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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE UM FOTOMETRO MULTICANAL BASEADO EM UM
ARRANJO DE DIODOS EMISSORES DE LUZ

Aluno: Alexandre Fonseca
Orientador: Ilvo M. Raimundo Jr

Resumo:

O desenvolvimento de um fotémetro multicanal baseado em um arranjo de oito
diodos emissores de luz (LED) € descrito. Feixes de fibras opticas foram empregados
para guiar a radiagdo dos LEDs até a cela de deteccio e da cela até o detector
(fotodiodo). O instrumento foi projetado para realizar medidas em um Unico
comprimento de onda continuamente ou em todos os comprimentos (470, 500, 525,
562, 590, 612, 636 e 654 nm) de maneira seqiencial, permitindo sua aplicacdo em
métodos de analise multivariada. Ensaios realizados com o fotdmetro indicaram “drifts”
menores que 2 pV h' e uma precisao média de 0,001 unidade em medidas de
absorbancia.

O instrumento foi aplicado & determinag&o simultanea de Zn(ll) e Cu(ll) em
amostras de latao e de medicamentos empregando-se regress&o linear multipla (MLR)
e a classificacdo de aguas minerais comerciais a partir de analise de componentes
principais {PCA). O melhor modelo de calibragdo, construido para a primeira aplicacao,
apresentou erros medios quadraticos de previsao (RMSEP) de 0,06 € 0,12 mg L para
Zn(ll} e Cu(ll), respectivamente. Os resultados obtidos com o fotdmetro foram
comparados com aqueles determinados por espectrometria de absorgdo atémica
(FAAS), nao sendo encontradas diferencgas significativas ao nivel de 95% de conftanga.
As amostras de aguas foram classificadas de acordo com suas respectivas
procedéncias ao longo das duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2), as
quais explicaram 96 e 2% da variancia total encontrada, respectivamente.



Abstract

DEVELOPMENT OF A MULTICHANNEL PHOTOMETER
BASED ON AN ARRAY OF LIGHT EMITTING DIODES

Author: Alexandre Fonseca
Supervisor: Prof. Dr. lvo M. Raimundo Jr.

Abstract:

The development of a multichannel photometer based on an array of eight Light
Emitting Diodes (LED) is described. Optical fibre bundles were employed to guide the
radiation of the LED to the measuring cell and from the cell to the photodiode detector.
The instrument was designed to perform measurements in a single wavelength
continuously as well as in all wavelengths (470, 500, 525, 562, 590, 612, 636 and 654
nm) sequentially, allowing its application in multivariate analysis methods. Evaluation of
the photometer indicated drift lower than 2 uV h™ and a precision better than 0,003 units
in measurements of absorbance.

The instrument was applied for the simultaneous determination of Zn(ll} and
Cu(ll) in metaliic alloys and pharmaceutical samples, by employing Multiple Linear
Regression (MLR) and for the classification of commercial mineral waters, by using
Principal Components Analysis (PCA). The best calibration model, constructed for the
first application, presented Root Mean Square Errors of Prediction (RMSEP) of 0.06 and
0.12 mg L™ for Zn(lt) and Cu(ll}, respectively. The results obtained with the photometer
were compared with those determined by Flame Atomic Absorption Spectrometry
(FAAS), showing no significant differences at the 95 % confidence level. Mineral water
samples were classified according to their respective origins by two Principal

Components (PC1 and PC2), which explained 96 and 2 % of the total variance,
respectively.
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introducao

I - Introdug¢éao

A espectrofotometria de absorgdo molecular na regido UV-visivel € uma técnica
analitica amplamente utilizada na determinacéo de espécies orgénicas e inorganicas. A
preciséo e a exatiddo adequadas e o custo significativamente menor que o de outras
técnicas s&o alguns dos fatores que contribuem para o seu sucesso, principalmente em
analises de rotina. Apesar destas vantagens, os métodos baseados na
espectrofotometria UV-Vis apresentam alguns problemas, usualmente relacionados a
baixa seletividade, que dificultam suas aplicacbes em anélises mono e
multielementares.

O uso de métodos de calibragao multivariada tais como regresséo linear maltipla
(MLR), regressao por minimos quadrados parciais (PLS) e regressdo em componentes
principais (PCR), aliado a instrumentagdo baseada em detecgdo multicanal, como
espectrofotdmetros com arranjo de fotodiodos ou com arranjo de dispositivos de carga
acoplada (CCD), tém renovado o interesse na aplicacdo desta técnica para
determinacbes simultdneas. Os bons resultados obtidos para a determinacao
multicomponente em sistemas quimicos altamente interferentes sdo provas da
eficiéncia dessas metodologias [1].

Os espectrofotometros com arranjo de fotodiodos, “diode array”, como séo
geralmente conhecidos, sdo bastante compactos e apresentam uma série de
vantagens, tais como aquisicdo de espectros em intervalos de tempo bastante curtos
(da ordem de ms), boas resolugao e exatiddo nas medidas de comprimento de onda e
sensibilidade e faixa dindmica adequadas para muitas aplicagcbes em Quimica Analitica.
Entretanto, a realizacdo de medidas em centenas de cpmprimentos de onda, obtidas
quando sao empregados transdutores multicanais, pode ser desnecessaria em analises
multivariadas. Prova disso € o uso de metodologias baseadas em procedimentos
quimiométricos para a sele¢do de variaveis, com o objetivo de reduzir ruidos e
redundancias e assim obter modelos mais robustos [2-4]. Além desses fatores, o custo
para aquisicao de um espectrofotémetro diode array varia entre US$ 7.000 e US$ 9.000
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(sem o microcomputador), o que pode ser considerado elevado para muitos
laboratdrios, dependendo das aplicagbes e da freqiiéncia de uso.

Os diodos emissores de luz (light emitting diodes, LEDs) tém sido empregados
com bastante freqiiéncia em sistemas opticos de deteccdo [5-15]. As bandas de
emissdo relativamente estreitas, as altas intensidades de emissdo e o tamanho
compacto sao algumas das caracteristicas destes dispositivos que os tornam Uuteis
como fontes de luz monocromatica em muitos instrumentos. Nos Ultimos anos, com o
desenvolvimento de LEDs que emitem radiacao do ultravioleta ao infravermelho,
cobrindo praticamente toda a regiao do espectro visivel, e com o surgimento de fibras
Opticas que permitem a montagem de feixes, a construcio de fotdmetros multicanais
baseados em LEDs tornou-se relativamente simples [5]. Nestes novos instrumentos, o
acionamento seqilencial dos emissores e a concomitante leitura dos sinais individuais
permitem realizar medidas em varios comprimentos de onda, em intervalos de tempo
bastante reduzidos (da ordem de décimos de segundos), tal como em um
espectrofotometro diode array. Empregando-se LEDs que emitem radiagdo em
comprimentos de onda, previamente escothidos através de uma selegao de variaveis
adequada, a informagao gerada por um fotdmetro multi-LED pode ser suficiente para o
seu uso em analises discriminatérias ou em determinagGes simultaneas baseadas em
métodos de analise multivariada.

Para a constru¢cao de um fotdbmetro multicanal baseado em um arranjo de LEDs e
feixes de fibras opticas, toda a parte Optica, usual nos espectrofotdmetros
convencionais, como lentes, filiros € monocromadores, sédo dispensadas. Transdutores
multicanais, como os arranjos de fotodiodo ou de CCD, também nac s&do necessarios,
uma vez que a caracteristica multicanal deve-se as diferentes fontes de radiacao
(LEDs) e nao ao transdutor. Desse modo, um fotdmetro baseado nestes dispositivos
podem ser uma alternativa aos espectrofotdmetros muiticanais, apresentando um custo
consideravelmente baixo e uma performance aceitavel para diversas aplicagoes.
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1.1 - Diodos Emissores de Luz

Os diodos emissores de luz (LEDs) foram empregados pela primeira vez em
analise quimica ha trés décadas [16]. Atualmente, estes dispositivos encontram uso em
alguns instrumentos comerciais {17] e em muitos sistemas dedicados [18-19]. O grande
interesse em seu uso analitico é evidenciado pelo crescente nimero de publicagdes
sobre o assunto, que incluem artigos de revisao [20-21].

Um LED, como o préprio nome diz, € um diodo capaz de emitir iuz quando lhe &
aplicada uma diferenga de potencial entre os seus dois terminais {catodo e anodo).
Para uma boa compreensaco de como ocorre este fendmeno é preciso, antes de tudo,
conhecer um pouco sobre o funcionamento dos diodos convencionais. Nao € objetivo
do trabalho aprofundar-se neste assunto, porém, uma breve discussao sera abordada
nesta secdo e o leitor interessado pode consultar livros de eletrbnica [22] e de
instrumentacaoc analitica [23] para maiores esclarecimentos.

Os diodos sao fabricados a partir de materiais semicondutores, usualmente silicio
ou germanio, que sofreram inser¢ées de diferentes impurezas (dopantes) num processo
denominado dopagem. Esses materiais sdo conhecidos como semicondutores do tipo p
ou tipo n, dependendo da espécie utilizada como dopante.

Em um cristal de silicio (familia IVA) ndo dopado, cada atomo do elemento forma
quatro ligagbes covalentes com quatro atomos adjacentes. Eventuaimente, com uma
pequena quantidade de energia (apenas com o calor ambiente), alguns dos elétrons
que participam destas ligagdes tornam-se livres, ocasionando a formagao de lacunas ao
longo da rede cristalina (Figura 1A). Estes elétrons podem se recombinar com as
lacunas formadas em outras regides proporcionando, deste modo, a movimentacédo
indireta das mesmas. Com a aplica¢cdo de uma diferen¢a de potencial sobre o material
semicondutor, as lacunas e os elétrons livres movimentam-se em sentidos opostos
possibilitando a condugao de corrente elétrica pelo material.

A fungdo da dopagem de semicondutores € aumentar a condutividade do
material pelo aumento do nimero de lacunas ou de elétrons livres na rede cristalina. Os
semicondutores do tipo p s@o obtidos através da dopagem do material semicondutor
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intrinseco com elementos da familia IlIA. Esses elementos apresentam um elétron de
valéncia a menos que o silicio, causando o aumento do nimero de lacunas na rede
(Figura 1-B). Em um semicondutor do tipo n, aumenta-se o nimero de elétrons livres
na rede pela insergédo de impurezas da familia VA, as quais apresentam um elétron de
valéncia a mais que os atomos de silicio (Figura 1-C).

@® SiouGe
©“Dopante (llIA)

@ Dopante (VA)

O Lacunas

— Elétrons Ligados
——m® E|étrons Livres

2

v
mglu

v

i

G - _ 50

lri“l

L O]

00 Ll

Figura 1:Redes cristalinas de materiais semicondutores: (A) Nao dopado,(B) Dopado Tipo P e
(C) DopadoTipo N.
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Na fabricacao dos diodos, os semicondutores do tipo p e do tipo n sac dispostos lado a
lado conforme indicado na Figura 2. A interface entre os dois materiais & chamada de
jungéo p-n.

L —_—

Juncgéao P-N

Figura 2: Disposicéo dos semicondutores do tipo p e do tipo n em um dicdo.

Dois modos de operagao podem ser utilizados com os diodos usuais, modos de
polarizagéo direta ou reversa. Na polarizagdo direta, o material do tipo p é ligado ao
terminal positivo de uma bateria e o material do tipo n conectado ao terminal negativo
da mesma bateria. Na polarizagio reversa, estas conexdes sdo invertidas. A
polarizagéo direta € o Unico modo de operacgéo possivel para os LEDs. Neste modo, 0s
eletrons livres do material semicondutor do tipo n e as lacunas do material do tipo p
movimentam-se em dire¢édo & jungdo P-N. Devido a maior mobilidade, os elétrons livres
ultrapassam a jun¢do e se recombinam com as lacunas do material tipo p. Essa
recombinagao pode ser acompanhada pela emissdo de luz (eletrofuminescéncia, Figura
3) ou cator, dependendo dos substratos e dopantes que foram utilizados na confecgao
dos dispositivos.

Em diodos de silicio e germanio, a recombinagdo elétronflacuna nao é
acompanhada pela emisséo significativa de luz, sendo a maior parte da energia liberada
na forma de calor, 0 que torna estes materiais impréprios para a confecgio de LEDs.
Entretanto, em diodos como o de arseneto de galio (GaAs) ou o de fosfeto de galio
(GaP), o numero de fétons emitidos & suficiente para que sejam utilizados como fonte
de luz. Estes dois materiais sdo a base para a confecgdo de uma grande variedade de
LEDs. Como mostrado na Tabela 1.
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Recombinagao elétron / lacuna

/ (Emisséao de Luz)
-

——
Jungdo P-N

Figura 3: Fenémeno de eletroluminescéncia em diodos emissores de luz

O comprimento de onda da radiagdo emitida pelos LEDs é dependente ndo
apenas do cristal semicondutor, mas também da espécie e quantidade de impureza
adicionada ao mesmo. O LED fabricado a base de arseneto de galio emite radiacéo na
regidqo do infravermelho préximo. Dopando-se com fosforo, a emissdo pode ser
vermelha ou amarela, de acordo com a concentragdo do dopante. O emissor que
emprega fosfeto de galio emite radiagdo na regido do verde e com a introducdo de
quantidades de arsénio, a radiagdo pode se estender desde o verde até o vermelho.
LEDs com picos de emiss&o na regido do azul podem ser confeccionados com carbeto
de silicio e nitreto de galio. Outros materiais também s&o utilizados na confecgdo destes
dispositivos, como os mostrados na Tabela 1, a qual indica também os comprimentos
de onda nos picos de emissdo e as correntes maximas que podem ser aplicadas aos
mesmos em polarizagao direta.
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Tabela 1: Caracteristicas de alguns LEDs disponiveis comercialmente [20]

Comprimento de

Tipo do onda Corrente
Dispositivo  no pico de emisséo Continua
Maxima (mA)
{nm)

SiC 470 50
GaN 482, 435 30
GaP 555 50
GaP 560 50
GaP 565 30
GaP 570 50
GaAsP/GaP 580 50
GaAsP/GaP 583 20
GaAsP/GaP 585 20
AlinGaP 590 30
GaAsP/GaP 605 50
GaAsP/GaP 610 20
AlinGaP 630 30
GaAsP/GaP 635 30
AlGaAs/GaAs 645 30
AlGaAs 650 50
GaAsP 655 50
AlGaAs 660 50
GaP 700 30
AlGaAs 818 100
AlGaAs 840 75
AlGaAs 850 100
AlGaAs 880 100
GaAs 925 500
GaAs 940 100
GaAs 950 100
InGaAsP 1300 120

Os espectros de emiss@o da maioria dos LEDs com emissao na regido do visivel
apresentam larguras de banda a meia altura que variam entre 10 e 40 nm [20], sendo
comparaveis as larguras obtidas empregando-se fontes incandescentes combinadas
com filtros opticos (20-60 nm) [20, 24]. As intensidades de emissdo para alguns destes
emissores & também cerca de cinco vezes maior que as intensidades provenientes dos
feixes de saida de monocromadores, o que permite ajustes de 100% de transmitédncia
mesmo para solugdes mais concentradas. Além disto, os sinais de emissao séo
bastante estaveis, permitindo obter desvios padrao, em medidas de absorbancia, da
ordem de 107 unidades {20]. Outras caracteristicas positivas dos LEDs s&o o baixo
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consumo de energia, que dispensam a construcdo de circuitos eletrénicos especiais
para o controle da fonte, o tempo de vida util que é tipicamente de 50.000 horas para
uso continuo, significativamente maior que aquele encontrado para fontes
incandescentes (1000-2000 horas) e o tamanho extremamente reduzido, que possibilita
construir fotdbmetros pequenos, ideais para analises em campo [20].

Recentemente, foram desenvolvidos LEDs bicolores, que emitern usualmente no
verde e no vermelho, e tricolores, emitindo no verde, vermelho e azul [25-26]. Nestes
dispositivos, os materiais semicondutores que proporcionam as emissées em diferentes
comprimentos de onda sao dispostos em um Unico corpo e podem ser acionados
selecionando-se o par de terminais adequado para produzir a emisséo desejada. Os
LEDs multiemissores deram maior versatiidade aos fotdmetros baseados nestes
componentes, dispensando a troca fisica dos mesmos para a realizacéo de leituras em
mais de um comprimento de onda. Porém, a faixa de comprimento de onda, ainda
limitada, torna necessaria a escolha de um método fotométrico adequado no qual possa
ser empregada luz azul, verde ou vermelha.

A radiagdo emitida por diodos emissores de luz nao se limita apenas a regiao do
espectro visivel. LEDs que emitem na regido do espectro ultravioleta, e do
infravermelho proximo também estdo disponiveis comercialmente e as aplicagdes
analiticas nestas regides ja sao estudadas [27-28].

|.2 - FotOmetros Baseados em Diodos Emissores de Luz

Devido as qualidades dos LEDs descritas anteriormente, muitos fotdmetros
baseados nestes dispositivos tém sido desenvolvidos nos Ultimos anos. Nesta secéo,
alguns destes instrumentos e as suas respectivas aplicagdes séo apresentadas.

Muitos dos fotdmetros construidos foram desenvolvidos para aplicagées em
campo. Cantrell e colaboradores [30] desenvolveram um fotdmetro portatil baseado em
um arranjo de trés LEDs (473, 590 e 624 nm) que dispde de um microcontrolador
programavel e um chip de meméria. O instrumento permite realizar medidas, em
intervalos de tempo pré-determinados, durante -dias, sem a necessidade de
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acompanhamento do operador. A determinagao de um indicador redox (tionina) foi
empregada para avaliagdo do instrumentoc no monitoramento de processos redox.
Lyddy-Meaney e colaboradores [18] empregaram um LED vermelho ultra brilhante (650
nm) na constru¢do de um fotdmetro que foi acoplado a um sistema de anélise por
injecao em fluxo compacto para o mapeamento da concentragio de fosfato em aguas
marinhas. Hauser e colaboradores [28] empregaram um LED com emissdo no
infravermelho préximo para o monitoramento de niquel em meio amoniacal em
processos industriais.

Fotdmetros baseados em LEDs multiemissores foram desenvolvidos e aplicados
a uma série de determinagdes. Um fotdmetro com uma camara de microreacéo foi
construido por Gros [31] empregando-se um LED tricolor com maximos de emissao em
470, 565 e 660 nm. O instrumento foi avaliado na determinagéo de calcio em aguas a
partir de medidas de absorbancia do complexo metalico com o-cresoiftaleina. Um diodo
emissor de luz bicolor com maximos de emissdo em 560 e 630 nm foi empregado na
construgdo de um fotdmetro de fluxo por Aratijo e colaboradores [24]. A performance do
instrumento foi avaliada na determinagdo de pardmetros clinicos, empregando-se
diferentes métodos fotométricos. Em um trabalho desenvolvido por Rocha e Reis [32],
um LED bicolor (verde / vermelho) foi empregado na construgéao de um fotdmetro para a
determinacéo de nitrogénio inorganico em aguas. Um fotdmetro baseado em um LED
bicolor (560 e 660 nm) foi construido por Pasquini e Raimundo Jr. [6] e aplicado a
determinacao de Cr(IV) com difeniicarbazida (DFC).

Liu e Dasgupta {33] desenvolveram um instrumento baseado em LEDs com
emissdes em 605 e 950 nm para usc em fotometria de duplo-comprimento de onda. O
instrumento foi avaliado na compensagéo dos efeitos de indice de refragéo e turbidez
das amostras em analises por injegdo em fluxo. Dasgupta e colaboradores [11]
construiram um instrumento multifuncional para analises em fluxo baseado em um
arranjo de doze LEDs diferentes, os quais emitem radia¢éo na faixa de 375 a 620 nm. O
instrumento foi aplicado em diferentes determinagbes empregando medidas de
absorbéncia, fiuorescéncia e luminescéncia.
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Um fotémetro baseado em quatro diferentes LEDs (vermelho, laranja, amarelo e
infravermelho proximo) foi desenvolvido por Brook e colaboradores [35] e empregado
para estender a faixa dindmica de um sensor quimico de fibras épticas para medidas de
umidade relativa por meio de calibracdo multivariada baseada em redes neurais
artificiais.

A aplicac@o de fotbmetros baseados em LEDs na determinagao simultinea de
metais também ¢é descrita. Em dois trabalhos desenvolvidos por Trojanowics e
colaboradores [36-37], um fotdmetro comercial que permite medidas com trés LEDs
(563,580 e 638 nm) foi empregado na determinacdo simultanea de Zn e Al e de Zn, Al e
Fe(lll) empregando-se medidas de absorbancia dos complexos metalicos com
diferentes reagentes cromogénicos. Hauser e colaboradores {5, 38] descreveram a
construcdo de um fotdmetro baseado em um arranjo de sete LEDs (do azul ao
infravermelho préximo). O instrumento foi aplicado a determinacdo simultinea de
metais em misturas binarias, aplicando andlise por regressdo linear em dois
comprimentos de onda, nos quais os complexos metalicos absorviam diferentemente.

1.3 - Analise Multicomponente Simultinea por Espectrofotometria de
Absorcdo Molecular UV-Vis: Calibracao Multivariada

A analise multicomponente por espectrofotometria de absorgao moiecular UV-Vis
€ usuaimente realizada empregando-se reagentes cromogénicos especificos para cada
componente ou efetuando-se separagbes dos elementos de interesse de seus
interferentes. Contudo, nem sempre se dispde de um reagente especifico para cada
espécie e as etapas de separagao sdo normalmente trabalhosas e demoradas. Neste
sentido, o desenvolvimento da andlise multicomponente simultinea por
espectrofotometria de absorgao molecular UV-Vis (AMS-EAM) tem eliminado as etapas
de separacdo e um nlmero cada vez maior de componentes tem sido determinado
simultaneamente empregando-se um unico reagente cromogénico [39].

O sucesso nas aplicagdes da AMS-EAM deve-se em grande parte ao surgimento
da quimiometria, area da quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos

10
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para a analise de dados de natureza multivariada. Essa ferramenta permite, entre
outras aplicagées, construir modelos matematicos que relacionam as multiplas
respostas de um instrumento as propriedades de uma amostra, as quais, no caso da
AMS-EAM, sdo as concentragées dos analitos. O processo pelo qual esta relagdo
matematica € encontrada é denominado calibragao multivariada.

Os métodos lineares de calibragao multivariada séo divididos em dois grupos
principais: métodos classicos de minimos quadrados (CLS) e métodos inversos de
minimos quadrados (ILS). Dentre estes grupos, os métodos ILS tém sido aplicados com
maior frequéncia as determinagbes multicomponentes simultdneas, pois sao utilizados
sem a necessidade de se conhecer as concentragées de todas as espécies
espectroscopicamente ativas nas amostras de calibragao [40]. Os métodos ILS mais
conhecidos séo a regresséo linear muitipla, a regressdo em componentes principais e a
regressao por minimos quadrados parciais (MLR, PCR e PLS, respectivamente). Com a
aplicagao destes métodos, as concentracdes dos analitos sdo, muitas vezes,
determinadas por meio da AMS-EAM, mesmo na presenca de interferentes.

1.3.1 - Regressao Linear Mualtipla
Os modelos de calibragdo muitivariada empregados neste trabalho foram

construidos com base no método de regressdo linear multipla. Neste método, a

concentracac do analito (varidvel dependente, y) é descrita como uma fungéo das

medidas realizadas em » comprimentos de onda, conforme indicam as seguintes

equacbes:
y=bx +bx,+bx,+...+b x, ()]

y=Ybx +e (1
i=1 :

i1
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onde x; sdo as respostas do instrumento para os varios comprimentos de onda
(variaveis independentes), b; séo coeficientes de regressio do modelo {sensibilidades
para cada comprimento de onda) e e € 0 erro ou residuo.

Considerando a determinagao da concentragéc y para mais de uma amostra, as

equagdes acima podem ser escritas na seguinte forma matricial:
y=Xb+e (N1

onde y € o vetor que contém as concentragées de um dado analitc para as varias
amostras, X é a matriz que contém as repostas instrumentais (absorbancias) , b é o
vetor que contém os coeficientes do modelo e ¢ é o vetor de erros. Na matriz X, cada

linha representa uma amostra e contém as respostas medidas para a mesma. Cada
coluna corresponde a um comprimento de onda e traz as absorbancias de todas as
amostras para esta variavel.

Obtendo-se os espectros de solugées com concentragdes conhecidas do analito
(solugbes de referéncia), a construgdo do modelo fica resumida & determinacéo do

vetor b. A regressao por minimos quadrados é a maneira mais usual para a resolugao

deste problema, levando a seguinte solugéo [41-42):
b=(X'X)"'X'y (v)

a partir da equacgao anterior, sendo que o vetor b pode ser determinado se a inverséo
de XX for possivel. Para isto, o nimero de amostras (linhas de X ) deve ser maior que
0 nimero de variaveis independentes (colunas de X ).

Esta & uma das grandes limitagées do método MLR para aplicacbes em AMS-
EAM, onde o numero de amostras de calibracgao é fregilentemente menor que 6 nimero
de variaveis (centenas de comprimentos de onda), sendo necessaria uma boa selegéo

de variaveis para a sua aplicagdo em conjunto com espectrofotémetros muiticanais.

12
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Além desta dificuldade, as varidveis selecionadas ndo devem estar correlacionadas
(devem apresentar informagéo unica) para que os modelos construidos ndo apresentem
erros significativos.

Nesta discussdo para o método MLR, apenas uma variavel dependente foi
determinada para varias amostras. Contudo, o método pode ser expandido para a

determinagao das concentragdes de mais analitos, dispondo-se os vetores y, referentes
a cada componente quimico, lado a lado em uma matriz ¥ e fazendo o mesmo para os

demais vetores (b e ¢) de modo que a relagao encontrada na equagéo (Ill) tomara a

seguinte forma:
Y=XB+E (V)
1.3.2 - Validacao do Modelo de Calibracao

Antes que 0 modelo construido seja aplicado para a previsao das concentragbes
nas amostras de interesse, o mesmo deve ser validado com o objetivo de testar a sua
capacidade preditiva.

A validacao externa, mais indicada para este procedimento, consiste em
empregar o modelo na previsdo das concentragbes dos analitos em amostras que nao
foram empregadas na calibragdo e das quais sdo conhecidas exatamente as

concentragdes. As diferencas entre as concentragdes previstas pelo modelo (¢) e as
concentraces de referéncia (¢') sao determinadas e o erro médio quadratico de

previsdo (RMSEP) é calculado a partir destes valores de acordo com a seguinte
equacao:

n

Ylei-c,) (V1)

RMSEP ==

n

13
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onde n é o ndmero de amostras do conjunto de validagao. Por ser um erro médio e se
assemelhar ao desvio padrao, o RMSEP é um dos parametros observados com maior
frequéncia na validagédo de modelos de calibragao.

Quando n&o se dispde de amostras para a realizagao da validagdo externa, o
mesmo conjunto de amostras pode ser empregado para a calibragio e a validagéo do
modelo, a partir da chamada validagéo cruzada [41]. Neste método, os dados referentes
a algumas amostras séo retirados do conjunto de calibragéo e o modelo é construido
com os dados remanescentes. Entdo, os valores de concentragdo para as amostras

que foram separadas sdo previstos e os residuos (diferengas entre ¢ e ¢') sdo

computados. O processo € repetido para outros subconjuntos de amostras até que
todas as amostras, selecionadas para a validagéo, sejam testadas e que os respectivos

residuos sejam determinados para os célculos da varidncia residual e do RMSEP [40-
41].

1.4 - Reconhecimento de Padrées

Os meétodos quimiométricos tém sido empregados na caracterizacdo e
classificagdo de uma grande variedade de amostras. A discriminagéo de solos [43-44],
tintas de caneta [45], e aguas [46-47] sdo alguns dos exemplos de aplicagdo desses
meétodos de enorme interesse em areas como arqueologia, medicina e ciéncia forense.
O reconhecimento de padroes, como € geralmente conhecido, pode ser baseado em
medidas de propriedades fisico-quimicas, tais como pH, densidade e concentragdes de
constituintes, ou apenas nos espectros adequados das amostras, o que ira depender da
amostra e das caracteristicas que deveréo ser consideradas na discriminagao

O objetivo do reconhecimento de padrées em Quimica Analitica € encontrar
similaridades e diferencas entre varias amostras, a partir de um conjunto de
propriedades previamente medidas. Com este tipo de analise é possivel aumentar o
entendimento sobre um conjunto de dados através do agrupamento naturai das

amostras (reconhecimento de padrdo nao supervisionado) ou mesmo construir modeios

14
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que permitam classificar novas amostras (reconhecimentb de padrao supervisionado)
{41].

Quando o numero de parametros medidos para cada amostra (variaveis)
reduzido (no maximo trés) e estes parametros possuem informagao com forte carater
discriminatério, as similaridades e diferencas podem ser facilmente observadas
plotando-se as amostras {pontos) num espaco com até trés dimensdes, onde as
coordenadas sao dadas pelas variaveis medidas. Contudo, quando o nimero de
variaveis € superior a trés, esta discriminagéo nao é tao faciimente observada, uma vez
que se trata de um espag¢o com mais de trés dimensdes e, portanto, inimaginavel por
hés humanos. “Infelizmente”, a maioria das analises discriminatérias é realizada a partir
de um grande nimero de varidveis colhidas para um grande nimero de amostras.
Estudos baseados em medidas espectroscépicas podem gerar, por exemplo, uma
matriz que contém 30 linhas (amostras) e 700 colunas (variaveis, comprimentos de
onda), sendo necessario um espago com 700 dimensdes para descrever a distribuicao
das 30 amostras, segundo ¢ método sugerido anteriormente.

Para contornar este problema, alguns métodos quimiométricos podem ser
aplicados ao conjunto de dados, permitindo ao analista observar as similaridades em
um espacgo com no maximo trés dimensdes. Dois destes métodos foram empregados
no presente trabalho e serdo brevemente discutidos a seguir.

1.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é um método de projecéo
matematico que ajuda a visualizar toda a informagao contida em um conjunto de dados
complexo. Com ele, um novo sistema de eixos é construido por meio de combinagdes
lineares das variaveis originais, para representar as amostras de tal maneira que a
natureza multivariada dos dados possa ser visualizada em poucas dimensédes. Estes
novos eixos (conhecidos como componentes principais, variaveis latentes, fatores ou
ainda autovetores) sdc ortogonais entre si e obtidos em ordem decrescente de

explicagao da variancia dos dados, ou seja, a primeira componente principal (PC1)
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explica a maior parte da varidncia encontrada nos dados, a PC2 explica a maior parte
da variancia remanescente e assim por diante. A Figura 4 exemplifica esta operagao,
mostrando a dispersdao das amostras no antigo sistema de coordenadas, onde as
variaveis originais (V1 e V) sao os eixos, e no novo sistema, onde os eixos sao as PCs.

As coordenadas das amostras neste novo sistema de eixos é chamada de scores
e os coeficientes da combinacéo linear das varidveis antigas (a parcela de contribuicdo
de cada variavel original para a construcdo de uma dada PC) sdo conhecidos por
loadings, os quais sdo a base para a interpretagdo qualitativa das PCs. Para uma
melhor compreensdo sobre como sao obtidos estes novos eixos e sobre a andlise de
componentes principais de uma maneira geral, o leitor deve consultar a literatura
especializada em guimiometria {42, 48].

PC;

3. V2
4 3 2 4 0 1 2 3 a

Figura 4: Distribuicdo das amostras ao longo das componentes principais e das varidveis
originais {os pontos representam as amostras)
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1.4.2 Anélise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

A analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) é um método estatistico de
reconhecimento de padrées que emprega a distancia entre as amostras como forma de
classifica-las em grupos distintos. Esta informagdo é representada por um gréafico
bidimensional chamado dendograma que permite o reconhecimento.

Os dendogramas podem ser construidos de diversas maneiras [41]; na mais
usual sdo agrupadas inicialmente as amostras que apresentam valores semelhantes
para as variaveis medidas (isto &, sdo agrupadas as amostras que estdo mais préoximas
em um espago onde as coordenadas sdc dadas pelas varidveis). Em seguida, os
grupos formados sao também agrupados de acordo com a menor distancia entre eles.
O processo € repetido até que haja um Gnico grupo remanescente.

Nos dendogramas, as amostras e as distancias s&o representadas pela
ordenada e abscissa do grafico, respectivamente (Figura 5). Os segmentos horizontais
representam as amostras ou grupo de amostras que sao unidos a outros elementos por
meio de segmentos verticais, os quais indicam as distancias entre eles. A visualizagéo
dos agrupamentos & feita tracando-se uma linha vertical imaginaria em uma dada
distdncia e seguindo-se os ramos que foram cruzados por esta linha. Assim, na
distancia 8 da Figura 5 (linha pontilhada) sao observados trés grupos de amostras: Um
grupo formado pelas amostras A e B, outro pelas amostras D e E e um grupo formado
apenas pela amostra C.

Em muitos casos a escala de distancia dos dendogramas é substituida pela
escala de similaridade (S), a qual é calculada a partir da equacéo abaixo

dab

Sep =1- (Vi)
max

onde da € a distdncia medida entre duas amostras hipotéticas a e b e dnmax € a disténcia
maxima encontrada entre as amostras em questdo. A similaridade, como o préprio

nome diz, indica se ha similaridades entre as amostras, atribuindo valores entre 0 e 1
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para os diferentes agrupamentos. Se a similaridade se aproxima de zero, as amostras
sdo bastante diferentes, se a similaridade se aproxima de 1 as amotras sdo mais
semelhantes.

A

B

Cc

D

E
T I T T F ’ [ i I
2 4 6 8 10

Distancia

Figura 5: Exemplo de um dendograma

Variagbes de HCA usam diferentes medidas de distancia e diferentes modos de
conexao entre as amostras {41]. A distancia euclidiana, mais comum nestas analises,
foi empregada neste trabalho e é calculada segundo a férmula abaixo:

m

D= Z(xAj _xBj)z

P (Vi)

onde Dag € a distancia euclidiana entre duas amostras A € B, m € o numero total de
variaveis medidas e x € o vaior medido para a variavel. A conexdo completa [41] foi ¢
modo de conexdo empregado na Unica analise de agrupamentos hierarquicos realizada
neste trabalho. Com ela, dois grupos de amostras que foram inicialmente construidos a
partir das menores distancias entre seus objetos (amostras) sdo unidos (agrupados)
através da maior distancia entre objetos destes dois grupos.
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Il - Objetivo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um fotdmetro multicanal baseado
em um arranjo de diodos emissores de luz capaz de realizar medidas em oito
comprimentos de onda do espectro visivel. O instrumento foi avaliado na determinagao
simultdnea de metais em agua, empregando-se regressao linear multipla (MLR) como
meétodo de calibragcdo multivariada e na discrimina¢do de aguas minerais a partir de
analise de componentes principais (PCA).
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il - Parte Experimental

.1 - Construcao do Fotémetro

O fotdmetro foi construido com base em dois circuitos eletrénicos, um circuito
para acionamento dos LEDs e outro para a amplificagdo do sinal proveniente de um
transdutor (fotodiodo). Ambos os circuitos sao ilustrados na Figura 6.

I1.1.1 - Circuito para Acionamento dos LEDs

O circuito desenvolvido para o acionamento dos LEDs permite empregar um
arranjo com até 14 dicdos. Neste circuito, Figura 6-A, os transistores (T) atuam como
chaves que podem ser abertas ou fechadas a partir de sinais enviados, via
microcomputador, as suas respectivas bases [22). Quando uma chave é fechada, a
polarizacao direta do LED é obtida e 0 mesmo passa a emitir luz monocromatica até
que a chave seja aberta novamente. Resistores de 150 Q e resistores variaveis com
resisténcia maxima de 1 k2 foram empregados para determinar a corrente através dos
LEDs. Com os resistores variaveis é possive! ajustar as intensidades de emissao dos
diodos de acordo com a sensibilidade do detector (fotodiodo RS 308-067), o que
permite obter um nivel comum de sinal para a emisséo de todos os LEDs. Resistores de

10 k2 foram empregados para limitar a correnfe que chega a base dos transistores.

i1.1.2 - Circuito para Amplificacdo do Sinal

Um circuito para ampilificagdo do sinal, baseado na realimentagdo negativa de
um amplificador operacional (OP-07), foi construido e o sinal de saida do fotodiodo
(transdutor) foi conectado a este circuito, conforme é apresentado na Figura 6-B. Com
esta configuragdo, o ganho na amplificagdo do sinal pode ser controlado ajustando-se a

resisténcia de um resistor variavel com resisténcia maxima de 100 kQ (RV4), uma vez
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que a tensao de saida do amplificador operacional (¥, ) tem relacéao direta com esta

resisténcia, equacao IX [49].

+8V
150 O
1kQ
g 102
na
PC T
LED =
(A)

(IX)

R, RV,
R1 q“‘
Vin
Vout
10k
(B)

Figura 6: Circuitos eletronicos do Fotémetro: Acionamento dos LEDs (A} e amplificagéo do
sinal (B), T = Transistor, Ry = R; = 10 k), RV, = 100 kQ.

I11.1.3 — Arranjo de LEDs e captagcdo da radiacdo

Oito LEDs que emitem radiagdo em faixas distintas do espectro visivel foram

adquiridos juntc a RS Components [50], com o intuito de cobrir boa parte da extensao

deste espectro. Os comprimentos de onda nos maximos de emissao, indicados pelo

fabricante, vao desde 470 nm (azul) até 654 nm (vermelho) passando por 500 nm (azul

esverdeado), 525 nm (verde), 562 nm (verde), 590 nm (amarelo), 612 nm (laranja), 636
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nm (vermelho) e 654 nm (vermelho). Todos os LEDs adquiridos apresentavam corpos
plasticos cilindricos, transparentes e incolores com 5 mm de didmetro, que foram
lixados e polidos até as proximidades do chip semicondutor, para minimizar possiveis
perdas de radiagdo. Cada LED foi fixado em um conector metalico (RS 655-010) e todo
o arranjo foi montado em uma placa de acrilico devidamente trabalhada. Feixes com
quatro fibras opticas poliméricas de 250 um de didmetro cada (Toray Europe, Londres)
foram fixados e conectados a cada LED, por meio de conectores para fibras épticas (RS
655-004), para guiar as radiagdes individuais dos emissores, conforme & apresentado
na Figura 7. Estes feixes foram agrupados em um unico feixe de saida contendo 32
fibras, que foi conectado diretamente & uma cela de fluxo com caminho éptico de 10
mm empregando-se um suporte para a cela. Outro feixe contendo trinta e duas fibras foi
empregado para guiar a radiagdo da cela até o detector. A Figura 8 mostra as conexdes
do fotdmetro com a cela de medida empregando os cabos de fibras dpticas, os quais
foram encaixados por pressado ao suporte.

Figura 7: Disposicao dos LEDs e dos Feixes de Fibras Opticas: 1 - LED 470 nm, 2 - LED 500
nm, 3 - LED 525 nm, 4 - LED 562 nm, § - LED 590 nm, 6 - LED 612 nm, 7 -LED 636 nm, 8 -

LED 654 nm 9 - Placa de Acrilico, 10 - Conectores Metalicos, 11 - Feixe com 4 fibras dpticas de
250 um, 12 - Feixe Unico de saida com 32 fibras.
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ENTRADA PARA O
FOTODIODO

FOTOMETRO CELA DE

FLUXO

SUPORTE
PARA CELA

salDa DA
RADIAGAO

Figura 8: Acoplamento do fotémetro com uma cela de fluxo.

lli.1.4 - Fonte de Alimentacao

Uma fonte simétrica com tensdes de saida de +8V e —8V em corrente continua
foi construida para a alimentagdo dos circuitos de acionamento dos LEDs e de

amplificagao do sinal. O circuito empregado para a construcao desta fonte é ilustrado na

ln.’

110V

Transformador
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y ;_‘\ i
10000F |033uF
E \\ —
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Figura 9: Esquema eletrénico da fonte simé&trica empregada para alimentacao dos circuitos.
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ll1.1.5 - Controle e aquisi¢cdo de Dados

Um programa foi escrito em VisualBasic 3.0 para controlar o fotdbmetro e adquirir
os dados do fotodetector através de uma interface eletrénica, PCL-711S (Advantech
Co.), a qual dispde de um conversor analogico/digital (A/D) de 12bits.

O programa apresenta duas opg¢des para acionamento dos LEDs e leitura dos
sinais, chamados modos continuo e multiplo seqiencial. No modo continuo, apenas um
LED do arranjo pode ser selecionado, o LED permanece aceso enquanto sdo
realizadas leituras do A/D em intervalos de tempo pré-definidos pelo operador. No modo
multiplo seqiencial, modo mais empregado nos estudos realizados neste trabatho,
pode-se selecionar um ou mais LEDs do arranjo e o acionamento dos diodos e leitura
do A/D sao realizadas de maneira seqlencial, partindo-se do LED com menor
comprimento de onda até o LED com maior comprimento de onda. Para ambos os
modos de leitura, o operador deve definir previamenie a faixa dindmica adequada
do conversor A/D (x 0,3125; £ 0,625; = 1,25; £ 2,5 ou £ 5 V), o filtro para as leituras
(nimero de leituras a partir do qual &€ obtida a média aritmética do sinal) e os
parametros de escala do grafico. A interface do programa na qual o operador define
estes e outros parametros é apresentada na Figura 10.

O algoritmo empregado para a realizagdo de medidas em modo multiplo
'segiiencial em um sistema de andlise por inje¢do em fluxo é apresentado na Figura 11.
Neste algoritmo, o operador deve definir previamente quais LEDs serdo acionados, o
tempo, em segundos, para que a amostra atinja a cela de detecgdo (tempo 1), ©
intervalo de tempo, também em segundos, que deve haver enire cada ciclo de medidas
(tempo 2) e o nimero de ciclos de leituras que serdo realizados para cada inje¢éao de
amostra (NC). Definidos estes parametros, a amostra € injetada, aguarda-se o tempo 1
e, em seguida, inicia-se o primeiro ciclo de leituras. Através de um contador, os LEDs
previamente selecionados sao acionados seqiiencialmente. Para isso, os emissores
foram indexados em ordem numérica (i.e. LED1 = LED com emissdo em 470 nm, LED2
= LED com emissao em 500 nm, etc) por meio de um nimero N, ao qual soma-se uma
unidade até se atingir N = 8 (niumero total de LEDs). A cada ciclo de leituras, outro
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contador verifica se o nimero de ciclos realizados (NR) é igual a NC; se isto for

verdade, um grafico com as medidas realizadas é apresentado na tela e uma nova
injegdo é aguardada.

Figura 10: Interface ao usuario para o programa de controle do fotémetro: Menu Gain: Define
faixa dindmica do conversor A/D, Menu Options: Seleciona o0 modo de leitura (Continuo ou
Mdltiplo seqlencial), Menu Calibration: Permite visualizar o nimero de ciclos realizados por
segundo pelo computador; 1- Opgdo para leitura (com ou sem acompanhamento grafico), 2—-
Define o nimero de medidas do A/D que sdo empregadas para o calculo da intensidade do
sinal, 3- Define intervalo de tempo entre as medidas , 4- Define escalas do grafico, 5- Aciona os
LEDs (apenas para modo continuo), 6- Inicia leitura em modo continuo, 7- Seleciona os LEDs
para leitura sequencial, 8- Nome do arquivo (apenas para leituras em modo multiplo), 9- Define
NC (ntimero de varreduras do arranjo) e Tempo1 (apenas para modo multiplo) 10-Inicia leitura
para modo multiplo, 11- Display do sinal, 12- Cessa as leituras, 13- Area grafica, indicando n
detalhe o sinal analitico para medidas em um sistema de analise em fluxo monossegmentado.
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DEFINIR:

TEMPO 1

TEMPO 2
NC

H INJETAR AMOSTRA|

7

AGUARDAR TEMPO 1
(CHEGADA DA AMOSTRA AO DETECTOR)

¥

NR.=0
v

NR.=NR. + 1

N=N+1

- ED N FOI SELECIONADD T-—>--NAQ

[AGUARDAR TEMPO z| T sim

h 4

I ACENDER LEDN |

[ FIM DAS LEITURAS ]

Figura 11: Algoritmo desenvolvido para leituras em modo multiplo sequencial em um sistema
MSFA. Tempo 1: intervalo de tempo para a amostra leva chegar ao detector, Tempo 2:
intervalo entre ciclos de leituras, NC: Numero de varreduras (pré-definido pelo operador), NR:
Numero de varreduras realizadas.
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Com a vazdo empregada para os estudos (2,0 mL min™"), & possivel realizar um
minimo de seis medidas para cada emissor durante a passagem do monossegmento
através da cela de fluxo. Os dados gerados sao armazenados no formato ASCIl e
empregados posteriormente no céalculo das absorbancias, a partir da seguinte equagéo,

A:——log M (X)
SB ““SE

onde S, € a média dos sinais referentes as seis medidas, Sg € 0 sinal obtido com os
LEDs desligados {(medida no escuro) e Sg € a média do sinal para o branco.

l1l.2 — Padronizacao dos Sinais de Emissao

Os LEDs empregados na construgao do fotdmetro ndao apresentam as mesmas
intensidades de emissdao em uma dada corrente. Além disso, a sensibilidade do
fotodiodo nédo € uniforme para toda regido na qual os LEDs emitem radiacdo. Para
minimizar a dependéncia entre as intensidades de emissao dos LEDs e a sensibitidade
do detector, os sinais de emissao dos diodos foram padronizados em um nivel comum.
Para isto, foram realizadas medidas individuais com cada emissor em uma cela de fluxo
com caminho 6éptico de 10mm preenchida com agua desionizada. Durante estas
medidas, o resistor variavel que controla a corrente através do dispositivo (Figura 6-A)

foi ajustado até que o nivel de sinal desejado fosse alcancado.

1.3 - Instrumentacéo

Um pHmetro Corning 443i foi utilizado para a verificacdo do pH das solugdes
tampéao. Um espectrofotometro UV-Vis HP-8453 foi empregado para a obtencédo dos

espectros de emissdo dos LEDs e para a obtengdo dos espectros de absorcado dos
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complexos metalicos e das solugbes do indicador azul de bromotimol. Um
espectrofotdbmetro com arranjo de fotodiodos, construido no laboratério, foi empregado
para avaliacdo dos perfis das intensidades de luz dos LEDs logo ap6s o acicnamento
dos mesmos.

Determinagdes empregando-se espectrometria de absorgcao atdmica em chama
(FAAS) foram realizadas com um espectrofotdmetro Perkin Eimer modelo 5100.

Ill.4 — Reagentes e Solucbes

Reagentes de grau analitico e agua desionizada foram utilizados na preparacao
de todas as solugoes. Solugdes de referéncia dos ions metalicos foram preparadas pela
diluigao apropriada de solugdes estoque padrao para absorgao atdomica (Tec Lab) com
concentragdes de 1000 mg L. Todas as solucdes de acido nitrico foram preparadas
diluindo-se volumes apropriados de uma solugao estoque com titulo de 65% (Synth).

Uma solugéo tampéo acetato 0,5 mol L™ (pH = 5,7) foi preparada empregando-se
acido acético glacial (Synth) e acetato de sédio (Merck). Uma solugdo tampao amonio
0,3 moi L™ (pH = 10) foi preparada a partir de solucio de aménia concentrada (Synth) e
cloreto de amdnio (Merck).

I1.4.1 — Solug¢bes de Referéncia

Para a construgéo das curvas analiticas empregadas na avaliacao do fotdometro,
foram preparadas solugdes de Zn(ll) e de 3-3 dibromofenol-sulfoftaleina (azul de
bromotimol, ABT) de 1,0 a 5,0 mg L™. As solugdes do ion metalico foram preparadas
diluindo-se volumes apropriados da solugdo estoque em HNOs; 2,0 mmol L. As
solugbes de ABT foram preparadas pela diluicdo de aliquotas adequadas de uma
solu¢ao concentrada do indicador em tampao aménio pH 10 com concentragéo de 0,1
mol L.
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Solugdes de referéncia contendo alaranjado de xilenol 0,13 mmol L™ e Zn (I (1,0
a 5,0 mg L") em meio acido (tampao acetato 0,2 mol L™, pH 5,7) foram preparadas
para a construcdo de curvas analiticas a partir de medidas com um espectrofotémetro
diode array. A solugdo para a medida do branco foi preparada com as mesmas
concentragdes de reagente e de tampao na auséncia do metal.

Solugdes de referéncia de Zn(ll) (0,2 - 1,0 mg L) e de Cu(ll) (1,0 = 5,0 mg L1)
foram preparadas a partir da diluicdo de aliquotas das respectivas solugdes estoque em

HNO; 2,0 mmol L™ para a construgdo de curvas analiticas por espectrometria de
absorcao atomica.

lll.4.2 -Misturas Binarias

Para a construgdo dos modelos de calibragcdo multivariada, solugées de misturas
binarias Zn(ll) / Cu(ll) e Zn(ll) / Ni(ll), com as concentragdes indicadas na Figura12,
foram preparadas em duplicata, diluindo-se volumes apropriados das solugdes estoque
em HNO; 2,0 mmol L™

4,00
_ 325—
it — @ ,
o ol @® Amostras para calibragio
E 2.50—
& = @ Amostras para validagdo
= externa
e T 5 b
1,00—

o O S e N
1,00 1,75 2,50 3,25 400

[Zn*]/ mg L'

Figura 12: Distribuicdo das amostras empregadas para a calibragdo e validagdo do modelo
quimiométrico. [M**] indica a concentragdo de Cu(ll) ou Ni(ll).
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1l1.4.3 - Reagentes Cromogénicos

Uma solugcao de 3,3-bis-[N,N-di(carboximetillaminometil]-o-cresoisufonoftaleina
(alaranjado de xilenol, XO) 0,3 mmol L™ foi preparada dissolvendo-se o sal tetrasddico
(Fluka) em tampao acetato 0,5 mol L™ (pH 5,7) para uso nos estudos de avaliagdo do
instrumento e de calibracdo multivariada com misturas binarias.

Solugdes de trés reagentes cromogénicos foram preparadas e empregadas no
estudo de classificacio de aguas minerais. SolugGes de 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR,
Sigma-Aldrich) e de negro de eriocromo T (EBT, Ecibra), ambas com concentragdes de
0,3 mmol L™, foram preparadas dissoivendo-se os respectivos sais comerciais em agua
desionizada. Solucdo de purpurato de amdnio (murexida) 0,3 mmol L™ foi preparada
dissolvendo-se o sal em solugéo etandlica 10% (v/v). Todas as solugbes de reagentes

cromogénicos foram preparadas no mesmo dia em que foram utilizadas.

lll.4.4 - Preparo das Amostras

Duas amosiras de latdo foram preparadas em duplicata, dissolvendo-se porgoes
de aproximadamente 500 mg de limalhas em HNOs; 50% (v/v) a quente. Apds a
evaporacio do acido, as solu¢des resultantes foram diluidas até 250,0 mL com HNO;
0,1 mot L. A partir destas solugdes foram preparadas as solugdes para as andlises
com ¢ instrumento desenvolvido e por espectrométria de absorgao atdmica.

Todos os medicamentos empregados nos estudos sao comercializados na forma
de solucdes aquosas em ampolas e, de acordo com as bulas, nao apresentam
interferentes potenciais. Com isso, aliquotas apropriadas de duas ampolas de Zn-Cu
Oligosol (Labcatal®), duas ampolas de PED-element (Darrow® e uma ampola de AD-
element (Darrow®) foram diluidas em HNOs 2,0 mmolL™ e analisadas diretamente.

As amostras de aguas minerais comerciais e demais aguas empregadas no
estudo de classificagcao também nao sofreram pré-tratamento.
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l1.5 — Sistemas de Analises

As medidas de absorbancia empregadas na avaliagdo do instrumento e na
determinacdo simultdnea de metais em agua foram realizadas em um sistema de
analise em fluxo monossegmentado [51]. Neste sistema, Figura 13, uma bomba
peristaltica (P) aspira a solugdo da amostra (S1) até o injetor proporcional (I), onde
preenche uma al¢a de amostragem de 50,0 pL (L5) no mesmo instante em que a
solugdo do reagente cromogénico (alaranjado de xilenol tamponado em pH = 5,7, S2)
preenche as alcas L3 e L4 de 40,0 uL cada. As algas L2 e L1 sao preenchidas com ar.

Com o deslocamento do bloco central do injetor proporcional no sentido indicado
na figura, forma-se um monosegmento contendo a amostra e o reagente cromogénico
entre duas bolhas de Ar. Este monossegmento é carregado por dgua desionizada (C)
até uma bobina de reagéo (B) de 50 cm, a uma vazéo de 2 mL min™ e, em seguida,
conduzido a uma cela de fiuxo de vidro com caminho 6ptico de 10 mm (D), onde sdo

realizadas as medidas fotométricas. Todos os residuos gerados sio descartados em W.

1 :

H,0 >- ' MW D —>»w
Ar ﬁ-é' --5>L;>w
. = dla SNy
> Y 4—— $1
» W

Figura 13: Sistema MSFA empregado para a avaliagdo do fotémetro e para a determinagao
simultanea de metais: P - bomba peristaitica, $1- Reagente Cromogénico (alaranjado de xileno!
em tampéo pH = 5,7), 8§2- solugdes de amostras ou padrdes, 1 - Injetor Proporcional, W —
Descarte, L1 e L2 Aicas de 40 pl preenchidas com ar, L3 e L4 — Algas de 40 pl preenchida
com soluc&o de alaranjado de xilenol em pH = 5,7, L5 - Alca de 50 pL preenchida com solugdes
de amostra ou padrdes, B- Bobina de reagdo de 50 cm, D - Detector
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| I :
H,0 » W D —»w
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Figura 14: Sistema MSFA empregado para a classificagdo de dguas: P- bomba peristaltica, S1-
Solugbes das amostras de agua, S2- Solugdo tampdo pH = 10 (NHy/NHCI), 83 - Reagente
Cromogeénico (solugbes de murexida, EBT ou PAR), | - Injetor Proporcional, W - Descarte, L1 e
L2 - Algas de 40uL preenchidas com ar L3 e L4 - Algas de 40 plL preenchidas com o reagente
cromogeénico, LS e L6 - Algas de 45 ul preenchidas com solugdo tampéo pH = 10, L7 - Alca de
de 50 puL preenchida com amostras de agua, B- Bobina de reagdo de 50 ¢cm, D- Detector

=
- =

T Bk Al > o AR ‘1"4\ . B : e
Figura 15: Fotogafia do sistema de analise: 1- Bomba Peristaltica, 2- Injetor Proporcional, 3-
Cela de Fluxo, 4- Descarte, 5- Fotdmetro, 6- Microcomputador
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Para a realizagdo das analises de classificacao de aguas, um sistema bastante
semelhante ao sistema descrito anteriormente foi utilizado. Duas novas alcas de
amostragem foram adaptadas ao injetor proporcional de forma a permitir a injecéo
simultanea da solugdo tampao, do reagente cromogénico e da amostra, a uma vazéo
de 2 mL min”' (Figura 14). Com esta configuracdo, séo obtidas, em média, 10 leituras
para cada emissor durante a passagem do monossegmento através da cela de fluxo.
Uma visdo geral do sistema empregado pode ser visto na Figura 15.

1.6 - Avaliacdo do Instrumento

Il.6.1 — Espectros de Emissao e Perfis de Resposta dos LEDs em
fun¢ao do tempo

Para a obteng¢do dos espectros de emissdo dos LEDs, o feixe de fibras dpticas
de saida da radiacdo do fotébmetro foi conectado & entrada do sistema de deteccéo do
espectrofotdmetro comercial. Os espectros de transmitancia foram entiao adquiridos
tendo, como referéncia, o espectro na auséncia de luz.

O fotdmetro foi conectado da mesma maneira ao espectrofotdmetro home-made,
para avaliacdo dos perfis de intensidade de radiagdo nos primeiros instantes de
acionamento dos LEDs. Para isso, o espectrofotdmetro foi ajustado para realizar trinta
varreduras, a primeira logo apoés o LED ser acionado e as demais em intervalos de trés
segundos apés o acionamento.

111.6.2 Testes de Estabilidade

Avaliou-se a estabilidade dos sinais adquiridos nos ocito comprimentos de onda,
com acionamento continuo ou multiplo seqiencial (“piscando”) dos LEDs. Para isto,
uma cela de fluxo com caminho éptico de 10 mm foi preenchida com agua desionizada
e leituras de intensidade do sinal foram realizadas durante uma hora, em intervalos de 1

s, empregando-se ambos os modos de acionamento.
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ll.6.3 Resposta do Instrumento ao Acionamento Seqiiencial dos LEDs

Para avaliar a resposta do instrumento, foram realizadas medidas de
absorbancia com todos os LEDs em modo sequencial, com cada um dos LEDs em
modo continuo e também pulsando-os individualmente. Para isso, empregou-se o
sistema de analise descrito na sec¢do IIl.5 (Figura 13), com uma solugéo de Zn(ll) 3,0
mg L™ e alaranjado de xilenol 0,3 mmol L.

{I1.6.4 - Influéncia das bandas de emissido dos LEDs em medidas de

absorbancia

Com o objetivo de avaliar a influéncia das larguras das bandas de emissao dos
LEDs em medidas de absorbancia, construiu-se curvas analiticas para solu¢des do ion
Zn{ll) e para solugdes de azul de bromotimoi , na faixa de concentragao de 1,0a 5,0 mg
L, a partir de medidas com o fotometro desenvolvido e com um espectrofotdmetro
comerciail (HP-8453).

As absorbancias das solugbes de Zn(ll) foram medidas, com o fotdmetro,
seguindo-se o procedimento descrito na se¢ao lI.5 e utilizando-se alaranjado de xilenol
0,3 mmo! L. As absorbancias das solugdes de ABT foram medidas empregando-se um
sistema MSFA no qual um volume de 150 ulL da solugdo do indicador era injetado a
uma vazéo de 2 mL min™' entre duas bolhas de ar.

As medidas com o espectrofotdmetro comercial foram realizadas em batelada
utilizando-se uma cubeta de quartzo com caminho optico de 10 mm e as solugdes de
referéncia indicadas na segéo li1.4.1. A
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.7 - Aplicagbes do Instrumento

Il.7.1 Analise Multicomponente Simultinea

ll1.7.1.1 Calibragao e validagdo

Para avaliar o desempenho do fotdmetro em determinagdes simultaneas
baseadas em calibragdo multivariada, realizou-se estudos com as misturas binarias
descritas na secao Ill.4.2. Para o procedimento de calibragao, foram empregadas treze
misturas que apresentavam cinco niveis de concentragdo para cada ion metalico. A
distribuicdo dessas misturas em termos das concentragdes seguiu o planejamento
indicado na Figura 12 (Pontos em Azul). Oito misturas com concentracoes
intermediarias aquelas empregadas para a calibragao foram empregadas para a
validagao externa dos modelos e, também estao indicadas na Figura 12 (pontos em
vermelho).

As medidas de absorbancia das misturas foram efetuadas empregando-se todos
os LEDs do fotdmetro em modo mitiplo seqiiencial. O mesmo procedimento e as
mesmas condi¢des descritas na secao 1.5 foram utilizadas.

Os modelos foram construidos utilizando-se o método de regressao linear
multipta (MLR) a partir das médias das absorbancias encontradas para leituras em
triplicata de todas as amostras, as quais foram inseridas aleatoriamente no sistema de
analise. O software Unscrambler 7.5 (CAMO) foi empregado para a realizacdo dos
calculos inerentes a construcgéo e validacdo dos modelos.

M.7.1.2 Previsdo: Determinacdo simultinea de Zn(ll) e Cu(ll) em

amostras comerciais

Foram realizadas determinagées de Zn(ll) e Cu(ll) em amostras de trés
medicamentos e dois tipos de latao (sec¢do Ill.4.4). As medidas de absorbancia para as
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solugdes destas amostras foram realizadas da mesma maneira que as medidas para as
solugdes de calibragéo e validagdo. As absorbancias obtidas nos varios comprimentos
de onda foram empregadas para os calculos das concentragdes, a partir do modelo que
apresentou o menor RMSEP e melhor coeficiente de correlagio. Para avaliagdo dos
resultados, as determinagdes também foram realizadas com calibragdo univariada
empregando-se espectrometria de absorgao atdmica em chama (FAAS).

Il1.7.2 Classificacdo de aguas

Foram analisadas amostras de aguas minerais naturais provenientes de seis
fontes diferentes (seis distribuidores) e amostras de agua mineralizada (agua purificada
adicionada de sais) fornecidas por um dnico distribuidor. Como replicatas destas
amostras foram empregadas aguas com datas de engarrafamento diferentes, cobrindo
periodos de dois a sete meses entre a amostra mais nova e a amostra mais velha de
uma mesma fonte (Tabela 11). Trés amostras de agua desionizada, trés de agua
destilada e trés de &agua de torneira também foram analisadas para comparagio
posterior.

Trés reagentes cromogénicos (PAR, EBT e murexida) foram empregados em
analises fotométricas realizadas separadamente. As medidas com estes reagentes
foram efetuadas com o sistema descrito na segdo IIl.5. (Figura 14), injetando-se as
amostras, a solugdo do reagente cromogénico e uma solugdo tampdo pH = 10
(NHs/NH,CI), simultaneamente. Os conjuntos de dados obtidos com cada reagente
foram utilizados separadamente ou combinados para as analises de componentes
principais, as quais foram realizadas com o software Unscrambler 7.5 (CAMO). Uma
analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) foi realizada a partir do software Pirouette

2.11 (Infometrix} com os dados obtidos apds a selecdo de variaveis.
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IV - Resultados e Discussao

IV.1 - Avaliagao do instrumento

IV.1.1 Espectros de Emissdo e Perfis de Resposta dos LEDs em
funcéo do tempo

Os espectros de emissdo normalizados obtidos para os oito LEDs do fotdmetro
sdo apresentados na Figura 16. A Tabela 2 apresenta os comprimentos de onda nos
picos de emisséo dos LEDs e as larguras de banda a meia altura encontradas para
cada um destes dispositivos. Os comprimentos de onda nominais (indicados pelos
fabricantes) também sao apresentados nesta tabela.

——LED 470nm
——LED 500nm
——LED 525nm
——LED 562nm
——LED 590nm
——LED 612nm
——LED 636nm
——LED 654nm

Sinal Normalizado

Comprimento de onda / nm

Figura 16: Espectros de emissdo normalizados dos LEDs

A Figura 16 mostra que os LEDs empregados cobrem uma boa extensdo do
espectro visivel, permitindo a aplicagéo do fotdmetro em diversas metodologias. Outros
LEDs poderao ser alocados no arranjo para preencher as regides deficientes e ampliar
sua faixa de aplicacao.
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Os resultados da Tabela 3 mostram pequenos desvios, menores que 1,2 %, para
os comprimentos de onda dos oito LEDs em relagdo aos valores nominais. Tais valores
sdao concordantes com os descritos na literatura [20], as pequenas diferencas em
relagdo aos comprimentos de onda nominais podem ser atribuidos a possiveis nao
uniformidades nos processos de fabricagdo dos dispositivos e/ou a calibragao do
espectrofotdmetro empregado. Os comprimentos de onda nos picos de emissao
determinados experimentalmente séo utilizados, deste ponto em diante, para denominar
os LEDs empregados no trabalho.

A As larguras de banda a meia altura (Tabela 2) estdo de acordo com aquelas
usualmente encontradas na literatura [20], menores que 40 nm, e comprovam a boa
monocromaticidade dos LEDs. A largura de banda encontrada para o LED com emissao
em 468 nm (19 nm) indica uma melhora na monocromaticidade dos LEDs com emissao
na regido do azul, onde o uso de filtros era necessaria para a obtencdo de bandas
estreitas [4].

Tabela 2: Comprimentos de onda nos picos de emissdo e larguras de banda a meia altura para
os LEDs empregados no fotdmetro

Comprimento de

Comprimento de onda onda encontrado  Desvio Relativo (%)

nominal (nm)

Largura de Banda a
meia altura (nm)

(nm)
470 468 -0,4 19
500 502 +0.4 40
525 519 -1,1 30
562 561 - 0,2 20
590 595 +0,8 16
612 613 +0,2 16
636 632 -0,6 17

654 657 +0.5 34

Os perfis intensidade de emissao versus tempo de acionamento para todos os
LEDs foram tracados a partir dos sinais encontrados nos picos de emissao dos frinta
espectros obtidos logo apdés o acionamento dos emissores (Secgédo HI.6.1). O
comportamento encontrado para o LED com emissdo em 519 nm, Figura 17, é bastante
semethante ao encontradc para o LED com emissdo em 502 nm. Para estes
dispositivos, a intensidade do sinat torna-se praticamente constante depois que o seu
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valor maximo é atingido. O sinal indicado em tempo “zero” foi obtido imediatamente
apos o acionamento do LED e sua intensidade, usualmente baixa, depende do
sincronismo entre o acionamento do emissor e a aquisi¢dc do espectro, os quais foram
iniciados manualmente e, portanto, podem apresentar erros significativos. O
comportamento encontrado para o LED com emissao em 595 nm, Figura 18, foi comum
a maioria dos dispositivos (LEDs com emissdo em 468, 561, 595, 613, 632 e 657 nm).
Para estes emissores, nota-se que a intensidade do sinal decresce cerca de 3 a 4%
apés alcancar o seu valor maximo, atingindo a estabilidade por volta de 30 segundos
apos o acionamento. Este resultado mostra que a aquisicio de dados em modo
continuo deve ser realizada somente apés a estabilizagdo do sinal, para se evitar erros
nas medidas de absorbéancia, diretamente dependentes. Para a realizagio de medidas
em modo sequencial, nas quais os LEDs sao pulsados, o tempo com que cada emissor
permanece aceso deve ser extremamente reprodutivel para que as intensidades de luz

obtidas sejam constantes.

2780
2760 _ ?-&-‘.--\./'xr-—"---J—-q‘-—-f-—lfl—l"‘--l""'"""'
2740 -
2720 : i

2700 ~ i

Sinal/ u.a

2680 H

2660

N+
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

tempols

Figura 17: Perfil intensidade vs tempo para LED com emissdo em 519 nm
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Figura 18: Perfil intensidade vs tempo para LED com emissio em 595 nm
IV.1.2 - Testes de Estabilidade

As estabilidades dos sinais dos LEDs foram avaliadas inicialmente em termos
dos “drifts” apresentados. Este parametro é bastante importante na avaliacdo do
instrumento pois indica se ha uma tendéncia de aumento ou diminuigao dos sinais ao
longo do tempo. Conforme apresentado na Tabela 3, “drifts” menores que 1,6 e 1,9 pV
h™ foram obtidos para as medidas realizadas em modos continuo e multiplo seqiiencial,
respectivamente.

Para a avaliagao das estabilidades em termos de absorbancias, o primeiro sinal
obtido com cada emissor foi empregado como o sinal do branco (Sg) na equaciao X
(secdo 111.5), sendo considerado o sinal na auséncia de luz (Sg) como constante. Os
resultados apresentados na Tabela 4 mostram que os “drifts” sdo pequenos, da ordem
de 107 unidades de absorbancia e que a precisdo das medidas esta na ordem de 10*
unidades, o que é bastante razoavel para um fotdmetro de feixe Unico, uma vez que a
intensidade de luz emitida por um LED pode variar com o tempo devido, principaimente,

ao aquecimento do emissor [20].
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Tabela 3: Drifts dos sinais dos LEDs
LED Modo Pulsado Modo Continuo

(nm) (pvh') (pv h™
468 -0.50 +0.19
502 -0.,50 + 0,04
519 -0,20 + 0,02
561 + 1,90 a
595 +0,78 -1,60
613 + 0,09 + 0,19
632 + 0,47 -0,89
657 + 0,29 -0.98

a —néo avaliado (ver texto)

Tabela 4: Estabilidade dos sinais de Absorbancia.

LEDs Pulsando todos Continuo
Abs Desvio Drift/ Abs h™ Abs Desvio Drift/ Abs h’
x 10 x 10 x 107 x10* x 10* x 107
468 7.4 7.2 4.5 -2.4 58 -1,5
502 19 7,0 4.5 31 57 -0,3
519 - 10 58 1.8 8,1 58 0,2
561 -75 24 -16 a a a
595 -44 27 -6,5 28 13 14
613 -8,7 59 -0,1 -0.9 51 17
632 2,7 75 -3,8 16 7.8 7.8
657 99 8,3 -2.4 6,8 8,3 7.9

a —nao avaliado (ver texto)

Os pequenos desvios e os “drifts” consideravelmente baixos para as medidas
realizadas em modo intermitente (com os LEDs piscando), mostram que os tempos de
emissao para os LEDs, nesse modo de medida, sdo bastante reprodutiveis, de modo
que os comportamentos encontrados nos estudos discutidos na seg¢ao anterior néo
representam problema.

A estabilidade do sinal para o LED com emissdao em 561 nm nao foi avaliada em
modo continuo, pois a corrente direta aplicada ao mesmo (50 mA) foi ajustada para
além do valor maximo indicado pelo fabricante (30 mA) de forma a aumentar sua
intensidade de emissao, a qual era bastante baixa mesmo quando aplicada a corrente
maxima. Com a corrente muito elevada, o acionamento continuo do LED causaria
danos ao dispositivo, 0 que nao ocorre em modo intermitente devido ao curto espaco de
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tempo no qual 0 mesmo permanece aceso. A precisdo nas medidas de absorbancia em
modo intermitente com este emissor aproxima-se dos valores obtidos com os outros
LEDs, mostrando que mesmo em condigdo desfavoravel, os resultados neste
comprimento de onda séo satisfatorios.

As diferencas encontradas entre os resultados obtidos com acionamento
intermitente e continuo séo relativamente pequenas para a maioria dos LEDs e devem-
se aos perfis de resposta das intensidades de emiss&o em funcio do tempo, discutidos
na secao V.1.1.

IV.1.3 - Resposta do Instrumento ao Acionamento Segqiiencial dos
LEDs

O algoritmo desenvolvido para medidas em mais de um comprimento de onda
exige uma resposta suficientemente rapida dos LEDs e do fotodetector para que o seu
uso seja viavel. Respostas lentas poderiam causar interferéncias nos sinais de LEDs
adjacentes uma vez que a medida referente a um dado emissor seria realizada
enquanto o LED, que foi acionado imediatamente antes, nao estivesse totalmente
“‘apagado’.

Os valores de absorbancia semelhantes para as medidas em modo multiplo
seqiiencial e individual, Tabela 5, mostram que n&o ha influéncia significativa entre os
sinais de diodos adjacentes quando se emprega o modo multiplo de leituras. Tal
resuitado pode ser atribuido as altas velocidades de resposta dos LEDs e do fotodector,
que permitem o uso do algoritmo desenvolvido para a realizagdo de medidas em mais
de um comprimento de onda. A maior diferenga entre as absorbdncias medidas em
modo continuo e seqiiencial, cerca de 0,03 unidades para as medidas em 561 nm,
deve-se, possivelmente, a condigcdo limite com que este emissor opera (corrente = 50
mA)}, a qual dificulta a reprodutibilidade nas suas medidas.

Os resuitados da Tabela 5 também indicam boas precisbes nas medidas
realizadas em modo intermitente ou continuo, o que mostra que ambos os modos de
leitura s&o equivalentes para as medidas de absorbéancia.
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Tabela 5: Respostas para leituras seqiienciais e Individuais dos LEDs

LED

Pulsando Pulsando Modo
(nm) Individualmente  Segqiiencialmente Continuo
(Absorbancia + S.D) (Absorbancia + S.D) (Absorbancia + 8.D)

468 0.022 + 0.007 0.007 £ 0.003 0.024 + 0.007
502 0,194 + 0,004 0.203 £ 0.002 0.208 + 0,006
519 0.275 + 0,008 0,295 £ 0,002 0.285 + 0,004
561 0311 £0,010 0.337 £ 0,005 a

595 0.208 + 0,009 0,229 £ 0,004 0.204 + 0,003
613 0.048 + 0,001 0.051 £ 0.001 0,044 + 0,001
632 b b b

657 b b b

S.D. = desvio padréo, (a) nao avaliado (ver texto), (b} solugdo néc absorve

IV.1.4 — Influéncia das bandas de emissdo dos LEDs em medidas de
absorbancia

Para possibilitar a comparagao entre as curvas obtidas através de medidas com
os dois instrumentos, as absorbancias referentes aos comprimentos de cnda dos picos
de emissédo dos LEDs foram empregadas para as calibragées com ¢ espectrofotdmetro.
As quatro curvas que apresentaram maior sensibilidade analitica para a determinagao
de Zn(ll) com alaranjado de xilenol sao apresentadas nas Figuras 19 e 20, em conjunto
com as respectivas equagdes das retas e coeficientes de correlacao.

A ordem das inclinagbes das retas (da mais inclinada para a menos inclinada) foi
semelhante para ambos os casos. A Unica excegao ocorreu para a curva construida em
595 nm, a qual é mais sensivel que a curva obtida em 502 nm para as calibragées com
o fotbmetro. Esta inversdo na ordem de sensibilidade pode ser justificada observando-
se os espectros normalizados dos LEDs e dos complexos Zn(l)-XO apresentados na
Figura 21. De acordo com esta figura, os LEDs com picos de emissao em 502 e 595 nm
emitem radiacdo em regides onde a absortividade dos complexos Zn{ll)-XO varia
significativamente, tornando a sensibilidade das curvas construidas com estes LEDs
bastante diferente daquelas construidas com o espectrofotdmetro comercial, onde ha
maior monocromaticidade da radiacao.
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Figura 19: Curvas analiticas para Zn(ll)-XO (Zn(ll) 1,0 = 5,0 mg L") obtidas com o fotémetro
baseado em LEDs ( As barra de erros para os pontos foram menores que os pontos indicados)
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Figura 20: Curvas analiticas para Zn(ll)-XO (Zn(ll) 10 — 50 mg L) obtidas com
espectrofotdmetro comercial
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Figura 21: Espectros de absorgdo normalizados dos complexos Zn(Il)-XO (Zn(ll) 1,0 = 5,0 mg
L") com alaranjado de xilenol em pH 5,7 e espectros de emissdo normalizados dos LEDs

As calibragées realizadas com os LEDs apresentaram um comportamento linear
para todos os casos. Os coeficientes de correlagdo (R) maiores que 0,997, comprovam
este comportamento. A ndo linearidade nas calibragées pode ocorrer com freqiiéncia
nestas medidas, o que também é normalmente atribuido as larguras de banda de
emissao dos LEDs [4].

Os valores menores de absorbancia, encontrados para as medidas com o
fotdmetro, devem-se a diluicdo das solugdes de referéncia no sistema de analise em
fluxo, onde a concentragdo do analito diminui aproximadamente 41% apés a injecéo.
Por isso, as inclinagdes das curvas de calibragcdo obtidas com o espectrofotdmetro
comercial foram comparadas com as inclinagcdes corrigidas obtidas com o fotédmetro,
como mostrado na Tabela 6. Novamente, percebe-se que os resultados sdo mais
semelhantes para as regides onde ha pequena variacdo da absortividade do complexo
em relagdo ao comprimento de onda. Prova disso & a curva construida com o LED de
519 nm, a qual apresentou mesma inclinagdo que aquela construida com o

espectrofotdmetro neste comprimento de onda.
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Tabela 6: Comparacgéo entre as inclinactes das curvas obtidas para Zn(ll).

Comprimento IF2 IS (IFN1S)*

de Onda / nm x100%
502 0,113 0,144 78
519 0,168 0,168 100
561 0,192 0,233 82
595 0,124 0,109 114

a — corrigido pelo fator de diluigdo no sistema MSFA
*IF — Inclinag&o com o fotdmetro, IS - Inclinagdo com o espectrofotdmetro

Os limites de detecgéo (L.D.) encontrados para as curvas de maior sensibilidade
(curva construida com o LED de 561 nm e curva construida a partir de medidas com o
espectrofotdmetro em 561 nm) foram determinados empregando-se os sinais (s)
obtidos com a seguinte equagao,

s=b+3*S8SD (Xi1)

onde b é o coeficiente linear da curva de calibragao e SD € o desvio padrao encontrado

para o ajuste desta mesma curva (erro obtido com o ajuste por minimos quadrados)
[52]. Valores de 0,26 e 0,40 mg L' foram obtidos para as calibragées com o fotdmetro e
com o espectrofotdmetro, respectivamente, mostrando que a largura de banda do LED
nao apresentou uma influéncia negativa para o célculo deste parametro.

As curvas analiticas obtidas para a determinagio de azul de bromotimol com trés
dos quatro comprimentos de onda nao estudados no caso anterior sdo apresentadas
nas Figuras 22 e 23. A ordem de sensibilidade para estas curvas foi igual em ambos os
casos, sendo a curva construida em 613 nm a de maior sensibilidade.
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Figura 22: Curvas analiticas para o reagente azul de bromotimol (ABT 1,0 — 5,0 mg L) obtidas
com o fotdmetro baseado em LEDs. (As barra de erros para os pontos foram menores que o0s

pontos indicados)

0.7
1 ® 613nm _y=0008+0,121x R=0,999
B ® 632nm [ 2
- ® 657nm 5 © - y=0007+0,105x R=0,999
0.5“ .' %
§ e / '//.,
8 i
- -
g 0.3 s .
/,."_'_,, o ¥=0004+0043x R=0099
0.2 Py —
i -
':'J LT
0.1+ P L
Hilee f;’J ._..—""’
0.0 * = J T T T
0 1 2 3 4 5
Concentragdo /mg L

Figura 23: Curvas analiticas para o reagente azul de bromotimol (ABT 1,0 — 5,0 mg L") obtidas

com o espectrofotdmetro comercial.
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A comparacgédo entre as sensibilidades das curvas obtidas com o fotdmetro e com
o espectrofotdmetro comercial foi realizada diretamente, uma vez que, a principio, as
solugbes do indicador ndo sofrem diluicdo no sistema de analise empregado para as
medidas com o fotdmetro. Os resultados indicados na Tabela 7 mostram que as
diferengas entre as inclinagdes foram mais expressivas que no caso anterior, 0 que
pode ser atribuido ao perfil mais estreito do espectro de absor¢do do azul de
bromotimol (Figura 24) comparado ao espectro do complexo Zn(ll)-XO (Figura 21), as
diferentes sensibilidades dos detectores dos instrumentos para estas regiées e devido a
influéncia das larguras das bandas de emissdo dos LEDs. Além disso, o sistema de
analise empregado (sistema MSFA) pode causar uma pequena diluigdo das solucdes
devida, principalmente, a formacéo de filmes do carregador (H20) no interior da cela de
fluxo.

Tabela 7: Comparacéo entre as inclinagdes das curvas obtidas para o ABT

Comprimento Inclinagdo como Inclinagdo como (IFNS)*

de Onda / nm fotometro espectrofotometro x100%
613 0,072 0,121 60
632 0,052 0,105 50
657 0,039 0,043 91

* IF — Inclinagdo com o fotdmetro, IS - Inclinagdo com o espectrofotdmetro

— = -LED 468nm
— — -LED 502nm
= = -LED 519nm
= = -LED 561nm
- = -LED 595nm
— = -LED 613nm
— = -LED 632nm
- = -LED 657nm
— ABT

Sinal / u.a.

Comprimento de onda / nm

Figura 24: Espectros de absor¢do normalizados para o reagente azul de bromotimol (ABT 1,0 -
5,0 mg L") em tamp3o pH 10 e espectros de emissio normalizados dos LEDs.
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V.2 - Aplicagoes
IV.2.1 Analise Multicomponente Simuitanea

O reagente cromogénico alaranjado de xilenol tem sido empregado na
determinacao simultanea de diversos metais [1, 53 e 54] A boa cinética de formacao
dos complexos e a seletividade consideravel para alguns elementos foram os principais
fatores que levaram a escolha deste reagente para a aplicagao do fotdémetro em analise
multicomponente simuitanea.

Nas condicbes empregadas (pH 5,7), os complexos dos metais estudados
seguem a relagao estequiométrica metal:reagente (M:R) de 2:1 [55], formando a
estrutura indicada na Figura 25.

OO

Figura 25: Estrutura para os complexos dos metfais estudados com alaranjado de xilenol em pH
5,7. M = ion metélico.

IV.2.1.1 - Calibracao e Validagao

A capacidade de previsao de um modelo quimiométrico estad intimamente
relacionada com as diferencas espectrais, muitas vezes sutis, entre as espécies que se
deseja determinar simultaneamente. Via de regra, quanto maiores estas diferencas,
maiores sdo as chances de sucesso na calibragdo multivariada. Neste trabalho, foram
estudados dois sistemas quimicos. Um sistema onde os perfis espectrais sio bastante

-
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semelhantes (Zn(I)-XO/Cu(ll)-XO) e outro onde as diferengas sdo mais pronunciadas
(Zn(l1)-XO/Ni(l1)-X0O). Os espectros normalizados dos complexos Zn(l1)-XO, Ni(ll)-XO e
Cu(ll)-XO, apresentados em conjunto com espectros de emissdo dos LEDs na Figura
26, demonstram essas diferencas.

Inicialmente, foram construidos os modelos empregando-se os dados obtidos
com os oito LEDs do fotdmetro. A partir dos coeficientes de regressdo encontrados para
cada variavel (comprimento de onda) e da observacao dos espectros de absor¢do dos
complexos, algumas variaveis foram selecionadas e novos modelos foram construidos
com o objetivo de minimizar as redundancias. Os modelos construidos, para ambos os
sistemas quimicos, sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9 em termos dos coeficientes de
correlacao e dos erros medios quadraticos de previsdo (RMSEP).

Conforme esperado, os modelos de calibracdo construidos com as misturas
Zn(I1)/Ni(ll) apresentaram os menores valores de RMSEP e os melhores coeficientes de
correlagdo. Além do deslocamento da banda de absorgdo do complexo Ni(ll)-XO em
relacdo a banda do complexo Zn(ll)-XO, a maior absortividade molar para o complexo
de niquel também contribui para os melhores resultados neste sistema, uma vez que a
sensibilidade do método é aumentada.

— — LED 468nm
- = | ED 502nm
— — LED 519nm
— — LED 561nm
- = LED 595nm
— = LED 613nm
— — LED632nm
— = LED 657nm

Sinal / u.a.

Cu(ll)-X0
——— Ni(ll)-XO
Zn(Ih-X0

440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 840 880 680 700
Comprimento de onda / nm

Figura 26: Espectros de absorgdo normalizados dos complexos de Zn(ll), Cu(ll) e Ni(ll)
(2 mg L") com alaranjado de xilenol em pH 5,7 e espectros de emissdo normalizados dos LEDs
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Tabela 8: Parametros encontrados para a validagdo externa do modelo construido para o
sistema Zn()/Cu(ll).

Zn(ll) Cu(li)
Con;zr‘;rde:tos Correlacio RMSEP (mg L") Correlagdo RMSEP (mg LY
8 0.998 0.062 0.967 0.314
72 0.974 0.315 0.983 0.138
7° 0.998 0.057 0.987 0.121
5° 0.996 0.125 0.985 0.130

a -sem LED de 502 nm
b—-semLED de 561 nm
¢ — sem LEDs de 468, 632 e 657 nm

Tabela 9: Parametros encontrados para a validagdo externa do modelo construido para o
sistema Zn(I)}/Ni(il).

Zn(H) Ni(ll)
°°'22’;’:“§2t°s Correlagio RMSEP (mgL')  Correlagio RMSEP (mg L")
7 0.998 0.061 0.994 0.081
6° 0.999 0.051 0.996 0.088

5° 0.997 0.090 0.994 0.099

a — Sem LED de 502 nm (O LED com emissao em 500 nm ndo havia sido instalado)
b~ Sem LEDs de 502 e 561nm
¢ - Sem LEDs de 468, 502 e 561nm

Apesar dos erros maiores, os resultados obtidos para as misturas Zn(1l)/Cu(il)
podem ser considerados satisfatérios, pois mostram que mesmo sob uma condigao
pouco favoravel, a informacgéo gerada pelos LEDs foi suficiente para a construcao de
modelos que apresentam erros aceitaveis para muitas aplicacbes analiticas. Tomando
os valores de RMSEP para o modelo construido sem o LED de 561nm (linha em negrito
na Tabela 8) como efros absolutos, as previsGes para as menores concentragies
estudadas (1,0 mg L) teriam erros relativos de 6 e 12% nas determinagdes de Zn(ll) e
Cu(ll), respectivamente.

Os resultados indicados na Tabela 8 mostram que os modelos construidos para
o sistema Zn(l1)/Cu(li), apos a selecdo das variaveis, apresentaram valores de RMSEP
significativamente diferentes daqueles obtidos com todas as variaveis, quando
comparados através de um teste F ao nivel de 95 % de confianga. O modelo construido
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sem a informacéo obtida com o LED com emissao em 561 nm apresentou os melhores
resultados tanto para o Zn quanto para o Cu. Tal resultado pode ser explicado em
funcao da condigéo limite com que este LED trabalha (sec¢do 1il.4.5) e devido a grande
absorgédo de luz por ambos os complexos neste comprimento de onda. Regides onde
um complexo absorve muita luz e os outros pouca luz fornecem, geralmente,
informagao mais relevante para a construgao dos modelos.

Embora a informagéo obtida com o LED de 657 nm nao pare¢a importante, pois
os complexos metalicos nao absorvem nesta regiao, bons resuitados foram obtidos com
a inclusdo desta variavel. Resultados semelhantes tem sido descritos indicando que
este tipo de informagdo pode ser utilizada como uma espécie de referéncia na
construcao dos modelos [56].

Para o sistema Zn(ll)/Ni(ll) as diferengas nos valores de RMSEP foram menos
pronunciadas (Tabela 9) depois de realizada a sele¢éo de variaveis. Como a diferenca
espectral € maior para este sistema e as medidas nao foram realizadas com o LED de
502 nm, uma melhora do modelo nao era esperada.

De uma maneira geral, os valores de RMSEP encontrados para ambos 0s
sistemas sao similares aqueles descritos na literatura quando um espectrofotémetro
diode array € empregado na detecgao [57].

IV.2.1.2 —Previsdo: Determinacdo simultinea de Zn(ll) e Cu(ll) em
amostras de medicamentos e ligas metalicas

Zn e Cu sao espécies que se apresentam combinadas em um nuimerc maior de
amostras comerciais que o par Zn e Ni. Além das propriedades que os tornam uteis em
muitas ligas metalicas, esses elementos sdo essenciais & salde humana sendo
empregados na formulagéao de uma série de medicamentos. Por esse motivo, a
determinacao simultanea de Zn e Cu em duas amostras de latdo e em trés amostras de
medicamentos foi escolhida para a aplicagéo do instrumento.

Os resultados apresentados na Tabela 10 foram obtidos a partir do modelo de
calibracao que apresentou os menores RMSEPs, isto €, com o modelo construido sem
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as informagdes obtidas com o LED com emissdo em 561 nm (linha em negrito na
Tabela 8). De uma maneira geral, as concentracées encontradas através do método
proposto se assemelham as encontradas por FAAS, com erros relativos médios de 7,0
e 9,0 % para as concentragdes em zinco e cobre, respectivamente. Os maiores desvios,
principalmente para as concentragdes em cobre, sdo, em grande parte, devido as
dificuldades na construgdo do modelo de calibragdo, discutidas na sec¢&o anterior e as
concentragoes relativamente menores para este analito em todos os medicamentos.
Testes “f emparelhados foram aplicados aos valores de concentragbes de Zn(ll) e
Cu(ll) indicados na Tabela 10 mostrando que os resultados obtidos com o fotémetro
nao foram significativamente diferentes daqueles encontrados por FAAS ao nivel de
95% de confianga. Além disso, o comportamento aleatério dos desvios encontrados
para as determinagbes indicou a inexisténcia de tendéncias sistematicas para as
medidas.

Tabela 10: Concentragdes de zinco e cobre determinadas em amostras comerciais

Zn Cu
Amostra Un. Fotometro AAS Desvio Fotdmetro AAS Desvio
a {%) a (%)

AD-Element mglL’ 2385143 2429 -18 748 = 24 723 +35
PED-ElementA mglL” 506 + 12 500 +1,2 145 + 23 142 +21
PED-ElementB mgL"  504+2,0 500 +0,8 159+ 5,2 142 +12
Zn-Cu Oligosol A mgL’ 31,015 333 -69 33,142 351 -5,7
Zn-CuQligosol B mgL' 315%1,3 333 -54 329+30 361 -89
Brass-1 A mgg" 372+13 356 +45 621+ 16 631 -1,6
Brass-1 B mg g’ 410+ 42 360 +14 578 49 638  -94
Brass-2 A mgg" 350+ 35 351 -0,3 636 + 49 631 +0,1
Brass-2 B mgg” 369 + 14 36  +37 647 + 18 639 +1,3

a = concentracdo + desvio padrao para trés determinagdes
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IV.2.2 ~Classificagdo de Aguas

O consumo de aguas minerais engarrafadas no Brasil tem sido bastante
expressivo nos Ultimos anos. Segundo balangos do Departamento Nacional de
Produgdo Mineral (DNPM) e da Associacdo Brasileira da Indistria de Agua Mineral
(ABINAM) [58 - 59], foram consumidos, somente em 2001, cerca de 4,320 bithdes de
litros, o que situa o Brasil entre os 10 maiores produtores do mundo. Com o
crescimento dos mercados interno e externo, um controle cada vez mais rigoroso tem
sido exigido pelos consumidores, principaimente por aqueles que importam a agua
brasileira.

Neste sentido, os métodos quimiométricos de reconhecimento de padrao podem
ser uma alternativa rapida e segura para a avaliagdo de possiveis alteragdes quimicas
nas aguas, permitindo também testar a autenticidade das mesmas.

Em sua disserfagdo de mestrado, Scarminio [47] aplicou métodos de
reconhecimento de padrao para a classificagdo de aguas minerais provenientes de
diversas fontes de trés cidades diferentes. Para isto, as concentragbes de seis
elementos (P, Na, Ca, Mg, Si e K) foram determinadas por espectrometria de emissao
ou absorcao atdmica e empregadas como varidveis nos métodos propostos. A boa
classificagdo das amostras e a construgdo de modelos, que permitiram testar a
autenticidade de algumas aguas comerciais, comprovaram a eficiéncia dos métodos
empregados neste trabalho, o qual foi o pioneiro na aplicacdo de métodos de
reconhecimento de padrao pelo grupo de quimiometria do Instituto de Quimica da
Unicamp no inicio dos anos 80.

No presente trabalho, apenas as medidas com os oito LEDs do fotémetro foram
empregadas como variaveis nas analises discriminatérias. O objefivo foi avaliar se as
medidas obtidas com os reagentes cromogénicos adequados seriam suficientes para
proporcionar uma boa discriminagio, sem a necessidade de se conhecer exatamente a
concentragao dos elementos presentes nas aguas.

Para que a analise discrimatoria tivesse sucesso, era de fundamental importancia

que os parametros medidos (varidveis) refletissem as caracteristicas singulares dos
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conjuntos de amostras que se esperava observar. No caso das aguas minerais
estudadas, os rétulos indicaram diferengas marcantes nas concentragdes dos ions
Ca(ll) e Mg(ll), como esta indicado na Tabela 11. A concentragao total desses ions em
aguas ¢ conhecida como dureza da agua, a qual € um parametro de qualidade bastante
importante, usualmente determinado por titulagdo complexométrica com EDTA. Nessa
titulacdo, os reagentes murexida ou EBT sao fregiientemente empregados como
indicadores dos ions Ca(ll) e Mg(ll}, gragas a formacdo de complexos coloridos com
esses ions em meio basico [60-61]. Nesse trabalho, os reagentes Murexida e EBT
foram empregados na andlise fotométrica das aguas com o intuito de se obter a
informacao referente a dureza das mesmas e, a partir desta informagéo, realizar uma
analise classificatéria com grandes chances de sucesso. O reagente PAR foi
empregado para se obter a informagao referente as concentragbes de outros ions, tais
como Zn(ll) e Cu(il) que eventualmente pudessem colaborar para a discriminagao. As
analises com estes trés reagenies foram realizadas em meio tamponado pH = 10
(NH2/NHLCH.

Andlises de componentes principais foram realizadas com as respostas obtidas
para cada um dos reagentes (8 variaveis) ou com combinagdes das respostas para dois
ou todos os reagentes (16 e 24 variaveis, respectivamente). Para a realizagao destas
analises, os dados foram apenas centrados na média. Numericamente, centrar os
dados na média consiste em subtrair o valor medido de uma variavel para uma amostra
do valor médio dessa variavel, encontrado para todas as amostras. Geometricamente
este pré-processamento permite deslocar a origem do sistema de eixos ortogonais para
o centro de distribuicdo dos dados, possibilitando as componentes principais uma
descrigdo melhor da variancia dos dados [40,42]. Iniciaimente, foram realizadas PCAs
empregando-se quatro componentes principais, porém estas analises demonstraram
que trés PCs eram suficientes para explicar praticamente toda a varidncia nos dados e,
portanto, este foi o numero de PCs utilizado.
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Tabela 11: Caracteristicas das amostras de aguas indicadas nos rétulos

Fonte Periodo® N° de [Ca*] [Mg“] Dureza
Amostras mgL’' mgL' mglL™

Levissima 26/07 - 03/12 0,57 0,35 0,92
Leve 12/05 -10/12 7,03 2,84 9,86
Purificada 14/10 - 02/12 10,40 4,80 15,20
Ycuara 28/08 - 2212 6,22 9,06 15,28

Séo Bernardo  26/09 - 05/12

Agua Santa 13/09 - 27/12 16,40 8,34 2474

N. S. Aparecida 13/10- 12/12 39,90 12,90 52,80
a = datas de engarrafamento no ano de 2003

13,23 49 18,19

W~~~

Os resultados obtidos com as respostas para cada um dos trés reagentes nos
oito comprimentos de onda do fotdmetro sdo apresentados nas Figuras 27, 28 e 29 em
termos dos graficos de “scores” para as duas primeiras componentes principais. Nos
trés casos foi possivel observar agrupamentos de amostras, formados basicamente ao
longo da primeira componente principal (PC1), a qual explica mais que 96% da
varidncia total encontrada. A distingdo entre esses grupos € mais pronunciada para os
resultados obtidos com os reagentes murexida e EBT do que para os resultados obtidos
com PAR, o que pode ser explicado pela menor sensibilidade do ditimo reagente aos
ions metalicos maijoritarios presentes nas aguas, Ca(ll) e Mg(ll). Os graficos de “scores”
para murexida e EBT mostram que algumas amostras foram melhores discriminadas
empregando-se os dados para um ou outro reagente, isto €, as amostras de agua de
torneira e da fonte Sdo Bernardo foram mellhor discriminadas empregando-se os dados
para EBT e as amostras das fontes Ycuara, Levissima e N.S. Aparecida foram
melhores discriminadas empregando-se os dados para murexida.

A partir destas observagdes, foram realizados estudos combinando-se os dados
para todos os reagentes (24 variaveis) e com a combinag¢ao dos dados para murexida e
EBT (16 variaveis).

Com a combinag¢ac dos dados obtidos para os trés reagentes (24 variveis), a
analise de componentes principais foi mais eficiente na discriminagéo das amostras.
Foram formados nove grupos ao longo das duas primeiras PCs que as classificaram de
acordo com suas respectivas fontes. Analisando-se o grafico de “scores” (Figura 30) e a
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Tabela 11 nota-se que a primeira componente principal tende a descrever os
agrupamentos em ordem da dureza das aguas, partindo da agua mais dura , fonte N.S.
Aparecida, até as aguas com concentracbes de Ca(ll) e Mg(ll) praticamente
inexistentes, aguas desionizada e destilada. Apesar de haver esta tendéncia, a ordem
de dureza das aguas ndo € seguida rigorosamente ao longo de PC1, o que pode ser
explicado pelo fato do sistema escolhido ndo descrever efetivamente a dureza das

amostras ou devido a informac¢des inexatas nos rétulos das aguas.
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Figura 27: Grafico de “scores” da PCA realizada com os dados
(explicacdo das variancias: PC1=97% e PC2 = 3%)
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Figura 28: Grafico de “scores” da PCA realizada com os dados para o reagente EBT

(explicacdo das variancias: PC1 = 98% e PC2 = 2%)
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Figura 29: Grafico de “scores” da PCA realizada com os dados

(explicacdo das variancias: PC1 =99% e PC2 = 1%)
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Figura 30: Grafico de “scores” da PCA realizada com os dados combinados para os reagentes
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Figura 31: Grafico de “loadings” da PCA realizada com os dados combinados para os
reagentes murexida, EBT e PAR.

A partir dos graficos de “scores” e de “loadings”’ apresentados nas Figuras 30 e
31, respectivamente, é possivel observar que a discriminagdo das amostras de agua de
torneira ocorre fundamentalmente ao longo da segunda componente principal, a qual foi
construida sob forte influéncia da variavel medida a partir do reagente PAR com o LED
de 502 nm. Isto leva a propor que a PC2 tende a descrever a concentragdo de outros
fons diferentes de Ca(ll) e Mg(ll), haja visto que o reagente PAR & mais sensivel a
outros ions e que as aguas de torneira sao mais suscetiveis a contaminacgio por metais
das tubulagdes. E importante notar que a boa discriminagdo das amostras de agua de
torneira s6 foi possivel com a combinagéao das variaveis obtidas para os trés reagentes.

A PCA realizada com a combinacédo dos dados para murexida e EBT, grafico de
“scores” da Figura 32, apresentou também uma boa classificagdo das amostras, a qual
foi bastante semelhante a discriminagéo obtida com 24 variaveis. O bom resultado pode
ser entendido observando-se o grafico de “loadings” da Figura 31, o qual mostra que as
medidas com o reagente murexida em 468 nm apresentam uma influéncia similar as
medidas com o reagente PAR em 502 e 519 nm para a construgdo da segunda

componente principal. Além disso, as outras seis medidas realizadas com o reagente
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PAR (468, 561, 595, 613, 632 e 657 nm) apresentaram “loadings” proximos a zero para

ambas as PCs, mostrando que a exclusdo destas variaveis ndo alterariam grandemente
a discriminacdo das amostras.
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Figura 32: Grafico de “scores” da PCA realizada com os dados combinados para os reagentes
murexida e EBT. (explicacao das variancias: PC1 = 96% e PC2 = 2%)
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Figura 33: Grafico de “loadings” da PCA realizada com os dados combinados para os
reagentes murexida e EBT.
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Observando o grafico de “loadings” da Figura 33, nota-se que as variaveis mais
importantes para a construgdo das PCs foram as medidas realizadas em 502 e 657 nm
(para o EBT) e em 468 e 595 nm (para a murexida). Apenas estas varidveis foram
empregadas na PCA, cujos resultados sdo apresentados na Figura 34. O grafico de
“scores” mostra que a discriminagao foi equivalente as obtidas com 24 e 16 variaveis e
que, além disso, os grupos de amostras referentes as fontes Ycuara e Levissima foram
melhor discriminados, 0 que & confirmado pela inexisténcia da interface comum a
ambos os grupos, observada nas duas ultimas PCAs (Figuras 30 e 32). O bom
resultado pode ser explicado em fungdo da exclusdo de variaveis que continham

informagéo redundante e/ou ruido e que, por esse motivo, prejudicavam a analise.
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Também empregando as quatro varidveis citadas acima, foram realizadas
analises de agrupamentos hierarquicos (HCA) das amostras, com o objetivo de
comprovar se os dados gerados por essas variaveis eram realmente suficientes para
uma boa discriminagao.

A Figura 35 mostra o dendograma construido a partir da HCA realizada com os
dados centrados na média, empregando disténcia euclidiana e conexio completa [15].
Neste grafico, as linhas horizontais indicam as amostras ou grupos de amostras e as
linhas verticais unem estes grupos em uma dada similaridade, a qual é indicada no lado
esquerdo do grafico. Em simitaridade 0,88 sao observados oito grupos, que séo
contados de acordo com o nimero de linhas verticais cruzadas por uma linha horizontal
nessa similaridade. Os grupos formados sé&o semeihantes aqueles da PCA, com
excecao para as amostras das fontes Ycuara e Levissima que formam um Unico grupo.
Em similaridade 0,90 sao formados 10 grupos, excluindo-se uma amostra de agua de
torneira que esta distante das demais. Os grupos formados nesta similaridade separam
as amostras das fontes Ycuara e Levissima, porém, as amostras da fonte Leve ndo
formam um Gnico grupo, o que nao ocorre na andlise de componentes principais.

Apesar de nao haver um nivel de similaridade capaz de discriminar as amostras
da mesma maneira que ocorre em PCA, pode-se dizer que a informacéo gerada pelas

quatro variaveis € suficiente para uma boa discriminagao por ambos os métodos.
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V - Conclusées

O trabalho desenvolvido mostrou que um fotdmetro multicanal baseado em um
arranjo de LEDs pode ser empregado em metodologias que envolvam analise
multivariada dos dados.

O estudo para a determinagéo simultinea de metais em solugdes aquosas
indicou uma margem de erro que € aceitdvel para algumas aplicagbes analiticas. A
escolha de reagentes cromogénicos que proporcionem uma boa diferenciacdo dos
espectros de absorcdo dos complexos de interesse podem methorar o desempenho do
instrumento neste tipo de andlise. A boa classificagao das aguas por meio de métodos
de reconhecimento de padrac mostrou que a informacéo obtida a partir de medidas com
os LEDs podem apresentar um forte carater discriminatério. A escolha de sistemas
quimicos que permitam a diferenciagdo fotométrica das amostras é de fundamental
importéncia para o sucesso da aplicacao do instrumento em analises discriminatérias.

O custo total para a construgao do fotémetro, incluindo a interface eletrénica para
o controle e aquisicdo de dados, foi de cerca de US$ 400. Este valor é bastante inferior
ao encontrado no mercado para a maioria dos espectrofotdémetros multicanais, e indica,
portanto, que o instrumento construido pode vir a ser uma alternativa econémica para
diversas aplicagoes.

Como perspectivas, a adaptacdo de LEDs que emitam radiacdo em outras
regides do espectro visivel e a implantacdo de um feixe de luz de referéncia poderao
ampliar a faixa de aplicagio e melhorar a precisiao das medidas com ¢ instrumento. O
desenvolvimento de um aigoritmo que permita a multiplexagdo dos sinais através da
transformada de Hadamard pode melhorar também a relagdo Sinal/Ruido Para
possibilitar a aplicagdo do fotdmetro em analises de campo, novos estudos poderao ser
realizados empregando-se baterias como fonte de energia e um microcontrolador para
o controle e aquisicdo de dados. Um novo instrumento, semelhante ao descrito neste
trabalho, sera desenvolvido pelo Grupo de Instrumentacdo e Automagdo em Quimica
Analitica (GIA) da Unicamp para a realizagdo de medidas na regido do infravermelho
proximo (NIR).
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