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RESUMO

DETERMINACAO SIMULTANEA DE  PESTICIDAS
UTILIZANDO METODOS ELETROANALITICOS E
METODOS QUIMIOMETRICOS.

Este trabalho descreve a determinacdo simultinea dos pesticidas
paraquat e diquat utilizando técnicas eletroanaliticas acopladas com métodos
quimiométricos. Embora estes dois pesticidas possam ser facilmente determinados
em nivel de traco, o mesmo ndo se aplica a mistura devido a uma grande
sobreposicao dos picos voltamétricos. Por esta razao, tornou-se necessdrio tratar os
dados obtidos por voltametria de onda quadrada com métodos quimiométricos que
utilizassem ndo os picos de corrente, mas sim todos os pontos do voltamograma.
Em uma primeira etapa de trabalho, foram otimizados os parametros voltamétricos
da técnica, isto é, a frequéncia do pulso, sua amplitude e o incremento de
potenciais, utilizando o planejamento de experimentos. Nesta etapa, para cada
analito foram utilizados como resposta a corrente de pico, i,, € a primeira
componente principal, PC1. Ambos os procedimentos de andlise mostraram que a
frequéncia do pulso, sua amplitude e o efeito cruzado destas varidveis tém efeito
significativo sobre a resposta do sistema ( i, ou PC1). Em uma segunda etapa, o
efeito das varidveis mais significativas foram estudadas através da superficie de
resposta, que empregou um planejamento CCD (do inglés central composite
design) otimizado. Foi entdo construido um modelo empirico que correlaciona a
resposta ( i, ou PCs) com as varidveis estudadas. As condi¢des otimas encontradas
para obter a melhor resposta voltamétrica foram frequéncia 170s', amplitude 40
mV e incremento de varredura de 2 mV . Finalmente, em uma terceira etapa de
trabalho, foi realizada a andlise da mistura do paraquat e diquat, aplicando os
parametros otimizados e transformando os voltamogramas para o espaco das

componentes principais. A quantificacdo da mistura dos pesticidas foi realizada



utilizando a Regressdo Parcial dos Minimos Quadrados, PLS. Os modelos
construidos obtiveram um RMSEP de 1,39 para o paraquat e 2,22 para o diquat e
coeficientes de correlacdo maiores do que 0,99, o que demonstra a utilidade da

metodologia utilizada.
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ABSTRACT

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF PESTICIDES USED
ELECTROANALYTICAL METHODS AND CHEMOMETRI
METHODS.

This paper describes the simultaneous determination of the pesticides paraquat
and diquat using electroanalytical techniques coupled with chemometric
methods. Although these two pesticides can be easily determined in trace levels,
the same does not apply to mix due to a large overlap of the voltammetric peaks.
For this reason it became necessary to treat the data obtained by square wave
voltammetry with chemometric methods that used no current peaks, but all
points of the voltammogram. In a first stage of work, the parameters were
optimized voltammetric technique, the frequency of the pulse, amplitude and
increased potential for using the design of experiments. In this step, for each
analyte were used as a response to peak current, 1,, and the first principal
component, PC1. Both analysis procedures showed that the frequency of the
pulse amplitude and the cross effect of these variables has a significant effect on
the response of the system (i, or PC1). In a second step, the effect of the most
significant variables were studied by response surface, which employed a
planning CCD (central composite design of English) was optimized. It was then
built an empirical model that correlates the response (i, or PCs) with the
variables studied. The optimum values to obtain the best voltammetric response
was frequency 170 s, amplitude 40 mV and scan increment of 2 mV. Finally, in
a third stage of labor was performed to analyze the mixture of paraquat and
diquat, applying the optimized parameters and transforming the voltammograms
for the space of principal components. The quantification of the mixture of

pesticides was performed using the Partial Least Squares Regression, PLS. The
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models developed had a RMSEP, 1,39 and 2,22 for paraquat and diquat for the
correlation coefficients greater than 0.99, which demonstrates the efficiency of

the methodology used.
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INTRODUCAO

Atualmente, hd uma grande necessidade mundial em aliar o
aumento da producdo de alimentos com a escassez de terras agriculturaveis. E,
como consequéncia, € cada vez maior a aplicacdo de pesticidas como a principal
forma do controle de pragas na agricultura.

Segundo a ANVISA, o mercado brasileiro de pesticidas € o maior
do mundo, com 107 empresas aptas a registrar produtos. Isso, por sua vez,
corresponde a 16% do mercado mundial. Além disso, o pais ocupa a sexta
posicdo na importagdo de pesticidas'. Estes agentes de controle de pragas sdo
substincias ou mistura de substincias que t€m a finalidade de prevenir a a¢do ou
destruir direta ou indiretamente insetos, acaros, roedores, ervas daninhas,
bactérias e outras formas de vida animal ou vegetal que prejudicam a lavoura®.
Os pesticidas também podem ser utilizados nas etapas de armazenamento e
transporte dos alimentos.

Buscando a minimizagdo dos efeitos negativos no ambiente, existe
a necessidade de métodos de monitoramento e quantificagdo, tanto no ambiente
terrestre como no aqudtico. E importante frisar que estes dltimos sdo os
principais reservatorios dos residuos agricolas. Neste contexto, o estudo de
diversos métodos de analise, tais como a cromatografia3, espectrometria4,
eletroanaliticos’ vém sendo amplamente empregados na quantificacio destes
compostos.

Tradicionalmente, o método mais utilizado para andlise de
pesticidas € a cromatografia, uma vez que esta técnica € relativamente ripida.
Por outro lado, sdo necessarias vdrias etapas de pré-tratamento das amostras,
além de técnicas auxiliares para a identificacdo precisa como, por exemplo, a
cromatografia acoplada ao espectrdmetro de massa’.

Dentre as técnicas citadas acima, as eletroanaliticas possuem

diversas vantagens tais como: baixo custo, rapidez, ndo necessita de etapas de



pré-tratamento de amostra, além de possibilitarem limites de deteccdo que
permitem trabalhar em nivel de traco’. Uma das técnicas eletroanaliticas que se
destaca € a voltametria de onda quadrada (SWV).

A SWYV possui vantagens como a possibilidade de obtencdo de
corrente de pico definidas em altas velocidades de varredura com melhor
sensibilidade e diminui¢do do ruido de fundo, sendo isso possivel através da
medida da corrente elétrica ao final do pulso direto e reverso, o que origina um
pico simétrico com posi¢io, largura e altura caracteristicos do sistema avaliado®.

Dentro deste contexto, um tema tao atual quanto a determinagao de
pesticidas € a determinacdo de suas misturas, uma vez que estas ocorrem em
diferentes produtos de uso comercial como, por exemplo, no dextrone® (mistura
dos pesticidas paraquat e diquat). Neste caso, o problema de quantificacdo de
cada um dos componentes torna-se ainda mais dificil, uma vez que pode ocorrer
a sobreposi¢ao dos sinais dos dois analitos para a técnica de SWV. Nestas
situagdes, utilizam-se diferentes técnicas matemdticas’ e estatisticas tais como a
estatistica multivariada, o que € conhecido, comumente, por “soft modelling”

10 11 - c L . L :
, . Este conjunto de métodos matematicos e estatisticos € conhecido como

quimiometriau,w.

Nos ultimos anos, vém sendo publicados trabalhos utilizando as
técnicas eletroanaliticas aliadas com as técnicas quimiométricasm,ls . Além das
técnicas eletroanaliticas, a quimiometria tem sido utilizada para analisar dados

obtidos com outras técnicas analiticas como, por exemplo, as espectrométricas,
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cromatograficas e andlise térmica .

Dentro deste contexto, este trabalho ¢ uma das linhas de pesquisa
do Laboratorio Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica, onde sao
empregados métodos computacionais para planejar, simular e tratar os resultados
obtidos com a aplicagdo de diferentes técnicas eletroquimicas. Neste sentido,

esta dissertacdo se propde a determinacdo simultinea de dois pesticidas, o



paraquat e o diquat, em solucdes aquosas em nivel de traco utilizando a SVW e
tratando os resultados obtidos com técnicas quimiométricas.

Esta dissertacdo foi organizada em capitulos, sendo que no primeiro
capitulo consta uma revisdao de literatura sobre deteccdo dos pesticidas, e a
fundamentacdo tedrica das técnicas eletroanalitica e quimiométrica utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho.

O segundo capitulo trata dos objetivos desta dissertacao.

O capitulo trés contém os materiais e métodos utilizados para
desenvolvimento deste trabalho e no capitulo quatro sdo apresentados os
resultados obtidos com as discussdes necessarias.

Finalmente, o capitulo cinco abrange as conclusdes obtidas € no
capitulo seis t€ém-se as referéncias bibliogréficas, que foram consultadas durante

todo desenvolvimento do trabalho.



1-REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta as revisoes da literatura sobre os
pesticidas paraquat e digquat, os fundamentos voltamétricos e quimiométricos.

1.1 Pesticidas

Atualmente, aproximadamente 670 ingredientes ativos sdo
utilizados mundialmente na formulacdo de pesticidas e estdo registrados para
usos especificos na agricultura'’. Desses, 350 contribuem com 98% dos
pesticidas utilizados, sendo que 80% deles sdo rotineiramente usados na
agricultura de paises da América do Sul, como o Brasil. Os pesticidas abrangem
uma ampla variedade de substancias quimicas com diferentes grupos funcionais,
modos de acdo, biotransformacdo e eliminacdo’. Dentre estas classes de
substancias, podemos citar os compostos organoclorados, carbamatos,
organofosforados, piretrdides, bipiridilios, triazinas e clorofendis. A maior parte
desses compostos pode causar riscos a saude humana e ao meio ambiente, 0s
quais, na maioria das vezes, ndo sdo aparentes ou estudados com a profundidade
necessaria'®.

Os herbicidas sao uma classe de pesticidas utilizados para controlar
ervas classificadas como daninhas. Sua origem esta no latim herba que significa
erva e caedere que significa matar. A importancia do uso destas substancias na
agricultura estd no fato de que as ervas classificadas como daninhas competem

em nutrientes, dgua, luz e espaco com as culturas de interesse.

1.1-2 Herbicidas paraquat e diquat

Especificamente os herbicidas do tipo bipiridilios apresentam
intenso uso na agricultura e, em particular, o paraquat (dicloreto de 1,1-dimetil-

4,4-bipiridilio) e o diquat (dibrometo de 1,11-etileno-2,2-bipiridilio) sdo
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extremamente perigosos para a saide humana ~,”.

Os bipiridilios paraquat e diquat, cujas estruturas quimicas estao
apresentadas na FIGURA 1, sdo herbicidas de contato, usados em culturas de
banana, beterraba, café, cebola, citros, couve, feijao, ma¢a, manga, nectarina,
pera, p€ssego, pimenta do reino, abacate, algodao, arroz, aspargo, banana, cana-
de-agucar e coco. Além disto, eles podem ser utilizados na etapa de secagem de
culturas de algodao, arroz, batata, cana-de-acgucar, milho, soja e sorgo. A mistura
paraquat/diquat também ¢é utilizada como agente dessecante” .

O paraquat e o diquat ( FIGURA1) sdo compostos quaterndrios de
amoOnio, sendo que o diquat é constituido por dois anéis piridilicos ligados pela
posicao orto e também pelo nitrogénio do anel que mantém a dupla carga
positiva da molécula, enquanto o paraquat tem uma estrutura maior sendo que os
dois anéis piridilicos encontram-se unidos de maneira que os dtomos de

. A e . . s .~ 22
nitrogénio encontram-se diametralmente opostos, isto €, na posicao para

Hsc—h/ A \N*.c|-|3 2¢l <\jN>7/<N \> 2Br
_/

(a) (b)
FIGURA 1- Estrutura molecular (a) paraquat (b) diquat

O Paraquat, também conhecido com metil-viologeno, é um
herbicida pertencente a classe toxicoldgica I, onde se encontram agrupados as
substancias com propriedades extremamente toxicas ao ambiente e a saude
humana. O diquat pertence a classe toxicoldgica II, considerados de alta
toxidade. A ANVISA, por meio da portaria n° 10 de marco de 1985, define a
legislagdo para utilizacdo dos pesticidas paraquat e diquat em agropecudria e
agricultura, definindo os limites maximos de residuos permitidos para a maior

parte das culturas™-. O limite mdximo de residuos (LMR) do Paraquat varia de



0,05 a 0,2mg/Kg e do diquat de 0,02 a 0,5mg/Kg ,dependendo da cultura na qual
sdo empregados > .

Por serem sais de amdnio quartendrio, tem elevada polaridade e,
consequentemente, sdo altamente soluveis em dgua (700g/L para ambos), o que
pode ocasionar a contaminacdo de dguas de abastecimento e mananciais.

O Paraquat pode ser encontrado nas formulagdes comerciais
Dexuron®, Dextrone®, Crisquat®, Weedol® e Pathclear®, enquanto o Diquat
estd presente nas formulagdes Deiquat®, Aquacide®, Reglon® e Preeglone®.
Finalmente, ambos os pesticidas também sdo encontrados juntos em formulacdo
como o Dextrone®** >

Diversos métodos analiticos t€ém sido propostos para a
determinacdo do paraquat e diquat. Dentre estes métodos, podemos citar os
métodos cromatogrificos®®. Estes métodos sdo baseados em técnicas de
separacao fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma
mistura. A cromatografia liquida aliada a métodos de extracio”,”® ou com
pareamento idnico”, sdo alguns destes. Além disso, a cromatografia gasosa vem
sendo utilizada na quantificacdo de paraquat e diquat em fluidos biolégicos™ .
Na busca por melhores limites de detec¢dao e maior sensibilidade as técnicas de
separacdo sao acopladas a uma segunda técnica como a espectrometria de
massas®,,’". Além dessas técnicas, a determinacdo simultdnea de paraquat e
diquat j4 foi realizada empregando-se a deteccdo espectrofluorimétrica®”.

Os métodos eletroanaliticos foram também utilizados na
determinacio destes pesticidas™,*. A voltametria de redissolugio catédica® e a
voltametria de pulso diferencial’® foram empregadas para a determinacio de
paraquat em 4gua, utilizando eletrodos modificados. Outro método utilizado € a
voltametria de onda quadrada que vem sendo proposta para a determinacao
destes pesticidas em diferentes tipos de eletrodos, tais como: pasta de carbono™,

. pe 7 . .
eletrodos modificados®’, microeletrodos’® e diamante dopado com boro™.

A resposta voltamétrica do paraquat apresenta dois picos de reducdo



com caracteristicas de processos redox reversivel. O primeiro pico em
aproximadamente -0,7 V (vs Ag/AgCl) € associado a reducdo eletroquimica da
molécula na interface eletrodo-solu¢ao (PQ SRS PQ") seguido de um
segundo pico em aproximadamente -1,2 V (vs Ag/AgCl) relacionado a redugao
de espécies adsorvidas a superficie do eletrodo ( PQ" <= PQ Y. A
determinagao eletroquimica do diquat € similar a do paraquat, apresentado dois
picos de redu¢cdo com caracteristicas de processo redox reversivel, sendo que o
primeiro pico ocorre em aproximadamente -0,6 V (vs Ag/AgCl) e o segundo
pico de reducdo em -1,1 V (vs Ag/AgCl)*. Estes potenciais podem ter os valores
deslocados para sentidos anddicos ou catddicos, dependendo da superficie

eletrodica empregada do eletrdlito de suporte.

1.2 Voltametrias de Onda Quadrada

As técnicas eletroanaliticas envolvem o estabelecimento de relagoes
entre a concentracdo do analito e algumas propriedades elétricas, tais como:
corrente faradaica, potencial elétrico, condutividade e carga. Elas sdo utilizadas
no estudo da influéncia das variagdes de potenciais sobre as correntes que fluem
por uma célula eletroquimica e também no estudo da influéncia dos potenciais
elétricos com relagdo a variacdo de tempo, quando saltos de potenciais sao

. 41
aplicados™ .

A voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltametry-SWV) é
uma técnica de pulso em que a forma do pico de corrente resultante €
proveniente da aplicacdo de potenciais de altura AE, que variam de acordo com
uma escada de potencial com largura a e duracio 2¢ (periodo). As correntes sdao
medidas ao final dos pulsos diretos e reversos € o sinal é dado como uma
intensidade da corrente resultante (A4/), que € o sinal obtido pela diferenca dos
valores do pulso. Os valores de limite de detec¢ao podem ser comparados aos
das técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Além disto, seu uso possibilita

a avaliac@o cinética e mecanistica de processos eletroquimicos de interesse®.



Nos anos 50, as respostas voltamétricas obtidas utilizando-se o
eletrodo gotejante de mercurio (EGM) e técnicas eletroanaliticas tinham uma
intensa influéncia da corrente capacitiva residual, a qual prejudicava a
sensibilidade das medidas voltamétricas. Neste contexto, iniciou-se uma série de
estudos acerca de maneiras de diminuir a corrente capacitiva residual e assim
melhorar a sensibilidade das analises voltamétricas. Para isto, o eletrodo de
trabalho foi perturbado pela aplicacdo de uma programacdo de potenciais na
forma de uma onda simétrica com frequéncia de 225 Hz sobreposta a uma
rampa de potencial com variacdo lenta, e a corrente capacitiva foi medida ao
final da vida de cada gota, a 1,94 milissegundos apds cada mudanca de potencial
da onda quadrada. O sinal final foi definido como sendo a diferenca das
correntes obtidas entre cada semiciclo. Iniciou-se assim o desenvolvimento da
polarografia de onda quadrada®. Em 1969, RAMALEY e KRAUSE, buscando
eliminar os ruidos do capilar de mercurio, utilizaram eletrodos estacionarios e
também substituiram a rampa linear de potencial por uma variacdo em forma de
escada como ilustrada na FIGURA 2*.

ApOs estes trabalhos, em 1977, OSTERYOUNG et al.¥® estudaram
as limitagcOes da técnica chegando ao modelo atual da SWV, onde a aplicacao de
pulsos de potenciais de altura a (amplitude) € constante em uma escada de
potenciais com largura AE (incremento de varredura) e duracdo 2T . As
correntes sao medidas como uma resultante entre aquelas obtidas na aplicacdo
do pulso no sentido direto e reverso ao da escada de potenciais como

apresentado na FIGURA 2.



Einic.

FIGURA 2- Forma de aplica¢do do potencial na SWV onde a - amplitude, AE ™

: ( L 18
incremento de varredura e T € o periodo’.

A FIGURA 3 apresenta o perfil caracteristico obtido para um
voltamograma tedrico associado a processo redox de um sistema totalmente
reversivel, no qual se observam as componentes de corrente direta, reversa e
resultante. As curvas de corrente-potencial ou voltamogramas apresentam perfis
voltamétricos bem definidos e sdo simétricas devido as correntes serem medidas
ao final de cada semi-periodo e as varia¢des na largura do pulso de potencial sdo

sempre constantes, para um determinado intervalo de potenciais®.
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Corrente

Potencial

FIGURA 3-Voltamograma de onda quadrada para um sistema redox totalmente

reversivel onde: (a) corrente direta; (b) corrente reversa e (c) corrente resultante.

Na voltametria de onda quadrada, a corrente dos pulsos direto e
reverso e medida de tal forma que a informagao obtida € similar aquela obtida
por experimentos de voltametria ciclica. O aumento na sensibilidade depende da

reversibilidade do processo redox.

A técnica de SWV vem sendo cada vez mais utilizada pelos
eletroanaliticos devido as suas vantagens tais como: capacidade em realizar uma
varredura completa do potencial em poucos segundos e a reducdo do ruido de

fundo em medidas sucessivas.

1.3 Eletrodos de Diamante Dopado com Boro

O Diamante é uma forma alotrépica do carbono, possuindo elevada
densidade atdmica, de alta dureza e resisténcia mecanica. A sua alta estabilidade
contra ataques quimicos o caracteriza como um material praticamente inerte. Por

ser naturalmente um isolante, este material ndo fornecia os requisitos
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necessarios para a fabricacdo de um eletrodo e sua utilizacdo em eletroquimica

ndo despertava interesse.

A dopagem do diamante com o boro, ou outro agente dopante, torna
o diamante um material semicondutor. A melhora das caracteristicas de
condutibilidade e outras propriedades eletroquimicas podem ser verificadas a
partir dos niveis de dopagem™. Os agentes de dopagem podem ser vdrios
elementos tais como: enxofre, nitrogénio, fosforo, litio e boro, sendo o boro o

. eye 45
mais utilizado ™.

A partir da década de 50, o desenvolvimento de técnicas de sintese

eficientes e baratas permitiu o desenvolvimento de filmes finos de diamante
e . . eye . , . ~ L. 46
sintético que hoje vem sendo utilizado em diversas dreas como: farmacéutica™,

. , . 47 . . 48 .o 49
alimenticia”’, meio ambiente™ e eletroquimica®’,”.

Atualmente, dois métodos sdo comumente utilizados para
crescimento do filme de diamante: crescimento a alta pressdo/alta temperatura
(HPHT do inglés High Pressure/High Temperature) e a deposi¢cdo quimica a
partir da fase de vapor (CVD do inglés Chemical Vapor Deposition)™.

A técnica HPHT necessita de temperaturas iguais ou superiores a
1670 K e pressdes muito altas em torno de 5x 10° Pa, enquanto a CVD trabalha

em temperaturas na ordem de 1270 K e pressdes subatmosféricas, da ordem de

1000 a 10000 Pa™°.

A técnica CVD vem sendo a mais utilizada e continuamente
aperfeicoada com a implementacao de novos reatores e a busca de novas fases
de vapor’’. Uma representacdo esquemdtica do processo CVD é mostrada na
FIGURA 4, onde se pode observar na regido 1 a injecdo de uma mistura de
gases, geralmente composto de hidrogénio e hidrocarbonetos, em seguida passa-
se a regido 2, onde ha o processo de ativacdo da mistura gasosa, que consiste na
dissociacdo do hidrogénio molecular em hidrogénio atomico e também a

dissociagdo dos hidrocarbonetos. Por difusdo, passando a regido 3, o hidrogénio
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atbmico e o radical metila chegam ao substrato, o qual € colocado a uma
distancia previamente definida da regido de ativacdo. Desta forma, terd inicio o
processo de nucleagdo, com posterior coalescéncia (processo em que duas ou
mais particulas ou goticulas fundem-se, formando apenas uma tnica goticula) e
crescimento dos graos do filme de diamante policristalino, sobre o substrato

empregado™.

Reagentes:
em geral

Hz + CHa " Regido 1

<>

Regido de ativagao
reagdes na fase gasosa:

Hy 2% 2He . Regiéo 2

A%

CHy + He — CHy» + CHoe + CoHe + ... + H:
.

~:=

Fluxo e reagdo ) ::
| ‘ 1 1 >~ Regiéo 3
Difusio I

substrato

FIGURA 4- Esquema geral do processo de deposicao de filme de diamante, a
partir do método CVD*.

Em geral, os reagentes gasosos utilizados sdo metano altamente
diluido em hidrogénio. No entanto, podem ser empregadas outras substancias
organicas como fonte de carbono, ou juntamente com o metano, tais como

I°. O processo de dopagem inicia-se no momento em

metanol, acetona, etano
que o agente dopante € acrescido a mistura de reagentes gasosos e inserida no

reator. Durante esse processo os niveis de dopagem podem sofrer variacdes de
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10 a 20000 ppm, sendo definida ao inserir a mistura no reator’".

Ao realizar a dopagem, o eletrodo de diamante dopado com boro
sofrerd mudancas na sua resistividade elétrica como, por exemplo, de 10* ohm
cm (para uma dopagem moderada de 10" dtomos de boro por cm’ ) a poucos
milésimos de ohm cm ( para forte dopagem de 10°' dtomos de boro por cm’)’>.
Esta variacdo no nivel de dopagem traz um ganho nas propriedades dielétricas,
semicondutoras, semimetalicas, além do aumento da dopagem favorecer o seu

uso em eletroanalitica.

Neste contexto, os eletrodos de diamante dopado com boro vém
recebendo grande atencdo devido as suas propriedades unicas tais como: fraca
adsorcdo, estabilidade em meios corrosivos, baixa corrente de fundo,
estabilidade estrutural e morfoldgica a altas temperaturas e amplo intervalo de

. L1 - 4
potencial em eletrélitos aquosos ou nio aquosos™,* .

O pré- tratamento eletroquimico aplicado ao eletrodo de diamante
dopado com boro, ¢ um ponto fundamental na aplicacdo analitica deste
eletrodo™,”®. Este método pode ser o anddico ou/e catédico que geram
terminacoes na superficie do eletrodo, sendo que a terminacdo de hidrogénio
traz ao eletrodo uma caracteristica hidrofébica e elevada condutibilidade,
enquanto a terminacdo em oxigénio gera uma tendéncia hidrofilica e baixa
condutibilidade®”.”®. Com os pré-tratamentos realizados, o eletrodo de DDB vem

alcancando baixos limites de quantificacdo, além de melhorar a

reprodutibilidade e seletividade e o processo de transferéncia de carga™.

Por estas razdes, o eletrodo de DDB vem sendo amplamente usado
na determinagao de pesticidas como na substituicdo do uso de eletrodos a base
de mercirio na andlise de nitrofendis por DDB obtendo bons resultados® ou na
determinag¢do de pesticidas em comida fresca em nivel traco™ A andlise de
pesticidas, como o pentachorofenol , em dgua, vem sendo realizado com bons

limites de detec¢do e recuperagdo utilizando estes eletrodos®.
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1.4 Quimiometria

A quimiometria € uma area da quimica que se refere a aplicacdo da
estatistica e de outros métodos que utilizam a légica formal para planejar ou
selecionar experimentos de forma otimizada e para fornecer o méiximo de
informacdo de um conjunto de dados. A quimiometria vem sendo usada com
sucesso, tanto na indudstria como na area académica, onde o desenvolvimento de
diversas ferramentas para tratamento de dados pode ser utilizado em diversas
P 60 . . ~ o [ ~ ~
areas como  otimizacdo de processos, classificacdo e constru¢do de modelos de

~ 61
regressoces .

1.4.1 Planejamento Experimental

O planejamento de experimentos consiste em uma ferramenta que
permite propor, de forma otimizada, experimentos que devem ser realizados para
determinar, € mesmo quantificar, a influéncia das varidveis sobre as respostas

. . . . . 2
desejadas. O planejamento experimental possui as seguintes vantagens®*:
1 - redugdo do nimero de experimentos ou repeti¢oes;

2 - andlise dos fatores que simultaneamente permite determinar e quantificar os

efeitos sinérgicos ou cruzados;
3 — possibilitar a anédlise de mais de uma resposta a0 mesmo tempo;
4 - permite calcular e avaliar os erros experimentais.

Um tipo particular de planejamento experimental, conhecido como
planejamento fatorial, é de grande utilidade em investigagOes preliminares
quando se deseja saber se determinado(s) fator (es) tem ou ndo influéncia sobre
a resposta(s) desejada(s), mas a descricdo rigorosa desta influéncia ndo €

necessaria®.

Em um planejamento fatorial, sdo investigadas as influéncias de

todas as varidveis experimentais de interesse € os efeitos de interacdo nas
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respostas®’. Neste caso, cada varidvel varia entre dois ou mais niveis. O nimero
de experimentos é calculado pela expressdo n*, em que n é o nimero de niveis a
serem estudados e k, o nimero de varidveis. Normalmente, em uma primeira
abordagem, os planejamentos sdo estudados em dois niveis, porque, dependendo
da quantidade de varidveis, o nimero de experimentos torna-se grande e o
procedimento fica invidvel. Caso haja necessidade, o planejamento fatorial em 2
niveis pode ser estendido a um nimero maior de niveis utilizando, por exemplo,

uma rotagdo do valores iniciais, conhecido como planejamento estrela®.

. .. k . . .

Os experimentos fatoriais 2" permitem a estimativa de todos os
efeitos principais, as interagcdes de dois fatores e as de trés fatores.
Normalmente, os niveis das varidveis sao nomeados pelo nivel inferior (-) e

P . ~ « L, . . e N ~ 65
nivel superior (+), ndo sendo este um critério definitivo a nomeac¢ao™. Como
exemplo, apresenta-se na TABELA 1 um planejamento no qual sio realizadas

o . : 2
todas as combinagdes possiveis de um planejamento 2°.

TABELA 1- Matriz de planejamento 2

Ensaio Variaveis
1 2
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1

A partir dos resultados obtidos, pode ser construido um modelo
empirico. Neste caso, como foram usados somente dois niveis de varidveis o
modelo devera ser linear € no maximo conter os termos de interacao entre a
variavel 1 e 2. Um modelo deste tipo esta ilustrado na Equacdo 1 e foi baseado

na matriz de planejamento contida na TABELA 1.
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y= bO +b1 X]+b2 )C2+b]2)€] Xy +e
Equacao 1

Onde by é o valor da média das respostas e os b; e b, sdo os coeficientes
relacionados ao efeito principal; ja b;, estd relacionado ao efeito de interagcdo
enquanto e € o erro aleatdrio associado ao modelo®.

A partir da matriz de planejamento apresentada na TABELA 1,
obtém-se a matriz de contraste X, juntamente com um vetor de resposta y, que €
a resposta experimental obtida. Esta matriz € utilizada para o calculo dos
coeficientes do modelo como base na Equacdo 2.

b=(X*X)"X"y
Equacao 2
1.4.2 Metodologia para Superficie de resposta

A partir das respostas obtidas como o planejamento fatorial, pode
haver a necessidade de otimizar os valores de respostas obtidos. Neste caso, a
técnica quimiométrica mais utilizada € a superficie de resposta (MSR do inglés
Response Surface Methodology)®”. Este método foi desenvolvido na década de
50 por Box e Wilson®,”’ considerando-se o emprego de planejamentos fatoriais e
atualmente vem sendo amplamente utilizado na constru¢do de modelos em

processos industriais. O principio da técnica € o ajuste das respostas obtidas com

os dados experimentais através de equagdes polinomiais®®.

Neste sentido, muitos sistemas exibem respostas que sao funcgdes
ndo de um, mas de duas ou mais varidveis. Desta forma, a aplicacdo de modelos
empiricos pode ser representada por uma func¢do f(x) que possua uma relacao
entre as varidveis experimentais € a resposta observada em uma dada regido

experimental®.

Um modelo polinomial contendo apenas termos lineares descreve

uma relacdo linear entre as varidveis x, € X, e pode ser expresso por®:
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y= bO +b1 X]+b2 x2+residu0
Equacao 3
Se este modelo ajusta bem os dados experimentais, encerra-se o
processo de busca. Caso contrdrio, é necessario incluir outros termos descritores

na equacgao. De forma geral, o modelo seguinte (Equacgdo 1) em complexidade €

aquele que inclui os termos de interacdo de primeira ordem.

Claramente, alguns conjuntos de dados experimentais apresentam
um maximo ou um minimo no comportamento da respostas. Neste caso, o

modelo empirico deve ser de segunda ordem, como o descrito abaixo’":
y= bO +b1 X]+b2 X2+b11 )C12+b22 X22+b12 X x2+residu0
Equacao 4

Um planejamento fatorial em 2 niveis nio pode levar a construcao

de um modelo de segunda ordem. Neste caso, os planejamentos centrais

miltiplos (CCD-central composite design) sio os mais utilizados’',””.

A FIGURA 5 ilustra os pontos experimentais no sistema de
coordenadas definidas pelos eixos x; . No CCD, acrescenta-se ao planejamento
inicial um planejamento idéntico, porém com rotagdo de 45 graus em relacdo a

orientacdo de partida®.

O CCD foi introduzido por Box e Wilson™ na década de 50. Este
planejamento € constituido de trés partes, como pode ser observado na FIGURA

5, onde:
(1) planejamento fatorial;

(2) planejamento estrela, formado por n=2k pontos com todas as suas

coordenadas nulas exceto uma, que € igual a o e —q;

(3) ponto central.
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FIGURA 5-Em (a) Planejamento CCD (k=2) (b) Matriz de planejamento CCD.

Neste planejamento, os niveis o necessitam ser decodificados para
os valores experimentais nestes niveis, sendo, portanto, necessario o uso da

Equacao 5:

Equacdo 5
Onde x; € o valor codificado do planejamento CCD, z ; € o valor experimental do
nivel e Z valor médio entre os niveis superior (+) e inferior (-), e Az é a

diferenca entre os niveis superior (+) e inferior (-)*.
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O CCD ¢ um planejamento eficiente, pois a partir de suas andlises e
possivel testar a qualidade do modelo através da Andlise de Varidncia

(ANOVA)”.

A andlise de varidancia (ANOVA) é uma maneira confidvel de
avaliar a qualidade do ajuste do modelo construido. O teste ANOVA € definido
como a soma quadritica de dois componentes: regressdo (SQrey) € soma

quadrética dos residuos (SQ,s), como descrito pela Equacgdo 6 .

SQtOtal = SQregr + SQres

Equacdo 6
Onde SQyeer € SQyes podem ser descritas pelas Equagdes 7 e 8.
m T
SQ‘]"QE = ZZU}l - .}_r]z
i=1 j=1
Equacao 7
m Ti
Qe =) ), — )
i=1j=1
Equacao 8

Onde y € a média das respostas, i, € a resposta prevista pela regressdo e y;:
resposta para a j-ésima resposta obtida para o i-€simo ensaio

A partir dos parametros acima calculados, podemos realizar os
testes para a validacio do modelo com base na TABELA 2 . Neste caso,
considerando a precisdo desejada e o nimero de graus de liberdade, pode-se
concluir que o modelo é valido quando 0 Fiycuado > Frabelado S€Ndo que nem
sempre a significincia pelo teste F € util para realizar previsdes devido a
extensdo do erro experimental que pode estar mascarada. Uma regra pratica

usada por Box et al.”’

€ considerar a regressao como util para fins de previsao se
o valor do F_y. for pelo menos de cerca de dez vezes o valor do F, com o

numero apropriado de graus de liberdade.



TABELA 2 - Tabela de andlise de variancia para um modelo linear
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Fontes de Variagdo Soma Quadratica GL  Média Quadratica Fcalc

Regressdo m o p-1 Mo, — SQreg F_ MQ, g
2207 T p-1 T MO,
i=1 j=

Residuos m n-p M 50Qyes
Z (}If}' - Fj‘ QTBS n—yp
i=1 j=1

Total _S'QTQH + 50,.. n-1

Na TABELA 2 consta a andlise de variancia para regressao e

residuo,sendo possivel o desdobramento da soma quadrética do residuo em duas

novas contribui¢des, que sdo a falta de ajuste e o erro puro, formando a versao

completa da ANOVA apresentada na TABELA 3.

TABELA 3 - Andlise da variancia para o ajuste, pelo método dos minimos

quadrados onde n; = numero de repeticdes no nivel; m =numero de niveis

distintos da varidvel independente; n = nimero total de observacodes; p = nimero

de parametros do modelo.

Fontes de Soma Quadratica GL Média Quadratica Fcalc
Variacao
R = m g -1 M re
egressao Z 5r—5)? p MQTQ _ SQrsH F...= M@ g
L. g »— 1 @ras
i i
Residuos m M n-p _ SQres
zz(}a; -7 ' Q”S n-p’
i i
: m g _ s M f
Falta de ajuste o m-p 'MQfaIt _ Z%falt F._. = @rair
(7 — ) m—r ) MQ.,,
i i
Erro puro m n-m S5Qerr
S 0w " Mo -
i j
Total 5@y 5 Qras n-1
%varia¢io 5Q,eg
explicada S5Qearai
%méxima de 5Qiotar — SWerr

variagdo explicavel 50, 0.0




21
1.5 Calibracao Multivariada

Nos ultimos anos, a calibragdo multivariada vem sendo difundida
em diversas dreas’",”,’®. O processo de calibracdo tem por objetivo estabelecer,
sobre condi¢des especificas, uma relacio matemdtica entre os dados
experimentais (medidas instrumentais) e os valores relacionados aos parametros
fisicos ou quimicos de interesse, previamente determinados por uma técnica

independente’’.

A calibragcdo, em linhas gerais, relaciona a matriz de dados
experimentais (X), conhecida como as varidveis independentes, com as varidveis

medidas (matriz Y), formada pelas varidveis dependentes®.

Entre os métodos de calibragdo, temos os univariados e os
multivariados. Os métodos wunivariados possuem apenas uma resposta
instrumental relacionada a cada amostra, enquanto os métodos multivariados
permitem a utilizacdo de multiplas respostas para relacionar as propriedades
medidas das amostras, como pode ser observado na FIGURA 6, sendo esta a sua

grande vantagem frente ao método univariado”.

. Multivariada
Univariada

! WIHE L

Correlacio Sinal X Concentragio Correlacao Sinal X Concentracao

FIGURA 6 - Correlacdo sinal versus resposta para calibracdo univariada e

multivariada.
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1.5.1 Pré-Tratamento de dados

O pré-tratamento de dados € constituido de qualquer manipulacio
matemdtica antes de qualquer andlise preliminar dos dados. O pré-tratamento

pode ser dividido em transformacoes e pré-processamento.

Diferentes técnicas sdo utilizadas nesta etapa, sendo uma das mais
utilizadas centrar os dados na média. Este pré-processamento € utilizado com o
objetivo de eliminar um fator constante dos dados (offset) e transladar os dados

da origem natural para a média (Equacao 9).

Ii_,-[cm] =X;;— X,

Equacao 9

onde: X;j «m = valor centrado na média para a varidvel j na amostra i;
Xij=valor da varidvel j na amostra i;

X;j=média dos valores das amostras na coluna j;

No caso das transformacdes de dados, os métodos matematicos
empregados sdo orientados a linha da matriz de dados X. A primeira derivada é
uma das mais utilizadas, pois permite deslocar toda a resposta experimental de

uma quantidade constante (offset).

1.5.2 Analise de Componente principal- PCA e Regressao por
Minimos Quadrados Parciais — PLS

A andlise por componentes principais (PCA) € uma técnica
multivariada que possui como ideia central a criacdo de um conjunto de

coordenadas ortogonais a partir da matriz de dados, o que permite a observacao
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de correlagdo entre as varidveis e, além disto, leva a uma reducdo na
dimensionalidade dos dados”®. As varidveis originais sdo linearmente
transformadas em um numero menor de varidveis, que recebem o nome de
componentes principais (PCs do inglés Principal Component), sendo descritas
pela Equacdo 10. As componentes principais possuem como caracteristica a
ortogonalidade, além da obtenc¢do dos PCs em ordem decrescente de variancia, o
que significa que a primeira PC detém o maior nimero de informacgdes dos

. . 7
dados do que a segunda e assim sucessivamente’”,™.

A PCA consiste de uma matriz de dados X decomposta em uma
matriz T conhecida como a matriz de escores (scores), P a matriz de pesos
(loadings)®" demonstrados na Equacdo 10. Os escores estdo relacionados com a
posicdo ocupada pelas amostras nos novos eixos e a informac¢do, do quanto cada
variavel original contribui para a formacdo de cada novo eixo, estd presente nos
pesos. Os escores expressam as relacdes entre as amostras, enquanto 0S pesos
mostram as relacdes entre as varidveis originais, como pode ser observado na

FIGURA 7%,

A
XZZT «pt
i=1

(NxMm)

Equacgdo 10
> LOADINGS
DADOS |:> g
MxA
PCA R ( )
E
S

(NxA)

FIGURA 7- Representacdao esquemadtica dos Principios da PCA onde A € o

nimero de componentes.
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Para apresentar os novos eixos, na FIGURA 8 temos o T ( scores),
P' (pesos) que ilustra no plano bidimensional duas varidveis x; € x,. A FIGURA
8 A mostra uma componente principal que € a reta que aponta para a direcdo de
maior variabilidade das amostras da FIGURA 8B. Os "scores" T sdo as
projecdes das amostras na dire¢io da componente principal e os P "pesos" sdo

os cossenos dos angulos formados entre a componente principal e cada varidvel.

¥o H
. P
+C0 t1
5 3 e
t:
& ¥y SF 2 ¥y
.6 .5
4 =COSEY
o P2=C0SE
A =

FIGURA 8- Representagcdo de uma PC no caso de duas varidveis: (A) os
loadings sdo os angulos do vetor direcdo; (B) os scores sdo as projecdes das

amostras.

Virios algoritmos sdo utilizados para realizar uma PCA, sendo que
os mais utilizados sdo o Nipals® (do inglés Nonlinear Iterative Partial Least
Squares) ¢ o SVD (Decomposi¢do por valores singulares)*. A PCA vem sendo
aplicada em varias areas com objetivos tais como: redu¢ao do nimero de dados

1 : 85
e analise de imagens’®,™.

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) € o método mais
utilizado atualmente em calibracdo multivariada. Neste método, os sinais
obtidos (varidveis X) e concentracdes (varidveis Y) podem ser utilizados para

obtencdo de um modelo linear®.

A regressao PLS consiste basicamente em trés etapas. A primeira

delas consiste em montar as matrizes de dados X (a partir das varidveis
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independentes) e Y a partir das propriedades de interesse (varidveis
dependentes). A proxima etapa consiste em eliminar informa¢des que ndo sio
relevantes ao sistema, através de combinacoes lineares das colunas da matriz X
feita pela analise de componente principal (PCA), presente na FIGURA 9 e
descrita pela Equacdo 11, e da combinacdo linear da matriz Y, presente na
FIGURA 10 e descrita pela Equacdo 12. A terceira etapa consiste em obter a
relacdo entre a matriz X e a matriz Y reduzida pela PCA, a qual pode ser descrita

pela Equacdo 13%.

> P E

X T way TR

R

o

(NxA)
(NxM)
FIGURA 9-M¢étodo PLS (a) relacio externa-decomposicao de X.
X=T=P'+ E

Equacdo 11

(KxA)

<
C
_|..

(NxA)

(NxK)

FIGURA 10- Método PLS relacio externa- decomposi¢ao de Y.
Y=U=Q"+R

Equacdo 12
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Equacdo 13

Nas FIGURA 9 e 10 podemos observar os elementos das matrizes T e U
que representam os scores das matrizes X e Y respectivamente, € as matrizes P e
Q representam os loadings. As matrizes E e R representam os erros e o t indica a
presenca de uma matriz transposta. Na Equacao 13, temos a relagdo linear entre

as matrizes X e Y obtida através do b que representa o coeficiente de regressao.

A técnica PLS pode ser subdivida em duas variantes: PLS;, em que
a regressao € feita para uma varidvel dependente de cada vez (a matriz Y € um

vetor coluna), e PLS,, onde todas sdo calculadas simultaneamente™.

Para uma melhor correlagdo dos dados, faz-se necessaria a
manipulacdo das matrizes X e Y simultaneamente, na busca de uma maior
covariancia. No PLS, isso € realizado com uma leve rotacdo das componentes
principais, levando a uma pequena distor¢cdo da ortogonalidade. Devido a isso,
as componentes principais passam a ser chamadas de varidveis latentes.

O numero de varidveis latentes a ser utilizado é determinado no
momento da validacio do modelo. A validacdo pode ser de dois tipos: a
validacdo cruzada e a validacdo externa. O processo de validacdo € utilizado
com o objetivo de realizar uma verificagdo no modelo (regressao realizada) com
amostras que ndo foram incluidas na calibragdo.

A validacdo cruzada é realizada a partir da divisdo da matriz de
dados em pequenos grupos. Entdo, um determinado grupo é removido da matriz
original, sendo agora realizado o PLS estabelecendo um modelo de calibracio. A
partir deste modelo de calibracdo construido, as amostras que foram retiradas
sofrem o processo de previsao e os residuos sdo calculados entre os valores reais
e os valores estimados, sendo este procedimento repetido para todos os
pequenos grupos. A validagdo cruzada pode ser feita retirando-se uma, duas ou

mais amostras de cada vez, dependendo do conjunto de dados utilizados®.
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No caso da validacdo externa, o conjunto de dados € dividido em
dois subconjuntos: um conjunto para calibracdo e outro para validacdo. O
modelo € construido com base no conjunto de calibragdo e depois € validado
com as amostras restantes do conjunto de validagdo. Os resultados obtidos nesta

etapa sdo comparados aos valores reais, sendo o residuo calculado.

Nos dois casos de validacao citados acima, a eficacia do modelo é
maior quanto menores forem os residuos encontrados. Para avaliar esta eficdcia
dos modelos, os parametros utilizados sio o PRESS (do inglés Prediciton
Residual Error Sum of square) (Equacdo 14), o RMSEV (do inglés Root mean
Square of Cross Validation) (Equacdo 15) e o RMSEP (do inglés Root Mean

Square of Prediction) (Equagdo 16)*,°’,

)
PRESS = Z(}’i - J?'z'j:
i=1

Equacio 14
pxy 4 — 2
RMSEV = 1221 Oeari = Foars)
{ N —df
Equacdo 15
3 o 2
RMSEP = | Ziz1 Opveai — Poreas
wl M
Equagao 16

Onde y; € o valor de referéncia da amostra i:
¥; € o valor de previsao para a amostra 1 utilizando o modelo;
N € o numero de amostras do conjunto de calibragio;

df € o nimero de graus de liberdade definido pelo nimero de fatores

utilizado menos 1;
M € o numero de amostras do conjunto de predi¢ao.

Apo6s a validagao, € possivel a utilizacdo do modelo construido na

previsdo de propriedades modeladas em amostras onde este valor €
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desconhecido. Para isso, € preciso reunir os dados (voltamogramas) em uma
matriz e introduzi-los, no computador, submetendo-os a determinac¢do das

concentra¢des usando o modelo construido.
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2 Objetivos

O trabalho desenvolvido tem como objetivo avaliar o uso de
métodos quimiométricos para a determinacao simultanea dos pesticidas paraquat
e diquat a partir das suas respostas voltamétricas utilizando eletrodo de diamante

dopado com boro.
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados, a instrumentacdo, os materiais e
os reagentes utilizados na otimizagdo dos pardmetros voltamétricos, e na

determinacdo simultdnea dos pesticidas paraquat e diquat.

3.1 Reagentes e Solucoes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico sem
nenhuma purificacdo prévia. Os padroes de Paraquat e Diquat foram obtidos da
empresa Sigma-Aldrich, com 99% de pureza. O tetraborato de sodio (Na,B407)
e o 4cido sulfarico (H,SO,) foram adquiridos da Merck com 99,5% e da Sigma-
Aldrich 95-98% respectivamente . A dgua utilizada para o preparo das solugdes
foi purificada pelo sistema de Osmose Reversa Gehaka® modelo OS 20 LX

FARMA.

Para o pré-tratamento do eletrodo, foi utilizada uma solugdo de
H,SO, 0,5 mol L. Uma solucdo de Na,B,O; 0,1 mol L' foi utilizada como
eletrdlito suporte. Os padrdes de pesticidas foram utilizados na preparacdo de

solugdes estoque nas concentracdes de 0,01 e 1x10™ mol L™,

3.2 Eletrodos

Para as medidas voltamétricas, foi1 wutilizada uma célula
eletroquimica em borosilicato com capacidade para 40 mL com uma tampa em
politetrafluoretileno adequada aos eletrodos empregados (FIGURA 11).

Como eletrodo de trabalho, utilizou-se um eletrodo de Diamante
Dopado com Boro (DDB), apresentado na FIGURA 12, comercialmente obtido
da Amarant technologic com nivel de dopagem de boro entre 6000 e 8000 ppm.
O DDB passou por um tratamento eletroquimico prévio para ativacdo e

estabilizacdo da superficie eletrodica. Tal tratamento constitui na aplicagdo de
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um potencial anddico de 3 V por 5 segundos e de um catédico de -3 V por 10
segundos. Estes potenciais foram aplicados utilizando uma solu¢do de H,SO, 0,5
mol L. O tratamento foi efetuado no inicio de cada série de experimentos e
sempre que necessdrio para remog¢do de produtos adsorvidos na superficie
eletrédica. Como eletrodo auxiliar foi usado um fio de platina e um eletrodo

Ag/AgCl em KCI 3 mol L™ como referéncia.

FIGURA 11- Célula eletroquimica utilizada nas medidas voltamétricas

FIGURA 12-Eletrodo de diamante dopado com boro
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3.3 Instrumentacio e programas

As medidas voltamétricas foram realizadas empregando-se a
técnica de voltametria de onda quadrada, em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT302N da Metrohm-EcoChemie gerenciado pelo software GPES 4.9
(General Purpose Electrochemical System), também da Metrohm-EcoChemie.

Os tratamentos quimiométricos foram realizados utilizando os
seguintes programas: planilhas do Calc do pacote BrOffice®” , Pirouette® e o

Statistica 9.0 versao Trial.

3.4 Procedimentos Experimentais

3.4.1 Otimizacao dos parametros voltamétricos

Com o objetivo de otimizar a resposta em corrente, realizou-se um
planejamento experimental com o objetivo de se conseguir um maximo de
informagdes com poucos experimentos a respeito dos parametros que podem ser

utilizados na voltametria de onda quadrada.

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial englobando os
parametros da técnica de voltametria de onda quadrada: frequéncia de aplicacdao
do pulso de potencial (f), amplitude de pulso (a) e incremento de varredura de
potencial (A E). Os pardmetros instrumentais a serem empregados no
planejamento foram escolhidos baseados no conhecimento da técnica descrito na
literatura®,® e estdo apresentados na TABELA 4. Os experimentos realizados,
por sua vez, estdo apresentados na TABELA 5. Neste caso, considerando que
foram estudados 3 parametros em 2 niveis, um total de 8 experimentos foram

realizados. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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TABELA 4- Varidveis e niveis escolhidos para o planejamento fatorial.

Variaveis Niveis
-1 1
Frequéncia /s (1) 10 100
Amplitude / mV (2) 5 50
Incremento / mV (3) 2 8

TABELA 5- Matriz de planejamento fatorial para k=3

Ensaio Variaveis

Frequéncia Amplitude Incremento

| -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

O seguinte procedimento experimental foi utilizado: foram
transferidos 20 mL do eletrélito suporte para a célula eletroquimica. O oxigénio
foi removido, purgando-se gas N, durante 10 minutos. As medidas voltamétricas
foram realizadas com varreduras de potenciais catédicas entre -0,3V e -1,2V. Os
experimentos foram realizados em ordem aleatdria para impedir que fatores nao
controlados contaminassem os efeitos que seriam investigados®.

A partir dos dados obtidos, foram utilizadas planilhas do Calc do
pacote BrOffice® e Pirouette® para avaliar os valores dos efeitos e coeficientes

obtidos a partir dos planejamentos realizados. Com base nos resultados obtidos e
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significancia dos dados, foram realizados novos experimentos utilizando um
planejamento composto central (CCD) para obtengdo da superficie de resposta.
Por uma questdao de facilidade da interface de uso, neste caso, foi usado o

software Statistica 9.0 versao Trial.

3.4.2 Determinacao simultanea dos pesticidas

Utilizando a técnica com os parametros otimizados foi realizado um
planejamento CCD com o objetivo de determinar quantitativamente os valores
de concentracdes do paraquat e do diquat, simultaneamente, usando medidas
eletroquimicas. Os valores das concentracdes utilizados no CCD se encontram
na TABELA 6. A utilizacdo deste procedimento resultou em 9 experimentos, 0s

quais sao apresentados na TABELA 7.

TABELA 6-Variaveis e niveis escolhidos para o planejamento CCD.

o Niveis
Variaveis
-1.41 -1 0 1 1.41
Paraquat/pmol Lt 1,96 5,82 15,14 24,46 28,32

Diquat/umol L™ 1,96 5,82 15,14 24,46 28,32




TABELA 7 - Matriz de planejamento composto central com k=2.

Ensaio Variaveis

Paraquat Diquat

1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1

5 -1,414 0

6 1,414 0

7 0 -1,414

8 0 1,414

9 0 0
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Um novo conjunto de dados foi obtido para a formacdo de um

conjunto de amostras para validacdo, com as concentracoes na TABELA 8 e a

matriz de planejamento utilizada na TABELA 9. totalizando 5 experimentos.

TABELA 8-Conjunto de dados da matriz de validacdo

o Niveis
Variaveis
-1 0 1
Paraquat/umol L™ 3,89 11,84 19,80
Diquat/umol L 3,89 11,84 19,80
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TABELA 9 - Matriz de planejamento fatorial para validagdo.

Ensaio Variaveis

Paraquat Diquat

1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 |
4 | |
5 0 0

3.4.3 Tratamento dos dados

Inicialmente, foi realizado um pré-tratamento dos dados tanto com
transformagdes como com pré-processamento. Inicialmente, os dados foram
centrados na média e, em seguida, aplicou-se a primeira derivada.

ApO6s o pré-tratamento dos dados, foi aplicado o método PLS. Nesse
caso, o numero de fatores utilizados para a construcdo do modelo foi
determinado por validacdo cruzada, a qual foi realizada aplicando-se o método
leave-one-out®, e que serviu para o célculo do erro médio de validagdo cruzada
(RMSEV). A previsdao do modelo foi avaliada pelo erro médio de previsdo

(RMSEP) e pelo coeficiente de correlagao(r).
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4 - Resultados e Discussao

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos a partir
do planejamento de experimentos e a aplicacdo desta metodologia para a

determinacdo simultdnea do paraquat e diquat.

4.1 Comportamento eletroquimico dos pesticidas paraquat e diquat

O paraquat existe em trés estados de oxidagio bésicos PQ **, PQ*+,
PQ com uma resposta voltamétrica bem definida com a presenca de dois picos
de reducdo, os quais possuem as caracteristicas de um processo redox totalmente
reversivel®”. O primeiro pico, como pode ser observado na FIGURA 13, aparece
em -0,677V (vs. Ag/AgCl) e com largura de meia altura de 0,119 V, nas
condi¢cdes experimentais utilizadas, € associado a reducgdo eletroquimica da
molécula na interface eletrodo-solucdo (seguido de um segundo pico em -
0,994V (vs. Ag/AgCl) que estd associado a segunda transferéncia eletronica,”
demostrados no esquema a seguir.
PQ* +e — PQ"
PQ" +e — PQ
No processo anddico, pode surgir um pico em aproximadamente
0,9V com o seguinte processo 2 PQ° — (PQ),>" +2¢" e um pico de oxidacdo
em -0,65 V explicado pela re-oxidagio do PQ" espécies: PQ " = PQ*"+e¢ .
Um pico agudo aparece entre os dois picos acima referidos em -0,75 V, que foi
previamente identificado como a oxidac¢do de dois elétrons do cation radical
dimero: (PQ),”* = + 2 PQ* +2¢ formado pela comproportionation (uma
reacdo quimica onde dois reagentes, cada um contendo o mesmo elemento, mas

com um diferente nimero de oxidacdo, formardo um produto com um ndmero
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de oxidacdo médio dos dois reagentes.) de PQ ” sobre o eletrodo com PQ** em

solucdo®.

50 -0.67688

40
-0.99426
30

uA

20 -

10 —H

-0,2 ' -0,4 ' 0.6 ' 0.8 ' -1,0 -1,2
E/V (vs Ag/AgCl)

FIGURA 13-Voltamograma de onda quadrada obtido para o paraquat em meio
de Na,B40; 0,1 mol L' com a técnica de SWV utilizando os seguintes

parametros: f = 100 s'. a=50mVe AEs=2mV T=25°C.

Por outro lado, o diquat possui um comportamento redox similar ao
observado para o paraquat com a presenca de dois processos redox com
caracteristicas de processos totalmente reversiveis. O primeiro pico, como
observado pela FIGURA 14, encontra-se em aproximadamente -0,583V (vs.
Ag/AgCl) com uma largura de meia altura de 0,129 V, nas condic¢des
experimentais utilizadas, sendo o comportamento eletroquimico similar ao

paraquat, seguido de um segundo pico em aproximadamente -1,026V( Ag/AgCl)

40
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-0.58365
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FIGURA 14- Voltamograma de onda quadrada obtido para o diquat em meio de
Na,B,0, 0,1 mol L™ com a técnica de SWV utilizando os seguintes parametros:

f=100s",a=50mV e AE,=2 mV T = 25 °C.

Na FIGURA 15, € apresentado um voltamograma de onda quadrada
obtido para a mistura paraquat/diquat, ambos com concentracio de 1x10™* mol L
! Pode-se observar que ocorreu um alargamento no primeiro pico, o qual agora
tem uma altura de meia altura de 0,190V. Com relagdo ao segundo pico, existe a
total sobreposicao das ondas de reducdo e, além disso, a intensidade de corrente

aumenta consideravelmente devido a esta sobreposi¢ao.



40

140

120 H

100 H

A

02 04 08 08  -10 1.2
E/V (vs Ag/AgCl)

FIGURA 15- Voltamograma de onda quadrada obtido para a mistura em meio de
Na,B,07 0,1 mol L' com a técnica de SWV utilizando os seguintes parametros:

f=100s',a=50mV e AE,=2 mV T = 25 °C.

Buscando uma solucdo para resolver a separacdo dos pesticidas
paraquat e diquat, sera descrito, nas proximas secoes, um estudo dos parametros
voltamétricos associados a técnica para melhorar a intensidade de corrente
associada a ambas as substancias. Esse estudo levou a uma separacdo parcial dos
picos bem como aos valores de corrente associados aos processos. Em seguida, a
determinacdo simultinea dos pesticidas serda descrita utilizando técnicas

quimiométricas.

4.2 Otimizacao dos parametros voltamétricos

Os parametros instrumentais estudados foram escolhidos e tiveram
os seus niveis determinados a partir do conhecimento da técnica de voltametria
de onda quadrada descritos na literatura® . Tais pardmetros sio apresentados

nas TABELAS 10 e 11 as quais contém respectivamente as varidveis com 0s
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valores escolhidos e a matriz de planejamento. No presente caso, esta
amplamente descrito na literatura® que 3 pardmetros: frequéncia, amplitude de
pulso e o incremento de potenciais afetam a resposta de corrente em SWV. Desta
forma, optamos por realizar um planejamento fatorial completo do tipo 2°, isto &,
3 varidveis estudadas em 2 niveis cada uma com o objetivo principal de fazer a
triagem das varidveis que apresentam influéncia sobre a resposta voltamétrica
nos voltamogramas obtidos pela voltametria de onda quadrada. E importante
frisar que todos os experimentos foram realizados em duplicata como, descrito

na parte experimental.

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial é uma das mais
importantes varidveis na SWV®, Isto ocorre porque, mantendo-se constante a
concentracdo dos analitos, é ela quem determina a intensidade dos sinais, e
consequentemente, a sensibilidade obtida nas andlises.

O estudo da variacdo da amplitude de pulsos de potencial ajudard
na avaliacdo do tipo de processo redox envolvido, ji que, para sistemas
totalmente irreversiveis, o aumento da amplitude pode deslocar os valores de
potenciais de pico, provocar mudancas significativas nas larguras de meia-altura
e, além disto, um aumento da amplitude também pode provocar aumento da
corrente de pico.

Na SWYV, a velocidade de varredura € definida em funcido da
frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais € do incremento de varredura
de potencial. Sendo assim, a otimizacdo do incremento pode alterar

significativamente a sensibilidade obtida nas anélises.

TABELA 10-Variaveis e niveis escolhidos para o planejamento fatorial.

Variaveis Niveis
-1 1
Frequéncia /s (1) 10 100
Amplitude / mV (2) 5 50

Incremento / mV (3) 2 8
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TABELA 11- Matriz de planejamento fatorial para k=3

Ensaio Varidveis

Frequéncia Amplitude Incremento
| -1 -1 -1
2 | -1 -1
3 -1 1 -1
4 | 1 -1
5 -1 -1 |
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Inicialmente, foram realizadas as medidas voltamétricas para o
paraquat com base na matriz de planejamento apresentada na TABELA 11.
Analisando os voltamogramas obtidos, apresentados na FIGURA 16, pdde-se
concluir que o aumento da frequéncia leva a um aumento na corrente de pico.
Possivelmente, este aumento na corrente de pico ocorre devido ao fato de que a
frequéncia estd relacionada ao aumento da velocidade de varredura, ou seja, a
intensidade da corrente e a sensibilidade da técnica de SWV®. Além disso, a
combinacgdo alta frequéncia e alta amplitude vistas no ensaio 8 e 4, presentes na
FIGURA 16, levam a um aumento na corrente. O incremento presente nestes
ensaios, nos niveis superior e inferior, ndo traz grande influéncia sobre as
respostas de corrente. Por outro lado, observou-se nos ensaios 1 e 5, onde os
sinais de corrente sdo baixos, que ocorre uma pequena corrente de pico, € 0
incremento de varredura de potenciais ndo trouxe grande influéncia sobre a
corrente de pico. J4 no ensaio 6, que combinou alta frequéncia e alto incremento
com baixa amplitude, pdde-se observar a existéncia de um descolamento no

valor de potencial para o primeiro pico.



50

40

30

/uA

20

10

E/V (vs Ag/AgCl)

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

43

FIGURA 16- Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o paraquat em meio

de Na,B,0; 0,1 mol L' com a técnica de SWV a partir da matriz de

planejamento.

Apo6s a obtengdo dos conjuntos de voltamogramas para o paraquat,

a corrente de pico foi analisada através do planejamento fatorial onde os valores

de corrente obtidos podem ser observados na TABELA 12. A média das

correntes de pico foi calculada utilizando as réplicas, e as respostas médias

obtidas tiveram uma variancia das observagdes de 1,53.

TABELA 12- Planejamento fatorial para o paraquat utilizando a corrente de

pico.
Ensaios Fatores Respostas Ip
Frequéncia Amplitude Incremento  Réplical Réplica2 Média
1 -1 -1 -1 1,330 1,330 1,330
2 | -1 -1 6,530 6,200 6,365
3 -1 1 -1 9,370 9,330 9,350
4 | 1 -1 47,50 44,60 46,05
5 -1 -1 1 1,600 1,610 1,605
6 1 -1 1 8,510 8,200 8,355
7 -1 -1 1 9,230 9,380 9,305
8 1 1 1 51,00 47,00 49,00




44

Utilizando os valores de Ip, foram calculados os efeitos,
apresentados na TABELA 13. Nesta tabela, constam os valores de efeitos
calculados com os devidos erros e teste t (Apéndice 1) . O teste t (student) foi
calculado para testar a significancia dos efeitos utilizando o procedimento bem
estabelecido na literatura’. Neste caso, quando O fteculado™ trabelado O €feito é
considerado significativo. Pdde-se observar que os efeitos de frequéncia,
amplitude e frequéncia combinada com a amplitude sdo significativos. Neste
caso, aumento da frequéncia assim com o aumento da amplitude leva a um

aumento na resposta voltamétrica

TABELA 13-Calculo dos efeitos e dos erros experimentais para as variaveis
estudadas no planejamento fatorial utilizando a corrente de pico para estudar os
parametros associados as medidas de SWV para o paraquat em meio de Na,B,0,

0,1 mol ™.

Efeito Erro t(8)  ttabelado
Média 16,27 + 031 5292
Fr 22,05 + 0,62 3552 2,310
Amp 24,01 + 0,62 38,70
Incr 1,293 + 0,62 2,083
Fr X Amp 16,15 + 0,62 26,03
Fr X Incr 1,178 + 0,62 1,897
Amp X Incr 0,16 + 0,62 0,258

H+

Fr X Amp X Incr 0,32 0,62 0,516

ApoOs o estudo dos voltamogramas, os dados foram transformados
para o espaco das componentes principais, PC. O software utilizado para tal
procedimento foi o Piroutte®. Apds diversas tentativas de pré-tratamento dos
dados, obtiveram-se os melhores resultados quando estes foram centrados na

media e aplicados a primeira derivada (Apéndice 2) com de objetivo realizar a
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correcdo da linha de base. A partir destes tratamentos, foram obtidos os
componentes principais. Os gréaficos de scores e loadings se encontram no
apéndice 2.

A TABELA 14 apresenta o planejamento fatorial utilizando os
dados obtidos pela transformagdo dos dados em componentes principais. Apenas
a primeira componente principal (PC1) foi utilizada, pois esta explica 97,23%
da variancia dos dados voltamétricos. A média dos scores das PCs foi calculada
utilizando as duplicatas e as respostas médias obtidas tiveram uma variancia das
observacdes de 0,27 explicitando uma boa reprodutibilidade dos dados

voltamétricos.

TABELA 14-Planejamento fatorial completo utilizando a PC1 para o paraquat

utilizando transformac¢do em componente principal.

Ensaios Fatores Respostas Scores PC1

Frequéncia Amplitude Incremento  Réplical Réplica2 Média
1 -1 -1 -1 -3,699 -4,254 -3,977
2 1 -1 -1 -2,674 3,142 -2,908
3 -1 1 -1 -1,752 -0,978 -1,365
4 1 1 -1 7,910 7,349 7,630
5 -1 -1 1 -3,615 -4,142 -3,878
6 1 -1 1 -2,229 -2,767 -2,498
7 -1 -1 1 -1,130 -0,717 -0,924
8 1 1 1 7,190 8,651 7,921

Utilizando os valores de PC1, foram calculados os efeitos
apresentados na TABELA 15. Nesta tabela, constam os valores de efeitos
calculados com os devidos erros. Como pode ser observado na TABELA 15, os
efeitos de frequéncia, amplitude e frequéncia combinada com a amplitude sdo
significativos, isto é, os resultados demonstram que existe um aumento da
corrente de redugdo associado ao aumento das varidveis, ou seja, 0 aumento da
frequéncia assim com o aumento da amplitude leva a um aumento na resposta
voltamétrica. Comparando-se os resultados obtidos, utilizando corrente de pico e

PCA, vé-se a similaridade do comportamento dos parametros estudados, logo,
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tanto as correntes de pico quanto a PCA sdo uteis para a utiliza¢ao no estudo dos
parametros voltamétricos.
Nos ensaios 8 € 4, em ambos os planejamentos, observam-se as

maiores respostas e nos ensaios 1 € 5 as menores respostas.

TABELA 15-Célculo dos efeitos e dos erros experimentais para as variaveis
estudadas no planejamento fatorial utilizando a transformacdo em componente
principal para estudar os parametros associados as medidas de SWV para o

paraquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L

Efeito Erro t(8) t(tabelado)
Média 1,11E-16 + 0,13  8,55E-16
Fr 5,070 + 0,26 19,54 2,310
Amp 6,630 + 0,26 25,54
Incr 0,310 + 0,26 1,190
Fr X Amp 3,850 + 0,26 14,82
Fr X Incr 0,040 + 0,26 0,150
Amp X Incr 0,060 + 0,26 0,220
Fr X Amp X Incr -0,120 + 0,26 0,450

Os efeitos calculados utilizando corrente de pico e PCA possuem
uma similaridade onde os efeitos significativos sao 0s mesmos para ambos 0s
tipos de tratamento.

O mesmo tipo de estudo foi realizado para o diquat. Os
voltamogramas obtidos encontram-se na FIGURA 17. Numa andlise qualitativa
da FIGURA 17, pdde-se observar que a combinacdo de alta frequéncia e alta
amplitude (ensaio 8 e 4) levam a um aumento na corrente, enquanto o
incremento apresentado nestes ensaios nos niveis (+) e (-) promoveu uma maior
influéncia sobre a resposta de corrente se comparada aos ensaios realizados para

o paraquat. Observa-se que nos ensaios 1 e 5, onde se tem baixa frequéncia e
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baixa amplitude,aparece uma corrente de pico pequena. Por outro lado, quando o
incremento se encontra nos niveis (+) ou (-) ndo € observada uma grande
influéncia sobre as correntes de pico. J4 no ensaio 6, que combina alta
frequéncia, alto incremento e baixa amplitude, pode-se observar a existéncia de

um deslocamento de potencial no primeiro pico.
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FIGURA 17- Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o diquat em meio
de Na,B,O; 0,1 mol L' com a técnica de SWV a partir da matriz de

planejamento.

Apo6s a obtencao dos conjuntos de voltamogramas para o diquat, a
corrente de pico foi analisada através do planejamento fatorial em queos valores
de corrente obtidos podem ser observados na TABELA 16. A média das
correntes de pico foi calculada utilizando as duplicatas, e as respostas médias

obtidas tiveram uma variancia das observagdes de 0.230.
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TABELA 16-Planejamento fatorial parar o diquat utilizando a corrente de pico.

Ensaios Fatores Respostas Ip
Frequéncia Amplitude Incremento Réplica Réplica Média
1 2

1 -1 -1 -1 0,90 0,90 0,90
2 1 -1 -1 4,66 447 4,57
3 -1 | -1 6,50 6,07 6,29
4 1 1 -1 31,90 30,20 31,05
5 -1 -1 1 1,13 1,24 1,19
6 1 -1 | 6,30 6,30 6,30
7 -1 -1 | 6,70 7,28 6,99
8 1 1 1 37,00 36,60 36,80

Utilizando os valores de Ip, foram calculados os efeitos,
apresentados na TABELA 17. Nesta tabela, constam os valores de efeitos
calculados com os devidos erros. Como pode ser observado na TABELA 17, os
efeitos e todas as suas combinagdes sdo significativos, embora com diferentes
graus de importancia. Desta forma, pode-se observar que o parametro
incremento e suas combinagcdes, se comparadas a frequéncia e amplitude,

possuem um efeito menor.

TABELA 17-Célculo dos efeitos e dos erros experimentais para as variaveis
estudadas no planejamento fatorial utilizando a corrente de pico para estudar os
parametros associados as medidas de SWYV para o diquat em meio de Na,B,0,

0,1 mol™.

Efeito Erro t(8) t tabelado
Média 11,76 + 0,12 98,90
Fr 15,84 + 0,24 66,60 2,310
Amp 17,04 + 024 71,67
Incr 2,120 + 0,24 8910
Fr X Amp 11,45 + 0,24 48,14
Fr X Incr 1,620 + 0,24 6,830
Amp X Incr 1,110 + 0,24 4,660
Fr X Amp X Incr 0,900 + 0,24 3,780
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Ap6s a andlise do planejamento com as correntes de pico, os dados
foram submetidos a andlise quimiométrica no espaco das componentes
principais. Os dados de corrente foram centrados na média e aplicados a
primeira derivada(Figura apéndice 3) com o objetivo minimizar o efeito da linha
de base.

TABELA 18 apresenta a andlise quimiométrica no espago dos
componentes principais, onde apenas os dados de scores de PCI(Figura
apéndice 3) foram utilizados, pois estes explicam 94,00% da varidncia dos
dados. As respostas de PC1 foram utilizadas para as respostas médias. As
respostas médias obtidas tiveram uma variancia das observacdes de 00,0200
explicitando uma boa reprodutibilidade dos dados voltamétricos. Observando as
respostas médias para os planejamentos, utilizando corrente de pico e
transformacao para PC, os ensaios 8 e 4 obtiveram as maiores respostas para

ambos .

TABELA 18-Planejamento fatorial completo utilizando a PC1 para o diquat

Ensaios Fatores Respostas Scores PC1

Frequéncia Amplitude Incremento  Réplical Réplica2 Média
1 -1 -1 -1 -2,04 -2,14 -2,09
2 1 -1 -1 -1,38 -1,44  -1,41
3 -1 1 -1 -0,97 -0,86  -0,91
4 | 1 -1 3,16 3,59 3,38
5 -1 -1 1 -1,94 -2,06  -2,00
6 | -1 1 -1,09 -1,19  -1,14
7 -1 -1 1 -0,51 -0,69 -0,60
8 | 1 1 4,77 479 478

Utilizando os valores dos escores de PC 1, foram realizados os
célculos para os efeitos que estdo apresentados na TABELA 19,. Onde se
observam os efeitos calculados com os respectivos erros, além dos valores do

teste t calculado.
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TABELA 19-Calculo dos efeitos e dos erros experimentais para as variaveis
estudadas no planejamento fatorial utilizado para estudar os parametros

associados as medidas de SWV para o diquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L

Efeito Erro  t(8) t(tabelado)
Média I,11E-16 + 0,03 3,35E-15
Fr 2,800 = 0,07 42,37 2,310
Amp 3,320 £ 0,07 50,19
Incr 0,520 = 0,07 7,850
Fr X Amp 2,030 = 0,07 30,71
Fr X Incr 0,320 = 0,07 4,810
Amp X Incr 0,340 + 0,07 5,130
Fr X Amp X Incr 0,230 + 0,07 3,450

Como pode ser observado na TABELA 19, os efeitos de frequéncia,
amplitude, incremento e todos os efeitos cruzados (combinacdes) de dois e trés
niveis sdo significativos, embora com diferentes graus de importancia. Tal
comportamento € similar ao obtido, utilizando-se corrente de pico. Similarmente
ao observado, trabalhando com a corrente de pico, o parametro incremento e
suas combinacoes, se comparadas a frequéncia e amplitude, possuem um efeito
menor.

Ao se analisarem os voltamogramas e os dados obtidos através do
planejamento para o paraquat e diquat, percebe-se que o incremento passa a ter
valores significativos para o diquat. Uma possivel explicacdo para este fato seria
a diferenca na velocidade de reacdo entre um analito € o outro. Conforme esta
descrito na literatura’®, a velocidade de reagdo de reducdo do paraquat é lenta
quando comparada ao diquat e, desta forma, ndo se observa a influéncia do
incremento, enquanto no diquat, a cinética € rapida, o que leva a influéncia do

incremento no processo”.
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Dando continuidade a este estudo inicial, passamos entao a estudar

a mistura de paraquat e diquat com o objetivo de compreender como as mesmas

z

variaveis experimentais afetavam os resultados voltamétricos. Neste caso, €

(N

importante frisar que, devido a alta convolug¢ao dos picos voltamétricos, nao
possivel fazer a andlise da corrente, mas somente a quantificagdo no espaco dos
componentes principais. Considerando este propdsito, foram realizados os
mesmos ensaios contidos na matriz de planejamento TABELA 11. E o conjunto
de voltamogramas obtidos encontra-se presente na FIGURA 18. Uma andlise
qualitativa destes resultados permite observar que a combinagdo alta frequéncia
e alta amplitude vistas no ensaio 8 e 4, levam a um aumento na corrente. Por
outro lado, observa-se, nos ensaios 1 e 5, onde se tem baixa frequéncia e baixa
amplitude que ocorre um baixo valor de corrente de pico a presenca de dois
picos parcialmente convoluidos na regido entre 0,5 V e 0,8 V, que devem estar
relacionados ao paraquat e diquat. Neste caso, a varidvel incremento se encontra
nos niveis (+) ou (-) e ndo traz grande influéncia sobre a corrente de pico. Ja no
ensaio 6, que combina alta frequéncia e alto incremento com baixa amplitude
ndao se observa a existéncia de um deslocamento de potencial, o que tinha
ocorrido nos pesticidas individualmente. Finalmente, com base neste conjunto
de voltamogramas, no intervalo de condi¢des experimentais estudados, percebe-
se que a amplitude no nivel (-) favorece o surgimento dos picos apenas
parcialmente convoluidos para o paraquat e diquat. Este comportamento fica

evidenciado analisando os ensaios 1,2,5 ¢ 6.
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FIGURA 18- Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a mistura

paraquat/diquat em meio de Na,B,0, 0,1 mol L' com a técnica de SWV a partir

da matriz de planejamento.

A TABELA 20 apresenta o planejamento fatorial utilizando a

transformacao dos dados para o espaco das componentes principais utilizando o

mesmo tratamento de dados anteriores, onde os escores de PCl(Apéndice 4)

explicam 96,20% da variancia dos dados. A resposta média foi calculada com

base nestes dados de PCI para as duplicatas. As respostas médias obtidas

tiveram uma variancia das observacdes de 0,140 explicitando uma boa

reprodutibilidade dos dados obtidos pela técnica de SWV.

TABELA 20-Planejamento fatorial completo utilizando a PC1 para a mistura.

Ensaios Fatores Respostas Scores PC1

Frequéncia Amplitude Incremento  Réplical Réplica2 Média
1 -1 -1 -1 -10,10 -9,89  -9,99
2 1 -1 -1 -7,84 -7,64  -7,74
3 -1 1 -1 -0,04 -0,68 -0,36
4 1 1 -1 13,95 1,003 13,47
5 -1 -1 1 -9,69 -9,45  -9,57
6 1 -1 1 -7,06 -7,09  -7,07
7 -1 -1 1 0,46 0,56 0,51
8 1 1 1 20,32 21,20 20,76
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A transformacdo dos dados para o espaco das componentes
principais e a analise dos efeitos utilizando os scores da PC1 sdo apresentadas na
TABELA 21. Os efeitos de frequéncia, amplitude, incremento, bem como o0s
seus efeitos cruzados de segunda e terceira ordem, sdao significativos.
Anteriormente, foi discutida a influéncia do incremento no comportamento do
diquat. Acredita-se que a influéncia deste parametro na mistura seja justamente

devido a presenca do diquat na mistura.

TABELA 21-Célculo dos efeitos e dos erros experimentais para as varidveis
estudadas no planejamento fatorial utilizado para estudar os parametros

associados as medidas de SWV para a mistura paraquat/diquat em meio de

Na,B,0, 0,1 mol L.

Efeito Erro  t(8) t(tabelado)
Média 1,25E-07 + 0,09 1,33E-06
Fr 9,710 + 0,19 51,70 2,310
Amp 17,19 + 0,19 91,55
Incr 2,310 + 0,19 12,31
Fr X Amp 7,330 + 0,19 39,06
Fr X Incr 1,660 + 0,19 8,860
Amp X Incr 1,770 + 0,19 9,410
Fr X Amp X Incr 1,540 + 0,19 8,220

Com base nos planejamentos realizados e no teste de Student,
podemos observar que os parametros voltamétricos que apresentaram uma maior
significancia foram frequéncia e amplitude de pulso. Apesar do incremento
também se apresentar significativo em alguns parametros, ndo serd utilizado
para constru¢ao da superficie de resposta devido a sua menor significancia.

Assim, o valor da varidvel incremento serd mantido fixo no valor de
2 mV. O valor de 2 mV foi escolhido porque valores altos de incremento para os
pesticidas estudados podem levar a diminuicdo da resolu¢do nas andlises”. As

variaveis amplitude e frequéncia serdo estudadas utilizando a metodologia de
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superficie de resposta para se determinarem as reais influéncias de cada variavel
e dos efeitos interacdes entre as varidveis no sistema.

A segunda etapa deste processo de escolha de varidveis para a
realizacdo das medidas experimentais envolve a otimizacdo destas condigdes.
Isto seré feito utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta,a qual esta

descrita na proxima se¢ao.

4.3 Otimizacao das condicOes experimentais utilizando Metodologia de

Superficie de Resposta

Para obtencdo da superficie de resposta, foi utilizado o
planejamento CCD, constituido por planejamento fatorial do tipo estrela com
ponto central em triplicata, onde os niveis utilizados e seus valores se encontram
na TABELA 22. Os valores escolhidos inicialmente foram do nivel superior
(+1) e do nivel inferior (-1). A partir disso, os demais valores de varidvel foram
codificados com base na Equacgao 17.

xX; = Az

Equacao 17
Onde x; é o valor codifcado do planejamento CCD; z ; € o valor experimental do
nivel e Z, o valor médio entre os niveis superior (+) e inferior (-), ¢ Az € a

diferenca entre os niveis superior (+) e inferior (-)

TABELA 22-Variaveis e niveis escolhidos para o planejamento CCD para a
técnica de SWV

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Flrequéncia/s'1 29,30 50 100 150 170,70
Amplitude/mV 11,72 20 40 60 68,28
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TABELA 23- Matriz de planejamento CCD para os parametros voltamétricos

frequéncia e amplitude.

Ensaio Variaveis

Frequéncia Amplitude

| -1 -1
2 | -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,414 0
6 1,414 0
7 0 -1,414
8 0 1,414
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Utilizando os valores e a matriz de planejamento para os parametros
voltamétricos apresentados nas TABELA 22 eTABELA 23, foram medidos os
conjuntos de voltamogramas para o paraquat e diquat, ambos na concentracdo de
1x10™* mol L™ e da mistura equimolar dos dois componentes na concentragio de
1x10™* mol L. Inicialmente, foram trabalhados com os pesticidas em separado,
voltamogramas apresentados nas FIGURA 19 eFIGURA 22. E, como realizado
anteriormente, o planejamento construido inicialmente utilizou os valores de
corrente de pico para os pesticidas em separados que se encontram nas

TABELASTABELA 24 eTABELA 30.
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FIGURA 19 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o paraquat em
meio de Na,B,0, 0,1 mol L' com a técnica de SWV a partir da matriz de

planejamento CCD.

TABELA 24-Planejamento CCD para o paraquat utilizando corrente de pico.

Ensaio Fatores Resposta Ipico pA
Frequéncia Amplitude Réplical  Réplica 2 Média

1 -1 -1 29,90 29,90 299
2 1 -1 52,00 51,00 51,5
3 -1 1 62,90 63,00 62,95
4 1 1 110,00 109,00 109,5
5 -1.41 0 38,10 38,00 38,05
6 1.41 0 95,70 91,90 93,8
7 0 -1.41 26,60 26,00 26,3
8 0 1.41 94,90 94,50 947
9 0 0 71,80 71,90 71,85
10 0 0 73,20 72,20 72,7
11 0 0 73,10 73,50 73,3
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Com base nas correntes de picos do ponto central, presentes na
TABELA 24, foi calculado o desvio padrdao obtendo um valor de 0,73 para os
dados mostrando uma boa reprodutibilidade neste ponto.

Analisando as TABELA 24 eTABELA 30, pdde-se observar que as
melhores respostas de corrente ocorrem nos niveis superiores € médios das
variaveis frequéncia e amplitude, sendo que a melhor condicdo observada nas
tabelas ocorre quando ambos se encontram no nivel (+1), enquanto nos niveis (-
1) de respostas obtém-se as menores respostas voltamétricas.

Em um primeiro momento, para os pesticidas em separados,
realizou-se o célculo dos efeitos e andlise de variancia utilizando a corrente de

pico.

TABELA 25 contém os célculos de coeficiente e o erro utilizando a
corrente de pico. Os célculos dos coeficientes do modelo empirico e o teste

ANOVA foram realizados utilizando planilhas do BR office®.

TABELA 25-Coeficientes e erros para a superficie de resposta para o paraquat

utilizando a SWV e corrente de pico

Coeficientes Erro t(2) t tabelado
bo 72,625 + 0,26 172,60

Fr 18,44 + 0,26 71,32 4,30
Am 23,51 + 0,26 91,12

FrXFr -3,29 + 0,31 10,68

AmXAm -6,02 + 0,31 19,55

FrXAm 6,24 + 0,36 17,12

TABELA 25, pode-se observar que todos os coeficientes sao
significativos com base no teste t. O teste foi realizado para cada um dos
coeficientes e comparado ao t tabelado onde podemos observar que todos os
valores para o coeficiente sdo significativos. A andlise de variancia foi realizada

para observar o ajuste dos dados estando estes contidos na TABELA 26.
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TABELA 26-Teste ANOVA do planejamento CCD para o paraquat utilizando a
SWV e corrente de pico onde: SQ € o somatério quadritico, GL- Grau de

liberdade, QM- média quadratica

SQ GL MQ Fcalc. Ftab

Regressao 7480,47 5 1496,09 363,57 *5,05
Residuos 20,58 5 4,12
F. Ajuste 19,51 3 6,50 12,25 **9,55
Erro Puro 1,06 2 0,53
Total 7501,05 10
%variacdo explicada 99,73
%max. de variacdo explicivel 99,99
*Fs.5y= 95,05
**F32 =9,55

O teste ANOVA apresentado na TABELA 26 mostra que a
regressdo foi significativa e a falta de ajuste também se mostrou significativa
demonstrando que o modelo de segunda ordem ndo foi bem ajustado para o
paraquat.

Com base nos coeficientes calculados, € possivel determinar a
equacdo ajustada que descreve o modelo para o paraquat utilizando a corrente de
pico que esté descrita na Equacdo 18.

+
Z= 72,61(x0,42) +18,40(+0,26) Fr +23,51 (+0,26) Amp -3,29 (+0,31) Fr’ -
6,073(£0,31)Amp° +6,310(x0,36) Fr X Amp

Equacao 18

Apo6s a andlise dos efeitos e célculos dos coeficientes utilizando os
dados sem qualquer transformagdo, os dados foram submetidos a transformacao
para o espaco das componentes principais utilizando software Piroutte®. O pré-
tratamento realizado foi aquele ja descrito anteriormente, isto €, os dados de
corrente foram centrados na média e aplicado a primeira derivada (Apéndice 5)

com o objetivo de realizar a correcdo da linha de base.
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Aplicando o tratamento de transformacdo em PCs, verificou-se que
os dados voltamétricos do paraquat tiveram sua variancia explicada por 85,32%

pela PC1, sendo a PCI1 utilizada para a constru¢ao do modelo.

TABELA 27-Resultado do Planejamento CCD para os parametros voltamétricos
para o Paraquat utilizando PCA

Ensaio Fatores Resposta PC1
Frequéncia Amplitude Replical ~ Replica 2 Média
1 -1 -1 -10,14 -9,90 -10,02
2 1 -1 -4,49 -4,36 -4,43
3 -1 1 0,62 0,58 0,60
4 1 1 12,88 12,26 12,57
5 -1.41 0 -1,57 -7,29 -7,43
6 1.41 0 7,69 7,47 7,58
7 0 -1.41 -11,01 -10,72 -10,86
8 0 1.41 7,91 7,85 7,88
9 0 0 1,77 1,63 1,70
10 0 0 1,77 1,78 1,78
11 0 0 1,81 1,86 1,83

A partir dos dados contidos na TABELA 28, foi possivel realizar o
célculo do desvio padrdo, com base nas replicatas no ponto central, obtendo o

valor de 0,07,além dos calculos dos coeficientes e da analise de variancia

contidos nas TABELA 28 e TABELA 29.

TABELA 28- Coeficientes e erros para a superficie de resposta para o paraquat

utilizando a SWV e a transformacao para PC.

Coeficientes Erro t(2) t tabelado
bo 1,77 + 0,0379 46,71

Fr 4,85 + 0,0232 209,10 4,30
Am 6,78 + 0,0232 291,82

FrXFr -0,75 + 0,0277 27,09

AmXAm -1,54 + 0,0277 55,50

FrXAm 1,60 + 0,0328 48,65
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Na TABELA 28, encontram-se os coeficientes do modelo e seus
erros. O teste t foi realizado para cada um dos coeficientes e comparado ao t
tabelado onde podemos observar que todos os valores para o coeficiente sdao
significativos, o que permite utilizar estes valores para constru¢ao da equagao
que descrevera o modelo para os parametros voltamétricos da SWV referentes
ao paraquat.

A TABELA 29 apresenta o teste ANOVA que demonstra que tanto

a regressdo como a falta de ajuste sdo significativos.

TABELA 29- Teste ANOVA do planejamento CCD para o paraquat utilizando a
SWV onde: SQ € o somatério quadratico, GL- Grau de liberdade, QM- média

quadrética.

SQ GL MQ Fcalc. Ftab

Regressao 578,16 5 115,63 262,87 5,05
Residuos 2,20 5 0,44
F. Ajuste 2,19 3 0,73 169,83 9,55
Erro Puro 0,01 2 0,00
Total 580,36 10
Pvariacao explicada 99,62
%max. de variacdo explicavel 99,99
*Fs.5= 5,05
**F32 =9,55

Com base nos valores dos coeficientes obtidos( TABELA 29),
construiu-se a equacdo que descreve o modelo de superficie de resposta do
paraquat, gerando a equacdo do modelo ajustado com seus respectivos erros que

¢ apresentada na Equacdo 19.

Z= 1,77(x0,37) +4,85(x0,23) Fr +6,78 (+0,23) Amp -0,75 (+0,27) Fr* -
1,54(+0,27)Amp* +1,60(£0,32) Fr X Amp
Equacao 19
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A partir destes resultados, foi possivel construir a superficie de
resposta que descreve o comportamento da corrente de pico e PCs em funcado
dos parametros experimentais da SWYV. Esses resultados estdo ilustrados nas

FIGURAFIGURA 20 eFIGURA 21.

FIGURA 20-Superficie de resposta obtida para os pardmetros voltamétricos da
SWYV para o paraquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L' com a técnica de SWYV,

corrente de pico, utilizando os seguintes parimetros: AEs =2 mV T = 25 °C.
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FIGURA 21 - Superficie de resposta obtida para os parametros voltamétricos da
SWYV para o paraquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L™ com a técnica de SWV,
PCA e os seguintes parAmetros: AE;=2 mV T =25 °C.

Como pode ser observado nas FIGURAS FIGURA 20 e FIGURA
21, a maxima resposta para corrente de pico e PCs ocorré quando se trabalha em
valores elevados para os parametros frequéncia e incremento. O resultado da
superficie de resposta mostra que os fatores utilizados no planejamento sdo
potencialmente capazes de aumentar a resposta voltamétrica para o pesticida
paraquat quandos estes sao aumentados na faixa estudada.

Com base nas superficies construidas, pode-se observar também a
semelhanca existente entre elas, o que confirma as conclusdes realizadas até
agora que tanto o planejamento utilizando corrente de pico como PCs sdo tteis
para constru¢do de modelo ajustado. Os modelos possuem uma mdaxima

explicacdo 99,74% utilizando corrente de pico e 99,64% utilizando PCs.
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O procedimento e os calculos descritos para a obten¢ao da equagao
ajustada e superficie de resposta para o paraquat serdo utilizados para o diquat e

para a mistura paraquat e diquat.
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FIGURA 22 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o diquat em meio
de Na,B,O; 0,1 mol L' com a técnica de SWV a partir da matriz de

planejamento CCD.

TABELA 30-Planejamento CCD para o diquat utilizando corrente de pico.

Ensaio Fatores Resposta Ipico pA
Frequéncia Amplitude Réplical  Réplica 2 Média

1 -1 -1 37,70 37,60 37,65
2 1 -1 68,10 65,70 66,9
3 -1 1 81,10 80,70 80,9
4 1 1 151,00 146,00 148,5
5 -1.41 0 47,20 47,60 474
6 1.41 0 125,00 122,00 123,50
7 0 -1.41 34,10 32,60 33,35
8 0 1.41 126,00 125,00 125,5
9 0 0 95,60 94,00 94,8
10 0 0 94,60 93,00 93,8
11 0 0 96,20 93,20 94,7
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Com bases nos dados voltamétricos apresentados na TABELA 30,
obteve-se 1,28 de desvio padrdo no ponto central demonstrando uma boa
reprodutibilidade dos dados referentes ao diquat.

Similarmente ao realizado com o paraquat inicialmente se
realizaram os célculos de coeficiente e erro utilizando a corrente de pico. Os
célculos dos coeficientes do modelo empirico e o teste ANOVA presentes nas
TABELA 31 e TABELA 32, foram realizados utilizando planilhas do BR
office®.

TABELA 31 - Coeficientes e erros para a superficie de resposta para o diquat

utilizando a SWV e corrente de pico

Coeficientes Erro t(2) t tabelado
bo 94,43 + 0,32 296,97

Fr 25,60 + 0,20 131,25 4,30
Am 31,94 + 0,20 163,80

FrXFr -4,23 + 0,23 18,20

AmXAm -7,26 + 0,23 31,22

FrXAm 9,59 + 0,28 34,82

TABELA 32 - Teste ANOVA do planejamento CCD para o diquat utilizando a
SWYV e corrente de pico onde: SQ é o somatério quadratico, GL- Grau de

liberdade, QM- média quadratica.

SQ GL MQ Fcalc. Ftab
Regressao 14054,43 5 2810,89 618,49 5,05
Residuos 22,772 5 4,54
F. Ajuste 22,12 3 7,37 24,30 9,55
Erro Puro 0,61 2 0,30
Total 14077,15 10
Jovariagao explicada 99,84
Jomax. de variagcao explicavel 99,99
*Fs.5=5,05
**F32 =9,55

Com base na ANOVA, TABELA 32, pode se observar que o

modelo ajustado possui uma regressao significativa e também a falta de ajuste
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foi significativa, demonstrando a necessidade de ajustes futuros. E, com os
valores de coeficientes obtidos, foi possivel equacionar o modelo de superficie
de resposta para os parametros voltamétricos do diquat, utilizando a corrente de

pico, presente na Equacao 20.

Z= 94,43(+0,32) +25,60(x0,20) Fr +31,94(x0,20) Amp — 4,23(+0,23) Fr’ -
7,26(+0,23)Amp”> + 9,56(+0,28) Fr X Amp

Equagdo 20

ApOs a andlise por corrente de pico, os dados voltamétricos obtidos

para o diquat foram tratados por PCA (Apéndice 6), utilizando o mesmo pré-

tratamento de dados descritos anteriormente. Pode-se verificar que a variancia

dos dados foi explicada por 85,86% pela PC. Com base nisso, foram utilizados

os dados de PC1 para o planejamento descrito

TABELA 33.

TABELA 33-Resultado do Planejamento CCD para os parametros voltamétricos
para o diquat utilizando PCI.

Ensaio Fatores Resposta PC1
Frequéncia Amplitude Réplical ~ Réplica 2 Média
1 -1 -1 -10,25 -10,25 -10,25
2 1 -1 -4,14 -4,14 -4,14
3 -1 1 -0,26 -0,26 -0,26
4 1 1 14,11 14,09 14,10
5 -1.41 0 -8,57 -8,57 -8,57
6 1.41 0 6,45 6,45 6,45
7 0 -1.41 -11,89 -11,89 -11,89
8 0 1.41 8,80 8,79 8,80
9 0 0 2,44 2,44 2,44
10 0 0 1,44 1,44 1,44
11 0 0 1,90 1,88 1,89

Com base nos pontos centrais presentes na TABELA 33, foi
possivel realizar o célculo do desvio padrao que foi de 0,44 para os dados

utilizados.
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Na TABELA 34, encontram-se os coeficientes do modelo e seus
erros determinados. O teste t foi realizado para cada um dos coeficientes e
comparado ao t tabelado onde podemos observar que todos os valores para o
coeficiente sdo significativos, ou seja, podem ser usados para construcao do

modelo de superficie de resposta a partir da equacao que descreve o modelo.

TABELA 34- Coeficientes e erros para a superficie de resposta para o diquat

utilizando a SWV.

Coeficientes Erro  t(5) t tabelado
bo 1,920 + 029 6,64

Fr 5,220 + 0,18 29,44 4,30
Amp 7,200 + 0,18 40,58

FrXFr -1,200 + 0,21 5,67

AmpXAmp -1,44 + 0,21 6,83

FrXAmp 2,060 + 0,25 8,24

Na TABELA 35, apresenta-se a ANOVA que mostra a significincia
dos dados para a regressao realizada para o diquat, enquanto a falta de ajuste nao
foi significativa, demonstrando que o modelo se encontra ajustado, o que
permite utilizar estes valores para constru¢do da equacdo que descreverd o
modelo para os parametros voltamétricos da SWV para o diquat, nao

necessitando de mais nenhum ajuste.

TABELA 35- Teste ANOVA do planejamento CCD para o diquat utilizando a
SWV e PCI1 onde: SQ € o somatério quadratico, GL- Grau de liberdade, QM-

média quadrética.

SQ GL MQ Fcalc. Ftab
Regressao 663,01 5 132,60 187,68 5,05
Residuos 3,53 5 0,71
F. Ajuste 3,03 3 1,01 4,03 9,55
Erro Puro 0,50 2 0,25
Total 666,54 10
Yovariagdo explicada 99,47
J%omax. de variagdo explicavel 99,92

*F(5’5) = 5,05
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**F(&z) = 9,55

Com base nos coeficientes significativos para o modelo gera-se a

equacdao do modelo ajustado com seus respectivos erros que € apresentada na

Equacao 21.

Z= 1,92(+0,29) +5,22(+0,18) Fr +7,20 (£0,18) Amp - 1,20 (x0,21) Fr’
1,44(+0,21)Amp* +2,06(£0,25) Fr X Amp

Equacao 21
Com base nas Equacdo 21 que descrevem o modelo ajustado dentro
da faixa estudada, utilizando corrente de pico e PC, € possivel criar a superficie

de resposta presente nas FIGURA 24 e FIGURA 24.

o T, [Ty

FIGURA 23 - Superficie de resposta obtida para os parametros voltamétricos da
SWYV para o diquat em meio de Na,B,0O; 0,1 mol L com a técnica de SWV,

corrente de pico, utilizando os seguintes parimetros: AEs =2 mV T = 25 °C.
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FIGURA 24-Superficie de resposta obtida para os pardmetros voltamétricos da
SWYV para o diquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L com a técnica de SWV e

PC, utilizando os seguintes pardmetros: AE,=2 mV T = 25 °C.

O resultado obtido a partir da superficie de resposta, FIGURA 23 e
FIGURA 24, para o diquat, demonstra que os fatores utilizados no planejamento
sdo capazes de aumentar a resposta voltamétrica quando estes sdo aumentados
na faixa estudada. Comparando a superficie obtida para o paraquat e diquat,
pOde-se observar uma certa similaridade nas superficies e os maiores valores de
correntes se mostraram proximos.

A andlise direta da corrente de pico utilizando a SWV ndo é
possivel quando o material analisado é a mistura dos dois pesticidas devido a
intensa sobreposi¢do dos picos voltamétricos. Por esta razdo, os dados foram
submetidos a transformagdo para o espaco das componentes principais
utilizando software Piroutte®. O pré-tratamento realizado foi aquele ja descrito
anteriormente, isto €, os dados de corrente foram centrados na média e aplicado

a primeira derivada com o objetivo de realizar a correcao da linha de base.
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Os dados voltamétricos obtidos para a mistura entre o paraquat € o
diquat foram tratados de forma similar ao paraquat e diquat por PCA (Apéndice
7). Pdde-se verificar que os dados tiveram sua variancia explicada por 89,64%
pela PC 1. Com base nisso foram utilizados os dados de PCl para o

planejamento CCD presentes na TABELA 36.

TABELA 36-Resultado do Planejamento CCD para os parametros voltamétricos

para a mistura utilizando PCA

Ensaio Fatores Resposta PC1
Frequéncia Amplitude Réplical  Réplica 2 Média
1 -1 -1 -13,87 -14,24 -14,05
2 1 -1 -7,12 -7,30 -7,21
3 -1 1 2,52 2,21 2,36
4 1 1 19,35 19,82 19,58
5 -1.41 0 -10,23 -10,35 -10,29
6 1.41 0 6,94 7,10 7,02
7 0 -1.41 -16,94 -17,16 -17,05
8 0 1.41 13,81 14,20 14,00
9 0 0 1,60 1,57 1,584
10 0 0 1,22 1,51 1,36
11 0 0 1,41 1,65 1,53

Na TABELA 37, encontram-se os coeficientes do modelo e seus
erros determinados. O teste t foi realizado para cada um dos coeficientes e
comparado ao t tabelado onde podemos observar que todos os valores para o
coeficiente sdo significativos, ou seja, podem ser usados para construcao do

modelo para superficie de resposta.



70

TABELA 37- Coeficientes e erros para a superficie de resposta para a mistura

utilizando a SWV.

Coeficientes Erro t(5) t tabelado
bo 1,48 + 0,07 21,99

Fr 6,08 + 0,04 146,80 2,570
Amp 10,91 + 0,04 263,46

FrXFr -1,12 + 0,05 22,76

AmpXAmp -1,07 + 0,05 21,64

FrXAmp 2,60 + 0,06 44,40

Na TABELA 38, apresentam-se os resultados do teste ANOVA.
Pbdde-se observar os valores de variancia para cada um dos efeitos estudados
com o respectivo teste F que, comparado ao tabelado mostra-se significativo
para cada coeficiente obtendo uma correlagao de 99,51%, o que significa que os
coeficientes podem ser para gerar a equacdo ajustada que descreve o modelo

para os parametros voltamétricos da SWV para a mistura.

TABELA 38-ANOVA do planejamento CCD para a mistura utilizando a SWV

SQ GL MQ Fcalc. Ftab
Regressao 1280,41 5 256,08 201,23 5,05
Residuos 6,36 5 1,27
F. Ajuste 6,34 3 2,11 154,54 9,55
Erro Puro 0,03 2 0,01
Total 1286,78 10
%variacao explicada 99,51
%max. de variagdo explicavel 99,99
>l<1:“(5’5) = 5,05
**F(3,2) = 9,55

Como base na TABELA 38, pdde-se concluir que a regressao foi
significativa e a falta de ajuste também se mostrou significativa. A partir dos
coeficientes significativos para o modelo, gera-se a equag¢ao do modelo ajustado

com seus respectivos erros, que € apresentada na Equacdo 22.
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Z= 1,48(x0,07) +6,08(x0,04)Fr + 10,91(+0,04) Amp — 1,12 (+0,05) Fr* -
1,07(+0,05)Amp* +2,60(+0,06)Fr X Amp

Equacdo 22

A partir da Equagdo 22, construiu-se a superficie de resposta

presente na FIGURA 25, pois a equacdo descreve o modelo ajustado dentro da

faixa estudada.

i T-1

FIGURA 25-Superficie de resposta obtida para os pardmetros voltamétricos da
SWYV para a mistura paraquat e diquat em meio de Na,B,0; 0,1 mol L' com a

técnica de SWV utilizando os seguintes parimetros: AE,=2 mV T = 25 °C.

A superficie obtida na FIGURA 25 mostra um comportamento
semelhante ao paraquat e diquat, mas com obteng¢do de correntes maiores devido
ao fato de as concentragdes trabalhadas serem maiores que os pesticidas

individualmente.
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De acordo com as equagdes obtidas para os modelos relacionados
aos parametros voltamétrico da SWV, a varidvel frequéncia obteve maiores
valores de coeficiente, sendo esta de grande importincia para a resposta
voltamétrica. A frequéncia estd diretamente ligada a velocidade de varredura®,”
um aumento da frequéncia leva a um aumento na resposta de corrente,
consequentemente melhoria na sensibilidade da andlise Essa comparagdo com
corrente € possivel devido ao fato de que as PCs estdo relacionadas aos
voltamogramas, que sao medidas de corrente versus potencial.

Os valores das varidveis presentes na superficie de resposta estiao
codificados e podem ser transformados nos seus valores originais utilizando a
Equacao 17.

Ao realizar o planejamento para a mistura e observar os
voltamogramas apresentados na FIGURA 26 pode- se observar que, com a
variacao da amplitude, € possivel distinguir a formagao de dois picos de corrente
parcialmente sobrepostos na regido de potenciais entre -0,5 V e -0,7 V. Supondo
que uma sobreposicao parcial seria mais facilmente analisdvel do que uma
sobreposi¢ao total; e considerando ainda que os valores de corrente observados
sejam suficientemente intensos para serem facilmente discutidos, optou-se para
o estudo sistemdtico da mistura entre o paraquat e o diquat a amplitude de 40

mV.
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FIGURA 26- Voltamogramas planejamento CCD para os parametros

voltamétricos da mistura em meio de Na,B,0; 0,1 mol L™,

O incremento j4 havia sido definido anteriormente como 2 mV e, a
partir do estudo da superficie de resposta, conclui-se que a melhor frequéncia de
trabalho se encontra no maior ponto codificado: sendo assim, a frequéncia de

trabalho serd de 170 s .
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4.4 Aplicacao da Técnica SWV sob condicoes otimizadas

Apo6s a otimizacdo das condi¢des experimentais para o eletrodo de
DDB, foram construidas curvas analiticas para o paraquat e diquat por meio da
SWYV Realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de -0,3V a -1,2 V em
diferentes concentracoes dos pesticidas , de 9.90 X107 a 3.15x10° em Na,B,0,
0,1 mol L.

Na FIGURA 27a podem-se observar os voltamogramas obtidos em
cada concentracdo de paraquat; na parte b da mesma figura, a curva analitica, de
corrente de pico em funcdo da concentracao.

Como pode ser observado na FIGURA 27b, a curva é uma reta cuja

equacao €:

Ip/uA=1,214E-5 + 2,172 * [paraquat]
Equagdo 23
Esta reta possui um coeficiente de correlacdo r = 0,997 para o

primeiro pico voltamétrico .
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FIGURA 27- (a) Voltamogramas de SWV utilizando o eletrodo de DDB em

meio de Na,B,0, 0,1 mol L' contendo diferentes concentragdes de paraquat, no

intervalo de 9.90 X107 a 3.15x10. (b) Curva de corrente de pico em fungio da

concentracao obtida a partir da parte (a) da Figura.

Na FIGURA 28, s3o apresentados os dados equivalentes para o

diquat. Neste caso, a equacgdo da reta € descrita por:

Ip/uA= 1,147E-5 + 2,782 * [diquat]

Equacdo 24
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Com um coeficiente de correlacdo de 0,997 para o primeiro pico

voltamétrico.
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FIGURA 28- (a) Voltamogramas de SWV utilizando o eletrodo de DDB em
meio de Na,B,O; 0,1 mol L' contendo diferentes concentracdes de diquat, no
intervalo de 9.90 X107 a 3.15x10”. (b) Curva de corrente de pico em funcio da

concentracao obtida a partir da parte (a) da Figura.

Os limites de deteccio e quantificacdo foram calculados
respectivamente a partir das Equagcdo 25 (a) e (b). Os valores obtidos se

encontram na TABELA 39.
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LD =% L0 = 2% (1)

b b

Equagdo 25
Onde: Sd= desvio padrdo do intercepto da curva analitica e b= inclinacdo da
reta.

O estudo da repetibilidade foi realizado em decuplicata (n=10) para
solucdio de paraquat e diquat respectivamente com concentracio de 7.60X10°
mol L. Para o estudo da reprodutibilidade foram realizadas 5 medidas de
corrente em dias diferentes com solucdes diferentes de 7.60X10° mol L™ Os

valores obtidos se encontram na TABELA 39.

TABELA 39 - Limites de deteccdo e quantificagdo, repetibilidade e

reprodutibilidade para o paraquat e diquat

Paraquat Diquat
Limite de detecgio 9,60x10'mol L™ 4,63x10 mol L™
Limite de quantificacio 32,0x10"mol L™ 15,6x10"mol L™
Repetibilidade (n=10) 0,72% 0,44%
Reprodutibilidade (n=5) 2,5% 5,1%

4.5 Determinacao Simultanea dos pesticidas paraquat e diquat

A matriz de planejamento CCD, apresentada na TABELA 40, ja
com os valores decodificados de concentragcdo, foi utilizada na obtencdo dos
perfis voltamétricos, para a constru¢do de matriz de calibracdo. As andlises

foram realizadas de forma aleatdria e em duplicata.
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TABELA 40-Planejamento CCD para constru¢dao da matriz de calibracdo dos

pesticidas.
Paraquat/ Diquat/

Ensaio umol L umol L™

1 5,820 5,820
2 24,46 5,820
3 5,820 24,46
4 24,46 24,46
5 1,960 15,14
6 28,32 15,14
7 15,14 1,906
8 15,14 28,32
9 15,14 15,14

Na FIGURA 29, estdo presentes os voltamogramas referentes a

matriz de planejamento CCD anterior. Esse conjunto de dado serd utilizado para

andlises quimiométricas como conjunto de calibracao.
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FIGURA 29-Voltamogramas de SWV para determinacdo simultinea dos
pesticidas paraquat/diquat para o conjunto de calibracdo em meio de Na,B,0;
0,1 mol L' com a técnica de SWV utilizando os seguintes pardmetros: f = 170 s

'a=40mV e AE,=2mV T =25 °C.

Um novo conjunto de dados foi obtido a fim de utilizd-lo para a
validacdo. Na TABELA 41, temos um planejamento fatorial com os valores
decodificados para a concentracdo. Na FIGURA 30, podemos observar os

voltamogramas obtidos a partir do planejamento.

TABELA 41-Planejamento fatorial para constru¢do da matriz de validacdo dos

pesticidas.
Paraquat/ Diquat/
Ensaio pumol L™ umol L™
1 3,890 3,890
2 19,80 3,890
3 3,890 19,80
4 19,80 19,80

5 11,84 11,84
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FIGURA 30-Voltamogramas de SWV para determinacdo simultanea dos
pesticidas paraquat/diquat para o conjunto de validacdo em meio de Na,B,0O,
0,1 mol L' com a técnica de SWV utilizando os seguintes pardmetros: f = 170 s

''a=40mV e AE,=2 mV. T=25°C.

4.5.1 Determinacao simultanea utilizando o PLS

Inicialmente, os dados voltamétricos passaram por uma etapa de
pré-processamento onde os dados originais, referentes a corrente para cada um
dos potenciais medidos, foram centrados na média conforme o procedimento
descrito na secdo experimental. Apds esta etapa, os dados originais
(voltamogramas) foram transformados em sua primeira derivada.

Ap6s o pré-tratamento, os dados tratados foram utilizados na
constru¢ao do modelo utilizando PLS no espaco das componentes principais(
pré —tratamento,Scores e loadings Apendice 8) . Na construcdo do modelo,
utilizando PLS, foram utilizados dois métodos de validacdo: a validag¢do cruzada

( Leave one out) e a validacdo externa.
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Na etapa de validagdo cruzada ou interna foram utilizadas as
amostras e suas replicatas contidas no conjunto de calibracdo, apresentado na
TABELA 40, contendo 18 voltamogramas onde a corrente foi medida em 454
valores de potenciais diferentes. Este conjunto é denominado matriz X. A matriz
y foi formada com 9 amostras, em replicatas, totalizando 18, cada uma contendo
os 2 em concentragdes descritas na TABELA 40.

Na TABELA 42, estdo dispostos os resultados obtidos para a
modelagem com a validacdo cruzada. Podemos observar que os pesticidas
apresentam uma boa previsdo, mostrando 6timos resultados de numero de
fatores, PRESS, SEP e correlagdo (r). Sendo estes indicadores analisados como
bons quando possuem os menores valores de PRESS, RMSEV e uma correlagao

entre os dados proxima a 1.

TABELA 42-Valores de PRESS, SEP e correlacdo(r) obtidos para o modelo de

PLS- centrado na média e primeira derivada utilizando validagdo cruzada

Indicadores paraquat diquat
Numero de fatores 2 2
PRESS 14,22 umol L™ 18,32 umol L™
RMSEV 1,03 umol L™ 1,11 pmol L™
r 0,9926 0, 9902

Com base nos valores obtidos no método PLS, € possivel uma
melhor visualizacdo dos dados através da FIGURA 31. Nesta Figura, podemos
observar a relacio entre as concentragdes previstas e as concentragdes reais. O
coeficiente de correlagdo prevé uma relagdo linear com valores de 0,993 e 0,990

para o paraquat e diquat respectivamente.
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FIGURA 31- ConcentragOes previstas x concentragdes reais para o paraquat e

diquat na validac¢ao cruzada utilizando algoritmo PLS

Com a validacdo do conjunto de calibracdo, através da validacao
cruzada, a proxima etapa consiste na utilizacdo do modelo obtido para verificar
se 0 mesmo explica o conjunto de validagdo (amostras externas).

Para esta nova etapa de validacdo, conhecida como validacao
externa, um conjunto contendo os valores de corrente de 5 voltamogramas e

mais as 5 réplicas medidaos em 454 potenciais, onde as concentracdoes dos
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analitos sdo aquelas apresentadas na TABELA 41, serd a matriz X. A matriz Y
contém as 5 amostras dos 2 pesticidas,mais as replicatas.
O tratamento dos dados utilizados na calibra¢ao externa € similar ao

aplicado na validacdo cruzada realizada anteriormente. Os resultados obtidos se

encontram na TABELA 43.

TABELA 43- Valores de PRESS, SEP e correlacdo (r) obtidos para o modelo de

PLS- centrado na média e primeira derivada utilizando validag¢ao externa

Indicadores paraquat diquat

Numero de fatores 2 2
PRESS 37,87 umol L™ 246,74 ymol L™
RMSEP 1,39 umol L™ 2,22 ymol L™
r 0,997 0,933
Inclinagao 1,13 0,82
Intercepto 0,0935 -2,150

Os dados obtidos na validagdo externa utilizando o método PLS,
podem ser mais bem visualizados através da FIGURA 32, onde podemos
observar as concentracdes reais versus as previstas, possuindo um
comportamento linear com coeficientes de correlacdo de 0,997 e 0,933 para o

paraquat e diquat respectivamente.
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FIGURA 32-Concentragdes previstas X concentracdes reais para o paraquat e

diquat na validagdo externa utilizando algoritmo PLS.

Com base na validagdo externa, podemos observar que ao
trabalharmos com o paraquat obtivemos melhores resultados de PRESS e SEP
se comparado ao diquat. E, de forma geral, os resultados sdo razodveis para a

determinacdo simultanea dos pesticidas paraquat e diquat.



85

5 - Conclusoes

A andlise, a partir de métodos quimiométricos, foi abordada neste
trabalho de forma ampla desde a utilizagdo de planejamento de experimento a
utilizagdo de Andlise Multivariada.

O planejamento de experimentos permitiu a diminui¢do do nimero
de experimentos e o estudo das interagdes entre as variaveis.

A frequéncia, amplitude e suas combinagcOes foram as varidveis
mais significativas sobre a resposta voltamétrica, j4 o incremento ndao apresentou
influéncia significativa na resposta.

Através da Andlise Multivariada, obteve-se a separacdo da mistura
paraquat/diquat com um RMSEP de 1,39 para o paraquat e 2,22 para o diquat.
Resultados melhores utilizando PLS podem ndo ter sido obtidos devido a uma

falta de linearidade dos dados.



6-Apéndice

Apéndice 1- Férmulas para calculo do desvio para os efeitos e o teste t (student)

Eafﬂira - | N

Onde s.,.,; é a variancia total e N, o niimero de replicatas.

5 _vlsl—i-vz S e ot

5 7
total
'L'Jl + '1:12 + + 'L'Jn

Onde v, representa os graus de liberdade para n

Apéndice 2- PCA para o planejamento fatorial referente ao paraquat

Unnamed: XFORM:Transformed (1st Derivative]
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GRAFICO A.2-1 Grifico de primeira derivada referente ao planejamento fatorial do
paraquat
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GRAFICO A.2-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente a0 planejamento fatorial
do paraquat

e A

© 96054
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GRAFICO A.2-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento fatorial
do paraquat

Apéndice 3- PCA para o planejamento fatorial referente ao diquat

DIQENSE

*
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GRAFICO A.3-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente ao planejamento fatorial do
diquat

GRAFICO A.3-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento fatorial
do diquat.

Apéndice 4- PCA para o planejamento fatorial referente a mistura paraquat e diquat

Griafico A.4-1 Gréfico de primeira derivada referente ao planejamento fatorial da mistura.
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GRAFICO A .4-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente ao planejamento fatorial da

mistura

Factor2

010

0.05--

-0.05+ -

-0.104

Factor

GRAFICO A .4-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento fatorial

da mistura.

Apéndice 5 —-PCA para o planejamento CCD referente ao paraquat

Response

Full Data:XFORM:Transformed (1st Derivative)

-0.,49637 -0.69473 -0,8931 -1.09146
Variable

GRAFICO A.5-1 Grifico de primeira derivada referente ao planejamento CCD para o

paraquat.
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GRAFICO A.5-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD para
0 paraquat.

GRAFICO A.5-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD
para o paraquat.

Apéndice 6 — PCA para o planejamento CCD referente ao diquat

GRAFICO A.6-1 Grifico de primeira derivada referente ao planejamento CCD para o diquat.
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GRAFICO A.6-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD para
o diquat.

GRAFICO A.6-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD
para o diquat.

Apéndice 7 — PCA para o planejamento CCD referente a mistura paraquat/diquat

GRAFICO A.7-1 Grifico de primeira derivada referente ao planejamento CCD para a mistura
paraquat/diquat.
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GRAFICO A.7-2 Grifico dos scores de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD para
a mistura paraquat/diquat.

GRAFICO A.7-3 Grifico dos loadings de PC1 versus PC2 referente ao planejamento CCD
para para a mistura paraquat/diquat.

Apéndice 8 - PLS

GRAFICO A.8-1 Grifico de primeira derivada referente ao conjunto de calibragio.



GRAFICO A.8-3Grifico dos scores referente ao conjunto de calibracio para o paraquat.

GRAFICO A.8-4 Grifico dos loadings referente ao conjunto de calibragio para o paraquat.
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GRAFICO A.8-6 Grifico dos loadings referente ao conjunto de calibragio para o diquat.
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