótica passa. Durante a operação, o o-ring era pressionado
contra a superf́ıcie do eletrodo por quatro pares de ı́mãs de neod́ımio, fixando-o
no lugar.

Após vários “designs” iterativos, foi decidido que esse prolongamento fosse
removido e o o-ring fosse pressionado em seu diâmetro externo pela própria vala
(com essa sendo estreitada). Dessa forma, o o-ring é sustentado por tensão com-
pressiva na peça superior e pressionado contra o eletrodo usando quatro parafusos
M3 hexagonais, permitindo uma maior pressão na aplicação, mas ainda de fácil
remoção. Uma ilustração comparativa dos dois designs pode ser vista na Fig. 7.

Figura 7: Comparação da cela com o suporte de o-ring inspirada pelo RPROB
(v.42) (a) e a novo (v.44) (b).

Esse novo formato praticamente eliminou a ocorrência de vazamentos, que eram
relativamente comuns tanto na célula comercial quanto nas réplicas impressas,
causando esvaziamento da gota por capilaridade.

A fibra óptica também precisa de um mecanismo de encaixe próprio para
mantê-la no lugar, mas ainda permitindo sua remoção e reinserção de maneira
reprodut́ıvel.

Os primeiros protótipos continham o que era basicamente a peça adaptadora
mencionada anteriormente, mas constrúıda de maneira embutida na cela, evitando
o uso de partes frágeis como o encaixe usado anteriormente. Esse “design” no
entanto ainda se desgastava relativamente rápido com múltiplas inserções. Ele
também era menos replicável entre diferentes impressões, com o mesmo modelo
podendo resultar em um bom encaixe ou não de maneira aparentemente aleatória.

Em um estágio mais avançado do “design”, foi posśıvel obter um adaptador
metálico SMA com diâmetro externo liso de 9,5 mm. Isso permitiu a construção
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de um encaixe de pressão para o adaptador metálico, podendo até ser colado se
necessário, que por sua vez rosquearia a fibra de maneira replicável. Esse “de-
sign” está ilustrado na Fig. 8.

Figura 8: Esquematização dos encaixes de fibra ótica. (a) auto rosqueável (v.32),
(b) suporte metálico com conexão SMA (v.44)

A versão mais avançada do protótipo pode ser vista na Fig. 9 e seu projeto
pode ser encontrado em detalhes no Apêndice B. A esquematização de um corte
dessa cela em uso se encontra na Fig. 10.

Figura 9: Protótipo v44.0 da cela com suporte para fibra óptica e SPEs.

É interessante que a montagem da cela seja feita de forma que o eletrodo se
encontre perpendicular ao sentido da gravidade, ajudando a evitar escoamentos
e a distorção da gota para qualquer sentido. Sabendo que o braço de suporte
de fibra óptica se encontra a 12° de inclinação comparado a superf́ıcie e a fibra
tem que se encontrar com a cela com o mesmo ângulo de 30° projetado para a
incidência do feixe, foi projetado o adaptador angular mostrado na Fig. 11 (a)
para garantir uma montagem que minimize o declive do eletrodo. O seu projeto
detalhado também se encontra no Apêndice B.
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Figura 10: Corte lateral da cela espectroeletroqúımica em uso, mostrando (a,b)
ambas as partes do suporte, (c) o eletrodo, (d) a sonda com as fibras ópticas, (e)
o adaptador SMA e (f) uma representação da amostra.

Figura 11: Esquematização do adaptador angular para suporte da fibra óptica (a)
e o arranjo para medições espectroeletroqúımicas de fluorescência (b).

Um exemplo da montagem do arranjo pode ser vista na Fig. 11 (b), ilustrando
o uso da cela e do adaptador angular.
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4.3.2 Desenvolvimento e construção do interfaceador

Diferentes potenciostatos conseguem lidar com diferentes correntes máximas
através de seus pinos de I/O digital. No caso do Autolab PGSTAT101, esse limite
é de 200 mA, portanto é necessário limitar a corrente máxima passando pelo pino
para evitar danos. O circuito utilizado para o interfaceador se dá então da forma
mostrada na Fig. 12, com resistores de 4,7 kΩ e os pinos 1 e 2 do conector DB15
sendo ligados aos optoacopladores. Experimentalmente, a corrente passando pelo
LED do optoacoplador medida com um mult́ımetro Exbom MD-180L foi por volta
de 850 µA com a aplicação de 5 V, portanto dentro da faixa de segurança.

Dois interruptores também foram adicionados (CMD e JMP) para propiciar
diferentes funcionalidades. Todos os resistores pullup3 de 20 kΩ mostrados na Fig.
12 estão expĺıcitos, mas na placa real, os resistores pullup internos do arduino
foram utilizados através do modo de operação INPUT PULLUP.

Figura 12: Esquematização do circuito do interfaceador digital.

Para que o arduino pudesse interagir com o computador contendo o software do
espectrofluoŕımetro, a biblioteca Keyboard.h foi utilizada, simulando um teclado
conectado.

Os dois interruptores utilizados determinam o comportamento do interfaceador.
O interruptor CMD tem duas posições: ENT, no qual quando o pulso é recebido
e o interfaceador envia apenas o comando “Enter” e T+E, que envia também um
“Alt+TAB” antes do “Enter”. O interruptor JMP por outro lado determina se o
programa irá reiniciar ou não após receber o sinal do potenciostato, com a posição

3Resistores pullup são resistores adicionados para elevar o potencial de uma parte do circuito
quando este estiver desconectado, evitando assim os chamados “pinos flutuantes”, nos quais o
potencial medido se torna altamente senśıvel à interferência, com esse valor flutuando de maneira
impreviśıvel.
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HLD segurando o programa e RST permitindo que ele reinicie. Um fluxograma do
seu funcionamento se encontra na Fig. 13 e o script em C++ para sua programação
pode ser encontrado no Apêndice A.

Figura 13: Fluxograma mostrando o funcionamento do interfaceador.

4.3.3 Dados obtidos

As amostras de ambos os conjuntos foram obtidas e organizadas em um tensor
tetradimensional no Matlab. Um exemplo de representação dos dados medidos
pode ser visto na Fig. 14. Com cada amostra resultando em um objeto tridimen-
sional, a Fig. 14 mostra uma esquematização dos cortes em diferentes direções e
as matrizes resultantes desses cortes, sendo essas do tipo λEmi × tempo, λEmi ×
potencial e potencial × tempo.

Dois aspectos importantes da medição precisam ser mencionados, com o pri-
meiro sendo a quantidade considerável de sinal de fundo, ainda maior do que a
quantidade de sinal proveniente das amostras analisadas. O segundo é o rúıdo ins-
trumental predominante em todos os espectros. Ambos são consequência tanto dos
materiais utilizados quanto das condições de medição, com comprimentos ópticos
curtos que exigem configurações mais senśıveis.

4.3.4 Pré-processamento de dados

Devido à alta intensidade do sinal de fundo, em alguns casos a identificação
visual de mudanças no tempo pode até se tornar dif́ıcil sem tratamento prévio
dos dados. Uma das possibilidades, testada em estudos preliminares, foi o uso da
subtração de branco para compensar a presença do sinal de fundo. No entanto,
embora essa abordagem se mostre promissora em pequenos grupos, com o tempo o
eletrodo e, consequentemente, esse branco sofre algumas alterações que dificultam
o uso de um único branco consistente para o tensor. Uma alternativa que se
mostrou mais eficaz foi centrar o tensor de dados na média. Essa abordagem
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Figura 14: Esquematização da estrutura de dados de uma amostra e exemplos de
cortes (a) λEmi × tempo a 0.3 V, (b) λEmi × potencial em 165 s e (c) potencial
× tempo a 320 nm da medição fluorimetrica combinada com amperometria para
uma mistura de dopamina e epinefrina (amostra C6).

permitiu mitigar os efeitos negativos da alta intensidade do sinal de fundo nos
modelos PARAFAC.

Por exemplo, uma comparação de perfis instrumentais deconvoluidos com e sem
centrar os dados na média pode ser vista na Fig. 15. Mesmo em sistemas mais
simples, deconvoluindo o sinal de um único composto misturado com o sinal de
fundo, centrar os dados na média permitiu a recuperação dos perfis puros usando
um único fator, enquanto sem ele, dois fatores foram necessários para separar o
sinal de fundo, ainda com uma leve distorção. Para o conjunto de dados contendo
as misturas, centrar na média foi essencial para separar as contribuições individuais
dos analitos, como mostrado na Fig. 15 (b,c).

A Fig. 15(a) mostra os perfis deconvoluidos a partir de um conjunto de dados
contendo apenas dopamina entre 0 a 50 ppm, sendo deconvoluidos em diferentes
condições: em um fator sem centrar na média (F1/1); em dois fatores sem centrar
na média (F1/2 e F2/2), o que consegue recuperar um perfil de dopamina no
segundo fator apesar de ser levemente distorcido; e em um fator centrando os
dados na média, recuperando os perfis esperados para a dopamina.

Para o conjunto de dados com as misturas, os perfis obtidos em dois fatores sem
centrar os dados na média são mostrados na Fig. 15(b) e os centrados na média na
Fig. 15(c). Enquanto a Fig. 15(b) mostra o resultado para a deconvolução em dois
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Figura 15: Comparação dos perfis espectroeletroqúımicos deconvoluidos para con-
juntos de dados obtidos de soluções de dopamina (a) e misturas de dopamina e
epinefrina (b,c). Os gráficos em (a) mostram diferentes deconvoluções de um con-
junto contendo apenas dopamina: em um fator (F1/1), em dois (F1/2 e F2/2), e
em um fator com dados centrados na média. (b) mostra a deconvolução do con-
junto de dados das misturas em dois fatores sem centrar e (c) centrando na média.

fatores com as mesmas restrições, fatores adicionais ou mudanças nas restrições
não conseguiram recuperar os perfis instrumentais e de concentração, com os perfis
relacionados ao sinal de fundo dominando as sáıdas do modelo, misturando-se com
os perfis do analito.

Assim, o uso de dados centrados na média permitiu a criação de modelos que
consistentemente recuperavam os perfis puros de seus componentes, com esse pro-
cedimento sendo usado em todos os outros modelos constrúıdos nesse trabalho.

4.3.5 Modelos de segunda-ordem

Banco de dados de segunda ordem λEmi Ö tempo
Para comparar o desempenho da deconvolução e avaliar as vantagens e desvanta-
gens de medir uma forma instrumental adicional, versões reduzidas do conjunto de
dados de terceira ordem foram usadas para modelos de segunda ordem. Um con-
junto de dados tempo Ö λEmi a 0,3 V foi separado para análise pelo PARAFAC.
Conjuntos de dados em potenciais fixos terão que lidar com perfis espectrais muito
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semelhantes para dopamina e epinefrina, levando a uma posśıvel deficiência de
posto4 nessa via instrumental (λEmi).

Este modelo de segunda ordem obteve baixo desempenho quantitativo para
ambos os analitos e praticamente não mostrou diferenças em seus perfis tempo-
rais, o que pode ser visto na Fig. 16 (a, ii), embora ele pareça recuperar os
perfis instrumentais de dopamina e epinefrina, como visto na Fig. 16 (a,i). Isso
é consistente com uma perda parcial de unicidade da solução PARAFAC. Como
consequência, o erro relativo de predições (REP) para o modelo foi de 15,8% e
24,6% para dopamina e epinefrina, respectivamente. As tabelas 3 e 4 apresentam
resultados de validação adicionais para este e os modelos subsequentes. Modelos
constrúıdos com outros cortes de potenciais (0,1 V e 0,5 V) não apresentaram
melhoras significativas na sua “performance” anaĺıtica.

Estudos anteriores sugerem que, para sistemas com sobreposição espectral con-
siderável entre componentes, o uso de MCR-ALS pode ajudar a deconvoluir os per-
fis de um conjunto de dados de segunda ordem ao desdobrar o tensor na direção
com os perfis sobrepostos [48–50]. No entanto, neste caso espećıfico, a decon-
volução não permitiu a recuperação dos perfis instrumentais nem das concentrações
de referência. Ao se avaliar a ambiguidade rotacional [51] da solução através de
MCR-bands [32], ficou claro que a solução obtida para este conjunto de dados
apresentava uma grande extensão desta. Deconvoluindo o conjunto de dados em
dois componentes com restrições de não-negatividade, a diferença entre os valores
f máximo e mı́nimo, um parâmetro que reflete a contribuição relativa do sinal
de um determinado componente para todo o sinal, atingiu 0,877 e 0,879 para os
componentes um e dois, respectivamente. Para três componentes, o resultado não
convergiu após 500 iterações com uma diferença nos valores f máximo e mı́nimo
de 0,9096, 0,8997 e 0,9127 para cada componente.

Banco de dados de segunda ordem tempo Ö potencial
Outra alternativa para construir um modelo de segunda ordem é o corte de tempo
contra potencial. Nesse caso, a baixa relação sinal-rúıdo no sentido do tempo é
o maior problema a ser abordado na modelagem. Isso pode ser visto no perfil
temporal apresentado na Fig. 16 (b,i), que é bastante ruidoso para ambos os
analitos, ao ponto que esses são de dif́ıcil distinção. O perfil de potencial na
Fig. 16 (b,ii) mostra que, para ambos os analitos, o sinal cai com o potencial,
o que é esperado, pois em um potencial mais alto, o consumo também é maior,
limitado pela transferência de massa da solução para a superf́ıcie do eletrodo. Mas

4Nesse contexto, a matriz deconvolúıda em um dos modos tem menos colunas linearmente in-
dependentes do que suas dimensões permitiriam, com uma ou mais colunas podendo ser descritas
como uma combinação linear das outras.
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uma diferença no quanto cada analito é afetado pelo aumento potencial também é
viśıvel, com o sinal advindo da dopamina sendo mais afetado que o da epinefrina.

O desempenho quantitativo deste modelo supera a do corte λEmi Ö tempo, com
REPs de 9,4% e 11,0% (tabelas 3 e 4) para dopamina e epinefrina, respectivamente.
Mesmo assim, os erros de previsão ainda são significativos.

Figura 16: Perfis instrumentais deconvoluidos para os conjuntos de dados de
segunda-ordem obtidos de cortes (a) λEmi Ö tempo e (b) tempo Ö potencial.

4.3.6 Modelos de terceira-ordem

Para os conjuntos de calibração e validação, um modelo de terceira ordem
por amostra de validação foi feito com o uso de dois componentes e restrições de
ortogonalidade no modo A. Os perfis deconvoluidos podem ser encontrados na Fig.
17.

Neste exemplo, apesar das semelhanças espectrais consideráveis, perfis distintos
de tempo e potencial para dopamina e epinefrina puderam ser obtidos, mostrando
uma oxidação mais rápida da epinefrina ao longo do tempo, mas sendo menos
afetada pela mudança no potencial quando comparada com a dopamina. Essa
diferença na cinética, juntamente com a forma como os dados foram coletados,
permitiu que o modelo PARAFAC distinguisse e separasse suas contribuições in-
dividuais para o sinal geral, obtendo perfis mais consistentes e leǵıveis do que seus
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Figura 17: Perfis deconvoluidos dos conjuntos de misturas de dopamina e epine-
frina. (a) perfis espectrais, (b) perfis cinéticos, (c) perfis de potencial, (d) curva
de calibração para dopamina, (e) curva de calibração para epinefrina.

equivalentes de segunda ordem. Em comparação com os modelos em comprimen-
tos de onda fixos, os perfis temporais dos dois componentes que antes pareciam ser
muito mais semelhantes entre si, agora com a redução considerável do rúıdo no per-
fil deconvolúıdo permite obter uma melhor visualização das diferenças individuais
entre os analitos.

Essa maior robustez é consistente com as descobertas anteriores que estudaram
dados de terceira ordem, com uma das principais razões atribúıdas sendo o efeito
de que a maior quantidade de dados redundantes na matriz poderia ser capaz de
mitigar os efeitos de um fundo ruidoso na deconvolução [11].

Com esses perfis, pode-se recuperar os sinais puros de cada componente, como
mostrado na Fig. 18. Na Fig. 18 tem-se o resultados dos produtos dos perfis nos
modos B e C (i), B e D (ii) e C e D (iii) para dopamina (a) e epinefrina (b).

Os resultados dos modelos de calibração pseudo-univariados são descritos nas
tabelas 3 e 4 para análise quantitativa. Como mostrado, os modelos de calibração
de terceira ordem obtiveram desempenho anaĺıtico consideravelmente melhorado,
obtendo RMSEPs de 0,13 e 0,16 ppm para dopamina e epinefrina, respectivamente,
sendo fundamental a adição de uma via instrumental nessa diferença. Isso repre-
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Figura 18: Resultado do produto dos perfis puros de (a) dopamina e (b) epinefrina,
para os perfis B e C (i), B e D (ii) e C e D (iii).

sentou uma redução do valor RMSEP por um fator de 10 quando comparado aos
modelos de segunda ordem de melhor desempenho, mais especificamente aqueles
com dados obtidos em um comprimento de onda fixo.

Também pode-se perceber uma melhora nos valores médios dos limites de de-
tecção (LoDs) obtidos. Comparando os LoDs para a modelagem dos diferentes
conjuntos de dados, temos uma média de 47 e 48 µM para dopamina e epinefrina
(respectivamente) no conjunto de segunda-ordem λ× t, 30 e 18 µM para o conjunto
t × E e 18 e 13 µM para o de terceira-ordem. Apesar de a melhora não ser tão
drástica quanto a dos valores de RMSE, ela é presente. Esses valores também ilus-
tram as vantagens de se utilizar uma técnica como a espectrofluorimetria molecular
em comparação com absorção UV-Vis, obtendo LoDs consideravelmente menores
que os reportados por Garoz-Ruiz et al. nesse mesmo sistema, mas com o uso
de absorção molecular UV-Vis em um sistema mais instrumentalmente complexo
(121 e 216 µM para dopamina e epinefrina respectivamente).

Vale ressaltar também que para todos os modelos o uso de restrições de or-
togonalidade no conjunto também se mostrou importante para a separação, di-
recionando o algoritmo para o mı́nimo global e resultados com significado f́ısico,
melhorando a estabilidade no resultado da deconvolução para todos os modelos.

Em geral, modelos de segunda ordem com dados obtidos em um potencial
fixo não conseguiram desconvoluir adequadamente os dados, fornecendo um de-
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Tabela 3: Resultados da calibração de dopamina com modelos de segunda e terceira
ordem.

Amostra

Concentração (ppm)

Ref.
Predito

2a ord. 2a ord.
3a ord.

(λ× t)∗ (t×E)∗∗

T1 2,0 1,1 2,5 2,2
T2 3,0 6,2 1,9 3,0
T3 16,5 16,6 17,8 16,6
T4 14,0 17,8 11,6 14,1

RMSEP 2,53 1,5 0,13
REP 15,8% 9,4% 0,8%

* Para um potencial de +0.3 V.
** Para um λEmi de 320 nm.

sempenho anaĺıtico consideravelmente menor considerando aspectos qualitativos e
quantitativos. Os perfis instrumentais esperados para dopamina e epinefrina não
puderam ser recuperados e os valores de mérito foram consideravelmente piores do
que os obtidos por modelos de terceira ordem. Enquanto os modelos de segunda
ordem em um comprimento de onda de emissão fixo conseguiram deconvoluir os
perfis esperados, os efeitos do rúıdo instrumental foram consideravelmente mais
acentuados do que nos modelos de terceira ordem, aumentando os erros de pre-
visão em comparação.
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Tabela 4: Resultados da calibração de epinefrina commodelos de segunda e terceira
ordem.

Amostra

Concentração (ppm)

Ref.
Predito

2a ord. 2a ord.
3a ord.

(λ× t)∗ (t×E)∗∗

T1 17,0 18,5 16,3 16,8
T2 5,2 0,2 6,2 5,1
T3 16,5 18,1 16,0 16,7
T4 4,4 ¡ 0 7,7 4,4

RMSEP 3,94 1,77 0,16
REP 24,6% 11,0% 1,0%

* Para um potencial de +0.3 V.
** Para um λEmi de 320 nm.

4.3.7 Considerações adicionais sobre o arranjo e suas limitações

Alguns aspectos da aplicação dessa técnica apresentam desvantagens intŕın-
secas. O pequeno volume de amostra usado, embora geralmente seja positivo,
também resulta em um caminho óptico curto, o que é uma limitação importante
quando se trata de estudos quantitativos, [15] ao mesmo tempo em que requer
o ajuste do espectrofluoŕımetro para configurações mais senśıveis. Consequente-
mente, a medição também estará muito mais sujeita à interferência do espalha-
mento de luz e fluorescência dos materiais utilizados.

O protótipo desenvolvido com o ângulo de incidência de 30° permitiu fácil
acesso e uma maneira simples de adicionar e remover amostras anaĺıticas na célula,
melhorando a usabilidade. No entanto, limitações de material em sua construção
podem restringir seu uso consideravelmente, especialmente com anaĺıtos com flu-
orescência fraca.

A produção deste protótipo (ou seu revestimento) com mais materiais absor-
ventes, não fluorescentes tanto na célula eletroqúımica quanto nos eletrodos seri-
grafados pode ajudar a mitigar esses fatores, mas para este estudo os materiais
dispońıveis tanto para eletrodos quanto para suportes apresentaram algumas des-
sas limitações dependendo da região espectral que está sendo medida.

4.4 Conclusões

A técnica proposta foi capaz de separar os sinais fluorimétricos da dopamina e
epinefrina com o uso de medições espectroeletroqúımicas de fluorescência associada
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à amperometria. A expansão do método para terceira ordem se mostrou essencial
para uma boa resolução de dados, assim como um pré-tratamento centrando o
conjunto de dados na média.

No entanto, o potencial da técnica no seu estado atual ainda possui limitações
de sensibilidade, em grande parte devido aos materiais dispońıveis para prototipa-
gem, mas de qualquer forma já se mostrou capaz de resolver problemas anaĺıticos
de dif́ıcil resolução. Apesar da aplicação nesta tese ter sido num contexto de
calibração, um dos potenciais que essa técnica pode fornecer é para análise qua-
litativa de eletrodos e outros sistemas, que apesar de já ser uma aplicação mais
comum para medidas espectroeletroqúımicas, pode se tornar mais efetiva devido
a obtenção de perfis de componentes puros.

Esses resultados ajudam a corroborar que, apesar das dificuldades associadas
à aquisição de dados de maior dimensionalidade, essa estratégia pode auxiliar no
tratamento de sistemas desafiadores com o PARAFAC, recuperando informação
tanto quantitativa quanto qualitativa. Sendo especialmente relevante nos casos
em que existem colinearidades significativas. Sendo assim, esta metodologia pode
se tornar uma ferramenta útil para extrair informações e separar as contribuições
individuais de componentes com perfis semelhantes.
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5 Determinação de paracetamol por espectroscopia de impedância ele-
troqúımica multivia

5.1 Introdução

Espectroscopia de impedância eletroqúımica (EIS, do inglês Electrochemical
Impedance Spectroscopy) é uma técnica comumente utilizada na análise de sistemas
e eletrodos, consistindo na medição de espectros de impedância ao aplicar uma
tensão alternada ao redor de um potencial fixo (Edc) em diferentes frequências
[52]. Considerando a diferença de respostas com a mudança de Edc, é posśıvel gerar
uma matriz de dados com diferentes EIS em diferentes Edc, obtendo assim uma
matriz de duas vias por amostra, chamada nesse trabalho de matriz do Espectro
de Impedância Eletroqúımica Multivias (MEIS, do inglêsMultiway Electrochemical
Impedance Spectra). Dessa forma, é posśıvel a criação de um conjunto de dados
de ordem superior com o potencial de possuir vantagem de segunda-ordem. As
propriedades desse tipo de objeto gerado pela técnica proposta serão avaliadas
nas seções a seguir, assim como a avaliação de sua aplicação na resolução de um
sistema biológico.

Os dados obtidos com a uma medição MEIS podem ser expressados de dife-
rentes formas, cada uma possuindo diferentes caracteŕısticas, vantagens e desvan-
tagens. Todas elas sendo organizadas em uma matriz na qual uma das vias será a
frequência do potencial alternado e a outra será o Edc.

Cada ponto em um espectro de impedância pode ser descrito como um número
complexo, contendo uma parte real e outra imaginária (a+bi). Este também pode
ser descrito como um vetor em coordenadas polares, usando o módulo do vetor
formado pelas partes real e imaginária e o ângulo do deslocamento de fase. Sendo
assim, essas partes reais, imaginárias, absolutas e de deslocamento de fase po-
dem ser separadas, com cada espectro sendo constitúıdo de um vetor delas, com os
vetores de cada EIS podendo ser concatenados em uma matriz. Existe ainda a pos-
sibilidade de concatenar as matrizes com diferentes partes da informação medida
no sentido do potencial ou da frequência, fornecendo informação adicional aos mo-
delos de calibração. Nesses casos, algum tipo de escalamento se torna necessário,
para evitar que apenas uma parte da matriz seja relevante, seja esse um escala-
mento proporcional pela multiplicação de uma constante ou uma centralização na
média das matrizes. A seguir estão algumas dessas formas.

MEIS real
A impedância sendo medida em cada ponto possui um componente real e um
imaginário. Uma matriz MEIS real basicamente utiliza apenas esse componente
para expressar os resultados. Sendo relacionada à resistência do sistema.
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MEIS imaginária
Esse tipo de matriz utiliza apenas a parte imaginária da impedância, sendo rela-
cionada à reactância do sistema e efeitos capacitivos e indutivos.

MEIS complexa
A matriz complexa armazena um número complexo contendo tanto a parte real
quanto a imaginária da impedância em cada ponto. O tratamento desse tipo de
matriz pode possuir algumas dificuldades de implementação, com sua deconvolução
não sendo trivial. Existem exemplos na literatura de métodos de primeira ordem
tratando de vetores complexos de impedância [18], mas não para segunda ordem.

MEIS absoluta
O módulo de cada número complexo é usado em cada espaço da matriz.

Matriz de deslocamento de fase
A matriz de deslocamento de fase vai expressar os resultados como o deslocamento
de fase entre a diferença de potencial alternada e a corrente alternada.

Alguns parâmetros diferentes podem ser utilizados para determinar qual desses
tipos de matriz é o mais adequado a ser utilizado. Nesse trabalho, o foco será
em reprodutibilidade, especialmente entre medições feitas em dias diferentes, na
capacidade de fornecer aos modelos matemáticos informação para discernir entre
os sinais advindos dos analitos e interferentes e na trilinearidade do tensor gerado.

Devido às caracteŕısticas citadas acima, o uso das técnicas instrumentais pro-
postas com métodos de deconvolução de ordem superior pode ser uma combinação
poderosa tanto para detecção quanto para avaliação de compostos em matrizes
complexas, como sistemas biológicos, tornando-as adequadas no contexto de ob-
tenção de dados de matrizes obtidas in vivo e in vitro para avaliação da atividade
biológica, farmacológica e toxicológica de produtos farmacêuticos, usando trata-
mentos de amostras mais simples e rápidos.

Adicionalmente, uma forma de obter métodos menos trabalhosos e demorados
é através da simplificação e miniaturização do processo anaĺıtico. Nesse contexto,
o uso de técnicas anaĺıticas resilientes e robustas à presença de interferentes conhe-
cidos e desconhecidos é decisivo, devido às suas menores exigências para o proces-
samento de amostras. Combinar esse fato com medições rápidas e de baixo custo
(quando comparado às alternativas existentes) pode permitir maiores reduções de
custos operacionais, bem como aumentos na eficiência de recursos e altos rendi-
mentos anaĺıticos.

Um sistema modelo interessante para testar esse uso é o do paracetamol na
presença de ácido úrico e ácido ascórbico. O paracetamol (acetaminofeno) é um
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analgésico e antipirético comum. Sendo uma das principais alternativas ao ácido
acetilsalićılico, o paracetamol é um dos medicamentos terapêuticos mais utiliza-
dos no mundo, sendo também um dos principais poluentes emergentes em águas
residuais [53, 54]. Além disso, o consumo excessivo de paracetamol também é
uma causa comum de envenenamento acidental [55, 56], sendo a determinação dos
ńıveis atuais de paracetamol em um determinado paciente uma métrica relevante
para o tratamento. Os ácidos úrico e ascórbico são conhecidos interferentes para
medidas em amostras de urina, possuindo uma alta sobreposição de sinal com o
paracetamol em técnicas voltamétricas [57–59]. Embora os métodos de primeira
ordem possam construir modelos de calibração, incluindo interferentes conhecidos,
os sistemas com esse tipo de alta sobreposição de sinal podem representar um
desafio significativo para sua criação e seu desempenho.

Além disso, a presença de interferentes desconhecidos na mistura pode causar
vieses na previsão, o que é esperado em uma matriz complexa e variada como a
urina. Adicionalmente, os espectros de impedância eletroqúımica do ácido úrico e
paracetamol também pode ter perfis de frequência normalizados muito semelhan-
tes, tornando sua análise por meio de EIS de primeira ordem especialmente dif́ıcil.
No entanto, ao alterar os valores de Edc, sua intensidade geral muda, o que o torna
um bom candidato para medições multivia.

Estudos anteriores sobre a determinação de paracetamol, seja aplicado a com-
primidos ou sistemas biológicos similares, trataram dessa falta de seletividade
usando eletrodos especializados [60–62] ou por determinação indireta [63], com me-
didas EIS sendo usadas principalmente na caracterização de eletrodos. Há também
exemplos de técnicas voltamétricas de segunda ordem usadas na determinação de
paracetamol, como o uso de voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglês Dif-
ferential Pulse Voltammetry) multivia com PARAFAC [64] e o uso de técnicas
cronoamperométricas multivia com MCR/ALS [57].

Neste trabalho foi proposto o uso de matrizes de espectros de impedância ele-
troqúımica multivias (MEIS) e métodos de segunda ordem para estimar as concen-
trações de paracetamol adicionadas a amostras de urina. A matriz multivia, neste
caso, sendo formada pela concatenação de várias medidas EIS em diferentes po-
tenciais, criando um mapeamento de impedância em um espaço frequência Ö Edc

de uma determinada amostra. Para o processamento de dados, alguns modelos
diferentes foram testados, incluindo PARAFAC, MCR/ALS e N-PLS/RBL.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Reagentes e soluções

Todas as amostras foram preparadas com água deionizada (15 MΩ.cm). Para o
preparo do tampão, se utilizou fosfato de potássio dibásico, ácido ćıtrico e hidróxido
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de sódio da Fisher Chemical. Paracetamol, ácido úrico e ácido ascórbico foram
adquiridos da Sigma Aldrich. O tampão fosfato ćıtrico foi preparado em pH 3,5 e
concentração de 0,1 mol·L-1, usando uma solução de hidróxido de sódio para ajuste
de pH.

A ideia por traz desse tipo de proposta é a simplificação de métodos anaĺıticos,
com o uso das propriedades matemáticas dos dados obtidos para melhorar a per-
formance dos modelos de calibração. Portanto, idealmente o preparo de amostra
consistirá apenas na homogeneização da amostra bruta, seguida de diluição em
um tampão.

As amostras de calibração foram preparadas usando soluções estoque de cada
reagente dilúıdo no tampão. As amostras de validação foram preparadas de forma
semelhante, mas com a adição de urina real em um volume equivalente a uma
diluição de 1:400 em um balão volumétrico de 5 mL. As amostras de urina foram
obtidas de um único voluntário, homem, saudável, 27 anos de idade. No caso de
uma aplicação real, a diluição adequada para cada amostra dependerá dos sinais
obtidos, mas para esse estudo, todas foram feitas na diluição descrita, sendo essa
constante independente da amostra por razões de uniformidade. Em aplicações
reais esse valor pode ser ajustado para manter as medidas na faixa linear.

Para este trabalho, três conjuntos de dados foram preparados. O primeiro é
um conjunto de dados de calibração com cinco concentrações de paracetamol va-
riando de 0,5 a 3,0 µM de paracetamol com e sem a presença de ácido úrico na
concentração de 6,75 µM. Os outros dois serão usados como conjuntos de dados
de validação, sendo esses feitos com amostras de urina real para avaliar a robustez
do modelo aos efeitos da matriz e à presença de interferentes desconhecidos. O
segundo conjunto de dados (conjunto de dados de validação A) foi criado usando
um planejamento fatorial parcial com três ńıveis para três componentes, mais espe-
cificamente, paracetamol, ácido úrico e ácido ascórbico em faixas de concentração
nominais presentes em urina humana [65, 66], adicionados a urina real em solução.
O terceiro conjunto de dados (conjunto de dados de validação B) é semelhante
ao segundo, mas com ńıveis consideravelmente mais altos de ácido ascórbico, con-
sistentes com uma overdose de vitamina C. As concentrações para o segundo e
terceiro conjuntos de dados podem ser encontradas na Tab. 5. Em ambos os con-
juntos de dados de validação, foram utilizadas 3 amostras de urina, todas testadas
com tiras de teste de urina One Step 12AC, indicando valores nominais para to-
dos os parâmetros avaliados (leucócitos, nitritos, urobilinogênio, glicose, gravidade
espećıfica, sangue, cetonas, bilirrubina, protéına, microalbumina e creatinina) nas
amostras de urina medidas e um pH de aproximadamente 6. A urina usada foi
coletada no dia de cada medição, sendo assim medições em dias diferentes usaram
amostras de urina diferentes, com essas também sendo indicadas na Tab. 5 como
urinas “1”, “2” e “3”. Também é importante ressaltar que as concentrações de
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ácido úrico mostradas na Tab. 5 representam os valores adicionados ao ácido úrico
já naturalmente presente nas amostras reais de urina, portanto as concentrações
finais serão mais altas.

Tabela 5: Concentrações de componentes nas amostras anaĺıticas após di-
luição (1:400) dos conjuntos de validação A (VA) e B (VB), assim como qual
amostra de urina foi usada para cada um.

Concentração (µM)

Amostra Paracetamol Ácido úrico* Ácido ascórbico Urina

VA1 1,7 1,5 1,4 2
VA2 1,7 0,0 0,3 1
VA3 0,8 0,0 2,5 1
VA4 0,8 3,0 1,4 2
VA5 2,7 1,5 2,5 2
VA6 1,7 3,0 2,5 2
VA7 2,7 3,0 0,3 2
VA8 2,7 0,0 1,4 1
VA9 0,8 1,5 0,3 2
VB1 1,7 1,5 15,4 3
VB2 1,7 0,0 2,5 3
VB3 0,8 0,0 28,3 3
VB4 0,8 3,0 15,4 3
VB5 2,7 1,5 28,3 3
VB6 1,7 3,0 28,3 3
VB7 2,7 3,0 2,5 3
VB8 2,7 0,0 15,4 3
VB9 0,8 1,5 2,5 3

* Valor adicionado ao ácido úrico naturalmente presente na urina.

5.2.2 Equipamento e aquisição de dados

As medições MEIS foram realizadas usando um potenciostato portátil Palm-
Sens 4c com eletrodos impressos de uso único (SPEs) DropSens DRP-110. As
soluções foram todas preparadas usando uma balança Sartorius BP221S e micro-
pipetas VWR e Eppendorf calibradas. Todas as medições de pH foram realizadas
usando o pHmetro pH210 fabricado pela Hanna Instruments.

Usando uma micropipeta, 50 µL de uma determinada amostra são depositados
no SPE DRP-110. Em seguida, são medidas uma série de EIS para cada amostra,
sendo aplicadas 15 frequências de 1 kHz a 0,1 Hz (3,5 por década), amplitude de
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0,01 V e diferentes valores de Edc, indo de 150 a 450 mV em passos de 25 mV,
cobrindo assim as regiões onde a impedância medida é consideravelmente afetada
pela presença dos analitos.

5.2.3 Processamento de dados

Com as medições MEIS, existem várias maneiras diferentes de representar os
dados obtidos. Os valores de impedância obtidos são de natureza complexa, por-
tanto, essas matrizes também podem ser divididas em suas partes reais e ima-
ginárias, ou também usar seus ângulos de deslocamento de fase e módulo em
diferentes matrizes. Quando necessário, foi realizada correção de linha de base
com o uso de regressão spline assimétrica por mı́nimos quadrados (AsLSSR, do
inglês Asymmetric Least Squares Splines Regression) [5, 67].

Para avaliar modelos de primeira ordem, um método PLS para números com-
plexos (CPLS) foi utilizado, podendo usar como entrada vetores de números com-
plexos [18], nesse caso com os vetores contendo as EIS obtidas a 325 mV, o poten-
cial cujo espectro de impedância é o mais afetado pela presença de paracetamol.

Como entrada para o modelo de calibração, as matrizes também podem ser
redimensionadas e combinadas, com cada combinação carregando diferentes partes
do total de informações contidas no conjunto de dados. Essa combinação, no
entanto, pode ser inadequada para modelos bilineares/trilineares, como MCR/ALS
e PARAFAC, uma vez que a nova matriz concatenada não necessariamente será
adequadamente representada modelo matemático. No entanto, esse tipo de fusão
de dados ocorre de forma relativamente natural em métodos baseados em PLS,
uma vez que eles não são necessariamente limitados por tais restrições e podem
operar bem com a presença de múltiplos modos com quebra de trilinearidade
[23]. O uso da bilinearização residual, quando aplicável, também pode conceder
ao modelo vantagem de segunda ordem [23, 36]. Nesses casos, foi realizada uma
análise combinatória levando a 15 combinações diferentes de matrizes, cada uma
sendo testada com N-PLS/RBL para a criação de modelos de calibração.

Todos os dados obtidos foram processados no MATLAB R2023b, utilizando a
N-way toolbox [68] e a interface MVC2 [47].

5.3 Resultados e discussão

5.3.1 Dados obtidos

Todas as amostras foram medidas de acordo com a metodologia proposta acima.
Para cada medição cobrindo toda a faixa espectral proposta na seção 2.3, um al-
goritmo foi executado medindo treze espectros de impedância em diferentes po-
tenciais, com duração total de 14 minutos.
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Cada um dos quatro tipos de matriz citados aqui mostra um comportamento
diferente com concentrações variáveis. As matrizes reais mostram um aumento na
impedância nas regiões de baixa frequência, com uma banda indicando aumento
da parte real da impedância se formando em diferentes potenciais dependentes do
analito, como visto nas Figs. 19 e 20 (a). As matrizes imaginárias e absolutas,
por outro lado, apresentam uma diminuição da impedância em certas faixas de
potencial com o aumento da concentração. Essa diferença pode ser vista nos
gráficos de Nyquist5 mostrados nas Figs. 19 e nos gráficos de Bode6 3D na Fig.
20(b).

Representações 3D das diferentes partes de uma MEIS e seu comportamento
com a mudança de concentração pode ser vistas na Fig. 20.

Figura 19: Gráficos de Nyquist da MEIS obtida de uma amostra de paracetamol
a 1,75 µM. Mostrando uma representação (a) 3D e (b) tradicional.

Para a matriz de deslocamento de fase, sem a presença de paracetamol, todos os
espectros individuais seguem o mesmo perfil, com a corrente saindo de um estado
em fase com o potencial alternado em altas frequências para um estado fora de
fase (se aproximando de 90°) em frequências moderadas e baixas, como mostrado
na Fig. 20(c,i). Em soluções nas quais as concentrações do analito são apreciáveis,
quando o potencial aplicado se aproxima de seu potencial redox, o ângulo de fase
diminui em frequências baixas, com essa diminuição sendo correlacionada com a
concentração, como visto nas Figs. 20(c,ii) a (c,iv).

5Tipo de gráfico frequentemente utilizado na análise de um EIS, mostrando a parte real da
impedância no eixo x e a imaginária no y, ilustrando a resposta do sistema ao longo das diferentes
frequências.

6Outro tipo de gráfico usado na análise de EIS, mostrando a impedância e o ângulo de fase
em função da frequência. No caso da representação 3D, apenas umas dessas é mostrada por vez.
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5 DETERMINAÇÃO DE PARACETAMOL POR ESPECTROSCOPIA DE
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Figura 20: Diagramas de Bod 3D mostrando o comportamento da mudança das
diferentes partes em MEIS com o aumento de concentração de paracetamol. Mos-
trando a parte (a) real,(b) imaginária, (c) deslocamento de fase e (d) deslocamento
de fase pré-tratado para concentrações de 0,5, 1,13, 1,75 e 2,38 µM (i, ii, iii, iv).
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Esse comportamento dos espectros de impedância se deve à natureza do pro-
cesso de transferência de carga ao redor do potencial de oxidação. Nos casos sem a
presença do analito e em potenciais abaixo do potencial de oxidação, a impedância
é influenciada pelo comportamento puramente capacitivo do sistema, especifica-
mente pela dupla camada eletroqúımica que se forma na superf́ıcie do eletrodo. A
dupla camada age como um capacitor, e nessas frequências, o sistema tem tempo
para responder às mudanças no sinal aplicado. Com o aumento de concentração,
a diminuição do ângulo de fase ao redor do potencial redox indica que processos
controlados por difusão (como o transporte de massa do analito até a superf́ıcie
do eletrodo) começam a desempenhar um papel mais significativo, o que indica a
ocorrência de um processo redox. Então, a impedância se torna mais complexa e
a corrente já não é totalmente capacitiva (90°) ou resistiva (0°), mas uma mistura
de comportamentos, refletindo que o sistema é dominado por uma combinação de
resistência, capacitância e difusão. Dessa forma, a transferência eletrônica começa
a ser relevante, resultando em uma queda na colaboração da parte imaginária7

(que também domina a parte absoluta) da impedância e um aumento na contri-
buição da parte real (resistiva). Em potenciais mais altos, a impedância volta
a aumentar com a diminuição da transferência eletrônica devido ao aumento da
camada de depleção e a limitação de transferência de massa, de tal maneira que
um comportamento capacitivo se torna cada vez mais dominante novamente.

Para que esses dados possam ser avaliados pelos modelos propostos, é necessário
que os sinais medidos possuam um comportamento aproximadamente linear. Nesse
caso, uma quantidade considerável de diluição foi necessária para a medição ade-
quada do MEIS dentro da faixa linear. Com o aumento das concentrações de
analitos e interferentes, após um certo ponto, as matrizes começam a mostrar
comportamento não linear, com os valores de impedância imaginários começando
a entrar em colapso e a forma das curvas de deslocamento de fase mostrando dis-
torções quando seus valores nas frequências mais baixas atingem abaixo de 50°.
Quando o processo difusivo é o dominante, o ângulo limite é 45 graus, portanto ao
se aproximar desse valor, os perfis de deslocamento de fase no sentido do potencial
mudam de forma e se “achatam”. Durante os testes, esse foi o caso de amostras
cujo deslocamento de fase em frequências mais baixas se aproximaram desse valor,
afetando consideravelmente os modelos criados a partir delas.

Tanto o paracetamol quanto o ácido úrico tiveram um efeito considerável no
sinal medido. O ácido ascórbico, por outro lado, não apresentou sinal distinto do
ácido úrico na região medida com as concentrações do conjunto de validação A.
O aumento das concentrações de ácido ascórbico tem um efeito percept́ıvel nos
modelos de previsão, mas com essa mesma caracteŕıstica.

7A reactância capacitiva tem sinal negativo, essa queda no gráfico implica valores mais
próximos de zero, menos capacitivos.
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Como descrito na introdução, os perfis normalizados de frequência do ácido
úrico e do paracetamol são consideravelmente similares, como pode ser visto na
Fig. 21, porém seus perfis na via do potencial são distintos. Apesar da alta
sobreposição, o ácido úrico afeta mais a região ao redor de 275 mV, enquanto o
efeito no sinal relacionado ao paracetamol está ao redor de 300 mV.

Figura 21: Perfis de frequência normalizados pela média do componente real do
EIS e o deslocamento de fase para paracetamol e ácido úrico a 300 mV.

5.3.2 Modelos PLS e CPLS de primeira-ordem

Cortes das MEIS em 325 mV foram utilizados para avaliar a “performance”de
modelos de primeira ordem nesse conjunto de dados. Os modelos de calibração
foram constrúıdos usando PLS e CPLS, testando tanto as partes reais, quanto
imaginárias, os vetores complexos e os de deslocamento de fase, com e sem cen-
trar os dados na média. Todos os modelos utilizaram o número de componentes
determinado por validação cruzada leave-one-out ao minimizar o erro de previsão.
Especificamente, duas, quatro, quatro e duas variáveis latentes para os modelos
real, imaginário, complexo e de deslocamento de fase, respectivamente.

No geral, os modelos utilizando números complexos produziram melhores resul-
tados, como indicado na Tab. 6. Para os dados centrados na média, a performance
preditiva dos modelos complexos e de deslocamento de fase se mostrou superior
comparada aos modelos com as partes reais ou imaginárias. No entanto, como
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pode ser visto na Tab. 6 e na Fig. 22, todos os modelos apresentaram dificuldade
em predizer o conjunto de validação, contendo vieses de predição sistemáticos, com
algumas amostras sendo preditas consideravelmente fora da curva.

Figura 22: Concentrações nominais contra preditas de paracetamol através de mo-
delos PLS e CPLS com as frações (a) reais, (b) imaginárias, (c) vetores complexos
e (d) deslocamento de fase.

Tabela 6: Valores de RMSE e R2 da previsão de paracetamol para os conjuntos de
calibração e validação obtida com os modelos baseados em PLS de primeira ordem
centrando na média.

Parâmetro Real Imaginário Complexo Desl. de fase
RMSEC (µM) 1,41 1,03 0,95 0,96
RMSEP (µM) 5,62 6,66 4,73 4,39

R2
C 0,68 0,83 0,85 0,85

R2
V 0,26 0,13 0,59 0,48
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5.3.3 Modelos PARAFAC e MCR

Testes preliminares com amostras preparadas em laboratório indicaram que,
em alguns casos, o PARAFAC poderia separar a contribuição de sinal do parace-
tamol, do ácido úrico e do eletrodo em matrizes reais usando 3 a 4 componentes.
No entanto, a reprodutibilidade das amostras se mostrou um problema, com uma
diferença considerável entre os escores das réplicas, especialmente em dias diferen-
tes. Uma das formas de mitigar esse problema foi por meio de uma correção interna
dos escores das amostras com paracetamol pelos escores do fator relacionado ao
sinal do eletrodo, os normalizando por esse valor. Dessa forma, os desvios entre
pontos com a mesma concentração foram reduzidos, mas se mantiveram consi-
deráveis. Usando matrizes de deslocamento de fase, a capacidade de deconvolução
dos modelos PARAFAC se mostrou insuficiente, sendo incapazes de modelar ade-
quadamente os vales na superf́ıcie das matrizes de deslocamento de fase, causados
pelo aumento dos ńıveis de paracetamol e ácido úrico, ilustrados na Fig. 20(c).
Nessa abordagem, PARAFAC2 tendeu a fornecer melhores resultados devido à sua
modelagem menos restrita.

No entanto, uma maneira diferente de abordar esse tipo de matriz de dados se
mostrou mais eficiente. Ao subtrair cada amostra de uma obtida de um branco, os
vales nas matrizes de deslocamento de fase tornam-se picos, com a contribuição do
eletrodo/tampão não precisando ser modelada através do PARAFAC, que agora
precisa de um componente a menos. Resultados semelhantes, mas mais consisten-
tes, também podem ser obtidos por um algoritmo de correção de linha de base
baseado em regressão spline assimétrica por mı́nimos quadrados (AsLSSR) [5, 67],
o aplicando às matrizes de deslocamento de fase sem o sinal negativo linha por
linha. Dessa forma, pode-se obter dados pré-tratados como mostrado na Fig. 23.

Figura 23: Exemplo de pré-tratamento usando AsLSSR em uma matriz MEIS de
deslocamento de fase. (a) Matriz de deslocamento de fase, (b) matriz de desloca-
mento de fase pré-tratada por AsLSSR.
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Embora essa abordagem tenha resultado na melhor replicabilidade entre amos-
tras feitas em laboratório no mesmo conjunto de dados (usando dois componentes e
restrições não negativas), os resultados obtidos tenderam a ser instáveis, com perfis
mudando consideravelmente ao adicionar ou remover amostras. Todas as aborda-
gens mencionadas tinham essa caracteŕıstica, embora as matrizes com correção de
linha de base mostram esse efeito em menor grau. Os perfis instrumentais obtidos
foram, em geral, consistentes com os valores esperados para os componentes puros
e o modelo trilinear obteve uma consistência de núcleo8 (CORCONDIA, do inglês
Core Consistency Diagnostic) de 73,69%. Os perfis obtidos podem ser vistos na
Fig. 24(b,c). No entanto, o modelo PARAFAC teve dificuldades em modelar as
amostras de validação, com a presença de urina, mostrando desvios positivos con-
sideráveis presentes nos escores de intensidade obtidos para os conjuntos de dados
de validação, como visto na Fig. 24(a).

Figura 24: Perfis deconvoluidos por PARAFAC (a, b, c) e MCR (d, e, f) com
restrições de não-negatividade das MEIS pré tratadas obtidas de misturas parace-
tamol/ácido úrico em urina.

Uma das posśıveis explicações para esse comportamento pode estar ligada à se-
melhança entre os perfis de frequência do paracetamol e do ácido úrico, na medida

8Teste que estima a extensão de variância do modelo representando variância trilinear dos
dados originais, sendo calculada através da comparação com um modelo Tucker3. Valores acima
de 90 representam alta trilinearidade, ao redor de 50 indicando desvios da trilinearidade e abaixo
disso desvios consideráveis.
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em que eles podem ser semelhantes o suficiente para que seus perfis normalizados
sejam aproximadamente colineares, o que pode levar a uma perda parcial de unici-
dade na solução de PARAFAC e a um resultado degenerado instável [26, 27]. Essa
caracteŕıstica pode não ser necessariamente intŕınseca ao MEIS quando aplicada
a outros compostos, mas neste caso espećıfico parece ser.

Modelos MCR/ALS também foram constrúıdos de maneira semelhante, desdo-
brando o tensor tridimensional na direção da frequência. Resultados sem restrições
obtiveram perfis irregulares na direção desdobrada, incluindo o aparecimento de
perfis espelhados. Isso era de se esperar, considerando os resultados irrestritos do
PARAFAC, especialmente devido à ambiguidade inerente a modelos MCR/ALS.
No entanto, como nos modelos PARAFAC, os efeitos podem ser mitigados usando
restrições de mı́nimos quadrados não negativos rápidos (fnnls, do inglês fast non-
negative least squares) no modelo. Com o uso dessas restrições de não negatividade,
os modelos MCR/ALS produziram resultados mais consistentes e semelhantes aos
obtidos com o PARAFAC, como visto na Fig. 24(c,d,e).

Figura 25: Resultado da otimização por MCR-bands com (b) e sem (a) o uso de
restrições de não-negatividade, mostrando os perfis das matrizes C (i e iii) e S (ii
e iv) para os componentes 1 (i e ii) e 2 (iii e iv). A linha tracejada indica a curva
inicial e as cont́ınuas os valores com contribuição máxima e mı́nima.

Uma análise do modelo deconvoluido através de MCR-bands [32] confirma uma
redução considerável na ambiguidade rotacional usando restrições não negativas
em ambos os modos, com os perfis das bandas em S e C se tornando considera-
velmente mais estreitos e atingindo o que é basicamente uma solução única, como
visto na Fig. 25. A diferença entre os valores f máximo e mı́nimo para os mo-
delos não restritos, refletindo a contribuição relativa do sinal de um determinado
componente para todo o sinal, atingiu 3,48Ö108 e 5,54Ö109 para os componentes
um e dois, respectivamente. Essa alta diferença indica considerável ambiguidade.
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Com a adição de restrições de não-negatividade, a diferença caiu para 0, indicando
ausência de ambiguidade rotacional com o estimador utilizado.

Dito isto, como no modelo PARAFAC, o desempenho preditivo do modelo
MCR nos conjuntos de validação ainda é falho, com um claro viés presente nos
resultados da validação, o que pode indicar uma separação de sinal inadequada,
mesmo com a ambiguidade reduzida.

5.3.4 Modelos N-PLS/RBL

Para os modelos N-PLS/RBL, 15 combinações diferentes de matrizes foram
avaliadas para definir as escolhas ideais para o tipo de matriz, número de com-
ponentes e região espectral a serem usados no modelo de calibração. Para cada
tipo de matriz, um ou mais tensores de dados foram concatenados na direção Edc,
com vários modelos sendo constrúıdos usando diferentes números de componentes
PLS e RBL, assim como diferentes faixas de frequência. A Tabela 7 contém os
resultados desses testes, mostrando os valores ideais para cada tipo de matriz e
marcando o modelo que produziu as melhores métricas com um asterisco.

Tabela 7: Resultados para os modelos de calibração N-PLS/RBL com di-
ferentes combinações de matrizes, especificando também qual combinação
de número de variáveis do modelo e faixa de frequência obteve os melho-
res resultados. Os tipos de matriz são representados pelas letras R (real), I
(imaginário), A (absoluta) e P (deslocamento de fase).

N
Tipo de Var. Var. Frequência RMSEP

R2

Matrix PLS RBL (Hz) (µM)

1 R 3 0 0,1-1000 0,69 0,73
2 I 2 0 0,1-1000 1,12 0,64
3 A 2 0 0,1-1000 1,13 0,63
4 P 3 0 0,1-518 0,59 0,93
5 RI 4 1 0,1-1000 0,78 0,70
6 RA 4 1 0,2-1000 0,78 0,68
7* RP 3 1 0,37-139 0,38 0,95
8 IA 3 0 0,1-1000 1,20 0,74
9 IP 5 1 0,37-139 0,68 0,89
10 AP 4 0 0,37-139 0,55 0,94
11 RIA 4 1 0,1-1000 0,80 0,73
12 RIP 4 0 0,37-139 0,57 0,94
13 RAP 4 0 0,37-139 0,56 0,94
14 IAP 4 0 0,37-139 0,58 0,93

Continua na próxima página.
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5 DETERMINAÇÃO DE PARACETAMOL POR ESPECTROSCOPIA DE
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Tabela 7: ...(continuado da página anterior)

N
Tipo de Var. Var. Frequência RMSEP

R2

Matrix PLS RBL (Hz) (µM)

15 RIAP 4 0 0,37-139 0,58 0,93
*Melhor resultado

Como visto na Tab. 7, apenas os modelos que usaram as matrizes de desloca-
mento de fase obtiveram valores de R2 maiores que 0,90, com matrizes concate-
nadas adicionadas melhorando ou diminuindo ligeiramente o desempenho. Outro
resultado notável deste teste é o aprimoramento de modelos contendo a matriz de
deslocamento de fase ao remover linhas com dados medidos em altas frequências,
que são menos dependentes da composição da amostra e mais suscet́ıveis a va-
riações no próprio eletrodo e condutividade da solução. A remoção de um a dois
vetores na faixa de frequência mais baixa também levou a melhorias no desempe-
nho. Nas diferentes combinações testadas, a que apresentou o melhor desempenho
preditivo foi a combinação da parte real dos espectros de impedância com a matriz
de deslocamento de fase (multiplicada por 104 por razões de escala). O modelo
utilizou três variáveis latentes para o modelo PLS e uma para a bilinearização
residual. Os resultados da previsão e os valores de mérito para os modelos podem
ser encontrados na Fig. 26 e Tab. 8.

Figura 26: Resultados de previsão para os conjuntos de dados de calibração e
validação usando as matrizes reais e de deslocamento de fase por meio de N-
PLS/RBL.
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Tabela 8: Resultados de previsão das amostras de validação para um modelo
N-PLS/RBL constrúıdo com 3 componentes PLS e 1 RBL. As amostras de
urina estão indicadas por U, as amostras do primeiro conjunto de validação
(com adição de urina real) por VA e as do segundo conjunto de validação
(com adição de urina real e ńıveis mais elevados de ácido ascórbico) por VB.

Amostra
C (µM) SD Reśıduos LoDmin LoDmax

Nom. Pred. (µM) s/RBL c/RBL (µM) (µM)

U1 0,00 0,73 0,0844 5,41E03 1,36E03 0,11 0,38
U2 0,00 0,39 0,1266 8,94E03 3,78E03 0,21 0,44
U3 0,00 0,29 0,1113 6,22E03 1,11E03 0,10 0,38
VA1 1,73 1,79 0,0793 6,00E03 2,57E03 0,23 0,45
VA2 1,73 1,96 0,0855 9,51E03 3,18E03 0,43 0,63
VA3 0,80 1,28 0,0728 7,81E03 2,45E03 0,27 0,48
VA4 0,80 1,41 0,0810 7,96E03 2,63E03 0,29 0,50
VA5 2,70 2,62 0,1067 9,15E03 2,89E03 0,39 0,59
VA6 1,73 1,74 0,0690 6,71E03 2,11E03 0,21 0,44
VA7 2,70 2,66 0,1216 7,89E03 2,97E03 0,36 0,56
VA8 2,70 2,57 0,1228 1,09E04 3,49E03 0,60 0,81
VA9 0,80 1,24 0,0815 5,80E03 2,76E03 0,24 0,46
VB1 1,73 2,23 0,0839 7,47E03 2,50E03 0,26 0,47
VB2 1,73 1,80 0,1438 7,19E03 3,90E03 0,44 0,64
VB3 0,80 0,94 0,0753 6,47E03 1,49E03 0,14 0,40
VB4 0,80 1,25 0,1837 5,82E03 2,07E03 0,15 0,40
VB5 2,70 3,25 0,1470 1,09E04 3,71E03 0,54 0,75
VB6 1,73 2,00 0,0937 6,21E03 3,48E03 0,28 0,49
VB7 2,70 3,35 0,2523 1,70E04 7,95E03 2,11 2,56
VB8 2,70 2,28 0,1397 1,61E04 6,72E03 1,80 2,20
VB9 0,80 0,71 0,7219 1,62E04 6,79E03 2,81 3,39

Como essa abordagem cria um modelo N-PLS/RBL por amostra, cada amos-
tra terá seu próprio intervalo de Limites de Detecção (LoD, do inglês Limit of
Detection), calculado usando as leverages extrapoladas mais baixas e mais altas
até o ponto de concentração zero do analito [69]. Nesse caso, uma amostra será
considerada positiva se estiver acima do intervalo máximo de LoD. Devido a essa
particularidade, pode não ser razoável definir um valor global para LoDs com essa
abordagem, uma vez que o ńıvel de interferência no sinal varia para cada amostra.
Ao avaliar os valores na Tab. 8, as amostras de validação VB7, VB8 e VB9 pare-
cem ser discrepantes quando se trata de valores de LoD, com esses valores sendo
consideravelmente mais altos do que o resto, todos aparecendo acima de 2 µM.
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Eles também tinham reśıduos de modelo consideravelmente maiores, até maiores
do que o dobro dos outros. O restante das amostras apresentou valores máximos
de LoD mais consistentes, na faixa de 0,51 ± 0,26 µM (95% de confiança), o que
equivale a 206 ± 104 µM de paracetamol na urina não dilúıda, considerando uma
diluição de 1:400.

A partir dos resultados mostrados na Fig. 26, também é posśıvel ver um
comportamento diferente para ambos os conjuntos de validação. O conjunto de
validação A parece ter resultados consistentes, independentemente dos ńıveis de
interferentes dentro da faixa experimental proposta, mas com um desvio notável
da curva de previsão, com suas amostras seguindo uma inclinação distintamente
diferente, o que é consistente com um efeito de matriz nessas amostras. O conjunto
de validação B, por outro lado, não parece ter essa diferença de inclinação, mas
também tem resultados menos consistentes, com menor precisão entre as amostras
de mesma concentração de paracetamol. Se essa diferença entre os conjuntos é
causada pelas diferentes urinas ou apenas o efeito dos ńıveis consideravelmente
mais altos de ácido ascórbico ainda não foi determinado.

Uma das posśıveis razões para uma diferença tão acentuada entre os modelos
constrúıdos com a matriz de deslocamento de fase e aqueles sem ela pode ser
avaliada usando um mapa de desvios padrões das matrizes usadas na construção
do modelo de calibração, conforme mostrado na Fig. 27.

Como visto na Fig. 27(d), as matrizes de deslocamento de fase ainda têm
uma quantidade considerável de variação em faixas de frequência mais altas em
comparação com as outras, mostrando perfis mais dependentes de Edc e uma pe-
quena banda próxima a 1 kHz (aparentemente não dependente de Edc). No sentido
do potencial, a variação também é limitada principalmente a um intervalo corre-
lacionado aos analitos de interesse. As matrizes reais têm um comportamento
semelhante, mas mais limitado às faixas de frequência mais baixas. As matrizes
imaginárias e absolutas, no entanto, mostram um perfil de variação mais espa-
lhado em Edc, o que pode ser um indicativo de que uma parte considerável do
sinal nessas matrizes é independente dos analitos de interesse, com uma linha de
base variável de amostra para amostra. Essa caracteŕıstica pode ser uma posśıvel
razão para o baixo desempenho desses tipos de matrizes na construção de modelos
de calibração. De maneira semelhante, essa também pode ser a razão da ligeira
melhoria de desempenho em modelos com as matrizes de deslocamento de fase
ao remover partes da faixa de alta frequência, que contêm a banda de variância
não-dependentes de Edc.

A mudança de linha de base, no entanto, pode não ser completamente res-
ponsável pelo baixo desempenho de matrizes imaginárias e absolutas neste caso.
A correção de linha de base com regressão spline assimétrica de mı́nimos quadra-
dos (AsLSSR) [5, 67] em cada linha individual das matrizes imaginárias conseguiu
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Figura 27: Perfis de desvio padrão para o conjunto de calibração. (a) Real, (b)
Imaginário, (c) módulo e (d) deslocamento de fase.

corrigir a mudança da linha de base, como visto na Fig. 28, e ajudou a obter ma-
trizes mais consistentes. No entanto, o desempenho de previsão dos conjuntos de
dados de validação em modelos constrúıdos com essas matrizes continuou inferior.
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Figura 28: Exemplo de correção de linha de base de matrizes imaginárias MEIS
usando AsLSSR. (a) matrizes imaginárias não pré-tratadas, (b) matrizes ima-
ginárias pré-tratadas.

5.3.5 Notas sobre o uso de urina sintética

Na tentativa de replicar o efeito de matriz percebido observado nos resultados
de predição do conjunto de validação A, foram realizadas medidas utilizando dilu-
ente de urina Sigmatrix e urina sintética laboratorial, como a preparada por Laube
et al. [70]. Embora os modelos em ambos os casos tenham se comportado de ma-
neiras consideravelmente diferentes, nenhum deles conseguiu replicar um efeito de
matriz semelhante à urina real.

O uso do diluente de urina Sigmatrix levou a uma considerável mudança nos
perfis experimentais obtidos, incluindo uma considerável redução e deslocamento
do sinal do ácido úrico. O paracetamol também foi afetado, mesmo que não na
mesma escala. Uma das posśıveis razões para esse comportamento é a presença
de azida sódica como conservante, que é um forte redutor e poderia levar a esses
resultados. De qualquer forma, seu uso foi considerado inadequado para essa
aplicação espećıfica.

O uso da urina sintética produzida em laboratório de acordo com a composição
descrita na Tab. 9 não levou ao tipo de sinal percebido nem às alterações percebi-
das quando comparado às amostras reais, sendo indistingúıvel de um branco feito
apenas com a solução tampão, o que aponta para a possibilidade de outros compo-
nentes menores na urina, não contabilizados na urina sintética, causarem o efeito
de matriz percebido.

A urina é uma matriz complexa, com sua composição espećıfica variando con-
sideravelmente mesmo para indiv́ıduos saudáveis. Para técnicas eletroqúımicas,
tentar obter uma matriz sintética com comportamento semelhante pode ser desa-
fiador e sua aplicação não é trivial.
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Tabela 9: Composição da urina sintética produzida em laboratório. Adaptado de
Laube et al.

Componente Concentração (g/L)
CaCl2 · 2H2O 1,10

NaCl 2,93
Na2SO4 2,25
KH2PO4 1,40

KCl 1,60
NH4Cl 1,00
Uréia 25,00

Creatinina 1,10

5.4 Conclusões e perspectivas

A criação de modelos de segunda ordem usando MEIS e a detecção e quan-
tificação de paracetamol em amostras de urina usando essa metodologia foram
bem-sucedidas, com esse sistema-modelo espećıfico também permitindo avaliar
suas caracteŕısticas, vantagens e desvantagens.

Das diferentes formas em que os dados de impedância estavam dispońıveis, as
matrizes de deslocamento de fase obtiveram o melhor desempenho para análise
de segunda ordem, mostrando melhor replicabilidade entre as amostras e resul-
tando em melhores modelos de calibração. Os modelos de calibração N-PLS/RBL
também puderam ser aprimorados pela concatenação da parte real das matrizes
de espectros de impedância multivia com as de delocamento de fase, reduzindo o
desvio médio e melhorando o fator de correlação entre os valores de concentração
previstos e nominais, fornecendo um R2 de 0,95 e um RMSEP de 0,38 µM.

Embora tanto o PARAFAC quanto o MCR/ALS com restrições não negativas
tenham conseguido obter perfis instrumentais deconvolúıdos consistentes usando
matrizes de deslocamento de fase após a correção da linha de base por AsLSSR,
o baixo desempenho de seus modelos de calibração pode indicar má separação
de sinal usando esses métodos. Uma das posśıveis razões para isso é a quase-
colinearidade dos perfis de frequência de paracetamol e ácido úrico na região me-
dida, afetando a unicidade do resultado (no caso do PARAFAC) e a ambiguidade
rotacional (nos modelos MCR/ALS). Embora a aplicação de restrições não nega-
tivas no modelo MCR/ALS tenha levado a uma redução drástica na ambiguidade
rotacional, ele ainda apresenta um desempenho de previsão consideravelmente me-
nor quando comparado com os modelos N-PLS/RBL.

Uma das principais desvantagens da metodologia proposta é a necessidade de
diluição considerável para manter as medições na faixa linear. No entanto, isso
também aponta que, em matrizes mais simples, permitindo menores quantidades
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de diluição, o uso de MEIS com métodos de segunda-ordem pode potencialmente
atingir limites relativamente baixos de detecção, mesmo na presença de sinais
sobrepostos.
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6 Determinação de canabinoides sintéticos por voltametria 3D

6.1 Introdução

O cont́ınuo desenvolvimento de drogas sintéticas tem se mostrado uma fonte
constante de desafios anaĺıticos. Estando esses compostos muitas vezes presentes
em diversos tipos de matrizes diferentes e sendo comumente vendidas mistura-
das com compostos que podem a priori nem serem conhecidos pelas autoridades,
o desenvolvimento métodos de detecção desses compostos utilizando de técnicas
robustas a interferentes desconhecidos se torna especialmente relevante.

Entre essas, um grupo de substâncias que ganhou destaque é a dos canabi-
noides sintéticos (SCs, do inglês Synthetic Cannabinoids), compostos criados para
estimular os receptores canabinoidais endógenos responsáveis por mediar os efeitos
farmacológicos do tetrahidrocanabinol (THC) [71]. Apesar de seu uso original ser
voltado à pesquisa de receptores farmacológicos, esse grupo de compostos acabou
sendo produzido e usado como drogas de abuso, sendo inclusive comercializados
legalmente na Europa e nos Estados Unidos até seu controle e proibição a partir
dos anos 2010 [72]. Apesar de estimularem os mesmos receptores que o THC, a
afinidade destes é consideravelmente maior pelos canabinoides sintéticos, podendo
levar a efeitos mais intensos e podendo causar reações psicológicas, neurológicas,
cardiovasculares, pulmonares e renais adversas, podendo resultar em danos a saúde
do usuário ou até mesmo morte [73–76]. Esses efeitos adversos também podem ser
mais comuns devido à maneira com a qual essas drogas são preparadas, com as mis-
turas herbais sendo borrifadas, com os componentes ativos ou misturadas com um
pó que os contém, podendo resultar em uma baixa uniformidade de concentração
[77], aumentando o risco de overdoses acidentais [71].

A criação cont́ınua de novos SCs é outro ponto relevante a esse tipo de aplicação
[78, 79], com a modificação de compostos existentes por meio da adição ou subs-
tituição de grupos funcionais sendo uma abordagem comumente empregada [80,
81]. Portanto, métodos anaĺıticos capazes de se adaptar a essas rápidas mudanças
e identificar classes de SCs para fins de triagem são altamente relevantes [82].

Comumente, a detecção desses compostos se dá a partir de técnicas croma-
tográficas em um laboratório especializado, com métodos utilizando tanto croma-
tografia em fase gasosa [83–85] quanto em fase ĺıquida[86–88]. Mas, muitas vezes
é de interesse policial a possibilidade de medições preliminares no campo. No que-
sito portabilidade, técnicas eletroqúımicas se mostram especialmente aptas, com
potenciostatos relativamente robustos, eletrodos e soluções de eletrólitos podendo
ser carregados em pequenas maletas.

No contexto de técnicas eletroqúımicas, uma das maneiras mais comuns de se
obter tais métodos é o uso de eletrodos especializados, altamente seletivos aque-
les compostos em espećıfico, como é o caso de eletrodos usando poĺımeros com
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impressão molecular (MIPs, do inglês Molecularly Imprinted Polymers) [89–91],
biossensores eletroqúımicos [92, 93], entre outros [94, 95]. Apesar das claras van-
tagens que esses eletrodos podem trazer, seu uso pode ser limitado por razões
puramente industriais e loǵısticas. Como toda nova tecnologia, existem dificulda-
des ao iniciar seu uso e produção. Por exemplo, por seu uso não ser adotado no
momento, a sua manufatura muitas vezes não possui escala o bastante para um
processo industrial mais avançado e replicável. Mas por não possuir essa carac-
teŕıstica, o produto também se torna mais caro e de mais dif́ıcil implementação,
não sendo um processo necessariamente trivial.

Por outro lado, essa não é a única maneira de se obter seletividade em um
método anaĺıtico. Como foi citado anteriormente, a utilização de técnicas de or-
dem superior tem o potencial de fornecer essa seletividade no resultado a partir
de propriedades matemáticas das técnicas instrumentais utilizadas. Com uma
seleção e otimização de técnicas adequadas, é teoricamente posśıvel obter uma boa
performance mesmo com o uso de eletrodos não especializados, comercialmente
dispońıveis, facilitando assim sua implementação.

A detecção voltamétrica de SCs usando eletrodos comerciais como método de
triagem foi proposta anteriormente. Por exemplo, Dronova et al. demonstraram
a detecção eficaz de SCs à base de indol e indazol em amostras de rua [96]. No
entanto, algumas limitações devem ser consideradas. Em alguns casos, diferentes
SCs podem sofrer reações colaterais eletroqúımicas durante a medição, afetando
o voltamograma obtido, como observado por Ameen et al. em misturas contendo
STS-135 e BB-22 [97]. Outro fator que potencialmente limita essas aplicações é a
variabilidade inerente à fabricação desses produtos, podendo levar à presença de
interferentes desconhecidos [77], que podem afetar adversamente os sinais medidos.
Nesses casos, pode ser necessária uma abordagem anaĺıtica mais seletiva, com
as técnicas quimiométricas de ordem superior tendo o potencial de aumentar a
seletividade em um sinal misto. A incorporação da quimiometria na análise forense
está se tornando cada vez mais comum [98–100], especialmente com métodos de
primeira ordem, com aplicações desse tipo se tornando mais difundidas e aceitáveis
no meio.

Uma abordagem para gerar dados multivia com técnicas eletroqúımicas é o
uso de voltametria tridimensional. A voltametria tridimensional em termos sim-
ples e práticos refere-se à associação de técnicas eletroqúımicas independentes e
dependentes do tempo, nas quais a terceira via corresponde à intensidade do sinal
elétrico registrado. No final dos anos 2000, o escopo da voltametria 3D foi am-
pliado por meio de sua associação com modelagem de dados de segunda ordem
[101]. A maneira mais comum para se aplicar essa técnica envolve a obtenção
de voltamogramas sequenciais enquanto se altera gradualmente certos parâmetros
instrumentais entre as medições. Ao empilhar cada voltamograma, uma matriz de
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dados por amostra é gerada, na qual o potencial varia em uma via e o parâmetro
alterado na outra. Várias abordagens para gerar tais dados são descritas na li-
teratura, incluindo voltametria de pulso diferencial (DPV) mudando a amplitude
[5, 6, 16] e tempo de pulso [6], bem como voltametria de onda quadrada (SWV)
em diferentes frequências [5]. Essas técnicas demonstraram alcançar a vantagem
de segunda ordem, permitindo a determinação mesmo em situações que envolvem
sobreposição considerável de sinal e componentes de amostra inesperados, exigindo
um pré-tratamento mı́nimo da amostra.

Essas caracteŕısticas tornam essas técnicas e métodos adequados para a tria-
gem de SCs em amostras de rua usando eletrodos não especializados dispońıveis
comercialmente. Essa adequação surge especialmente de sua capacidade combi-
nada de separar e analisar os sinais de componentes espećıficos dentro de matrizes
complexas, obter perfis identificáveis para cada componente e realizar essas tarefas
usando métodos que podem ser rápidos e portáteis.

Nesse caṕıtulo, será avaliado o uso de técnicas voltamétricas 3D e análise de
dados de ordem superior para identificação de canabinoides sintéticos em matrizes
herbais. Mais especificamente, amostras contendo SCs com centros de indazol-3-
carboxamida e indol-3-oato de 8-quinolina foram analisadas, incluindo 5F-AKB48,
AKB48, AB-CHMINACA, 5F-PB-22 e BB-22. As amostras utilizadas nesse estudo
foram todas obtidas em apreensões no condado de Lincolnshire, Reino Unido por
autoridades policiais, sendo essas referenciadas aqui pelo nome anonimizado de
suas marcas comerciais. A composição dessas amostras foi determinada com o
uso de CG-MS rápido, com a identificação sendo feita através de uma comparação
dos picos da espectrometria de massas com uma biblioteca NIST (2008) usando
o adendo SWGDRUG (abril de 2015) [102]. Suas concentrações em espećıfico
são mais dif́ıceis de determinar devido a alta variabilidade entre amostras e a
heterogeneidade das mesmas, com concentrações entre pacotes da mesma marca
podendo ter diferenças de mais de 50% na concentração total. Todo o procedimento
experimental foi conduzido no Joseph Banks Laboratories, localizado na University
of Lincoln.

6.2 Metodologia

6.2.1 Descrição do sistema

Todas as amostras são compostas de misturas herbais, se encontrando em pa-
cotes selados a vácuo, da maneira que seriam disponibilizadas para o público geral.
Pelo produto final ser baseado em uma mistura de SCs com um produto natural e
diferentes aditivos, essas misturas podem variar consideravelmente entre marcas,
mas de maneira geral elas são comumente feitas com folhas de Althaea officina-
lis Linnaeus, também conhecida como malva-branca, malváısco ou marsh mallow,
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misturadas com diversas outras a depender do blend utilizado. No total, foram
analisados 48 pacotes de 35 diferentes marcas comerciais de SCs.

Para esse estudo, o foco será dado na detecção de duas classes de canabinoides:
baseados em indazol e em indoloato de quinolina; cobrindo assim todos os SCs de-
tectados nas amostras obtidas. Os SCs detectados por CG-MS foram o 5F-AKB48,
AKB48, AB-FUBINACA e AB-CHMINACA entre as baseadas em indazole e 5F-
PB-22, BB-22 entre as baseadas em indoloato de quinolina [103, 104], com suas
estruturas moleculares sendo indicadas na Fig. 29. A diferença do AKB48 para o
5F-AKB48 é a substituição do átomo de flúor nessa estrutura por um hidrogênio.

Considerando que as amostras são misturas herbais, existem diversos compo-
nentes que podem agir como interferentes nas medições. Além de ser uma matriz
complexa por si só, se tratando de matéria vegetal, não é incomum a adição de aro-
matizantes e flavorizantes espećıficos por cada fabricante, que podem agir como
interferentes [77]. Outros compostos usados na fabricação desses produtos que
também foram detectados incluem a 8-hidroxiquinolina e polietilenoglicol.

A lista com todas as marcas e amostras utilizadas, assim como os compostos
detectados por análise usando fast GC/MS pode ser encontrada no Apêndice C.

Figura 29: Estruturas moleculares da (a) 5F-AKB48, (b) 5F-PB-22, (c) AB-
CHMINACA, (d) AB-FUBINACA, e (e) BB-22.

As amostras dispońıveis variaram em composição, contendo misturas e SCs
individuais. Notavelmente, entre os SCs mencionados acima, AB-FUBINACA
nunca apareceu como o único SC de sua classe em nenhuma amostra. BB-22 por
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VOLTAMETRIA 3D

outro lado nunca apareceu como o único SC isolado. Devido a essa ausência,
amostras feitas em laboratório contendo apenas BB-22 foram preparadas tanto
para analisar seu perfil voltamétrico (avaliando sua semelhança com outros SCs
dentro da mesma classe), como para testar o desempenho do modelo de detecção
para este SC espećıfico. Essas amostras foram produzidas pulverizando BB-22
dissolvido em acetonitrila em folhas de marshmallow picadas, usando 59,9 mg
de BB-22 por grama de marshmallow. As folhas foram colocadas em um vidro
de relógio, pulverizadas, deixadas secar e depois armazenadas. No entanto, as
amostras feitas em laboratório exibiram sinais consideravelmente mais baixos em
comparação com as amostras de rua, e o processo de fabricação resultou em perdas
consideráveis, como evidenciado pela quantidade de reśıduo remanescente no vidro
de relógio após a remoção da amostra. Essas foram testadas como amostras de
menor concentração e marcadas como um grupo distinto nos resultados, não sendo
contadas nos cálculos das métricas de performance para evitar vieses nesses.

6.2.2 Reagentes e soluções

Neste estudo, foram utilizados acetonitrila de grau HPLC (CAS 75-05-8) da
Fisher Chemical, tetrafluoroborato de tetrabutilamônio (CAS 429-42-5) e pó de
polimento de alumina de 0,05 µm da Sigma-Aldrich (MO, EUA). Amostras de
marshmallow foram obtidas da Health Embassy LTD (Cheltenham, Reino Unido).

6.2.3 Equipamento utilizado

Para a cela eletroqúımica foram utilizados um eletrodo de carbono v́ıtreo
como eletrodo de trabalho, um fio de platina como contra-eletrodo e um eletrodo
Ag/AgCl preenchido com uma solução de KCl como referência. A solução a ser me-
dida foi colocada em um frasco de vidro, com os eletrodos sendo colocados em um
suporte proprietário impresso em resina fotossenśıvel (Elegoo 4K water-washable
space grey), em uma impressora 3D Elegoo Saturn 2. O arranjo experimental em
espećıfico foi feito tendo em mente facilitar sua adaptação para um sistema portátil.
Uma foto da cela eletroanaĺıtica pode ser vista na Fig. 30. As especificações desse
suporte podem ser encontrados no Apêndice D.
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Figura 30: Suporte proprietário desenvolvido para cela eletroanaĺıtica.

Uma balança anaĺıtica Sartorius Entris com quatro casas decimais foi usada
para pesar amostras e reagentes, e um tanque de limpeza ultrassônica GT Sonic
operando a 40 kHz foi usado para extração de amostras. A análise eletroqúımica
foi feita utilizando um potenciostato tipo Metrohm Autolab PGSTAT302N com
o programa Nova 2.1 (Utrecht, Holanda). A análise de GC-MS foi feita usando
um cromatógrafo gasoso Perkin Elmer Clarus 680 e um espectrômetro de massas
Clarus SQ 8 C (CT, EUA).

6.2.4 Preparo de amostras

Das marcas comerciais de cannabis sintética dispońıveis para análise, todas ti-
veram ao menos uma amostra sendo processada, com certas marcas tendo múltiplas
amostras sendo coletadas, sempre de diferentes pacotes e, se posśıvel, de diferentes
apreensões.

Uma vez abertas, as amostras passaram por um processo de extração, com
0,06 g de amostra sendo extráıda com o uso de 5 mL de acetonitrila em um frasco
de vidro fechado, sendo então sonicada por 10 minutos em um tanque de limpeza
ultrassom.

Desse extrato, 4 mL são transferidos para um balão volumétrico de 5 mL junto
de 500 µL de uma solução 1 mol.L-1 de tetrabutilamônio tetrafluoroborato (CAS
429-42-5), sendo posteriormente avolumado. Assim, a amostra anaĺıtica conterá o
extrato herbal em acetonitrila com 0,1 mol.L-1 de TBATFB.

Para gerar amostras negativas a ambos os analitos, folhas de Althaea officinalis
L. obtidas comercialmente foram utilizadas, gerando brancos com uma matriz
similar. No total, nove dessas amostras de malva branca foram medidas, assim
como três medições contendo apenas a acetonitrila e o TBATFB.
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6.2.5 Análise por CG-MS

A análise de CG-MS foi realizada em extratos metanólicos, usando 100 mg de
amostra, 1 mL de MeOH, vórtice por 120 segundos e filtrado com membrana de
0,45 µm. O cromatógrafo usou uma coluna SLB-5MS (Supelco) usando hélio a
0,5 mL·min-1 como transportador com uma razão de 100:1. O injetor foi ajustado
para 280 °C com injeções de 0,5 µL. O forno foi programado de 100 °C a 270°C a 50
°C·min-1, mantido por 6,93 minutos e depois aumentado para 275 °C a 5 °C·min-1.
A espectrometria de massas foi realizada com uma linha de transferência a 280 °C,
a fonte EI+ a 200 °C, energia eletrônica a 70 eV, faixa de massa a 40-500 m/z,
ciclos de varredura de 0,5 s e CDI a 0,01 s. Todas as medições foram realizadas
na University of Lincoln. Os resultados foram processados com o software Perkin
Elmer TurboMass (2014) usando o banco de dados NIST 2008 com o adendo
SWGDRUG (abril de 2015).

6.2.6 Escolha da técnica anaĺıtica

Para uma análise preliminar de qual método de voltametria 3D seria mais ade-
quado à análise, assim como delimitar a região a ser medida, 5 diferentes métodos
foram testados (sendo referenciados aqui como método A ao método E), dois deles
baseados em DPV e três deles baseados em SWV.

O método A se baseia em na mudança linear da amplitude do pulso em uma
DPV, com dez curvas sendo medidas em diferentes valores. O método B, por
sua vez, usa diferentes valores na duração do pulso para gerar a segunda via. As
especificações dos métodos A e B se encontram em mais detalhes na Tab. 10.

Tabela 10: Especificações dos métodos preliminares baseados em DPV.

Propriedade Método A Método B

Potencial (V) 0,0-1,9 0,0-1,9
Passo (V) 0,01 0,01

Amplitude do pulso (mV) 10-200 50
Duração do pulso (ms) 20 10-40

Intervalo (ms) 200 200

Os métodos C, D e E, por sua vez, se baseiam no uso de SWV, com o método
C variando a amplitude da onda quadrada para gerar a segunda via e os métodos
D e E variando a frequência da onda quadrada em dois alcances diferentes. As
especificações dos métodos C, D e E se encontram em mais detalhes na Tab. 11.

61
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Tabela 11: Especificações dos métodos preliminares baseados em SWV.

Propriedade Método C Método D Método E

Potencial (V) 0,0-1,9 0,0-1,9 0,0-1,9
Passo (V) 0,01 0,01 0,01

Amplitude da onda (mV) 10-50 20 20
Frequência (Hz) 10 10-100 1-10

Para essa avaliação preliminar, determinando qual dessas pode trazer maiores
vantagens para a análise, três amostras foram selecionadas do conjunto, uma con-
tendo apenas 5F-AKB48, uma contendo apenas 5F-PB-22 e uma contendo ambas.
Mais especificamente, CB28, CB32 e CB34 (respectivamente). Os voltamogramas
obtidos podem ser vistos na Fig. 31.

Figura 31: Voltamogramas multivia obtidos com o uso dos métodos preliminares
A, B, C, D e E respectivamente para a mistura herbal CB34.
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Como visto na Fig. 31, a mudança em valores do tempo de pulso da DPV mos-
traram efeitos proporcionalmente diferentes para os picos da 5F-AKB48 (próximo
a 1,8 V) e a 5F-PB-22 (próximo a 1,6 V), indicando a existência de um perfil
diferente nessa via. Sendo assim, esse fator pode ser especialmente relevante para
a deconvolução dos sinais em suas contribuições puras.

Devido a essas colocações, os métodos A e B foram escolhidos e modificados,
sendo adotados portanto apenas métodos baseados em DPV. A região de potencial
escolhida também foi encurtada, a amplitude de pulso máxima do método A foi
reduzida e o intervalo de pulso máximo do método B foi aumentado, resultando
nas duas metodologias mostradas na tabela 12, A’ e B’.

Tabela 12: Especificações dos métodos baseados em DPV ajustados para a medição
das drogas de abuso em acetonitrila.

Propriedade Método A’ Método B’

Potencial (V) 0,5-1,9 0,5-1,9
Passo (V) 0,01 0,01

Amplitude do pulso (mV) 10-100 50
Duração do pulso (ms) 20 10-100

Intervalo (ms) 200 200

6.2.7 Medição de dados voltamétricos

O extrato vegetal processado de cada amostra foi transferido para a cela ele-
troqúımica para aquisição dos voltamogramas. Todas as amostras foram medidas
usando os métodos A’ e B’, gerando uma matriz por amostra por método. O
eletrodo de trabalho foi lavado com acetonitrila e polido com pó de polimento de
alumina 0,05 µm e lavado com água deionizada entre as medições.

6.2.8 Tratamento de dados

Pré-tratamento
Um dos objetivos desse trabalho é avaliar o efeito de pré-tratamento nos modelos
de triagem. Diferentes opções foram avaliadas, com a escolhida sendo o uso de
correção de linha de base seguida por alinhamento de pico. Com os dados sendo
reorganizados em uma única matriz desdobrada, cada medição DPV passa por
uma correção de linha de base usando AsLSSR [67], com a ordem de diferenças
igual a 3, λ de 10-6 e p igual a 0,001. Após a correção de linha de base, os picos
são alinhados com icoshift [105], usando o voltamograma médio como referência e
dez intervalos. Após esse pré-tratamento, a matriz é redobrada no tensor de dados
original, podendo então ser analisada.
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Deconvolução por PARAFAC
O tensor de dados obtido pode ser deconvoluido por PARAFAC em duas vias
instrumentais e uma de amostras, com as instrumentais sendo usadas para identi-
ficação dos compostos e a via amostral. Sendo um parâmetro ligado à intensidade
de sinal (e portanto concentração), sendo usada para a classificação de amostras.
Para definir o número ótimo de componentes uma estratégia baseada em COR-
CONDIA foi utilizada [106].

6.3 Resultados e Discussão

6.3.1 Dados obtidos

Todas as amostras foram medidas utilizando as duas metodologias e os ban-
cos de dados foram preparados a partir delas com e sem pré-tratamento. En-
quanto uma fração considerável das amostras mostrou picos bem definidos, muitas
possúıram a presença de perfis únicos e até bandas não relacionadas com os analitos
listados anteriormente, o que, dado a complexidade da matriz, não era inesperado.
Alguns exemplos das matrizes de dados obtidas podem ser vistos na Fig. 32.

Figura 32: Exemplos de matrizes obtidas por DPV 3D para o conjunto de dados
da cannabis sintética com variação de amplitude do pulso (i) e tempo de pulso (ii).
As amostras nessa figura são: (a) CB21, (b) CB26 e (c) CB23.

Como visto na Fig. 32 (c, i), DPVs com variações de amplitude de pulso eram
propensas a deslocamento de pico, embora tais mudanças fossem sutis em amostras
individuais. Além disso, algumas amostras, como a “CB23” mostrada na Fig. 32
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6 DETERMINAÇÃO DE CANABINOIDES SINTÉTICOS POR
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(c, i), exibiram um perfil de sinal distintamente diferente nos valores superiores da
amplitude do pulso, com correntes de pico atingindo um valor máximo e constante,
o que pode resultar em uma quebra na estrutura trilinear esperada do tensor de
dados.

Como mencionado anteriormente, SCs semelhantes tendem a exibir sinais se-
melhantes [96, 97], o que pode permitir detectar e classificar grupos de SC com
grupos eletroativos semelhantes. Com base em suas estruturas moleculares e estu-
dos anteriores, infere-se que esses picos correspondem à oxidação de três porções
diferentes: indazoles em torno de 1,80V, indóis em torno de 1,55V e quinolinas
em torno de 1,64V. Neste trabalho, cada SC individual analisado contém a porção
indazol ou as porções indol e quinolina, como um indoloato de quinolina. As dife-
rentes estruturas centrais presentes nas SCs identificadas podem ser vistas na Fig.
33

Figura 33: Centros comuns às duas classes de canabinoides listadas. (a) Indazol-
3-amida, similar à APINACA; (b) Indol-3-oato de 8-quinolina, similar a PB-22.

Um exemplo dos resultados do pré-tratamento de dados pode ser visto na Fig.
34. Dessa forma, tem-se para análise quatro bancos de dados: DPV com mudança
de tempo de pulso com e sem pré-tratamento e DPV com mudanças de amplitude
de pulso com e sem pré-tratamento.

6.3.2 Análise de dados

Modelos PARAFAC
Os dados obtidos das voltametrias foram organizados em quatro tensores tridi-
mensionais, sendo posteriormente cortados na região de 1,5 a 1,9 V, onde perfis
relevantes para a análise de SCs foram encontrados. Em todos os casos, o tensor
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Figura 34: Comparação da DPV 3D de uma amostra com mudanças de tempo de
pulso, mostrando (a) os dados brutos e (b) pré-tratados por meio de AsLSSR e
icoshift. Os valores de tempo de pulso (tp) das curvas mostradas vão de 10 a 100
ms com incrementos de 10 ms.

foi deconvoluido em dois fatores usando restrições de não-negatividade nos três
modos, com valores de CORCONDIA caindo abruptamente para abaixo de 50
com três ou mais componentes. Os perfis instrumentais deconvoluidos usando o
método A’ e B’ podem ser vistos na Fig. 35.

A análise dos perfis voltamétricos na matriz B permitiu a identificação dos
fatores associados a cada grupo de SCs. Essa identificação foi corroborada pela
comparação da matriz A do PARAFAC com os dados de referência do CG-MS. O
fator 1 (F1) parece estar associado a SCs à base de indazol-3-carboxamida, com
picos de oxidação em torno de 1,82 V, correspondendo à presença de 5F-AKB48,
AKB48 e AB-CHMINACA.

O fator 2 (F2) parece estar associado a SCs que são baseados em indoloato
de quinolina, caracterizados por um pico de oxidação proeminente em torno de
1,64 V (atribúıvel à oxidação do grupo quinolina) [97] e um pico menor em torno
de 1,54 V (correspondendo à oxidação do grupo indol, que se encontra 280 mV a
menos que o pico de oxidação do indazol [96, 97]); ambos os picos estão ligados
à presença de 5F-PB-22 e BB-22. Embora o segundo pico seja viśıvel nos dados
medidos, os modelos PARAFAC derivados de DPVs com variações em amplitude
de pulso tendem a não inclúı-lo nos perfis deconvoluidos, enquanto aqueles gerados
pela variação do tempo de pulso o incluem. Um artefato menor também surgiu
em torno de 1,85 V nos perfis pré-tratados deconvoluidos, o que não era evidente
nos dados não processados.

Isso é consistente com o comportamento relatado por Dronova et al., em que
SCs que compartilham esses grupos funcionais exibem perfis voltamétricos seme-
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Figura 35: Perfis instrumentais deconvoluidos dos tensores com dados voltamétri-
cos de SCs com variações de amplitude de pulso (a) e tempo de pulso (b), com e
sem pré-tratamento.

lhantes [96], permitindo que o modelo identifique classes de moléculas em vez de
moléculas individuais.

No que diz respeito à via do modo C, os perfis deconvoluidos na Fig. 35 (a.ii)
mostram que, embora as variações na amplitude do pulso afetem consideravel-
mente os voltamogramas, elas afetam de forma semelhante os dois grupos de SCs
(pelo menos dentro da faixa de amplitude medida). Este efeito uniforme pode
comprometer a unicidade da solução do PARAFAC, potencialmente levando a re-
sultados degenerados [3]. Em contraste, os conjuntos de dados obtidos variando o
tempo de pulso mostram perfis de tempo de pulso distintos para ambos os fatores,
como visto na Fig. 35 (b.ii), indicando diferentes sensibilidades às mudanças no
tempo de pulso entre os grupos SC.

Esse comportamento pode estar relacionado às diferentes maneiras que a DPV
responde a mudanças na amplitude e no tempo de pulso. Aumentar a amplitude
aumenta o sobrepotencial e, consequentemente, a corrente; no entanto, esse au-
mento depende não apenas da mudança de amplitude, mas também da difusão do
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analito em direção ao eletrodo. Os coeficientes de difusão dos SCs medidos podem
ser considerados suficientemente semelhantes, devido ao seu tamanho e proprieda-
des f́ısicas comparáveis, dificultando a distinção das variações de intensidade do
sinal em função da amplitude. Em contraste, as mudanças no tempo de pulso afe-
tam o sinal, através de seu efeito na extensão das reações na superf́ıcie do eletrodo.
Essa caracteŕıstica pode explicar os distintos perfis de tempo de pulso observados
para cada fator. Se diferentes SCs com os mesmos centros eletroativos exibirem
cinética suficientemente semelhante, eles podem ser agrupados, o que é consistente
com os resultados da modelagem que vinculam o perfil de cada fator a um centro
eletroativo espećıfico ou a uma combinação deles.

Os efeitos desses comportamentos também se refletem nas figuras de mérito de
cada modelo. Conjuntos de dados com variações de tempo de pulso produziram
consistentemente valores CORCONDIA mais altos, com o conjunto de dados pré-
tratados atingindo o valor mais alto. Os valores de mérito para os quatro modelos
PARAFAC podem ser vistos na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de mérito para a deconvolução por PARAFAC das DPV 3D de
canabinoides sintéticos com mudanças de amplitude e tempo de pulso.

DPV 3D (Amplitude) DPV 3D (Tempo)
Bruto Pré-tratado Bruto Pré-tratado

Iterações 51 18 29 23
sfit 1,1Ö10-5 9,2Ö10-6 1,0Ö10-5 7,6Ö10-6

CORCONDIA 58,6 37,8 74,0 85,6
Var. Explicada 97,7% 93,0% 96,5% 92,6%

Usando o modo A do PARAFAC, que representa os coeficientes de intensidade
através das amostras para cada fator, pode-se plotar um fator contra o outro para
ver a distribuição das diferentes amostras. Adicionalmente, usando a distribuição
de brancos como referência, foram traçadas linhas delimitando a região em cada
direção a partir da qual cada amostra é estatisticamente diferente de um branco
naquela dada direção (µ + st.95 unicaudal). O resultado desses gráficos pode ser
visto na Fig. 36, com as amostras sendo indicadas de acordo com sua composição.

A aplicação dessa metodologia aos dados deconvolúıdos permitiu avaliar a
eficácia de cada abordagem. As DPVs 3D baseadas em variação de tempo de
pulso pré-tratadas produziram os melhores resultados se considerar a correta clas-
sificação das amostras feitas em laboratório, com baixos escores de F2, com apenas
2 das 69 medições classificadas incorretamente, ambas sendo amostras de rua: um
falso positivo (uma amostra de CB30) e um falso-negativo (uma amostra de CB16)
para F2; embora ambos fossem verdadeiros positivos para F1, como visto na Fig.
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Figura 36: Projeção usando os dois escores do modo A da deconvolução dos volta-
mogramas 3D por PARAFAC obtidos pelo (a,c) método A’ e (b,d) B’, (c,d) com
e (a,b) sem pré-tratamento.

36 (d). Considerando apenas amostras de rua, os melhores resultados foram obti-
dos com as DPVs 3D com mudança de tempo de pulso sem pré-tratamento, com
apenas um falso-negativo para F2 (uma amostra de CB16) como visto na Fig. 36
(b).

Apesar de o pré-tratamento aparentemente melhorar a sensibilidade da meto-
dologia a amostras com sinais mais baixos de F2 (como no caso das amostras feitas
em laboratório), o seu efeito na distribuição dos escores das amostras negativas,
cujos desvios foram reduzidos drasticamente, levou a uma subestimação da linha
de decisão adequada com a metodologia escolhida, resultando no falso-positivo
adicional.

Os modelos baseados em mudanças de amplitude produziram resultados insa-
tisfatórios, sendo imprecisos no sentido de F1. Este resultado é consistente com os
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mostrados na Fig. 36 e Tab.13, indicando que o modelo constrúıdo usando DPVs
com mudanças de tempo de pulso recuperou com mais precisão os perfis esperados
enquanto alcançava métricas de desempenho superiores.

Os resultados do modelo de classificação usando o conjunto de dados com
variações de tempo de pulso sem pré-tratamento pode ser encontrada na Tabela 14,
considerando apenas amostras de rua e brancos para evitar vieses, excluindo assim
amostras feitas em laboratório. O modelo mostrou uma precisão de classificação
de 98,3% para o conjunto de dados medido.

Tabela 14: Tabela de erros para o modelo de classificação usando o conjunto de
dados DPV 3D não pré-tratado com alterações de tempo de pulso e PARAFAC.

Resultado Fator 1 Fator 2

Verdadeiro Positivo 44 (73,3%) 31 (51,7%)
Verdadeiro Negativo 16 (26,7%) 28 (46,7%)

Falso Positivo 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Falso Negativo 0 (0,0%) 1 (1,7%)

Total de Verdadeiros 60 (100%) 59 (98,3%)
Total de Falsos 0 (0,0%) 1 (1,7%)

Além da maior robustez à presença de interferentes, uma das vantagens desse
tipo de projeção com PARAFAC é que cada eixo está (idealmente) relacionado
com um único composto ou grupo de compostos. Isso permite que a presença de
cada um desses possa ser avaliada independentemente, mesmo sem a utilização de
concentrações de referência, uma vez que o coeficiente de sinal estaria correlacio-
nado com esse valor e pode ser diferenciada de amostras negativas baseado nesse
valor. Um outro aspecto é que isso evita o aumento desnecessário de complexidade
envolvido na criação de modelos de classificação para cada subgrupo, ou mesmo a
criação incidental de modelos enviesados a um subgrupo espećıfico, o que poderia
resultar em amostras positivas para ambos os analitos independentemente sendo
identificadas como fora do grupo. Apesar de a metodologia descrita anteriormente
necessitar de uma medição mais longa, a interpretação dos dados deconvolúıdos é
mais simples e os perfis puros dos canabinoides são recuperados. Adicionalmente,
uma análise posterior revelou que a resolução do tempo de pulso poderia ser re-
duzida pela metade, mantendo o desempenho preditivo; Especificamente, com os
tempos de pulso mudando de 10 para 90 ms em etapas de 20 ms. Considerando
isso e medindo apenas a região que foi utilizada, mais 100 mV no ińıcio, o tempo
de medição pode ser reduzido de 329 s para 86 s, uma redução de 74%.
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6.3.3 Observações na expansão do modelo

Embora a metodologia proposta tenha obtido sucesso como um projeto piloto
para triagem de SCs, a adição futura de uma gama mais ampla de SCs pode ajudar
a avaliar sua robustez e aplicabilidade. Devido à vantagem de segunda ordem, os
modelos PARAFAC tendem a ser naturalmente expanśıveis, desde que os requisi-
tos para isso permaneçam válidos. Mais especificamente: se o conjunto de dados
permanecer trilinear, um número apropriado de fatores é usado e as condições
de unicidade são obedecidas (com a condição de Kruskal generalizada sendo co-
mumente usada) [107, 108]. Dessa forma, parâmetros como o CORCONDIA e a
comparação dos perfis instrumentais obtidos e amostras já conhecidas permitem
avaliar a validade do modelo com a expansão.

Embora se espere que a contribuição do sinal de diferentes SCs com os mesmos
centros eletroativos seja modelada pelos fatores já mencionados, diferentes SCs
podem exigir um aumento no número de fatores para modelá-los separadamente.
Um caso especialmente interessante que infelizmente este trabalho não pôde co-
brir com as amostras dispońıveis é a medição de SCs com o grupo indol, porém
sem a quinolina. Espera-se que essa adição quebre a colinearidade no sentido das
amostras de ambos os picos em F2, provavelmente levando à separação das contri-
buições de ambas as porções em dois fatores diferentes. Mesmo reações como as
descritas por Ameen et al [97] seriam capazes de quebrar essa colinearidade, com a
modelagem permitindo a identificação dos centros eletroativos separadamente. No
entanto, embora esses comentários sejam baseados em observações anteriores de di-
ferentes autores [96] e nas propriedades de decomposições trilineares e PARAFAC
[3, 109, 110], a hipótese levantada deve ser avaliada experimentalmente para ser
confirmada ou negada.

6.4 Conclusões e perspectivas

O desenvolvimento de uma metodologia de segunda-ordem para triagem e de-
tecção de 5F-AKB48, AKB48, AB-CHMINACA, 5F-PB-22 e BB-22 em amostras
herbais de rua usando voltametria de pulso diferencial tridimensional com variações
de tempo de pulso e PARAFAC foi bem-sucedido. Essa abordagem classificou
corretamente mais de 95% das amostras de rua testadas, enquanto os modelos
baseados em variações de amplitude de pulso se mostraram inadequados. O mo-
delo detectou a presença das moléculas-alvo com base em dois fatores distintos:
um correspondendo a SCs baseadas em indazoles (F1) e outro aos SCs baseadas
em indoloato de quinolina (F2). As SCs representadas por F1 foram classificadas
corretamente em 100% dos casos, e as representadas por F2 foram classificadas
corretamente em 98,3% dos casos, com um falso negativo para F2 (1,7%).
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Em um contexto no qual novos canabinoides sintéticos são continuamente de-
senvolvidos, geralmente como pequenas variações em moléculas estabelecidas, a
detecção de grupos moleculares pode melhorar a aplicação prática da metodologia
de triagem. Associada à vantagem de segunda ordem do método, aumentando a
robustez contra a presença de componentes inesperados, a detecção de compostos
semelhantes com perfis voltamétricos tridimensionais compat́ıveis pode potencial-
mente ser feita rapidamente em campo, sendo posteriormente confirmada por cro-
matografia em um laboratório. Os requisitos da metodologia experimental provêm
um estudo piloto que pode levar ao desenvolvimento futuro de um protocolos de
medição com alta usabilidade por forças policiais, especialmente se a aplicação de
eletrodos de uso único e a classificação automatizada pelo modelo puderem ser
realizadas. Associar isso ao baixo custo e requisitos de energia de potenciostatos
portáteis seria uma maneira prática de realizar a triagem de campo de canabinóides
sintéticos em amostras herbais. Para aplicações mais amplas, recomenda-se expan-
dir os conjuntos de dados para incluir uma gama mais ampla de moléculas, dentro
e fora desses grupos, para avaliar ainda mais a robustez e a aplicabilidade.

O trabalho e as resultados dessa seção foram publicadas naMicrochemical Jour-
nal na edição de Outubro de 2025 [111], com os dados brutos sendo abertamente
dispońıveis em um repositório Mendeley Data [112].
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7 Considerações finais

Grande parte da inovação na área de dados de ordem superior se encontra
no desenvolvimento de métodos para obtenção e processamento desses dados. A
combinação de diferentes sensores, uso de técnicas hifenadas, assim como o avanço
tecnológico melhorando técnicas existentes tem o potencial de permitir o desenvol-
vimento de métodos capazes de obter mais e mais informação a partir de amostras.
Claro, cada uma dessas possuindo suas próprias idiossincrasias, com estudos das
estruturas de dados obtidas sendo necessários para determinar suas propriedades
e decidir como extrair informação quimicamente relevante das mesmas.

Nesse trabalho, as três abordagens propostas obtiveram resultados interessan-
tes, seja permitindo a deconvolução de sinais em sistemas com compostos alta-
mente correlacionados no caso da primeira, explorando as propriedades e mos-
trando o potencial do uso de impedância multivias em análises quantitativas na
segunda, e explorando diferentes estratégias para o uso de voltametria 3D em
aplicações forenses na terceira, mas também permitiram entender melhor suas
propriedades e as limitações de suas aplicações.

Em conclusão, esse estudo permitiu tanto a exploração de novas metodolo-
gias para obtenção e tratamento de dados de ordem superior a partir de técnicas
eletroqúımicas e espectroeletroqúımicas, quanto aprofundar o entendimento de di-
ferentes aspectos práticos do uso dessas, explorando tanto dados de segunda e
terceira-ordem, avaliando a aplicabilidade desse tipo de técnica em matrizes com-
plexas e incluindo o desenvolvimento de aplicações práticas dessas em contextos
cĺınicos e forenses, oferecendo também perspectivas de expansão futura de aspectos
desse trabalho.
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[22] J. Öhman, P. Geladi e S. Wold, “Residual bilinearization. Part 1: Theory
and algorithms,” Journal of Chemometrics, v. 4, pp. 79–90, 1990, issn:
0886-9383. doi: 10.1002/cem.1180040109

[23] R. Bro, “Multiway calibration. Multilinear PLS,” Journal of Chemome-
trics, v. 10, pp. 47–61, 1996, issn: 0886-9383. doi: 10.1002/(SICI)1099-
128X(199601)10:1<47::AID-CEM400>3.0.CO;2-C

[24] C. D. Silva, P. G. Corradini, L. H. Mascaro, S. Lemos e E. C. Pe-
reira, “Using a multiway chemometric tool in the evaluation of metha-
nol electro-oxidation mechanism,” Journal of Electroanalytical Chemistry,
v. 855, p. 113 598, 2019. doi: 10.1016/j.jelechem.2019.113598

[25] A. Osorio, C. Toledo-Neira e M. A. Bravo, “Critical evaluation of third-
order advantage with highly overlapped spectral signals. Determination of
fluoroquinolones in fish-farming waters by fluorescence spectroscopy cou-
pled to multivariate calibration,” Talanta, v. 204, pp. 438–445, 2019. doi:
10.1016/j.talanta.2019.06.048

[26] J. B. Kruskal, R. A. Harshman e M. E. Lundy, “How 3-MFA data can cause
degenerate PARAFAC solutions, among other relationships,” em Multiway
Data Analysis. NLD: North-Holland Publishing Co., Amsterdã, Holanda,
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dereço: https://www.euda.europa.eu/publications/pods/synthetic-
cannabinoids_en

[73] C. M. White, “The Pharmacologic and Clinical Effects of Illicit Synthetic
Cannabinoids,” The Journal of Clinical Pharmacology, v. 57, pp. 297–304,
2016, issn: 1552-4604. doi: 10.1002/jcph.827

[74] J. Alexandre, H. Carmo, F. Carvalho e J. P. Silva, “Synthetic cannabi-
noids and their impact on neurodevelopmental processes,” Addiction Bio-
logy, v. 25, e12824, 2020, issn: 1369-1600. doi: 10.1111/adb.12824

[75] I. Canazza et al., “Effect of the novel synthetic cannabinoids AKB48 and
5F-AKB48 on “tetrad”, sensorimotor, neurological and neurochemical res-
ponses in mice. In vitro and in vivo pharmacological studies,” Psychophar-
macology, v. 233, pp. 3685–3709, 2016, issn: 1432-2072. doi: 10.1007/
s00213-016-4402-y

81

https://doi.org/10.1007/s12010-014-1097-6
https://doi.org/10.1021/ac034800e
https://doi.org/10.1016/s0169-7439(00)00071-x
https://doi.org/10.1016/s0169-7439(00)00071-x
https://doi.org/10.1021/ac501786u
https://www.euda.europa.eu/publications/pods/synthetic-cannabinoids_en
https://www.euda.europa.eu/publications/pods/synthetic-cannabinoids_en
https://doi.org/10.1002/jcph.827
https://doi.org/10.1111/adb.12824
https://doi.org/10.1007/s00213-016-4402-y
https://doi.org/10.1007/s00213-016-4402-y


REFERÊNCIAS
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APÊNDICE A - SCRIPT DO INTERFACEADOR

Apêndice A - Script do Interfaceador

/*

Interfacing board. It keeps waiting until it receives

↪→ 5V pulses in pins 9 and 10

and uses them to iniciate a series of keyboard

↪→ commands.

*/

#define INPUT1 10

#define INPUT2 9

#define JMP 16

#define CMD 20

#include "Keyboard.h"

void setup() {

// Make pin 9 and 10 inputs and turns on the pull -up

↪→ resistors so they go high

//unless connected to ground:

pinMode(INPUT1 , INPUT_PULLUP);

pinMode(INPUT2 , INPUT_PULLUP);

pinMode(JMP , INPUT_PULLUP);

pinMode(CMD , INPUT_PULLUP);

Keyboard.begin (); // Starts the keyboard

}

void loop() {

while (digitalRead(INPUT1) == HIGH) {}

if(digitalRead(CMD) == LOW){ //Change tabs if specified

Keyboard.press(KEY_LEFT_ALT);

Keyboard.press(KEY_TAB);

delay (100);

Keyboard.releaseAll ();

delay (200);

}

//Command

Keyboard.press(KEY_KP_ENTER);
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APÊNDICE A - SCRIPT DO INTERFACEADOR

delay (100);

Keyboard.releaseAll ();

delay (1000);

while(digitalRead(JMP) == LOW) {} //Hold the loop if

↪→ specified

}
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APÊNDICE B - PROJETO DO ADAPTADOR PARA FIBRA ÓTICA/SPE

Apêndice B - Projeto do Adaptador para Fibra Ótica/SPE

Página deixada em branco intencionalmente.
O projeto se encontra na próximas páginas em escala 1:1 considerando im-

pressão em folhas A4, expressando as dimensões em milimetros.
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APÊNDICE C - COMPOSIÇÃO DAS MISTURAS HERBAIS

Apêndice C - Composição das misturas herbais

A seguir se encontra uma tabela com as amostras de misturas herbais dis-
pońıveis para análise no Joseph Banks Labs, assim como compostos identificados
através de uma análise utilizando fast GC/MS.

Tabela S1: Composição das misturas herbais contendo canabinoides
sintéticos.

Marca anonimizada

5F
-A

K
B
48

5F
-P
B
-22

B
B
-22

A
K
B
48

A
B
-C

H
M
IN

A
C
A

A
B
-F
U
B
IN

A
C
A

8-H
id
rox

iq
u
in
olin

a

P
olietilen

o
glicol

CB01 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗ ✗

CB02 ✓ ✗ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗

CB03 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗

CB04 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB05 ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB06 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB07 ✓ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB08 ✓ ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB09 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB10 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB11 ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB12 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗

CB13 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB14 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB15 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB16 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB17 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB18 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB19 ✓ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB20 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB21 ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB22 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB23 ✗ ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB24 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

Continua na próxima página.
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APÊNDICE C - COMPOSIÇÃO DAS MISTURAS HERBAIS

Tabela S1: ...(continuado da página anterior)

Marca anonimizada

5F
-A

K
B
48

5F
-P
B
-22

B
B
-22

A
K
B
48

A
B
-C

H
M
IN

A
C
A

A
B
-F
U
B
IN

A
C
A

8-H
id
rox

iq
u
in
olin

a

P
olietilen

o
glicol

CB25 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓

CB26 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✗

CB27 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✓ ✓ ✓

CB28 ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB29 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✓

CB30 ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

CB31 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB32 ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB33 ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗

CB34 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB35 ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✗

CB36 ✗ ✓ ✗ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗
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APÊNDICE D - PROJETO DA CÉLULA ELETROQUÍMICA

Apêndice D - Projeto da célula eletroqúımica

Página deixada em branco intencionalmente.
O projeto se encontra na próxima página em escala 1:1 considerando impressão

em folhas A4, expressando as dimensões em milimetros.
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