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Capitulo 1
Construgao e Avaliacdo de Celas

Potenciomeétricas em Fluxo



Capitulo 1 Introducfio !

1.1.Introducdo
1.1.1. Eletrodos metal-6xido metélico

O pH & um dos mais importantes paradmetros para a caracterizagéo de
propriedades quimicas de solugdes aquosas €, normalmente, o eletrodo de vidro
é o sensor mais empregado para este tipo de medida. No entanto, existem casos
em que este eletrodo ndo pode ser utilizado, como por exemplo, em sistemas
que apresentam alta acidez, temperatura e presséo, ou ainda em sistemas de
Andlise por Injecdo em Fluxo (do ingiés Flow Injection Analysis-FIA) [1], que
envolvem pequeno volume de soluco. Existem no entanto, microseletrodos de
vidro que s&o produzidos, para serem adaptados em sistema como este, mas
que além de serem excessivamente caros, também n&o oferecem uma resposta
répida, necessaria para sistemas FiA, Nesta situacéio os eletrodos metalicos
recobertos com seus respectivos dxidos (metal-6xido metélico), podem ser uma
alternativa eficiente e de baixo custo.

Os eletrodos metal-6xido metélicos também s&o indicados quando se faz
necessario um eletrodo robusto, para controlar ou estimar 0 pH em anélises de
rotina. Alguns destes eletrodos sfo capazes de responder a variagbes da
atividade do ion H* com grande rapidez, sendo adequados para indicar o ponto
final em titulagbes acido-base.

Idealmente, os eletrodos metal-6xido metélicos apresentam varia¢éo de
potencial em relagéo a variagées da concentracéo dos ions H*, obedecendo a
equagéo de Nemst [2, 3].

Uma forma de explicar o principio deste tipo de eletrodo, baseia-se nos
elefrodos de segunda classe. Neste caso a parte anidnica de um sal potico
soiuvel do metal, participa do equilibrio com o solvente. Para um eletrodo
reversivel metal-6xido metdlico M | M ,O, H* (aq), o equilibrio pode ser
representado por:

MOy +2yH" + 2ye &= xM +2 H,0 (1)

O potencial do eletrodo mudara linearmente com o pH:
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E = E° m;mxoy e -PHRT In10 - RTIn aw.0 (2)
nF nF

onde E° m | mxoy 1 € O potencial padréo do eletrodo, R é a constante dos gases,
igual a 8,314 JK' mol?, Té a temperatura em K (Kelvins), F € a constante de
Faraday, igual a 96.485 C (Coulombs) e au.c & a atividade da 4gua em solugdo.
O dlitimo termo, em muitos casos, pode ser ignorado para sistemas aquosos
diluidos e consequentemente, tem-se:

E = E° ymxoy v -pH RT In10 (3)
F
onde RTInN10é60,059VvVa25°C
F

As variagGes no potencial do eletrodo entre diferentes concentragSes do
analito, € causada por um mecanismo de transferéncia de cargas, ambos na
interface eletrodo-solucéio. A presenga de interferentes que participam da reago
de equilibrio entre o filme e a solugdo, também causam variagdes de potenciais.
Assim, para que um eletrodo possa ser utilizado como sensor, este deve
obrigatoriamente ser seletivo com respeito ao analito

O metal e seu 6xido devem possuir algumas propriedades para que ©
eletrodo metal-6xido metélico obtido, possa responder satisfatoriamente as
concentracbes de ions H'. Uma delas é que o metal deve resistir ac ataque de
solugdes, nas quais ele sera utilizado. Seu 6xido deve ser condutor e capaz de
permanecer em equilibrio com a solug&o, controlando o potencial do eletrodo. Se
isto ocorre, para uma larga faixa de pH, o 6xido pode ser considerado anfétero,
como mostram os equilibrios apresentados abaixo.

MO + H0

N

M?* 4+ 20H == M(OH) +— MO +2H'

Um filme de oxido pode ser preparado de vérias maneiras nas superficies
dos metais como: depésito eletrolitico, dep6sito cristalino em solugéo, ou ainda
por tratamento térmico a altas temperaturas.
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Uma das maiores dificuldades encontradas, quando trabalha-se com este
tipo de eletrodo, & a reprodutibilidade na obtengéo do filme 6xido. O metal ao ser
oxidado, normalmente tem mais de um estado de valéncia, podendo entdo ser
uma mistura de estados de oxidagdo mais baixos e mais altos. Assim
provavelmente, mais de uma reagéio de equilibrio entre a superficie do eletrodo e
a solugio estaro presentes. Além disso, os diferentes dxidos implicam também
na presenca de diferentes formas cristalinas. O polimorfismo pode causar

“grandes dificuldades na obteng&o de um estado padrio de equilibrio para o
éxido.

O comportamento eletroquimico de um eletrodo & atribuido a um ou mais
dos seguintes aspectos: adsorg&o e dissolugio de ions na superficie do filme,
reagbes redox na interface eletrodo-solugdo, rapidez e reversibilidade de
processos de troca ibnica e processos de difuso

Eletrodos de antiménio [3, 4, 5, 6], iridio [3, 7], tungsténio [8] e ago inox [9,
10] tém sido utilizados como eletrodos indicadores de ions H".

O eletrodo de antimdnio-6xido de antimdnio foi um dos primeiros a ser
empregado. Sua reag¢do de equilibrio & mostrada abaixo:
8b;03s) + 6H" + 68’ = 28b(s) + 3 H20()

Propriedades tais como, tempo de resposta répido, simplicidade de
construcdo, e possibilidade de ser empregado a elevadas temperaturas, fazem
deste eletrodo uma importante alternativa no controle continuo de pH na
industria [3].

Entretanto, assim como para outros tipos de eletrodos metal-6xido
metalico, este eletrodo apresenta desvio do potencial de equilibrio, baixa
sensibilidade e desvio da resposta em fungfio de agentes complexantes.

Oxido de iridio sobre iridio, é outro tipo de eletrodo que tem sido utilizado,
e pode ser preparado termicamente, ou eletroquimicamente por voltametria
ciclica. O filme preparado por esta ultima técnicaf7], mostra picos anddicos e
catddicos, atribuidos a transicao redox de Ir' - IV, associados com a reagfio de
equilibrio abaixo

202+ 2H' + 2e° T Ir03 + HO
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Chen e Alexander [8] estudaram o eletrodo de tungsténio-6xido de
tungsténio como eletrodo ion seletivo para medida potenciométrica de H*, em
solugho de &cido carboxilico, utilizando sistema FIA. Foi utilizado como
carregador um tamp#o fosfato 5,0 10° mol L' a pH 6,5 e obteve-se uma 6tima
sensibilidade, com detecgdes limites de 1,0 e 5,0 10° mol L™ para os &cidos
formico e propandicos, respectivamente.

Figueiredo et al.[11] estudaram diferentes formas cristalinas de éxido de
crémio, depositado na superficie do ago inox para medidas de pH. Os depdsitos
foram realizados por tratamento quimico, com solugéo sulfocrdmica e tratamento
térmico, com temperaturas variando entre 573 e 1223 K Estes tratamentos
produziram filmes de éxidos com diferentes estruturas cristalinas, variando entre
a estrutura cristalina trigonal e clbica.

Eletrodos metai-6xido metélicos preparados a partir de ligas metdlicas,
s80 superiores aos eletrodos preparados a partir de monometais, pois,
apresentam uma maior estabilidade. Assim, espera-se que os eletrodos obtidos
a partir de ligas metalicas, respondam de forma mais estavel, tomando-se
apropriados para as medidas de pH.

Nomura e Ujihira [9) prepararam filmes de 6xidos sobre duas diferentes
ligas, empregando tratamento térmico e tratamento quimico. A composicao das
duas ligas empregadas sdo: liga No. 1. 18,0% Cr, 8,0% Ni, 0,1% C, 1,8% Mn,
0,4% Si, e o restante composto por Fe, e liga No. 2. 18% Cr, 8% Ni, 3% Mo,
0,1% C, 1,8% Mn, 0,4% Si e o restante composto por Fe. No tratamento térmico,
as ligas foram aquecidas por uma hora em diferentes temperaturas, entre 400 e
700° C. O tratamento quimico foi feito em solug&o 2,5 mol L™ K.Cr:07 e 5,0 mol
L™ de H2S04 a 70 °C entre 10-30 minutos.

Segundo o0s autores deste trabalho, os eletrodos preparados com as ligas
de ago inox, com diferentes composicdes, por tratamento térmico e tratamento
quimico, apresentaram praticamente o0 mesmo comportamento. A Unica excec¢éio
é a interferéncia do ion cloreto, que ocorre com os eletrodos preparados com a
liga sem molibdénio em sua composigéo. Observou-se através de experimentos
realizados, que a presenga de 6xido de molibdénic na liga, previne o ataque do
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fon cloreto. O tempo de resposta dos eletrodos é de 3 segundos, quando o
mesmo é transferido de uma solugéo a pH igual 4 4 para outra & pH igual &4 9.
Este tempo € muito menor, se comparado com o tempo de resposta de um
eletrodo de vidro. Foi encontrado também que em solugdes contendo 1,0 mol L™
de Ca{NOs)2, KNO3, e NaNOs o eletrodo apresenta resposta satisfatéria,
podendo ser utilizada qualquer uma destas espécies para o ajuste de forga
ibnica quando necessério. O tempo de vida do eletrodo é por volta de um més,
se ele n&o for mergulhado em solug&o de NaCl e em solugdes com valores de
pH inferiores a 3,5.

Estes eletrodos metal-6xido metalico obtidos, foram empregados na
medida de pH de diversos tamp&es, e 0s resultados obtidos foram comparados
com os encontrados para o eletrodo de vidro. Os resultados mostraram uma
resposta nernstiana entre pH 1-13. A presenca de ions de metais alcalinos, ions
aménio e outros cations néo causaram interferéncia.

1.1.2. Uso de Sensores Potenciométricos em Sistemas FIA.

Sistemas FIA s&o baseados em uma combinaglo de trés principios
bésicos [1]. injecio de uma amostra de forma discreta, controle da zona de
dispers&o da amostra e reprodutividade do sinal analitico. Assim, em contraste a
outros métodos de andlise instrumental, as rea¢des quimicas ocorrem enquanto
o material da amostra é dispersado junto com o reagente, produzindo um
gradiente de concentragic da zona de amostra, formado no processo de
dispersdo. Este conceito de dispersfio, controlado dentro de um espago de
{empo, & a base do sistema FIA.

Nos sistemas potenciométricos em fluxo, utilizados para medidas de pH,
sd0 necessarios eletrodos indicadores, que fornegam uma resposta rapida as
variagbes de H', de forma reprodutivel.

O tempo de resposta, estabilidade e reprodutividade dos sinais s&o na
maioria dos casos, fatores limitantes para a utilizagdo de qualquer eletrodo
indicador em sistemas FIA. Os eletrodos metal-6xido metélicos podem fornecer
respostas apropriadas para este tipo de sistema. Além disso, s&o mais versateis
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para serem adaptados a celas potenciométricas de fluxo, e podem ser usados
no lugar de microeletrodos de vidro, como uma alternativa de menor custo.

A resposta de um eletrodo metal-6xido metalico, em sistema em fluxo, é
controlada pelas propriedades quimicas do mesmo e pela dispersdo ocorrida no
sistema. A eficidncia de um eletrodo é influenciada pela natureza do filme,
condicionamento do eletrodo, faixa de resposta linear em relagéo a variagdo do
pH, tempo de resposta e seletividade do eletrodo[12, 13].

O tempo de resposta do eletrodo é definido pela IUPAC como: o tempo
decorrente entre, o instante em que o eletrodo indicador e um eletrodo de
referéneia, estéo em contato com a solugio de amostra, e o instante no qual, o
potencial da cela torna-se estavel dentro de 1 mV [14]. O eletrodo deve
responder & variagdio da concentragdo do analito de maneira dindmica, e n&o
somente em condigdes de equilibrio.

O tempo de vida e a estabilidade em andlise por inje¢io em fluxo sdo
obviamente importantes requisitos, e podem ser fatores limitantes em um
experimento que exige muita preciséo. Mas de qualquer forma, a recalibragéo do
sistema de deteccéo, nao oferece muitos problemas, pois, em sistema FIA esse
procedimento é normalmente bastante simples e rapido[15].
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1.2.Parte Experimental

1.2.1. Preparagao e Calibragéo dos Eletrodos

A liga de ago indx SAE316, produzida pela Villares, com composigéo:
16-18% Cr, 10-14% Ni, 2-3% Mo, 0,08% C, 2% Mn, 1% Si, 0,045% P, 0,03%
S e o restante Fe, equivalente aquela descrita anteriormente por Nomura e
Ujihira[9], foi utilizada como substrato para a prepara¢éo do eletrodo.

Foram preparados eletrodos com duas geometrias diferentes. No
primeire caso foi preparado um eletrodo planar, com dimensées de 3,0 cm de
comprimento, 1,0 cm de largura e 0,3 cm de espessura. Um segundo eletrodo
de geometria tubular de 0,1 cm de diametro e 0,3 cm de comprimento, foi
confeccionado fazendo-se um orificio na placa do ago inox. A superficie do
ago inox foi iniciaimente submetida ac desgaste mecanico com lixas de
diferentes granulometrias. Posteriormente, foram polidas com produto
comercial (Brasso), a base de dolomita, até obter-se uma superficie
espelhada.

Diferentes placas de ago foram mergulhadas em uma solugdo a 70°C
contendo KaCrz07 2,5mot L™ e H.504 5,0mol L™ por diferentes periodos de
tempo (10 minutos a 3 horas), com e sem agitacéio. Posteriormente as placas
foram retiradas do meio oxidante e lavadas com agua deionizada.

Para avaliar a resposta dos eletrodos, foram preparadas diversas
solugbes tampbes, com valores de pH variando de 2,0 a 12,0, a partir de
misturas de acido citrico, acido bérico e fosfato de sédio. Todos os tampdes
foram calibrados com o auxilio de um potencidmetro (Corning- pHfion
Analyser 350) utilizando-se um eletrodo de vidro combinado.

1.2.2. Solugdes tampéo

Faram preparadas 11 solugbes tampdo, que foram utilizadas na
avaliagio inicial da resposta do eletrodo em fun¢@o da variagdo do pH. Estas
solugdes foram preparadas a partir de misturas dos acidos citrico, bérico e de
uma solugio de fosfato de sédio, em diferentes concentragbes. A Tabela 1
mostra as solugbes tampac preparadas, e seus respectivos valores de pH.
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Tabela 1. Solucdes tampéo preparadas e seus respectivos valores de pHs obtidos com
o auxilio de um eletrodo de vidro combinado, devidamente calibrado.

mistura cido Citrico cido Bbrico | Fosfato de sidio pH
mol L mol L 12H,0 mol L
1 4,88x10~ 1,95x10" 2,50x10™ 2,07
2 4,40x107 1,76x107 1,20x107 3,10
3 3,88x10~ 1,55x10" 2,25x107 4,07
4 3,35x107 1,34x10” 3,30x107 5,12
5 2,95x107 1,18x10” 4,10x107 8,12
8 2,48x107 9,90x107 5,05x107 7.16
7 2,13x107 8,50x10” 5,75x107 8,19
8 1,73x107 6,90x107 6,55x10” 9,07
9 1,35x107 5,40x107 7.30x107 10,03
10 1,10x107 4,40x10” 7.80x107 10,97
11 0,43x107 1,70x107 9,15x107 11,92

1.2.3. Microscopia Eletrdnica de Varredura

Apds a obtengdo das curvas de potencial em fungdo do pH, a
superficie dos eletrodos preparados foram caracterizadas por Microscopia
Eletrdnica de Varredura. Para a caracterizacdo, 08 eletrodos foram
metalizados, com a deposi¢do de uma fina camada de ouro, no metalizador
BALTEC - MED 020, através do processo “sputtering”. Apés a metalizag&o,
foram obtidas as microscopias das amostras através do Microscopio
Eletrénico de Varredura , JEOL JSM-T300.

As microscopias foram obtidas depois de focalizadas e percorridas as
superficies de cada filme de 6xido. As fotos reveladas foram obtidas a partir
de regides heterogéneas, que melhor representavam a superficie do filme.

1.2.4. Sistemas Empregados no Processc de Andlise por injecio em
Fluxo.

Para avaliar a resposta do eletrodo, juntamente com os trés modelos
de celas de fluxo desenvolvidos, foram montados dois diferentes sistemas em
fluxo de linha unica mostrados na Figura 1. No primeiro sistema mostrado,
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Figura 1A, o eletrodo de referéncia € colocado em um becker contendo
solugdio de KCI 3,0 mol L' e o contato elétrico entre o eletrodo indicador e de
referéncia é feito através da solucfio contida no tubo de polietileno. Ja o
segundo sistema, Figura 1B, apresenta ¢ elefrodo de referéncia acoplado
diretamente na cela de fluxo.

Para as medidas do potencial, foi empregado um potencidmetro
Corning pH/ion analyser 350, posicionado na saida da cela potenciométrica
de fluxo. A aquisi¢do dos dados foi feita através de um microcomputador
Pentium 150 Mhz com 32 Mb RAM de memodria, e uma interface Advantech
PCL-7118, com um conversor A/D de 12 bits. No Apéndice | encontra-se
descrita toda a parte eletrdnica do sistema automatico construido. O
programa para a aquisigdo e controle do sistema, foi escritc em linguagem
Visual Basic 3.0.

1.2.5. Modelos de Celas Potenciométricas Desenvolvidas

Na Figura 2 sdo apresentados, os 1{rés modelos de celas
potenciométricas de fluxo estudados. A Figura 2A mostra um dos modelos de
cela com eletrodo indicador planar. Este utiliza um espagador de borracha
com um corte central de dimensdes iguais a 0,1 cm de espessura, 2 cm de
comprimento e 0,4 cm de largura, resultando em um volume de cela de 80uL.

A Figura 2B mostra praticamente o mesmo modelo da Figura 2A, mas
agora contendo o eletrodo indicador planar, @ o eletrodo de referéncia
Ag/AgC| na mesma cela. Neste modelo, a amostra passa pela cela e entra
em contato simultaneamente com os dois eletrodos.

A Figura 2C mostra o modelo de cela com o eletrodo indicador de
geometria tubular. A placa de ago foi perfurada, proporcionando um volume
interno da cela de 15 pL, sendo a solugéo bombeada através deste orificio.
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Figura 1. Sistemas FIA utilizados para avaliar os modelos de celas construidos. Sistema (A) Cela
potenciométrica de fluxo contendo apenas o eletrodo indicador; Sisterna (B) Cela potenciométrica
contendo o eletrodo de referéncia e eletrodo indicador.
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Figura 2. Representacfio dos trés modelos de celas potenciométricas estudadas. (A) Cela contendo
apenas o cletrodo indicador planar; (B) Cela contendo o ¢letrodo indicador planar ¢ eletrodo de
referéncia; (C) Cela conterxlo apenas o eletrodo indicador com geometria tubular.
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1.3.Resultados e Discusséo

1.3.1.Estudos Referentes ao Filme de Oxido

Inicialmente foi preparado um eletrodo através de tratamento quimico.
Neste caso a placa de ago inox permaneceu mergulhada por 30 minutos na
solugdo de KCr,07 + H2SO4 & 70°C, sem agitagio. Neste tratamento o filme
formado apresentou uma superficie rugosa, opaca e n&o homogénea, com
diferentes tonalidades variando entre 0 amarelo e o verde. A Figura 3A,
mostra as respostas do eleirodo de ago inox versus tempo, para diferentes
inje¢bes de soiugdes tampao com valores de pH conhecidos. Estas respostas
foram obtidas a partir do gradiente de dispersdo das solugdes tampéo,
empregando como sofugao carregadora a solugdo tampdo de pH igual a 7.
Neste experimento foram utilizados o sistema FIA mostrado na Figura 1B, e a
cela de fluxo mostrada na Figura 2B.

A curva de calibragéo, mostrada na Figura 3B, foi construida a partir
dos valores maximos de potencial em relagdo a linha base (solugbes tamp&o
acidas) e os valores minimos de potencial em relagio a linha base (solucbes
tampé&o alcalinas).

Como pode ser observado, os resultados da calibragéo apresentam
duas retas bem distintas, uma para as solugdes 4cidas, com inclinagéo de -60
mV/pH, e a outra para solugdes alcalinas, com inclinagéio de -19 mV/pH.
Além disso, como pode ser observado na Figura 3A, este eletrodo necessita
de um grande intervalo de tempo, para que haja o retomo a linha base. Para
solugbes mais acidas, como as de pH 2 e 3, verifica-se que em um periodo
de 100 segundos, 0 potencial ndo retomou a linha base e as curvas para as
solugdes de pHs 11 e 12, apresentaram um perfil de resposta completamente
diferente do esperado. Neste caso hd uma variacdo da linha base no
momento em que a cela esta sendo novamente preenchida com a solug&o
carregadora (pH 7). O valor inicial da linha base é novamente restabelecido
depois de algum tempo, aproximadamente 10 minutos.
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Figura 3. (A). Respostas do cletrodo de ago inox, com tempo de tratamento de 30 min para a formagio
do filme. Soluciio carregadora tampio fosfato pH=6,9, vaziic 1ml/min e volume injetado de 500 L. O
sistema utilizado neste experimento foi o da Figura 1B e a cela potenciométrica Figura 2B.(B). Curva
de calibragio do eletrodo, obtida a partir das respostas mostradas em A.

Quando comparada a variagdo de potencial por unidade de pH
(inclinagdo da reta) para diferentes dias, observou-se uma diminuicdo ou
perda de sensibilidade de resposta do eletrodo a partir do primeiro dia de uso,
tanto para o lado acido como alcalino.

Verificou-se assim que nas condi¢cées em que o eletrodo foi preparado
o filme de 6xido ndo apresentou resposta satisfatéria para a medida de pH
(ou variagio da concentracdo de H'). Assim, nos experimentos seguintes
todos os eletrodos preparados foram mantidos sob agitagdo da solugdo
oxidante, durante o periodo de preparacéo do fiime, obtendo-se eletrodos
com superficies mais homogéneas e espelhadas de tonalidades uniformes.
As cores dos eletrodos variaram do amarelo, vermelho, verde, azul, vicleta e
grafite, dependendo do tempo de reagéo. Sendo que com as repeticdes das
mesmas condigbes experimentais, dificilmente foi possivel obter tonalidades
idénticas.

Com este tipo de preparagédo do filme de Oxido, todos os eletrodos
mostraram valores de inclinagdes proximos daquele previsto pela equagéo de
Nernst. Este eletrodo apresentou também tempo de resposta e tempo de
retorno & linha base, menores que os valores encontrados para o eletrodo
discutido anteriormente. A Figura 4A mostra os resultados de um eletrodo
preparado através do tratamento quimico com agitagdo da solugdo de
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KoCr07 + HoS04, por 1 hora. A superficie do ago inox apresentou coloragéo
esverdeada e com uma superficie completamente lisa e brilhante, sendo que
a inclinag3o obtida foi de -52,0 mV/pH. Foi utilizado, neste estudo o sistema
FIA mostrado na Figura 1B,  a cela potenciométrica mostrado na Figura 2B.

potencial, mv
, 3 8§ 8§ 8 § 8 88

tempo, s pH
A B

Figura 4. (A)Resposmsdoehuododeaoo,emmgimcdeﬂuxo,pmaainjeﬁodedifemmcsmmpﬁes.
Soluclio carregadora, tampdo pH=6,9, vazo lml/min ¢ volun injetado de 500 pL. O sistema utiliza
do neste experimento foi o da Figura 1B e a cela potenciométrica foi da Figura 2B. (B) Curva de cali
bragiio do eletrodo, obtida a partir das respostas da Figura 4A. Equagdo da reta: y=-51,84x + 798 48,
coeficiente de correlagio 0,9973.

A equagdo da reta pode ser escrita como se segue.
E(mV) = -51,84pH + 798,48mV

Verificou-se, no entanto, que em uma segunda calibragéo, realizada no
mesmo dia, a inclinagdo foi de -43,7 mV/pH, e estabilizou-se proxima a este
valor, para as demais calibrages realizadas em 5 dias consecutivos.

Para eletrodos tratados quimicamente por 3 horas em solugdo,
observou-se que a inclinagdo por unidade de pH, foi semelhante aquelas
obtidas para eletrodos tratados por menores periodos de tempo. Conclui-se
gue o tempo de reagio néo é o fator determinante no processo para a
formagsio do filme, mas sim a concetragéo da solugéo oxidante, a agitacéo da
mesma e a temperatura de reagao.

As inclinagdes das curvas de calibrag8io obtidas a partir de friplicatas
de injegBes das solugdes tampdo, para 10 eletrodos preparados,
apresentaram um valor médio de inclinag&o de -45,0 mV/pH. Desta forma, a
selecéo dos melhores eletrodos foi realizada com base no tempo de resposta
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do eletrodo e principaimente na reprodutibilidade dos dados.

Na Figura 5 encontram-se os fiagramas obtidos a partir das respostas
de um eletrodo de ago inox, tratado por 20 minutos em solugfio oxidante.
Foram realizadas injegbes das solugbes tamp&o em triplicatas, no qual foram
utilizados o sistema FIA mostrado na Figura 1B, e a cela potenciométrica
mostrada na Figura 2B.

?I?l§

potencial, mV
8
]

SR L L L R

tsmpo, &
Figura 5. Fiagrama de 3 injegSes sucessivas das solucles tampdo de pHs entre 2,0 ¢ 12,0; vazdo de
1mL.min"; e volume injetado de 500 pL.. Foi utilizando um eletrodo tratado quimicamente por 20 min
em solugio de K,Cr:0; + H,80. O sistema FIA utilizado neste experimento ¢ 0 mesmo mostrado na
Figura 1B e a cela potenciométrica mostrada na Figura 2B.

A Tabela 2 mostra os valores médios e a estimativa do desvio padréo,
encontrados para 3 injegdes das solugdes tampéo mostrada na Figura 5 A
equacio da reta para esta curva de calibragéo foi E(mV) = -4546pH +
416,92mV com coeficiente de correlagéo de 0,995. A Figura 6 mostra a curva
de calibragio, onde as barras verticais se referem a estimativa do desvio
padréo para cada ponto.
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Tabela 2. Valores médios e estimativa do desvio padrio (S), para a curva de
calibracdo mostrada na Figura 6.

T pH | Potencid médio{mv) | S@mV)
7,10 344 0
3,04 262 3
3.99 220 3
5,00 182 1
6,03 129 2
6,99 75 2
7,88 55 0
8,22 2 1
9,44 22 1
11,6 -99 4
12,36 -126 4

3 8

3

potencial, mV
e

3
3

)
O

Figura 6. Curva de calibeagfio do eletrodo, obtida a partir das alturas méximas das curvas de respostas
versos tempo, com os desvios padres relativos de 3 injecdes sucessiveis. O eletrodo deste experimento
foi tratado quimicamente por 20 mimtos.

Outro fato que também foi observado diz respeito ao valor de potencial
da linha base (pH igual a 7), cujo valor para diferentes eletrodos foi bastante
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distinto. No entanto, estas oscilacdes podem ser facilmente corrigidas pela
calibragdo prévia dos eletrodos, a partir de solugbes tamp&o com pHs
conhecidos.

Para o estudo do tempo de resposta do eletrodo indicador ago inox, o
caminho do sistema em fluxo da Figura 1B, entre a posicdo de amostragem e
a cela potenciométrica da Figura 2B, foi reduzido ao méximo possivel, de
modo que a dispersio tomasse desprezivel. Na Figura 7 pode ser observado

alguns dos resultados.
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Figura 7. Tempos de respostas do eletrodo tratado por 20 min em solucfio oxidante. Injecdes de dife-
rentes solugdes tampdo a volume infinito ¢ vaziio de 1 mLmin™ . O sistema utilizado neste experimen
10 foi o mostrado na Figura 1B e a cela potenciométrica foi a mostrada na Figura 2B.(A) Substituicio
do tampdo pH=4 por pH=9; (B) Substitui¢lo do tampdo pH=2 por pH=4; (C) Substitui¢io do tampéo
pH=9 por pH~=12.

Na Figura 7A, tem-se a resposta do eletrodo, em um sistema onde foi
bombeada solugio tampao de pH = 4, e substituida pela solugéo tampé&o pH
= 9. Neste sistema o tempo de resposta do eletrodo foi de 5 segundos. Na
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Figura 78 tem-se a resposta do eletrodo para a substituicdo da solugéo
tamp&o de pH = 4, pela solugdo tamp&o de pH = 2, que apresentou um tempo
de resposta também igual a 5 segundos. E por Ultimo na Figura 7C a solugéo
tamp&o pH = 9 substituida pela solugéo tamp&o pH = 12, cujo tempo de
resposta foi de 7 segundos. Como pode ser verificado em cada sinal obtido,
h& uma resposta répida para cada troca de tamp&o. Assim, foi possivel
verificar experimentalmente, que a resposta do eletrodo de ago inox é
suficientemente rapida para poder ser utilizado em sistema FIA.

Também foi estudado o tempo de vida deste mesmo eletrodo gque
permaneceu em uso durante um més. Sua resposta mostrou-se estavel,
durante todo este periodo, com relagdo ao tempo de resposta, assim como a
sensibilidade. No entanto, verificou-se que com o aumento da frequéncia de
medidas, a utilizaco de solugles com pHs abaixo de trés, e a presen¢a de
fons CI', o tempo de vida diminui para no maximo uma semana.

1.3.2.Microscopia Eletrdnica de Varredura.

Com o objetivo de verificar melhor a causa do decaimento da
sensibilidade para alguns dos eletrodos obtidos, foram realizadas
microscopias das superficies do filme de 6xido que apresentaram diferentes
comportamentos. Nas Figuras 8, 9 e 10 encontram-se as fotos de filmes
analisados, com um aumento de 3500 vezes. No primeiro caso, Figura 8, o
eletrodo apresentou uma sensibilidade de resposta bastante baixa, da ordem
de -256mV por unidade de pH e no segundo caso, Figura 9, a sensibilidade
encontrada foi de —30 mV por unidade de pH. Nestas duas figuras nota-se
superficies muito defeitucsas e com ranhuras.
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Figura 8. Foto do filme com um aumento de 3500 vezes., cuja sensibilidade foi de -25mV por unidade
de pH.

O eletrodo mostrado na figura 10 tem uma sensibilidade de —44 mV

por unidade de pH, e praticamente ndo apresenta defeitos

Figura 9. Foto do filme com um aumento de 3500 vezes., cuja sensibilidade foi de -30mV por unidade
de pH.
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Figura 10. Foto do filme com um aumento de 3500 vezes., cuja sensibilidade foi de -44mV por
unidade de pH.

Pode-se assim concluir que eletrodos que apresentam maior
regularidade no filme de déxido sobre o ago inox, apresentam uma melhor
resposta. Desta forma, a preparagdo do filme & uma etapa fundamental na
construgcao do eletrodo. O filme deve ser bastante fino e regular quanto a sua
propriedade fisica, pois, desta forma pode-se garantir uma troca dinamica de
cargas, durante a passagem do fluxo da amostra [3]. As imperfei¢des na
superficie do filme de 6xido, expbe a superficie da liga metalica. Essas duas
superficies (filme do 6xido e liga metélica) passam a competir pelo ion H' de
forma diferente, dificultando assim o equilibrio das reagdes que determinam
o potencial de interface. |

Na Figura 11 verifica-se a mesma superficie do eletrodo da figura 10,
mas com um aumento de 10000 vezes. Esta ainda apresenta algumas
imperfeigbes decorrentes da superficie do proprio metal, que n&o atingiu um
polimento perfeito. Talvez um polimento mais efetivo, poderia resultar em um

eletrodo com uma resposta mais proxima daquela esperada pela equacao de
Nernst.
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Figura 11. Foto do filme com um aumento de 10000 vezes., cuja sensibilidade foi de -44mV por
unidade de pH.

Conclui-se que a formagéo do filme é uma etapa determinante para a
obtengdo de eletrodos metal-dxido metdlico. E necessario um meio mais
controlado para a sua formagéo de forma a obter-se um filme mais regular.

E preciso enfatizar, no entanto, que um estudo mais aprofundado do
processo de preparagdo do filme, ndo foi a finalidade principal deste trabalho.
Assim, apenas testou-se todo eletrodo produzido, através de varias
calibracbes, para verificar sua estabilidade antes de ser utilizado. O
importante foi obter um eletrodo com sensibilidade adequada e estavel, para
ser utilizado durante todas as medidas realizadas.

1.3.3. Preparagdo e Otimizagdo do Processo de Titulagdo
Potenciométrica em Sistema FIA.

Como mostrado, o .eletrodo de ago inox apresentou um tempo de
resposta suficientemente rapido para ser utilizado em sistema FIA. Também
verificou-se uma boa reprodutividade das respostas para injecdes de
diferentes solugdes tampdes.

Considerando que o eletrodo de ago inox é bastante versatil, para
confeccionar celas potenciométricas de fluxo, foi possivel com isto emprega-
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io na construcéio de trés modelos diferentes de celas.

Os sistemas de ftitulacdo potenciométrica em fluxo, normalmente
encontrados em diversos trabathos, s&o semelhantes aqueles mostrados na
Figura 1A

Baseado neste fato, foi avaliado inicialmente uma cela potenciométrica
contendo um eletrodo indicador ago inox planar, Figura 2A, com o eletrodo de
referéncia Ag/AgCI, posicionado préoximo & saida do fluxo. Um fio de prata
recoberto com AgCl foi mergulhado em uma solugdo de KCI 3,0 mol L', a
qual recebia o fluxo da amostra proveniente da cela potenciométrica. Foi
utilizado um volume de aproximadamente 1000 mL da solugcdo de KCI, de
forma a minimizar os efeitos de diluigdo desta solugdo, durante o tempo
necessdrio para a obtengdo dos dados. Neste estudo, foi empregado como
carregador uma solugéo tampdo de pH 6,9, com vaz&o de 1 mi min™, e
injetadas as demais solugbes tampéo de pHs entre 2,0 e 12,0. As respostas
obtidas podem ser observadas na Figura 12.
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Figura 12, (A) Resposta do eletrodo indicador planar de ago inox com o eletrodo de referéncia

Ag/AgCt posicionado na saida da cela potenciométrica. O sistema utilizado neste experimento foi o
mostrado na Figura 1A e a cela potenciométrica mostrada na Figura 2A.

Em todas as curvas sdo observados ruidos que apresentam
amplitudes maximas de aproximadamente 50 mV. Estes ruidos podem ter
como principais causas a pulsagio da bomba peristaitica ou a interferéncia
de 60Hz da rede de alimentac&o do laboratorio. Neste caso, a distancia entre
o eletrodo indicador e o eletrodo de referéncia foi de 16 cm.
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Quando a distancia entre o eletrodo indicador e o eletrodo de
referéncia foi aumentada para 32 cm, foi também observade um aumento
significativo do ruido, com amplitude de até 100 mV, como pode ser
observado na Figura 13.

Para diminuir o nivel de ruido nas medidas potenciométricas em fluxo,
como sugerido por Alegret, et. al. [16), foi adaptado um tubo de ago inox no
sistema, entre o injetor e a cela, sendo que este tubo foi devidamente
aterrado. Pelo tubo foi bombeada a solugdo carregadora transportando a
amostra em diregdo a cela potenciométrica. O nivel de ruidos para este
sistema mostrou uma sensivel melhora com amplitude de 6 mV,
aproximadamente.
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Figura 13. Resposta do eletrodo indicador planar separado do eletrodo de referéncia, com uma
distincia de 32 cm. O sistema utilizado neste experimento foi o da Figura 1A ¢ a cela potenciométrica
foi a da Figura 2A

Este resultado demonstra que a principal causa dos ruidos observados
anteriormente, s8o as interferéncias causadas pela rede elétrica do
laboratério.

Com o intuito de verificar e comprovar as observagbes anteriores,
foram comparados o0s resultados obtidos com o0 modelo de cela da Figura 2B,
acoplada no sistema de fluxo da Figura 1B. Ao comparar os resultados
verifica-8e que as respostas para 0 modelo de cela da Figura 2B apresentam
ruidos cujas amplitudes sdo de 2 mV, e este mesmo valor & encontrado
estando ou nédo o sistema aterrado, através do tubo de ago inox. As curvas de
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respostas para os diferentes tampdes em fungéio do tempo, sdo mostradas na
Figura 14.
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Figura 14. Resposta do eletrodo indicador ptanar, com o eletrodo de referéncia acoplado. O sistema
utilizado neste experimento foi o da Figura 1B ¢ a cela potenciométrica foi a da Figura 2B.

Depois de realizados todos os experimentos, é possivel concluir que
para garantir um menor nivel de ruido nas medidas, o melhor modelo de cela
é aguele em que o eletrodo de referdncia encontra-se acoplado junto ao
eletrodo indicador.

No entanto, uma das principais desvantagens das celas em fluxo,
semelhante a esta com o eletrodo planar, é a possibilidade da presenga de
pequenas bolhas de ar, que possam ser formadas na superficie do eletrodo.
Estas bolhas, principaimente em sistemas eletroquimicos onde o detector
esta em contato direto com a solugéo, causam s$érios problemas na obtengio
de dados (ruidos, distorgdes, perda de reprodutibilidade, etc).

Na tentativa de minimizar estes efeitos foi ainda avaliado uma
geometria de eletrodo onde o fluxo passa através de um eletodo tubuiar.
Neste caso um orificio de 1 mm foi feito em uma placa de ago inox, de
dimensdes semeihantes aquela empregada para a construgdo do eletrodo
planar, resuitando em um tubo de 0,1 c¢cm de diametro e 0,3 cm de
comprimento. A drea de contato da solugdo e o eletrodo, no entanto, é
determinado neste caso pela espessura da placa de ac¢o e pelo diametro do
orificio. Este modelo de cela desenvolvido é mostrado na Figura 2C.

Se por um lado este sistema apresenta menos problemas quanto a
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presenga de bolhas de ar em solugéo, por outro as respostas dos eletrodos
nao foram satisfatorias. Como pode ser verificado na Figura 15, ocorreu uma
perda da sensibilidade do eletrodo indicador para as solugdes com pH's mais
acidos, e um aumento no tempo de retorno a linha base para as solugdes
mais alcalinas. Também observou-se a presenga de ruido, devido a
necessidade de se manter o eletrodo de referdncia na saida da cela
potenciométrica, como discutido anteriormente.

potencial, mV

T | T T | —|
0 20 40 680 80
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Figura 15. (A) Resposta do eletrodo indicador tuibular. O sistema utilizado neste experimento foi
mostrado na Figura 1A e a cela potenciométrica mostrada na Figura 2C.

A perda de sensibilidade para esta geomefria, esta associada a
dificuldade de se obter um filme de 6xido com boa qualidade na superficie
interna do eletrodo tubular, devido as suas pequenas dimensédes.

Desta forma, para garantir um menor nivel de ruido nas medidas, uma
maior sensibilidade, assim como um menor tempo de resposta, foi
selecionado para os futuros trabalhos, o modelo de cela mostrado na Figura
2B, juntamente com o sistema em fluxo mostrado na Figura 1B.
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2.1.Introducao

2.1.1. Titulagdo Potenciométrica em sistema FIA

Nas titulagBes convencionais de neutralizacdo, que empregam
indicadores colorimétricos, € comum obter-se apenas um ponto final, no qual, o
numero de moles da base & igual ac nimero de moles do &cido, conhecendo-se
a estequiometria da reago. Em titulagdes potenciométricas pode-se tragar um
perfil da titulagéio, obtendo-se mais informagbes a respeito do sistema em estudo
do que apenas o ponto final. Por outro lado, além de fornecer as mesmas
informagbes daquelas obtidas com as titulagbes com indicadores, as titulagbes
potenciométricas apresentam também a vantagem de um menor tempo de
analise e a ndo necessidade de conhecer a concentragéo do titulante.

As titulagdes potenciométricas em sistemas FIA sdo baseadas na criagdo
de um gradiente de concentragéo adequado, de um volume injetado (acido ou
base), em fluxo carregador (base ou &cido). Normalmente este gradiente de
titulago em fluxo é produzido por uma camara de dispersdo. Forma-se uma
zona de amostra dispersa no carregador, que gradualmente sera neutralizada
através da interface da espécie injetada com o fluxo carregador a frente e no
final da zona dispersa. No perfil da dispers&o encontrar-se-&o varias relagdes de
concentragbes acido/base, em que um dos pontos O 4cido é exatamente
neutralizado pela base.

Normalmente & considerada a largura de pico como método de calculo da
concentragiio, descrito por Pardue e Fields {17, 18]. A largura de pico é medida
pela diferenga de tempo (At) entre dois pontos, um situado a frente da zona de
dispers&o e outro situado no final da zona de dispers#&o, pontos A e B da Figura
16, com coeficientes de dispersfio idénticos. Para calibrar este sistema, s&o
feitas injegBes de padrbes de diferentes concentragdes, no qual, diferentes
larguras de picos podem ser registradas.
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Como pode ser observado na Figura 16, iniciaimente ocorre uma grande
variagdo do potencial, devido a chegada da zona de disperséo no eletrodo,
seguido por um perfil decrescente de potenciais, no qual, indica a reagdo de
neutralizagso do &cido injetado, pela base utilizada como carregador.

Escolhendo um valor de potencial, a diferenca de tempo At entre o inicio @
o final da titulagsio, podem ser relacionados com o volume da amostra injetada, a
vazio @ a concentragio da amostra e do reagente através da equagéo 1 [1].

At = (V/Q)In1010g[C%/(C% n)] + (Vn/Q)IN10 log(SWVm) (1)

onde, Vi, & volume da camara de disperséo, Q & a vazéio, C% e C% sdo a
concentragio da amostra e do reagents, respectivamente, Sy é o volume de
amostra injetado e n é a razdo molar dos reagentes

O termo (Vn/Q)IN10 fornece a inclinagsio da curva de calibragéo quando
uma série de titulagdes de solugdes padrdes sdo efetuadas, podendo assim ser
utilizada para a determinacg&o da concentrac&o das amostras desconhecidas. A
vantagem do processo de titulagdo em sistemas FIA é que a concentragdo do
reagente n&o precisa ser necessariamente conhecida, desde que o reagente
utilizado para a titulagso das solugdes padrBes na calibrag8o, seja 0 mesmo em
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todas as titulagbes das amostras.

2.1.2. Titulaglio Potenciométrica de Misturas de Acidos Fracos em sistema
FIA

A determinagio da concentragBo dos componentes em misturas de vérios
acidos fracos é comumente necessaria em industrias alimenticias, pesquisas
cientificas e laboratérios clinicos. Sabe-se que no é uma tarefa facil determinar
a concentragéo de acidos fracos por ftitulagdo potenciométrica, principaimente
quando o8 pka’s dos acidos envolvidos s&o muito proximos.

As titulacdes potenticiométricas em sistemas FIA, como ja descrito,
considera apenas a largura de pico, como fator caracteristico do sinal medido,
para a determina¢éo da concentracfio do analito. Quando tratamos dados de
titulagdo potenciométrica de misturas de acidos fracos, esta informacéo de
largura de pico ndo é suficiente para determinar a concentracio dos diferentes
acidos fracos presentes na amostra.

No entanto, a titulagio potenciométrica para determinagéo simultanea de
uma mistura de acidos fracos as vezes é preferida, pois, € um método alternativo
de menor custo. Mas sabe-se que o0s dados resultantes das medidas
potenciométricas de misturas de acidos fracos, apresentam um comportamento
ndo linear, devido a complexidade dos equilibrios envolvidos. Em decorréncia
disto, varios métodos matematicos e graficos sdo encontrados na literatura [19-
28), para solucionar este problema.

Titulagbes potenciométricas de acidos fracos em sistema em fluxo foram
realizadas por Lindberg e Kowalski [29]). Neste caso os autores empregaram o
Método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS), para tratamento dos dados.
Misturas bindrias de &cido acético e propandico, foram tituladas obtendo-se
erros relativos de concentracdo de 1%. Neste caso os resultados foram bastante
satisfatdrios, principaimente devido ao fato de os valores dos pka’'s dos acidos
titutados, diferirem de quase duas unidades. Para misturas com acido fosforico,
succinico, mélico, oxdlico e tartérico, com faixa de concentrago entre 5.0x10°e
5,0x102 mol L™, o erro de previsio segundo estes mesmos autores foi de 4,6%.
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O aumento do erro neste caso, deve-se ao aumento do numero de espécies
bem como a uma menor diferenga entre 08 pka's dos acidos titulados na mistura.

Recentemente, redes neurais artificiais (ANN) [30] tem despertado
interesse em muitas pesquisas, e tem sido vista como um método de calibragéo
multivariada bastante eficiente, para modelar sistemas analiticos complexos, ndo
lineares.

Redes neurais tem sido empregada, em dados obtidos a partir de
titulagGes potenciométricas [31] de misturas de acidos fracos, onde a aquisicio
dos mesmos foram realizadas em intervalos de 0,10 unidades de pH, em
sistema ndo automatizado. Os A4acidos estudados foram © é&cido malico,
propandico e succinico, com faixa de concetracsio entre 1,5x107 e 5,5x10 moi
L™ e foi obtido um erro médio relativo de 4,5%. A principal desvantagem deste
trabalho e o tempo gasto para a obtengdo dos dados.
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2.1.3.Calibragio Multivariada

A CalibragBio Multivariada [32] tem como principio bésico a utilizagéo de
muitas variaveis instrumentais X1,Xz,...Xa (cOmo valores de absorbancia & varios
comprimentos de onda, valores de intensidade & varios tempos, elc...)
simultaneamente, para quantificar alguma varidvel de interesse y (como
concentragio).

Foram utilizadas as seguintes anotagdes para uma melhor compreensao
algébrica dos modelos de tratamento de dados, que sero discutidos a seguir:

o Vetores - letras minusculas em negrito (x)

« Matrizes - letras maiGsculas em negrito (X)

o Escalares - letras mintsculas sem negrito (x)

o Matrizes diagonais - letras maitisculas sem negrito (X).

Serdo apresentados os métodos de calibragdo multivarados utilizados
neste trabalho, que séo a Rede Neural e o PLS. Uma anfase maior sera dada &
Rede Neural, devido ao fato deste método ser mais recente e ainda pouco
difundido no pais. Também ser4 apresentado uma breve introducéo sobre a
Andlise de Componentes Principais (PCA) que é necesséria para a
compreenséo do PLS.

2.1.3.1. Anéalise de Componentes Principais (PCA)

A andlise dos componentes principais PCA (do inglés Principal
Component Analysis) (33, 34, 35}, é um método para decompor uma matriz de
dados X de posto r (ou “rank’ r), como uma soma de matrizes de posto igual a 1,
como na equagéo 2.

X=My+Mz+Mz+ ..+ My (2)
onde posto expressa o numero de vetores linearmente independentes de uma
matriz.

Essas novas matrizes com posto igual a 1, sdo produtos de vetores
chamados “scores’ t, e “loadings” pn. Estes “scores” e “loadings” podem ser
calculados par a par por um processo iterativo, como na equaco 3.
X=t;p1+tz2P2+ .t th P (3)
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ou de forma geral equivalente:
X = TP’ ou graficamente como na Figura 17.

m 1 m 1 m 1 m
p"‘ . p’z P’h
X = Hyt HEAE Tty | 1

h n n n
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Para exemplificar t, e pPn temos a Figura 18 que ilustra no plano
bidimensional duas varidveis x; e x2. A Figura 18A mostra uma componente
principal que é a reta que aponta para a diregdo de maior variabilidade das
amostras (pontos 1 a 6) da Figura 18B. Os “scores” tn s&0 as projegbes das
amostras na direc8o da componente principal e os “loadings’ P 520 08 COSEN0S
dos angulos formados entre a componente principal e cada variavel.

X2
+0
o X
p1=c0s0,
-0 p>=cost2
A B

Figura 18. Uma componente principal no caso de duas variiveis: (A) loadings sio os fngulos do vetor
direglio; (B) scores sfio as projegdes das amostras (1 -6) na dire¢lio da componente principal. Note que os
dados sd3o centrados na média.

Em sintess, a PCA é um método que tem por finalidade basica, a reducao
de dados a partir de combinages lineares das variaveis originais.

2.1.3.2. Método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS)
O PLS [36-38] & um modelo matemdtico baseado em uma combinagéo
linear das medidas instrumentais x e os resultados de concentragéo y. Para
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realizar esta combinag&o s&o obtidos inicialmente os “scores” e os “loadings” das
duas matrizes X (matriz de dados instrumentais) e Y (matriz de concentragéo):
X=TP+E=XZt,pn+E
Y=UQ' +F=Z uqn+F
onde T e U s&o as matrizes de “scores” da matriz X e Y respectivamente; P e Q
s&0 as matrizes de “loadings” da matriz X e Y respectivamente, e E e F sdo os
residuos. A correlagéo entre os dois blocos X e Y & simplesmente uma relacdo
linear obtida pelo cosficiente de regressdo como descrito abaixo:
U=byTh
onde by, &€ um vetor de coeficientes de regresséo entre a matriz “scores” Ude Y e
a matriz “scores’ T de X.

Este algoritmo usualmente converge muito rapidamente, realizando
pequenas rotagbes das componentes principais dos blocos de X e Y, para que

se obtenha a melhor relagdo linear possivel entre os “scores” desses dois
blocos.

2.1.3.3. Redes Neurais Artificiais (ANN)

Recentemente, Redes Neurais Artificiais tem despertado interesse em
muitas &reas da Quimica. Ela tem sido vista como um método de calibragédo
multivariada muito eficiente dentro da Quimiometria, para modelar sistemas
analiticos complexos.

O termo rede neural resulta de pesquisas realizadas a partir da
inteligéncia artificial, no qual procura entender e imitar o comportamento do
cérebro [39). De acordo com Barr e Feigenbaum (1881) {40]:

“Inteligéncia artificial & a parte da ciéncia da computagdo envolvida com o
desenvolvimento de sistemas computacionais inteligentes, isto é, sistemas que
exibem caracterfsticas associadas com a inteligéncia no comportamento
humano.”

Buchanan e Shortliffe (1983) [41] forneceram uma outra definicéo:
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“Inteligéncia artificial é o ramo da ciéncia computacional relacionada com
métodos simbdlicos e algoritmos na solugdo de problemas.”

Ou ainda mais genericamente:

“Redes Neurais é 0 nome dado a um conjunto de métodos matematicos e
algoritmos computacionais especialmente projetados para simular o
processamento de informagles e aquisigdo de conhecimento do cérebro
humano.”

Resumidamente, a rede neural tem como objetivo estabelecer uma
relag8o, seja ela linear ou nao linear, entre um conjunto de dados de entrada e
uma correspondente saida ou resposta. Para isto utiliza-se de transformagies
mateméticas na entrada, de modo a produzir a saida dessjada.

A rede realiza este trabalho “aprendendo” como o sistema em estudo se
comporta, e ent&o, aplica este conhecimento & novos dados de entrada para
predizer a saida apropriada.

A rede neural é baseada no funcionamento do cérebro humano, no qual o
sistema nervoso detecta estimulos, e envia estas informagdes de entrada, via
neurdnios para o cérebro. Na Figura 19, tem-se a representacio de um neurdnio
bioldgico. Dentro do cérebro, outros neurdnios séo excitados e se interagem
através das forgas sinapticas. Baseado no sinal de entrada, o cérebro conclui e
envia um sinal de saida na forma de resposta ou reagéo.

dendritos
corpo celular
axémo

Figura 19. Representagio de um neurdnio humano com suas entradas (dendritos), micleo, onde ocorre as
transformages (corpo celular) e as saidas (ax6nio).
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Analogamente na Figura 20 [42], tem-se a representagdo de um Unico
neurdnio artificial. Comparando este, com o neurdnio biolbégico da Figura 19,
temos que as interconexdes de entrada do neurdnio artificial, denominadas de
interconexdes peso, que correspondem aos dendritos, por onde sdo recebidos
os sinais das forgas sinapticas no neurdnio biolégico. Os calculos efetuados,
correspondem ao que ocorre no corpo celfular do neurdnio biolégico, e a saida

transmitida pela interconex&o de saida, corresponde ao axdnio.
dados de entrada(x) (dendritos)

dados de saida (axfnio)

Figura 20 Representaciio dos componentes de um neurdnio artificial, entradas e interconexdes peso
(dendritos), micleo com funcio de transferncia (corpo celular) ¢ a saida (axdnio).

No neurdnio artificial, os dados de entrada x sao multiplicados pelos
respectivos pesos w. A fungdio Net; = X x, wy , é a somatbria de todos os dados
de entrada x, vezes 0s seus respectivos pesos w. A saida do neurdnio, é obtida
a partir de uma fungdo de transferéncia aplicada sobre Net. Esta funcio de
transferéncia pode ser: linear, sigmoidal, tangente hiperbdlica, ou qualquer outra
funcdo que possa ser criada, dependendo do comportamento dos dados. Neste
trabalho foi utilizada a fung8o de transferéncia sigmoidal, que tem um
comportamento no linear, como mostrado na Figura 21



L
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Figura 21. Fun¢io de transferéncia sigmoidal

A func&o de transferdncia sigmoidal é representada pela equagéo 4.

ft (Net,8) = 1 /{1 + exp [-(Net + 9)]} (4)
onde, Net & a somatéria dos dados de entrada (x) vezes seus pesos (w) e 3
representa o “bias’, que & uma constante adicionada a fungfio de transferéncia
de cada camada, deslocando esta fungéo para um melhor ajuste dos pesos.

A seqUéncia de entradas e saidas se repetem tantas vezes quantas forem
as camadas de neurdnios de uma rede. O conjunto de neurbnios forma a rede
neural com uma camada de entrada, uma ou mais camadas internas ou
escondidas, e uma camada de saida.

Em uma titulagio potenciométrica em fluxo, por exemplo, os dados de
entrada s30 os potenciais em func&o do tempo, obtidos a partir da titulagdo das
solugbes padrdes. Na Figura 22 [43), esta representada uma rede neural tipica,
com trés camadas: uma camada de entrada, uma camada escondida e uma
camada de saida. Os dados de entrada s&o os pontos do perfil de resposta
instrumental e os dados de saida, sdo as concentragbes dos acidos na mistura.

O namero de neurdnios assim como as camadas, s&o determinados por

tentativa e erro, de forma a minimizar os erros na saida da rede, para padrbes
conhecidos.
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Figura 22. Representagiio de uma rede neural de trés camadas, no tratamento dos dados de timiac¥o
potenciométrica em um sistema FIA.

Inicialmente estes pesos s&0  estabelecidos  aleatoriamente,
posteriormente s&0 corrigidos, através de métodos de otimizag8o, baseados em
gradiente ou ndo, para que as saidas encontradas apresentem um erro minimo
global, quando comparadas com a resposta esperada.

O treinamento da Rede Neural pode ser dividido em duas fases: uma fase
de treinamento ou aprendizagem, uma de validagio ou generalizac&o.

Na primeira fase, onde ocorre o treinamento ou aprendizagem, um
conjunto conhecido de dados de entrada X e saida Y, sdo apresentados a rede.
Em seguida s@o ajustados os fatores pesos entre os neurdnios até a entrada
produzir a saida desejada. Este ajuste é realizado através de métodos de
otimizagéo dos pesos em fungso dos erros, dos quais os mais utilizados s&o: o
método de Retropropagacio dos Emos [42, 44] e o método de Marquardt
Levenberg [45, 46]. O processo de treinamento normalmente & supervisionado,
significa que, os pesos sfo corrigidos baseados nos valores reais pré-
especificados, correspondentes as entradas. Existem também outros tipos de
redes neurais que utilizam métodos de treinamento n&o supervisionado, ou seja,
treinamentos em que as respostas n&o sdo conhecidas.

Na fase de validagdo ou generalizagdo uma nova matriz de dados X, que
ndo foi utilizada no treinamento, ira estimar através do modelo matematico
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desenvolvido na fase de treinamento, a saida da rede Y esperada.

2.1.3.3.1. Retropropagacao dos Erros

O método de otimizagho dos pesos por Retropopaga¢do dos Eros,
realiza um processo em que os pesos s80 corrigidos a partir da Glitima camada
até a primeira camada. E este processo esta representado na Figura 23, para
uma rede neural de trés camadas.

dados de entrada
{w 1} corre¢do wl
] o
B e
w3 corre¢dio w3
<>
dados de saida corregdo
==

—=1 erro

resposta esperada

Figura 23 Representacio da correcio dos pesos por retropropagago dos erros, no qual inicia a correglio a
partir da 1ittima camada em diregfio a primeira camada.

Este processo é baseado na equagdo 5, que é aplicada em todas as
camadas.

Aw, =w, —w, (5)
Sendo que o valor Aw e dado pela equacéo 6:
Aw = ndout,_, + pAw (6)
Como pode ser observado, a equagdo 6 tem dois termos. O primeiro
termo engloba o chamado parametro de velocidade de treinamento, que tem por

finalidade ajustar o tamanho do passo que a rede daré na interagfio (n). 08 é o0
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gradiente descendente, o qual, & um fator de corre¢éo, encontrado a partir da
derivada parcial do erro em fungiio do peso. E outy é o valor de saida da
camada anterior (I —1). O primeiro termo da equag#o 6 é derivado de:

dout,,
Aw = —k% = —k[ ok IaN e’] )

oout,, | ONet ow

onde E--~-;—Z(y—3,:')’l é o emmo, no qual y—)' é a diferenga entre o valor

previsto e o valor esperado.
Depois de derivar o Uitimo termo da equagdo 7 tem-se:

m‘:—:
Aw =k - » (8)
dout,., \ ONet
assim, Aw = ndout, (9)
dout, . .
onde n éiguala -k, 6 = o e out,, é igual a saida da camada
oout,, ) ONet

anterior. A equacgdo 9 equivale ao primeiro termo da equacéo 6.

A Figura 24, ilustra 0 método do gradiente descendente, onde temos o
erro como uma fungéio de apenas um peso, no qual apresenta um minimo. Pela
inclinagio da reta (derivada), pode-se encontrar o sentido de corregdo dos pesos
para que se atinja o minimo.

errod

dE/dw =tana < 0 dE/dw = tanc > 0

I
I
|
I
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I

=/
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Figura 24. Fungdo erro com relago aos pesos, onde dE/dw fornece o fator de correcdo entre os pesos

No segundo termo da equagéo 6, (uAW), tem-se 0 “u* que é denominado
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momento, que tem a fungao de garantir que o vetor peso obtido pelo método do
gradiente descendents, esteja em um minimo global e néo em um minimo local.
O momento desloca o peso encontrado, forgando com que O erfo seja
reavaliado. Se for encontrado um efro maior, 0 peso estava em um minimo
global, se for encontrado um erro menor, ¢ minimo era local, e neste Ultimo caso
a busca prossegue.

2.1.3.3.2. Marquardt Levenberg

Este & um segundo método de correcio dos pesos, no qual é uma
modificagdo do algoritmo de Gauss Newton denominado Marquardt Levenbeg
[45, 46]. A vantagem deste método é ser mais rapido na convergéncia e também
ser mais robusto.

Esta aproximagdo usa a expansfo da série de Taylor da fungdo erro,
fazendo a truncagem nos termos de segunda ordem. Considerando w,, 0 peso

estimado anteriormente, na iteragio i—1 a fungdo erro pode ser aproximada
por:
H 2
E(w)=E(w,_)+8E(w,_ )Aw + > (Aw)

onde Aw, =w, —w,,
SE(w,_,) é o gradiente da fung&o erro:

OEW, )
ow

H é a derivada segunda da fun¢&o de erro:

SE(w, )=

O minimo da fungao erro, ignorando os termos de ordem superior é dado
através da derivada primeira da série de Taylor até o termo de segunda ordem,
igualada a zero, pela seguinte condigéo:

OE(w)
ow
e o valor de Aw é dado pela equagio 10:

=0 e SEw,_ )+ H(Aw)=0
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Aw = -H'6E(w_,) (10)

A equagfio 10 é usada iterativamente até que seja encontrado um valor
de erro satisfatério. Este método & chamado de método de Gauss Newton, e
requer o calculo da inversa da matriz Hessiana, o qual pode introduzir problemas
NUMEricos.

A Hessiana pode ser alterada por adigéo de uma matriz positiva definida
por P para que H possa ser encontrado. Quando esta modificacio é realizada de
forma que P = AI, e é adicionado no calculo do peso tem-se a equagao 11:

Aw = —(H + A (w,_YOE(w,,) (11)
onde / & a matriz identidade e 4 é um escalar n&o negativo. Este termo é um
escalar que ajusta o tamanho do passo na superficie de erro.

Se o escalar A & muito grande, a expressf@o acima aproxima-se do
gradiente descendente, enquanto se o escalar & pequeno a expressio acima
aproxima-se do método de Gauss-Newton, que é baseado na segunda derivada
da fungio erro. O A decresce depois de cada passo e aumenta apenas quando
um passo aumenta o erro.

Os parametros de treinamento que devem ser estabelecidos sdo, o
numero maximo de ciclos, (onde cada ciclo significa um processo de corregéo
dos pesos) o erro minimo que deve ser atingido, o gradiente de erro minimo, o
valor inicial para A, o multiplo valor para aumentar ou diminuir A, @ o0 maximo

valor de A.

O treinamento continua até que o efro desejado seja encontrado, ou 0 A
méximo seja atingido, ou ainda, 0 nimero méximo de periodos ter terminado.
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2.2.Parte Experimental

2.2.1. Titulagio Potenciométrica de Misturas de Acidos Fracos em
Sistema FlA.

O sistema em fluxo mostradoc na Figura 1B e a cela potenciométrica
mostrada na Figura 2B, foram empregados nas titulages potenciométricas
de misturas de acidos fracos, no qual encontram-se acoplados na mesma
cela os eletrodos indicador (ago inox) e de referéncia (Ag/AgCI).

2.2.1.1. Misturas de Acidos Oxalico e Succinico.

Um primeiro conjunto de misturas contendo acido citrico @ malico foi
proposto inicialmente, com planejamento 62 (onde 6 define os niveis de
concentragles de cada um dos dois componentes na mistura), resuitando em
um total de 36 misturas. Posteriormente eliminou-se 2 niveis para o &cido
succinico restando 24 misturas. Destas misturas uma apresentou perfil com
curva de titulagio experimental incompleta. Esta mistura foi retirada,
resultando um total de 23 misturas. A distribuicio das concentragdes dos
acidos oxdlico e succinico é mostrada na Figura 25. As misturas indicadas
pelos simbolos na cor vermelha foram utilizadas para o treinamento, e as
indicadas pelos simbolos na cor verde foram utilizadas na previs&o. Todas as
solugbes foram preparadas por diluigéio, a partir de solugfes estoques 0,0998
mol L™ de 4cido succinico e 0,0999 mol L™ de 4cido oxalico.

00107 ® o ® ®
S 0o @ ° ° ° ® Treinamento
‘g 0.0087 ¢ ® o @® Previsic
§ 00077 @ o ® ]
£ 00087 ® ¢ ® ®
s 00051 @ ® ® L

0005 0006 0007  0.008
acido succinico / mol/L

Figura 25, ConcentragBes das misturas dos Acidos succinico e Oxalico, tituladas no sistema FIA, com
solugdo de NaOH 0,1 mol L.

Foi empregado um sistema em fluxo reverso, no qual a mistura acida
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foi bombeada como carregador, e injetada a solugio de NaOH. Um volume
de 250 ubL de NaOH, aproximadamente 0,5 mol L™ foi injetado, e os
potenciais da zona dispersa, foram amostrados em intervalos de um
segundo, durante um periodo total de 420 segundos. Foi utilizada uma
camara de disperséo de 500 uL, e a vazéo do sistema foi mantida em 0,5 mL

min™.

2.2.1.2. Misturas de Acidos Fosférico, Oxélico e Tartarico.

A Figura 26 mostra o planejamento realizado na preparagdo do
segundo conjunto de solugbes, para a realizagdo das titulagdes
potenciometricas em fluxo, contendo Acido fosforico, oxalico e tartrico. Um
planejamento 42, foi realizado resultando em um total de 64 misturas, das
quais, foram eliminadas algumas com concentragbes mais altas e
concentragdes mais baixas. As misturas indicadas pelos simbolos na cor
vermelha foram utilizadas no treinamento, e as indicadas pelos simbolos na
cor verde foram utilizadas na previsdo. As misturas foram preparadas por
diluigdo a partir de solugbes estoques 0,0967 mol L' de acido fosférico,
0,0999 mol L' de &cido oxalico e 0,0998 mol L™ de 4cido tartarico.

Foi utilizada uma camara de dispersio de 500 uL, e a vazdo do
sistema foi mantida em 0,5 mL.min™. Foi injetado um volume de 500 pL de
uma solugdo de NaOH, aproximadamente 0,5 mol L. Os dados foram
amostrados em intervalos de um segundo, durante um periodo total de 420
segundos.
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Figura 26. ConcentragBes das misturas dos Acidos fosférico, Oxdlico e tartarico, tituladas no sistema
FIA, com solu¢o de NaOH 0,5 mol L™,

2.2.1.3. Misturas de Acidos Citrico e Malico.

Um terceiro conjunto de misturas de &cidos citrico e malico foi
proposto, sendo que as misturas preparadas foram baseadas em um
planejamento 52 Destas misturas duas apresentaram perfis com curva de
titulaggo experimental incompleta decorrentes do experimento. Além destas
misturas outras 6, com concentragbes intermediarias foram adicionadas,
resultando em um total de 29 misturas. A distribuiclio das concentragbes dos
acidos citrico e mélico é mostrada na Figura 27. As misturas indicadas pelos
simbolos na cor vermelha foram utilizadas para o treinamento e as indicadas
pelos simbolos na cor verde foram utilizadas na previsfio. Todas as solughes

foram preparadas por diluigio a partir de solugdes estoques 0,1006 mol L™
de &cido citrico e 0,09848 mol L™ de &cido mélico
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Figura 27. Concentragdes das misturas dos Acidos citrico ¢ malico, tituladas no sistema FIA com
solugfio de NaOH 1,0 mol L™

Foi utilizada uma camara de dispersdo de 500 pL e a vazdo foi
mantida em 0,5 mL min'. Um volume de 375 pL de NaOH aproximadamente
1,0 mol L' foi injetado, e os potenciais da zona dispersa foram amostrados
em intervalos de um segundo, durante um periodo total de 420 segundos.

2.2.1.4. Determinacéo de Acidos Citrico e Malico em Amostras de Suco
de Laranja.

A Figura 28, mosfra o planejamento realizado na preparacgéo das
misturas para o quarto conjunto de solugdes tituladas, contendo acido citrico,
malico e cioridrico. Estas solugbes, foram preparadas por diluicgo a partir de
solugdes estoques 0,1007 mol L™ de acido citrico, 0,01042 mol L' de acido
mélico e 0,0048 mol.L™" de acido cloridrico. As concentragbes dos acidos
citrico e mélico foram mantidas dentro da faixa esperada para os teores
destes acidos, encontrados em sucos de laranja. Fol realizado um
planejamento de 5 , resultando em 125 combinagdes. Destas combinagbes,
foram analisadas somente 63 misturas, que apresentaram as seguintes
relagdes de concentragéo: altas concentragbes de acidos citrico & malico e
baixas concentragdes de acido cloridrico; baixas concentracdes de acidos
citrico e malico e altas concetragbes de &cido cloridrico
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Figura 28. Concentragdes das mistaras dos Acidos citrico, malico ¢ cloridrico, tituladas no sistema
F1A com solugfio de NaOH 0,1 mol L.

Foi utilizada uma camara de disperso de 500 ul, e a vazo foi
mantida em 0,5 m! min* O volume injetado de NaOH aproximadamente 0,1

mol L, foi de 500uL. Os dados foram amostrados em intervalos de um
segundo durante 320 segundos.

2.2.2. Preparagio das Amostras de Suco de Laranja, para a Titulagio
Potenciomeétrica em Fluxo

Dezessete amostras de suco de laranja foram tituladas, para a
determinagéo de acidos citrico @ mélico [47], em amostras reais. Inicialmente
0s sucos concentrados, provenientes da empresa Citrossuco, foram diluidos
5,8 vezes, para obter-se um brix (quantidade de soélidos dispersos em
solugdo) de aproximadamente 11,2. Foram pipetados 10 mL da amostra
diluida e neutralizada com NaOH 0,1 mol L', usando fenolftaleina como
indicador.

Em seguida foram adicionados 2,5 mL de BaCl; e 70 mL de &lcool
etilico 95%. O volume foi completado para 100 mL garantindo uma solugéo
66% em alcool, sendo em seguida agitado por 5 minutos. Deixou-se em



Capitulo 2 Parte Experimental 46

repouso por 30 minutos, filtrou-se em membrana de celulose 0,45 um de
porosidade e lavou-se o precipitado com alcool. Este foi dissolvido em &gua a
10°C, e adicionado um volume de 3.2 mL de HCI 0,8695 mol L' . Esta
solugdo foi diluida em bal&o de 100 mL e depois titulada no sistema FIA.

2.2.3. Andlise de Amostras de Suco por CLAE

Das amostras de suco tituladas por potenciometria, dez delas foram
anteriormente analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), pela Citrossuco [48], e determinadas as concentragSes de &cido
citrico @ malico. As outras sete amostras foram analisadas em nossos
laboratérios utilizando a mesma metodologia da Citrossuco [48], cujo
equipamento utilizado foi Waters 600E (sistema de bomba) e Waters 484
(detector).

As amostras foram diluidas 5,8 vezes da mesma forma que a diluigdo
realizada na titulago potenciométrica e centrifugadas & 10000 rpm, por 10
minutos. Em seguida foram filtradas em membrana de celulose 0,45 um de
porosidade.

A coluna cromatogréfica foi condicionada com metanol, seguido por
agua e por ultimo tampéo fosfato (0,2 mol L' de KH.PO4) & pH 2,4. Todos
estes reagentes foram bombeados por aproximadamente 1 hora, com vazéo
de 1,0 mL min™, e este foi mantido durante a anélise. A coluna utilizada foi a
C18 de 5 ym de porosidade, e dimensdes 25¢cm x 4,6mm. O comprimento de
onda do detector UV-Visivel, foi ajustado para 214nm, e ap6s a obtengéo de
uma linha base estavel, foi injetado 10 ul dos padrées e das amostras,
obtendo-se os picos cromatograficos.
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2.3.Resultados e Discussio

2.3.1.Titulagdes potenciométricas de misturas 4cidas.
2.3.1.1. Misturas de acidos oxalico e succinico

Um primeiro experimento foi realizado utilizando-se misturas sintéticas
com apenas dois acidos fracos: oxélico e succinico. Neste experimento buscou-
se a confirmagéo de que o sistema em fluxo construido, seria suficiente para a
titulagéo de misturas com apenas dois acidos fracos. Na Tabela 2, encontram-se
os valores de pka's dos acidos empregados no experimento, e 0s numeros em
negrito s&o os pka's que provavelmente diferenciam os perfis das curvas de
titulagdo umas das outras.

Tabela 3. Valores de pka’s dos acidos utilizados nos experimentos[49]

acidos utilizados pkai pka2
Oxélico 1,02 3,60
succinico 3,95 512

As 23 misturas de acido succinico e oxdlico preparadas foram tituladas
em ftriplicata com 250uL de solugdio 0,5 mol L' de NaOH. Os dados de
potenciais foram imediatamente registrados apés a injecdo da base, sendo
necessario um tempo de 420 segundos para cada titulag&o. O volume de NaOH
foi selecionado de forma a garantir um excesso deste reagente na zona de
dispersé&o, produzindo um gradiente de concentragiio de base no sistema. Esta
mistura dispersa na camara foi continuamente bombeada em direg8o ao
detector, produzindo um perfil de variagio de potencial registrado com o tempo.
Posteriormente o valor do potencial retorna lentamente para o valor inicial,
devido a limpeza da cAmara de dispersfo e da cela potenciomsétrica, pela
solugo que contém a mistura dos acidos.

Na Figura 28 encontram-se as curvas de titulagéo obtidas para © conjunto
de 23 misturas de 4cidos fracos, cujas concentragdes foram indicadas na Figura
24. As estimativas do desvio padr&o médio para as triplicatas das curvas de
titulag&o foi de 4 mV.
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Figura 28. Curvas de titulagdo das 23 misturas contendo diferentes concentrages de dcido succinico e
oxalico

Das 23 misturas, 17 foram usadas para ¢ treinamento da rede nevural, & 6
foram utilizadas para verificar a habilidade de previs&o do modelo desenvolvido.

Como ja descrito na introdugao, foram testadas varias estruturas de redes
até atingir o menor erro de previsdo. Também foram alterados outros parémetros
como, a velocidade de freinamento, © momento, e o nimero de ciclos durante o
periodo de treinamento, ou de otimizagBo dos pesos em relagéo aos erros.

Inicialmente foram realizados testes onde os dados de entrada da rede
foram normalizados entre 0 e 1. A normalizagéio & necesséria devido a fungdo de
transferéncia sigmoidal, utilizada na camada intema da rede neural, cujo
intervalo de variacBo esta nesta faixa.

Foram utilizados apenas os 300 ditimos pontos das curvas de titulago,
pois, até os 100 primeiros pontos apresenta-se apenas um excesso de base na
camara. As variagdes de potenciais correspondentes as titulagSes dos acidos,
est&o no final de cada uma das curvas. Estes dados foram utilizados para o
treinamento de uma Rede Neural de 300 neurdnios de entrada, 10 neurdnios na
camada interna, com equacdo de transferéncia sigmoidal, e 1 neurdnio na
camada de saida, com equagéo de transferdncia linear. Foi criado um modelo
diferente, para a determinagdo de cada um dos 4acidos presentes na mistura, ou
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seja, foi treinada uma rede com uma saida para encontrar a concentragio do
acido succinico e uma rede para determinar o acido oxalico.

Para a correg&o dos pesos foi utilizado a Retropopagacéo de Erro. Na
fase de previsfo verificou-se que o modelo criado com 10000 ciclos durante o
treinamento, assim como momento u = 0,95 e velocidade de treinamento n =
0,01, forneceu o melhor resultado para as 6 misturas separadas para a previs3o.
Foram encontrados valores de concentrages com erros relativos meédios de
5,0% para os dois 4cidos determinados. No entanto, a desvantagem de usar
este método de calibragsio seria a necessidade de um tempo maior, para o
processo de treinamento. Este tempo pode variar de 10 a 20 minutos dependo
do numero de neurdnios de entrada e da camada interna. Quanto maior o
nimero de neurdnios na camada interna, maior o tempo gasto no
processamento dos dados. Foi utilizado para os célculos durante o treinamento
da rede neural, o pacote computacional: “Neural Network Toolbox for use with
Matlab”[50].

Com a finalidade de diminuir 0 nimero de dados de entrada, tomando
mais rapido o periodo de treinamento, foi aplicada a analise de componentes
principais nos dados de entrada da rede. Através deste método foi possivel
selecionar as 10 primeiras componentes principais que representam 99,99% da
variancia dos dados. Na Figura 29 encontra-se o grafico dos “scores” da primeira
componente principal versos a segunda componente principal.

Quando aplica-se a PCA nas misturas, & possivel através do grafico dos
‘scores” das duas primeiras componentes principais, realizar uma separagio
destas misturas, em diferentes grupos. Neste caso pode ser verificado que, sio
formados grupos de acordo com a acidez total de cada uma das misturas. Pode
ser notado que as misturas 1 e 23 encontram-se mais afastadas, sendo que a
mistura 1 é a mais diluida de todas e a mistura 23 é a mais concentrada.
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Figura 29 Grifico dos “scores” da primeira componente principal com relagiio a segunda componente
principal

Tambem baseado na Figura 29, foram separadas as 6 misturas para o
conjunto de previsdo. As misturas 2, 6, 10, 13, 18, e 21, mostradas na Figura 24,
foram selecionadas para que todas as faixas de concentragdo fossem
representadas.

Foram selecionadas as 10 primeiras componentes principais, das quais,
foram normalizadas entre 0 e 1, e utilizadas como dados de entrada da rede.
Assim, na camada de entrada foram utilizados 10 neurdnios. Esta primeira
camada foi seguida de uma camada interna ou escondida, no qual foi aplicada
uma fungdo de transferéncia sigmoidal. Na Figura 30 encontra-se um estudo
para a determinagédo da quantidade de neurdnios na camada intema, onde o

numero de neurdnios varia de 1 a 9 e os erros relativos médios para a previsdo
s&o calculados.
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Figura 30 Valores de % erro relativo médio para as 6 amostras, com relagfio ao niamero de newrdnios na
camagda interna (A) Valores para o dcido succinico (B)YValores para o dcido oxdlico

Como saida da rede foi empregada uma camada com um neurdnio,
sendo aplicada uma funcdo de transferéncia linear. O treinamento da rede foi
especifico para a determinagdo da concentragdo de cada um dos Acidos
separadamente, no qual os resultados em termos de concentragdo foram
fornecidos pela ditima camada. A corre¢do dos pesos no periodo de treinamento
foi realizada pela Retropropagagdo dos Erros. Os erros médios relativos ficaram
por volta de 4,3% para o acido succinico quando utilizado 5 neurdnios na
camada interna e 3,6% para o acido oxdlico, quando utilizado 9 neurdnios na
camada interna.

No entanto, ainda em um terceiro meétodo de pré-tratamento de dados,
foram testados como dados de entrada da rede, os valores de tempo
correspondentes aos potenciais das curvas de titulagdo. Isso foi realizado
invertendo a curva de titulagdo para a forma tempo x potencial, no qual, foram
obtidos valores de tempo medidos em intervalos constantes de potenciais [51).
Desta inversdo dos dados resultou uma matriz 23x38, no qual, para as 23
misturas foram selecionados 38 valores de tempo. Foi aplicada a PCA nestas
novas variaveis e selecionadas apenas 3 componentes principais que foram
suficientes para explicar 99,99% da variacia dos dados. Da mesma forma estas
componentes foram normatizadas entre 0 e 1 e utilizadas para a criagdo de um
novo modelo de calibragfio através da rede neural. A estrutura desta nova rede
foi distribuida também em trés camadas: uma camada de entrada com trés
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neurdnios, uma camada interna com 2 neurdnios e uma camada de saida com
um neurdnio. Verificou-se que a utilizagdo de dois neurdnios na camada interna
foi que forneceu o melhor resultado.

Os erros relativos médios encontrados foram de 3,3% para o &cido
succinico e 1,6% para o acido oxalico. Os célculos durante o treinamento foram
realizados com mais eficiéncia e rapidez, através do método de otimizagéo dos
pesos por Marquardt de Levenberg. Este método de otimizagic € indicado
guando um numero menor de variaveis de entrada séo utilizados no processo de
calculo, que neste caso foram empregadas apenas 3 componentes principais.
Uma das vantagens apresentadas por este método & que os resultados s&o
obtidos em questdo de segundos. JA o método de otimizagdo por
Retropropagacédo dos Erros, levaria aproximadamente 10 minutos para cada um
dos varios processos de treinamento, até que fosse alcangcado um resultado
aproximado.

Os valores de Erro Relativo (ER) e 0 Erro Relativo Médio (ERM)
apresentados na Tabela 4, foram calculados por:

ER=((xp - %}/x}100

ERM = Y Z(ER)
n

onde: x, - X; & a diferenga entre o valor previsto e o real, e n é o ndmero total de
misturas, separadas para a previsdo. Pode-se dizer que os erros relativos ndo
s&o sistematicos para nenhum dos acidos estudados.

Nos gréficos da Figura 31 encontram-se as correlagdes entre os valores
reais e 0s previstos, a partir dos modelos criados para ¢ acido succinico e para o
acido oxalico. Pode-se verificar que apresentam uma boa correlagio para ambos
0s acidos determinados.
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Tabela 4. Valores de concentragdes real e previsto para as misturas de acidos succinico e

oxalico e os respectivos erros relativos, obtidos a partir do modelo desenvolvido através
da rede neural.

Acido succinico mol L Acido Oxalico mol L
mistura real previsto ER real previsto ER
1 0,00800 0,00603 X 0,00600 0,00562 29
2 ©0,00700 0,00851 63 0,00800 0,00556 0,2
3 0,00500 0,006515 30 0,00700 0,00682 25
4 0,00800 000778 26 0,00700 0,00706 08
5 0,00800 0,00576 38 0,00800 0,00782 2.1
) 0,00800 6,00818 23 0,00800 0,0085G 07
ERM 33 1.6
0.0085 0.0085
0.0080- P 0.0060+
0.0075- // 0.0085-
0.00701 0.0080
gﬂm‘ . 0.00751
0.0060 » g 0.0070 .
0.0055- 0.0085-
0.0050 / 0.0060+
0.00451 0.00551

0:0048 0.0036 0.0063 0.0070 0.0077 0.0064 0.0056 0.0063 0.0070 0.0077 0.0084 0,001
roed real
A B

Figura 31. (A) Correlagiio entre vaiores reais e previsto para o dcido succinico, 0,97735 (B) acido oxalico,
0,99622,

O método de calibrag&o multivariada por rede neural forneceu um modelo
capaz de prever a concentragdo das 6 misturas separadas para teste. O
processo de treinamento foi satisfatério, a quantidade de ciclos de treinamento
foi suficiente para criar um modelo generalizado e n8o especifico para as
misturas utilizadas no treinamento. Isto pode ser verificado no processo de
previsao quando utilizou-se o modelo obtido, para resolver misturas que n&o
entraram no conjunto de treinamento da rede.

Quando sdo comparados os valores de erros médios relativos obtidos por
tratamento por Redes Neurais, com os valores obtidos pelo PLS, verifica-se que
os valores permanecem na mesma faixa. O acido succinico apresentou um erro
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relativo médio por volta de 1,6% e o acido oxalico erro relativo médio de 2,8%.
Na Tabela 5 encontram-se os valores reais e previstos assim como os erros para
cada mistura, referente a cada um dos acidos, quando utilizado o metodo PLS
para os calculos de concentrag8o. Os dados foram centrados na média e
utitizados 14 componentes principais durante os calculos.

Da mesma forma que nos dados obtidos por modelamento através de
redes neurais, 0s resultados decorrentes do tratamento por PLS, apresentam

boas correlagdes entre os valores reais e 08 previstos, como mostrado na Figura
32.

Tabela 5. Valores de concentracfio real e previsto, para as misturas de acidos succinico e

oxdlico, e os respectivos erros relativos, obtidos a partir do modelo desenvolvido por
PLS.

Acido Succinica mol L Acido Oxafico mol LT

mistura real previsto ER real previsto ER

1 0,00600 000555 06 0,00800 0,00687 2.1

2 0,00700 000711 15 0,00600 000545 20

3 0,00500 0,00511 23 0,00700 0,00702 03

4 0,00800 ©0,00608 10 0,00700 0,00706 038

5 ©0,00600 0,00617 28 0,00800 000782 2,1

6 0,00600 0,00789 a3 0,00000 000022 24

ERM 16 28
0.010-
0.0084] ]

05078 / 0009/ >
8 0.00721 /'/ 0.008 s

; O.MJ - E -
50080 /2/ S 0.007- )
0.00541 /_/ 0.0061

0.0048 1 .
T T T ¥ T ¥ T T T O_E T Y T T T T T T
0.0040 0.0058 0.0083 0.0070 0.0077 0.0084 0.0058 0.0083 0.0070 0.0077 0.0084 0.0091
real real
A B

Figura 32. (A) Correlagiio entre valores reais e previsto para ¢ 4cido succinico, 0,99661 (B) 4cido oxilico,
0,98962
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Pode-se dizer que tanto a calibragdo por Redes Neurais como a
calibrac&o por PLS, forneceram valores de erros razoaveis, se comparados com
os valores da literatura, apresentados anteriormente [29, 31] e as baixas
concentragdes dos acidos nas misturas. Isto porque o sistema é simples, onde

tem-se a titulag&o de misturas comn apenas 2 4cidos fracos, que apresentam
valores de pka’s distantes.

2.3.1.2. Mistura de &cidos fosférico, oxélico e tartarico.

Buscando um sistema mais complexo que contenha acidos fracos com
valores de pka's mais proximos, foram preparadas e tituladas 50 misturas de
acidos fosférico, oxdlico e tartarico. Na Figura 33 encontram-se as médias das

triplicatas das curvas de titulag@io, cuja estimativa do desvio padrio médio foi de
3mv.

-100

potencial,l mv
g & 8

tempo,s

Figura 33. Curvas de titulagfio de 50 misturas contendo diferemies concentracles de 4cido fosfbrico,
oxilico e tartarico

Na Tabela 6, encontram-se os valores de pka's para os trés acidos, no
qual pode-se verificar que a diferenca entre alguns deles, s4c menores gque uma
unidade. Com isto a tarefa da rede neural, assim como, qualquer outro método

quimiométrico aplicado para a criagdo de um modelo de calibragdo, torna-se
mais dificil.
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Tabela 6. Valores de pka’s dos acidos tartarico, oxalico e fosférico, utilizados nos
experimentos[49]

acidos utilizados pkal pka2 pka3
Tartarico 2,69 3,73 .
OxAlico 1,02 3,60 -
fosforico 2,16 7,21 12,32

Inicialmente foi realizade o mesmo procedimento anterior, aplicando-se a
PCA nos dados de potenciais para simplificar o processo de treinamento,
utilizando as componentes principais como dados de entrada. Foram alterados a
velocidade de freinamento, momento, e os métodos de otimizagdo de pesos,
como a retropropagacao dos erros e Marquardt Levenberg. No entanto, n&o foi
possivel obter-se bons resultados, mesmo variando nimero de neurdnios e
quantidade de cicios de treinamento.

Objetivando uma melhor separagio dos diferentes grupos, com diferentes
concentragbes das misturas, foi aplicada a segunda derivada em todas as
curvas de titulagdo. Neste caso foi possivel com este pré-processamento,
verificar a regido onde existe uma maior informag8o a respeito das titulagbes.
Encontrou-se que o intervalo de tempo entre 150 segundos a 340 segundos,
totalizando 290 pontos (ou variaveis), era a regido onde efetivamente ocorreria a
titulacéo dos acidos, como mostrado na Figura 34.

0 50 100 150 200 250 300 350 400
fompo, s
Figura 34. Segunda derivada da matriz de dados contendo 4cido fosforico, oxilico e tartarico
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Em seguida aplicou-se novamente a PCA somente na faixa de interesse,
e foram seiecionadas as 16 primeiras componentes principais. Um gréfico dos
“scores” da primeira componente principal contra a segunda componente
princial, Figura 35, mostra os diferentes agrupamentos das amostras, o que néo
acontecia antes de ter sido aplicado a derivada nos dados. As misturas 20 e 23
encontram-se mais afastadas dos outros grupos, isto porque os agrupamentos
refletem a acidez total das misturas, e estas duas possuem uma acidez total
maior e diferente dos outros grupos. As misturas que apresentam uma acidez
total mais baixa estfio nos dois quadrantes abaixo, e as de acidez mais alta
estdo nos dois quadrantes acima. No entanto, verificou-se que os calculos
realizados com ou sem estas misturas, apresentaram os mesmos resultados.
Isto porque, a rede neural tem como vantagem minimizar efeitos causados por
amostras muito diferentes das demais.

Assim depois de aplicada a segunda derivada e a PCA nos dados de
potenciais, foram entfo separadas 43 misturas, das 50 tituladas, para serem

utilizadas na obtengéo do modelo de calibracsic, e 7 foram separadas para a
previséo,

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Figura 35. Gréfico dos “scores” da primeira componente principal, com relagio a segunda componente
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Verificou-se que néo foi possivel obter bons resultados mesmo variando
numero de neurdnios e diferentes métodos de otimizagdo dos pesos, no qual
foram obtidos erros da ordem de 10% a 20% até mesmo para o acido fosférico.
Isto é devido a complexidade desta mistura, assim foi preciso aplicar um pré-
tratamento nos dados, antes de serem utilizados para a criagéo de um modelo
de calibracio.

Assim como no conjunto de misturas sintéticas anteriores, as varidveis
independentes que antes eram tomados os dados de potenciais apartir das
curvas de titulagéo, também foram invertidas para dados de tempo. Foi obtida
uma matriz 50x35, com 50 misturas e 35 valores de tempo distribuidos nas
colunas da matriz. Destas, foram separadas 7 misturas para validagdo e 43
foram mantidas como misturas de treinamento da rede.

Foi aplicada a PCA na matriz de dados e selecionadas as 4 primeiras
componentes principais, que explicavam 99,99% da variancia dos dados. Estas
foram normalizadas entre 0 e 1 e utilizadas como dados de entrada de uma rede
com 4 neurdnios de entrada, 3 na camada intema e 1 na camada de saida. Na
Tabela 7 e 8 encontram-se os valores de erro relativo, obtidos através do modelo
criado por rede neural e PLS respectivamente.

Tabela 7. Valores de concentragio real e prevista para as misturas de acidos fosforico,
oxilico e tartarico e os respectivos erros quadraticos médios de previsio, obtidos a partir

do modelo desenvolvido por Redes Neurais.

Acido foeférico mol L Acido Onalico mol L™ Acido Tarténco mol L
mistura rea} previsto ER rea} previsto ER real previato ER
1 000803 | 000780 -1.6 000808 | 000591 26,3 $,00600 | 0,00885 47,6

2 000306 | 000415 48 0008 | 000551 313 000006 | 000400 34
3 000 | 000418 56 00,0006 0,00840 <366 00038 | 0,00470 18,9
4 000306 | 000427 | 7.7 001010 001120 10,9 0,00806 | 001042 46
5 0,00800 | 0,008 52 0,00905 0,00885 1141 000086 | 000820 176
& 000386 | 000382 10 000600 | 000650 89 0,00806 | 001087 82
7 0,00600 | 000610 1,5 000866 0,00882 13 000306 | 000554 B9

ERM 39 181 2.2
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Figura 36. (A) Correlacfio entre valores reais ¢ previsto para ¢ 4cido fosférico, 0,99462 (B) Acido oxalico,

0,76324 (C) 4cido tartdrico, 0,88224

Tabela 8. Valores de concentragdo real ¢ prevista para as misturas de acidos fosférico,
oxalico e tartarico e os respectivos erros quadraticos médios de previsdo, obtidos a partir

do modelo desenvolvido por PLS.
Acido foeférico mol L Acido Orallico mol L Acido Tartirico mol L
mistura real previsto ER reed previsto ER reat previsto ER

1 000803 | 000672 | -162 | 000603 | 000453 | -434 | 000600 | 000886 158
2 0,00306 | 0,00463 189 | 00083 | 0,00833 X)) G006 | 0,00065 680
3 0,00006 | 000466 174 | 000006 | 0,00907 64 00030€ | 0,00860 66,9
4 0,00396 | 0,00500 263 | 001010 | 000788 | 219 0,00006 | 001102 107
5 0,00800 | 0,00646 76 000806 | 0,00807 o8 0,00006 | 0,00964 5.1
6 600306 | O,00372 60 000600 | 000527 | 120 | 000806 | 0,00061 34
7 0,00800 | 0,00608 13 000806 | 000728 | -268 000306 | 0,00724 828

ERM 131 17.7 62




Capitulo 2

0075 ]
0.0070
0.0085
0.0080

previsio

0.0045 1
0.0040 1
0.0035 4

0.0055
0.0050

— . . .
0003 D004 0008 0006 0007 0008 0009

A

0.011

0.010 4
g D009 4
0.008 -+

0.007 4

0,008

provisio

0.010

0.006

0.008 -

0.007

0.005

0.004

. — : . :
0008 0008 0007 0008 008 0010 001

Figura 37. (A) Correlac3o entre valores reais e previsto para o 4cido fosfSrico, 0,88576 (B) acido oxilico,

0,70261 (C) 4cido tartarico, 0,92892

Se comparados os erros obtidos por Rede Neural Tabela 7 e Figura 36,

com os obtidos por PLS, observados na Tabela 8 e na Figura 37, verifica-se que
na média ocorre um sensivel aumento do erro a partir do modelo criado por
Rede Neural para o modelo criado por PLS. Mas em geral as correlagdes entre
o valor real e o previsto para o acido fosférico apresentam o melhor resultado.

Note que a inversio dos dados para tempo, ajuda na diferenciago das

curvas de titulagéo melhorando os resultados. Mas ainda assim, n&o foi possivel

boas previsbes para todos os 4cidos.
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2.3.1.3. Misturas de acidos citrico e mélico

Em um terceiro experimento foram preparadas e tiluladas 29 amostras
contendo uma mistura de acido citrico e malico, com faixa de concentragio
préxima & encontrada em sucos de laranja. Com isto, pretendeu-se avaliar a
possibilidade de empregar posteriomente esta metodologia em amostras reais
de suco de laranja. As curvas de titulagio médias s&io mostradas na Figura 38,
sendo que neste caso, a estimativa do desvio padriio médio para cada 3
injecdes da mesma mistura foi de 3 mv.

=
i |

potencial, mv
8

8

8

Figura 38. Curvas de titulagio das 29 misturas contendo diferentes concentragdes de 4cido citrico ¢
malico

Foi inicialmente aplicado a PCA nos dados de potenciais e selecionado
as componentes principais como dados de entrada na rede neural. Das 29
misturas tituladas, 22 foram separadas para serem utilizadas no processo de
treinamento da rede e 7 foram separadas para a previsdo. Como método de
otimizac&o dos pesos durante o treinamento foi utilizado a Retropropagac¢&o dos
Erros. Deste treinamento foram obtidos erros da ordem de 16%.

Buscando melhores resultados, foi realizada a inversdo dos dados de

potenciais para dados de tempo, como nos experimentos anteriores, obtendo-se
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uma matriz de dados de 29x36, no qual foram selecionados 36 valores de
tempos para cada uma das 29 misturas. Depois da inversdo dos dados aplicou-
se a PCA, das quais resuitaram em 3 componentes principais necessarias para
explicar 99,99% do modelo. Na Figura 39 encontram-se 0s “scores” da primeira
componente principal versos a segunda componente principal.

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Figura 39. Grifico dos “scores” da primeira componente principal em relagio a segunda componenie
principal.

Como pode ser verificado as misturas estio agrupadas em cinco grupos,
conforme as concentracbes em termos da acidez total. As componentes
principais foram normalizadas entre 0 e 1 e utilizadas como entrada na rede
neural. A estrutura da Rede Neural otimizada foi de 3 neurdnios na camada de
entrada, 2 na camada interna e 1 na camada de saida. As fungbes de
transferéncia foram a sigmoidal e a linear, na camada interna e na ultima
camada, respectivamente. No processo de treinamento foi utilizado como
meétodo de otimizagdo dos pesos Marquardt Levenberg. Verificou-se erros
relativos médios por volta de 1,8% para o acido citrico e de 11,4% para o acido
malico, como mostrado na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de concentragdo real e prevista para 7 misturas de acidos citrico e

malico e os respectivos erros obtidos por redes neurais

Acido citrico mot LT Acido mékico mol L
mistura real previsto ER real previsto ER

1 0,0660 0,0857 D5 00077 0,0072 70
2 00,0460 00,0458 05 00,0064 0,0080 163
3 0,06680 0,0666 0% 0,0068 0,0085 148
4 0,0880 0,0888 28 0,0085 C.0085 05
5 0,0480 00434 5,5 00104 00,0080 166
B 0,0880 0,0851 <10 oMo0 01,0080 113
7 0.0660 0,053 10D 00111 0.0008 129

ERM 18 114
01%
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Figura 40, Valoresdecomlagﬁopamosﬂcidosd&imeméﬁm,mﬂizandoamdenemal,comométodode
calibraciio (A) Correlaglio para o 4cido citrico 0,99813 (B) Correlag#io para o 4cido malico 0,90191

Ao verificar a correlagio dos dados obtidos com os dados reais, na
Figura 40, observa-se que estas sfo muito boas para o acido citrico e razoaveis
para o acido madlico. Isto se deve ao fato do &cido malico estar a uma
concentragéo dez vezes mais baixa em relagdo ao 4cido citrico e também tem
seus valores de pka's muito préximos, dificultando sua resolugao. Os valores de
pka’s destes dois acidos podem ser verificados na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores de pka’s dos acidos utilizados nos experimentos(49]

acidos utilizados pkai pka2 pka3
Maélico 3,10 4,50 -
Citrico 2,80 4,10 5,30

Foi aplicado em seguida o PLS, utilizando as mesmas 22 misturas
utilizadas no treinamento da rede, para a criag&o do modelo e 7 amostras para a
previsdo, resultando em erros médios relativos para o Acido citrico de 12,1% e
de 7,7% para o &cido malico. Na Tabela 11 apresentam-se os valores reais,
previstos e os erros de cada mistura.

Tabela 11. Valores de concentragéio real e prevista para as 7 misturas de acidos citrico e

malico e os respectivos erros obtidos por PLS.

Acido citrico mol LT Ackio mélico mol LT

mistura real previsto ER roal previsto ER
1 0,0880 0,076 159 00077 0.0057 203
2 0,0460 00576 25,1 06,0004 0,0079 a7
3 0,0860 0,0600 58 06,0088 0,0087 27
4 0,0080 0,0062 02 6,0085 0,0086 133
5 00460 00525 140 0.0104 0,0082 25
6 0,0680 0,0811 57 0,0100 0,0004 49
7 0,0660 0,077 180 0,011 0,0080 85

ERM 121 7.7

As correlagbes encontradas entre os valores reais e previsto para as 7
misturas de previsdo utilizando o PLS, apresentam-se mais baixas, mas
bastante préximas das encontradas anteriormente. Os vaiores s&o:

+ Correlagso entre valores reais e previsto para o &cidos citrico, 0,95391
s Correlagao entre valores reais e previsto para o acido mélico, 0,80316

Assim pode-se dizer que, como no caso anterior, que se trata de misturas
de 4cidos fracos, que envolvem valores de pka’s proximos, tanto a Rede Neural
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como o PLS, produzem resuitados n&o muito satisfatorios. E o 4cido fosférico no
sistema anterior assim como o Acido citrico no atual conjunto, que possuem
valores de pka's mais distantes, fomecem os melhores resultados.

2.3.1.4. Determinagéo da concentragio de &cido citrico e malico em
amostras de suco de laranja.

Neste experimento foram preparadas e tiluladas 64 misturas contendo
acido citrico, malico e cloridrico. As faixas de concentragbes escolhidas para o
acido citrico @ malico foram préximas as encontradas em amostras de suco de
laranja, de forma a possibilitar o emprego destas misturas, como conjunto de
calibrag80 de amostras reais de suco. A concentragdo do &cido citrico pode
variar entre 50 - 90% da acidez total do suco de laranja [52), dependendo da
época da cotheita. Ja o 4cido mélico & encontrado a uma faixa de concentrac&o
de 5 a 10 vezes menor que o citrico. Outros &cidos organicos também estio
presentes, como o acido oxdlico, quininico, tartérico, ascérbico, fumaérico,
succinico, propidnico. Na Tabela 12 encontram-se os valores dos pka's dos
acidos citrico € malico.

Foram fituladas 17 amostras de suco de laranja, que inicialmente
sofreram um pré-processamento, conforme © procedimento descrito
anteriormente. Este procedimento foi realizado, para separar 0s 4&cidos
organicos presentes no suco. Duas amostras sintéticas, com concentragbes de
5,0x10° mol L™ em &cido citrico e 2,1x10° mol L em 4cido mélico, também
sofreram o mesmo pré-tratamento das amostras de suco de laranja.

O pré-processamento realizado consistiu em precipitar os Aacidos
orgénicos com BaCl; em meio alcoblico e posteriormente dissolvé-los com agua
e adicionar um excesso de acido cloridrico conhecido. Este dltimo foi utilizado
para protonar os 4cidos citrico e mélico, precipitados na forma de citrato de
bério e malato de bério, que foram separados do suco de laranja.

Em todas as misturas sintéticas preparadas para serem utilizadas no
treinamento da Rede Neural, foi adicionado o &cido cloridrico, em faixas de
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concentragdes proximas dos valores adicionados em excesso nas amostras de
suco. Isto foi necessario, porque o 4cido cloridrico quando adicionado em
excesso nas amostras, para protonar os acidos precipitados, passou a ser uma
componente a mais a ser determinada, sendo somado na acidez total do
sistema titulado.

Na Figura 41, s8o mostradas as curvas de titulagdo, sendo que a
estimativa do desvio padrdo médio para cada 2 inje¢bes, foi de 3 mV.

potencial, mvV

. A L & 'l A L . 1
0 50 100 150 200 250 00

tempo, s

Figura 41. Curvas de titulag3o das 64 misturas contendo diferentes concentragdes de 4cido citrico, mélico
e cloridrico, mais as 17 amostras de suco de laranja e 2 amostras sintéticas preparadas, através do mesmo
procedimento utilizade nas amostras de suco.

Foi necessario a aplicagdo da segunda derivada nas misturas acidas e
nas amostras de suco para uma melhor separagsio das curvas de titulag3o,
devido a complexidade do sistema. Foram selecionados os pontos entre 130 e
250 segundos, que correspondem & regi&o onde ocorre a titulagdo dos &cidos,
como mostrado na Figura 42.

Também foi aplicado a PCA, resultando num total de 21 componentes
principais necessarias para explicar 99,99% da varidncia dos dados. No
entanto, ao utilizar estas componentes principais como valores de entrada na

Rede Neural, ndo foi possivel uma boa correlagdo entre o valor real e o
previsto.
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28. derivada
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Figura 42. Segunda derivada da matriz de dados contendo as misturas sintéticas e as amostras de suco

O gréfico dos “scores” da primeira componente principal em fun¢&o da
segunda componente principal, Figura 43, mostra que as misturas de
calibracfo, estfo distribuidas ao redor das amostras de suco, que estdo
agrupadas na regifio central da figura. Duas amostras sintéticas preparadas da
mesma forma que as amostras de suco, também encontram-se nesta mesma
regiéo central, ou seja, mais préximas da regi&o onde se encontram as amostras
de suco. Isto se deve ao fato de que, assim como nos gréficos dos “scores”
anteriores, as amostras séo agrupadas obedecendo a acidez total de cada uma
delas. Nas amostras de suco e nas duas amostras sintéticas, precipitadas com
BaCl. , foram adicionados um mesmo excesso de HCI. Isto acaba diferenciando-
as do restante das misturas sintéticas, que em termos de acidez total
apresentam-se diferentes.

Para que todas as misturas sintéticas empregadas na calibragso,
permanecessem na mesma regido central, junto com as amostras de suco, a

acidez total de todas deveriam ser a mesma, ou pelo menos muito préximas.
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Figura 43 Grifico dos “scores™ da primeira componente principal com relagio a segunda componente

Foi utilizado como dados de entrada as 21 primeiras componentes
principais normalizadas entre 0 e 1 e variandos o nimero de neurénios na
camada interna, ndmero de ciclos e processo de otimizacdo dos pesos. No
entanto, nenhum dos resultados apresentaram erros de previs&o satisfatorios.
Assim optou-se por realizar a invers&o dos dados de potenciais, obtendo-se os
correspondentes dados de tempo.

Depois de realizada a inversdo dos dados de potenciais, para dados de
tempo e aplicada novamente a PCA, foram selecionadas 4 componentes
principais. Estas foram utilizadas em uma rede com quatro neurdnios de
entrada, 3 neurdnios na camada interna com equacio de transferdncia
sigmoidal e 1 neurdnio na camada de saida com equagio de transferéncia
linear. A Rede Neural fomeceu um modelo capaz de prever a concentragdo de 7
misturas acidas separadas para previsdo, mais uma amostra sintética preparada
da mesma forma que o suco de laranja, de forma satisfatoria. Como pode ser
verificado nos graficos, das Figuras 44, 45 e 46 as misturas &cidas e a amostra

sintética (8 primeiros pontos), apresentam uma boa correspondéncia com o
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valor real. Ja as amostras de sucos (os Ultimos 17 pontos seguintes)
apresentam-se mais distantes do valor real.
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Figura 44 Representacfio dos valores previsto e o real para o 4cido citrico das 8 misturas sintéticas ¢ as 17
amostras de suco
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Figura 45 Representaclio dos valores previsto ¢ o real para o 4cido mélico das 8 misturas sintéticas e as 17
amostras de suco
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Figura 46 Representacio dos valores previsto ¢ o real para o 4cido cloridrico das 8 misturas sintéticas e as
17 amostras de suco

Verificando-se os valores de correlacdo, mostrados na Tabela 12, e na
Figura 47, constata-se que estes valores sdo bastante satisfatorios. Os valores
de erros relativos médios foram de 4,4% para o &cido citrico, 7,1% para o0 malico
e 8,2% para o cloridrico.

Tabela 12. Valores de concentragfio real e previsto, a partir do tratamento de dados por
rede neural, para as 7 misturas sintéticas de 4cidos citrico, mélico e cloridrico e uma

amostra sintética precipitada da mesma forma que o suco de laranja.
Acido citrico mol L Acido mélico mol L™ Acido cloridrico mol L™
mistura real | previsto ER reel previsto ER Teal previsto | ER
000403 | 000386 | 40 | 000137 | 00042 | 42 | om321 | 001318 | 02
000463 | 000447 | 32 | O0ODGG | 000083 | 67 | OOI0B6 | 00106 | 36
000524 | 000612 | 21 | 000137 | 000148 | B8 | 000848 | 000844 | 05
000644 | 000688 | 7. | 000137 | 000131 | 41 | O0O6S | 000461 | 252
000463 | 000437 | 55 | 000210 | 000207 | 1,1 | 000840 | 00081 | 61
000524 | 000478 | 87 | 0OOI37 | 000137 | 08 | 001085 | 00IES | -Of
00084 | 000584 | O | 000242 | 000206 | -149 | O0COB8 | 000431 | 17,1
sintétical | 0,00504 | 0.00525 43 | 000210 | 000175 | -164 | 000860 | 000819 | 127
ERM 44 74 82

=~y | th| A} W} M| =
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Figura 47. Correlagad para os dcidos nas misturas sintéticas (A) dcido citrico 0,96751 (B) dcido mdlico
0,95926 (C) acido cloridrico 0,99162

Os erros para os acidos apresentam valores razodveis, se considerada a
complexidade da resolucdo das curvas de titulagdo e a prépria concentragéo
dos acidos em solugdo. Para o 4cido cloridrico por exemplo, as duas solugtes
com concentragbes mais baixas, apresentaram valores de erros mais altos.

Na Tabela 13 e 14 foram tomados como valores reais, 0s resultados a
partir de andlise por CLAE. Os 10 primeiros valores foram fornecidos pela
Citrossuco (na Tabela13 e 14 citros), dos quais foram obtidos nas andlises de
rotina da empresa, e os 7 seguintes foram valores obtidos em nossos
laboratérios (na Tabelat3 e 14 UNIC). Os erros relativos médios, por rede
neural foram de 11,9% para 0 &cido citrico, 25,2% para 0 mélico e 22,1% para o
cloridrico. E por PLS foram de 6,9% para 0 &cido citrico, 19,7% para o malico e
7.6% para o cloridrico.
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Tabela 13. Valores de concentragiio real e prevista para as amostras de suco de laranja em
termos de acido citrico, mélico e cloridrico e 0s respectivos erros relativos, a partir de

tratamento de dados por rede neural.

Acido cftrico mol L' Acido malico mol LT Ecido clorkdrico mol L7
amostra real previsto ER reat previeo | ER real previeto ER
citros | 000422 | 000437 37 000110 | 000188 | 56,2 | 001206 | 000801 12
ciros 000465 | 000484 01 00M19 | 000152 | 280 | 001077 | 0,00064 31
citros 000474 | 000544 149 | 000110 | 000143 | 208 | 001140 | 001083 | 175
ckros 00045 | 000555 122 | 00027 | OON7S | 41,1 | 001061 | 001229 32
citros 000430 | 000800 245 | 000127 | 000183 | 448 | 001079 | 000846 | 404
citros 000463 | 0,00600 27 | 000134 | 000151 | 132 | 001943 | 000676 | 468
ciiros | 000468 | 000502 265 | 000119 | 000128 | 911 | 001156 | 00082 | 410
cros | 000463 | 000517 118 | 000127 | 000158 | 248 | 0DOT1S7 | 000840 89
citros 000453 | 0,00463 23 000112 | OODI7S | 564 | 001217 | 001146 | -12,2
citros 000485 | 000620 5.9 000119 | 000157 | 325 | 001077 | 000842 41
UNIC 000812 | 000008 14 | 00183 | 000196 | 75 | 000988 | 000782 84
UNIC 000648 | 000652 08 000157 | D067 | 67 | 000842 | 000074 | 1586
UNIC 000666 | 000655 53 000153 | 000182 | 192 | 00070 | o00/™4 | 224
UNIC 000600 | 000554 89 | 000188 | 000183 | -22 | 000587 | 000888 | 512
UNIC 000505 | 000505 0.1 000196 | 000152 | -220 | 000623 | 000886 | -18.1
UNIC | 000463 | 0,00803 02 | 0063 | 000217 | 334 | 001085 | 000888 | 81,2
UNIC 000458 | O067a 249 | 000180 | 000167 | B8 | 001083 | 001076 | -193
ERM 19 52 221

Tabela 14. Valores de concentragio real e prevista para as misturas sintéticas de acidos
citrico, malico e cloridrico € os respectivos erros quadraticos médios de previsio, obtidos
a partir do modelo desenvolvido por PLS.

Acido citrico mof L™ Acido mélico mol L Acklo cloridrico mol LT
mistura real previsto | ER real previsto ER reed previsto ER
000403 | 000375 | 69 | 000137 | 000168 | 213 | 001321 | oO12enMe | 22
000483 | 000426 | -78 | 000080 | 000128 | 284 | 001085 | 0010062 | 10
000524 | 000SD6 | -32 | O0MM37 | 000140 | 24 | 00084 | QO0S009 [ 61
000844 | 000800 | 53 | 00m37 | 000180 | 386 | 00088 | 0008788 29
00043 | 0005065 [ o1 000210 | 0,00160 | 23,4 | 000840 | 0008014 | -45
000524 | 000464 | 55 [ 000127 | 00M26 | 76 | 001085 | 01801 o6
000584 [ 000567 | -28 | 0oo2a2 | 000210 | 430 | 000388 | 0004825 | 2586
sintétical 000504 | 000578 | 143 | 000210 | 00082 | 227 | 00088G | ©.00791 £9

ERM 89 18,7 76

~i| ;] N} | W N} =
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Se forem comparados os resultados obtidos por Rede Neural, com os
obtidos por PLS, verifica-se que os valores de erros relativos passam a ser um
pouco maiores principalmente para o &cido malico, como observado nas
Talebas 14 e 15. Confirma-se assim a dificuildade em fornecer uma boa
resolucdo, quando os dados apresentam valores de pka's muito proximos.

As correlagdes encontradas entre os valores reais e previsto para as 7
misturas e uma amostra sintética, separadas para a previsdo, no PLS,
apresentam-se mas baixas das encontradas por Rede Neural. Os valores s&o;

+ Correlagio entre valores reais e previsto para o acido citrico, 0,8507
« Correlagéo entre valores reais e previsto para o acido malico, 0,61608
o Correlagdo entre valores reais e previsto para o acido cloridrico, 0,98079

Tabela 15. Valores de concentragio real e prevista para as amostras de suco e os
respectivos erros quadraticos médios de previsdio, obtidos a partir do modelo desenvolvido
por PLS,

Acido citrico mol L™ Acido mdlico mol L™ Acido cloridrico mol L™
moetra real previsto ER real previsio ER Teal previsto ER
ciiros 000422 | 000457 83 00019 | 000083 | -21,7 | 001206 o2 03
citros 000406 | 0.00409 03 000119 | O3S 138 | 001077 0.01054 -21
citroe 000474 | 0.00E5E 174 000119 | C.OME0 800 | 001140 0.00702 -3B3
citroe 000485 | 000658 130 0027 | o003 a78 | 001061 000680 358
citros 0,00489 | 0.00828 285 000127 | 000263 | 1072 | OOMO79 0.00088 -840
citros
citros
citros
citros
citros

000463 | 000612 s 000134 | 000232 34 | 001143 0.00421 £31
000468 | 0.00610 04 000119 | 000218 838 | 01158 0.00446 61,4
000453 | 000618 119 00M27 | 000132 46 o157 001062 81
000453 | 000483 88 00012 | CO15 31 o217 0142 55
000405 | 0.0054 78 000119 000170 45 | 001077 0.00021 -144
UNIC 000612 | 0.00633 35 00083 | 000248 %,7 | 00058 0.00084 56
UNIC 000548 | 0.00608 11,0 00057 | 000182 164 | 000842 0.00628 255
UNIC 000565 | 0.00683 210 000153 | 001680 50 0,00756 0.00481 42
UNIC 0008028 | 000617 1.4 oo0oee | 00Meo 6,1 0,00857 0.00652 92
UNIC 00085 | 0.006837 74 G.00196 0.00193 12 000623 0.00483 =208
UNIC 000453 | COO707 52,7 o003 | 000218 240 | 001085 0.00248 -T7A
UNIC 000450 | 000635 384 000180 | OOM4e | -167 | 001063 0.00628 08
ERM 173 36,1 320
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Com o objetivo de esclarecer o fato de néo ter sido possivel obter bons
resultados para as amostras de suco de laranja, foram preparadas algumas
amostras de suco, da mesma forma que aquelas tituladas no sistema EIA.
Inicialmente estas amostras foram precipitadas com BACI,, diluidas, e entfo
adicionado um excesso de &cido cloridrico. Em seguida foram filtradas e
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para avaliar se
na mistura havia além dos 4cidos citrico e malico, outros acidos presentes. Na
Figura 48 tem-se um cromatograma de uma das amostras analisadas.
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ngraw.Picoscromatogréﬁcosdcumadasamosuasdesuooanalisadas, no qual inicialmente foi
precipitada com BaCl, em meio alcoolico, dissolvida em agua deionizada na presenca de HCl e filtrada.
Posteriomente foi injetada em um CLAFE, com uma coluna 25¢m x 4,6mm; fase mével o tampio fosfato
0,2 mol L™ a pH 2,4; velocidade do fluxo 1,0 mL.min; detector UV a 214nm.

O primeiro pico mais intenso que aparece, com tempo de retengdo (TR)
igual a 2,30, é de um acido desconhecido, o segundo, TR 3,13, também se
desconhece. O tercsiro pico é do 4cido malico, TR 3,52, e o tltimo pico é o do
acido citrico, TR 5,09.

Nas Figuras 49 e 50 encontram-se dois cromatogramas, obtidos de
amostras de suco de laranja sem a precipitagdo com BaCl, O primeiro
cromatograma € resultante da literatura [53], e o segundo é resultante de



Capitulo 2 : _Resultados e Discussiio 75

andlises obtidas em nossos laboratérios. Pode-se verificar no cromatograma da
Figura 49, muitos outros picos, dos quais o pico de n®1 corresponde ao acido
oxdlico, n°.2 ao 4cido quininico, n® 3 &cido tartarico, n° 4 acido malico, n° 5 Acido
isocitrico, n° 6 acido deconhecido, n® 7 4cido ascérbico, n° 8 Acido citrico, n° 9
acido fumarico e n°10 &cido succinico.

Int. de pico (UV 214 nm)

Tempo de Retengao / min

Figura 49.Picos cromatograficos de uma amostras de suco da literatura, injetada em um CLAE, com uma

coluna 25¢m x 4,6mm; fase mével o tampdio fosfato 0,2 mol L™ a pH 2,8; velocidade do fluxo 0,7 mL.min
!; detector UV a 214nm.

Na Figura 50, onde encontra-se o cromatograma de uma das amostras
de suco analisadas em nosso laboratério, verifica-se que n&o foi possivel uma
boa resolugéo de todos os dcidos presentes no suco. No entanto, pode-se
verificar a presenca do &cido mélico no TR 4,10, e o seu isdmero, Acido
fumarico no TR 6,66, o &cido ascérbico que nio foi nosso objetivo analisar, mas
que provavelmente aparece no TR 4,44, e o Acido citrico que aparece no TR
6,04. Verifica-se experimentalmente que o acido mélico realmente encontra-se
em uma faixa de concentragdo bastante baixa nas amostras de suco com que
trabalhamos, em relag@o ao 4cido citrico, dificultando assim sua resolugio.
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Int. de pico (UV 214 nm)

Tempo de Reten¢do / min

Figura 30.Picos cromatogrificos de uma das amostras de suco analisadas, no qual foi centrifugada ¢
injetada em um CLAE, com uma coluna 25¢m x 4,6mm; fase mével o tampéo fosfato 0,2 mol L™ a pH
2,4; velocidade do fluxo 1,0 mE.min™; detector UV a 214nm.

Desta forma pode-se atribuir os erros nos resultados, & presenga de
algum destes &cidos nas amostras precipitadas, ocorrendo uma modificagdo do
perfil das curvas de titulacdo. Estes Acidos causam uma maior interferdncia nos
resultados do &cido malico, porque estes aparecem em uma faixa de
concentracéo bem proxima da faixa de concentragéo do acido mélico. O 4cido
cloridrico, como pode ser observado, apresenta valores de erros
sistematicamente negativos. Provavelmente isso é devido também a essa
interferéncia, pois, o valor interpretado como excesso para o 4cido cloridrico,
pode ter sido utilizado para protonar os demais &cidos presentes na amostra,
que ndo foram considerados na acidez total.
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Conclusiao

Pode-se dizer que a preparacgido do filme de dxido de crémio sobre a
superficie do eletrodo, &€ uma das fases mais importantes para a obtengéo de um
eletrodo estavel, reprodutivel e com sensibilidade adequada para ser utilizado
nas medidas de pH. Este filme deve apresentar uma superficie regular quanto a
sua propriedade fisica, podendo-se assim garantir uma troca dindmica das
espécies envolvidas no processo de medida, durante a passagem do fluxo.

O modelo de cela de fluxo com o eletrodo de referéncia acoplado ao
eletrodo indicador planar, forneceu uma melhor relagéo sinal/ruido e portanto,
mais apropriado para a realizagio das medidas.

Com relagao as titulagdes potenciométricas de misturas de acidos fracos,
observou-se que o primeiro conjunto de amostras {(acido succinico e oxalico)
apresentou as melhores previsbes e para sistemas mais complexos, como
misturas de trés acidos fracos com valores de pka's muito préximos, fica muito
mais dificil um modelamento.

Os resultados encontrados para as amostras de suco, quanto a
determinagao do acido citrico, mostraram-se melhores que para o acido malico e
acido cloridrico. Isto se deve provavelmente a presen¢a de outros acidos na
amostra que devem estar interferindo na criagido do modelo. Esta interferéncia é
maior na determinag&o do acide malico, cuja concentragdo é muito menor que a
do acido citrico. Isto pode ser confirmado pelo fato de apenas as misturas
sintéticas, que ndo apresentam outros acidos na mistura, terem apresentado
bons resultados.

Quanto a calibragdo por rede neural, para as amostras de suco, também
mostrou-se superior ao PLS, como pode ser verificado pelos resultados de
correlagéo entre o valor de referéncia e o valor encontrado pela rede neural.

Como conclusdo final deste trabalho, foi verificado o potencial que se
apresenia na jungao de métodos de calibragdo multivariada nao linear, como as
redes neurais, com sistemas automaticos baseados na analise por inje¢cdo em
fluxo. Talvez uma das principais dificuldades apresentadas na utilizag&o desses

77
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métodos quimiométricos, seria a necessidade de realizacdo de um grande
nimero de titulagdes para a construgdo do modelo. Esta dificuldade foi
prontamente contornada pela realizacio de titulagdes automaticas, de maneira
rapida e com pouco gasto de reagentes.

78
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Apéndicel
Sistema de Interfaceamento

O sistema de comunicagdo entre o microcomputador e o potenciémetro
utiliza uma interface paralela de 8 bits, operando de modo assincrono, modelo
PCL-711S (American Advantech), sendo instalada diretamente no conector de
expanséo (‘slot’) do microcomputador. Esta interface possui um conversor
analégico/digital (A/D) de 12 bits contendo 8 entradas independentes, um
conversor digital/anal6gico (D/A) de 12 bits, 16 entradas e 16 saidas digitais
compativel com modo TTL de operacéo.

A leitura do potencidmetro é feita através de sua saida analégica (saida
para registrador potenciométrico), a qual foi conectada diretamente a primeira
entrada do conversor A/D, através de um cabo coaxial de 50 Q para diminuir
interferéncia provenientes do ambiente de trabalho.

O sistema FIA desenvolvido pode operar com injetor do tipo manual e
automatico. Em ambos os casos, foi utilizado uma fonte de alimentagio
simétrica de + 12 V, construida no préprio laboratério, a qual se destina a
alimentagdo dos dispositivos elétricos/eletronicos que controlam o modo de
injec&io manual e automatico. Além disso, esta fonte assegura que n#o ocorra
danos a fonte de alimentagfio do préprio microcomputador e a placa de
interfaceamento, devido a uma drenagem excessiva de corrente.

O modo de operag&o manual utiliza um injetor de acrilico, no qual foi
adaptado um sensor 6ptico modelo PCST-2103 que tem como fungéo enviar
para o computador, através da interface, um sinal loégico indicando se o injetor
esta na posigdo de amostragem ou de injegdo. A Figura 1, mostra o esquema do
injetor e o circuito eletrdnico empregado para gerar o sinal légico de controle.



Apéndicel 86

“ Sensor 6ptico

Carregador
Amostra - —
(@
“ Sensor 6ptico
l
Camegador —] —
Amostra — —
(b)
12V Para entrada digital (PCL-711B)
1K
yA 5V
Sensor optico =

(c)

Figura 1. Sistema de injecdo manual. (a) Injetor na posigio de amostragem. (b) Injetor na
posigdo de Inje¢do. (c) Circuito eletrénico.

Descri¢éo do programa computacional

O programa desenvolvido para controle e aquisicdo dos dados do sistema
FIA, foi escrito utilizando-se a linguagem Visual Basic 3.0.
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A linguagem Visual Basic possui uma programacao orientada por objeto,
tornando o desenvolvimento do programa muito mais simples e rapido. Além
disso, a janela de trabalho, mostrada na Figura 2, segue o mesmo padréo de
operagio empregado pelos diversos aplicativos que trabalham no ambiente
Windows, facilitando a compreensio e operagéo do programa por qualquer
usuario.

O programa foi desenvolvido com o propdsito de poder ser aplicado tanto
a sistemas de Andlise por Injegsio em Fluxo utilizando injetores manuais como
também injetores automaticos.

Como pode ser observado na Figura 2, o programa permite ao usudrio o
controle de diferentes parametros, sendo alguns referentes a parte gréfica, tais
como, sele¢éo prévia da escala do gréfico e outros destinados ao controle do
sistema em fluxo, como, tempo de amostragem e injec&o, tempo de espera para
iniciar a leitura de dados provenientes do potencibmetro, nimero de leitura,
leituras médias de dados, nimero de amostras e replicatas. Todos estes
parametros foram implementados no sentido de tornar o programa mais flexivel
e permitir ao usudrio um controle mais efetivo sobre o sistema FIA. O programa,
possui ainda, um arquivo de seguranca, o qual, atmazena automaticamente, os
dados referentes a dGltima anélise, evitando, desta forma, que possa ocorrer
perdas de dados devido a queda de energia ou outro fator que possa resultar
em perda de comunicago entre o computador e o sistema em fluxo.
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Figura 2. Janela de trabalho do programa desenvolvido para o controle e aquisicdo de dados do
sistema potenciométrico em fluxo.

Os fiagramas obtidos com o sistema desenvolvido, sdo apresentados ao
usuario sob a forma gréfica e os dados obtidos podem também ser
armazenados em disco sob a formatagdo do tipo ASCIl. Este formato foi
escolhido pois permite a manipulagéo dos dados em diferentes aplicativos que
trabalham em ambiente Windows, como também, pelo programa MatLab.



