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Cachacas séo bebidas produzidas a partir da cana-de-acucar com teor alcodlico
de aproximadamente 40% em volume. Devido a seu grande consumo no pais e
sua complexidade em constituicdo quimica, promoveu-se neste trabalho a
determinacdo dos metais cobre, zinco, cadmio e chumbo, que em gquantidades
elevadas, sdo nocivos a saude e ao metabolismo humano. Determinou-se as
concentracfes desses metais por meio da voltametria de redissolucdo anédica
com onda quadrada, sendo elas analisadas por voltametria em carater in situ.
Com as correntes obtidas pela voltametria, juntamente com as concentracdes
encontradas por uma técnica de referéncia (espectro de emissdo 6ptica com
plasma indutivamente acoplado — ICP OES) desenvolveram-se duas
metodologias quimiometricas para a previsdo desses metais em amostras de
cachaca. As determinagdes simultdneas desses metais foram construidas por
meio das as Redes Neurais Artificiais (RNA) e os Quadrados Minimos Parciais
(PLS), utilizando as correntes obtidas pela voltametria utilizando eletrodos de
mercurio e carbono comerciais, e um eletrodo de nanotubo de carbono
construido em laboratorio. Antes do desenvolvimento dessas técnicas, pré-
tratamentos estatisticos particulares foram desenvolvidos nos dados de corrente
de voltametria, a fim de obter-se uma melhor resposta de previsdo dos metais.
Tanto para a voltametria quanto para o ICP OES, a determinacdo de chumbo
foraineficaz, podendo justificar que o limite de deteccao dos aparelhos era maior
gue a concentracdo deste metal nas amostras. Apos o desenvolvimento dos
métodos quimiometricos, calculou-se a raiz quadrada do erro de predicéo
(RMSEP) para todos os metais, tanto no PLS quanto nas redes neurais, além de
uma construcao de graficos de correlacdo de valores obtidos pelo ICP OES pelos
valores previstos pela quimiometria. Os valores de RMSEP foram significativos,
informando que as redes neurais obtiveram os melhores resultados para este
trabalho. Contudo, o teste F com os valores encontrados pelas técnicas
guimiométricas, determina que nao existe variacdo das concentracdes previstas
em analise estatistica. O método proposto mostrou-se simples e obijetivo,
tornando-se um bom método de andlise alternativo.

Palavras Chave: PLS, RNA, Cachacas, ICP OES, Voltametria.
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Cachacas are drinks produced from sugarcane with an alcohol content of
approximately 40% in volume. Due to its large consumption in the country and
their complexity in chemical constitution, the determination of the metals: copper,
zinc, cadmium and lead, it was promoted in this study, which in high amounts,
are harmful to health and the human metabolism. It was determined the
concentrations of these metals by voltammetric anodic dissolution with square
wave, analyzed in situ by voltammetry. With the obtained currents by
voltammetry, along with the concentrations found by a reference technique
(Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry - ICP OES) , along
with the currents obtained by voltammetry, two chemometric methodologies were
developed to predict these metals in samples of Cachaga. Simultaneous
determinations of these metals were constructed by means of Artificial Neural
Networks (ANN) and the Partial Least Squares (PLS), using the currents obtained
by voltammetry using mercury and carbon commercial electrodes, and a carbon
nanotube electrode built in the laboratory. Before the development of these
techniques, particular statistical pretreatments were developed in voltammetry
currents data in order to obtain a better response of forecast of the metals. Both
for the voltammetry and ICP OES, the determination of lead was ineffective, and
can justify that the detection limit of the equipment was greater than the
concentration of this metal in the samples. After the development of
guimiometricos methods, it was calculated root mean squared error of prediction
(RMSEP) for all metals, both in PLS as in neural networks, in addition to a
construction of correlation charts of values obtained by ICP OES for predicted
values by chemometrics. However, the F-test with the values found by
chemometrics techniques determines that there is no variation of expected
concentrations in statistical analysis. The proposed method showed itself simple

and objective, making it a good alternative method of analysis.

Keywords: PLS, ANN, Cachaca, ICP OES, Voltammetry.
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A cachaga, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA)! é um destilado alcodlico proveniente da cana-de-agucar, obtido a partir
de uma fermentacdo da cana-de-agucar, gerando teores alcodlicos em faixas de
porcentagem de 38% a 48% em volume, numa temperatura de 20°C. Na ultima
década, a producao nacional desta bebida ultrapassou bilhdes de litros, divididos
em producdes artesanais em alambiques e producdes industriais, cachaca
industrial, produzida em destiladores continuos?3. Essa quantidade de bebida
gerou, nesta década cerca de 2,5 bilhGes de dblares anuais, movimentando a
economia brasileira, com cerca de 125 mil hectares de cana-de-acUcar,
dedicados, exclusivamente, para a producéo da cachaca.

Com a preocupacao de determinar a constituicdo quimica da cachaca, para
controle de ingestdo de compostos nocivos a saude pelo seu consumo, além da
determinacdo de critérios organolépticos como odor e sabor, verifica-se
parametros inorganicos, constituidos, principalmente, por metais tracos,
geralmente componentes secundarios do produto, ou normas de substancias
organicas (porcentagem alcoolica, por exemplo). Com o passar do tempo, 0s
processos de producdo da cachaca, com o acréscimo da tecnologia, vVém se
desenvolvendo de forma impactante, apesar de uma metodologia basica para

sua producédo®.

A cachaca é obtida a partir do caldo de cana e, para a obtencao do destilado, o
caldo produzido é peneirado, decantado e diluido. Apds, ajusta-se o pH do
liquido obtido, aquecendo-o numa faixa de temperatura entre 28-30°C,
construindo o “mosto” do caldo de cana. Em seguida, adiciona-se 0 mosto na
dorna de fermentacéo, onde as leveduras concentradas sédo capazes de realizar
a fermentacao alcodlica, que durara de um a dois dias. Logo ap0s este processo,
efetua-se a separacdo do fermento da solucdo fermentada (solucdo agora

chamada de “vinho”), seja por centrifugagéo ou por sedimentacao®

O “vinho” é uma mistura complexa apresentada por componentes solidos,
liguidos e gasosos®. Com a destilacdo desta solucdo, obtém-se uma nova

solucdo chamada de Flegma (a aguardente propriamente dita), que
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posteriormente serd armazenada em tanques de aco inoxidavel, aco de carbono

ou de madeira®.
Em geral, os componentes da cachaca podem ser classificados como:

e Primérios: agua e etanol;

e Secundarios: produtos minoritarios oriundos do processo de
fermentacdo, sendo outras substancias organicas (alcoois superiores e
ésteres), metais tracos, principalmente cobre e aluminio, entre outras

substancias.

A cachaca produzida artesanalmente é, geralmente, construida em destiladores
de cobre, estes que conferem melhor qualidade ao destilado®, comparando-os a
alambiques confeccionados com outros materiais como ago inox: contudo ambos
podem contaminar a bebida, caso o0 manejo de producdo seja inadequado. A
contaminagdo por metais em aguardentes ocorre em consequéncia de um
acumulo do “mosto” nas paredes dos destiladores, onde a fermentacao ira
constituir a cachaca’. Além disso, fatores como preparo e plantio da cana-de-

acucar pode influenciar na concentracéo desses metais na cachaca.

Essas substancias influenciam em aspectos fisico-quimicos da cachaca, sejaem

aromas e sabor, seja em aspectos de toxidade nocivos a saude humana®.

1.2 IMPORTANCIA NA DETERMINACAO DOS METAIS EM CACHACA

O ser humano € constantemente exposto a contaminantes metalicos no seu dia-
a-dia. Metais sdo considerados altamente toxicos tanto para o ser humano, seja
para um ambiente natural, quando em elevadas concentracdes. A toxicidade dos
metais esta intimamente ligada a inativacdo de enzimas nos seres vivos, como,
por exemplo, mercurio e prata, competindo com elementos essenciais,
substituindo-os no metabolismo enzimatico®. Além disso, os metais estdo ligados

a varios outros fatores de risco a saude, seja pelas interferéncias nas funcdes
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celulares, pelas alteracdes em processos genéticos ou cromossémicos, gerando

a aparicdo de doencas?®.

A complexidade da composi¢cao quimica da cachaca pode justificar a producao
de trabalhos intensos para a promocdo de analises quimicas de suas
substancias, que podem ser divididas em substancias organicas e inorganicas.
A fracdo inorganica é constituida, majoritariamente, por metais traco e ions
metélicos como Al, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Sn, Fe, Li, Mg, Mn, Hg, Ni, K, Na e Zn?’,
Estes metais contaminam a cachaca desde o plantio da cana de acucar, por
meio de contaminacdo do solo com agrotéxicos ou pela propria constituicao
metalica das rochas e sedimentos da regido de plantio, seja pela metodologia de
fabricacdo do destilado, por manejo dos inadequados dos aparatos para a
fabricacdo do aguardente!?. Normalmente, dentro dos parametros da matriz
analitica, é dada uma maior importancia na analise dos componentes organicos,
promovendo um completo desconhecimento da composi¢cdo quimica completa

de componentes inorganicos na cachaca.

Apesar de menos intenso que a analise de composicdo organica da cachaca,
com o crescimento significativo do mercado de vendas de aguardente no Brasil,
e facil compreender o desenvolvimento, a relevancia e a disponibilidade de
metodologias de andlises desses metais, em produtos de grande consumo em
nivel, ndo somente nacional, mais também mundial, focando principalmente no
processo de adulteracdo de alimentos!®. Esses metais sdo comumente
determinados por técnicas analiticas como espectroscopia de emissao
atébmical4'® e analises voltamétricas!'® entre outras. As determinacdes desses
metais sdo importantes, ndo somente para a identificacdo dos constituintes da
aguardente, mas também por que, além desses constituintes modificarem os
aspectos do destilado, seja em aroma ou sabor, muitos deles sdo altamente

nocivos a salde humana em determinadas concentracées no corpo!’8,

Este trabalho tem como foco o desenvolvimento de uma calibracdo multivariada
através de técnicas quimiometricas por meio da analise de correntes da
voltametria de redissolucdo anédica com onda quadrada para a previsdo das

concentracdes de alguns desses metais pesados em amostras de cachaca.
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1.3 TECNICAS DE QUANTIFICACAO

1.3.1 Espectrometria de emissdo O6ptica com plasma indutivamente
acoplado — ICP OES

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry - ICP OES) é uma
metodologia de analise muito utilizada para quantificar elementos quimicos,
onde o limite de deteccdo € muito baixo, em nivel traco, trabalhando-se em
leitura unielementar ou multielementar, sendo possivel desenvolver uma faixa
elementar e linear ampla e simultanea?®. A Figura 1 mostra todos os elementos

de possivel deteccéo pela técnica de ICP OES.

O ICP OES analisa as amostras em qualquer estado fisico, onde geralmente, um
processo de digestao/abertura amostral com o objetivo de promover a extracdo
do analito da matriz a ser analisado é realizado. Esta etapa pode promover uma
contaminacao da amostra por agentes externos ao procedimento (como vidrarias
contaminadas e erros de procedimento pelo operador), promovendo sempre

novas metodologias para a construcao desta digestdo amostral.
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FIGURA 01 - Tabela periodica com elementos analisaveis por espectroscopia de

emissao optica com plasma indutivamente acoplado.
Fonte: Adaptado de Perkin EImer, 2008%°.

Nas amostras do estado solido, novas metodologias estdo surgindo,
principalmente, com a possibilidade da injecdo da amostra diretamente no
plasma, por meio de técnicas com laser, vaporizacao eletrotérmica ou ablacéo

com arco de centelha?!.

Apdés o preparo dessas amostras, ou até mesmo amostras no estado liquido,
utiliza-se um procedimento padrdo de introducdo das amostras, considerada
classica para o ICP OES: aspiracao da solugdo por uma mangueira com ajuda
de uma bomba peristéltica, onde em seguida a amostra sera transformada em
uma nevoa por meio de um nebulizador, selecionando-a uma por¢éo nebulizada
por meio da camara de nebulizacdo. No fim, a amostra sera inserida no plasma.
Esses nebulizadores séo selecionados para cada tipo de amostra inserida no
plasma, possibilitando o conhecimento de varios tipos de conjuntos de camaras

de nebulizacédo e nebulizadores??.

Os nebulizadores pneumaticos, exemplificado na Figura 2, sdo 0s mais
utilizados, devido a presenca de seus tubos finos perpendiculares, onde existe
uma entrada para 0 gas e outra para a amostra a ser analisada. Um tubo de

sucgéao insere a amostra por meio de uma diferenca de presséao promovida pelo
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gas ao sair de uma regido mais estreita para uma em expansao. O argbnio € o
gas mais utilizado nesta técnica, movimentando-o em velocidades elevadas,
chocando-se com a amostra, promovendo a quebra das particulas, formando

uma névoa onde a amostra € inserida no gas, no estado liquido??.

=

.y .;;=
Amostra
Gas

FIGURA 02 - Nebulizador pneumético.

Fonte: Adaptado de Cienfuegos e Vaitsman, 200023,

Escolher a metodologia de inser¢cdo da amostra no plasma esta intimamente
associado a complexidade da amostra, a concentracdo do analito na matriz, o
preparo da amostra e a disponibilidade financeira. Isto posto, esta etapa deve
ser previamente estudada, pois cada processo tem suas desvantagens e

vantagens, como restricbes em sua utilizagdo?*2°.

O plasma indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma - ICP) € uma
fonte de aplicacdo em analises, incorporada por um gas parcialmente ionizado,
caracterizado por ions excitados e elétrons livres. A tocha de quartzo do aparelho
forma o plasma: sua peca é construida por canais em que uma secdo anular
interna recebe a amostra em fluxo nebulizada, onde a se¢éo anular intermediaria
ira receber o gas auxiliar, responsavel por resfriar a tocha e estabilizar o plasma.
A secao anular externa ira receber o gas, geralmente argbnio, para a formacao

e manutencéo do plasma®.
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A “bobina de indug¢ao”, um aparato que fica envolta de uma parte do plasma, que
€ constituida em suma por cobre, geralmente resfriada por agua ou gas, promove
a passagem de uma corrente elétrica gerada pela técnica, promovendo a
formacdo de um campo magnético orientado, incidido sobre os componentes.
Mais proximo a entrada gasosa constituidora do plasma, ha outra bobina,
“bobina tesla”, que promove uma descarga elétrica, em contato com o cobre
anexado a tocha, gerando as primeiras ionizagdes gasosas do argonio. Quando
este gas ionizado chega a regido de campo, acrescido do aumento da energia
gue é liberada por um gerador de radiofreqiiéncia, as particulas seréo aceleradas
(ions e elétrons), promovendo colisdes entre as espécies, criando um efeito
cascata denominado matching, mantendo o estado plasméatico. A Figura 3
representa o plasma com destaque para a diferenca de temperatura em suas

diversas regioes.

Temperatura meédia em K

6000
6200
8500

6800
8000

1o 10,000

0000

o

FIGURA 03 - Representativa do plasma, com destaque para a diferenca de

temperatura em suas diversas regides.

Fonte: Boss e Fredeen (1997)2.

Logo apoés a insercdo da amostra na chama plasmatica, ela sera dessovatada,
tendo seus atomos ionizados por uma excitacédo, logo apdés uma volatilizacao.
Programando um software, € selecionada a leitura, seja por linha idnica, seja por
linha atdmica. Com o processo de excitacdo, encontram-se moléculas e ions
excitados no plasma. Porém, devido a elevada temperatura, existe uma maioria

significativa de ions excitados?.
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Excitagéo: lonizagdao:

e+ Ms M +e

(A) e+ Ms M + e
e+ M's M™* + e (C)
(B) |
Emisséo:
M* = M + hv
(D)

M** = M* + hv

(E)

Em que:
M - atomo
M* - ion
M* - atomo excitado
M** - jon excitado

hv — fétont’

Em ICP OES, a energia contabilizada refere-se a emissédo espectral devido a
excitacdo de atomos e ions por uma fonte de grande energia, portanto nessa
técnica ndo ocorre o problema e auto-absorcdo como em espectrometria de
absorcao atdbmica (Atomic absorption spectrometry - AAS), permitindo que a

faixa linear de trabalho seja extensa?’.

A maioria dos aparelhos fabricados é dual view, promovendo amostragens de
particulas excitadas em duas visfes: radial, que € perpendicular ao eixo do

plasma; e axial, no mesmo sentido plasmatico?’.
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7

No eixo radial, a amostragem €& promovida na menor regido do plasma,
ocasionando um limite de deteccdo maior, porém com menor influéncia de
interferentes. Ja no eixo axial ao plasma, a &rea da chama plasmatica é maior,
onde promoverad uma maior radiagdo, melhorando a sensibilidade do sistema.
Todavia, a contaminacgdo de interferentes também aumenta, devido ao processo
de recombinacao de espécies. A regiao amostra do plasma varia de 15-25mm

acima da bobina, regido com temperatura entre 6000-6500K 2325,

Todo féton da amostra seguira até o sistema Optico, promovendo a selecédo da
radiacdo na linha do espectro escolhida para o desenvolvimento do método,
onde posteriormente, sera enviada ao detector. A maioria dos aparelhos da
técnica analisam na faixa de 180 a 800 nm, contudo, h& alguns equipamentos
gue trabalham no vacuo ou com sistema purgador que diminuem a interferéncia
gerada pelos componentes presentes no ar, facilitando leituras de linhas abaixo

de 180 nm?4 28,

Os materiais 6pticos mais utilizados no ICP OES, em sistemas Opticos, séo

caracterizados por:

1) Fendas de filtragem de radiacéo;
2) Lentes e espelhos que focam a energia eletromagnética;
3) Grades de difracdo que separam em ordens e o prisma que é responsavel

pela refracdo do sistema, separando os comprimentos de onda.

Dentro deste sistema, 0s componentes mais usuais foram os com rede Echelle
e circuitos Rowland. Echelle refere-se a um equipamento sequencial, que
promove uma leitura muiltielementar, que possui apenas um detector, lendo uma
linha espectral de cada vez. O sistema Rowland trata-se de um sistema de
caracteristicas simultaneas, possibilitando a varredura de diversos elementos ao
mesmo tempo, possuindo diversas saidas de radiacdo, onde cada uma existira

um detector.

O detector promove a transformacdo da energia luminosa em um sinal elétrico,
geralmente, caracterizado por um detector no estado sélido para esses

equipamentos. Além de soélido, ele possivelmente, é constituido por um material
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semi-condutor, possuindo um elemento de deteccdo, usualmente o silicio.
Quando a radiacao incide sobre este elemento, promove-se uma remoc¢ao dos
elétrons, gerando uma componente eletrbnica, um campo elétrico mais
precisamente, pela aplicacdo de uma tensdo, onde os elétrons livres serédo
movimentados no sentido contrario, gerando uma corrente elétrica, proporcional
a radiacao incidida. Utilizar este detector tem suas vantagens: diminuicdo de
interferéncias devido a linhas espectrais muito préximas, armazenamento de
informacdes para que elas possam ser reprocessadas e possibilidade de analise

em concentracdes mais altas®.

Concluindo, os softwares promovem a construcao grafica dos resultados, onde
o0 eixo da ordenada informa a intensidade méaxima do sinal gerado pela deteccéo,
correlacionando esta intensidade com a concentracdo do analito na amostra.
Estes softwares avaliam e selecionam de todas as condi¢cdes operacionais
possiveis a serem identificadas, realizando testes de eliminagdo de efeitos

causados por interferentes?®.

1.3.2 Técnicas voltamétricas

Técnicas voltamétricas tem uma grande aplicac&o nos trabalhos académicos em
estudos nas areas de biologia molecular3®3!, biomédicas3?33, quimica
ambiental®+3>, fisico-quimica®®3’ e quimica analitica®®3°, qualificando e
guantificando dados e informacfes especificas sobre a constituicdo e

propriedades de substancias, com novos procedimentos analiticos 4941,

Dentre todas as metodologias eletroanaliticas, a voltametria € caracterizada pela
obtencao de dados relacionadas a amostras e analitos, por meio da medida de
uma corrente resultante da oxidacdo ou reducdo na parte superficial de um
eletrodo de trabalho, na célula eletroquimica, quando uma diferenca de potencial
€ aplicada ao sistema. Dentre as técnicas voltamétricas utilizadas para o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos e estudos eletroquimicos estdo a
Voltametria de Onda Quadrada (Square Wave Voltammetry - SWV) e Voltametria

Ciclica (Ciclic Voltametric — VC)4041,
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Nessa dissertacdo os dados obtidos foram analisados por voltametria de
redissolucdo anddica com onda quadrada, utilizando a voltametria ciclica como

técnica de teste para o funcionamento do eletrodo.

1.3.2.1 Voltametria Ciclica

s

Versatil e objetiva para a eletroanalitica, & voltametria ciclica promove a
avaliacdo da reversibilidade de processos eletroquimicos, desenvolvendo uma
facilidade nos estudos de amostras que nao se conhece informacdes sobre os
potenciais, como sua eletroatividade. Esta voltametria € uma técnica de
varredura de potencial reversa, onde a velocidade de varredura é conhecida e
aplicada em um potencial variado sobre o eletrodo e, ao atingir o potencial final,
a varredura segue processo inverso, na mesma velocidade*?. Nesses potenciais,
chamados de primeiro e segundo potenciais do vértice, o processo de inversao
do sentido da varredura ira ocorrer, que pode determinar a reversibilidade de
uma reacdo eletroquimica, pelos fenémenos de reducéo e oxidacédo*3. Observa-
se na Figura 4 a relacdo entre o potencial (E) e o tempo (t) gerando o

voltamograma observado na figura 5.

E

Potencial do » Tempo do degrau ]
‘ primeiro vértice " dgvonagel%
Degrau de
Yoltagem

L

Potencial
de inicio |™

Potencial do segundo | =———Jm=

vertice

FIGURA 04 - Relacéo entre potencial, E, e tempo, t, na VC e alguns parametros

da técnica.

Fonte: ROSA*
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lanédica

lcatodica

FIGURA 05 - Voltamograma ciclico

Fonte: ROSA*

A voltametria ciclica indica suas informacfes, sejam quantitativas e
principalmente qualitativas, ou seja, por meio de um registro uma curva da
corrente (I) correlacionando-a com o potencial aplicado na solucéo eletrolitica.

Geralmente, nesta técnica, sdo utilizados trés tipos de eletrodos 4°46:

e Eletrodo de trabalho, no qual a reacéo interessada ira ocorrer quando
aplicado um potencial elétrico;

e Eletrodo de referéncia no qual o fluxo de corrente ndo ocorrera;

e Eletrodo auxiliar ou contraeletrodo, completando o circuito, normalmente

de platina.

A voltametria ciclica tem sua metodologia limitada, geralmente aplicada somente
em solucdes condutoras de eletricidade. Todavia, ela é interessante no que se
refere a uma interface de amostras solidas-liquidas e na determinacdo dos
valores de potencial de reducdo para cada analito nas amostras. O método é
empregado com relativo sucesso na determinacdo superficial de compostos
diferenciados a base de carbono, carbono ativado e nanotubos de carbono em

contato com liquidos idnicos*®.
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1.3.2.2 Voltametria de redissolu¢do anddica com onda quadrada

As técnicas voltamétricas vém se desenvolvendo gradativamente por causa do
desenvolvimento das areas eletronicas e computacional. ISso proporcionou uma
maior velocidade de varredura e alta sensibilidade, além da possibilidade de uma
interface com equipamentos eletroquimicos para o controle digital de uma
perturbacao imposta ao eletrodo de trabalho, possibilitando os desenvolvimentos
de técnicas voltamétricas, em especial metodologias de técnicas de pulso a partir
da década de 50%'.

Essas técnicas de pulso sdo baseadas na medida de uma corrente elétrica em
funcdo do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de potencial, onde a
corrente esta correlacionada tanto com a largura do pulso, quanto com o degrau
de potencial que € aplicado ao eletrodo*®. A média que o tempo passa, com ajuda
da tecnologia aplicada a técnica de pulso, obteve uma nova linha metodologica

de aplicacdo do método: a voltametria de onda quadrada.

A voltametria de onda quadrada € considerada uma das técnicas de pulso mais
rapidas e sensiveis*’, seus limites de deteccdo sdo comparados as técnicas

cromatograficas e espectroscopicas.

Nela ocorre a variagdo de um potencial realizado na forma de escada €
provocada por pulsos de potencial igual a amplitude de uma escada de
potenciais de altura constante e duracéo 2tp (Figura 6)*’. As medidas de corrente
sdo feitas no final dos pulsos diretos e reversos e o sinal obtido, apds derivacéo,
€ dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando excelente
sensibilidade e alta rejeicdo a correntes capacitivas. O pico voltamétrico
resultante apresenta posicao, largura e altura caracteristicas do tipo de sistema

redox avaliado.

A Figura 06 informa detalhadamente a forma de aplicacdo do potencial na
voltametria de onda quadrada, indicando em 1 a etapa do processo reversivel
do sistema, em 2 um processo irreversivel, com separacdo observada das

correntes resultantes, inversa e direta, sendo que ambos possuem perfis
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voltamétricos semelhantes aos que eram obtidos na polarografia de onda

guadrada.

AEs

Eir‘lic.

Tempo —~

FIGURA 06 - Forma de aplicacéo do potencial na voltametria de onda quadrada.

Fonte: SOUZA 4/

A grande vantagem da voltametria de onda quadrada € a obtencé&o de correntes
de picos muito definidas nos experimentos executados em velocidade de
varredura elevada, melhorando a sensibilidade da técnica3®. Concomitante a
isso, por tratar-se de uma técnica de pulso, a corrente faradaica sera coletada
em um intervalo de tempo adequado para que a contribuicdo da corrente

capacitiva tenha se minimizado.

Outras duas grandes vantagens podem ser destacadas para a Voltametria de
Onda Quadrada®’:

e Auséncia de interferéncias da corrente capacitiva, onde as correntes
medidas séo realizadas ao final do degrau de potencial, momento que a
corrente capacitiva se tornou insignificante, melhorando as resolucdes
dos experimentos;

e A andlise de componentes de corrente reversa e direta informa a

divulgacao de valores mecanisticos iguais aqueles obtidos por voltametria
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ciclica, contudo, com maior sensibilidade devido a minimizacdo das

correntes capacitivas.

A voltametria de onda quadrada, associada a redissolucao andédica é altamente
utilizada na determinacdo quantitativa de metais em concentracbes de nivel
traco, devido seu limite de deteccdo ser muito baixo, comparado a outras
técnicas espectroscopicas e cromatograficas. Este processo ocorre devido a
uma pré-concentracao desses metais, onde seus ions presentes nas solucdes
sofrerd uma reducdo eletrolitica a um potencial determinado previamente, mais
negativo a seu potencial de reducéo. Este procedimento inicial € denominado

Plating?®-°°,

A voltametria de redissolucdo anddica foi utilizada pela primeira vez por
Zbinden®!, quando ele promoveu a determinacdo de cobre com estado de
oxidacdo IlI, tentando deposita-lo num eletrodo de trabalho de platina.
Observando que a quantidade de cobre reduzida era minima para ser
guantificada com certa exatidao, Zbinden lembrou-se de inverter a corrente e
oxidou o cobre existente no eletrodo, conseguindo prever quantitativamente a

guantidade do metal por meio da corrente consumida durante o procedimento®°.

Os avancos instrumentais eletroquimicos, desenvolvidos na area da informatica
e no controle digital da perturbacdo no eletrodo de trabalho promoveram o
desenvolvimento da voltametria de redissolucdo anddica. Com essas novas
tecnologias, novos métodos voltamétricos foram surgindo, substituindo, a partir

da década de 50, os métodos polarograficos?’.

Criada por Ramaley e Krause e ajustada por Osteryoung, Turner e Christie®*, a
voltametria de redissolucdo anddica com pulsos possibilitaria, segundo os
autores, um limite de deteccdo menor ainda, comparado aos métodos
tradicionais de varredura linear, promovendo uma maior sensibilidade a técnica
voltamétrica. Com o0s pulsos, segundo o0s autores, parte da substancia

redissolvida é a resposta entre o intervalo de pulso.
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Observado na Figura 7, a medida de corrente esta sendo realizada apenas no
final de cada pulso de potencial, onde a corrente capacitiva sofre uma
minimizacdo consideravel e a corrente faradaica possui sua maior magnitude.
Este processo ocorre devido a corrente capacitiva ser proporcional a e ’R¢, onde
T € o tempo, R a resisténcia da solucdo e C a capacitancia da dupla camada; a

corrente faradaica € proporcional a t%247,

Medida de cormrente

(a)

~Faradaica

mCapacitiva

Tempo de Pulso

17 Ciclo

FIGURA 07 - (a) Variacdo da corrente faradaica e corrente capacitiva com o
tempo, em técnicas de pulso (b) Onda aplicada ao eletrodo de trabalho e sistema
de medicao para voltametria onde: AEp = Pulso; AEs Incremento de potencial

por leitura registrada; T tempo de duracéo do pulso®?.
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A Figura 7(a) mostra o comportamento da corrente (I) a medida que o pulso se
desenvolve, onde o decaimento da corrente capacitiva € mais evidente que a
faradaica. A Figura 7(b) indica a imagem e forma de medicéo para a voltametria
de onda quadrada.

Na Figura 8, ilustra-se 0 passo a passo da voltametria de redissolu¢do anddica.
A etapa de eletrodeposi¢cao acontecerd na secdo em que o analito seré reduzido
no eletrodo de trabalho a um potencial constante menor que o seu potencial de
reducdo. Esta etapa ird ocorrer com agitacao continua, onde sua velocidade de
rotacdo deve ser otimizada, como também o melhor potencial de deposigéo (Ep),
tempo de duracdo da etapa, volume da amostra e area de superficie do
eletrodo*®. Na segunda etapa, representada no processo em b, ocorrerd o
periodo de repouso, onde ndo existe agitacdo do sistema e a corrente catddica
estara em queda devido a falta de conveccéo do sistema. Na parte ¢ da Figura
8, a varredura de potencial ird ocorrer em uma taxa de variagdo constante. Com
isso, constroem-se os dados de corrente, como funcao do potencial, gerando um
voltamograma que nos retorna a corrente de pico (lp) 0 qual esta relacionado

com a concentragdo do analito®.
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™ Agitacdo Agitagdo
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FIGURA 08 - Etapas do método e curva de potencial vs. corrente para
determinacdes por voltametria de redissolucdo anddica Edep = Potencial de
deposicao; AE/At step voltagem; Ep Potencial de pico; Ip Corrente de pico; a

Tempo de deposicdo; b Periodo de repouso; ¢ Etapa de determinacédo®*.

1.3.2.3 Aparelhagem instrumental e o eletrodo a ser utilizado

O potenciostato € utilizado para promover o controle da voltagem entre o eletrodo
de trabalho e o contraeletrodo. Essa voltagem é modificada para promover a
diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia de

acordo com software no computador que estabelecera a funcao entre potencial
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e tempo. Observando de forma mais pedagdgica e didatica, o potenciostato é
visualizado como um dispositivo com capacidade de fornecer corrente suficiente
para que o potencial desejado seja obtido em qualquer momento, gerando a
leitura de voltamogramas, cronoamperogramas e polarogramas quando a

corrente é quantificada®.

No campo da potencidmetria e voltametria, dois dispositivos de eletrodos sao
utilizados para o processo potenciométrico: eletrodos ions-seletivos (ISEs),
sensores com maior historia, e transistores de efeito de campo (Field
Effect Transistor - FET)>*. Varios sensores sdo desenvolvidos para deteccéo de
atividades minimas de metais pesados, onde o ponto chave para a obtencéo de
um sensor eletroquimico bom e confiavel encontra-se no tipo de material que

constitui a plataforma de detecgéo.

Neste campo de eletrodos voltamétricos e potenciométricos, 0s hanomateriais,
trouxeram algumas vantagens em relacdo ao desenvolvimento eletroquimico em
plataformas de deteccdo de metais pesados®®. A utilizacdo de materiais de
nanoestrutura provoca o aproveitamento do aumento da area de eletrodo de
superficie, 0 aumento da taxa de transporte de massa, do rapto de transferéncia

de elétrons em comparacgéo com eletrodos a base de materiais diferentes®>.

Materiais nanoestruturados de carbono, como os nanotubos de carbono, atrai
consideravelmente a atencdo para pesquisadores que trabalham neste campo
de deteccéo de metais pesados, utilizando-os como eletrodos, por causa de suas
excelentes propriedades gerais, associando ao carbono caracteristicas de atuar
simultaneamente como agente absorvante e pré-concentrador na plataforma do

transdutor®?.

Os nanotubos de carbono sdo sensores amplamente utilizados pela
eletroquimica de nanoestruturas, apesar de serem um ramo novo de constituicao
de eletrodos®®®’. Os nanotubos de carbono tém grandes vantagens sobre outros
eletrodos constituidos de carbono devido sua estabilidade quimica, seu pequeno
tamanho, 6tima condutibilidade elétrica, natureza eletrocatalitica, alta resisténcia
mecanica e elevada area superficial especifica. A mudanca dos eletrodos

padrbes para nanoparticulas, mais especificamente, os nanotubos de carbono,
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foi documentado recentemente por causa de resultados positivos em deteccdo
de baixissimas concentracbes de metais em matrizes quaisquer e alta

sensibilidade na deteccédo destes metais pesados®’-°8,

1.4 OTIMIZACAO POR MEIO DE PLANEJAMENTO FATORIAL

Otimizar representa nada mais que obter a melhor eficiéncia de dados de
processos ou sistemas de forma a torna-lo mais funcional e efetivo possivel®®,
Promover uma otimizacdo de um processo ou sistema, VvOCé encontra
determinados valores de variaveis que irdo gerar uma resposta sobre influéncia
dessas variaveis. A utilizacdo do método de planejamento fatorial, em estudos
gue abrangem muitas variaveis € importante, pois torna possivel o planejamento
e arealizagéo de maneira organizada de uma quantidade minima necessaria de

experimentos, economizando tempo e recursos financeiros

Promovia-se antigamente uma analise univariada das otimizacdes, onde
avaliava-se a alteracdo dos resultados em funcdo dos niveis (valores), néo
levando em consideracéo a influéncia dos fatores (variaveis) que poderiam ter
ao serem utilizados concomitantemente. Isto posto, o valor de cada fator seria
avaliado em cada experimento, provocando varios experimentos para se chegar

a valores resposta otimizados para cada parametro.

Utilizando os planejamentos fatoriais, 0s experimentos séo realizados seguindo
uma determinada disposi¢cao matricial de contrastes, sendo executados de forma
aleatdria, diminuindo os erros principalmente provenientes de tendéncias dos

analistas®?.

Para a construcdo de uma otimizacao, inicialmente sao estabelecidos fatores
gue podem influenciar significamente as respostas que se deseja analisar. Caso
nao conheca esses fatores, sera necessario selecionar as possiveis variaveis do
sistema onde existe uma suspeita para a realizacao do planejamento fatorial por

triagem, onde testa-se todas as combinac¢des possiveis.
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Utiliza-se a Equacéo 01 para codificar os niveis e organizar a matriz de contraste

dos experimentos®?.

xi= 22" (1)

Onde Zi é o nivel aplicado, Zm € o valor médio do maior ao menor nivel, Z
corresponde a variacdo entre o maior e 0 menor nivel apresentado e Xi € um

valor atribuido a matriz que varia de acordo com o método.

O namero de experimentos segue uma equacdo de nk onde k representa a
guantidade de variaveis escolhidas que eleva a quantidade de niveis estudados,

sendo o nimero 2 sua quantidade®°.

O processo de triagem tem como objetivo avaliar a normalidade do modelo
gerado por meio de uma analise grafica de probabilidade acumulativa, indicando

quais fatores séo significativos ou n&o®2.

Aplicando-se a triagem, a proxima etapa € a realizacdo do planejamento fatorial
em si, utilizando uma metodologia para a constru¢do do mesmo, sendo uma
delas a de metodologia de superficie de resposta (Response Surface — RSC).
Esta técnica foi desenvolvida na década de 50, pelo britanico George Edward
Pelham Box, na qual trabalha-se a relacao entre as respostas dos experimentos
e as variaveis utilizadas, por meio de uma expressdo matematica, originando

graficos 3D,

A superficie de resposta tem duas etapas distintas: primeiro, o deslocamento das
variaveis e, logo apés, a modelagem desses valores, onde essas etapas serao
trabalhadas e repetidas até obter uma regido 6tima de valores, um maximo e
minimo da superficie analisada. O calculo matematico obtido pode ter varios

graus, contudo € comum obter-se uma expressao linear ou quadratica.

Dentre o conjunto de planejamentos fatoriais, pode-se destacar o planejamento
de composto central (Central Composite Design — CCD) que permite testar trés

ou mais niveis, promovendo um pequeno numero de experimentos, gerando
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uma robustez nas respostas obtidas, resistentes a condi¢bes ndo ideais de

andlise, promovendo a simplicidade dos calculos®.

No planejamento de composto central existem niveis codificados seguindo uma
matriz que possuem pontos referentes ao planejamento fatorial simplério de dois
niveis (-1 e +1) e k fatores, além de pontos de referéncia a um planejamento
axial variando de -a a +a, com pontos nulos (centrais), os quais devem ser

repetidos no minimo trés vezes®.

Constréi-se uma matriz de ensaios, desenvolvidos posteriormente pela Equacgéo
2, correlacionando os valores determinados das variaveis x1 X2 € X3, com 0
objetivo de realizar os experimentos previamente estabelecidos: aos valores de
resposta, aplica-se uma regressao linear multipla. Realiza-se uma observacéo
dos pontos minimos e maximos por meio dos graficos de superficie gerados ou

por expressdes matematicas geradas.

y = bo + b1x1 + bzxz + b3x3 + b12x1x2 + b13X1X3 + b23x2x3 + b123x1x2x3 +e

(2)

A analise dos pontos nulos em triplicata tem como o objetivo indicar uma medida
de erro puro a variancia da resposta prevista e o valor de a que geralmente é

estabelecido usando o conceito de rotabilidade®4°.

Como forma de assegurar os resultados, realiza-se a validacéo do planejamento
por meio da andlise de variancia ANOVA®®. A Tabela 01 informa as expressoes

gue serao calculadas para validar o método.

TABELA 01 - Expressdes para validacdo do modelo matematico
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. Graus de Media
Fonte Soma quadréatica _ - Valor de F
Liberdade Quadrética
m ni
Regressédo SR—ZZ“ y)? 1 MR—SQR F—MQR
9 OR= ), 2.0:=9) p- OR=""7 = Mor
l ]
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. MQr
Residuo SQr = ZZ(yi —9:)? r-p MQr = —
i n-p
Falta de WL SQfaj MQfaj
SQfaj = ) > Gi—fim)? m - MQfaj = -
Ajuste Qfaj Lz i = Jim) p Qfaj m—p MQep
m ni S
Erro Puro SQep = ZZ(}% —Vim)? r-m MQep = Qep
- 7 n—m
Total SQT = SQR + SQr r-1

Fonte: Barros-neto, Scarminio e Bruns (2003)62
Onde:

e iejsdao niveis de experimentacao;

e nj€ 0 numero de repeticdes no nivel;

e m representa os niveis distintos de variaveis independentes;

e 1 € 0 numero de observacoes;

e pinforma a quantidade de parametros do modelo;

e Vi é aresposta esperada;

e Vi é aresposta dos experimentos;

e y é o valor médio de y;

e Vim € a média do yi em que a resposta de cada ponto central € a média
das respostas nas replicatas;

e F é o valor calculado no teste estatistico de variancia.

Ao avaliar o modelo, relacionando os residuos e a regresséo, o F calculado deve
ser superior ao F critico, com 95% de confian¢a, onde demonstra a relacao linear
entre as variaveis x e y. Ao avaliar a falta de ajuste com o erro puro, o valor de F
deve ser inferior ao F tabelado (95% de confianca), mostrando que o modelo é

ajustado®. Outro fator de andlise a ser utilizado para validacdo do método
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matematico € o coeficiente de Person (R?) onde quanto mais préximo de 1 mais
adequado o valor sera.

Para a andlise no ICP OES, utiliza-se a otimizagdo das condi¢cdes operacionais
do equipamento por meio de um planejamento fatorial de composto central, ndo
usando somente a intensidade das respostas, mas a razdo dos sinais
encontrados para a leitura do magnésio nas linhas 280,270 nm e 285,213 nm,
ou seja, condicdo de avaliacdo da robustez®¢’. Além disso, constata-se que a
condicao axial da tocha de plasma apresenta de modo geral, cinco vezes mais
sensibilidade para a detecgdo desses sinais do que a radial®.

1.5 QUIMIOMETRIA

1.5.1 Métodos dos quadrados minimos parciais - PLS

O modelo de PLS - Método dos quadrados minimos parciais — € moderno,
desenvolvido na quimiometria e muito popularizado® 7. E um método
normalmente empregado para calibragcdo multivariada, onde o sinal multivariado
é estudado. E possivel promover a determinacéo de uma matriz de dados, sem
gualquer perda estatistica importante, utilizando sua matriz de scores, nao
correlacionando suas variaveis. Inicialmente, os dados obtidos sdo organizados
na forma de matriz: matriz X e Y, onde contém as variaveis independentes, X, e
as variaveis dependentes, Y. Essas matrizes sdo desenvolvidas em um conjunto
de somas de variaveis latentes, onde os modelos sdo obtidos pelas Equacfes 3
e4:

X=TP"+E= Yt;p; +E (3)
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Y=UQ"+F= Yt;p; +F (4)

Onde E e F sdo matrizes residuais, P e Q sdo as chamadas matrizes de
“loadings” ou pesos de X e Y; T e U sdo matrizes de “scores” ou “escores” de
X e Y respectivamente’. O Produto encontrado da T e PT aproximam-se as
variaveis independentes os valores de voltamogramas obtidos, por exemplo) e o
produto L e QT trabalham para as variaveis dependentes (concentracdes obtidas
pelo ICP OES). No PLS, as informagdes importantes contidas nos
voltamogramas estdo concentradas em algumas variaveis latentes que sao
otimizadas para produzir a melhor correlagcdo com a propriedade desejada a
serem determinada pelo método, no caso, as concentracdes dos metais. Obtém-
se uma matriz de concentracdo, que sera comum tanto a concentracao de Y
guanto as medic¢des de X. A concentracao de novas amostras pode ser estimada
a partir dos novos “scores” T* e 0 modelo de carga Q, o qual pode ser substituido

na Equacado 4 levando a Equacéo 5:

Yoew = T*QT )

Usando a validacdo cruzada podemos obter o melhor nimero de variaveis
latentes para o decorrer do procedimento, onde é baseada na determinacédo da

raiz quadrada do erro de predicdo (RMSEP).

No PLS, normalmente, 0 método assume uma relacéo linear entre os valores
instrumentais (X) e as concentracfes da amostra (y). Minimos desvios de
linearidade sdo aceitaveis, onde no caso, fatores de modelagem adicionais séo
usados em consideracdo no modelo. Contudo, na presenca de uma nao
linearidade substancial, o PLS promove grandes erros de previsao, gerando

modelos falhos.
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Geralmente, os modelos n&o lineares para a resolucdo do PLS sao
insatisfatorios, devido as componentes principais terdo seus valores encontrados
em blocos separados, onde existe uma dificuldade para analisar os scores dos
valores. A manipulagéao dos resultados e informac¢des de ambos os blocos, de
forma simultéanea, torna-se a melhor correlacao possivel para o método do PLS:
iISSO ocorre rotacionando levemente as componentes principais, mudando os
valores de scores ligeiramente’. Este processo rotacional sendo empregada, as
componentes principais tornam-se variaveis latentes’, onde essas variaveis nao
descrevem apenas uma direcdo de maior variancia, e sim uma correlacéo entre
os valores dessas varidveis latentes com as amostras individuais, com o

aumento da correlagcao entre T e U.

1.5.2 Redes neurais artificiais

Redes neurais artificiais (RNA) € um método de calibracdo multivariada utilizado,
principalmente para a modelagem de dados nao lineares, apesar de muitos

utilizarem estes métodos para dados lineares”73.

A termologia rede neural indica pesquisas onde utiliza-se a inteligéncia artificial,
e procura-se entender o comportamento cerebral’®. Segundo Barr &
Feigenbaum’# a inteligéncia artificial € uma parte da ciéncia computacional onde
existe 0 desenvolvimento de sistemas computacionais inteligentes, exibindo

caracteristicas associativas a inteligéncia humana.

A rede neural é baseada no funcionamento do sistema nervoso do corpo
humano, onde existe a detec¢éo de estimulos e envia essas informacgdes iniciais
para os neurdnios, encaminhando-as para o cérebro. Na Figura 09, existe a
representacao simplificada de um neurdnio biolégico. No cortex cerebral, o pulso
elétrico é repassado pelos neurdnios, onde existe uma interacdo dos mesmos
por meio de forcas sinapticas. Baseando em um sinal de entrada, o cérebro

conclui e reenvia um sinal de saida na forma de respostas ou reacdes.
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FIGURA 09 - Representagdo de um neurdénio humano com suas entradas
(dendritos), um nucleo (corpo celular) onde ocorre a transformacéo e as saidas

(axodnios).

A rede neural artificial € um método composto por varias unidades simples (os
neurdnios artificiais), adequadamente associados, produzindo um complexo
comportamento. O comportamento de uma rede neural é caracterizado pelas
suas topologias. Utiliza-se como alimentac&o para essas topologias e construcéao
da rede neural, trés camadas caracteristicas: uma primeira camada que
corresponde a entrada dos dados; uma camada escondida, com um numero
apropriado de neurdnios; por fim, camada de saida ou respostas da rede neural,

gue corresponde a concentracdo dos metais nas cachacas.

De forma simploria podemos utilizar a Figura 10 para representar a construcao
de uma rede neural. Para construir uma rede neural, as entradas X de dados
sdo multiplicados pelos seus respectivos pesos W e serdo integradas a um
neurdnio artificial. Aplica-se uma funcdo de somatoria desses valores (Netj =
Xi.Wj) antes de promover a interagdo nos neurdnios. A saida de cada camada é
obtida por meio da aplicacdo de uma sigmoide a funcdo de transferéncia
hiperbdlica dos dados ou em uma forma linear. Normalmente, existe um ajuste
na funcao por meio de um bias. Para uma analise de redes de multicamadas, a
saida de uma camada se torna a entrada para uma proxima camada, onde
também as saidas dos neurdnios na ultima camada s&o consideradas os

produtos da rede. Por fim encontra-se os valores de saida Y.
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FIGURA 10 - representacdo de componentes de um uma rede artificial, onde
existem as entradas e interconexfes dos pesos, nucleo de funcdo de

transferéncia e as saidas.

Com os valores de saida de rede/valores estimados e os valores
esperados/tedricos, € possivel correlaciona-los esperando encontrar o erro
médio quadratico (erro de calibracdo). Este erro é definido como a soma do
guadrado que resulta da diferenca entre os valores esperados e estimados. Apés
iSSO, € necessario corrigir os pesos de todas as camadas até que o erro de
calibracdo seja minimizado os quais podem ser feitos atraves de um algoritmo
especificado. O algoritmo utilizado para corrigir 0s pesos e preconceitos neste
estudo foi algoritmo de Marquardt-Levenberg™. Isto pode ser representado pela

Equacéo 6:

Axc= 0T I+ ] TV (6)

Onde J é a matriz Jacobiana do erro para cada peso, U € o escalar ndo negativo,
| a matriz identidade, Xk representa 0s pesos e vk representa o erro. Este método
apresentado pode ser visto como um procedimento intermediario entre o0 método
de Gauss-Newton e o0 método de gradientes descendentes’®. Neste algoritmo,
guando p assume valores elevados, insere-se um gradiente descendente ao
método, onde os novos valores de p sdo valores menores que 0s iniciais. O
método de Levenberg-Marquardt € mais rapido em convergéncia e € mais

robusta do que os outros algoritmos.
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Depois de corrigir os pesos de cada variavel e obter um erro satisfatorio, a rede
neural artificial esta “treinada”, e dessa forma serd possivel avaliar as
propriedades de generalizagdo da rede neural por meio da avaliacdo de outro
grupo, um conjunto de validacdo que tem dados diferentes daqueles usados na
calibracdo, onde as concentracdes dos metais obtidos nas cachacgas de um novo

grupo podem ser previstas por este método.

1.6 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO DOS
METODOS ANALITICOS

Para a realizacdo da verificacdo dos métodos de analise, promove-se a
verificacdo de parametros do desempenho da metodologia, onde assegura-se a
veracidade dos resultados dos experimentos realizados. Desta forma, afirma-se
a utilizacao da metodologia como metodologia valida na avaliacdo de um produto
ou servico, com relacdo a uma especificacdo na avaliacdo do cumprimento de

uma norma ou lei, entre outros’”’.

Esta etapa ira ocorrer apos o estudo prévio e otimizacdo das condi¢cbes de
analise experimental, evitando falsos resultados. O governo federal promove a
regulamentacdo de determinadas atividades que requerem a execucao de
experimentos quimicos, por meio de guias de validacdo desenvolvidos, nos
guais existe procedimentos padrdes a serem seguidos e, em alguns casos,

determina o limite de aceitacéo e validacdo do método’®.

O numero de replicatas valido a serem realizadas para a analise dos parametros
de validacdo de um método podem varia de acordo com a metodologia e do
operador, contudo, é comumente utilizar sempre no minimo trés replicatas’®.As
caracteristicas de desempenho mais estudadas séo: linearidade, seletividade,

faixa de trabalho, exatiddo, preciséo e robustez®.
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1.6.1 Faixa de trabalho

Para qualquer experimento de cunho quantitativo, tem-se uma faixa de
concentragdo onde o analito que se encontra na amostra pode ser quantificado
e que se refere ao modelo matemético gerado, geralmente linear. A maior
concentracdo da faixa de trabalho depende dos resultados analiticos em funcao
de um sistema de medicdo; a menor concentracdo da faixa de trabalho é

conhecida como limite de quantificagdo’®.

1.6.2 Linearidade

Este parametro tem o objetivo de demonstrar a capacidade de um experimento
analitico em obter resultados que séo diretamente relativos a concentracao do
analito na amostra. Como a maioria das calibracfes univariadas, a equacéo
obtida pela proporcionalidade entre os valores obtidos ird gerar uma reta, sendo

por fim uma equacé&o de primeiro grau (y = ax + b)®&.,

Para validar a linearidade de um método, prepara-se padrdes de calibracdo em
solventes e reagentes utilizados no procedimento (padrées externos), ou num
branco amostral, até mesmo em reagentes que podem simular a amostra, onde
existe uma equiparacdo de matriz, sendo por ultimo, até mesmo, criando uma

calibracdo amostral na prépria amostra a ser analisada.

Na calibracdo por padrées externos, curvas em meio ao branco da amostra ou
com equiparacdo de matriz é selecionado um intervalo de concentracdo dentro
da faixa de trabalho dividindo-o em cinco pontos®2. Ao adicionar os padrdes em
amostras para criar uma curva de calibragdo, indica-se uma adicdo entre 50-
200% da concentracdo do analito em sua matriz. Este intervalo pode variar

dependendo da sensibilidade da metodologia de quantificacdo®.
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Esta calibracdo por padrdes promove a constru¢do de um grafico de dois eixos,
X (representa a concentracdo do analito) e Y (resposta instrumental), onde
aplica-se o método dos minimos quadrados para gerar um modelo matematico®.
Inicialmente, a avaliacdo da linearidade do métodos é proposta pelo célculo do
coeficiente de correlagdo de Person (R?), onde valores acima de 0,9 sdo
considerados validos para o método®!.

O estudo dos erros residuais do modelo também é uma ferramenta importante
para a sua validacao, registrando-os em um grafico com concentra¢ao no eixo X
e residuos no eixo Y, desejando-se que 0s pontos estejam em torno da reta

horizontal no ponto 0,0, que sejam dispersos e que ndo demonstrem tendéncia .

1.6.2.1 Sensibilidade

Este parametro revela a capacidade do método de promover a variacao no valor
da propriedade monitorada, provocada pela pequena variacdo na concentracao
do analito na matriz analisada: portanto, quanto mais sensivel maior é a variacao

de sinal em alteragées pequenas de concentracéo 820,

Na curva de calibracdo, caracterizada por uma equacdo do segundo grau, a
sensibilidade do método € constante em toda a faixa de analise e no coeficiente
angular. Se a curva de calibracdo nédo for linear, a sensibilidade sera a
determinada pela derivada primeira da equacdo da curva de calibracdo, sendo

variavel em relagdo a concentracédo usada na faixa de trabalho’”.

1.6.3 Seletividade
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Também conhecida como a especificidade de um método, a seletividade € nada
mais que a capacidade de determinar apenas o analito escolhido sofrendo o
minimo de interferéncia possivel de contaminantes terceiros na amostra. Alguns
testes simples promovem a analise de interferéncia com relagdo ao efeito da

matriz.

Em alguns casos promove-se a andlise do branco da amostra, do branco de
calibracdo (solvente ou demais reagentes usados no preparo do padréo), da
solucdo padrdo e da amostra preparada, analisando os reagentes e o placebo,

verificando se apresentam sinais significativos®?,

Se a matriz sem o analito ndo estiver disponivel, a seletividade pode ser testada
comparando-se as inclinagcdes das curvas de adicdo padrdo. Isto é feito
preparando-se dois grupos de amostras que contenham a mesma adicao de
analito para cada nivel de concentracdo, sendo o primeiro grupo uma curva de
calibracdo externa e o segundo grupo, uma curva de adicdo de analito em
amostra®l. Os resultados destas amostras podem ser representados em um
mesmo grafico em funcdo da concentracdo de analito adicionado. Se as
inclinacbes destas duas curvas de regressao linear forem em as mesmas, o
unico efeito de matriz presente € a interferéncia natural causada pelo nivel basico

do analito.

1.6.4. Exatidao

Parametro de grande importancia, a exatidao fornece um valor de concordancia
entre o valor medido e o valor esperado, avaliado por meio de experimentos com
materiais de referéncia certificados (MCR), ensaios de recuperacéo e testes de

comparacdo entre metodologias’.

7

A metodologia mais aplicada para a avaliacdo da exatiddo é o teste de
recuperacao que consiste em na adi¢cao de padrdao no branco amostral ou sobre

a amostra propriamente dita’®. Trés niveis de concentracdo s&o avaliados,
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compreendendo o intervalo das curvas de calibragéo e o célculo a ser realizado

pela Equacgéao 7.

C1-C2

% de recuperaciao = x100 (7)

Onde C é a concentracdo total do analito na amostra fortificada, C2 é a
concentracdo do analito na amostra sem fortificacdo e €3 é a concentracdo do
analito adicionada.

1.6.5 Precisao

Este parametro representa a dispersividade das respostas dos experimentos. Os
experimentos sao realizados pelo auxilio dos MCRs, um matéria de referéncia
ou até mesmo com solucdes padrbes imersas em um branco das amostras, em
trés niveis de concentracdo®l. As principais formas de avaliacdo da precisdo

aplicam-se a estudos de repetitividade e reprodutibilidade.

1.6.5.1 Repetitividade

Também chamada de repetibilidade, a repetitividade € um parametro que
informa o grau de dispersdo dos valores de resposta de uma analise, em
condi¢cBes previamente estabelecidas, seja em aparatos materiais, seja até

mesmo em um mesmo analista®l.

Para avaliar a repetibilidade de um experimento, utiliza-se o calculo demonstrado

na Equacao 8, referente ao coeficiente de variacédo (CV).
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CV = “2x 100 (8)

Onde S € o desvio padrdo das amostras em replicatas e Cm é a concentracdo

media.

1.6.6 Robustez

A avaliacdo da robustez de um experimento identifica a capacidade daquela
metodologia resistir a variagdes experimentais minimas onde o método €
suscetivel a respostas diferentes. Quanto maior a robustez do experimento,

maior sua confianca e sua precisdo®84,

Exemplificando, o ICP OES tem como teste de robustez do plasma analisar uma
amostra contendo magnésio, analisando-o nas linhas de 280 e 285 nm. As
condicBes analiticas resultam em valores robustos quando promove-se a relacéo
entre os resultados das duas linhas de detec¢éo, gerando um valor de no minimo

8 para configuracGes axiais e 10 para configuracGes radiais® 8687,

1.6.7 Limite de quantificacéo e deteccéao

O limite de deteccao (LD) para um método analitico € o nivel minimo de um
elemento quimico que esta sendo testado que pode ser detectado com uma
precisao razoavel. O método talvez seja capaz de detectar niveis mais baixos,
mas nesses niveis, as possibilidades de um teste falso positivo se tornam
inaceitaveis. Isto ocorre porque todos os métodos de teste tém alguma variacao
aleatdria em seus resultados; portanto, quando uma amostra ndo contém nada
do quimico testado, o teste talvez mostre que realmente existe uma pequena

guantia daquele elemento. Por essa razéo, resultados muito baixos séo
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descontados. A linha onde se torna dificil distinguir entre resultados

verdadeiramente positivos e uma disperséo aleatéria é o LD81:84,

Embora uma metodologia analitica possa detectar um analito em niveis acima
do LD, o elemento sO esta presente em uma pequena quantidade. Por essa
razdo, o método pode ndo se sentir confortavel colocando um valor numeérico
naquele nivel. Isso leva a necessidade do limite de quantificacdo (LQ), que é
mais alto do que o LD. Quando um teste da um resultado de nivel quimico abaixo
do LD, o experimento reporta "nada detectado". Quando o resultado € entre o
LD e o LQ, a metodologia diz "detectado”, e quando o resultado € acima do LQ,

o método relata o valor numérico real da concentragdo quimica®’.



CAPITULO 2
OBJETIVO

OOOOOOOOOO
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Desenvolver metodologia de calibragdo multivariada para a previsdo dos metais
cobre, chumbo, cadmio e zinco em amostras de cachacgas utlizando a

voltametria de redissolucao anddica com onda quadrada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condicbes operacionais para ICP OES e voltametria de
redissolucdo anddica com onda quadrada;

e Determinar a concentracao de Zn, Cd, Cu e Pb em amostras de cachaca
por ICP OES;

e Construir modelos validos de PLS e RNA para a determinacdo das
concentragcfes dos metais em cachaca;

e Promover a comparacdo das previsdes das ferramentas multivariadas

para esses metais traco em cachacas.



CAPITULO 3

PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS
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Todas as amostras obtidas neste trabalho foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais em diversas cidades do estado do Espirito Santo.
Todas as cachacas foram produzidas a partir da cana-de-aclcar, com uma
porcentagem entre 38 a 50% de &lcool. As cachacas, em sua maioria, foram
produzidas em municipios do Espirito Santo como Domingos Martins, S&o
Roque do Canad, Aracruz, Afonso Claudio, Linhares, Cachoeiro do Itapemirim,
Alfredo Chaves, Anchieta, Cariacica, Santa Teresa,
Vargem Alta, Serra, Sdo Gabriel da Palha e Castelo. Algumas cachacas foram
produzidas fora do estado, destacando-se Minas Gerais, S&o Paulo e Rio de

Janeiro (observar o Anexo 1).

3.2 DETERMINACAO DOS METAIS EM CACHACA POR ICP OES

3.2.1 Preparo dos materiais e vidrarias

Todos os tubos de Falcon® e vidrarias usadas para os métodos analiticos foram
previamente lavados com detergente, seguido de permanéncia em solucdo de
Acido Nitrico NEON® 5% por 24 h e enxaguados com &agua purificada MIIiQ.
Todas as vidrarias e materiais foram secos dentro de um recipiente fechado para

evitar contaminacao.

3.2.2 Preparo da amostra para andlise por ICP OES.
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Para a determinagéo de contaminantes inorganicos em cachacgas por ICP OES,
transferiu-se 100mL das amostras para erlenmeyers de 125 mL, utilizando vidros
de relégio, para manter o sistema fechado, para minimizar a contaminacao entre
as andlises, com a finalidade de reduzir em 50% o volume da amostra por
evaporacdo em chapa a 100°C, objetivando diminuir a matéria organica do
analito®®. Ap0s isso, acidificou 25mL da amostra com uma solugéo de Acido
Nitrico P.A. NEON® previamente destilado 0,014 mol.L1, completando o volume
até 50 mL de solucdo com agua purificada pelo sistema de deionizacdo Quimis®
Q180 seguido de um sistema de osmose reversa Quimis® Q34276.

3.2.3 Desenvolvimento da técnica do ICP OES

Esta técnica foi utilizada como referéncia para a analise quantitativa destes
metais.'®88, Os experimentos por ICP OES (Figura 11) foram realizados em um
equipamento Optima 7000, Perkin Elmer®, com dupla viséo, equipado com shear
gas (sistema de remocao da zona fria do plasma), detector em estado sdlido
(CCD), e sistema pré-optico com purga, possibilitando a analise em

comprimentos de onda na faixa do Ultravioleta no vacuo (VUV).

FIGURA 11 - ICP OES (Optima 7000, Perkin Elmer®) utilizado para as analises

de metais em cachaca.



63

Os parametros operacionais utilizados estéo listados na Tabela 02. Alguns
destes parametros foram otimizados, como introducdo da amostra, poténcia e
fluxo de nebulizagdo, pois mostram influéncia significativa nos sinais obtidos.

Isto foi realizado por meio de metodologia de superficie de resposta.

TABELA 02 -Parametros operacionais do ICP OES

Viséo Axial
Taxa de Aspiragao da Amostra Otimizado
Poténcia Otimizado
Fluxo do Gas de Nebulizacéo Otimizado
Tubo Injetor Alumina
Nebulizador Gemcone
Camara de Nebulizacao Ciclbnica para aquosos
Cu 327.393
Linhas de Emisséo (nm) £n 206200
Cd 226.502
Pb 261.418

3.2.4 Otimizacdes das condicbes operacionais do ICP OES para

determinacdo dos metais

Promoveu-se a otimizacdo dos parametros operacionais do ICP OES por
metodologia de superficie de resposta, método de composto central, onde
avaliou-se a poténcia (i), fluxo do gas de nebulizagéo (ii) e taxa de aspiracédo da

amostra (iii), utilizando os valores observados na Tabela 03.
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TABELA 03 - Valores utilizados para a construcdo da otimizacdo dos
parametros do ICP OES

(-1 (0) (+1)
Poténcia (W) 1100 1250 1400
Fluxo do Gas de Nebulizacdo
_ 0,60 0,95 1,30
(L.mint)
Taxa de Aspiragao da Amostra
1,00 1,25 1,50

(mL.mim1)

Realizou-se a otimizacdo utilizando solu¢cdes padrdbes de magnesio e
promovendo a leitura do elemento nas linhas 280.000 (1) e 285.000 nm (II), onde
a razao destas duas intensidades foram as respostas para a construcdo do

planejamento.

A validacdo dos modelos gerados foi realizada pelo teste estatistico de andlise
de variancia (ANOVA) e os calculos foram realizados através do software
Matlab® versédo 8.0.124.

3.2.5 Andalise de metais utilizando a técnica de ICP OES.

As medidas encontradas no ICP OES tiveram suas respostas associadas a
intensidade em modo area dos metais analisados. Curvas de calibracdo para
cada metal foram construidas separadamente para posteriormente encontrar as
concentragfes dos metais; as concentracbes das curvas (faixa de trabalho)

estao descritas na Tabela 04.
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TABELA 04- Concentragfes utilizadas para a construcdo das curvas de

calibracdo dos metais para o ICP OES

Cobre Zinco Cadmio Chumbo

Concentragcdo 1 10 mg.L* 1,5mg.L-1 0,5 mg.L* 0,5 mg.L*t

Concentragdo 2~ 6 mg.L? 1,0 mg.L-1 0,1 mg.L™ 0,1 mg.L?

Concentracdo 3  3mg.L? 05mg.L-1  go5mgL! 0,05mg.L?

Concentragdo 4  1mg.L? 01mg.l-1  001mgL? 0,01 mg.L?

Concentracdo 5  0,1mg.L*  005mg.L-1 (,005mg.L? 0,005mg.L"?

Os valores encontrados no ICP OES de concentracéo para 0s metais serao 0s
valores de referéncia (matriz Y de variaveis dependentes) utilizadas na
construgdo dos modelos de calibragdo multivariada, como o PLS e Redes

Neurais.

3.2.6 Avaliacdes da qualidade dos métodos de determinacdo dos metais

em amostras de cachaca usando ICP OES

3.2.6.1 Seletividade

Realizou-se o teste de seletividade no ICP OES por meio da avaliacdo da curva
com adicho de um padrdo analito e calibracdo externa.

Com isso, foi preparada e analisada solucbes padrdo de concentracdes dos
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metais referentes a curvas de calibragdo externa (Tabela 04) e analisaram os

gréficos correlacionando as curvas construidas.

3.2.6.2 Linearidade

As curvas de calibracdo externa (em triplicata) também foram usadas nos demais
ensaios, portanto, foi realizado sua avaliagéo por meio do célculo do coeficiente
de correlacéo de Pearson (R?), analise de residuos por meio de graficos.

3.2.6.3 Robustez do plasma

Outro ensaio realizado foi com relagéo a robustez do plasma e para isso foram
preparadas solu¢cdes de magnésio, sendo realizada a leitura do magnésio na
linha 280.000 (I) e 285.000 nm (ll), seguindo do calculo da relacdo entre a

intensidade da linha do magnésio idénico (I) pela linha do magnésio atdomico (I1).

3.2.6.4 Exatidao

Foram avaliadas a exatiddo do método através da analise do branco amostral
dopado com as curvas de calibracdo (Tabela 04), em triplicata. Na exatidao

calculou-se a recuperacao dos metais envolvidos na construcdo do método.

3.2.6.5 Limite de quantificacdo e deteccéo
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Encontra-se o LQ e o LD promovendo-se uma analise do branco amostral em
testes triplicata, ndo contendo nenhum analito de interesse. Calculam-se as
médias dos resultados obtidos bem como seu desvio padrdo (uma média da
variacdo nas leituras replicadas. Por fim, adiciona o trés vezes o valor de desvio

padrdo na média para encontrar o LD e dez vezes para obter-se 0 LQ.

3.3 DETERMINACAO DOS METAIS EM CACHACA POR VOLTAMETRIA DE
REDISSOLUCAO ANODICA EM ONDA QUADRADA

Os ensaios eletroquimicos se desenvolveram no analisador voltamétrico da
Metrohm®modelo 797 VA Computrace (Figura 12). Todos os voltamogramas
gerados pelo programa foram tratados e disponibilizados na forma de graficos,

utilizando o programa Origin 8.5 da Microcal®.

FIGURA 12 -Analisador voltamétrico da Metrohm® modelo 797 VA Computrace.

Para promover a construcdo de um modelo quimiométrico, utilizamos como

técnica de voltametria de redissolucdo anddica com onda quadrada (X),
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correlacionado os dados obtidos com as concentracbes encontradas no ICP
OES (y).

Utilizou-se um sistema convencional de trés eletrodos para a construcdo dos
voltamogramas, onde existe um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), um contra
eletrodo de Pt associados a trés eletrodos de trabalho: eletrodo de mercurio e
um eletrodo de carbono, ambos da Metronm® e um eletrodo construido em

laboratdrio de nanotubo de carbono (Figura 13).

FIGURA 13 — A) Eletrodo de Mercurio (Metrohm®); B)Eletrodo de Carbono
(Metrohm®); C) Eletrodo de Nanotubo de Carbono: (1) fio elétrico, (2) rolha para
tubo de ensaio em borracha, (3) estrutura de plastico e (4) Area ativa do

Nanotubo de Carbono na ponta do eletrodo.

O eletrodo de nanotubo de carbono foi construido de forma artesanal, utilizando
uma mistura de nanotubos de carbono e po de grafite, formando uma solucéo
pastosa caracteristica. A pasta de Nanotubo de Carbono foi desenvolvida numa
proporcdo de 10 para 1 de p6 de grafite e nanotubos de carbono, mais
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especificamente 0,99 de po de grafite para 0,1g de nanotubos de carbono. Estes
compostos foram homogeneizados e dispersados em Alcool Dietilico em um
almofariz. Apds este processo, o solvente organico foi evaporado por meio de
agitacdo para eliminar toda a composicéo organica contida na solugdo pastosa®®
e colocado em uma ponteira de pipeta e realizado o contato elétrico, sendo o
eletrodo construido.

Para o0 desenvolvimento dos voltamogramas, utilizou-se tempo de
eletrodeposicdo de 50s, amplitude de 0,05V, velocidade de 0,1V/s com
frequéncia de 100Hz.

3.3.1 Preparo das Amostras

As amostras foram inseridas in situ no aparelho, cerca de 20 mL, acrescentando
os eletrdlitos suportes (1 mL), sendo o tampao Acetato para o eletrodo de
Mercurio e o tampéo Fosfato para os eletrodos de carbono e nanotubo de

carbono.

Na voltametria de redissolucéo, as curvas das amostras foram obtidas em uma
faixa de potencial entre -1400mV a 200mV para o eletrodo de mercurio seguindo
até 1500mV para os eletrodos de carbono (grafite-comercial) e nanotubo de
carbono. As correntes obtidas foram utilizadas para compor a matriz X de

variaveis independentes para os modelos de redes neurais e PLS.



CAPITULO 4

RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DE METAIS EM AMOSTRAS DE CACHACA POR ICP
OES.

Ao promover a avaliacdo das linhas, chegou-se nas linhas utilizadas por
descartar as demais, seja por pouca sensibilidade de deteccdo onde com o
aumento de concentracdo gerava pouco aumento do sinal analitico, dificultando
até mesmo a construcdo da curva de calibracdo; seja pela interferéncia parcial
em uma regiao espectral, impossibilitando a contabilizacéo do sinal gerado pelos
metais. Portanto, realizou-se as determinacbes dos metais em cachaca nas
linhas de 327.393 nm para o Cobre, 206.200 para o Zinco, 226.502 nm para o
Cadmio e 261,418 nm para o Chumbo.

4.1.1 Otimizacdo das condi¢cbes operacionais do ICP OES para a

determinacdo dos metais
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Promoveu-se uma otimizagcéo da poténcia, do fluxo de gas de nebulizagéo e da

taxa de introducdo da amostra com o objetivo de selecionar as melhores

condicbes para a geracdo do sinal analitico. Para este planejamento de

experimentos, utilizou-se a razdo Magnésio Iénico pelo Magnésio Atdmico como

analito para obtencdo das respostas, devido esses parametros promoverem a

identificacdo da robustez do plasma e melhores condi¢des de andlise. Comisso,

as variaveis foram analisadas em diferentes condicdes segundo um

planejamento composto central, seguindo a matriz de contraste demonstrada na

Tabela 05.

TABELA 05 - Matriz de contraste do planejamento de experimentos

N° de Taxa de Introducéo Poténcia Fluxo de gas de Valores das
experimentos da amostra (W) nebulizacdo (L.min?) razbes de
(mL.mim™) Mg*/Mg
(intensidade)
1 1(-1) 1100 (-1) 0,6 (-1) 24.14442852
2 1,5 (1) 1100 (-1) 0,6 (-1) 16.26836954
3 1(-1) 1400 (1) 0,6 (-1) 17.40147037
4 1,5 (1) 1400 (1) 0,6 (-1) 22.52013457
5 1(-1) 1100 (-1) 1,3(1) -0.181317469
6 1,5 (1) 1100 (-1) 1,3 (1) -0.119739365
7 1(-1) 1400 (1) 1,3(1) -0.859653696
8 1,5 (1) 1400 (1) 1,3 (1) -0.829976403
9 1,25 (0) 1250 (0) 0,296 (-1,682) -16.84456584
10 1,25 (0) 1250 (0) 1,304 (1,682) -0.415455812
11 1,25 (0) 1500 (-1,682) 0,95 (0) 22.17641867
12 1,25 (0) 1000 (1,682) 0,95 (0) 21.05516594
13 0,83 (-1,682) 1250 (0) 0,95 (0) 16.03301038
14 1,67 (1,682) 1250 (0) 0,95 (0) 18.58916744
15 1,25 (0) 1250 (0) 0,95 (0) 17.4244164
16 1,25 (0) 1250 (0) 0,95 (0) 17.37371187
17 1,25 (0) 1250 (0) 0,95 (0) 16.41918571

Na otimizacdo dos parametros instrumentais do ICP OES para o Magnésio,

gerou-se 0 modelo matematico, demonstrado pela Equacéo 9:
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Y = 17,065 + 1.828x; - 0,2757X5 - 5,7127x3 - 9,0597x4% + 1,6316x,> + 0,11x3> +
1,6204X1X2 + 0,3561X1X3 - 0,1122X2X3 -1,6283X1X2X3 (9)

Onde: x1 representa o fator poténcia, x» representa fluxo de introducdo da

amostra e xs representa o fluxo de nebulizagao.

A avaliacao deste modelo foi realizada por meio de parametros estatisticos. A
relacdo entre média quadratica da regressdo (MQR) e a média quadrética dos
residuos (MQr) nos informa o F calculado para avaliagdo da regresséao. Para a
razdo entre as linhas do Magnésio encontrou-se um valor de 18,74, valor
superior encontrado para o F tabela, compreendendo cerca de 95% de
confiangca. Com este teste, foi concluido a superioridade da regressdo em
relacéo aos residuos e, portanto, adequacao dos modelos gerados. A avaliacéo
dos modelos foi realizada por meio dos testes estatisticos, produziram os dados

apresentados na Tabela 06.

TABELA 06 - Avaliacdo do modelo da otimizacdo para a razdo entre as linhas

do Magnésio

F Coeficiente F calculado
Calculado de : (falta de
MQR MQr (regressdo correlacdo MQFaj MQep ajuste e erro
e residuo) (R?) puro)
4,07x10°  2,14x10? 19,01 0,9611 318,7576 305,8993 3,01

Onde MQR é a média quadratica da regressdo, MQr é a média quadratica dos
residuos, é o coeficiente de correlacdo de Pearson, MQFaj é a média

guadratica da falta de ajuste e a MQep € a média quadratica do erro puro.

Com a analise de variancia (ANOVA) realizou-se com a relacao a falta de ajuste

do erro puro e com isso correlacionou a média quadratica da falta de ajuste
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(MQFaj) e a média quadrética do erro puro (MQep) a fim de encontrar o F a falta
de ajuste e erro puro. O F encontrado para a razdo entre as linhas o Magnésio
foi de 19,01, menor que o valor tabelado de 19,25 onde 95% de confianca dos
valores sdo encontrados, indicando que ndo hé indicios de falta de ajuste,
mostrando a adequacdo do modelo criado. Vale salientar que o valor de
coeficiente de correlacdo para o Magnésio foi de 0,9611, resultado valido e

positivo.

Ao promover a divisdo dos niveis codificados no intervalo utilizado nos
planejamentos por um valor pequeno e substitui-los nas equacdes geradas pelo
experimento, observa-se a tendéncia das respostas, demonstradas em forma de

gréficos nas Figuras 14, 15 e 16.
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FIGURA 14 - Superficie de resposta referente ao fluxo do gas de nebulizacédo e

a poténcia para o magnésio, utilizando valores codificados.
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Taxa de asp. da amostra ; o
2 2 Poténcia

FIGURA 15 - Superficie de resposta referente a taxa de introducéo e a poténcia

da amostra para o0 magneésio, utilizando valores codificados.

Resposta

Taxa de asp. da amostra : ;
2 2 Fluxo do gas de neb.

FIGURA 16 - Superficie de resposta referente a taxa de introducdo da amostra

e o fluxo do gas de nebulizacdo para o magnésio, utilizando valores codificados.
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Ao observar os gréficos acima (Figuras 14 a 16), os resultados referentes aos
parametros observados estéo codificados, contudo os valores de resposta estdo
apresentados com intensidade dos sinais gerados. Quanto mais proximo da
coloracéo azul escuro no gréafico, menores serdo as respostas; e quanto mais
proximo do vermelho escuro, maior serdo as intensidades geradas, estando
proxima da resposta maxima, mais conhecida como ponto critico, compreendido

na dltima regido citada.

O calculo para obter as respostas criticas foi efetuado com a derivada das
equacbes geradas formando um sistema de trés equacdes com trés variaveis
distintas, utilizando o método de Newton para encontrar os valores para as trés
variaveis. Os valores de xi, X2 € x3 estavam codificados e ao promover sua
decodificacdo, relacionando-os com os valores utilizados nos experimentos,
encontrou-se para a razao entre as linhas de analise da solucédo padréo de
magneésio uma poténcia de 1257 W, um fluxo de introducdo da amostra de 1,57
mL.mim e o fluxo de nebulizagcdo no valor de 1,25 L.mint. Na andlise por ICP
OES a amostra, ao chegar a tocha de plasma, passa por processos de
volatilizacao, dessovatacao e atomizagcdo, com atomos isolados encontrados no
estado elementar®®. Desta forma, o estado de oxidacdo dos analitos' ndo

interferem nos proximos processos ocorridos no equipamento.

4.1.2 Avaliacdes da qualidade do método de determinacdo dos metais em
amostras de cachaca usando ICP OES

4.1.2.1 Seletividade

Para confirmar a néo existéncia de efeito de matriz, utilizou-se curvas de adicao
de analito em amostra e curvas externas, correlacionando-as em representacao
grafica, correlacionando as intensidades obtidas pelo ICP OES para cada metal
com os valores de concentracdo pré-determinado pelas curvas, observados na

Figura 17.
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FIGURA 17 — Graficos de correlacéo entre as curvas de calibracdo de adicédo de
padrdo (pontos em preto) e as curvas de calibracdo externa (pontos em

vermelho) das intensidades obtidas no ICP OES.

Observando uma tendéncia quase paralela entre as linhas do gréfico nos metais
chumbo e zinco, com coeficientes de inclinacdo das linhas nos graficos de
3,69x10° e 3,31x10* para as curvas de chumbo e 4,41x10° e 4,80x10° para as
linhas de zinco. Apesar de ndo observamos o paralelismo em cobre e cadmio,
os coeficientes apresentam escalas na mesma casa decimal, podendo atribuir
valores de 8,32x107 e 1,09x107 para o cobre; 2,76x10° e 3,15x10° para os

coeficientes angulares do zinco.



78

4.1.2.2 Linearidade

As curvas de calibragdo externa média referente a andlise das solugdes de
cobre, cadmio, chumbo e zinco geraram R? de 0,9919, 0,9913, 0,9867 e 0,9924
respectivamente. Para as curvas de calibragdo com adicdo de padrédo nas
amostras, os valores de R? foram de 0,9981, 0,9956, 0,9898 e 0,9981 para o
cobre, cadmio, chumbo e zinco, respectivamente. Para o cobre, zinco e cadmio,
os valores encontrados estdo acima de 0,9900, préximos de 1,0000,
demonstrando uma boa linearidade para o método. Somente o chumbo nao

apresentou uma linearidade compativel como as dos demais metais.

4.1.2.3 Robustez do plasma

A razdo gerada pelas intensidades obtidas das analises das amostras de
magnésio nas linhas | (280.000 nm) e 1l (285.000 nm) foi 9,05 + 0,16. Como o
valor esta acima de 8, considera-se que as condi¢des analiticas utilizadas foram

satisfatorias em relacéo a estabilidade do plasma®'.

4.1.2.4 Exatidao

Avaliou-se a exatiddo por meio da recuperacdo dos metais por meio do método

proposto, observado na Tabela 07.

TABELA 07 - Valores de recuperacao obtidos (%) para cada metal na analise

em diferentes concentracdes (referentes a Tabela 4).

Concentracdes Cu (%) Zn (%) Cd (%) Pb (%)
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1 84,2 109,3 100,5 100,7
2 104,3 89,9 91,7 98,5
3 90,6 80,0 84,5 100,1
4 97,3 94,7 82,7 86,4
5 87,8 88,9 97,6 90,8

Os valores encontrados de exatiddo apresentaram de 84,2 — 104,3% para 0
cobre, 80,0 — 109,3% para o zinco, 82,7 —100,5% para o cadmio e 86,4 — 100,7%
para o chumbo. A complexidade da cachaca, em termos de analises quimicas,
justifica esta variagao na porcentagem de recuperacéo dos metais nas amostras.
Outra justificativa esta no processo de pré-tratamento das amostras, ja que néo
existe uma abertura amostras, simplesmente apenas uma acidificacdo das

amostras.

4.1.2.5 Limite de quantificacdo e deteccéao

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram encontrados e

representados na Tabela 08.

TABELA 08 — valores de LQ e LD para os metais traco analisados por ICP OES

Pb Cd Cu Zn
LD 0,040 mg.L* 0,001 mg.L* 0,020 mg.L* 0,010 mg.L?
LQ 0,040 mg.L* 0,001 mg.L* 0,020 mg.L* 0,011 mg.L?

Os limites de deteccao e quantificacdo demonstram semelhanca, modificando

seus valores apenas na quarta casa decimal.
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Para as amostras de cachaca, observou-se a ndo quantificagcdo do chumbo,
justamente pelo limite de quantificacdo de chumbo nas amostras serem menores
gue o encontrado. Para os demais metais, todos os valores de concentracdes
obtidos nas cachacas foram compativeis com os limites de quantificacdo e
deteccéo.

4.1.3 Valores das concentragcfes encontradas dos metais tragco nas
amostras de cachaca

Apoés a obtencéo dos resultados de intensidade dos metais, a otimizacado dos
parametros instrumentais e a construcao das figuras de mérito da metodologia,
obteve-se as concentracfes dos metais nas amostras de cachaca por meio de
uma correlagcdo com a curva de concentracdo obtida para cada metal analisado.
Dentre as concentracdes obtidas, 30 amostras (escolhidas de forma aleatdria)
serdo utilizadas para a validagcdo dos modelos multivariados quimiometricos,

obtendo-se entdo, as concentracdes observadas na Tabela 09.
Ressalta-se que ao todo, 90 amostras foram analisadas no ICP OES.

Observa-se que em geral, as concentracdes de Cobre nas cachacas sao muito
maiores que os demais, possivelmente devido ao processo de destilacdo da
cachaca em alambiques de cobre, incrementando a sua concentracdo nas
amostras obtidas. Destaca-se também a n&o deteccdo de Chumbo nas
cachacas, o que supostamente era esperado, possivelmente por estar abaixo do

limite de deteccéo do aparelho de 0,0410 mg.L™.

O ICP OES demonstrou ser uma 6tima técnica de quantificacdo de metais em
cachaca, principalmente pela facilidade de preparo da amostra, caracterizado,

muitas vezes, apenas por uma acidificacdo da amostra e pela capacidade de
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analise multivariada dos metais, ou seja, podendo avaliar a concentracdo de

Varios metais ao mesmo tempo.

Segundo Pinto et al.?? a legislacéo brasileira trabalha somente com o controle
cobre e chumbo nas cachacas, dando como um limite aceitavel de 5mg.L* e
0,2mg.L* ® respectivamente, onde podemos observar que algumas cachacas
analisadas para o processo de validacdo das metodologias quimiométricas
estariam vetadas pela legislagéo.

TABELA 09 - valores de concentracdes (em mg.L?) obtidas em 30 amostras de

cachacas usadas na validacao dos modelos quimiométricos

Amostr Cu Desvio Zn Desvio Cd Desvio Pb
as (mg.L') padrdo (mg.L?!) padrdo (mg.L?!) padrdo (mg.L?)

1 0,98 0,022 0,39 0,006 0,08 0,002 ND
2 0,05 0,010 0,54 0,004 0,12 0,004 ND
3 4,78 0,060 017 0,005 004 0,008 ND
4 11,86 0,026 0,32 0,002 0,01 0,002 ND
5 7.09 0120 026 0,001 004 0,003 ND
6 1,73 0,031 1,17 0,056 004 0,004 ND
7 529 0210 089 0,006 003 0,008 ND
8 0,25 0,042 0,57 0,004 0,10 0,001 ND
9 0,59 0,014 0,46 0,002 0,10 0,043 ND
10 6,22 0,022 0,27 0,003 0,05 0,009 ND
11 26,51 0,620 1,27 0,022 0,12 0,004 ND
12 0,33 0,011 0,11 0,004 0,02 0,006 ND
13 0,11 0,001 0,07 0,008 0,03 0,007 ND
14 0,10 0,003 0,03 0,009 0,01 0,001 ND
15 8,86 0,160 5,19 0,471 0,00 0,000 ND
16 5,96 0,091 1,75 0,061 0,06 0,003 ND
17 415 0,051 008 0,001 0,03 0,00 ND
18 455 0,072 089 0018 017 0,045 ND
19 9,26 0,021 0,00 0,006 0,00 0,000 ND
20 15,77 0,742 1,22 0,063 0,05 0,086 ND
21 9.07 0052 069 0010 014 0,019 ND
22 0,72 0,006 024 0005 007 0,006 ND

N
w

028 0001 110 0074 o001 0002  ND
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24 1,65 0,027 0,03 0,001 0,01 0,001 ND
25 0,88 0,005 0,71 0,062 ND ND
26 0,50 0,004 0,11 0,008 0,05 0,005 ND
27 0,90 0,018 0,75 0,052 0,21 0,062 ND
28 2,00 0,034 0,80 0,032 0,20 0,006 ND
29 1,66 0,085 0,51 0,002 0,15 0,054 ND
30 1,74 0,042 0,18 0,006 0,06 0,002 ND

ND - Nao detectado

Segundo Fernandes et al.'' as concentracdes de cobre e chumbo em
quantidades mensuraveis indicaria em um melhor controle de qualidade de
algumas cachacas. Comparado a cachacas de regides do Nordeste e Centro-
Oeste, as cachacas analisadas neste trabalho demonstraram ter um cuidado em
contaminacao por chumbo, ja que este metal ndo foi detectado em nenhuma
amostra, contudo, cachacgas analisadas por Fernandes!! e as deste trabalho,
assemelham-se na composicédo do metal cobre, ja que em ambos 0 metal esteve

em grandes concentragoes.

Fernandes et al.®® informa que a redugdo das concentracdes de cobre em
cachacas pode ser diminuido por meio de armazenamento em recipientes de
esteatito in natura, onde ele observou que esta metodologia implicou em valores
de concentracdo de metais traco em consonancia com os limites legais de
consumo da bebida, diferentes do observado para o cobre nas amostras
observadas neste trabalho. Alambiques de destilacdo a base de cobre
promovem, principalmente em cachacas artesanais, este fenbmeno de

contaminacéo deste metal na bebida, segundo Fernandes et al. 88,

Segundo Sousa® a provavel fonte de contaminacdo de zinco presente nas
amostras com teores relativamente superiores aos teores médios, se deve a
contaminacao por tais componentes, que fazem parte dos destiladores, como
também pelos recipientes usados no armazenamento a granel das cachacas.
Miranda et al.'? promoveu andlises de cachacas da regido de Sdo Carlos, Sédo
Paulo, onde os valores encontrados para cobre estiveram em uma faixa de

0,53mg.L* a 6,70mg.L%, valores em geral coerentes com os demais trabalhos
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encontrados, mostrando a preocupagédo com a determinacdo deste metal em
amostras de cachaga, ja que todos os trabalhos supracitados quantificam o cobre

como metal principal.

4.2 DETERMINACAO DOS METAIS TRACO EM CACHACAS POR
VOLTAMETRIA DE REDISSOLUSSAO ANODICA COM ONDE QUADRADA

Para a realizagdo de uma analise quimiométrica, utilizou-se o ICP OES como
uma técnica de referéncia para as concentracdes de metais traco em cachacas,
obtendo a matriz resposta da quimiometria. Esta correlagdo quimiométrica foi
obtida correlacionando essas concentracdes com a corrente obtida nos
voltamogramas construidos pela voltametria de redissolugdo anddica com onda

guadrada, utilizando trés eletrodos de trabalho.

4.2.1 Eletrodo de Mercurio

Para a determinacdo dos metais em cachaca usando o eletrodo gotejante de
mercuario, utilizou-se como eletrélito suporte o tampdo acetato, com
concentracdo de 1mol.L%, em pH 4,7. Para a exemplificacdo dos voltamogramas
obtidos, observa-se na Figura 18, voltamogramas obtidos para amostras

guaisquer de cachacas.



84

610)(10»6 y T v T v T v T v T v T T T T
5,0x10° \ .
4,0x10° /
3,0x10°

2,0x10°

Corrente / mA

1,0x10°

T L T T T
-1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 9,2

Poténcial / V vs Ag/AgCI

FIGURA 18 - Voltametria de redissolu¢cdo anodica com onda quadrada em
amostras de cachaca utilizando o mercurio como eletrodo de trabalho em tampéao
Acetato 1 mol.Lt, pH 4,7.

Observa-se na Figura 18, por volta do potencial de valor aproximadamente 0V,
picos de propor¢des maiores, representando e afirmando o que foi observado no
ICP OES, a concentracdo de Cobre nas amostras. Na faixa de -1,0V a -0,8V
encontram-se picos menores, possivelmente caracterizando a presenca de
Zinco nas amostras, ja que o potencial do Zinco esta estabelecido entre esta
faixa de analise. Em algumas amostras de cachaca observa-se picos de Cadmio
por volta de -0,4V de potencial. O Chumbo em nenhuma amostra foi detectado
pelo eletrodo. Com o desenvolvimento de um pensamento de carater ambiental,
a utilizacéo do eletrodo de mercurio vem sendo uma técnica de pouca aceitacao
no segmento cientifico para a determinacdo desses metais em amostras

diversas por voltametria.
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4.2.2 Eletrodo de Carbono

Utilizando o eletrodo de trabalho de carbono, juntamente com um tampao
Fosfato 1 mol.L%, em pH 4,0, adquiriu-se os voltamogramas de amostras de
cachaca, observados na Figura 19.
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FIGURA 19 - Voltametria de redissolugcdo anddica com onda quadrada em
amostras de cachaca utilizando o eletrodo de carbono como eletrodo de trabalho

em tampé&o Fosfato 1 mol.L, pH 4,0.

Percebe-se na figura acima picos predominantes de Cobre em potencial proximo
a 0V e pequenos picos em -0,8V, caracteristico de Zinco. Neste eletrodo, o Zinco
fica bem mais claro no desenvolvimento dos voltamogramas do que no eletrodo
de mercurio, contudo, percebe-se uma grande dificuldade na deteccdo de

Cadmio e Chumbo nas amostras de cachaca.
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4.2.3 Eletrodo de Nanotubo de Carbono

Avaliando eletroquimicamente as cachacgas, agora utilizando o eletrodo de
trabalho de nanotubo de carbono, juntamente com um tampéo Fosfato 1

mol.Lt, em pH 4,0, adquiriu-se os voltamogramas das amostras, observados na
Figura 20.
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FIGURA 20 - Voltametria de redissolu¢cdo anddica com onda quadrada em
amostras de cachaca utilizando o eletrodo de nanotubo de carbono como

eletrodo de trabalho em tampé&o Fosfato 1 mol.L, pH 4,0.

Percebe-se nitidamente os picos caracteristicos de Cobre em potencial de 0V. O
maior problema deste eletrodo estd caracterizado por interferentes e
sobreposicoes de picos, onde muitas vezes picos de Zinco e Cadmio séo

observados em uma uUnica banda de voltamograma, sobrepostos em um Unico
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pico no voltamograma, devido a proximidade do potencial de reducéo, e algumas
vezes, existe uma separacao visivel de dois metais distintos. Apesar de ter se
mostrado um eletrodo mais sensivel que os demais, novamente o Chumbo nao

foi detectado pela técnica.

4.3 ANALISE QUIMIOMETRICA

Para o desenvolvimento do método dos quadrados minimos parciais (PLS) e das
redes neurais artificiais, das 90 amostras analisadas, foi subdividido em 60
amostras para a calibracdo do método e 30 amostras para o desenvolvimento

de validacdo do método, sendo estas ultimas, apresentadas a seguir.

O valor de concentracéo referencial foi obtido por ICP OES, tornando-se nossa
matriz resposta para o desenvolvimento das metodologias de analise
multivariada. Esta matriz resposta ira ser correlacionada com as correntes dos
voltamogramas obtidos pela voltametria de redissolucdo anddica com onda
guadrada, sem qualquer eliminacao de valores, utilizando as correntes em toda

a faixa de potencial.

Em ambas as técnicas, pré-tratamentos matematicos iniciais foram necessarios

para a construcdo de um modelo de previséo.

4.3.1 Calibracado e validacdo da metodologia quimiometrica dos minimos

guadrados parciais — PLS

4.3.1.1 Pré- tratamento dos dados no PLS
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O método dos minimos quadrados parciais usados nas amostras de cachaca foi
construido com os dados obtidos na voltametria de redissolucao (variavel X) e
com os valores de concentracdo obtidos no ICP OES (variavel Y). Estes dados
foram dispostos em forma de matriz: matriz X e matriz Y correspondem aos
dados das variaveis X e Y. O pré-tratamento utilizado neste modelo foram o
centro na média dos valores e a primeira derivada dos valores de voltamograma.
A média de dados centralizada € obtido subtraindo-se o valor médio da coluna,
para cada ponto nesta coluna. Este pré-tratamento consiste em uma migracao
do eixo de coordenadas para o centro de coordenadas. Utilizando o algoritmo
Savitzky-Golay® foi possivel promover a derivada dos valores obtidos na matriz
de voltamogramas, com o objetivo de minimizar influéncias de deslocamento de

linha base.

Este modelo foi aplicado em todos os metais, diferenciando-os apenas na
guantidade de variaveis latentes. O numero de variaveis latentes para ser
utilizado neste modelo foi escolhido pela validacdo cruzada completa, onde
todas as amostras de calibragdo foram validadas um por um. A partir da
validagc&o cruzada, cinco variaveis latentes foram necessarias para construir o
modelo PLS para o chumbo e zinco, enquanto seis variaveis latentes foram

usadas no modelo PLS correspondente ao cadmio, em amostras de cachacas.

4.3.1.2 Resultados obtidos por meio do PLS

O modelo PLS foi analisado por meio da construcdo do grafico de leverage
(Figura 21), onde se pode identificar algumas amostras anémalas ao modelo de
calibracdo construido. Observa-se a presenca de uma amostra acima do valor
médio de leverage, demonstrando ser uma amostra diferente das demais, onde
poderia mostrar anomalias prejudiciais ao modelo de calibragdo. As amostras

14, 27 e 47 foram retiradas para a construcao do modelo PLS.
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Apébs essas analises, o0 modelo de calibracdo PLS construido foi utilizado para
determinar os metais em outras amostras de cachaga. O desempenho relativo
dos diferentes modelos para cada amostra foi avaliado em termos de erro relativo

e raiz quadrada do erro de predicdo (RMSEP), representado pela Equacao 10.

RMSEP = \[2‘. (}’referencia _Yprev) (10)

n

Onde Yreferencia S&0 0S valores referéncia de vy, yprev S80 0s valores encontrados
pelo modelo construido e n € nUmero de amostras utilizadas. Trabalhou-se o
RMSEP tanto para as amostras de calibracdo (RMSEC) quanto para as amostras
de validagéo (RMSEV).

Os resultados obtidos a partir de PLS e os critérios do metodo de validagdo com
base na correlacdo entre os valores previstos e os valores de referéncia
(esperados), em forma de graficos, analisando a linearidade e o R?, levando em
consideracdo os eletrodos de trabalho e a curva de calibragdo utilizada,

eliminando amostras que sobrepde a curva.
4.3.1.2.1 Resultados obtidos por meio do PLS para o eletrodo de carbono

Os graficos descritos na Figura 22 correlaciona os valores esperados com 0s
valores previstos pelo PLS utilizando as correntes da voltametria com o eletrodo

de carbono.
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FIGURA 22 - Os resultados para o conjunto de validacdo modelado com PLS

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachaga utilizando o eletrodo de carbono.

E possivel observar na Figura 22 certa linearidade dos pontos, em consideravel
proximidade da reta, onde os valores de R? foram respectivamente 0,9914,
0,9901 e 0,9795 para cobre, zinco e cadmio. O RMSEC, para cobre, zinco e
cadmio, ficaram em 0,18%, 0,11% e 0,0045% respectivamente; os valores de
RMSEV foram de 0,18% para o cobre, 0,11% para o zinco e 0,0032% para o
cadmio. Com estes valores atribuidos em mesma grandeza de interesse

(mg.Lt) demonstra que o modelo foi valido para este eletrodo.

4.3.1.2.2 Resultados obtidos por meio do PLS para o eletrodo de mercurio
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Na Figura 23 mostra-se gréficos que correlaciona os valores esperados com 0s

valores previstos pelo PLS utilizando as correntes da voltametria com o eletrodo

de mercurio

Valores Esperados (mg/L)

Valores Esperados (mg/L)
o
1

10

1,4

o
N -

T T T
4 6

co —

Valores Previstos (mg/L)

Cu

10

1,2

1,0

0,8

0,6 4

0,4

0,2+

0.0+

-0,2

T M T T T T T T T T T M T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Valores Previstos (mg/L)

Zn

1,4



94

T T T
u

0,25 - | .
< 0,20 - o
(®)]
S
E - ]
3
S 0,151 i
s = u |
3 0,10 - n
» - L™ 4
2 n
° na
G 0,05 - a
> -’l

] | |
0,00 - 4
I i I ¥ I y I Y I v
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Valores previstos (mg/L)

Cd

FIGURA 23 - Os resultados para o conjunto de validagdo modelado com PLS

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachaca utilizando o eletrodo de mercurio.

Ao observar a Figura 23, comprova-se uma certa linearidade dos pontos,
préximos ou sobrepostos a reta, onde os valores de R? foram respectivamente
0,9975, 0,9898 e 0,9805 para cobre, zinco e cadmio. O RMSEC, para cobre,
zinco e cadmio, ficaram em 0,090%, 0,022% e 0,004% respectivamente; os
valores de RMSEV foram de 0,081% para o cobre, 0,026% para 0 zinco e
0,003% para o cadmio. Os valores atribuidos em mesma grandeza de interesse
(mg.L'Y) demonstra que o PLS para o eletrodo de mercirio foi de boa

concordancia.

4.3.1.2.3 Resultados obtidos por meio do PLS para o eletrodo de nanotubo de

carbono
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Na Figura 24, graficos foram construidos correlacionando os valores esperados

com os valores previstos pelo PLS utilizando as correntes da voltametria com o

eletrodo de nanotubo de carbono.
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FIGURA 24 - Os resultados para o conjunto de validagdo modelado com PLS

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachaca utilizando o eletrodo de nanotubo de
carbono.

A Figura 24 mostra a reta sendo construida por pontos com grande exceléncia,
gue estes pontos estdo bem préximos ou sobrepostos a reta. Os valores de R?
foram respectivamente 0,9994, 0,9910 e 0,9800 para cobre, zinco e cadmio. O
RMSEC, para cobre, zinco e cadmio, ficaram em 0,019%, 0,002% e 0,007%
respectivamente; os valores de RMSEV foram de 0,017% para o cobre, 0,002%
para o zinco e 0,003% para o cadmio. Os valores atribuidos em mesma grandeza
de interesse (mg.L') demonstra que o PLS para o eletrodo de nanotubo de

carbono obteve as melhores correlacfes e concordancia.

Analisando o R? e os valores de erro de predicéo, o eletrodo de nanotubo de
carbono apresentou os melhores resultados para a previsdo dos metais em

amostras diversificadas de cachaca, para o modelo do PLS.
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4.3.2 Calibracdo e validacdo da metodologia quimiometrica das redes

neurais artificiais

4.3.2.1 Pré- tratamento dos dados e desenvolvimento da Rede Neural

As redes neurais foram utilizadas para a previsao de metais traco em amostras
diversas de cachaca. Apdés o pré-tratamento de centro na média e
desenvolvimento de uma analise de componentes principais (PCA), os valores
de scores foram utilizados para o desenvolvimento do modelo. Utilizou-se cinco

componentes principais, englobando cerca de 98,89% da variancia dos dados.

Para treinar a rede neural, uma funcéo de transferéncia sigmoidal foi utilizado na
camada escondida como uma funcao de transferéncia. Para a camada de saida
foi utilizada uma funcédo linear. A rede neural foi treinada pelo algoritmo de
Marquardt-Levenberg, usando um numero maximo de iteracdes igual a seis com
0 numero de neurdnios igual a cento e cinquenta e o valor de erro utilizado como

critério para parar foi de 1x10".

4.3.2.2 Resultados obtidos por meio da Rede Neural

Os resultados obtidos nas redes neurais com base na correlacédo entre os valores
previstos e os valores de referéncia, em forma de graficos, analisando a
linearidade e o R?, levando em consideracao os eletrodos de trabalho a curva de

calibracdo utilizada, eliminando amostras que sobrepde a curva.

4.3.2.2.1 Resultados obtidos por meio das redes neurais para o eletrodo de

carbono
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Os gréficos da Figura 25 informa a relacdo entre os valores esperados com 0s

valores obtidos pelo modelo das redes neurais para o eletrodo de carbono.
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FIGURA 25 - Os resultados para o conjunto de validacdo modelado com RNA

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachaga utilizando o eletrodo de carbono.

A Figura 25 informa a reta sendo construida por pontos com grande exceléncia,
principalmente para cobre e zinco, como o0s pontos bem préximos ou
sobrepostos a reta. Os valores de R? foram respectivamente 0,9965, 0,9899 e
0,9804 para cobre, zinco e cadmio. O RMSEC, para cobre, zinco e cadmio,
ficaram em 0,010%, 0,001% e 0,005% respectivamente; os valores de RMSEV
foram de 0,015% para o cobre, 0,013% para o zinco e 0,013% para o cadmio.
Os valores atribuidos em mesma grandeza de interesse (mg.L™t) demonstra que
as redes neurais, para o eletrodo de carbono, obtiveram as melhores correlacdes

e concordancia.

4.3.2.2.2 Resultados obtidos por meio das redes neurais para o eletrodo de

mercurio
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Os gréficos da Figura 26 informa a relacdo entre os valores esperados com 0s
valores obtidos pelo modelo das redes neurais para o eletrodo de mercurio.
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FIGURA 26 - Os resultados para o conjunto de validacdo modelado com RNA

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachagca utilizando o eletrodo de mercurio.

E possivel observar na Figura 26 uma boa linearidade dos pontos, em
consideravel proximidade da reta, onde os valores de R? foram respectivamente
0,9972, 0,9963 e 0,9888 para cobre, zinco e cadmio. O RMSEC, para cobre,
zinco e cadmio, ficaram em 0,006%, 0,001% e 0,004% respectivamente; 0s
valores de RMSEV foram de 0,006% para o cobre, 0,002% para o zinco e
0,004% para o cadmio. Com estes valores atribuidos em mesma grandeza de
interesse (mg.L?) demonstra que as redes neurais foram eficientes para a

predicdo no eletrodo de mercurio.

4.3.2.2.3 Resultados obtidos por meio das redes neurais para o eletrodo de

nanotubo de carbono
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Os gréficos da Figura 27 informa a relacao entre os valores esperados com 0s

valores obtidos pelo modelo das redes neurais para o eletrodo de nanotubo de

carbono
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FIGURA 27 - Os resultados para o conjunto de validacdo modelado com RNA

para Cu, Zn e Cd em amostras de cachaga utilizando o eletrodo de nanotubo de
carbono.

Ao observar a Figura 27, comprova-se uma certa linearidade dos pontos,
préximos ou sobrepostos a reta, onde os valores de R? foram respectivamente
0,9985, 0,9902 e 0,9805 para cobre, zinco e cadmio. O RMSEC , para cobre,
zinco e cadmio, ficaram em 0,095%, 0,023% e 0,005% respectivamente; 0s
valores de RMSEV foram de 0,082% para o cobre, 0,025% para 0 zinco e
0,004% para o cadmio. Os valores atribuidos em mesma grandeza de interesse
(mg.Lt) demonstra que as redes neurais para o eletrodo de nanotubo de carbono

obteve uma excelente concordancia de previsao.
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4.3.3 Comparacgao das técnicas quimiométricas

Analisando somente os valores obtidos por R? e RMSEP, os modelos de redes
demonstraram melhores valores de previsdo que o PLS. Apesar do
desenvolvimento positivo do modelo PLS, esperava-se que o modelo encontrado
pelas redes neurais fosse ainda melhor, jA& que os voltamogramas sao
caracteristicos como respostas ndo lineares. Além disso, segundo esses
parametros, observa-se que nos modelos de redes neurais artificias que o
eletrodo de nanotubo de carbono foi o melhor para a deteccao de zinco e cadmio,
ou seja, em concentracdes menores de metais em amostras de cachaca. Para a
deteccéo de cobre, o eletrodo de carbono tornou-se o melhor eletrodo. Justifica-
se este resultado com a possivel saturacdo dos nanotubos de carbono,
correlacionando metais em grande concentracdo associado a sua maior

sensibilidade.

Além dos valores encontrados de R? e RMSEP, a tabela abaixo mostra os
valores encontrados de teste F para os metais analisados em diferentes
eletrodos, num intervalo de confianca de 95%, correlacionando os 30 valores de
validacgéo previstos pelo PLS e pelas redes neurais, com graus de liberdade igual
a 28.

TABELA 10 - Valores de F calculados para valores previstos em PLS e redes

neurais.
. Nanotubo de
Carbono Mercurio

carbono
F calculado 0,981442 0,993654 1,005421

Cobre _
F critico 1,535624 1,533654 1,885845
o F calculado 0,934512 0,999654 0,993625
F critico 1,535481 1,539652 1,531245
. F calculado 1,092635 1,202541 1,058412

Cadmio

F critico 1,885561 1,882854 1,883652
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Ao analisar os valores de F encontrados e do F critico encontrado, todos os
valore de F critico estdo acima dos F calculados. Pode-se concluir que, em
analise estatistica, os modelos tiveram uma previsdo semelhante, nao
possibilitando afirmar uma diferenca significativa entre o0s métodos

quimiométricos.

Os métodos criados tornaram-se validos para a metodologia proposta,
substituindo possiveis metodologias de alto custo de manutencdo e execucao
como o ICP OES, utilizando métodos mais baratos como os métodos

eletroquimicos.



CAPITULO 5
CONCLUSAO
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5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstra que a associacdo de técnicas quimiométricas
correlacionado com a voltametria de redissolucéo, em resposta ao ICP OES,
tornou-se uma ferramenta analitica valida para a determinacdo de

concentragdes de metais em cachacas de diversas peculiaridades.

O ICP OES representa uma das melhores técnicas de deteccdo de metais dentro
da quimica, tornando-se a melhor op¢do para a construcdo dos métodos
guimiomeétricos, fornecendo os valores de concentracdo de referéncia para as

matrizes resposta.

Para a identificacdo dos metais por voltametria de redissolu¢cdo anodica com
onda quadrada, percebe-se que o eletrodo de mercurio teve dificuldades na
identificagdo de cadmio e chumbo (este ultimo metal ndo foi detectado em
nenhum voltamograma). Os eletrodos de carbono e nanotubo de carbono
sofreram muito com interferentes e sobreposi¢cdes de picos nos voltamogramas
obtidos, porém, em todas as amostras, picos caracteristicos de cobre e zinco
eram nitidos, sendo em alguns voltamogramas, possibilidades de deteccéao do

cadmio.

A nao deteccado do metal Chumbo era esperado em ambas as metodologias de
analise, devido seu limite de quantificacdo ser maior que o encontrado nas
amostras de cachaca, seguindo como referéncia a legislacdo prescrita. Apesar
de quase semelhantes, as redes neurais demonstraram melhores resultados
comparados ao PLS, devido a possiveis respostas ndo lineares nos
voltamogramas obtidos em todos os eletrodos de trabalho utilizados. Analisando
o erro de predicao, para o PLS, o eletrodo de nanotubo de carbono obteve as
melhores respostas para construcdo do método, para todos 0s metais
guantificados. Nas Redes Neurais, para concentracdes menores, no caso
cadmio e zinco, o eletrodo de nanotubo de carbono também obteve as melhores
respostas de previsdo. Para concentracdes de cobre, o eletrodo de carbono foi
0 que obteve os melhores resultados. Todos os eletrodos apresentaram

potenciais validos para a constru¢cdo do modelo, de forma uniforme para os
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valores obtidos de erro relativo e erro de predi¢cdo. Apos aplicar um teste F,
conclui-se que os valores encontrados para 0s metais no PLS e nas redes
neurais, estatisticamente nao tem diferenga, mostrando que os valores previstos

entre as técnicas sdo semelhantes.

No geral, o método € rapido, simples e ndo gera residuos quimicos perigosos,
tornando assim, mais facilmente possivel para uso em laboratérios de controle

de qualidade.
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ANEXO 01 - Amostras de cachaca e suas caracteristicas
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Teor Alcodlico

Cachacas Municipio de fabricacéo Estado

(% VIV)
1 Domingos Martins ES 40,00%
2 Sao Roque do Canaa ES 45,00%
3 Aracruz ES 45,00%
4 Aracruz ES 50,00%
5 Afonso Claudio ES 42,00%
6 Linhares ES 42,00%
7 Uberlandia MG 39,00%
8 Santa Rita do Passo Quatro SP 39,00%
9 Cachoeiro de Itapemirim ES 15,50%
10 Pirassununga SP 38,00%
11 Nova Friburgo RJ 38,00%
12 Cachoeiro de Itapemirim ES 41,00%
13 Domingos Martins ES 44,00%
14 Sao Roque do Canaa ES 47,00%
15 Alfredo Chaves ES 46,00%
16 Sao Roque do Canaa ES 47,00%
17 Anchieta ES 42,00%
18 Cariacica ES 46,00%
19 Cariacica ES 44,00%
20 Santa Teresa ES 40,00%
21 Sao Roque do Canaa ES 49,20%
22 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
23 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
24 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
25 Teresoépolis RJ 39,00%
26 Castelo ES 41,00%
27 Afonso Claudio ES 42,00%
28 Afonso Claudio ES
29 Rio das Pedras SP 39,00%
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30 Vila Velha ES 40,00%
31 Vitdria do Santo Antao PE 40,00%
32 Sao Gabriel da Palha ES 45,00%
33 Rio claro SP 39,00%
34 Sao Gongalo do Paréa MG 42,00%
35 Rio das Pedras SP 39,00%
36 Alfredo Chaves ES 45,00%
37 Castelo ES 41,00%
38 Cachoeiro de Itapemirim ES 41,00%
39 Castelo ES 46,50%
40 Domingos Martins ES 42,00%
41 Castelo ES 42,00%
42 Domingos Martins ES 41,00%
43 Pirassununga SP 39,00%
44 Domingos Martins ES 43,00%
45 Cariacica ES 38,00%
46 Pirassununga SP 39,00%
a7 Vargem alta ES

48 Domingos Martins ES

49 Serra ES 45%
50 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
51 Itarana ES 46,00%
52 Itarana ES 47,00%
53 Domingos Martins ES 40,00%
54 Sao Roque do Canaa ES 45,00%
55 Aracruz ES 45,00%
56 Aracruz ES 50,00%
57 Afonso Claudio ES 42,00%
58 Linhares ES 42,00%
59 Uberlandia MG 39,00%
60 Santa Rita do Passo Quatro SP 39,00%
61 Cachoeiro de Itapemirim ES 15,50%
62 Pirassununga SP 38,00%
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63 Domingos Martins ES 42,00%
64 Aracruz ES 45,00%
65 Domingos Martins ES 42,00%
66 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
67 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
68 Vila velha ES 40,00%
69 Aracruz ES 45,00%
70 Domingos Martins ES 42,00%
71 Vila velha ES 40,00%
72 Cachoeiro de Itapemirim ES 41,00%
73 Aracruz ES 45,00%
74 Anchieta ES 42,00%
75 Teresopolis RJ 39,00%
76 Séao Roque do Canaa ES 44,70%
77 Séao Roque do Canaa ES 46,00%
78 Cachoeiro de Itapemirim ES 41,00%
79 Afonso Claudio ES 42,00%
80 Castelo ES 46,50%
81 Domingos Martins ES 42,00%
82 Domingos Martins ES 42,00%
83 Afonso Claudio ES 42,00%
84 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
85 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
86 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
87 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
88 Sao Roque do Canaa ES 44,70%
89 Sao Roque do Canaa ES 46,00%
90 Sado Roque do Canaa ES 44,70%




