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RESUMO

GOMES, G. J]. A. Determinacao voltamétrica multivariada simultanea
de compostos fendlicos. 2015. Dissertacdao (Mestrado em Quimica) -
Programa de Pds-graduacdo em Quimica, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil, 2015.

Os compostos fendlicos hidroquinona (HQ), catecol (CC), resorcinol (RS) e
cresol (CR) apresentam larga aplicacdao industrial e estdao atualmente
presentes no meio ambiente como resultado da atividade humana. Estes
compostos podem constituir uma ameaca a varios sistemas ambientais,
uma vez que sao de dificil degradacao e apresentam elevada toxicidade.
Este trabalho visa desenvolver um método para determinacao simultanea
destes compostos fendlicos, associando a determinacao eletroquimica a
analise multivariada. Para isso, quatro tipos de eletrodos foram testados
usando voltametria de pulso diferencial, cujos parédmetros foram
otimizados pela execucdo de um planejamento fatorial 23 completo. O
conjunto de calibracao foi obtido pela execucao de um planejamento
fatorial tipo Brereton com quatro componentes em cinco niveis. Foram
testados modelos obtidos pelo método dos quadrados minimos parciais
(PLS) e o método da regressdo linear multipla associada a selegcdao de
varaveis pelo algoritmo genético (GA-MLR) ou pelo algoritmo das
projecoes sucessivas (SPA-MLR). Verificou-se que o eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono apresentou resposta eletroquimica mais sensivel a
HQ, CT e CR e RS nos potenciais 0,20v, 0,30V, 0,65 e 0,75V,
respectivamente. Além disso, os modelos obtidos pelo GA-MLR
apresentaram a melhor previsao da concentracdao dos analitos em

concentracdes micromolares.

Palavras chave: compostos fendlicos, voltametria, determinacao

simultédnea, andlise multivariada.
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ABSTRACT

GOMES, G. J. A. Simultaneous multivariate voltammetric
determination of phenolic compounds . 2015. Dissertacao (Mestrado
em Quimica) - Programa de Pds-graduacdo em Quimica, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil, 2015.

Phenolic compounds hydroquinone, catechol, resorcinol and cresol have a
wide industrial application and are currently present in the environment
especially because of human activity. These compounds can pose a threat
to various environmental systems, since they are difficult to degrade and
exhibit high toxicity. This work aims to develop a method for simultaneous
determination of these phenolic compounds, associating the
electrochemical determination to multivariate analysis. For this, four types
of electrodes were tested using differential pulse voltammetry, whose
parameters were optimized by performing a complete 23 factorial design.
Calibration set was obtained by performing a Brereton-type factorial
design in five levels. Partial least squares (PLS) and multiple linear
regression associated with selection of variables by the genetic algorithm
(GA-MLR) or by the successive projections algorithm (SPA-MLR) were
used as regression techniques. It was found that the carbon nanotubes
paste electrode showed electrochemical response to HQ, CC, RS and CR at
0.2V, 0.3V, 0.75V and 0.65V, respectively. Models obtained by GA-MLR
showed the best predictions of the concentrations of the studied analytes

in the micromolar range.

Keywords: phenolic compounds, voltammetry, simultaneous

determination, multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

Os hidroxibenzenos sdao moléculas que resultam da adicdo de pelo
menos um grupo hidroxila a um benzeno. Essas estruturas também sdo
conhecidas como compostos fendlicos ! e podem estar presentes
naturalmente no meio ambiente, na forma de produtos de processos de
degradacdo bioldgica [?1. Alguns compostos fendlicos sdo encontrados, por
exemplo, na agua do mar como resultado da acao de algas vermelhas.
Mesmo assim, a poluicdo ainda é a principal fonte de absorcdo do fenol
por organismos aquaticos 1,

Os compostos fendlicos também estao presentes no meio ambiente
como resultado de atividades antrdpicas tais como mineracao de carvao,
refino de petrdleo, produgao de tintas, polimeros e medicamentos, além
dos residuos agricolas e efluentes industriais [*! De maneira geral, os
efluentes industriais contém mais de um tipo de poluente fendlico e, via
de regra, quanto mais complexa for a estrutura fendlica, mais elevada é
sua toxicidade e os danos que pode causar a diferentes ecossistemas [*1.
Por exemplo, a presenca de concentracdes elevadas de compostos
fendlicos em corpos aquaticos pode afetar as propriedades organolépticas
da agua, podendo ocorrer a interacdao destes compostos com o cloro
proveniente utilizado no tratamento desta, levando a formacgao de
clorofendis e policlorofendis que sdo carcinogénicos %71,

Os isOmeros posicionais hidroquinona (HQ), catecol (CC) e
resorcinol (RS) sao conhecidos como dihidroxibenzenos ou benzenodiodis,
por apresentar em sua estrutura dois grupos OH ligados a um anel
benzénico. Os cresodis (CR), também chamados de hidroxitoluenos ou
metilfendis, também compdem um grupo de compostos quimicos
fendlicos, naturais ou manufaturados, que sao formados basicamente pela
adicdo de um grupo metil a um benzeno. A Figura 1 apresenta as

estruturas dos dihidroxibenzenos e hidroxitolueno.
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Catecol Resorcinol Hidroquinona P-Cresol

Figura 1 - Estruturas dos dihidroxibenzenos e hidroxitolueno.

Entre as varias aplicagdes industriais para HQ, CC, RS e CR
podemos destacar a producdo de cosméticos, antioxidantes, antissépticos
e resinas ¥, A HQ é um constituinte de reveladores fotograficos e
borracha medicinal, além de ser usada como inibidor de polimerizacao,
como intermedidrio na producdo de corantes, e como agente redutor em
sinteses organicas [°!. J4 o CC é usado como antisséptico, na fabricacdo
de estabilizadores leves, na aplicacao de corantes e tintas especificas,
além da producdo de antioxidantes [*°l, Hidroquinona e catecol também
podem estar presentes em logdes bronzeadoras e em outros cosméticos
[111 0 RS também encontra varias aplicagbes na fabricagdo de produtos
farmacéuticos, adesivos, resinas sintéticas, tintas e antissépticos %1, O
CR é um composto largamente utilizado como desinfetante e antioxidante
alimenticio. Além disso, também é empregado na flotacdo de minérios e
na producdo de resinas fendlicas 1341,

Considerando-se a dificuldade de degradagao desses compostos na
natureza [**1 e sua capacidade de interferir sobre diversos sistemas !, a
presenca destas substancias na forma de contaminantes constitui um
importante problema ambiental. Muitos compostos fendlicos ja sao
reportados como carcinogénicos 7], e a grande maioria oferece algum
risco sobre a saude de animais e plantas, especialmente em sistemas
aquaticos '8,

A resolucao CONAMA n© 357, de 18 de margo de 2005, revogou a
Resolugdago CONAMA 20/86 e define como padrdao de lancamento para

efluentes industriais o teor maximo de 0,5 mg/L de fendis totais, que pode

16



ser expresso como CegHsOH [19]. Dai, a importancia do desenvolvimento
de metodologias que permitam o monitoramento da quantidade desses
contaminantes em diferentes ambientes, auxiliando politicas de atencao a

saude e o bem estar.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para determinacao simultanea de

hidroquinona, catecol, p-cresol e resorcinol, por voltametria de pulso

diferencial associada as técnicas de calibracao multivariada.

2.2. Objetivos especificos

4

Selecionar um eletrodo que apresente resposta por VPD mais

sensivel a hidroquinona, catecol, resorcinol e p-cresol.

Estabelecer as condigbes experimentais (parametros da voltametria
de pulso diferencial e eletrdlito de suporte) adequadas a

determinacao simultanea destes contaminantes.

Obter e avaliar modelos de calibragao multivariada gerados pelo
método dos quadrados minimos parciais (PLS) e pelo método da
regressdo linear multipla associada a selecao de varaveis pelo
algoritmo genético (GA-MLR) ou pelo algoritmo das projecoes
sucessivas (SPA-MLR), para a analise simultanea destes

contaminantes.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Compostos fendlicos e a saude

Uma vez que apresentam estruturas e propriedades similares e sao
fornecidos tanto por fontes naturais quanto pela agdao humana, os
compostos fendlicos coexistem no meio ambiente (201 e podem agir como
contaminantes para diversos sistemas bioldgicos inclusive para humanos
[21]' No corpo humano, os dihidroxibenzenos podem ser introduzidos
através dos sistemas digestivo, respiratério, ou até mesmo pelo contato
com a pele e mucosas 221,

Ao longo dos anos foram reportados varios possiveis danos a saude
que o contato com essas substancias pode causar **1. O CC é classificado
pela International Agency for Research on Cancer no grupo de substancias
potenciais causadoras de cancer [**?° uma vez que reage com vérias
biomoléculas, podendo causar danos irreparaveis ao DNA e,
consequentemente, & salde humana [?%?7], Seres humanos expostos a
elevadas quantidades de HQ podem apresentar desde sintomas simples
como fadiga e dor de cabeca, até o desenvolvimento de sérios problemas
renais, ou a morte (22281,

A absorcao do CC e da HQ pelo sistema digestivo pode induzir a
diminuicdo da funcdo hepatica e degeneracdo do tubo renal [?°1, A
inalagao de altas quantidades de RS pode causar a morte direta de
humanos 2% Por sua vez, os creséis também sdo classificados como
possiveis causadores de cancer em humanos pela US Environmental

Protection Agency (USEPA) 311,

3.2. Determinacao de hidroxibenzenos

Nos ultimos anos foram realizados muitos trabalhos voltados ao
desenvolvimento de metodologias rapidas e eficazes na determinacdo
(preferencialmente simultanea) destes analitos. Para isso, diversas

técnicas analiticas vém sendo aplicadas %331,
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Em espectroscopia é reportado o uso de quimiluminescéncia e de
fluorescéncia sincronica *#3°1 no desenvolvimento de metodologias para
anadlise de dihidroxibenzenos. No entanto, para a maioria das
determinacdes baseadas em técnicas espectroscopicas, verifica-se a
elevada proximidade, ou até mesmo sobreposicdao, de comprimentos de
onda dos sinais observados para esses compostos !, tornando quase
sempre inviavel sua determinagdo simultanea. Também sdo encontrados
meétodos que empregam a cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas *”! e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
[38,39].

A anadlise quantitativa de compostos fendlicos também vem sendo
realizada por técnicas eletroquimicas [, uma vez que, em relacdo a
maioria das técnicas espectroscopicas, essas técnicas apresentam
algumas vantagens como, rapida resposta, alta sensibilidade e
seletividade, baixos limites de deteccao e custo, além da possibilidade de
determinagcao simultdnea e a dispensa de etapas de separacao ou
preparacdo de amostras [**1,

Apesar de muitos compostos fendlicos apresentarem
eletroatividade, geralmente as metodologias eletroquimicas propostas
também apresentam sensibilidade e seletividade prejudicadas pela
proximidade, ou sobreposicdo, dos picos de oxidacdo destes analitos %],
fenOmeno equivalente ao observado para os métodos espectroscopicos.
Entdo, faz-se necessaria a adogao de recursos que permitam a melhoria
na aquisicdo e processamento das respostas eletroquimicas geradas,
permitindo assim a obtencao de uma boa resolucao destes sinais, tais
como a modificacao de eletrodos ou a utilizacago de metodologias

avangadas para o tratamento dos dados obtidos.
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3.3. Voltametria

A voltametria é uma técnica eletroanalitica que se baseia nos
fendOmenos que ocorrem na interface entre a superficie de um eletrodo e a
camada fina de solucdo adjacente a essa superficie. Nessa técnica, as
informagdes sobre o analito sao obtidas principalmente por meio da
medicdo da magnitude da corrente elétrica proveniente de processos
como oxidacdo e/ou reducdo de espécies (421,

A corrente que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
auxiliar pode ser dividida em duas componentes basicas: corrente
faradaica (if) e corrente capacitiva (ic). A corrente faradaica é originada
dos processos de oxidagao e redugao que ocorrem na interface eletrodo-
solucao. Ela emerge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar
quando um potencial é aplicado no eletrodo de trabalho em relacao ao
eletrodo de referéncia. Esse sinal de corrente se relaciona a taxa de
reacao ocorridas na sua superficie enquanto o potencial é aplicado. Assim,
a corrente faradaica se relaciona a presenca do analito de interesse na
matriz analisada, e é considerada resposta util. Por sua vez, a corrente
capacitiva é considerada sinal de interferéncia ou ruido, sendo gerada no
processo de carga e descarga da dupla camada elétrica que forma a
interface eletrodo solugdo 31,

Observada no eletrodo de trabalho, a interface eletrodo-solucdo ¢é a
regido mais importante para as determinagdes eletroquimicas. Quando
ocorre a polarizacao do eletrodo de trabalho, a camada de solugao
imediatamente vizinha a superficie do eletrodo é alterada e se organiza de
maneira que apresente um excesso de cargas proporcional as cargas da
superficie do eletrodo, porém de sinal oposto. Essa regido é denominada
dupla camada elétrica ',

A dupla camada de Helmhotz (Figura 2a) apresenta um
comportamento similar a um capacitor de placas paralelas. Goy e
Chapman propuseram uma modificacgdo nesse modelo (Figura 2b),

definindo uma regiao denominada camada difusa, que leva em conta a
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distribuicdo dos ions na solucao do eletrdlito. Por fim, Stern descreveu um
modelo que alia as ideias do modelo de Helmholtz as ideias de Gouy e
Chapman descrevendo duas regides: a camada de Stern (camada interna

ou camada compacta) e a camada difusa [*°1.

Camada difusa Camada de Stern

A

~—*— Camada difusa

i Cation solvatado

©

Anion

(@) (b) (©)

Figura 2 - Modelos da dupla camada életrica para uma camada carregada
positivamente: (a) modelo de Helmholtz; (b) modelo de Gouy-Chapman; (c)
modelo de Stern. d: distancia da dupla camada descrita por Helmholtz. W, e W:
potenciais na superficie do eletrodo e na interface eletrodo/solucdo [4°,

A camada de Stern é formada pelo plano interno de Helmhotz
(camada interna), que é uma camada muito compacta e com pouca
mobilidade das moléculas do solvente, e pelo plano externo de Helmhotz
regido menos compacta e uma mobilidade maior das moléculas de
solvente. A camada difusa mantém as consideracdes do modelo de Gouy e
Chapman estendendo-se até a fronteira denominada seio da solugdo ¢,

A determinacao voltamétrica geralmente inicia-se com a aplicacao
de um potencial no qual nenhuma reagao acontece, dai este potencial
pode ser variado para regidoes mais negativas (catddicas) ou positivas
(anddicas), dependendo do sistema avaliado, até que as reacdes de
interesse ocorram na interface eletrodo-solugao. As variagdes de corrente

neste intervalo de tempo sao registradas e relacionadas com os potenciais
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aplicados. Os graficos de corrente versus potencial gerados sdo chamados
voltamogramas e sao utilizados para qualificacao e/ou quantificagcdao das

(441 Dentre as varias informacodes contidas nos

espécies de interesse
voltamogramas, os parametros mais importantes sao o potencial de pico,
gue apresenta informacgdes da espécie avaliada, e a corrente de pico, que

tem relacao direta com a quantidade da espécie eletroativa no meio.

3.4. Técnicas Voltamétricas de Pulso

As técnicas voltamétricas de pulso foram desenvolvidas
inicialmente com o intuito de sincronizar um pulso de potencial com o
periodo de crescimento da gota no eletrodo de mercurio, reduzindo assim
a contribuicdo da corrente capacitiva sobre o sinal obtido [**%¢1 A partir
do desenvolvimento destas técnicas, os métodos eletroanaliticos passaram
a ser mais largamente utilizados para as mais diversas aplicagdes
industriais, farmacéuticas e ambientais 7/,

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), o sinal de excitagao
consiste na aplicacao de pulsos de potencial com amplitude constante
sobre a varredura do potencial base realizada com incremento de

(481 A representacdo da

potencial continuo ou em forma de escada
aplicacao do potencial na voltametria de pulso diferencial pode ser

observada na Figura 3.
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7' —
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Figura 3 - A: Esquema de aplicagao dos pulsos de potencial na voltametrica
de pulso diferencial. 1 e 2 correspondem aos momentos de coleta da corrente
observada. B: Forma de sinal obtido para esta técnica [44J.

Na VPD a coleta de sinal ocorre em dois momentos: antes e ao fim
da aplicagao do pulso, registrando-se a diferenca entre essas duas
correntes. Esta diferenca da corrente observada em dois instantes permite
uma minimizacdao da influéncia da corrente capacitiva sobre a medida, o
gue proporciona uma melhora na relacdao sinal-ruido e consequente
reducdo dos limites de deteccao da técnica em relagdo ao pulso normal. O
voltamograma obtido apresenta-se na forma de picos (Figura 3) de forma

gaussiana, cuja corrente de pico é proporcional a concentracdo. Para a

VPD a corrente observada é obtida pela equagdo de Cottrell (1) 42441
nFADY?C 1 -o¢

Ip = ( ) (1)
1T tm 1+0

Onde:
Ip: corrente de pico (A)
n: numero de elétrons envolvidos na equacao redox
F: constante de Faraday (C)

A: 4rea do eletrodo (cm?)
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tm: tempo entre as leituras de corrente (s)
D: coeficiente de difusdo da espécie eletroativa no meio (cm?-s™!)

C: concentracao do analito (mmol-L™1)

nFAp
0 = exp 2RT (T: temperatura absoluta ; R: constante dos gases;

Ap: amplitude do pulso)

3.5. Determinacao eletroquimica simultanea de compostos fendlicos

As solugcdoes normalmente propostas para a determinacao
simultdnea de compostos fendlicos tem se mantido em torno da
modificagdao de eletrodos. Este recurso muitas vezes proporciona a
resolugao dos picos de oxidacao desses analitos, que sao observados em
uma estreita janela de potencial. Como exemplo, tem-se a determinacao
simultanea de catecol e hidroquinona descrita por Li, Yu, Cao e
colaboradores [39:49:501,

Muitos materiais tém sido empregados na construcao e modificacdo
de eletrodos, apontando especialmente o melhoramento da sensibilidade

g [16,51,52]

dos mesmo . Dentre estes, pode-se destacar o uso do ferroceno

e seus derivados [°3! que apresentam um par redox com alta
reversibilidade que auxilia as transferéncias eletronicas entre o analito e a

superficie do eletrodo [,

Porém, a dificuldade de fixacao destes
mediadores a superficie do eletrodo, pode demandar a utilizacdo de
processos ainda mais dispendiosos, como a sintese de novos materiais,
reduzindo-se assim algumas das vantagens que a utilizacao de técnicas
eletroquimicas fornecem em relacdo as demais técnicas [°°1.

[56]

Outros materiais como filmes poliméricos , enzimas [°7]

[58] e quitosana [*'! também tem fornecido

nanoparticulas metalicas
importantes aplicagdes na producao e modificagdo de eletrodos. Além
destes, os materiais derivados do carbono como o grafeno, o carbono
mesoporoso, e os nanotubos de carbono também tém sido largamente
utilizados no desenvolvimento de metodologias eletroquimicas cada vez

mais sensiveis e com melhores limites de deteccdo [#°9/691,
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3.6. Planejamento experimental

O estudo das melhores condigdes experimentais ou de um processo
muitas vezes é feito por meio do método univariado, de maneira que é
realizada uma série de experimentos variando-se individualmente cada
variavel que compde o processo, até que se encontrem as condicdes que
proporcionem os melhores resultados. Porém, neste tipo de abordagem
nao ha garantias que as condicdes encontradas sejam as que realmente
proporcionam os melhores desempenhos [, Além disso, o emprego
dessa metodologia geralmente implica numa elevada demanda de tempo,
uma vez que as tentativas sdo realizadas até que uma resposta
considerada satisfatdoria seja observada. Uma solucdo proposta a essa
problematica é a utilizagdo de planejamentos fatoriais, quem geralmente
possibilitam uma consideravel reducdo do numero de experimentos a
serem realizados, sem prejuizo da confiabilidade dos resultados °%1,

Planejamentos experimentais bem executados proporcionam
vantagens como evitar o desperdicio de recursos e proporcionar a
economia de tempo, sem que haja execucdo de testes necessarios [°3],
Com o desenvolvimento de técnicas quimiométricas, planejamentos
fatoriais tem sido cada vez mais explorados e abrangem um numero cada
vez maior de aplicacdes [°#°%], Atualmente estes planejamentos ja sdo
empregados tanto no meio académico quanto em industrias, cujo o intuito
principal é melhorar as condicdes experimentais ou de produgdo 321,

A selecao do tipo de planejamento fatorial a ser utilizado depende
das caracteristicas do sistema estudado. Quando o nimero de fatores nao
€ muito elevado, e estes podem ser testados em poucos niveis, os
planejamentos fatoriais completos sao geralmente indicados. Este tipo de
planejamento permite a construcdo de modelos lineares através do
método dos minimos quadrados, os quais descrevem superficies de
resposta planas. Para sistemas mais complexos outros tipos de

planejamento podem ser empregados 16361,
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3.7. Planejamento Brereton

As técnicas quimiométricas mostram-se especialmente Uteis no
estudo de sistemas multicomponentes. Porém o emprego de um
planejamento experimental inadequado pode comprometer a eficiéncia do
conjunto de calibracao a ser usado, e consequentemente levar a modelos
gue nao descrevem bem tais sistemas. Assim, dispor de um conjunto de
calibracdo que seja representativo consiste em um dos maiores desafios
na andlise multivariada %41,

Em muitos casos, especialmente ao estudar sistemas constituidos
por misturas, considera-se inadequado o uso de planejamentos fatoriais
de dois niveis, pois a representatividade nestes casos geralmente requer a
avaliagdo de cada componente em mais de dois niveis de concentragao.
Também € importante que estes fatores e niveis apresentem a menor
correlagdo possivel (%3],

Brereton [°”! descreveu um procedimento para a geracdo de uma
série de misturas que obedecem esses requisitos. Definindo-se um
numero de componentes (k) e o niumero de niveis que eles terao na
mistura (t), o numero total de misturas de calibracdo (N) é dado por N =
mtP, onde "m” é um numero inteiro maior ou igual a 1, e “p” € um numero
inteiro maior ou igual a 2. Portanto, para construir um modelo de
calibracao cujos componentes contenham 5 niveis (t=5, m=1 e p=2) sado
necessarios no minimo 25 misturas de calibracdao (N=25). Executando-se
a série de etapas descritas por Brereton, é possivel gerar estas N misturas
que podem ser usadas na construgao dos modelos de calibragao de
interesse [°%],

Uma vez que as misturas obtidas pela execugdao deste
planejamento oferecem um arranjo de niveis ortogonalizados, o
planejamento Brereton mostra-se ideal para geracao do conjunto de

dados para analise simultanea de compostos fendlicos.

27



3.8. Calibracao multivariada

A definicdo da concentracdo de uma ou mais espécies a partir de
dados como espectros ou voltamogramas nem sempre pode ser realizada
por meio da andlise de um Unico valor de absorbancia ou de corrente.
Assim, a anadlise multivariada é atualmente uma das melhores
ferramentas disponiveis para a solucdao de problemas analiticos
guantitativos mais complexos. Ela é considerada uma das mais bem
sucedidas combinacdes de métodos estatisticos com dados quimicos 321,

Dentre os métodos de calibragdo multivariada mais utilizados estao
a regressao linear multipla (MLR - Multiple Linear Regression), a regressao
por componentes principais (PCR - Principal Components Regression) e
por quadrados minimos parciais (PLS - Partial Least Square).

Um procedimento que pode proporcionar a melhora da robustez e o
aumento da capacidade preditiva dos modelos de calibragdo gerados é a

(691  Dentre os

utilizacdo de ferramentas de selecdao de variaveis
algoritmos disponiveis para este proposito, temos os baseados em
inteligéncia artificial, como o algoritmo das redes neurais artificiais (ANN -
Artificial Neural Network) e algoritmo genético (GA - Genetic Algorithm).
Outra ferramenta de selegao disponivel é o algoritmo das projecdes
sucessivas (SPA - Successive projections algorithm), que baseia-se na
minimizagao da colinearidade das variaveis. A utilizacdo de todas essas
ferramentas de selecao visa identificar as varidveis que contém as
informagdes mais relevantes ao problema de interesse, e assim obter

modelos mais simples e faceis de interpretar 791,

3.9. Regressao por quadrados minimos parciais - PLS

A PLS é um método de calibragao multivariado que utiliza a técnica
de andlise de componentes principais para a reducao da dimensionalidade
do conjunto de dados. Consequentemente, também é reduzida a
correlacao entre conjunto de dados (matriz X) e as propriedades de

interesse (matriz Y), que muitas vezes é a concentracdo de um ou mais
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analitos. Neste método as matrizes X e Y sao decompostas por PCA por

meio das equacoes (2) e (3):

X=TPT+E (2)
Y=UQT +F (3)

Onde: Pe Q sao os pesos de X e Y; T e U sao os escores de X e Y,
E e F representam as matrizes de residuos de X e Y, respectivamente [71],
No método PLS, os valores dos escores nas matrizes T e U sdo alterados
até que o melhor modelo linear seja estabelecido entre eles e assim, a
menor covariancia entre X e Y seja alcancada. Assim, ocorre um
compromisso entre a explicacdo da variancia em X e a obtencdo da maior
correlacdo com Y. Uma vez que no calculo de cada componente principal
os valores de concentragdo dos analitos também sdo levados em
consideracao, as componentes principais passam a ser denominadas
variaveis latentes.

Geralmente, o numero de varidveis latentes no modelo é
determinado por validacdo cruzada leave-one-out %1, sendo escolhido o
numero de varidveis latentes a partir do qual ndo existe variacao

apreciavel no valor de RMSECV que é calculado pela equacgao (4):

Z(yp _ye)z (4)
n

RMSECV =

onde y, representa o valor previsto pelo modelo, ye o valor
esperado e n o numero de amostras de calibragao.

Selecionado o niumero de variaveis latentes, o modelo de regressao
pode ser construido e deve ser validado empregando amostras que ndo
fazem parte do conjunto de calibracao (validacdo externa). Uma vez
conhecidos os valores reais, a capacidade de previsdo do modelo é
avaliada pela raiz quadrada do erro médio quadratico médio de previsao

(RMSEP), que é calculado, de maneira similar ao RMSECV [¢%],
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3.10. Regressao linear multipla - MLR

A regressao linear multipla € uma técnica que visa a resolucao de
uma série de equacdes em um sistema multicomponente. Este método
busca o estabelecimento de uma relacdo linear entre as variaveis (matriz

X) e os parametros de interesse (vetor y) de acordo com a equacao (5):
y =XBmir + E (5)

Onde X é a matriz dos sinais de m amostras; Y € a matriz dos
parametros das amostras; BmrL corresponde a matriz dos coeficientes
lineares de regressdo; E € a matriz dos residuos que representa a parte
nio descrita pelo modelo. A matriz Bur pode ser obtida pelo método dos

minimos quadrados utilizando a equacgao (6):

Buir = (X™X)7 1 X"Y (6)

Assim, o MLR analisa as diferencas entre cada valor y e o modelo,
correspondentes ao respectivo valor X. O modelo selecionado é o que
apresenta a menor soma de quadrados de tais diferencas. Todavia,
fatores como alta multicolinearidade ou indeterminagao do sistema podem
gerar problemas na geragao dos modelos. Uma alternativa a resolugao
desta problematica estd no emprego de métodos de selecdo de variaveis
ou ao uso da regressdo a partir das varidveis transformadas nao

colineares 721,

3.11. Algoritmo das projecoes sucessivas - SPA

O SPA é uma metodologia de selecdo de variaveis que faz uso da
redugcao da colinearidade do conjunto de dados para melhorar o

condicionamento numérico e reduzir a propagacdo de ruidos na
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construcao de modelos por regressdo linear multipla. Pela execucdo de
trés fases, o SPA faz a selecdo das varidaveis menos colineares entre si
[70].

Na primeira fase sao criadas as cadeias de variaveis candidatas. O
algoritmo inicia a selecdo por uma determinada varidavel e segue
adicionando outras, até que uma condicdo de parada seja satisfeita. Na
segunda fase, as cadeias de variaveis geradas sao avaliadas em funcao da
raiz quadrada do erro médio de validacdo. A cadeia escolhida é aquela que
apresenta menor valor de RMSEV. Por fim, na terceira fase o algoritmo
elimina as varidveis da cadeia selecionada que nao contribuem

significativamente na construcdo do modelo MLR [¢%],

3.12. Algoritmo genético - GA

Com base na teoria evolutiva das espécies, John H. Holland prop6s
a construgdo de um algoritmo matematico que simulava todo o

[73]

mecanismo da evolucdo bioldgica O algoritmo genético preserva

todas as caracteristicas e vantagens do processo evolutivo, e realiza
otimizacdo em sistemas complexos [74,

O GA basico funciona com 6 etapas principais: populacdo inicial;
Avaliacdo da populacdo; Critério de término para a otimizacdo;
Reproducdao; Mutacdo; Substituicdo da corrente populacional pela
proxima. Os 5 Ultimos passos sao repetidos continuamente até que um
critério de parada seja satisfeito.

Como critério de parada para o algoritmo genético, normalmente
adota-se um numero maximo de geracdes ou até que um erro minimo
desejado seja alcancado [”*!, O GA tem sido largamente empregado na
analise quimiométrica como ferramenta para selecao de variaveis. Usando
cédigo binario, cada gene pode assumir o valor um ou zero.

Assim, quando uma determinada varidvel assume valor um, é
escolhida. Por outro lado, se a posicao conter o valor zero, a variavel ndo

foi selecionada. A metodologia GA-MLR implica na utilizagao do algoritmo
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genético para selecao de variaveis a serem usadas na analise multivariada

por regressdo linear multipla [721,

3.13. Pré-processamento dos dados

Em muitos casos faz-se necessario realizar uma etapa de pré-
processamento dos dados obtidos visando a remocao de informacoes
fisicas e/ou instrumentais que ndo estdo relacionadas a informacao
quimica de interesse da amostra [®°), Assim, dentre os procedimentos
mais usados na correcao ou remogao das informacdes indesejadas, estao
a suavizagao por Savitzky-Golay, os métodos da 12 e 22 derivada, e a
transformacao padrao normal de variacdo - SNV (Standard Normal
Variate).

O filtro Savitzky-Golay (SG) !7®! geralmente é aplicado para
eliminagao de ruidos espectrais, e ja se encontra incorporado a maioria
dos softwares de tratamento de dados. Neste caso, o sinal suavizado é
obtido por um por um polindmio que ajusta os pontos de um intervalo
definido. Isso possibilita que o filtro SG seja aplicado a sinais analiticos
com picos estreitos, apresentando resultados superiores aos obtidos com
o filtro de média moével 7€,

As derivadas sao aplicadas com intuito de eliminar os desvios
lineares de linha de base e problemas de sobreposicdo. A derivada é
definida como o limite da razao da diferenca entre dois pontos
consecutivos pela variagao entre suas abcissas, quando a diferenga entre
as abcissas tende a zero. Como nao se consegue obter dados
experimentais com variagao infinitesimal, toma-se a menor variagao
possivel das ordenadas e abcissas para o calculo dessa derivada 7%!, Em
alguns casos, a derivada de um sinal é mais util que o dado real, porém
esse procedimento pode trazer o inconveniente de diminuir a relagao
sinal/ruido, problema que pode ser minimizado com a aplicacdo do

alisamento Savitsky-Golay [7>771,
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A transformacdo padrao normal de variagcao (SNV), ou
autoescalonamento de linha, € aplicada especialmente em dados
espectroscopicos, uma vez que é especialmente util tanto na correcao de
linha de base, quanto nas variacdes de intensidade global. O sinal
transformado é obtido pela equacao (7), onde cada sinal (X;) é subtraido

de sua média e dividido pelo desvio padrao:

. Xiy — X, (7)

ApOs essa transformacgdo, os sinais apresentam média global igual
a 0 e desvio padrdo igual a 1. Uma particularidade desta técnica é a

possibilidade de deslocamento das regides informativas [7%].
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e solugoes

Os reagentes utilizados sdo de grau analitico (P.A.) e ndo foram
submetidos a nenhum processo de purificacdo prévia. Todas as solucoes
foram preparadas com agua purificada proveniente de um sistema Milli-Q
Plus (Millipore).

As solugbes-tampao Britton-Robinson (TBR) com faixa de pH 2,0 a
pH 8,0 foram preparadas pela mistura de igual volume das solugdes: acido
acético (CHsCOOH) 0,2 mol-L?, &cido bérico (H3BOs) 0,2 mol-L? e &cido
ortofosférico (HsPOs;) 0,2 mol-Lt. O pH foi ajustado pela adicdo de
adequado volume de solugdo 1,0 mol-L™* de hidréxido de sédio (NaOH).

A solugao-tampao Mcllavaine ou tampao fosfato (TFS) pH 5,0 foi
preparada pela mistura de solugdo acido citrico (CgHgO7) 0,1 mol-L'! e
solugdo fosfato dissddico (Na;HPO,) 0,1 mol-L™.

A solucao-tampao biftalato (TFT) pH 5,0 foi preparada (em KCI 0,1
mol-L™!) pela mistura de solugdo ftalato acido (CgHsKO4) 0,1 mol-L?! e
solugdo hidréxido de sédio 0,1 mol-L™.

As solugdes-estoque aquosas dos compostos fendlicos de
concentracao 0,01 mol-L'? e 0,10 mmol-L'! utilizadas nas analises
eletroquimicas foram preparadas a partir dos reagentes catecol,
resorcinol, hidroquinona e p-cresol adquiridos da Sigma-Aldrich. Para as
determinacdes, concentracdes mais reduzidas foram obtidas por meio de
diluicdes desses estoques, realizadas diretamente na célula eletroquimica

sobre o volume de 15 mL de eletrdlito suporte.

4.2. Instrumentacao

O pH das solugdes foi ajustado com auxilio de um pHmetro
Metrohm pH 713 e eletrodo combinado de vidro. Para limpeza e renovagao
da superficie dos eletrodos utilizou-se um banho ultrassonico Ultrasonic
Cleaner USC 800 e uma Lixadeira/Politriz Universal Arotec AROPOL-2V.
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As determinacoes eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato  Metrohm  Autolab PGSTAT302N acoplado a um
microcomputador e um sistema de agitacdo magnética, com auxilio do
software NOVA 1.10. Para as medidas voltamétricas, foi utilizado um
eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol-L'!) e um eletrodo de platina
como auxiliar.

Foram estudados e testados quatro tipos de eletrodo de trabalho:
platina, carbono vitreo, carbono vitreo modificado com nanotubos de
carbono e pasta de nanotubos de carbono. O processo de limpeza e
preparacdo dos eletrodos variou de acordo com as caracteristicas de cada
material.

O eletrodo de platina (g = 2 mm) foi polido em politriz (2 minutos
a 300 rpm) com pasta de diamante de 1um de granulometria (AROTEC,
Brasil) e 6leo mineral sobre pano de polimento metalografico (AROTEC,
Brasil). O excesso de oleo e demais residuos foram posteriormente
removidos em duas etapas de 10 minutos em banho ultrass6nico. Na
primeira etapa, o eletrodo foi mantido em acetona e na segunda mantido
em agua purificada.

Para o eletrodo de carbono vitreo (g = 2 mm) empregou-se
inicialmente uma limpeza mecanica com suspensdo de alumina 0,05 pym
em politriz por 2 minutos a 300 rpm. Ao final, o eletrodo foi lavado com
agua purificada e mantido em banho ultrassénico por 10 minutos.

Na modificacdo do eletrodo de carbono vitreo (¢ = 2 mm)
empregou-se uma adaptacdo ao procedimento descrito por Qi et al [7°],
Depositou-se um filme de nanotubos de carbono 9,5nmx1,5 um (didmetro
médio x comprimento dos nanotubos) Sigma-Aldrich, sobre eletrodo
devidamente limpo. O processo de limpeza foi 0 mesmo empregado para
o eletrodo de carbono vitreo, acrescido de duas etapas de 10 minutos de
banho ultrassénico: a primeira em solugdo 1:1 (v:v) de agua e acido
nitrico concentrado e a seguinte em etanol. Uma vez limpo, realizou-se a
deposicao do filme de nanotubos de carbono, gotejando-se sobre o

eletrodo uma suspensao 1 mg mL™! de nanotubos de carbono em
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dimetilformamida (DMF) até a observacao de formacdao de um filme
uniforme sobre o carbono vitreo, o que ocorria apdés a adicdo de
aproximadamente 200 pL de suspensdao. Para secagem, o eletrodo foi
mantido sob luz infravermelha (lampada de 250W) por 30 minutos. Um
resumo do procedimento de modificacdo do eletrodo de carbono vitreo é

mostrado na Figura 4.

NTC + DMF
1 mg/mL
s 2
m ¢ By
/b
250w
Ultrassénico
§ S—

Figura 4 - Procedimento empregado na modificacdo do eletrodo de carbono
vitreo. As etapas 3 e 4 foram repetidas até a observacao de um filme uniforme
de NTC.

O eletrodo de pasta de nanotubos de carbono foi produzido no
proprio laboratério. Ele € composto por uma mistura de nanotubos de
carbono e 6leo mineral em proporgao 70:30 (m:m), que € compactada no
interior de um tubo de vidro com uma das extremidades ligadas a um fio
de cobre utilizado para conexao ao equipamento, conforme mostrado na
Figura 5. Este tipo de eletrodo dispensa procedimentos laboriosos de
limpeza mecanica, uma vez que sua superficie pode ser facilmente
renovada antes de cada medida, sendo necessario apenas que o eletrodo
seja riscado em uma folha de papel oficio para que a camada mais

externa de pasta seja removida.
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Fio de Cobre _/\
@

Tubo de vidro

Nanotubos de carbono

Figura 5 - Esquema do eletrodo de pasta de nanotubos de carbono utilizado.

4.3. Procedimento experimental

Antes da realizacdo de cada determinagdao voltamétrica foi
realizado o condicionamento do eletrodo de trabalho com uma série de
varreduras por voltametria ciclica em uma janela de potencial de -0,60 V
a 1,30 V e velocidade de varredura de 1,0 V:s™1 no eletrélito suporte.
Observada a estabilizacao da linha de base apds as varreduras ciclicas
sucessivas, o eletrodo estava pronto para o uso.

As determinacOes eletroquimicas foram realizadas por voltametria
de pulso diferencial utilizando-se como eletrdélito suporte 15 mL de TBR pH
5,0, a temperatura ambiente (25+1 °C). Foram empregados os seguintes
parametros da técnica de pulso, os quais foram obtidos via otimizacao por

planejamento fatorial:

e Janela de potencial: -0,1a 1,0V

e Incremento de potencial (As): 10 mV
e Amplitude de pulso (Ap): 50 mV

e Tempo de pulso (Tp): 0,05 s

e Velocidade de varredura (v): 20 mV:s™ 1
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Uma medida consistiu de uma série de quatro varreduras no
eletrélito suporte, seguida da varredura correspondente a adicdo do
analito. As trés primeiras varreduras do eletrélito foram descartadas, pois
eram empregadas para a estabilizacago da linha de base, sendo
considerada apenas a quarta varredura.

Em situacdes em que as medidas apresentaram-se com ruido foi

(751 Também

realizada a suavizacao pelo método de Savitzky-Golay
realizou-se a correcdao de linha de base utilizando o método da média
movel. Ambos os recursos sdo disponibilizados pelo software NOVA.1.10,
utilizado para coleta dos dados voltamétricos.

Tendo em vista a relacdo da area do eletrodo com a geracdo do
sinal na VPD (sessao 3.4) e a importdncia da area eletroativa para
geracao da resposta observada, adotou-se a densidade de corrente (j)
como resposta principal na avaliacdo das condicdes da técnica
voltamétrica empregadas para as determinagdao propostas neste trabalho,
ja que pode ocorrer uma variacdo consideravel da area dos eletrodos
constituidos de compositos sodlidos (como o eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono, por exemplo).

Para a determinacdo da area eletroativa do eletrodo necessaria ao
calculo da densidade de corrente foram registrados voltamogramas
ciclicos a diferentes velocidades de varredura. Esse procedimento foi
realizado utilizando-se como eletrdlito suporte uma solugdo 0,10 mmol-L™
de ferricianeto de potéssio (K;[Fe(CN)¢]) a pH 3,00 e 0,10 mol-L? de
cloreto de potassio. Determinada a area eletroativa do eletrodo, realizou-
se a analise das respostas eletroquimicas obtidas em fungdo da densidade
de corrente, fazendo-se o quociente da quantidade de corrente observada
(corrente de pico) pela area eletroativa do eletrodo.

No processo de verificacdo da resposta eletroquimica para escolha
do eletrodo de trabalho, cada analito foi testado separadamente em dois
niveis de concentracdo, o mais baixo de 5 pmol L e o maior de 60

pumol-L 2.
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4.4. Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

O estabelecimento dos parametros da voltametria de pulso
diferencial foi alcancado apds a execucdo de um planejamento fatorial 23,
onde foram estimados os efeitos destes parametros sobre a densidade de
corrente observada. Os fatores estudados foram: amplitude de pulso (Ap),
tempo de pulso (Tp) e velocidade de varredura (V). Os oito experimentos

realizados previstos pelo planejamento 23 sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Planejamento fatorial 23 completo executado para definicdo dos
parametros da voltametria de pulso diferencial

Fatores e niveis Exp A T, Vv
Amplitude 50 mV 1 1 -1 -1 -1
(Ap) 25 mV -1 2 1 -1 -1

3 =il 1 -1

Tempo de 0,15s 1 4 1 1 -1
pulso (Tp) 0,05s -1 5 -1 -1 1

6 1 -1 1

Velocidade de 40 mV.s™! 1 7 -1 1 1
varredura (V) 20 mV.s* -1 8 1 1 1

Os experimentos foram executados em duplicata, totalizando 16
experimentos, cujas as respostas médias foram empregadas no calculo

dos efeitos avaliados para maximizacao da densidade de corrente.

4.5. Parametros de desempenho

Uma vez obtidos os valores adequados dos parametros da medida
voltamétrica, verificou-se o desempenho analitico da metodologia
proposta a partir de caracteristicas como regido linear de resposta,
sensibilidade e limites de deteccao (LD) e quantificagcao (LQ) para cada
analito separadamente. A resposta analitica foi testada em uma faixa de
concentragdo de 1,0 até 50 umol-L,

Para cada analito foram construidas curvas analiticas observando-

se a regiao onde houvesse uma relagao linear entre a concentracdo e a
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corrente observada. A sensibilidade da metodologia foi definida como
equivalente a inclinacdo da equacdao que descreve a regidao linear de
resposta. Para a determinacao do LD e do LQ, foram realizadas 10 leituras
no eletrdlito suporte sendo, a estimativa do desvio-padrao dessas
varreduras (Sb) e a sensibilidade (b) da regiao linear de resposta, usadas
no calculo do LD e LQ estimadas de acordo com as relagoes: LD = 3Sb/b e
LQ = 10Sb/b 81,

A obtencdo dos parametros de desempenho para a determinacao
individual dos analitos serviu como ponto de partida para o planejamento
de calibracdao multivariada, principalmente no que diz respeito a regido
linear de resposta. O LD e o LQ para os modelos de calibragao
multivariada foram estimados a partir das equacgoes (8) e (9), onde dx é o

desvio-padrao estimado pelo modelo para 10 voltamogramas do sinal de

referéncia, considerando nivel de 95% de confianca. #*!
LOD = 3,3 65, (8)
LOQ =10 6, (9)

Os modelos de previsao univariada propostos para cada analito
foram avaliados pelo método analise de variancia (ANOVA). Assim, a
significancia da regressdo é estimada pela razdo da média quadratica da
regressao pela média quadratica do residuo, que é comparada ao valor de
Fin-2 tabelado, para um nivel de confianga de 95%. Quando esta razao &
maior que o valor de F tabelado e os residuos mostram-se aleatoérios, fica
evidenciada a relacdo linear entre as varidveis X e y. As equacdes
utilizadas na ANOVA estdo representadas na Tabela 2 [°%82],

Tabela 2 - Equagdes da ANOVA para um modelo de regressao MMQ

Soma quadrdtica Graus de Média
ANOVA (sQ) liberdade quadrdtica
Modelo > n[(v): = yml? p-1 SQunod/(p-1)
Residuo z zyij - (vo)i]? n-1 SQqeg/(n-p)
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Onde “p” corresponde ao numero de parametros do polindbmio do

A\Y n

modelo de calibracdo proposto, “n” corresponde ao numero total de

\\iII A\S-¥/4

medidas, indica o nivel da variavel x, “j” corresponde as medidas

repetidas da variavel y em um nivel de x.

4.6. Planejamento Brereton

Definidas as condicdoes onde verifica-se resposta linear a cada
analito, executou-se um planejamento Brereton com 4 componentes
correspondentes a HQ, CC, CR e RS em 5 niveis de concentracdo. Como
todos os analitos apresentaram resposta linear em concentracdes de
1pgmol-L"1 a 50pmol-L™1, os cinco niveis de concentragdao foram definidos
para todos os analitos a partir da divisao desta faixa linear em
concentragoes equidistantes.

A Tabela 3 mostra o resumo do planejamento empregado e a
composicao dos 25 experimentos executados. As concentragdes foram
obtidas pela diluicao dos padroes de HQ, CC, CR e RS sobre TBR pH 5,0, e
as medidas foram realizadas nas condigoes otimizadas.

Também realizaram-se 5 adicdes de variadas concentragdoes dos
analitos que puderam ser utilizadas para validacao externa. As

concentragdes nestas 5 misturas sdo mostradas na Tabela 4.
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Tabela 3 - Misturas utilizadas como conjunto de calibragao.

Concentracao dos analitos em pymol-L™?

Ensaio HQ cc CR RS
1 25 25 25 25
2 25 5 5 50
3 5 5 50 15
4 5 50 15 50
5 50 15 50 25
6 15 50 25 15
7 50 25 15 15
8 25 15 15 40
9 15 15 40 50
10 15 40 50 40
11 40 50 40 25
12 50 40 25 50
13 40 25 50 50
14 25 50 50 5
15 50 50 5 40
16 50 5 40 5
17 5 40 5 25
18 40 5 25 40
19 5 25 40 40
20 25 40 40 15
21 40 40 15 5
22 40 15 5 15
23 15 5 15 25
24 5 15 25 5
25 15 25 5 5

Tabela 4 - Misturas utilizadas para validacao externa.

Concentracao dos analitos em pymol-L 1

Amostra

HQ cC CR RS
1 12 6 4 20
2 6 26 4 4
3 10 6 36 6
4 32 30 40 28
5 4 12 8 12



4.7. Analise quimiométrica

Foram obtidos os conjuntos de -calibragcdo formado pelos 25
voltamogramas obtidos do planejamento Brereton e predicao composto de
5 amostras formadas por misturas em concentragdes variadas dos
analitos. Todos os dados foram pré-tratados com o filtro de suavizagdo de
sinal Savitzky-Golay, formando assim o primeiro conjunto de dados a ser
testado.

Outros trés conjuntos de dados foram formados realizando outros
processos de pré-tratamento em adicdo a suavizagdao por SG. Foram
testados o método da 12 derivada e a transformacgdao padrao normal de
variacao (SNV). Por fim, uma combinacdo destes dois pré-tratamentos
também foi testada. Assim, as quatro técnicas de pré-processamento

testadas foram:

e PP1: Suavizacao de sinal Savitzky-Golay (SG)
e PP2: SG + SNV

e PP3: SG + 12 derivada

e PP4: SG + SNV + 12 derivada

Esses conjuntos de calibracao, juntamente com o conjunto de
validagao, foram usados para gerar modelos por PLS, SPA-MLR e GA-MLR.
Os modelos foram analisados e testados com o conjunto de predicao a fim
de verificar qual das metodologias consegue estabelecer a melhor relagao
entre perfil voltamétrico e concentracdo dos analitos, para predicao de
concentracdes em amostras-teste.

Os algoritmos GA-MLR e SPA-MLR foram executados em ambiente
MATLAB® R2008a versdo 7.6. Os procedimentos SNV e 12 derivada foram
executados no programa Pirouette® v3.11 que também foi utilizado para

a execugao do PLS.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao do eletrodo de trabalho

Testes iniciais foram realizados para verificar a resposta
eletroquimica a hidroquinona, catecol, p-cresol e resorcinol em funcao do
eletrodo de trabalho utilizado. Os resultados obtidos para cada eletrodo e

analito sao mostrados na Figura 6.

Hidroquinona Catecol
——EMPt ECV ——ECVM——EPNC ——EMPt ECV ——ECVM ——EPNC
1.1 4 2.4 1
0.9 - 1.9 -
0.7 -
. 1.4 -
g 05 - El
- ~ 09 -
0.3 -
0.1 - 0.4 4
'0.1 T T T T T 1 _01 ! . . : :
005 0.1 015 0.2 025 0.3 0.35 0.1 0.2 0.3 0.4 05
E (V) E (V)
Resorcinol p-Cresol
——EMPt ECV ECVM EPNC ——EMPt ECV ——ECVM ——EPNC
1.3 - .
0.7
1.1 4 0.6 -
0.9 - 0.5 -
0.7 - 0.4 -
g S 03
= 05 - =
0.2 -
03 T 01 i
0.1 - 0.0 -
_01 . . . '01 T T T T T 1
0.55 0.65 0.75 0.85 05 055 0.6 0.65 0.7 075 0.8
E (V) E (V)

Figura 6 - Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com diferentes eletrodos
na determinacdo de 60 pmol L de cada analito. Ap: 10mV; v: 20mV s!; Ap: 50
mV; Tp: 0,05s. TBR pH 5,0.
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Para cada analito sao apresentados os resultados obtidos na
analise de 60 umol L?, usando os quatro eletrodos avaliados: platina
(EMPt), carbono vitreo (ECV), carbono vitreo modificado com nanotubos
de carbono (ECVM) e pasta de nanotubos de carbono (EPNC).

Nas determinacdes de HQ, observou-se um pico de oxidacdo em
0,20 V, com os maiores valores de corrente sendo obtidos nos testes
realizados com o eletrodo de pasta de nanotubos de carbono, que
apresentou correntes da ordem de 1 pA. Neste caso nao se observou sinal
eletroquimico mensuravel com o emprego do eletrodo de platina, e os
demais eletrodos mostraram correntes de pico inferiores as apresentadas
pelo eletrodo de pasta de nanotubos.

A determinagao CC apresentou resultados similares aos testes
realizados com HQ. Mais uma vez verificou-se a auséncia de resposta
eletroquimica aparente para o eletrodo de platina e um sinal de
intensidade mais elevada para o eletrodo de pasta de nanotubos de

s [16:83] "3 oxidagdo do CC

carbono. Em concordancia com outros trabalho
apresenta pico no potencial de 0,30 V. Observa-se ainda que a
intensidade de corrente para este analito € maior que a obtida para HQ, o
que pode indicar uma maior sensibilidade para o CC.

Os testes referentes a determinacdo de RS mostraram correntes de
pico no potencial de 0,73 V para os eletrodos de pasta de nanotubos e de
carbono vitreo, 0,71 V para o eletrodo de carbono vitreo modificado, e
0,76 V para o eletrodo de platina em concordéncia com o reportado por
Wang et a 84831,

Ao contrario dos resultados até entdao obtidos, a determinacdo de
CR com o eletrodo de pasta de nanotubos de carbono nao se mostrou a
mais sensivel. Verificou-se neste caso que tanto o eletrodo de carbono
vitreo como o de carbono vitreo modificado apresentaram correntes mais
elevadas ao p-cresol que o eletrodo de pasta de nanotubos, sendo
observado o sinal de oxidacao do p-cresol a 0,65 V. Além disso, mesmo
para o eletrodo com melhor desempenho - carbono vitreo modificado -

verificou-se que a magnitude da corrente obtida € menor que a dos outros
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analitos, indicando uma menor dos eletrodos testados sensibilidade a este
analito.

Por conter grupos OH, o fenol pode ser facilmente oxidado, levando
inicialmente a formacdo de radicais fendxido, que podem participar de
reacoes de acoplamento, perda de prétons ou ataque nucleofilico,
especialmente nas posicdes orto e/ou para, quando estas encontram-se
disponiveis. Nestas posicoes a densidade eletronica favorece a reatividade
do anel, fazendo com que ocorra oxidacao em potenciais menos positivos.
Ja a oxidacao do RS em potenciais mais elevados ocorre em decorréncia
da auséncia destes anéis aromaticos ativados, o que dificulta processos
oxidativos que permitem a formacdo do fendxido 21,

No estudo inicial do tipo de eletrodo utilizado na determinagao de
HQ, CC, CR e RS foram obtidas a respostas eletroguimicas em
concordancia com as reportadas na literatura. Neste caso, dentre os
eletrodos testados, verificou-se que o de pasta de nanotubos de carbono
apresentou as melhores respostas eletroquimicas para o conjunto dos
analitos, pois além da boa definicdo dos potenciais de oxidagdo para a
maioria dos analitos, obteve-se um ganho consideravel nas correntes de

pico observadas.

5.2. Estudo do pH e eletrdlito suporte

O estabelecimento do pH de trabalho é uma das etapas mais
importantes no desenvolvimento de um método eletroanalitico, pois
grande parte dos processos redox ocorridos na superficie do eletrodo
sofrem forte influéncia do pH do meio. Considerando a menor
sensibilidade aparente observada para o cresol para o eletrodo de pasta
de nanotubos de carbono, uma concentracao mais elevada para este
analito foi adotada como padrdo de teste. As Figuras 7-10 apresentam
os resultados obtidos para cada composto fendlico estudado, bem como a

acao do pH sobre o potencial de oxidagao observado.
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Os resultados obtidos para HQ podem ser observados na Figura 7,
onde verifica-se que os pHs 2,0, 5,0 e 8,0 apresentam valores similares
de densidade de corrente, sendo o pH 8,0 o que proporciona a maior
densidade (3,4 pA/cm?2). Também observa-se que a elevagdao do pH do
meio gera um deslocamento do potencial de pico para potenciais
negativos, evidenciando a perda de prétons na oxidacao da hidroquinona

a p-benzoquinona ¢,

—pH 2,0 pH40 =—pH50 «=—pH6,0 =——pH 8,0
4.0 -
3.0
520
2
2
1.0
0.0 . .
02  -01 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E (V)

Figura 7 - Variacao do pico de oxidacdo da hidroquinona em funcdo do pH. As:
10mV; v: 20mV s™*; Ap: 50 mV; Tp: 0,05s.

A Figura 8 apresenta os voltamogramas da oxidagcao do CC em
funcao do pH. Observa-se um deslocamento do pico de oxidacao de 0,45V
para aproximadamente 0,15 V ao variar-se o pH de 2,0 para 8,0,
respectivamente. Neste caso verificou-se que, ao contrario do que foi
observado para a HQ, o pH 8,0 apresenta um dos menores valores de
densidade de corrente dentre os pHs testados. Para este analito, a maior
densidade de corrente - aproximadamente 6,0 yA/cm?2 - foi observada a
pH 2,0. Nas determinacbes a pH 6,0 nao se verificou resposta
eletroquimica aparente ao analito, e a segunda melhor condicao foi
observada com emprego do pH 5,0, com densidade de corrente calculada

em aproximadamente 3,7 yA/cm?2.
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Figura 8 - Variacao do pico de oxidacao do catecol em fungdao do pH. As:
10mV; v: 20mV s’t; Ap: 50 mV; Tp: 0,05s.

Os testes com p-cresol mostraram valores bem proximos de
densidade de corrente para a maioria dos pHs testados. Estes resultados
podem ser observados na Figura 9.

——pH 2,0 pH4,0 =——pH50 ——pH6,0 ——pH 8,0

3.2 A

2.1 -

j (MA/cm?)

1.0 -

'0.1 T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

E (V)

Figura 9 - Variacdo do pico de oxidacao do p-cresol em funcao do pH. As:
10mV; v: 20mV s™; Ap: 50 mV; Tp: 0,05s.

Até entdo, o pH 2,0 apresentava-se como uma boa escolha, com
respostas satisfatérias para a oxidacdao de hidroquinona e catecol.

Entretanto, nesta condicao observa-se para o p-cresol a menor densidade
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de corrente dentre os pHs testados. Uma das melhores condigdes para
este analito foi obtida a pH 5,0, com uma densidade de corrente de 3,5
MA/Ccm?2,

Dos quatro analitos estudados, o resorcinol foi o que apresentou os
valores mais reduzidos de densidade de corrente em geral. Estes
resultados sao apresentados na Figura 10. A pH 2,0 ndo se observa
resposta para resorcinol. Por outro lado, a pH 6,0 observou-se a
densidade de corrente mais elevada. Entretanto, em pH 6,0 a
determinacao de catecol é prejudicada conforme observado na auséncia
de resposta eletroquimica aparente neste pH. A segunda melhor condicao
foi obtida a pH 5,0, com densidade de 0,4 uA/cm?2.

—pH 2,0 pH4,0 =——pH50 =pH6,0 =—pH 8,0
1.1 -

0.9 -
0.7 -

0.5 -

j (MA/cm?)

0.3 -

0.1 -

'01 T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

E (V)

Figura 10 - Variagao do pico de oxidagao do resorcinol em funcao do pH. As:
10mV; v: 20mV s*; Ap: 50 mV; Tp: 0,05s.

A variabilidade da resposta eletroquimica para as condicoes
testadas dificulta a escolha de uma condicao 6tima de pH que viabilize a
determinacao simultanea dos quatro analitos. Assim, apesar de nao
apresentar-se como a condicao que fornece o maior valor de densidade de
corrente para todos dos analitos, o pH 5,0 mostra-se como uma
alternativa viavel para o conjunto, pois mostra-se como pelo menos a

segunda melhor condicao para quase todos os analitos.
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Na escolha do eletrdlito-suporte foram testadas as solucdes-
tampao Britton-Robinson (TBR), Mcllavaine (TFS) e biftalato (TFT), todas
com pH ajustado para 5,0. A Figura 11 apresenta os resultados obtidos
para o uso dos trés diferentes tampodes a pH 5,0. Novamente adotou-se a
concentracdo de 50 ymol-L™! para o p-cresol e 5 umol-L™* para o catecol,
resorcinol e hidroquinona. Para todos os analitos, os maiores valores de
densidade de corrente foram observados com a utilizacgdo do tampao

Britton-Robson como eletrélito suporte.

Hidroquinona Catecol
—TBR TFS =—TFT —TBR TFS —TFT
12.0 -
9.0
5 |5
3 60 - s
= 2
3.0
OO n T T . =
005 01 015 02 025 02 025 03 035 04 045
E (V) E (V)
p-Cresol Resorcinol
—TBR TFS ——TFT —TBR TFS ——TFT
0.19 - 0.03 -
0.03 -
0.14 0.02 4
£ o5 E 002
. T ~
g 3 0.01 -
004 0.01 -
0.00 f=
_Ool T T 1 '001 T T T 1
05 0.6 0.7 0.8 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
E(V) E (V)

Figura 11 - Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na avaliacao de
diferentes tampdes a pH 5,0 para a determinacao de HQ, CC, CR e RS. As:
10mV; v: 20mV s™*; Ap: 50 mV; Tp: 0,05 s.
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Com excecao do catecol, o emprego do tampao fosfato nao
favoreceu a oxidacao dos fenodis para as codicOes testadas. O tampado
biftalato apresentou o segundo melhor desempenho como eletrdlito
suporte. Portanto, para determinacdao eletroquimica de hidroquinona,
catecol, p-cresol e resorcinol adotou-se como eletrélito-suporte uma
solugao tampao BR com pH ajustado para 5,0.

Os testes de pH realizados também proporcionaram um melhor
entendimento do processo eletroquimico observado. A Figura 12 mostra
o deslocamento do potencial de oxidagao com a variagao do pH do meio.
Essa relacao possibilita a estimativa da relagdao entre o niumero de protons

e elétrons envolvidos na reagao ocorrida neste sistema.

10 - eHQ eCC ®CR ©RS
08 1 @
......... ... y = -0.058x + 0.9324
0.6 - M 3
s T
N ... “o
044 Tl
®..... °.... y =-0.0548x + 0.574
........... ® ..,....
02 O . ‘®-...y.= -0.0604x + 0.491
""""" o. e
0-0 T T T T T T . 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 12 - Variagao do potencial de pico com o pH do meio para a oxidagao
de hidroquinona, catecol, p-cresol e resorcinol.

Observa-se que para cada unidade de pH ocorre um deslocamento
do potencial de pico de aproximadamente -60 mV para HQ, -55 mV para
CC, -58 mV para CR, e -49 mV para RS. O coeficiente angular da reta que
descreve a relacao potencial de pico vs. pH é proporcional ao numero de

protons envolvidos no processo redox, de maneira que quando essa
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relacdo é de -59 mV, estima-se que o numero de prétons é igual ao de

(801 Estas observagdes encontram em concorddncia com o

elétrons
reportado na literatura ®¢) onde s3o descritos processos de oxidacdo
reversivel da hidroquinona para p-benzoquinona e do catecol para o-
benzoquinona, com transferéncia de dois protons e dois elétrons (Figura

13).

OH 0
OH . o}
-2e , -2H
(A) =
+2e’, +2H
OH 0
5 22¢ 2H
..-::"
( ) +2e , +2H
OH o

Figura 13 - Processos reversiveis ocorridos na oxidacdo da hidroquinona (A) e
do catecol (B) na formacdo da benzoquinona &8¢!

A m-benzoquinona, produto da oxidacdao do resorcinol, é relatada
como termodinamicamente instavel, o que explica a consideravel
diferenca entre os potenciais de oxidacao desta espécie em relacao aos
potenciais de oxidacao da hidroquinona e catecol, que apresentam a

mesma composicdo quimica (26

OH o o)
2e H “HX
— —
OH
X X a

Figura 14 - Processos de formagao da benzoquinona a partir de fenois p-
substituidos como o p-cresol
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O processo de oxidacdo de fendis p-substituidos, dentre eles o p-
cresol, também pode levar a geracdo da benzoquinona, por uma reacao
de transferéncia direta de 2 elétrons (Figura 14). Este processo ocorre
em potenciais mais anddicos e é favorecido pelo aumento do pH do meio,
podendo levar a formacao da hidroguinona a partir da reducao da p-

benzoquinona produzida 871,

5.3. Pré-concentracao adsortiva

A possibilidade de pré-concentracdao adsortiva dos analitos na
superficie do eletrodo também foi avaliada, observando-se os efeitos da
aplicacdo de um potencial de acumulacdo anterior a varredura
eletroquimica. Foram testados dois potenciais, 0,0V e -0,2V, sob agitacao
constante, sendo cada condicao experimental avaliada em duplicata nos
tempos de 60s e 120s.

As densidades de corrente médias observadas nos testes de pré-
concentracao sdo representadas nos graficos da Figura 15. Em todos os
casos verifica-se que para as duas velocidades de varredura testadas, a
aplicacao de um potencial de -0,2 V nao proporciona uma elevacao da
densidade de corrente. Por outro lado, a aplicacao de 0,0V por 60s,
produziu um pequeno acréscimo na densidade de corrente observado para
0s quatro analitos testados. O maior incremento de densidade verificado
ocorreu para a maior concentracao de HQ. Para as menores concentragoes
dos quatro analitos, observou-se um ganho de aproximadamente uma

unidade de densidade de corrente.
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Figura 15 - Variacao da densidade de corrente observada em fungao das etapas
prévias de acumulacdo, usando potenciais de 0,0V e -0,2V e tempos de 60s e
120s. As: 10mV; v: 20mV s™*; Ap: 50 mV; Tp: 0,05 s. TBR pH 5,0.

Assim, o estudo de pré-concentracao realizado mostrou que,

apesar da aplicacdao de um potencial de 0,0 V por 60 s proporcionar um

discreto aumento nas correntes de pico observadas, este incremento nao

é suficiente a ponto de justificar o acréscimo de mais uma etapa ao

procedimento, elevando assim o tempo de andlise. Portanto, optou-se

pela ndo utilizacdo de uma etapa prévia de acumulagao.

54



5.4. Parametros da varredura eletroquimica

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos da execugdao do
planejamento fatorial completo para as concentracdes de 10 pmol L™ e 50

umol L' de cada analito.

Tabela 5 - Efeitos calculados no planejamento fatorial completo 23 para os

parametros de varredura eletroguimica

10 ymol L1
Efeitos Hidroquinona Catecol Resorcinol p-Cresol
Média 24,6 £1,5 13,9 £0,8 3,8 £0,5 4,9 £0,9
A 18,7 £2,9 10,7 £1,6 2,3+1,1 4,4 +1,8
Tp -32,4+£2,9 -16,1 £1,6 -2,5+1,1 -2,9+1,8
v 0,3+2,9 -1,4 £1,6 -0,6 £1,1 -8,5+£1,8
A:Tp -14,0 £2,9 -7,8+1,6 3,4 +£1,1 -1,9+1,8
AV 3,4+£2,9 0,2+1,6 -1,4 £1,1 -3,6 £1,8
Tp:V -1,7 £2,9 0,7 £1,6 2,2 £1,1 3,7+1,8
50 umol L
Efeitos Hidroquinona Catecol Resorcinol p-Cresol
Média 66,7 £4,6 36,5 £2,6 6,8 £0,8 24,6 £2,5
A 49,4 £9,2 26,1 £5,3 4,3 +1,7 20,4 £5,1
Tp -81,4 £9,2 -43,0 £5,3 -5,3 +1,7 -11,3 £5,1
v -8,6 £9,2 -6,4 £5,3 -0,1+1,7 24,7 5,1
A:Tp -33,1 £9,2 -17,5 £5,3 -3,9+1,7 -2,9 £5,1
AV 1,0 £9,2 -0,7 £5,3 -2,0£1,7 -13,3 £5,1
Tp:V 1,4 £9,2 4,7 £5,3 2,5+1,7 -0,2 5,1

Esta tabela mostra cada um dos efeitos estimados e suas
respectivas interagdes. Também é mostrado o valor erro padrdo de cada
um dos efeitos, que serve como uma estimativa do erro de amostragem.

A Figura 16 apresenta os graficos de Pareto para hidroquinona nas
duas diferentes concentracdes investigadas. Neles sdao mostrados os
valores dos efeitos calculados e o erro baseado no teste t a 95% de
confianca utilizado para julgamento da significancia estatistica de cada
efeito (linha azul). As barras azuis apresentam os efeitos antagOnicos,

enquanto as barras de cor cinza, os sinérgicos.
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Figura 16 - Graficos de Pareto para a avaliacdo dos parametros da voltametria
diferencial de pulso na determinacao de hidroquinona. A: amplitude de pulso;

B: tempo de pulso; C: velocidade de varredura.

Observa-se que em ambas as concentracdes testadas,

hidroquinona apresenta o tempo de pulso e a amplitude de pulso como
fatores significativos para a variacao da densidade de corrente, bem como
o efeito de interacao de segunda ordem entre esses dois fatores. Os

resultados dos testes obtidos para a analise de catecol sdo apresentados

na Figura 17.
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Figura 17 - Graficos de Pareto para a avaliacdo dos parametros da voltametria
diferencial de pulso na determinacao de catecol. A: amplitude de pulso; B:

tempo de pulso; C: velocidade de varredura.
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Verifica-se para este analito resultados equivalentes aos obtidos
para a hidroquinona, com o tempo e a amplitude de pulso como fatores
significativos para a variacdo da densidade de corrente, além do efeito de
interacdo entre esses dois fatores. O grafico desta interacdo de segunda
ordem que apresenta efeito negativo para resposta € apresentado na
Figura 18. As demais interagcdes nao mostraram-se significativas para a

densidade de corrente nas condigcdes estudadas.

Grafico de interacdo AB sobre densidade de corrente

150 Tp=0.05 7
120+ e
o
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o =
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20k / Tp=0.15
Tp=0.15
ok ]
25.0 50.0

A

Figura 18 - Interacdao de segunda ordem entre amplitude e tempo de pulso
sobre a densidade de corrente observada para as analises de HQ e CC.

Verifica-se que no nivel mais baixo do tempo de pulso (0,05s)
testado, o ganho sobre a resposta € maior ao se passar da amplitude de
25mV para 50mV. Esse comportamento foi observado na anadlise de
resorcinol apenas na concentracdo de 10 umol L, conforme mostrado no
grafico de Pareto da Figura 19. Verifica-se que nesta concentragao,
apenas esta interacdo negativa é significativa para densidade de corrente.
Para a concentracdo de 10 umol L'* a densidade de corrente observada na
andlise de RS é afetada negativamente pelo tempo de pulso e de maneira
positiva pela amplitude de pulso, sendo todos os demais fatores principais
e interagdbes nao significativos para a resposta. Esse comportamento

discrepante em relacao aos dois isdbmeros testados pode ser atribuido a
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instabilidade termodinamica da espécie produto da oxidacao do resorcinol

gue interfere sobre o sinal observado.

Resorcinol 10 umol/L Resorcinol 50 umol/L

. e e
= - =
B:Tp AA | |
| | | I
c:v - C:v I
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Valor do efeito calculado Valor do efeito calculado

Figura 19 -Graficos de Pareto para a avaliacao dos parametros da voltametria
diferencial de pulso na determinagao de resorcinol. A: amplitude de pulso; B:
tempo de pulso; C: velocidade de varredura.

Os efeitos calculados e suas significAncias estatisticas para a
analise de cresol sdao apresentados na Figura 20. Nela observamos que
os efeitos principais da velocidade de varredura e da amplitude de pulso
mostraram-se significativos, e o efeito de interacdo entre esses fatores sé

se mostrou expressivo para a concentragcdo mais alta testada.
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Figura 20 - Graficos de Pareto para a avaliacdo dos parametros da voltametria
diferencial de pulso na determinagao de p-cresol. A: amplitude de pulso; B:
tempo de pulso; C: velocidade de varredura.
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Em nenhum dos casos observou-se o tempo de pulso como
estatisticamente significativo para a resposta. A formacao de outros
produtos pela oxidacao do p-cresol pode ser vista como um dos fatores
que responsavel por essa divergéncia em relacgdo aos resultados
observados para os demais analitos.

As superficies de resposta mostradas na Figura 21 ilustram o efeito
dos fatores estudados sobre a densidade de corrente e podem ser usadas
na escolha das condicdes que favorecem a resposta de interesse. Os
resultados deste planejamento fornecem ferramentas que podem auxiliar

a escolha dos melhores parametros eletroquimicos para as determinacoes.
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= 80

Figura 21 - Superficies de resposta sobre o efeito dos fatores estudados em
relacdo a densidade de corrente para a analise de HQ, CC, CR e RS.
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Verifica-se que para a determinagdao de hidroquinona e catecol a
densidade de corrente cresce ao empregar-se o nivel mais alto da
amplitude de pulso. J& para o tempo de pulso observa-se uma diminuicao
consideravel do sinal ao se passar do nivel mais baixo para o mais alto. O
efeito da velocidade de varredura sobre a resposta estudada mostrou-se
desprezivel para a maioria dos casos, porém quando considerada
significativa apresentou efeito negativo sobre a resposta.

Assim, como o intuito do planejamento é encontrar as condigoes
que maximizam a densidade de corrente observada para o conjunto das
determinacdes, define-se como condigdes de medida o nivel mais alto dos
fatores 1 e 3 e o nivel mais baixo do fator 2. Portanto foram adotadas
como condigdes de medida para a voltametria de pulso diferencial os

seguintes parametros:

e Janela de potencial: -0,1a 1,0V

e Incremento de potencial (As): 10 mV
e Amplitude de pulso (Ap): 50 mV

e Tempo de pulso (Tp): 0,05 s

e Velocidade de varredura (v): 20 mV:s™1

5.5. Determinacao individual dos fendis

As curvas analiticas obtidas para a determinacao de hidroquinona,
catecol, cresol e resorcinol sdo apresentadas nesta sessdo. O calculo do
desvio-padrdo para a analise dos brancos permitiu a estimativa dos limites
de deteccao e quantificacdo apresentados. Para a determinacao de
hidroquinona, observa-se (Figura 22) uma regiao linear de resposta com
limite de deteccao de 2,30 uymol-L"1 e limite de quantificacao de 7,66

Mmol-L71,
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Figura 22 - Curva analitica para determinacao univariada de hidroquinona.
Linhas cinza correspondem aos limites de predicdao para novas observacoes.

O valor de R? obtido indica uma capacidade de explicacdo de
99,7% da variabilidade da concentragao de hidroquinona em fungao da
corrente observada para o sistema estudado. Uma forte correlagao entre
as variaveis fica evidenciada pelo coeficiente de correlacdo de 0,998
apresentado. O modelo que descreve a relacao entre a corrente observada
(I) e a concentragdo de hidroquinona (Cnq) € dado por I = -36,9(%9,1)
+ 19,5(+0,6) * Cho.

A curva analitica obtida para a analise de catecol é mostrada na
Figura 23, onde um coeficiente de correlacao de 0,998 indica uma forte
correlagdo entre corrente de pico e concentragao. Observa-se uma
sensibilidade de 23,1nA/umol-L™1, sendo o LD e o LQ -calculados
1,80:umol-L"1 e 3,61-umol-L"1 respectivamente.

O modelo que descreve 99,5% da variabilidade na relagao entre a
corrente observada (I) e a concentracdo de catecol (Ccc) € dado por I = -
61,7(+14,1) + 23,1(%0,9) *Ccc.
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Figura 23 - Curva analitica para determinacdao univariada de catecol. Linhas
cinza correspondem aos limites de predicdo para novas observagoes.

O modelo univariado proposto para a determinagcdao de RS
apresentou sensibilidade de 32,2nA/umol-L"1 com LD de 0,05-uymol-L"* e

limite de quantificagdao de 0,16 umol-L"* (Figura 24).
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Figura 24 - Curva analitica para determinacdo univariada de resorcinol. Linhas
cinza correspondem aos limites de predicdao para novas observagoes.

O valor de R’ obtido indica uma capacidade de explicacdo de
99,7% da variabilidade da concentracao de resorcinol em funcao da
corrente para o sistema estudado. A elevada correlagdo entre as variaveis

fica evidenciada pelo coeficiente de correlacao de 0,998. O modelo que
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descreve a relagao entre a corrente observada (I) e a concentragao de
resorcinol (Crs) € dado por I = -13,7(£12,6) + 32,2(£0,9) *Cgs.

Por fim, para a analise de cresol a metodologia proposta mostrou
sensibilidade de 39,9nA/pmol-L"1 com limite de detecgao calculado em

2,66 pmol-L1 e limite de quantificacao de 8,85 pmol-L-1 (Figura 25).
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Figura 25 - Curva analitica para determinacao univariada de p-cresol. Linhas
cinza correspondem aos limites de predicdo para novas observagoes.

O valor de R? indica uma capacidade de explicacdo de 99,7% da
variabilidade da concentracao de p-cresol em funcao da corrente para o
sistema estudado. Uma forte correlacao entre as variaveis fica evidenciada
pelo coeficiente de correlagao de 0,998. O modelo que descreve a relagao
entre a corrente observada (I) e a concentracdo de cresol (Ccr) € dado por
I =-33,3(+15,8) + 39,9(%1,2) *Ccr.

Os resultados da avaliagdao dos modelos univariados propostos pela
ANOVA para a anadlise de cada analito estdo resumidos na Tabela 6. Pela
andlise de variancia, para um modelo de regressdo, quanto maior o F,
maiores sao os quadrados médios do modelo que os quadrados médios
residuais. Assim, quanto maior o F, mais significativo o valor de p para a
ANOVA. Uma vez que os valores de P observados para os quatro analitos
sao inferiores a 0,05, pode-se dizer que existe uma relagao
estatisticamente significativa entre a corrente observada e a concentragao
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de cada analito a um nivel de confianca de 95,0%. A Tabela 7 resume os
principais parametros de desempenho obtidos para a analise univariada de

cada analito.

Tabela 6 - Resultados da analise de varidncia obtidos para os métodos
univariados.

Soma quadrdtica n Média quadratica

ANOVA F Valor-P
Modelo Residuo Modelo Residuo
HQ 96604,8 281,545 96604 93,84 1029 0,0001
cc 135895 681,566 135895 227,1 598 0,0001
RS 392927 1273,38 392927 318,3 1234 0
CR 600481 2019,12 600481 504,7 1189 0

Tabela 7 - Parametros de desempenho analitico obtidos para os métodos de
analise univariada dos compostos estudados.

) Sensibilidade LD LQ
Analito nA/umol-L 1 umol-L 1 umol-L 1
HQ 23,1 1,80 3,61
cC 32,2 0,05 0,16
RS 39,9 2,66 8,85
CR 23,1 1,80 3,61

Verifica-se que todos os analitos apresentam resposta linear na
faixa de concentragdo de aproximadamente 1,0 x 10°® mol-L"t a 2,5-x 107
mol-L"1. Estas analises permitiram uma avaliacdo geral do desempenho do
eletrodo proposto e orientaram para a construcdo dos niveis do

planejamento Brereton.

5.6. Planejamento Brereton

Foram executados os experimentos do planejamento Brereton,
conforme descrito na sessao 4.6, sendo obtidos os voltamogramas
referentes ao conjunto de calibracdo e validagcao para as misturas

propostas. A Figura 26 mostra os 25 voltamogramas que compdem
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conjunto de calibracao apds suavizacdo por SG. Observa-se que um dos
ensaios apresentou um desvio em relacao as demais que, caso necessario,

pode ser resolvido com um ajuste simples de linha de base.

2.40
2.00

1.60

(HA)

=
N
o

Corrente
o
%
o

0.40

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Potencial (V)

Figura 26 - Voltamogramas de pulso diferencial das misturas obtidas pela
execugao do planejamento Brereton. TBR pH 5,0.

5.7. Analise quimiomeétrica

Foram construidos os modelos usando o PLS com validagao cruzada
leave-one-out buscando o menor numero possivel de variaveis latentes
para melhor previsao das concentracoes. A Tabela 8 apresenta os
resultados obtidos para validacdo interna nos diferentes pré-
processamento testados, onde N corresponde ao numero de variaveis

latentes selecionadas.

Tabela 8 - Resultados para validagao interna dos modelos gerados com PLS.

Faixa de concentracdo: 1,0-10°mol-L ™ a 2,5-10mol-L .

PLS Hidroquinona Catecol Cresol Resorcinol

N  RMSECV R N RMSECV R N  RMSECV R N  RMSECV R
PP1 9 9,10 0,8 |2 12,3 0,9 2 12,3 09 | 9 10,5 0,9
PP2 | 3 12,9 0,8 |7 790 0,87 7,90 08 | 5 8,19 0,9
PP3 4 9,39 09 |3 9,00 0,9 3 9,01 09 | 7 8,81 0,9
PP4 | 3 9,01 09 |7 581 097 5,79 09 | 3 6,49 0,8
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Verificou-se que para a analise de hidroquinona e resorcinol foram
definidas 9 PCs para um sistema com apenas 4 componentes, este fato
evidencia um elevado efeito de interagcao ocorrido neste sistema,
especialmente para estes analitos. Além disso, a previsdao das amostras
usadas para construcdao do modelo (validacao interna), apresentou
elevados valores de RMSECV, o que caracteriza uma baixa correlagao
entre os valores de referéncia e os valores previstos. Diante disto, e
considerando que de maneira geral ndo é esperado um desempenho
melhor com a validacao com as amostras externas, entende-se que a
geracdo de modelos PLS para este sistema ndo se mostra satisfatério para
as condigOes testadas. Portanto nao se prosseguiu com testes de modelos
gerados por PLS.

Também foram testados modelos gerados pelos algoritmos SPA-
MLR e GA-MLR, que fazem uso do recurso de selecdao de variaveis.
Novamente, o melhor modelo corresponde aquele que, com o menor
nimero de variaveis, consegue estabelecer uma relagdo entre as
concentragdes dos analitos e o perfil voltamétrico observado. As amostras
gue compdOem as cinco misturas extras também foram usadas na
avaliacao da capacidade de predicao destes modelos.

A Tabela 9 apresenta os resultados observados na determinagao de
hidroquinona nas 25 misturas obtidas da execugao do planejamento
fatorial, e das 5 amostras de teste. Observa-se que para a validagao
interna, o menor valor de erro é obtido para os dados pré-processados
com SNV usando o algoritmo SPA-MLR, sendo neste caso selecionadas 16
variaveis. Porém, ao realizar-se a validacdo externa das amostras,
observa-se um RMSEP elevado. Ao se tomar como referencial a validagao
externa, entende-se como modelo mais adequado o que apresenta o
menor erro de predicao. Esta condicao foi obtida para os dados pré-
tratados com a 12 derivada, sendo as variaveis selecionadas pelo
algoritmo genético. Dessa forma, para a anadlise de hidroquinona, foram

definidas as 12 variaveis apresentadas na Figura 27.
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Tabela 9 - Resultados obtidos para modelos gerados na analise de hidroquinona.

Metodo/ Pré-Process. N PRESS RMSE R
SPA-MLR
PP1 Validagdo | 16 813.1  RMSECV: 5.7 0.942
Predicédo 1059.8 RMSEP: 14.6 0.707
PP2 Validacdo | 16 238.3 RMSECV: 3.1 0.983
Predicdo 12897.7  RMSEP: 50.8 0.736
PP3 Validagdo | 10 482.2  RMSECV: 4.4 0.963
Predicdo 1241.4  RMSEP: 15.8 0.719
PP4 Validagdo | 11 1060.2  RMSECV: 6.5 0.926
Predicéo 6758.1 RMSEP: 36.8 0.747
GA-MLR
PP1 Validagdo | 13 291.5  RMSECV: 3.4 0.978
Predicédo 1936.8 RMSEP: 19.7 0.820
PP2 Validagdo | 11 486.2  RMSECV: 4.4 0.963
Predicéo 122.1 RMSEP: 4.9 0.910
PP3 Validagdo | 12 740.6 RMSECV: 5.4 0.944
Predicéo 88.0 RMSEP: 4.2 0.994
PP4 Validagdo 4 1734.0 RMSECV: 8.3 0.862
Predicéo 175.1 RMSEP: 5.9 0.942
Hidroquinona HQ (12 Derivada)
1.1 - 8.0 -
1.0 - 6.0 1
4.0 -
0.9 -
< <20 |
2 0.8 - >
Y= € 0.0
Q L
807 7 8_20 -
0.6 - -4.0 -
05 i i i i 1 '6.0 T T T T 1
00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 27 -Varidveis selecionadas pelo algoritmo genético para geracdo do
modelo MLR de determinagao de hidroquinona.

Chama a atencdo o fato de entre as varidveis selecionadas nao
estar incluida a variavel referente ao potencial de 0,20 V, no qual foi
observada a oxidacao da hidroquinona para as condicdes estudadas. Os

resultados obtidos para a analise de catecol sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Resultados obtidos para modelos gerados na analise de catecol.

Metodo/ Pré-Process. N PRESS RMSE R
SPA-MLR
PP1 Validagdo | 17 95.7 RMSECV: 2.0 0.993
Predigdo 1023.7 RMSEP: 14.3 0.773
PP2 Validacdo| 12 49.7 RMSECV: 1.4 0.996
Predigdo 1583.8 RMSEP: 17.8 0.788
PP3 Validacdo| 20 1126.1 RMSECV: 6.7 0.933
Predigdo 1505.3 RMSEP: 17.4 0.097
PP4 Validacdo | 17 187.9 RMSECV: 2.7 0.986
Predicdo 520.5 RMSEP: 10.2 0.884
GA-MLR
PP1 Validagdo| 13 120.9 RMSECV: 2.2 0.991
Predicdo 4247.2 RMSEP: 29.1 0.994
PP2 Validagdo | 11 304.8 RMSECV: 3.5 0.977
Predigdo 998.4 RMSEP: 14.1 0.828
PP3 Validagdo| 8 1119.6 RMSECV: 6.7 0.918
Predicio 43.4 RMSEP: 2.9 0.985
PP4 Validacdo| 9 327.0 RMSECV: 3.6 0.976
Predi¢do 476.2 RMSEP: 9.8 0.931

Aqui observa-se que para a validacao interna, o menor valor de
erro é obtido para os dados pré-processados com SNV e modelo gerado
com o SPA-MLR, sendo 12 selecionadas varidveis (Tabela 10). Porém,
novamente o menor erro de predicdo foi obtido empregando-se o pré-
processamento por 12 derivada e usando o algoritmo genético na selegdo
das 8 variaveis mostradas na Figura 28.

Neste caso, foram selecionadas as variaveis referentes ao processo
de oxidacdo do catecol em torno de 0,30V. Além destas, o algoritmo
também selecionou varidveis nos potenciais mais catddicos que era uma
regiao que apresenta as maiores variagoes de corrente.

A analise de RS mostrou que o emprego do GA-MLR nos dados
apenas suavizados fornece menores erros para validacao interna, mas

ainda com elevados valores de erro para predicao externa (Tabela 11).
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Figura 28 - Varidveis selecionadas pelo algoritmo genético para geragao do
modelo na analise de catecol

Tabela 11 - Resultados obtidos para modelos gerados na analise de resorcinol.

Metodo/ Pré-Process. N PRESS RMSE R
SPA-MLR
PP1 Validagao 12 255.5 RMSECV: 3.2 0.981
Predicédo 1129.2 RMSEP: 15.0 0.987
PP2 Validagao 16 749.6 RMSECV: 5.5 0.954
Predicéo 1765.7 RMSEP: 18.8 0.699
PP3 Validacdo 7 1494.0 RMSEcv: 7.7  0.895
Predicéo 175.1 RMSEP: 5.9 0.926
PP4 Validacdo 5 1029.3 RMSECV: 6.4 0.922
Predicédo 698.2 RMSEP: 11.8 0.855
GA-MLR
PP1 Validacdo 13 124.6 RMSECV: 2.2 0.991
Predicdo 1144.5 RMSEP: 15.1 0.957
PP2 Validagdo| 14 588.2 RMSECV: 4.9  0.955
Predi¢do 9141.7 RMSEP: 42.8 0.161
PP3 Validagdo| 13 380.3 RMSECvV: 3.9 0.971
Predicdo 9.0 RMSEP: 1.3 0.996
PP4 Validagdo| 10 670.3  RMSECv: 5.2 0.950
Predicao 95.6 RMSEP: 4.4  0.907
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Ja o modelo gerado com GA-MLR nos dados pré-tratados com 12
derivada fornecem os melhores resultados de predicao das amostras, com

13 variaveis selecionadas que sdao mostradas na Figura 29.

Resorcinol RS (12 Derivada)
1.1 8.0
1.0 - 6.0 1
09 - 4.0 -
2.0 -
<08 - B
L 8 0.0 -
c c
o 0.7 - )
8 LEJ)-Z.O 1
0.6 - 4.0 -
05 T T T T 1 '60 T T T T 1
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 29 -Varidveis selecionadas pelo algoritmo genético para geracdo do
modelo na analise de resorcinol.

Observa-se que as variadveis selecionadas encontram-se
distribuidas na regido onde foi observada resposta principal ao resorcinol,
mas também na regido mais anddica onde também se observa sinais de
pequena magnitude para este analito.

Por fim, a andlise de cresol mostrou resultados um pouco
diferentes. Tanto para validagcao interna quanto externa o GA-MLR
apresentou resultados mais satisfatérios. Conforme mostrado na Tabela
12, na validagao interna o melhor desempenho foi observado com os
dados pré-processados apenas com a suavizacao SG. Foram selecionadas
14 variaveis para o modelo que apresentou menor erro. Para a validacao
interna, com 13 varidveis selecionadas, os dados pré-processados com 12
derivada apresentaram menores erros de predicdo proximos aos
observados com validacdo interna. As varidveis selecionadas sao

mostradas na Figura 30.
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Tabela 12 - Resultados obtidos para modelos gerados na analise de cresol.

Metodo/ Pré-Process. N PRESS RMSE R
SPA-MLR
PP1 Validacdo| 6 950.6 RMSECV: 6.2 0.928
Predicdo 467.6 RMSEP: 9.7 0.848
PP2 Validagdo| 5 1207.7 RMSECV: 7.0 0.907
Predicdo 578.0 RMSEP: 10.8 0.892
PP3 Validagdo| 9 1074.2  RMSECV: 6.6 0.920
Predicédo 3235 RMSEP: 8.0 0.900
PP4 Validagdo| 4 891.5 RMSECv: 6.0 0.931
Predicdo 522.2 RMSEP: 10.2 0.975
GA-MLR
PP1 Validacdo| 14 219.9  RMSEcv: 3.0 0.983
Predicdo 536.8 RMSEP: 10.4 0.883
PP2 Validagdo| 11 374.0 RMSEcv: 3.9 0.972
Predigéo 480.7 RMSEP: 9.8 0.932
PP3 Validagdo| 13 304.1 RMSECV: 3.5 0.978
Predicédo 61.0 RMSEP: 3.5 0.982
PP4 Validagdo| 5 614.5  RMSEcv: 5.0 0.953
Predicdo 133.7 RMSEP: 5.2 0.991
Cresol CR (12 Derivada)
1.1 4 8.0 +
1.0 - 6.0 1
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3 S 20 -
2 0.8 - Q
@ & 00 -
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Figura 30 - Varidveis selecionadas pelo algoritmo genético para geracao do
modelo na analise de p-cresol

As variaveis selecionadas para o p-cresol se concentraram na
regidao da resposta principal observada para este analito e regidao mais

catodica onde se observa a maior variabilidade do sinal de corrente e na
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regiao de potencial proxima a regiao de resposta a hidroquinona que pode

estar ligada a conversdo desta espécie a p-benzoquinona.

Assim, observou-se que os modelos gerados com a selegcao de

variaveis pelo algoritmo genético apresentavam para os quatro analitos a

melhor capacidade de previsao das amostras quando comparados aos

modelos em que se utilizou o SPA.

Os coeficientes que determinam a relagao entre a concentracao de

cada analito e as variaveis selecionadas sao mostrados na Tabela 13.

Conforme a validacao externa realizada, estes coeficientes foram usados

para prever os valores das concentracdes das 5 amostras de teste.

Coef.

Bo
B1
B-
Bs
B
Bs
Bs
B7
Bs
Bs
Bio
Bix
Bz
Bis

Tabela 13 - Coeficientes dos modelos obtidos para cada analito

Hidroquinona Catecol Cresol

41.4 11.6 56.3 21.5
3+(Eo.12) 1.6-(Eo.26) -0.8-(Eo.19) 1.1-(Eo.05)
2.1-(Eg.28) -2.1:(Ep.29) 0.2:(Eo.21) -4.5:(Eop.08)
-9.3:(Eo.42) 0.7:(Eo.36) 0.7:(Eo.23) 5.0-(Eo.12)
13.9:(Eo.44) -2.2:(Eq.s1) -4.9-(Eo.45) -2.0-(Eo.15)
-7.2+(Eo.48) -24.0-(Eo.96) 30.9:(Eo.48) -1.1-(Eo.18)
2.9:(Ep.s6) -0.8:(Ep.97) -47.7-(Eo.50) 0.3-(Eo.36)
-1.2:(Eo.67) 97.7-(Eo.99) 26.1-(Eo.s2) -1.8-(Eo.68)
0.7-(Eo.74) -73.3+(E1.00) -3.7:(Eo.54) 3.9-(Eo.73)
-3.9:(Ep.78) -1.2:(Eo.72) -8.0:(Eop.75)
5.1:(Ep.80) 2.8:(Eo.79) 3.8:(Eo.76)
-3.3(Eo.s3) -18.9-(Eo.52) -4.9-(Eo.s6)
-1.5-(Eo.07)) 21.0-(Eo.s3) 6.3 (Eo.90)
-9.8:(Eg.87) -6.8-(Eq.01)

Os valores reais e valores preditos sao mostrados na Tabela 14.

Cr corresponde a concentracao (umol-L™1) adicionada e Cp corresponde a

concentracao (pmol-L1) prevista pelo modelo selecionado, seguida do

desvio-padrao associado.
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Tabela 14 - Previsdao por validagao externa das misturas teste.

Hidroquinona Catecol Cresol
Cr Cp Cr Cp Cr Cp Cr Cp
120 7.0+3,4 | 6.0 103+2,8 | 200 21.0+2,7 40 0,025
60 45+3,4 260 257+2,8 4.0 1.3+2,7 | 40 75%2,5
100 6.0+3,4 | 6.0 54+28 6.0 6.0+2,7 | 36.0 30.7+2,5
320 254+3,4 300 279+2,8 280 285+2,7 | 400 383%*25
4.0 25+3,4 | 120 9.1+2,8 | 120 11.6+2,7| 80 9.2+2,5

Verifica-se uma boa capacidade de predicao das concentracdes
testadas especialmente para a analise de catecol e resorcinol. A analise de
hidroquinona e p-cresol apresentam erros mais elevados, isto mostra-se
como reflexo das caracteristicas da metodologia proposta, ja que foram
observados (Tabela 7) limites de deteccao e quantificagao mais elevados

para estes compostos.
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6. CONCLUSOES

s

Os nanotubos de carbono associados ao 6leo mineral na forma de
pasta apresentam uma boa sensibilidade a hidroquinona, catecol,
p-cresol e resorcinol, mostrando-se como um bom material para

construcao de eletrodos voltados a estas determinagoes.

Uma condicao que favorece a determinacdao destes quatro analitos
é a utilizacdo de tampdo TBR a pH 5,0 pois esta apresenta um bom
compromisso para a determinacao do conjunto de analitos

estudados.

A anadlise multivariada pelo método dos quadrados minimos
parciais (PLS) sem a utilizacao de um processo de selegao de
variaveis mostrou-se insatisfatéria na geracdo de modelos de
predicao para este sistema. Por outro lado, a utilizagdo do método
da regressao linear multipla associada a selegao de varaveis pelo
algoritmo genético (GA-MLR) mostrou-se como uma boa

alternativa para construgao destes modelos.

A associacdo da analise eletroquimica a técnicas de calibracao
multivariada  possibilita a determinacdo  simultanea de

hidroquinona, catecol, cresol e resorcinol.
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