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RESUMO

Neste trabalho é proposto a determinagéo simultadnea dos halogénios bromo e fluor
via SrBr e SrF na janela espectral de 650,6815 a 651,5530 nm por Espectrometria de
Absorgcao Molecular de Alta Resolugao de Fonte Continua com forno de grafite (HR-
CS GF MAS. Foram utilizadas as temperaturas de 900 °C para pirdlise e 2100 °C de
vaporizag¢ao, 1000 ug de Zr como modificador permanente e 150 ug de estréncio como
gerador. Os dados instrumentais adquiridos correspondem a matriz tempo x
comprimento de onda para varios padrbes e amostras que foram analisados via
estrutura tensorial pelo Andlise de Fatores Paralelos (PARAFAC), Minimos
Quadrados Parciais desdobrados e multidimensionais, ambos combinados com a
etapa de pos-calibragdo de Bilinearizagdo Residual (U e N-PLS/RBL). Apesar da
diferencga significativa de sensibilidade entre o bromo e o fluor, todas as abordagens
forneceram resultados adequadamente exatos e precisos ao prever ambos os analitos
em misturas sintéticas dentro de um ambiente controlado. Os valores de erro de
previsao relativa (REP) para o bromo foram 29,8% (PARAFAC), 23,6% (N-PLS/RBL)
e 13,1% (U-PLS/RBL), enquanto para o fluor, os valores de REP foram 3,4%
(PARAFAC), 3,5% (N-PLS/RBL) e 3,2% (U-PLS/RBL). Ao aplicar esta abordagem
para prever amostras desconhecidas, foi feita uma comparacdo entre as
concentragbes nominais estimadas de fluor e bromo obtidas usando um método de
referéncia ou com base em valores rotulados ou massa adicionada, e aquelas obtidas
usando o método proposto. Observou-se que o PARAFAC nao foi capaz de prever as
amostras com precisao, enquanto os valores de REP para a previsao de bromo e fltor
usando os modelos N-PLS/RBL e U-PLS/RBL foram 19,3%/19,2% e 13,6%/13,1%,
respectivamente. Este estudo contribui para o avango da espectrometria de absorgao
molecular de alta resolucdo como uma ferramenta eficaz na determinagao simultanea
de multiplos analitos em amostras complexas com auxilio da calibragcdo de segunda
ordem. Além disso, a metodologia também pode ser empregada para a determinagéo
quantitativa de apenas um dos elementos, bromo ou fluor, caso necessario. Como
resultados adicionais, explorou-se a potencial para determinacédo simultdnea de fluor
e cloro via CaF e CaCl por HR-CS GF MAS, considerando a calibracdo de segunda
ordem. Zircénio foi utilizado como modificador permanente e as temperaturas de
pirdlise e vaporizagao foram otimizadas em 900 e 2200 °C, respectivamente. A massa
do gerador, calcio, foi otimizada univariadamente em 160 pg. A calibragcdo de segunda
ordem foi avaliada usando modelos PARAFAC, N-PLS e U-PLS em um conjunto de
validagao contendo apenas padrbes em concentracdes arbitrarias. Nessa avaliagao
inicial o PARAFAC foi o melhor modelo para o fluor, enquanto o U-PLS foi o mais
adequado para o cloro. Desafios foram encontrados, destacando para a possivel
competicdo do cloro na analise do fluor, recomendando-se a investigagédo de
estratégias adicionais para mitigar essa interferéncia. Em suma, este estudo contribui
para ampliar o conhecimento sobre a determinacéo simultanea de halogénios por HR-
CS GF MAS.

Palavras-chave: Bromo e fluor; Calibragdo multivariada; Vantagem de segunda
ordem.



ABSTRACT

This work proposes the simultaneous determination of the halogens bromine and
fluorine via SrBr and SrF in the spectral window from 650.6815 to 651.5530 nm using
High-Resolution Continuous Source Graphite Furnace Molecular Absorption
Spectrometry (HR-CS GF MAS). Temperatures of 900°C for pyrolysis and 2100°C for
vaporization were employed, with 1000 ug of Zr as a permanent modifier and 150 g
of strontium as a generator. The acquired instrumental data correspond to the time x
wavelength matrix for various standards and samples, which were analyzed via
tensorial structure by Parallel Factor Analysis (PARAFAC), Unfolded and
Multidimensional Partial Least Squares (PLS) combined with Residual Bilinearization
Post-Calibration (U and N-PLS/RBL). Despite the significant sensitivity difference
between bromine and fluorine, all approaches provided adequately accurate and
precise results in predicting both analytes in synthetic mixtures within a controlled
environment. The relative prediction error (REP) values for bromine were 29.8%
(PARAFAC), 23.6% (N-PLS/RBL), and 13.1% (U-PLS/RBL), while for fluorine, REP
values were 3.4% (PARAFAC), 3.5% (N-PLS/RBL), and 3.2% (U-PLS/RBL). When
applying this approach to predict unknown samples, a comparison was made between
the estimated nominal concentrations of fluorine and bromine obtained using a
reference method or based on labeled values or added mass, and those obtained using
the proposed method. It was observed that PARAFAC was unable to predict the
samples accurately, while the REP values for predicting bromine and fluorine using N-
PLS/RBL and U-PLS/RBL models were 19.3%/19.2% and 13.6%/13.1%, respectively.
This study contributes to advancing high-resolution molecular absorption spectrometry
as an effective tool in the simultaneous analysis of multiple elements in complex
samples with the aid of second order calibration. Additionally, the methodology can
also be employed for the quantitative determination of only one of the elements,
bromine or fluorine, if necessary. As additional results, the potential for simultaneous
determination of fluorine and chlorine via CaF and CaCl by HR-CS GF MAS was
explored, considering second-order calibration. Zirconium was used as a permanent
modifier, and the pyrolysis and vaporization temperatures were optimized at 900 and
2200 °C, respectively. The mass of the generator, calcium, was univariately optimized
at 160 ug. Second-order calibration was evaluated using PARAFAC, N-PLS, and U-
PLS models in a validation set containing only standards at arbitrary concentrations.
In this initial evaluation, PARAFAC was the best model for fluorine, while U-PLS was
more suitable for chlorine. Challenges were encountered, particularly highlighting the
possible competition of chlorine in fluorine analysis, suggesting that further
investigation of additional strategies to mitigate this interference are recommended. In
summary, this study contributes to expanding knowledge about the simultaneous
determination of halogens by HR-CS GF MAS.

Keywords: Bromine and fluorine; Multiway calibration; Second-order advantage.
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CAPITULO PRINCIPAL
1INTRODUGAO

A analise multielementar sempre foi um objeto de interesse no
desenvolvimento da instrumentacdo de espectrometria de absor¢cdo atbmica, no
entanto as limitagdes instrumentais a época, no inicio do desenvolvimento da técnica,
adiaram a possibilidade. O surgimento, nos anos 2000, do instrumento de
espectrometria de absorgao atémica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS
AAS, do inglés High Resolution Continuum Source Atomic Absorption Spectrometry)
resultou em varios artigos publicados abordando a analise multielementar nos ultimos
anos. Entretanto, ndo ha na literatura trabalhos que abordem a determinacao
simultdnea de mais de uma espécie molecular via espectrometria de absorgao
molecular de alta resolucdo (HR-CS MAS, do inglés High Resolution Molecular
Absorption Spectrometry), a qual utiliza o mesmo equipamento desenvolvido para HR-
CS AAS na determinagao de ndo metais via espécies moleculares diatbmicas.

A formagéo de espécies diatbmicas moleculares nos atomizadores utilizados
na absorcado atdmica sempre esteve associada a possibilidade de um problema nas
analises, ja que formavam espectros de absorg¢ao estruturados e, assim, geravam em
muitos casos uma interferéncia espectral. Todavia, o surgimento do equipamento de
HR-CS AAS, capaz de monitorar uma janela espectral contendo 200 pixels que
corresponde a menos de 1 nm com resolugao suficiente para resolver a estrutura
rotacional hiperfina das moléculas diatbmicas, tornou os problemas relacionados a
interferéncia espectral encontradas em absorgao atdbmica pelo surgimento de fundo
estruturado de facil correcdo, utilizando-se a correcdo de fundo por minimos
quadrados (LSBC, do inglés Least Square Background Correction) com base em um
espectro de referéncia da molécula interferente. Ao mesmo tempo, esse equipamento
também oportunizou o surgimento da técnica de HR-CS MAS, onde espécies néo
metalicas que ndo eram analisadas por absor¢do atdbmica agora podiam ser
determinadas monitorando-se linhas de absorcdo das espécies diatbmicas
moleculares formadas em fase gasosas.

Uma das dificuldades para analise simultdnea em HR-CS MAS ¢ a limitagao
da faixa espectral disponivel para analise simultdnea de espectros com estruturas
hiperfinas, que limita a analise simultanea a espécies moleculares que apresentem

linhas de absor¢ao dentro de uma faixa menor que 1 nm. Outra dificuldade se refere



18

a necessidade de que absorcao dessas espécies nessa regidao tenha sensibilidade
suficiente para determinagao nas amostras de interesse. Mesmo quando as espécies
quimicas atendem aos requisitos mencionados acima, ainda é necessario lidar com
sobreposigcao espectral e diferencas de sensibilidade entre os analitos.

Considerando as limitagcbes impostas acima, as moléculas SrF e SrBr
utilizadas na literatura para determinacao de flior e bromo, respectivamente, se
destacam das demais moléculas ao serem determinadas nos comprimentos de onda
651,187 nm e 651,058 nm, respectivamente, os quais sédo suficientemente proximos
para uma proposta de monitoramento simultdneo. Entretanto, ndo ha até o presente
momento na literatura trabalhos explorando o monitoramento simultaneo de
moléculas. Nesse sentido, o uso de estratégias matematicas tais como a calibragao
multimodos surgem como uma ferramenta util, para tirar maximo proveito dos dados
de segunda ordem gerados, os espectros, em HR-CS GF MAS. Uma vantagem da
calibracdo multimodos € a capacidade de prever com consideravel razoabilidade os
analitos mesmo na presenca de interferentes nao incluidos na etapa de calibracao.
Ademais, sabe-se que o0 uso de dados de maior dimensionalidade deve resultar em
melhora na sensibilidade e no limite de detecgao.

Nesse contexto, este trabalho se propde a explorar as possibilidades de
determinacao simultdnea de halogénios por espectrometria de absorgdo molecular de
alta resolucédo com forno de grafite fazendo ainda se valer do uso da calibragéo

multimodos para extrair o maximo de informag¢des dos dados obtidos.
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 HALOGENIOS

Os nao metais fluor (F, Z=9; 19,00 g mol"), cloro (Cl, Z=17; 35,45 g mol') e
bromo (Br, Z=35; 79,90 g mol') sdo elementos pertencentes ao grupo 17, também
conhecidos como grupo dos halogénios. Juntamente com o oxigénio e o nitrogénio
sdo os elementos mais eletronegativos. Sdo também bastante reativos e se
apresentam nas mais diversas formas quimicas na natureza com diferentes estados
de oxidagcdo (ATKINS et al., 2010). Além disso, sdo encontrados em diversas
amostras de origem industrial, biolégica e de interesse ambiental, sendo sua elevada
reatividade alvo de constante preocupacao (TJABADI; MKETO, 2019).

A deteccao de bromo, fluor e cloro, e de espécies que os contém, & parte
essencial no sentido de entender suas relagdes benéficas e o potencial toxico desses
elementos em fontes naturais abidticas e bidticas (SHTANGEEVA et al., 2022;
SOLANKI et al., 2022).

Para o fluor existe maior atencdo e maior numero de estudos, havendo
também um maior controle em relacdo a sua concentracdo em diversos tipos de
amostras. Por exemplo, existem limites minimos e maximos para concentragao de
flior em agua potavel uma vez que é importante sua presenga na agua como
estratégia de saude publica na prevencgao de caries, mas em excesso pode provocar
diversos problemas a saude, o que por sua vez implica em limitagcdes impostas pelos
paises sobre o seu uso em diversos setores (SOLANKI et al., 2022).

O uso de cloro é importante no processo de desinfec¢gao da agua, sendo a
estratégia com melhor custo beneficio disponivel, contudo muitos subprodutos do
processo de cloragdo sao genotdxicos, carcinogénicos e mutagénicos, o que implica
na necessidade de controle da concentragdo de cloro residual na agua (KALI et al.,
2021; SORLINI et al. 2014). O cloro residual liberado no meio ambiente pode ser toxico
para a vida aquatica e o uso prolongado pode levar ao desenvolvimento de resisténcia
microbiana (MAZHAR et al., 2020). Além disso, a cloro tem diversas aplicagbes nos
mais diversos setores tais como na industria farmacéutica e na produgao industrial de
forma geral (TJABADI; MKETO, 2019).

Por sua vez, o bromo ainda € uma espécie para a qual a literatura € mais
escassa e a compreensao da sua importancia biolégica e seus efeitos sobre o meio

ambiente ainda é limitada em muitas situacdes. E conhecido que a exposicado
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excessiva ao bromo pode resultar em uma sindrome chamada bromismo, a qual é
caracterizada por sintomas dermatoldgicos e neuropsiquiatricos. Embora o bromismo
tenha se tornado menos comum desde que alternativas mais seguras substituiram os
sais de bromo em sedativos e medicamentos antiepilépticos, ainda ocorrem alguns
casos devido ao consumo de produtos como sal do mar morto, agentes
antitussigenos, medicamentos veterinarios e suplementos dietéticos e, assim, seu
papel ndo deve ser negligenciado (FRIEDMAN; CANTRELL, 2022; MONKS et al.,
2020; SHTANGEEVA et al., 2022; THORNTON; HAWS, 2020).

Portanto, continua sendo relevante a busca por ferramentas analiticas
eficazes para quantificar estas espécies quimicas em amostras ambientais e outras.
Existem varias técnicas disponiveis para determinagdo de halogénios, mas todas
possuem suas proprias limitacdes, especialmente em relacdo aos requisitos de
preparo da amostra.

A cromatografia ibnica € uma técnica multielementar que utiliza colunas
catibnicas ou anibnicas para separar as espeécies ibnicas presentes na amostra e
realiza sua detecg¢ao por meio de condutividade elétrica. Ela se destaca com ampla
aplicacao na determinacao de halogénios, fornecendo limites de detec¢gao na ordem
de ppb-ppm. Dentre as limitagdes dessa técnica pode-se destacar a incompatibilidade
com a analise de sélidos de forma direta ou em suspenséao, a dificuldades em lidar
com amostras complexas e 0s requisitos do preparo da amostra, que € uma etapa
critica para analise por cromatografia ibnica. Nesta técnica, apenas as espécies
iGnicas livres em solucao sao detectaveis e a presencga de carbono organico dissolvido
€ pouco tolerada. Ha ainda a possibilidade que alguns ions ou compostos idnicos
soluveis eventualmente presentes nas amostras formem complexos e/ou absorva os
analitos, interferindo assim na analise. Assim € crucial a escolha de uma estratégia de
preparo de amostra que possa garantir a liberagao dos elementos em solugdo em sua
forma livre, controlar a concentracao de outros ions e de carbono organico dissolvido,
0 que pode exigir procedimentos de preparo da amostra mais complexos e
dispendiosos (NOVO et al., 2018; MORES et al., 2011; MULLER et al., 2012;
TJABADI; MKETO, 2019; ZHANG et al., 2013).

Dentro da area de eletroquimica uma técnica utilizada para determinagao de
halogénios que se destaca pelo baixo custo de analise é a técnica de potenciometria
com eletrodo ion seletivo (ISE, do inglés lon Selective Electrode). Assim como na

cromatografia ibnica, uma etapa critica para essa técnica € o preparo de amostra,
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necessitando também que os ions estejam livres em solug&o, controlar a presencga de
outros ions e de carbono dissolvido (CRIZEL et al., 2015; LEE et al., 2015; LEVAGGI
etal., 1971; PICOLOTO et al., 2019; STEPEC et al., 2019).

Outra técnica com aplicagdo na determinagéo de halogénios € a fluorescéncia
de raio X, uma técnica geralmente n&ao destrutiva baseada na excitagao dos niveis
eletrénicos dos atomos por interagdo com radiagao de raio X, que pode ser tanto por
dispersdo como por difragdo. Esta técnica geralmente ndo requer um preparo de
amostra muito extenso, ou requer um preparo minimo para diluicdo e/ou
homogeneizagdo da amostra. Nessa técnica os valores de limite de detecg¢ao (LOD,
do inglés Limit of Detection) obtidos para bromo e cloro estdo na ordem de ug L,
enquanto para o flior estdo na ordem de mg L-!. O valor de LOD mais alto para o fltor
e frequente ocorréncia de interferéncias de outros halogénios e sulfato para esse
elemento torna a determinacgéao de fluor por fluorescéncia de raio X incomum (MELLO
et al., 2013; TARSOLY et al., 2010; TJIABADI; MKETO, 2019).

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado é uma
técnica também utilizada para a determinagéo de halogénios que se baseia na medida
da razdo massa-carga de ions produzidos com auxilio de um plasma. Essa técnica se
destaca pelos valores de LOD mais baixos, na ordem de ppt-ppb. Entretanto o fator
que prejudica a sensibilidade dos halogénios € o alto potencial de ionizagao desses
elementos o que resulta em uma baixa eficiéncia de ionizagdo. Quando utilizando o
sistema convencional de introducdo de amostra com nebulizador pneumatico, ha
diminuicdo da energia disponivel para ionizagao, ja que parte da energia fornecida
pelo plasma é utilizada no processo de dessolvatagdo, mas ainda assim € possivel a
determinacao satisfatoria do bromo. No entanto, como as energia de ionizagéo de fluor
e cloro sao ainda mais altas, se torna inviavel a determinacdo com o sistema de
nebulizagdo pneumatica e é preciso utilizar sistemas que fornegcam um aerossol seco,
como ablagao a laser ou vaporizagao eletrotérmica (MELLO et al., 2013; TJABADI,
MKETO, 2019; WELZ et al., 2009).

A técnica de Espectrometria de emissado Optica por plasma indutivamente
acoplado € uma técnica bastante popular na determinagao de elementos trago que se
baseia na medida da radiagao eletromagnética emitida por atomos e ions excitados
em um plasma ao retornar ao seu estado fundamental. Aqui valores de LOD na ordem
de ppb-ppm podem ser alcangados. As mesmas ponderacdes inerentes ao plasma e

energia de ionizagédo dos halogénios podem ser feitas. Ademais, o fato das linhas de
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emissao desses elementos se encontrarem na regido do ultravioleta de vacuo torna
necessaria uma adaptacao adicional a fim de manter o sistema em vacuo ou em purga
com gas inerte, o que restringe a aplicagdo a determinados instrumentos com esse
arranjo, além de serem necessarios detectores especiais para a analise nessa regido
de comprimento de onda. Mesmo dessa forma € viabilizada apenas a analise de
bromo e a analise de fluor permanece inviavel por esta técnica (MELLO et al., 2013;
TJABADI; MKETO, 2019; WELZ et al., 2009).

A espectroscopia de emissao Optica com plasma induzido por laser (LIBS, do
inglés, Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) € uma técnica multielementar
baseada na incidéncia de pulsos de laser sobre a superficie da amostra, causando
uma rapida vaporizagdo e ionizagdo da amostra com geragdo de um plasma. Os
atomos e ions excitados no plasma voltam a um estado de menor energia com
emissdo de radiagao eletromagnética. As linhas espectrais emitidas podem ser
prontamente detectadas pelo sistema de espectroscopia de emisséo Optica para obter
informagdes sobre a composigdo quimica da amostra, ja que cada elemento tem um
perfil de emissdo caracteristico. A LIBS é mais comumente empregada para a analise
de amostras solidas, embora também seja possivel a analise de amostras liquidas,
geralmente com transformagdo em matriz sélida, e até amostras gasosas, com as
devidas adaptacdes. O preparo de amostras solidas é requerido para garantir a
homogeneizagdo e coesdo das particulas solidas, mas pode ser dispensado se a
amostra apresentar caracteristicas adequadas (COSTA et al., 2019).

Apesar da rapidez e possibilidade de analise em tempo real, a técnica de LIBS
apresenta valores de LOD insatisfatorios para halogénios utilizando suas linhas
atbmicas, devido a baixa eficiéncia de excitagdo e alta energia de ionizagdo desses
elementos. Uma alternativa encontrada para melhorar os limites de detecgao de
halogénios em LIBS foi o uso dos espectros de emissdo de espécies moleculares
diatbmicas, um exemplo disso é o trabalho de Wakil e Alwahabi (2020) sobre a
determinacao de fluor e bromo utilizando LIBS assistida por micro-ondas com base na
emissao de CaF a 603,3 nm e CaBr a 605 nm, que reportam LOD na ordem de 100
ppm para fluor e 0,2 % para bromo (WAKIL; ALWAHABI, 2020). Além disso, a analise
quantitativa por LIBS pode n&o ser nada trivial dada a complexidade dos especitros,
efeitos de matriz e a dificuldade de obter padrées de calibragdo adequados. Nesse

sentido técnicas de calibracdo por adigdo de padrao, calibragao por compatibilizagao
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de matriz, calibragdo multivariada, entre outras estratégias, sdo comumente
empregadas para viabilizar a analise quantitativa por LIBS (COSTA et al., 2019).

A espectrometria de absor¢cdo atdbmica, apesar de ter ampla aplicagao na
determinacao de elementos, possui limitagdes instrumentais associadas a regido de
absorcao dos halogénios as quais, associadas a auséncia de lampadas especificas
para fonte de radiagcdo, faz da absorcdo atdbmica uma técnica preterida para
determinacdo de halogénios. Com a evolugdo da técnica associada ao
desenvolvimento do instrumento de HR-CS AAS novas perspectivas passaram a ser
possiveis e em especial se propiciou o desenvolvimento de um novo ramo de estudo
com aplicacdo na quantificacdo de halogénios, que utiliza o mesmo instrumento de
HR-CS AAS para determinagédo de halogénios via espécies moleculares diatbmicas,
a espectrometria de absor¢do molecular de alta resolugdo (HR-CS MAS, do inglés

High Resolution Continuum Source Molecular Absorption Spectrometry).
2.2 HR-CS MAS

Como as linhas de ressonancia dos halogénios estdo localizadas na regiao
de ultravioleta de vacuo a determinacdo desses elementos ndo é realizada por
espectrometria de absor¢cao atdbmica mas sim de forma indireta via espécies
moleculares diatdmicas, utilizando o equipamento de HR-CS AAS para
monitoramento do espectro rotacional hiperfino dessas moléculas, uma técnica
conhecida como HR-CS MAS (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2009).

O primeiro espectrémetro de absorcao de alta resolugao comercial foi langado
em 2004 pela Analytik Jena. Esse aparelho utiliza uma lampada de arco curto de
xendnio como fonte de radiagdo de espectro continuo, um monocromador duplo
echelle com pré disperséao realizada por um prisma e disperséo fina realizada por uma
rede de difracdo echelle, organizados em configuragéo 6ptica Littrow, e detector do
tipo arranjo linear de dispositivos de carga acoplada que permite o monitoramento de
200 pixels que funcionam independentemente com leitura simultanea, fornecendo
uma faixa espectral de 0,2 a 1,0 nm dependendo do comprimento de onda utilizado,
0 que implica em uma resolucdo na ordem de 2 pm. Além disso, ha um sistema de
correcao de fundo para correcao de eventos continuos, com base em espectros de
referéncia obtidos antes de cada medida, que permite corre¢cao das diferencas de

intensidade causadas por variacao de poténcia da lampada, continuos de dissociacao
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e radiacao espuria (RESANO et al., 2013; WELZ et al., 2003; WELZ et al., 2005; WELZ
et al., 2014)

Os sistemas de vaporizagao/atomizagdo, compartimento responsavel por
gerar as espécies no estado vapor que interagirdo com o feixe de radiagdo, mais
amplamente explorados sdo a chama e o forno de grafite. Dentre os sistemas de
vaporizagao mais utilizados, o forno de grafite se torna mais popular em relagao a
chama por fornecer menores valores de LOD, além disso evita interferéncias devido
as espécies moleculares que podem ser geradas na chama (BUTCHER, 2013). A
técnica se baseia em submeter uma aliquota de amostra a um programa de
temperatura com etapas crescentes de temperatura, cada etapa com objetivos
diferentes. Um programa tipico de forno de grafite € composto de pelo menos 4
etapas: Secagem (para eliminagao de solventes), pirdlise (para eliminagdo da matriz),
atomizacgao/vaporizagao (etapa que fornece energia para gerar espécies no estado
gasoso) e limpeza (para eliminar resquicios da aliquota inserida evitando efeito de
memoria). Cada temperatura do programa é otimizada e esta € uma etapa critica dos
estudos associados ao uso de fornos de grafite. A analise de solidos, seja de forma
direta ou por suspensdo, € uma possibilidade quando se usa fornos de grafite
justamente devido a etapa de pirdlise que permite a remogdo da matriz evitando
muitas das interferéncias espectrais (NOMURA et al., 2008).

Uma estratégia utilizada no forno de grafite com o objetivo de melhorar o
desempenho do método é uso de modificadores quimicos. As substancias utilizadas
como modificadores quimicos tem mais comumente a fungao de converter o analito
em uma forma mais estavel. Isso, para permitir o uso de uma temperatura de pirdlise
mais elevada, e assim melhorar a remogao da matriz, sem que haja perda de sinal
analitico para a espécie de interesse. Outra abordagem valida, mas menos usual, é
utilizar modificadores com a fungdo de aumentar a volatilidade da matriz. Mas em
suma, a principal fungdo das substancias utilizadas como modificadores quimicos é
aumentar a eficiéncia da etapa de pirdlise em remover a matriz sem perda de analito
(ORTNER et al., 2002; VOLYNSKY, 2000; WELZ et al., 1992).

Os modificares quimicos mais populares sdo os metais do grupo da platina e a
mistura de nitrato de paladio com nitrato de magnésio, uma combinagdo conhecida
com modificador universal pelo seu bom desempenho como modificador para uma
gama de elementos. E comum se observar sistemas em que o modificador interage

tanto com a espécie de interesse como com a prépria superficie do forno de grafite.
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Por exemplo os metais do grupo da platina podem formar compostos de intercalagao
bastante estaveis com a estrutura de grafite da qual o forno € constituido e
modificadores como, como W ou Zr, formam carbetos refratarios, estaveis em
elevadas temperaturas, permanecendo no forno de grafite mesmo apds a etapa de
limpeza (ORTNER et al., 2002; VOLYNSKY, 2000; WELZ et al., 1992).

2.2.1 Determinagao de halogénios via HR-CS MAS

O espectro de absor¢cao molecular difere do espectro de absorcdo para
atomos pois, além das transicdes eletronicas, para moléculas também sao possiveis
transi¢des vibracionais e rotacionais. Assim, para as espécies moleculares diatdbmicas
sdo observados espectros estruturados referente as transicbes rotacionais com
distancia entre as bandas hiperfinas (similares a linhas) de absor¢do na ordem de 10
pm (WELZ et al., 2005).

A analise de halogénios por espectrometria de absor¢do molecular foi
estudada ainda na década de 1970, mas as limitagdes dos equipamentos de AAS
disponiveis resultavam em um baixo desempenho. Com o surgimento do instrumento
de HR-CS AAS tornou-se possivel monitorar a estrutura rotacional hiperfina o que
estimulou a analise de ndo metais via espécies moleculares diatbmicas (BUTCHER,
2013).

A formacao e eventual observacao de espécies moleculares eram a principio
um problema nas analises por absor¢gdo atdbmica pois algumas moléculas eram
produzidas naturalmente no forno de grafite ou na chama podendo estar atuando
como interferente espectral. Por exemplo, amostras ricas em enxofre ou fésforo geram
espontaneamente as moléculas de CS e PO sem adi¢cao de regentes adicionais no
forno de grafite. Isso, dentre outros possiveis interferentes como NO, SiO e na chama
em especial a molécula de OH que também se forma espontaneamente dada a
disponibilidade de oxigénio e hidrogénio na chama (BUTCHER, 2013;
KOWALEWSKA et al.; 2021a, 2021b).

Com o surgimento do instrumento de HR-CS AAS a correcdo das
interferéncias causadas por espécies moleculares se torna muito menos problematica,
ja que é possivel com base em um espectro de referéncia facilmente corrigir os
espectros matematicamente com algoritmo da LSBC. Além disso, sao atendidos os
requisitos necessarios para fazer melhor proveito da possibilidade de “enxergar” com

resolucdo espectros hiperfinos de espécies diatdmicas de forma a proporcionar a
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determinacdo de ndo metais. Assim, a associacdo da ocorréncia das moléculas como
problemas analitico passa a ser encarada como solugao analitica, ao passo que se
torna uma alternativa viavel para a quantificagdo de espécies para as quais a absorcao
atdbmica encontra limitagdes (BUTCHER, 2013; KOWALEWSKA et al.; 2021a, 2021b).

Assim, as moléculas que eram interferentes mais comumente observados nas
analises por absorcao atdmica, como CS e PO, foram as primeiras a serem exploradas
para fins de HR-CS MAS, exatamente pela facilidade com que se formam no sistema
de atomizacao/vaporizagdo. Uma vez que a espécies geradoras, carbono e oxigénio,
estdo amplamente disponiveis no sistema de atomizagao/vaporizagcdo, as moléculas
CS e PO sao prontamente formadas na presenca de enxofre ou fésforo, viabilizando
a determinacéo desses elementos. Com a expansao da técnica passou-se a explorar
também outras moléculas como as moléculas diatémicas formadas pelos halogénios.
Os geradores para as moléculas com os halogénios precisam ser adicionados em
grande quantidade, por ndo serem elementos ja comumente disponiveis no proprio
sistema de atomizacio/vaporizacdo. Assim, eram também ocorréncias menos
comuns como interferéncia espectral na absorcdo atbmica, pois requeria que
houvesse na amostra quantidade suficiente de ambas as espécies que constituiria a
molécula diatdbmica (WELZ et al., 2009).

Aqui temos a apresentacao do termo espécie geradora, ou gerador, que nada
mais é que um elemento capaz de, nas condi¢cdes de temperatura de analise, interagir
de forma suficientemente estavel com o analito no estado de vapor formando uma
especie molecular diatbmica. Essa espécie geradora € geralmente adicionada em
grande excesso para evitar que seja o regente limitante na formagao dessa molécula,
assim o sinal analitico sera proporcional a quantidade de analito presente na amostra
e garantir a linearidade. Por exemplo se AIF for utilizado para determinagédo de
aluminio a espécie geradora ¢é o fluor, mas se AlF for utilizado para determinacao de
F, a espécie geradora é o aluminio, e de fato ambas as aplicacbes sao encontradas
na literatura para a molécula de AlF (ARAMENDiA et al., 2011; BUCKER; ACKER,
2012).

Um fato interessante a ser destacado e que pavimentou o caminho, servindo
de base para guiar posteriormente a aplicacdo dessas espécies para fins de
determinacao indireta de ndo metais, apos o surgimento do instrumento de HR-CS
AAS, foram os estudos realizados no intuito de entender o comportamento dessas

moléculas e conhecer seus espectros de absor¢ao visando controlar interferéncias na
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absorcao atdmica, bem como os estudos onde foram feitas tentativas de adaptacao
dos instrumentos de absorgéo atdmica para permitir o uso dessas moléculas para fins
de quantificagao.

Esta foi a grande mudanga de perspectiva proporcionada, pois enquanto na
absorcao atdbmica a formacao das moléculas diatbmicas representava um problema,
que teve sua corregao facilitada pelo instrumento de HR-CS AAS, estas passaram a
ser uma nova solugao para limitacdes da propria AAS, ao permitir analise satisfatoria
de outros elementos através do monitoramento dessas moléculas diatbmicas.

Um guia bastante utilizado ao escolher as moléculas diatbmicas promissoras
€ observar a energia de dissociacdo destas, onde é esperado que moléculas com
energia de dissociagao superior a 500 kj mol' possuam estabilidade suficiente para
fornecer resultados satisfatérios para aplicagdo em HR-CS MAS (WELZ et al., 2009).
Cabe notar que isso ndo chega a ser uma regra e sdo encontradas na literatura
espécies com energia inferior a 500 kJ mol-' com aplicagdo em HR-CS MAS, como
por exemplo as moléculas de CaBr, SrBr e TIBr, utilizadas para determinagao de
bromo, que possuem energias de dissociagdo de 311 kj mol-!, 333 kj mol' e 334 K
mol-!, respectivamente (CACHO et al., 2018).

2.2.2 Determinagao simultanea e sequencial em forno de grafite

Apesar de todo o progresso notavel alcangado com a instrumentacdo HR-CS
GF MAS, desenvolver metodologias analiticas para quantificagdo multimolecular é
bastante desafiador devido a faixa espectral estreita disponivel nos instrumentos
comerciais para analise simultdnea dos espectros de estrutura hiperfina. Isso limita
esse tipo de abordagem apenas a espécies moleculares que apresentam linhas de
absorc¢ao dentro de uma faixa que varia de 0,2 — 1,0 nm a depender do comprimento
de onda central. Outro requisito que torna a analise simultanea HR-CS MAS ainda
mais desafiadora € que todas as espécies-alvo devem apresentar sensibilidade
suficiente nessa faixa espectral estreita para serem quantificadas com precisao
aceitavel. E para além disso, outra limitacado refere-se ao comportamento térmico das
espécies que deve ser suficientemente similar para que a analise simultdnea seja
possivel (RESANO et al., 2013).

Uma analise verdadeiramente simultanea implicaria em analitos sendo
atomizados/vaporizadas ao mesmo tempo em uma Unica etapa de

atomizacgao/vaporizagdo e, portanto, requer um comportamento térmico
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suficientemente similar, o que nem sempre € possivel. Por outro lado, um
comportamento térmico divergente entre as espécies nao pode ser visto como algo
sempre indesejado pois é nesse sentido que a analise sequencial de mais de uma
espécie, na mesma aliquota de amostra, surge como alternativa com suas préprias
vantagens e desvantagens. Na analise sequencial de espécies com comportamento
térmico diferente, sdo adicionadas dentro do programa de aquecimento etapas de
vaporizagao/atomizacgao distintas para cada espécie. Entre essas etapas do programa
de aquecimento é possivel realizar mudang¢a de comprimento de onda. Assim, a partir
de uma mesma aliquota de amostra, é possivel obter espectros de absor¢ao para
cada analito em suas condigdes ideais de comprimento e temperatura (RESANO et
al., 2013).

Esse tema foi primeiramente explorado para determinacdo de metais e,
portanto, abordaremos alguns trabalhos de HR-CS AAS. Um exemplo ¢é o trabalho de
Resano et al. (2013) onde os autores realizaram a determinagao simultdnea de Co
(283,393 e 283,443 nm), Fe (283,245 nm), Ni (283,455 nm) e Pb (283,306 nm)
utilizando uma temperatura de atomizagcdo compromisso de 2500 °C. Faz-se
interessante ressaltar que, j4 que o comportamento térmico do Pb difere do
comportamento térmico dos demais elementos, o sinal obtido para Pb estava
separado temporalmente do sinal para os demais elementos. A atomizagao
simultanea foi realizada utilizando uma temperatura compromisso para atomizar todos
os elementos em uma unica etapa de atomizacdo, e embora uma atomizacao
sequencial também fosse possivel nesse caso. Os autores avaliam que a perda de
sensibilidade para Pb pelo uso da temperatura compromisso em relagdo ao que seria
obtido se a temperatura 6tima para Pb houvesse sido utilizada era de 30%, mas que
para este trabalho foi considerado um sacrificio justo em prol de alcangar a
determinagao simultanea.

Por outro lado, a vantagem da divisdo do programa de temperatura foi
observada por Zvéfina et al. (2019) em seu trabalho onde analisou Cd em 228,802 nm
e Fe em 228,725 nm e constatou que o uso de duas temperaturas de atomizacao
forneceu melhores resultados que a utilizacdo de uma temperatura compromisso de
2325 °C. Com duas etapas de atomizagao houve melhora para o sinal de Cd em 60%,
além ajudar na corregcado da interferéncia causada pela molécula PO ao separar
temporalmente o sinal para PO do sinal para Cd. Aqui apesar da divisdo da etapa de

atomizacgao os autores caracterizam a analise como simultanea.
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E relevante denotar que como no artigo de Zvéfina et al. (2019) abordado
acima, alguns autores chamam a estratégia dividida em mais de uma etapa de
atomizagdo, mas realizada em um mesmo comprimento de onda, de analise de
simultanea. Assim ndo € incomum encontrar trabalhos indicados como simultdneos
sendo realizados com uma atomizagao sequencial dos elementos (DOS SANTOS et
al., 2009; DOS SANTOS et al., 2009a; VIGNOLA et al. 2010; ZVERINA et al. 2019).
Isso mostra que o termo simultaneo é um tanto quanto subjetivo e abre espago a
diferentes interpretagdes quanto aos requisitos para uma analise ser dita simultanea,
quando se envolvem espécies com comportamento térmico diferente.

Considerando a anadlise de metais mas agora trazendo a visao da analise
sequencial, um exemplo € o trabalho de Resano et al. (2011) em que se comparou a
analise de Cd e Ni, em material de referéncia certificado de repolho branco, com
atomizacao simultanea de Cd (228,802 nm) e Ni (228,998 nm) na temperatura de 2300
°C com os resultados obtidos ao se considerar a atomizagao sequencial de Cd
(228,802 nm) a 1300 °C e Ni (234,554 nm) a 2500 °C. Aqui a atomizagdo sequencial
se mostrou mais adequada para o objetivo do trabalho ao permitir o uso de
temperatura e o comprimento de onda 6timos para cada elemento e melhorar o sinal
de ambos. Isso vem reforgcar que a analise sequencial tem suas préprias vantagens
em relagcdo a analise simultanea, embora isso possa vir com uma diminui¢cao da
frequéncia analitica pela adigao de etapas ao programa de temperatura e pelo tempo
necessario para mudanca do comprimento de onda.

Abriremos agora um espacgo para relacionar as interpretacdes utilizadas para
o termo simultaneo na literatura para analise de metais por HR-CS ASS, expandido
essas interpretagdes para a analise de ndo metais por HR-CS MAS. Em HR-CS MAS
nao seria interessante categorizar as analises com vaporizagdo sequencial sem
mudanc¢a do comprimento de onda como uma analise sequencial. Afinal em HR-CS
MAS a diferenga entre uma vaporizagao sequencial ou simultdnea é bem mais critica,
ja que vaporizagdes que ocorrem em simultaneo implicam em possibilidades de
interacoes totalmente diferentes daquelas em que a vaporizacdo ocorre de forma
sequencial, como por exemplo a possibilidade de competicdo na formacado das
especies. Para esclarecimento, o presente trabalho tem como objetivo a vaporizagao
simultdnea de duas espécies moleculares diatbmicas, vaporizadas na mesma

temperatura e possuindo um comportamento térmico bastante similar, o que inclui a
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possibilidade de competicdo na formacdo das espécies e esse tipo de analise
verdadeiramente simultanea que este projeto se propde estudar.

Para analise de ndo metais via espécies moleculares diatbmicas, por sua vez,
a estratégia sequencial foi aplicada pela primeira vez com mais de uma espécie
molecular por HR-CS MAS por Rosa (2020), trabalho de autoria do mesmo que agora
escreve esse documento, que realizou a determinagéo de bromo e flior, em uma unica
aliquota de amostra, por vaporizagao sequencial de bromo via TIBr (342,9797 nm) a
900 °C e fluor via CaF (606,4322 nm) a 2100 °C, a estratégia sequencial foi
considerada devido o comportamento térmico distinto dos analitos de forma que o
programa de temperatura foi sequencialmente pensado de forma que a vaporizagao
da primeira espécie mais volatil representasse a pirdlise da segunda espécie menos
volatil. Esse método foi aplicado com sucesso na determinacéo de bromo e fluor em
amostras de medicamento e material de referéncia certificado de alga marinha, mas
na amostra de poeira de estrada apenas o bromo pode ser determinado
adequadamente.

Ainda sobre moléculas, considerando que ainda nao foram apresentados
trabalhos de determinagao de ndo metais envolvendo mais de uma espécie molecular
monitoradas simultaneamente por HR-CS MAS, o que se pode é ponderar sobre os
desafios na vaporizagdo simultanea, os quais sdo bastante diferentes daqueles
encontrados na vaporizagdo sequencial. Para avaliar essas diferencas de forma
especifica para moléculas apresentadas na literatura para bromo e flior, vamos
ponderar sobre duas abordagens em relagdo ao gerador das moléculas: o uso do
mesmo gerador para ambas moléculas e o uso de geradores diferentes.

Para a vaporizagao sequencial considerando que as moléculas apresentadas
na literatura para determinagdo de bromo e flior com o mesmo gerador, como por
exemplo CaBr e CaF, BaBr e BaF ou SrBr e SrF, possuem temperaturas de
vaporizagao muito préximas, a divisdo do programa de temperatura em duas etapas
seria dificilmente possivel com a moléculas ja exploradas na literatura, visto que
ambas as moléculas vaporizariam simultaneamente. Nesse caso, pode-se optar pelo
uso de geradores diferentes e que possuam temperatura de vaporizagao
suficientemente diferentes, o que nao deve levar a grandes complicagdes ja que é
esperado que o gerador da primeira molécula se volatilize durante a primeira
vaporizagao tal que esteja ausente na segunda vaporizagédo, e da mesma forma é

esperado que o gerador da segunda molécula ndo esteja disponivel para reacédo na
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fase de vapor na primeira etapa de vaporizagao. Todavia, no trabalho de Rosa (2020)
utilizando geradores diferentes para vaporizagao sequencial de Br via TIBr e F via
CaF, foi observado que para uma das amostras o gerador da primeira molécula
influenciou negativamente na vaporizagao da segunda molécula. Isso indica que para
algumas amostras pode sim ocorrer situagdes indesejadas como resultado dessa
maior complexidade do sistema, o0 que demanda estudos adicionais para avaliar de
que forma isso se da, e isso so reafirma a necessidade de bons critérios analiticos
para aplicagdo de um método a um novo tipo de amostra.

Ja na vaporizagdo simultdnea, o fato de as moléculas apresentadas na
literatura para esses halogénios que possuem 0O gerador em comum possuirem
temperatura de vaporizagdo similar € um ponto favoravel. O uso de geradores
diferentes poderia acarretar em um sistema muito complexo, considerando que cada
halogénio pode potencialmente interagir com ambos os geradores (OZBEK; AKMAN,
2018a). Assim, o uso de um mesmo gerador se mostra como uma opg¢ao mais atrativa
para a vaporizagao simultanea num primeiro momento. Vale ressaltar que nesse tipo
de sistema € possivel a ocorréncia de interferéncia ndo espectral devido a competicao
pelo gerador para formagao das moléculas diatdmicas e essa preocupacgao se origina
da observacdo dos estudos de interferéncia apresentados na literatura (OZBEK;
AKMAN, 2019), onde € comum que um halogénio sofra interferéncia nao espectral na
presencga de um excesso de outro halogénio. Essa quantidade considerada excessiva
depende tanta da molécula quanto do halogénio em questéao.

Para a determinacao simultédnea, outro requisito € a necessidade de encontrar
bandas de absor¢cdo com sensibilidade adequada para ambas as moléculas dentro da
pequena faixa espectral disponivel para monitoramento simultdneo. Mesmo quando
os requisitos de sensibilidade, comportamento térmico e ocorréncia na mesma janela
espectral sdo observados para as espécies de interesse, ainda € necessario
considerar os desafios relacionados a possibilidade de sobreposicdo espectral e
diferengas de sensibilidade entre as espécies.

Ainda que a literatura de preparo de amostras seja vasta em estratégias para
resolver problemas de interferéncia quimica, estas envolvem tratamento de amostras
por meio de abordagens que incluem o uso de solventes, extracdo e mascaramento
de interferentes, entre outras alternativas que aumentam o tempo total de analise e
aumentam as incertezas que podem levar a uma redug¢ao na precisao dos resultados.

Nesse sentido, a quimiometria surge como ferramenta util na resolugao de problemas
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de quantificagao simultdnea na presenga de sobreposig¢ao espectral e/ou interferéncia
desconhecida. Um requisito fundamental para alcangar precisdo mesmo na presenca
de interferéncia € que a técnica analitica seja capaz de gerar dados de segunda ordem
(GOMES et al., 2023; ESCANDAR et al., 2014).

2.3 ESTRUTURA DOS DADOS E CALIBRAGAO

A estrutura dos dados pode ser classificada por sua ordem para indicar o
numero de dimensdes nas quais os dados foram gerados. Os dados considerados de
ordem zero sdo os organizados em uma unica dimensao, por exemplo um valor de
absorbancia integrada no tempo, um escalar para cada amostra. Os dados de ordem
zero sdo sujeitos a calibragdo univariada, que modela a relagdo entre a resposta
analitica (no exemplo, absorbancia) e a concentragdo de um unico analito, geralmente
por regressao linear (OLIVIERI; ESCANDAR, 2014).

Os dados de primeira ordem sdo organizados em duas dimensdes, por
exemplo uma série de espectros de absor¢éo, gerando um vetor para cada amostra.
Esses dados de primeira podem ser submetidos a calibragdo multivariada (de primeira
ordem) onde as relagdes multivariadas entre os multiplos espectros de absorcao e as
concentracbes de um ou mais analitos sdo modeladas simultaneamente (OLIVIERI;
ESCANDAR, 2014).

Os dados de segunda ordem sao dados organizados em trés dimensdes, um
exemplo é um conjunto de espectros de absorgao x tempo, coletados para diferentes
concentragbes de varios analitos, gerando uma matriz para cada amostra. A
calibracdo multimodos (de segunda ordem) pode ser aplicada a esses dados de
segunda ordem para modelar as interagdes entre as variaveis espectrais, temporais e
de concentracdo. Portanto, a estrutura dos dados e a escolha da ferramenta de
calibragdo estdo intimamente relacionadas e a medida que a ordem dos dados
aumenta a calibragdo multimodos torna-se uma ferramentas util para extrair o maximo
de informacao dos conjuntos de dados analiticos (OLIVIERI; ESCANDAR, 2014). A
Tabela 1 traz a representacao da relacéo entre a dimensionalidade dos dados e o tipo

de calibragao aplicavel.
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Tabela 1 — Representagao da relagao entre a dimensionalidade dos dados e o tipo
de calibragao.

Ordem Arranjo
dos Exemplos U . Conjunto de Calibragao
dados ma amostra amostras
. . Escalar Vetor
Leitura de um eletrodo ion-
Zero seletivo (tensor de O (tensor. de Univariada
ordem primeira
Zero) ordem)
Espectros de UV-vis, de Vetor Matriz
fluorescéncia, de Multivariada
Primeira infravermelho, de ressonancia (ter_150r_ de (tensor de (primeira
magnética nuclear, primeira segunda ordem)
voltamogramas , ordem) ordem)
Matrizes de excitagao-
emissdo, matrizes obtidas Matriz Arranjo de
acoplando equipamentos que (tensor de matrizes Multimodos
Segunda  produzem dados de primeira segunda (tensor de (segunda
ordem, como a cromatografia terceira ordem)
gasosa acoplada a ordem) ordem)

espectrometria de massas

Fonte: Adaptado de Escandar et al. (2014).

Outra alternativa de nomenclatura nesse contexto é a organizagao dos dados
em diferentes dimensdes ou modos. Ao descrever os dados por modos, a énfase é
dada em capturar a estrutura de variabilidade presente nos dados, identificando
padrdes e relagdes entre as diferentes fontes de variagdo nos dados para construgao
de modelos mais robustos e informativos. Na calibragdo multimodos, os dados sao
frequentemente organizados em trés modos, representando cada fonte de variagéo
nos dados. Por exemplo, em um conjunto de dados um modo pode representar as
diferentes frequéncias espectrais, outro modo pode representar os diferentes tempos
de observagcdo e o terceiro modo pode representar as diferentes amostras
(ESCANDAR et al., 2014).

Assim, as terminologias "segunda ordem" e "trés modos" se referem ao
mesmo conceito de organizagdo dos dados em diferentes dimensdes, mas enfocam
aspectos diferentes da estrutura dos dados. O termo "Segunda ordem" foca no
numero de modos de uma unica amostra, dados bidimensionais, enquanto "trés
modos" foca no numero de modos de um conjunto de amostras, dados

tridimensionais. Entre quimicos analiticos a utilizagdo da nomenclatura baseada na
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ordem é mais comum, entretanto, a nomenclatura baseada em modos ¢é preferida
dentro da quimiometria (ESCANDAR et al., 2014).

Quando se trabalha com dados de segunda ordem, torna-se fundamental na
escolha do algoritmo de -calibragdo a avaliagdo quanto aos aspectos de
bilinearidade/trilinearidade dos dados. A bilinearidade refere-se a capacidade de
decompor um conjunto de dados em duas partes que podem ser multiplicadas entre
si para recriar os dados originais (OLIVIERI; ESCANDAR, 2014, SMILDE et al., 2004).

Para explicar a bilinearidade, considere a equac¢ao para uma matriz de dados
X:

X=BCT (1)

A Equacao 1 representa a decomposi¢céo da matriz de dados X de dimenséo
| x J. Consideremos que cada linha represente o espectro de absor¢cdo para uma
amostra /i, tem-se assim dois modos, o0 modo-j de espectros e modo-i de amostras. A
matriz X € decomposta em pesos e escores para gerar a matriz B de pesos e a matriz
C de escores. A matriz B de dimensado N x J, contém os N vetores de pesos que
representam o perfil recuperado de cada constituinte da amostra que gera um sinal
de absorgao, e a matriz C de dimensbdes / x N, contém os / vetores de escores que
indicam a contribuicdo em intensidade de cada perfil recuperado na matriz de pesos
em cada amostra i. A multiplicacao de B x C permite reconstruir os dados da matriz
X. Os dados sao considerados bilineares se o numero de colunas na matriz B (N) for
igual ao numero de constituintes que produzem sinal no sistema medido em X, e,
portanto, haja concordancia entre o numero de perfis recuperados e o numero real de
constituintes da amostra. Dados nao bilineares requerem um N consideravelmente
maior que o numero de constituintes como resultado da ocorréncia de fenbmenos
mutualmente dependentes nos dois modos (ESCANDAR et al., 2014; OLIVIERI,
ESCANDAR, 2014).

A trilinearidade por extensdo € a capacidade de expressar dados
tridimensionais, ou ditos de trés modos, como o produto de trés conjuntos de vetores
ou matrizes e ao fixar os parametros em todos os modos exceto um, o efeito sobre os
demais é linear e isso seja valido para todos os modos. Considere os dados formando
um arranjo tridimensional de dimensodes / x J x K, contendo um numero i de amostras
e as matrizes de dados de dimensao J x K. Aqui, além dos modos j e k, de pesos,
também teremos 0 modo “amostras”, o modo-i de escores. Por extensao do explicado

para a bilinearidade os dados serdo considerados trilineares se o numero de colunas
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N for igual ao numero de constituintes que produzem sinal no sistema medido e dados
nao trilineares requerem um N consideravelmente maior que o numero de
constituintes. A mesma ideia pode ser expandida para definir a n-linearidade de dados
n-dimensionais (ESCANDAR et al., 2014; OLIVIERI; ESCANDAR, 2014; SMILDE et
al., 2004).

De maneira resumida, existem trés tipos principais de dados. O primeiro tipo
sao os dados multilineares, ideais para modelos multilineares, podendo ser
apropriadamente processado pelo algoritmo PARAFAC, por exemplo. O segundo tipo
sao os dados nao multilineares que podem ser desdobrados em uma matriz de dados
bilineares, apropriados para modelos de matriz bilinear aumentada, podendo ser
apropriadamente processado pelos algoritmos de MCR-ALS ou U-PLS/RBL, por
exemplo. O terceiro tipo consiste em outros dados ndo multilineares que n&do podem
ser desdobrados, nesse caso pode-se recorrer a modelos de variaveis latentes e
utilizar algoritmos como o N-PLS/RBL (ESCANDAR et al., 2014).

Para continuar a discussao sobre os modelos de calibragdo, dispensaremos
a explicacado dos, métodos de calibragdo univariada, que sdo bastante conhecidos e
de uso mais amplamente difundido, principalmente quando falamos da regresséao
linear por minimos quadrados (JURADO et al., 2017). Os tépicos seguintes discorrem
sobre a calibragao de primeira ordem e, em seguida, avanga na discussao sobre os

métodos de calibragdo de segunda ordem.
2.4 CALIBRACAO DE PRIMEIRA ORDEM

Para facilitar a compreensao do texto deste ponto em diante, o presente
paragrafo abre espaco para definir algumas notagdes e convengdes utilizadas no
presente trabalho. Os escalares (x) serdo representados por letras em italico, vetores
(x) por letras minusculas, matrizes (X) por letras maiusculas em negrito e arranjo de
matrizes (X) por letras maiusculas em negrito sublinhadas. As dimensdes de matrizes
e arranjo de matrizes podem ser apresentadas de forma explicita, por exemplo X (/ x
J) € um vetor de / linhas e J colunas.

Varios algoritmos de calibragdo de primeira ordem, podem ser empregados
para lidar com dados de primeira ordem, tais como os algoritmos de regressao por
minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Square), regressao de
componentes principais (PCR, do inglés Principal Components Regression), a

resolucdo de curvas com minimos quadrados alternantes (MCR-ALS, do inglés
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Multivariate Curve Resolution alternating least squares) e redes neurais artificiais
(ANN do inglés Artificial Neural Network).

A PCR é bastante popular e tem por base a analise de componentes principais
(PCA, do inglés Principal Components Analysis). A PCA & um algoritmo de
decomposicado de matrizes de dados, gerado pelas diferentes amostras, na soma de
produtos vetoriais. Decomposigdes sucessivas geram novos componente, sendo que
a primeira componente explica mais informagdes que a segunda, que por sua vez
explica mais informagbes que terceira e assim sucessivamente (BRO, 2003;
OLIVIERI, 2018). Cada componente corresponde a um par de vetores de pesos e
escore. O vetor de pesos é referente a um padrao de distribuicdo dos dados comum
as amostras com uma intensidade definida pelo vetor de escores. Uma representagao

da decomposigdo em componentes principais é apresentada na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo da decomposicao em componentes principais
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Fonte: O autor, 2024.
Mas enquanto na PCA apenas uma matriz de dados participa da

decomposicdo na regressao PLS tanto a matriz de dados quanto a matriz de
concentracdes participam da etapa de decomposi¢ao. Enquanto a decomposi¢cao em
PCA busca a direcdo de maior variancia em uma matriz de dados, no PLS o calculo
procura a diregdo nas duas matrizes tal que a correlagdo entre os escores seja
maximizada (OLIVIERI, 2018).

O modelo multivariado da MCR-ALS ¢é do tipo aditivo bilinear em que é
avaliada a contribuicdo do espectro de cada substancia pura na composicido do
espectro final. Isso, partindo da suposicdo que o espectro final € combinacéao linear
dos espectros puros. A MCR-ALS utiliza um processo iterativo, chamado Minimos

Quadrados Alternados (ALS, do inglés Alternating Least Squares), para encontrar uma
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solugado que minimiza a diferenga entre os dados originais e os dados reconstruidos a
partir dos componentes identificados. Durante cada iteragdo, o algoritmo ajusta
iterativamente os perfis e 0s espectros para alcangar uma solugao 6tima. Geralmente
fornece resultados comparaveis aqueles obtidos por PLS. Enquanto a MCR-ALS tem
a vantagem de reconstrugao dos espectros puros, a PLS por sua vez se destaca por
geralmente conseguir fornecer melhor exatiddo, sendo o modelo mais utilizado para
calibragao multivariada (PARASTAR; SHAYE, 2015).

Se um sistema n&o consegue ser descrito por modelos lineares, uma saida é
utilizar um modelo nao linear. Assim, quando um conjunto de dados € possivelmente
nao linear. Uma linha l6gica de desenvolvimento é testar primeiro um modelo linear,
como PCR ou PLS, e utilizar modelos capazes de estabelecer relagdes ndo lineares
entre variaveis dependentes e a matriz de calibragdo decomposta, tal como a
calibracdo por ANN, apenas se os resultados obtidos n&do forem satisfatorios
(OLIVIERI, 2018).

Os métodos de PLS e ANN sao os mais comumente utilizados em absorgao
atbmica para calibragdo multivariada. Por exemplo, Gruszka et al. (2021) utilizou PLS
para a analise quantitativa de prata e nanoparticulas de prata por absorgao atdbmica
em amostras de tonico para pele e prata coloidal, ja Hernandez-Caraballo et al. (2005)
utilizou ANN na determinacdo de Cd em material de referéncia certificado de metais
tragco em agua potavel por absorgao atbmica para modelar o perfil ndo linear da curva
de calibragao, estendendo a faixa de calibragdo. Os modelos de PLS tem a vantagem
de oferecer resultados que abrem mais espago para interpretagdes quimicas,
comparado ao uso de modelos de ANN que, pelo seu funcionamento como uma “caixa
preta”, dificulta interpretagcdes quimicas, mas em muitas situagdes viabiliza a obtencao

de maior exatiddo em relacéo a outros modelos (ANDRADE et al., 2008).
2.41 Calibragao por regressao por minimos quadrados parciais

A calibracao por PLS, assim como o PCR, é baseado em “compresséo dos
dados” em que, ao invés de procurar selecionar variaveis altamente seletivas e
lineares, se busca aproveitar toda a informacdo disponivel no espectro. Essa
“‘compressao dos dados” nada mais € do que a selecdo de um subespaco de
dimenséao reduzida dos dados originais. Modelos de PLS fazem essa “compresséao

de dados” numa estrutura de variaveis latentes (BRO, 2003).
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Consideremos duas matrizes de dados: a matriz X contendo as medidas
instrumentais para cada amostra e a matriz Y contendo as concentragbes dos
elementos na amostra, que pode ser apenas um vetor y caso apenas um elemento da
amostra é de interesse. O método de PLS tenta correlacionar a informacéo de X com
Y. Onde geralmente a matriz X corresponde as medidas, ou algum outro tipo de
informacgdes, que se relacionam com os dados a serem preditos em Y e, por sua vez,
Y corresponde aos valores a serem preditos a partir da matriz X (OLIVIERI, 2018).

O calculo necessario € prontamente realizado com auxilio de softwares
especificos que realizam as operagdes de forma automatizada. Existem uma gama
de softwares pagos e gratuitos capazes de realizar calculos de PLS para os diversos
niveis de familiaridade do usuario, dentre elas temos interfaces graficas desenvolvidas
em R®, GNU octave®, Python® e Matlab®, ou até mesmo o statistica® que é um
software dedicado a métodos estatisticos. Os softwares disponiveis vao desde os que
permitem o controle sobre as linhas de comando e fornecem mais flexibilidade na
sequéncia de processos a serem realizados até softwares com interface mais
amigavel ao usuario, por vezes dedicados a um uso mais especifico e pensados para
facilitar a interacado de usuarios que tem pouca familiaridade com essas ferramentas.
A escolha fica mais a critério da familiaridade do usuario e da necessidade ou
disposicdo do usuario em usar um software mais personalizavel e flexivel as
automatizagdes que se deseje fazer ou em usar um ou mais softwares mais
especificos e talvez menos flexiveis e mais limitados.

Para a decomposicado do PLS em variaveis latentes imagine que inicialmente
o conjunto de dados é projetado no espacgo. Calculos sao realizados para encontrar
uma direcdo dentro desse espaco em que os dados estdo dispostos de tal forma que
a covariancia entre os dados da matriz X e Y seja maximizada, ou seja, um
compromisso entre ajustar X e predizer Y. Assim, no calculo a matriz de dados é
decomposta em X = TP’ + E, onde T contém os vetores de escores, P’ € contém os
vetores de pesos e E sdo os residuos. De forma analoga poderiamos fazer o mesmo
para o conjunto Y obtendo Y = UQ’ + F, onde U é a matriz contendo os vetores de
escores, Q' é a matriz contendo os vetores de pesos e matriz F sdo os residuos. Os
vetores de pesos em PLS capturam a estrutura subjacente dos dados, padroes nem
sempre Obvios. Os escores, por sua vez, representam definem as intensidades de
cada vetor de pesos presente nos dados amostrais. Por fim, os residuos sdo os dados

que nao puderam ser explicados pelos vetores de peso e que idealmente no modelo
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final contém apenas o sinal do ruido (BRO, 2003). Uma representagao da calibragao

por PLS é apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Representacédo da decomposigao em PLS

X Y

(Ix J) (IxL)
X=TP +E v=UQ sk
X »
T (xn) U (xn)
U1l =r1T1
»U2 =r2T2
P (nxJ) - = Q (xL)
Pesos Escores

n = nimero de componentes

Fonte: O autor, 2024.

A decomposigdo em PLS gera vetores que sao ortogonais. Assim, obtencéo
dos conjuntos de vetores de pesos e escores, acontece de forma sequencial: o residuo
apds obtencao do primeiro par de vetores de pesos e escores € decomposto para
obtencdo o segundo par de vetores de pesos e escores, € assim sucessivamente.
Quanto maior o numero de pares de vetores pesos e escores sdo obtidos mais dos
dados originais sao explicados pelo modelo. No entanto, um namero alto de variaveis
latentes pode causar sobreajuste, que se caracteriza pela adi¢do de ruido ao modelo
(OLIVIERI, 2018).

A decomposicdo em PLS é feita de tal forma que o primeiro escore em X tem
maior covariancia com o primeiro escore em Y, tornando possivel prever os escores
em Y a partir dos escores em X. Para a relagdo T vs U, quanto mais préximo de 1 o
valor do coeficiente de determinagdo (R?) maior sera a capacidade de predigdo dos
valores de uma matriz a partir de outra, e esse € o tipo de situagcéo que os algoritmos
utilizados em PLS tentam maximizar. Por fim, uma medida de qualidade muito

importante na avaliagcdo do desempenho dessa regressao € o erro meédio quadratico
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da previsao (RMSEP, do inglés Root Mean Square Error of prediction) ou erro total,
que reflete tanto erro aleatério quanto o erro sistematico (OLIVIERI, 2018).

A determinagdo do numero de componentes, ou variaveis latentes, em PLS
pode ser definido por varios métodos sendo o mais comumente empregado o método
de validagao cruzada deixando uma amostra de fora a cada vez. A cada rodada do
uma amostra € excluida do conjunto utilizado para constru¢gao do modelo. O modelo
obtido é utilizado para prever em todo o conjunto de dados, incluindo a amostra que
foi deixada de fora na construgao do modelo. Esse processo € repetido até que todas
as amostras tenham sido deixadas de fora uma vez (ANDRADE et al., 2008).

O numero de variaveis latentes pela validagao cruzada pode ser determinado
com base na evolugdo da soma dos quadrados dos residuos de previsdo (PRESS, do
inglés Prediction Residual Error Sum of Squares) ao aumentar o numero de variaveis
latentes, dado pela equacao:

PRESS = ¥, (y; — 9)* (2)

onde n sao o numero de observagdes, y sao os valores observados e y sao

os valores previstos para os dados da etapa de previsdo. De forma conveniente, pode-

se usar o critério de Haaland descrito no trabalho de Haaland e Thomas (1988)

utilizando a probabilidade p. Com base em resultados empiricos, o menor nimero de

variaveis para o qual o valor p se torna menor que 0,75 deve apresentar um bom
compromisso entre sobreajuste e falta de ajuste (OLIVIERI et al., 2009).

Para o PLS o algoritmo considerado padrao, e de uso mais difundido, é o de
minimos quadrados parciais interativo nao-linear (NIPALS, do inglés Nonlinear
Iterative Partial Least Squares). Alternativamente € utilizado o também bastante
popular modificacdo estatisticamente inspirada dos minimos quadrados parciais
(SIMPLS, do inglés Statistically Inspired Modification of the Partial Least Squares) ou,
ainda, alguma das variagbes menos populares destes algoritmos. (ALIN;
AGOSTINELLI, 2017; COOK; FORZANI, 2021; LOU et al., 2024).

A regresséao por PLS é baseada em combinagdes lineares dos regressores e
as variaveis alvo. Enquanto o algoritmo NIPALS, utilizado na PLS, é funcional para
decomposicido de dados que apresentam tanto relacdes lineares quanto nao lineares
a modelo falha na etapa de predi¢ao se a relagao entre preditores e resposta é nao
linear. Contudo mesmo nessa condigdo, se a fuga da linearidade do sistema
subjacente for leve 0 modelo ainda consegue boas predigbes (ANDRADE et al., 2008;
COOK; FORZANI, 2021).
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Ha ainda a distingdo de dois tipos de PLS o PLS-1 e PLS-2. Na PLS-1 um
modelo de calibragdo é construido para cada analito individualmente, assim, o
conjunto de dados € decomposto de forma a maximizar o ajuste para um unico analito
de cada vez. Nisso, a matriz Y € se torna equivalente a um vetor y, e o que se buscar
€ maxima covariancia entre o vetor y e os escores da matriz X, e em seguida o mesmo
processo pode ser repetido para os demais analitos. Assim, os dados mais relevantes
para cada analito sdo maximizados em cada modelo individual. Ja a PLS-2 é mais
adequada para aplicagdo em casos onde ha correlagdes nas colunas da matriz Y, ou
seja, haja correlagdes entre os analitos. Na PLS-2 apenas um modelo é construido
englobando todos os analitos e o algoritmo tenta otimizar a calibragédo dos analitos
simultaneamente utilizando escores ortogonais em Y, para aliviar os efeitos da

correlagao entre os analitos (OLIVIERI, 2018).
2.5 CALIBRACAO DE SEGUNDA ORDEM

A calibracdo multimodos, também conhecida como calibracdo de ordem
superior, € uma generalizagdo das abordagens tradicionais de calibragdo univariada
e multivariada, para dados de ordem maior, oferecendo vantagens significativas na
modelagem de sistemas mais complexos e na resolugdo de problemas de
sobreposic¢ao de sinais. Uma das caracteristicas distintivas da calibragdo multimodos
€ a sua capacidade de processar a estrutura de dados de ordem superior, onde
multiplas fontes de variacado estdo presentes simultaneamente. Em contraste com a
calibragdo univariada, que se concentra em uma unica dimensédo de dados, e a
calibracdo multivariada, que lida com duas dimensdes, a calibragdo multimodos se
propde a modelar e interpretar informagdes em trés ou mais dimensdes. Uma
vantagem da calibracdo multimodos, viabilizada pelo uso dos dados em trés ou mais
dimensdes, € a capacidade de lidar com a chamada "vantagem de segunda ordem".
Além disso, ao aumentar a ordem dos dados analiticos, € possivel obter maior
sensibilidade e melhores limites de detecgao e quantificagéo (OLIVIERI; ESCANDAR,
2014).

Os dados de segunda ordem s&o caracterizados pelo sinal analitico que surge
do monitoramento da amostra em dois modos instrumentais (genericamente
denominados modo-j e modo-k). Cada item de informagéo registrada (x) € identificado
pelas coordenadas j e k. Todas as informagdes coletadas sdo organizadas em uma
matriz X (J x K), representada na Figura 3. No caso dos dados de HR-CS GF MAS,
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0s modos instrumentais sao tempo e comprimento de onda, onde sao registradas
matrizes de tempo x comprimento de onda. Quando um conjunto de i amostras é
analisado por HR-CS GF MAS, s&o obtidas i matrizes X (tempo x comprimento de
onda).

Dados de segunda ordem podem ser modelados, utilizando os algoritmos
apropriados, para alcangcar a vantagem de segunda ordem, que consiste na
quantificacdo de espécies quimicas com exatidao aceitavel, mesmo na presenca de
interferéncia ndo presente na etapa de constru¢do do modelo. Dentre os algoritimos
de calibragdao de segunda ordem, os mais conhecidos sao os de analise de fatores
paralelos (PARAFAC, do inglés Parallel Factor Analysis), resolugdo de curva
multivariada - minimos quadrados alternados (MCR-ALS, do inglés Multivariate Curve
Resolution - Alternative Least Squares), minimos quadrados parciais desdobrados (U-
PLS, do inglés Unfold Partial Least Squares) e minimos quadrados parciais
multidimensionais (N-PLS, do inglés N-way Partial Least Squares). Os algoritimos de
U-PLS e N-PLS sao acoplados a uma etapa de pos-calibracdo chamada bilinearizacao
residual (RBL, do inglés Residual Bilinearization) para garantir a vantagem de
segunda ordem (ANZARDI et al., 2021; BRO, 1997; GOMES et al., 2014, 2015).

Figura 3 - Representacao do tipo de dados obtidos em HR-CS GF MAS para (a)
cada amostra, nos modo-j (tempo) e modo-k (comprimento de onda), e (b) o
arranjo do dados para as varias i amostras.

(a) (b) /
X X

(UxK) (JXEK)/

Fonte: O autor, 2024.
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Os métodos PARAFAC, U-PLS e N-PLS serdo melhores discutidos nos
tépicos a seguir. Como ja abordado no tépico 2.5, enquanto a MCR-ALS tem a
vantagem de reconstrugcdo dos espectros puros, a PLS por sua vez se destaca por
geralmente conseguir fornecer melhor exatiddo, sendo o modelo mais utilizado para
calibracdo multivariada (PARASTAR; SHAYE, 2015).

O modelo para dados de segunda ordem da MCR-ALS utiliza a estrutura de
dados desdobrados e é bastante utilizado para lidar com dados cromatograficos. Os
dados cromatograficos fogem da trilinearidade devido a falta de repetibilidade do
tempo de elui¢ao, entretanto, devem reter a bilinearidade necessaria para aplicagao
satisfatoria da MCR-ALS que utiliza os dados desdobrados (ANZARDI et al., 2021).
Modelos bilineares como os de MRC-ALS, e o proprio PLS, possuem mais de uma
resposta possivel para alcangar um mesmo ajuste pode ser necessario impor
restricoes na etapa de decomposicdo para obter uma resposta com significado
analitico tais como, por exemplo: ndo negatividade (para definir que valores negativos
nao sao permitidos nos modos dos dados), unimodalidade (para definir que o modo
espectral pode possuir um Unico maximo para cada analito, aplicavel a dados
cromatograficos, por exemplo) e trilinearidade (para forgar o mesmo perfil dentro de
cada modo de dados), dentre outras (CAMARA et al., 2024; OLIVIERI; ESCANDAR,
2014).

2.5.1 Analise de Fatores Paralelos (PARAFAC)

O PARAFAC é uma extensado da PCA para dados de ordem superior. Uma
vez que o PCA consegue lidar apenas com dados bidimensionais (tensorial de
segunda ordem, ou ditos matriciais), tensores de ordem superior para serem
processados por PCA deveriam ser desdobrados, sendo a matriz resultante desse
desdobramento também chamada de matriz aumentada. Entretanto, o
desdobramento leva a aumento dos graus de liberdade e a dita vantagem de segunda
ordem nado é alcangcada. A analise de componentes principais de trés modos,
conhecida como Tucker3, trata diretamente os dados tensoriais, sem desdobramento
em matrizes. O Tucker3 é um caso restrito da PCA para ordem superior. O PARAFAC,
por sua vez, € um caso restrito de Tucker3 para dados trilineares (BRO 1997;
EVERITT; KROONENBERG, 1986; OLIVIERI; ESCANDAR, 2014; SMILDE et al.,
2004).
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A ideia basica por tras do PARAFAC é decompor um tensor de terceira ondem
na soma de produtos de trés vetores, os ditos componentes principais, aqui composto
de vetor de escores e dois vetores de peso. Ao contrario da PCA, as componentes no
PARAFAC ndo sdo necessariamente ortogonais entre si, o que significa que a
variagao explicada nao pode ser atribuida separadamente a cada componente. Em
vez disso, a inclusdo ou exclusdo de componentes afeta todas as outras. Essa
decomposicdo em PARAFAC geralmente é feita por Minimos Quadrados Alternados
(ALS, do inglés Alternating Least Squares) (BRO 1997; EVERITT; KROONENBERG,
1986; OLIVIERI; ESCANDAR, 2014; SMILDE et al., 2004).

O PARAFAC é expresso em notagao matricial como:

X=ABOCT+E (3)

onde A, B e C sdo os modos do tensor de dados, © é o produto Khatri-Rao,
equivalente a um o produto Kronecker realizado coluna a coluna, e E séo os residuos
(BRO; KIERS, 2003). Uma representacao da decomposi¢do em fatores paralelos é

apresentada na Figura 4.

Figura 4 - Representacdo da decomposigdo em PARAFAC
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Fonte: O autor, 2024.

O Tuker3, por sua vez, € expresso em notacdo matricial como:
X=AGBRC)T+E (4)
onde G é o tensor de nucleo e ® é o produto Kronecker (KOMPANY-ZAREH
et al., 2012).
O PARAFAC é um caso restrito de Tucker3 no qual o tensor de nucleo G tem
em sua superdiagonal valores 1 e fora dela valores zero, esse tensor binario especifico
identificaremos como T (BRO; KIERS, 2003). Uma representacdo do PARAFAC

descrito como um caso restrito de Tucker3 é apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo do PARAFAC como um caso restrito de Tucker3.
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Fonte: O autor, 2024.

Uma etapa critica do PARAFAC é a determinagao do numero de fatores. Um
indicativo do numero de fatores adequado para evitar sobreajuste do modelo
PARAFAC pode ser indicado pelo valor do diagndstico de consisténcia de nucleo
(CORCONDIA, do inglés core consistency diagnostic), proposto por Bro e Kiers
(2003). Essa medida avalia a similaridade entre o tensor G e o tensor superdiagonal
T de uns implicitos.

(5)

Yo Xk, 2?:1(gdef_tdef)2
= X —_
CORCONDIA 100 <1 ZgZEZ?téef

Onde gdef s80 0s elementos do tensor G e tqef SG0 0s elementos do tensor T

para um numero determinado de fatores (F).
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O valor de CORCONDIA indica o grau de ajuste entre o modelo obtido e os
dados originais. O modelo sera considerado adequado quando o valor de
CORCONDIA estiver acima de 90%, problematico se estiver proximo de 50% e
invalido se estiver proximo de zero ou for negativo. Entretanto, considerando que o
valor CORCONDIA é uma avaliagdo conservativa, outras métricas devem ser
consideradas para complementar a definicio do numero de fatores, além de ser
importante avaliar se os perfis obtidos pelo modelo sdo coerentes com o
conhecimento quimico do sistema (BRO; KIERS, 2003; HALBERG et al. 2023).

Uma vantagem do PARAFAC é a propriedade de unicidade, ou seja, uma
unica resposta para a decomposi¢cdo do modelo sem a necessidade de impor
restricbes. Isso se deve auséncia de liberdade rotacional e esta diretamente ligado a
vantagem de segunda ordem, a possibilidade de quantificagdo mesmo na presenca
de interferentes ndo presentes na construgdo do modelo (OLIVIERI; ESCANDAR,
2014).

Uma representagdo visualmente mais amigavel da decomposicdo em
PARAFAC ¢é apresentada na Figura 6. Nesse exemplo adaptado da literatura pode-
se observar a decomposi¢cao dos dados de excitagdo x emissao para trés amostras.
Cada amostra contém diferentes proporgdes de quatro substancias e a decomposi¢ao
PARAFAC permite obter o perfil recuperado nos modos de excitacdo e de emissao

para as quatros substancias.

Figura 6 - Representacéo ilustrativa da decomposi¢cdo PARAFAC destacando a
obtencao dos vetores de pesos nos modos j e k.
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Fonte: adaptado de Escandar et al. (2014).
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2.5.2 Minimos Quadrados Parciais Desdobrados com Bilinearizagdo Residual
(U-PLS/RBL) e Minimos Quadrados Parciais Multidimensionais com
Bilinearizagdo Residual (N-PLS/RBL)

O método de minimos quadrados parciais desdobrados com Bilinearizagao
Residual (U-PLS, do inglés Unfold Partial Least Squares) é a adaptagao do PLS para
dados de segunda ordem, que consiste em desdobrar a matriz de dados para
aplicacdo do PLS tradicional, particularmente util quando os dados fogem da
linearidade em um, ou nos dois, modos de dados. Ha de se observar que o
desdobramento dos dados aumenta os graus de liberdade e a vantagem de segunda
ordem nao € alcangada. Entretanto, o algoritmo de bilinearizacao residual (RBL, do
inglés residual bilinearization) surge para permitir a obtengdo de vantagem de
segunda ordem. O U-PLS acoplado a etapa de bilinearizagao residual (U-PLS/RBL)
permite, assim, lidar com dados que fogem da trilinearidade em um ou dois modos e
ainda alcangar a vantagem de segunda ordem.

O algoritmo de RBL é utilizado para separar os efeitos indesejados de
interferentes em amostras de teste, isolando apenas as informagdes relevantes sobre
os constituintes calibrados. Para isso, a matriz de residuos das amostras teste sao
modelados considerando um modelo bilinear, como a PCA para identificar e entao
remover os efeitos indesejados. Os dados das amostras testes sao entdo separados
na contribuicio dos dados aptos a calibragdo por PLS e a contribuicdo de
interferentes. No final, o que a RBL faz € minimizar o erro residual para que este
corresponda apenas ao ruido. Assim, no modelo final de U-PLS/RBL é necessario
definir tanto o numero de componentes, associado as espécies de interesse, na etapa
de calibracdo por PLS, como definir o niumero de componentes, associados aos
interferentes no conjunto de teste, na etapa de RBL (CULZONI et al., 2007; OLIVIERI,
ESCANDAR, 2014).

A etapa de RBL realizada para o conjunto de amostras de teste pode ser
expressa pela equacao:

Xteste = trpLP + BrpLCrBL + ErBL

onde BrsLCRrsL representa a contribuicao dos interferentes, ErsL contém os
residuos a serem minimizados na etapa de RBL e P é a matriz de pesos mantida
constante e treL € 0 vetor de escores corrigido da contribuicao das interferéncias na
etapa de RBL (OLIVIERI; ESCANDAR, 2014).
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O método de minimos quadrados parciais multidimensionais (N-PLS, do
inglés N-way Partial Least Squares) é uma generalizagao do PLS tradicional para
dados de segunda ordem, ou superior. O N-PLS/RBL utiliza uma abordagem de
bilinearizag&o residual para alcangar a vantagem se segunda ordem. Podemos ver o
N-PLS como uma mistura do PARAFAC e do PLS-1, que também pode ser
generalizado considerando o PLS-2. Assim, é realizada a decomposi¢ao do tensor X
no produto de um vetor de escores e dois vetores de pesos, uma triade. A
decomposicdo no N-PLS é feita de tal forma que o primeiro escore em X tenha a maior
covariancia com os escores de y, tornando possivel prever os scores em y a partir dos
escores em X. Como os vetores aqui ndo serdao ortogonais € necessario levar em
consideracao todos os vetores de escores (BRO, 1996; SMILDE, 1997).

2.6 FIGURAS DE MERITO

As figuras de calibragdo univariada (de ordem zero) sao determinadas por
equacdes bastante conhecidas. Entretanto, para os modelos de calibragao
multivariada e multimodos algumas figuras ndo podem ser estimadas da mesma forma
que em uma calibracdo univariada e a definicdo das figuras de mérito se torna
bastante complexas. Para a calibragdo de primeira ordem um relatério técnico da
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union
of Pure and Applied Chemistry) foi publicado por Olivieri et al. (2006) como reviséao
das propostas de generalizagao das figuras de meérito para a calibragdo multivariada.
Valderrama et al. (2009) também apresenta uma revisdo sobre as figuras de mérito
em calibragao multivariada.

Na calibracdo de primeira ordem, a generalizacdo de muitas das figuras de
mérito ja € bem estabelecida, sendo até relativamente simples a generalizagdo de
figuras de mérito como exatiddo e precisdo, mas requerendo um calculo um pouco
mais complexo para estimar figuras como sensibilidade e razao sinal/ruido. Ja para
os métodos de calibragdo de segunda ordem, o calculo tem um grau de complexidade
adicional. Uma descricdo completa das figuras de mérito analitico na calibracéo de
segunda ordem pode ser encontrada no artigo de revisao de Olivieri (2014).

Duas métricas bastante utilizadas na calibragdo multivariada e multimodos
sao a raiz do erro quadratico médio de previsdo (RMSEP, do inglés Root Mean Square
Error of Prediction) e o erro relativo de previsdo (REP, do inglés Relative Error of

Prediction).
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O RMSEP é uma medida da diferenca entre os valores observados e os
valores previstos pelo modelo e pode ser calculado como a raiz quadrada da meédia

dos quadrados dos erros entre os valores observados e os valores previstos:

n )2
RMSEP = /W (6)

onde n sdo o numero de observagdes, y sado os valores observados e y sao
os valores previstos para os dados da etapa de previsdo. O valor de RMSEP é
expresso na mesma unidade que a variavel de resposta e quanto menor o seu valor
melhor ajuste do modelo aos dados. Por sua vez, o REP é geralmente expresso em

percentagem e pode ser calculado pela equagéo:

REP(%) = /% x 100% (7)

onde n sao o numero de observagdes, y sao os valores observados e y sao
os valores previstos para os dados da etapa de previsdao (BRAGA et al., 2007).

Outras figuras de mérito em calibragdo multivariada e multimodos incluem a
sensibilidade (SEN), o inverso da sensibilidade analitica (y') e limites de detecgéo
(LOD) e quantificagao (LOQ).

Na calibragao de primeira ordem a SEN é especifica de cada analito pois a
sensibilidade nesse caso é resultado do perfil recuperado de cada analito e ndo da
intensidade do sinal nos dados originais.

Na calibragao de segunda ordem, a SEN representa a razao entre a incerteza
do sinal analitico (0x) e a incerteza da concentragdo (oy) e tem unidades de
concentragdo™' sendo que um valor de sensibilidade é definido para cada amostra
individualmente. O inverso da sensibilidade analitica (y~) indica a diferenga minima
que os modelos podem discriminar, considerando o ruido instrumental como Unica
fonte de erros experimentais. O inverso da sensibilidade analitica é estimado como a
razao entre o ruido instrumental e a sensibilidade, e tem unidades de concentragéao.
O limite de detecgéo (LOD, do inglés limit of detection) e o limite de quantificacéo

(LOQ, do inglés limit of quantification) podem ser estimados como:

LOD, = 3,3 (SEN;2 62 + hoSEN;202 + hooyeai? )"’



50

LOQ, = 10 (SEN;2 62 + hoSEN;202 + hooyeqi? )

(9)
onde n é o analito de interesse, ho é a variancia do branco.
O LOD e LOQ na calibracdo de segunda ordem sao especificos de cada
amostra na calibragao de segunda, ja que estara relacionado ao grau de dificuldade,

encontrado pelo algoritmo, na separagéo do sinal do analito dos demais dados.
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3ESTADO DA ARTE

Nao foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a determinacao
simultanea de ndo metais via espécies moleculares utilizando HR-CS MAS tampouco
com o uso de ferramentas quimiométricas para determinacdo. Essa auséncia na
literatura de trabalhos que relatem o uso da estratégia de vaporizagédo simultanea na
determinacao de nao metais, via espécies moleculares diatbmicas, por HR-CS MAS,
€ uma lacuna no conhecimento cientifico, 0 que denota a relevancia da exploragao
dessa tematica.

Abad et al. (2017) utilizou o modelo PLS na determinagao da razao isotopica
de boro via molécula de BH e esta foi a unica aplicagdo encontrada de calibragao
multivariada utilizando HR-CS MAS encontrada na literatura.

Boschetti et al. (2016) realizou a determinacdo simultanea e sequencial de
quatro elementos utilizando HR-CS AAS e HR-CS MAS, na primeira etapa do
programa de aquecimento foi monitorado Cd (228,802 nm) com atomizagcdo em 1700
°C e em seguida foram monitorados Cr (425,433 nm), Fe (425,076 nm) e Al (425,315
nm) simultaneamente com atomizagao em 2600 °C, onde Al foi monitorado via AlH.

Pires et al. (2020) realizou a determinacédo simultdnea e sequencial de trés
elementos utilizando HR-CS AAS e HR-CS MAS, na primeira etapa do programa de
aquecimento foi monitorado Cl via InCl em 267,2181 nm com temperatura de
vaporizagao de 1800 °C e em seguida foram monitorados Si (252,8508 nm) e Fe
(252,7435 nm) simultaneamente em 2600 °C.

Uma das aplicagdes interessantes da técnica de HR-CS MAS é a sua
utilizacao para determinacao isotopica. Nakadi et al. (2016) realizou a determinagao
isotopica de Br via CaBr monitorando Ca8'Br em 600,467 nm e Ca’°Br em 600,492nm,
destacando o potencial para calibragdo por diluicdo isotépica. Abad et al. (2017)
realizou a determinagéo da raz&o isotopica de boro '°B e "'B via molécula de BH
utilizando calibracdo multivariada com regressao por PLS.

Rosa (2020) realizou a determinagao de Br via TIBr (342,9797 nm; Tvaporizacdo=
900 °C) e F via CaF (606,4322 nm; Tvaporizacao= 2100 °C) por vaporizagao sequencial,
sendo a primeira vez que essa estratégia foi aplicada com mais de uma espécie
molecular. Essa estratégia se diferencia das demais mostradas na literatura tanta pela
presenca de dois geradores diferentes bem como pela divisdo em duas etapas de

vaporizagao distinta para cada molécula, onde a vaporizacdo da primeira molécula
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funciona como a pirdlise da molécula seguinte. Assim, € um trabalho relevante ao
pavimentar o caminho na exploragédo de novas possibilidades em HR-CS GF MAS.

Diversas moléculas diatbmicas foram utilizadas na literatura para
determinacdo de bromo e fluor por HR-CS MAS com forno de grafite. Para bromo
forma utilizadas as moléculas: AlIBr (HUANG et al. 2008), BaBr (TURHAN et al.,
2019), CaBr (FLOREZ; RESANO, 2013; HUANG et al., 2008; NAKADI et al., 2016;
LIMBURG; EINAX, 2013; PEREIRA et al., 2014), SrBr (GUNDUZ; AKMAN, 2014) e
TIBr (CACHO et al., 2018; ROSA; MARANHAO, 2022). O nimero de aplicacdes para
flaor foi bem maior e nos ultimos 12 anos as moléculas utilizadas na literatura foram:
AIF (BUCKER; ACKER, 2012), BaF (OZBEK; AKMAN, 2014), CaF (AKHDHAR et al.,
2020; BOSCHETTI et al., 2017; BORGES et al., 2014, 2016; CADORIM et al., 2018;
DE GOIS et al., 2016; HUANG et al., 2014; KRAWCZYK-CODA; STANISZ, 2017;
MACHADO et al., 2015; MORO et al., 2021; OZBEK; AKMAN, 2013b, 2015, 2016a,
2016b, 2018b; ROSA; MARANHAO, 2022; XING et al., 2018), InF (CADORIM et al.,
2018), GaF (CADORIM et al., 2018; GAWOR et al. 2021; GEHRENKEMPER et al.,
2021; KRUGER et al., 2012; LEY etal., 2017; METZGER et al., 2019; QIN et al., 2012;
WURTENBERGER; GUST ,2014) e SrF (OZBEK; AKMAN, 2012; OZBEK et al., 2016).

Nos trabalhos acima descritos o uso de fornos de grafite com recobrimento
permanente, foi a estratégia mais comum, utilizado principalmente no intuito de
aumentar a vida util do forno. Alguns trabalhos n&o utilizaram nenhum modificador
quimico e em um numero menor de trabalhos se utilizou modificadores quimicos
adicionados em solugao. Apenas 6 trabalhos utilizaram modificadores adicionados em
solugao, foram estes: nitrato de paladio, nanoparticulas de paladio e nitrato de prata,
utilizados como modificador na determinacédo de bromo; nitrato de bario, Pd/Mg +
zircbnio e nitrato de calcio, utilizados na determinacéao de fluor.

As temperaturas de vaporizagéo para a maioria das moléculas utilizadas para
determinacao de bromo e fluor foram préximas de 2000 °C. Apenas as moléculas TIBr
e GaF destacaram-se por possuir temperaturas de vaporizacdo de 900°C e 1550 °C,
respectivamente, bastante diferente das demais.

Quanto aos valores de limite de deteccao para bromo, Limburg e Einax (2013)
obtiveram limite de detecgéo de 0,078 ng utilizando a molécula de CaBr; Cacho et al.
(2018) obteve um LOD de 0,3 para TIBr e os demais trabalhos n&o tiveram um grande
diferenga nos valores de LOD, os quais ficaram entre 1,6 e 5,4 ng. Ja para fluor a

molécula de GaF se mostrou a mais sensivel com limites de detecgao por volta de
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0,005 ng, enquanto CaF teve limites de detecgao por volta de 0,2 ng, similar aos
obtidos para as demais moléculas utilizadas na determinagao de fluor.

A molécula de CaF foi a molécula mais utilizada para a determinagao de fluor
e, embora cada molécula tenha um comportamento individual, algumas situagdes
experimentais observaveis para essa molécula sdo de certa forma uma ocorréncia
provaveis de se observar para outras moléculas. Assim, observar a literatura
disponivel para CaF nos ajuda na tentativa de compreender melhor sistemas
semelhantes. Huang et al. (2014) utilizou HR-CS MAS com amostragem direta de
sélidos para determinacédo de fluor via CaF (606,44 nm; Tvaporizacago= 2300 °C) e
observou a presenca de interferéncia espectral e ndo espectral por formagao de CaCl
na presenga de um excesso de cloro. Além disso, destacou a fungéo simultanea do
calcio como formador da molécula e modificador, diminuindo a volatilizagdo do fluor
durante a pirdlise o que tornou desnecessario o uso de modificadores adicionais.

Abad et al. (2018) avaliou o zircdnio, com estrutura cubica de ZrO2, como
modificador permanente e propds a ocorréncia de um mecanismo de catalise
heterogénea em superficie para formagao da molécula de CaF. Onde o ZrO2 é ativado
na pirdlise a 900 °C e NaF e Ca(NOs)2 sédo adsorvidos na superficie recoberta do tubo
de grafite, formando o estado de transi¢cao ZrO(OCaF) e liberando Na e NOx.
Entretanto, para a molécula de CaBr houve diminuicdo do sinal com o uso de Zr e isso
deve ocorrer porque o bromo se adsorve melhor em tubos de grafite ndo recobertos,
pela formagdo de compostos de intercalagcdo estaveis, conforme relatado pela
literatura.

Ozbek e Akman (2018a, 2019) avaliaram a interferéncia ocasionada presenca
dos metais Ga, Al, Ba e Sr e sais de cloro, bromo e sulfato na determinagao de F via
CaF. Eles denotam que interferéncias podem ocorrer tantos devido a presenca dos
metais quantos dos ndo metais envolvendo o analito e o gerador da molécula. Indicam
ainda que a formacao da molécula ocorre por combinacao na fase gasosa e interagées
na fase gasosa sao a principal fator na supresséo de sinal analitico pela presenga dos
interferentes.

Ozbek; Akman (2013a) investigaram os mecanismos de formacgéo da
molécula de SrF em HR-CS GF MAS. Eles indicam que a formacado da molécula
fundamentalmente ocorre através de combinacdo de Sr e F na fase gasosa.
Independentemente se as solugdes contendo F e Sr fossem injetadas em

compartimentos separados ou em um mesmo compartimento a mesmo perfil do sinal
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era obtido. A curva de pirolise para as solu¢gdes misturadas, apesar de fornecer o
mesmo perfil observado para a condigado de injegao separada, forneceu um sinal cerca
de 10% maior, que mesmo sendo uma pequena diferenca indica que as interagdes
entre os elementos na fase condensada, nessa situacao € esperada a formacao de
SrF2 durante a secagem e isso pode e isso pode levar a uma melhor e mais rapida
interacdo dos elementos na fase gasosa. Além disso, ao se injetar uma solugao
concentrada de galio em um compartimento separado na plataforma e Sr e F
misturados no outro compartimento, € possivel observa uma diminui¢do do sinal de
SrF devido a formacdo de GaF, reforcando que, apesar das interacbes fases
condensadas ocorrerem, a combinagdo em fase gasosa tem papel determinante na
formacgao destas moléculas.

Zaitceva et al. (2014) fizeram um estudo detalhado com simulacéo
computacional termodindmica do equilibrio utilizando o software HSC 6.1 e
desenvolveram um algoritmo para avaliar cada etapa do programa de temperatura
para formacao de SrF. Foi verificada a formacao de SrF com decomposicao de SrF2
quando Sr e F sédo injetados juntos e a combinagdo em fase gasosa quando os
elementos sao injetados separados. Além disso, o autor indica que a simulagao
apresentou boa concordancia com os dados praticos, quanto o perfil das curvas de
pirdlise, formacao da molécula SrF e ocorréncia de interferéncia pela presenca de
galio. Assim, a simulagao pode ser uma ferramenta util para explorar esses sistemas.

Ozbek et al. (2012) utilizaram a molécula SrF para determinagao de fluor por
HR-CS GF MAS e, dentre os comprimentos de onda investigados para monitorar essa
molécula, foi encontrado que a banda de absor¢dao em 651,187 nm forneceu a maior
sensibilidade. A temperatura de vaporizacao utilizada foi de 2200 °C e quanto ao uso
de modificadores os autores avaliaram o uso de Ir, Zr, Pd e Pd + Mg como
modificadores e em todos os casos o0 uso de modificador foi desfavoravel com redugao
da sensibilidade e diminuicdo da reprodutibilidade. Mais recentemente Kowalewska
(2024) utilizou a molécula de SrF no comprimento de onda 651,187 nm para
determinacao de fluor por HR-CS MAS com vaporizagdo na chama e denotou o
surgimento da molécula de SrBr como um interferente espectral mas como o objetivo
era apenas determinar o fluor, a corregéo de fundo por minimos quadrados (LSBC) e
a curva de adi¢ao padrao foram usadas para corrigir a interferéncia espectral por SrBr
e possiveis interferéncias ndo espectrais.

Ja Gunduz e Akman (2014) utilizaram a molécula de SrBr para determinacéao
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de bromo por HR-CS GF MAS no comprimento de onda 651,058 nm com temperatura
de vaporizagao de 2200 °C. Destaca-se que o comprimento de onda aqui utilizado se
encontra dentro da mesma janela espectral utilizada na determinacdo de SrF no
comprimento de onda 651,187 nm utilizado por Ozbek et al. (2012). Ademais, a
temperatura utilizada para vaporizagao das moléculas em ambos os trabalhos foi de
2200°C, mostrando que as moléculas possuem comportamento térmico semelhante.
Quanto ao uso de modificadores foi encontrado que o uso de Zr resultou em aumento
do sinal para SrBr em cerca de 10%.

Uma estratégia comum no ambito de HR-CS MAS é observar as energias de
formacgao para as moléculas diatdmicas na expectativa de que moléculas com maior
energia de dissociacdo devem ser mais estaveis e, portanto, fornecer melhores
resultados. A energia de dissociagdo para SrBr é de 93,5 kcal mol' e para SrF é de
127,3 kcal mol', que s&o comparaveis as energia de dissociagdo das moléculas mais
populares, CaBr com 97,2 kcal mol' e CaF com 128,4 kcal mol-' (GUNDUZ; AKMAN,
2014; MENZINGER, 1974).

Apesar de haverem trabalhos que mostrem moléculas com comprimentos de
onda suficientemente proximos e, no caso especifico das moléculas SrF e SrBr, com
boa sensibilidade para ambos elementos e comportamento térmico similar, até o
presente momento ndo ha trabalhos que explorem a potencialidade de analise
simultédnea de halogénios via HR-CS MAS. Assim, se mostra bastante atrativa a
exploragéo dessa fronteira do conhecimento cientifico, considerando ainda o uso da
quimiometria no ambito de calibracdo de segunda ordem como potencial ferramenta
para melhorar a viabilidade da analise simultdnea nesse sistema para controle de

possiveis interferéncias.
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40OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver métodos para a determinagéo simultanea dos halogénios bromo
e fluor por espectrometria de absor¢ao molecular de alta resolugao com vaporizagao

em forno de grafite, considerando o uso da calibragao de segunda ordem.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os programas de temperatura na presenga e auséncia de modificadores
quimicos

e Avaliar a massa do gerador das moléculas

e Avaliar o efeito de possiveis interferentes relevantes

e Avaliar os dados quanto aos aspectos de multilinearidade

e Avaliar a viabilidade da aplicagdo dos modelos de calibragdo de segunda ordem
para quantificagdo em matrizes de diferentes complexidades

e Estabelecer e comparar parametros de mérito.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 INSTRUMENTACAO

As medicdes foram realizadas utilizando um espectrobmetro de absorcao
atdbmica de fonte de continuidade de alta resolugdo contrAA 700 (Analytik Jena AG,
Jena, Alemanha) equipado com um amostrador automatico MPE 60 e tubos de grafite
com plataforma de grafite pirolitico integrada (Analytik Jena Part No. 407-A81.025). A
janela espectral monitorada foi de 650,7951 nm a 651,6521 nm utilizando corregao de
linha de base iterativa - molecular (IBCm). Gas argénio com pureza de 99,996% (White
Martins, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado para purga e protecdo. Uma balanga
analitica (M254Ai Bel Engineering, Italia) e uma microbalanga (desvio padrao + 0,001
mg da Sartorius, M2P, Alemanha) foram utilizadas nos procedimentos de pesagem.
Um cromatografo de ions 761 Compact IC (Metrohm, Suica) foi utilizado para
determinar o valor de referéncia para o fluor. O conjunto analitico incluia uma pré-
coluna (Metrosep A Supp 4/5 Guard - Metrohm) e uma coluna cromatografica
(Metrosep Supp 5-150/4,0 mm - Metrohm). Ambos com fase estacionaria de alcool
polivinilico com grupos de aménio quaternario (NR4*). Um sistema de supressao
quimica e um detector de condutividade foram utilizados. A analise foi realizada com

uma taxa de fluxo de fase mével de 0,7 mL min~' e um volume de inje¢édo de 20 pL.
52 REAGENTES

Todos os reagentes estavam com pureza minima de grau analitico. Agua
deionizada com 18,2 MQ cm foi obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). Nos passos de otimizacdo e estudos exploratérios as solugdes foram
preparadas por diluicdo a partir de solugbes estoque. As solugdes estoque foram
preparadas dissolvendo-se sais em quantidades suficientes para obter as solucdes
estoque flior a 2,00 g L™' (NaF, 99,9%, Riedel-de-Haen, Seelze, Alemanha); bromo a
1,50 g L' (NaBr, Vetec, Sdo Paulo, Brasil); estroncio a 20 g L™ (Sr(NOs)2, Merck,
Darmstadt, Alemanha); cloro a 2,00 g L' (NaCl, 99,95%, Merck, Darmstadt,
Alemanha); célcio a 10,0 g L' (Ca(NOs)2:4H20, Alphatec, Brasil) e talio a 10,0 g L™
(TINOs, Merck, Darmstadt, Alemanha). Solugbes padrao de calibragdo e validagao
foram obtidas a partir de diluicdo a partir da solugdo estoque de 1000 mg L~ de fltor
(NaF, Sigma-Aldrich, EUA) e bromo (NaBr, Sigma-Aldrich, EUA). Como modificador
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permanente foi utilizado zircénio a 1 g L™ preparado com ZrO(NOz)2 xH20 (99 %,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) mas também foi avaliado inicialmente o uso de Zr a
1 g L' como ZrOCl2 em HCI ~2 mol L' (Fluka - Sigma-Aldrich, Suiga).

5.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados usando um tubo revestido com 1000 ug de
zirconio. O procedimento de revestimento seguiu o programa automatico de
revestimento do equipamento descrito na Tabela 2. No total, foram realizados 20
ciclos de injeg&o, cada um utilizando 50 uL de solugdo de Zra 1 g L™, para obter uma
massa final de 1000 ug de revestimento de Zr. Em cada ciclo de inje¢ao, a solugao
submetida a uma secagem em trés etapas a 90, 110 e 130 °C, identificadas como as
etapas 1, 2 e 3. Apenas no ultimo ciclo de injegdo o forno era submetido as etapas 4,

5 e 6 onde era aquecido a temperaturas mais elevadas.

Tabela 2 - Programa de temperatura usado para revestimento de tubo de grafite com
o modificador Zr para determinagao simultdnea de bromo e fluor por HR-CS GF

MAS.
Etapa Temperatura, °C  Rampa, °Cs” Permanéncia, s Vazao do gas,
L min
1 90 5 20 20
2 110 1 40 20
3 130 1 40 20
4 1200 300 26
5 2100 500 8
6 2100 0 5 10

Fonte: O autor (2024).

O volume da solucéo padrdo ou da amostra adicionado ao tubo foi de 10 pyL
durante todas as analises. As solugdes padrao foram preparadas como solugdes
multielementares quando mais de uma espécie precisava ser adicionada. O gerador,
nitrato de estrdncio, cuja massa otimizada foi de 150 ug equivalente a um volume de
10 uL de uma solugédo a 15 g L™, foi sempre aspirado pelo amostrador automatico
antes da aspiragao da solugao padrao ao da amostra. O volume total adicionado ao
forno a cada vez era, portanto, 20 pL, sendo 10 pyL do gerador mais 10 pL da solugéo
padrao ou da amostra. Apds adicdo do volume total da aliquota no forno, o programa

de temperatura mostrado na Tabela 3 era imediatamente executado.
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Tabela 3 - Programa de temperatura otimizado para a determinagao simultanea de
bromo e fluor por HR-CS GF MAS.

Vazao do gas,

Etapa Temperatura, °C Rampa, °C s Permanéncia, s
L min-
Secagem 1 90 5 15 2,0
Secagem 2 120 5 30 2,0
Pirdlise 900 300 10 20
Adaptacao do gas 900 0 5 0
Vaporizagao 2100 2000 10 0
Limpeza 2500 500 4 2,0

Fonte: O autor (2024).

5.4 CALIBRACAO E AMOSTRAS

Foi preparado um conjunto de calibragao individual, um para fluor outro para
bromo, contendo cinco solugdes padrao em cinco niveis de concentragao, de 5 a 45
mg L™ para bromo e de 8 a 28 mg L™ para flior. Um conjunto de validagdo com sete
solugdes padrao, consistindo em uma mistura de bromo e flior em concentragbes
arbitrarias dentro da faixa de calibragéo, foi planejado para uma inspecao inicial da
compreensao quimiométrica do sistema de dados de segunda ordem gerado pela
instrumentacdo HR-CS GF MAS. Para todos os casos, as solucdes foram preparadas
em duplicatas auténticas, e uma descricdo completa da composigcao de calibragao e

validacao esta disponivel na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composi¢ao dos padrbes preparados em duplicata auténtica usados para
desenvolver conjuntos de calibragéo e validagéo.

Padrao Bromo (mg L) Fltor (mg L)
Br1 5 0
Br2 15 0
Br3 25 0
Br4 35 0
Br5 45 0

F1 0 8

F2 0 13
F3 0 18
F4 0 23
F5 0 28
V1 32 12
V2 39 13
V3 24 8

V4 7 16
V5 20 9

V6 36 15
V7 11 13

Fonte: O autor (2024).
Legenda: Br — conjunto de calibragéo para bromo. F — conjunto de calibragao para fltor. V — conjunto
de validacéo.

Para avaliar o desempenho da metodologia proposta em um cenario analitico
real, foram geradas amostras fortificadas em triplicata usando trés matrizes complexas
diferentes: (i) PIR — o material de referéncia certificado NCS DC 73301 (Rochas) que
possui valor certificado de 2350 ug g™' para fluor; (i) PAN - o medicamento
pantoprazol, que contém um composto organofluorado, contendo quantidade
equivalente a 3,96 mg de fluor por comprimido; e (iii) BUT - o medicamento brometo
de butilbrometo de escopolamina, uma solugdo aquosa contendo 1814 mg L' de
bromo na forma ibnica. PAN e BUT foram adquiridos em farmacias locais.

A amostra (i) apresentava como constituintes majoritarios: SiO2 (72,8%) e Al203
(13,4%), K20 (5,0%), Na20 (3,1%), TFe203 (2,1%), CaO (1,6%), FeO (1,0%). Dentre
os constituintes minoritarios da amostra (i) destaca-se o cloro, com valor de referéncia
de 127 ug g~ de cloro. O cloro tem potencial de interferéncia por formar a espécie
SrCl. No entanto, apds o preparo da solugao para analise, a concentracao final de

cloro € 0,6 mg L' e, nessa concentragdo, ndo é esperada interferéncia por competicao
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desse halogénio pelo estroncio disponivel para formacdo de SrBr e SrF. Os
medicamentos (ii) e (iii) ndo possuiam cloro em sua composigao. Outros constituintes
dessas amostras eram os excipientes do medicamento (ii): carbonato de sddio,
crospovidona, manitol, povidona, estearato de calcio, hipromelose, macrogol, 6xido
de ferro amarelo, diéxido de titanio, copolimero de acido metacrilico e etilacrilato,
citrato de trietila, talco e hidréxido de soédio. E o veiculo do medicamento (iii)
constituido de ciclamato de sédio, metilparabeno, polipropilparabeno, esséncia de
licor de abadia, agua purificada.

A preparacado da amostra PIR foi realizada usando um sistema de piroidrolise
desenvolvido seguindo a metodologia descrita por Marim et al. (2023). O sistema
consistia em um forno mufla modelo R1800 (EDG, Brasil) com controle de
temperatura, capaz de atingir uma temperatura maxima de 1000 °C. Uma bomba
peristaltica modelo IPC 4 (ISMATEC, Alemanha) operada a uma taxa de 0,1 mL min™",
e uma bomba de ar modelo U-2800 (Boyu, China) mantiveram uma taxa de fluxo de
0,2 L min~'. As condigbes de piroidrélise aplicaram uma temperatura de 1000 °C, um
tempo de reagédo de 30 min, 5 min de limpeza entre as amostras, e como solugéo
absorvente foi utilizado 20 mL de solugéo de NH3 a 50 mmol L.

As amostras PIR foram preparadas usando piroidrolise apds adicionar massa
suficiente material de referéncia certificado NCS DC 73301 (Rochas) em um suporte
de alumina para atingir uma concentragao final de flior de 10,5 mg L™ (replicata 1),
11,5 mg L™ (replicata 2) e 11,2 mg L™ (replicata 3). O bromo foi adicionado usando
sal de NaBr em quantidade suficiente para que as concentragées finais fossem de
31,3 mg L™ (replicata 1), 32,9 mg L™ (replicata 2) e 34,4 mg L™'(replicata 3). O sal de
bromo foi adicionado ao suporte de alumina envolvido no pedago de papel usado para
pesar. Para as amostras PIR, as concentracdes de fluor foram estimadas usando
cromatografia de ions, a quais foram utilizadas como referéncia para a proposta de
comparacgao. As concentragcdes de bromo foram baseadas na massa adicionada.

As amostras BUT foram preparadas em ftriplicata por simples diluicdo e
fortificacdo com fluor. Para cada replicata, utilizou-se uma aliquota de 300 pL do
medicamento butilbrometo de escopolamina e, apos fortificagdo com fluor, o volume
foi ajustado para 15 mL, resultando em uma solugdo com concentragdes de 36,3 mg
L-' de bromo e 20 mg L~ de fltior. As concentragdes de bromo e flior foram baseadas

no valor indicado e na massa adicionada, respectivamente.



62

As amostras PAN foram preparadas em triplicata dissolvendo comprimidos de
pantoprazol sodico sesquihidratado em 3 mL de uma solugéo de KOH a 1% (m/v).
Apds a completa dissolugéo, o volume final foi ajustado para 15 mL com agua.
Posteriormente, esta solugdo foi diluida 10 vezes (v/v) e fortificada com bromo. A
solugéo final concentragdes finais de 20 mg L™! de bromo e 26,4 mg L' de fluor. As
concentracdes de bromo e fluor foram baseadas na massa adicionada e no valor

indicado, respectivamente.
55 TRATAMENTO QUIMIOMETRICO

O tratamento quimiométrico dos dados para calibragdo multimodos foi
realizado no ambiente MatLab® 2012 usando a interface grafica do usuario de
Calibragado Multivariada 2 (MVC2 GUI, do inglés Multivariate Calibration 2 Graphical
User Interface), disponivel em <https://www.iquir-
conicet.gov.ar/eng/pers2.php?campo1=82&area=12> (CHIAPPINI et al., 2023). Os
calculos PARAFAC foram realizados sem nenhuma restricdo com base na
inicializagcdo de decomposicéo trilinear direta (DTLD, do inglés direct trilinear
decomposition). A confiabilidade da decomposi¢ao PARAFAC foi avaliada com base
na variancia explicada e no valor de CORCONDIA (HALBERG et al., 2023). Além
disso, para comparar os perfis puros normalizados medidos experimentalmente com
os perfis recuperados pelo PARAFAC, o grau de sobreposicao entre eles foi utilizado,

conforme definido pela Equacéo (10).

T
Slz_M (10)

[Is11] X]Is2|

onde S+2 € 0 grau de sobreposicédo entre os vetores s1 (espectro puro) e o
vetor s2 (perfil puro recuperado pelo PARAFAC). E importante notar que S12 é o
cosseno do angulo entre os vetores s1 e s2. Isso significa que S12 assume valores de
0 (angulo de 90° entre os vetores ou auséncia de correspondéncia entre o perfil real
e o perfil estimado) a 1 (angulo de 0°, correspondéncia perfeita entre o perfil
experimental e o perfil estimado) (MOREIRA et al., 2015). No calculo de N- PLS e U-
PLS, o numero de variaveis latentes 6timas foi determinado por validagao cruzada
deixando uma amostra de fora de cada vez (LOOCYV, do inglés leaving one out cross
validation). O numero de fatores RBL foi estimado considerando a comparagao entre

os residuos da calibragao (Scal) € os residuos da amostra antes (Sp) e depois (Su) da
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aplicagcao da abordagem RBL (GOMES et al., 2014, 2015). Além disso, para avaliar o
desempenho preditivo dos modelos, foram consideradas as seguintes figuras de
mérito analitico (AFOMSs, do inglés analytical figures of merit): raiz do erro quadratico
médio de previsdo (RMSEP), erro relativo de previsdo (REP), coeficiente de
determinagao (R?), sensibilidade (SEN), inverso da sensibilidade analitica (y'), limites
de detecgao (LOD) e quantificagao (LOQ).

Para confirmar que a massa de estroncio utilizado como gerador foi adequada
foi realizada planejamento do tipo composto central com 3 fatores: a concentragéo de
bromo a concentragao de fllor e a concentragao de estroncio. A tratamento dos dados
obtidos para o planejamento foi realizado no ambiente do software Statistica 13.5

disponivel no terminal de softwares da UFSC.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 MOLECULAS SELECIONADAS E COMPRIMENTO DE ONDA
MONITORADO

E esperado que moléculas com maior energia de dissociacdo sejam mais
estaveis. Portanto, é bastante recorrente na metodologia HR-CS GF MAS observar as
energias formacdao dessas moléculas diatdmicas na busca daquelas que sao
candidatas a serem determinadas através da técnica analitica. Esta estratégia é util
ao selecionar moléculas que provavelmente fornecerdao resultados confiaveis e
precisos na analise quantitativa. Dentre as moléculas relatadas na literatura, para
analise de bromo e fluor por HR-CS GF MAS, SrBr e SrF foram selecionados porque
ambas exibem boa sensibilidade em comprimentos de onda proximos o suficiente
para quantificagado simultanea. Além disso, as energias de dissociagao de SrBr e SrF
sao de 93,5 kcal mol~' e 127,3 kcal mol™!, semelhantes as energia de dissociagao das
moléculas de CaBr (97,2 kcal mol™") e CaF (128,4 kcal mol™') que usam calcio como
gerador, que s&o as mais relatadas na literatura para o propédsito de determinagéo
por HR-CS GF MAS (GUNDUZ; AKMAN, 2014; MENZINGER, 1974).

O intervalo espectral de 650,6815 até 651,5530 nm, centrado em 651,1194
nm, foi utilizado para obter informagdes sobre o dupleto referente a molécula de SrF
e o tripleto referente a molécula de SrBr. Este intervalo espectral abrange os
comprimentos de onda de 651,0581 nm e 651,1849 nm, que ja foram usados em
trabalhos da literatura em que SrBr e SrF foram monitorados separadamente.

O espectro de absorgédo centralizado em 651,22243 nm € apresentado nas

Figura 7 para SrF e Figura 8 para SrBr.
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Figura 7 — (a) Absorvancia integrada em fungéo do comprimento de onda na regido
espectral de 650,6815 a 651,5530 nm; (b) espectro resolvido no tempo e
comprimento de onda, na regido espectral de 650,6815 a 651,5530 nm, para a
molécula SrF. Utilizou-se 40 ng de F e 150 pg de Sr. Tpirsise = 900°C e Tvaporizacso =

2100°C.
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Fonte: O autor (2024).

Figura 8 — (a) Absorvéncia integrada em fungéo do comprimento de onda na regido
espectral de 650,6815 a 651,5530 nm; (b) espectro resolvido no tempo e
comprimento de onda, na regiao espectral de 650,6815 a 651,5530 nm, para a
molécula SrBr. Utilizou-se 300 ng de Br e 150 ug de Sr. Tpirslise = 900°C € Tvaporizagao
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6.2 ESTUDOS PRELIMINARES SOBRE DESEMPENHO DOS FORNOS SEM
MODIFICADOR E POTENCIAIS MODIFICADORES

Os estudos iniciais do desenvolvimento do presente trabalho consideraram o
uso de um forno novo recém formatado. No ContrAA 700 o processo chamado pelo
fabricante de formatacao € de submissao obrigatéria para um forno de grafite novo,
mas também é realizada em fornos usados. Trata-se de um programa com 9 estagios
de temperatura (300 — 1500 — 300 — 1500 — 300 — 1000 — 1600 — 2000 — 2400
°C) durante o qual temperaturas de controle no interior do tubo sdo medidas para
fornecer um fator de formatacéo do tubo que fica salvo no software. A formatacgao
pode ser realizada para: forgcar o oxigénio do ar para fora do forno e adaptar a forga
de pressao de contato da parte mével do forno, recalibrar a temperatura do forno,
formatar um novo tubo de grafite instalado e para limpar o forno apds periodos de
inatividade.

Na exploragao inicial constatou-se que ao utilizar um forno novo néo era
possivel observar sinal para SrBr e SrF nas concentracdes esperadas com base na
literatura. Contudo, quando utilizadas massas de bromo ou fluor bastante superiores
as utilizadas na literatura, era possivel observar sinal ainda que muito baixo. Por outro
lado, quando se experimentou o uso de fornos sem recobrimento com modificador,
mas que ja estavam parcialmente desgastados de estudos anteriores, ou seja, fornos
usados, o sinal para as espécies SrBr e SrF era observado dentro dos niveis de
concentracdo de bromo e fluor esperados, com base no que é relatado na literatura.

As constatag¢des do paragrafo anterior se baseiam em testes realizados em
dois fornos novos e dez fornos desgastados/reaproveitados (que haviam sido
previamente utilizados em diferentes tipos de experimentos). Nos fornos desgastados
era possivel a obtencdo de sinal analitico com intensidade adequada para fins de
quantificacdo. Os sinais obtidos nos fornos desgastados apresentavam-se dentro
ordem de grandeza esperada, embora houvesse diferenga de intensidade, devido as
diferentes condi¢cbes de desgaste de cada forno. Por outro lado, avaliando o uso de
dois fornos novos sem modificador, um com plataforma e outro sem plataforma, o sinal
para SrF e SrBr nao era observado em concentragdes esperadas, demonstrando que
talvez o mecanismo de formagao das moléculas no estado vapor seja catalisado pelo

carbono do grafite mais disponivel com excesso de queimas dos tubos.
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Outra observagao importante era que ao se recobrir com um modificador
permanente um forno novo, os sinais para SrF e SrBr eram observados dentro dos
niveis esperados, de forma semelhantemente aos fornos reaproveitados. Os fornos
reaproveitados avaliados tinham no minimo 200 queimas e apresentavam diferentes
niveis de desgaste. Todas observagdes parecem indicar que, de alguma forma, a
superficie de grafite pirolitico integra de um forno novo pode inibir a formagao das
espécies SrF e SrBr, ja que apenas fornos desgastados ou com recobrimento era
possivel obter sinal para estas moléculas. Isso reforca que tanto o carbono quanto
como o modificador pode estar atuando com catalisador na formagao dessas espécies
moleculares.

A possibilidade de reaproveitamento de fornos ja desgastados de estudos
anteriores € atrativa, até pela consequente economia financeira. Dado que
reaproveitamento dos fornos nao representava nenhuma limitagao obvia em relagao
a disponibilidade destes no laboratorio, os primeiros estudos foram realizados com

estes fornos reaproveitados sem recobrimento com modificadores quimicos.

6.3 ESTUDOS EM FORNO REAPROVEITADO E SEM RECOBRIMENTO COM
MODIFICADOR QUIMICO

6.3.1 Comportamento térmico o SrBr e SrF

A primeira etapa do trabalho foi avaliar o comportamento térmico das espécies
Br e F com Sr. Assim, curvas pirdlise e vaporizagao foram obtidas para as moléculas
de SrBr e SrF simultaneamente utilizando-se uma massa de 60 ug de Sr. A massa de
60 pug de Sr foi escolhida como condicdo compromisso nesse primeiro momento
baseando-se na observacédo das curvas de otimizagcdo de massa apresentadas na
literatura para formacéo individual de SrBr e SrF. Na Figura 9 pode se observar as
curvas de pirdlise e vaporizacido para as moléculas SrF em 651,1849 nm e SrBr em
651,0581 nm.
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Figura 9 - Curvas de pirdlise e vaporizagéo obtidas para SrF em 651,1849 nm e
SrBr em 651,0581 nm, utilizando de 10 ng de F, 100 ng de Br e 60 ug de Sr. Curvas
de pirdlise obtidas em Tvaporizagao = 2100 °C e curvas de vaporizagéo obtidas em
Thpirelise = 900 °C.
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Fonte: O autor (2024).

As curvas de pirdlise para SrF e SrBr apresentaram comportamento térmico
similar. E possivel observar que temperaturas acima de 800 °C parecem favorecer a
estabilizacdo de ambas as moléculas até 900 °C para SrF enquanto que SrBr é estavel
até 1100 °C, acima desta temperatura parecem indicar uma leve queda no sinal de
SrBr e uma queda mais acentuada para SrF. A temperatura de pirélise 900 °C foi
escolhida como condi¢ao otimizada, por ser uma temperatura suficiente pra garantir a
remocao eficiente da maioria dos constituintes da matriz, passiveis de serem
removidos durante a pirdlise, e utilizar temperaturas superiores resultariam em maior
potencial de desgaste do forno sem ganho real na remogéao de interferentes.
O comportamento térmico na etapa de vaporizacao foi bastante similar para
as moléculas SrF e SrBr com um perfil descendente que é mais acentuado para a
molécula de SrF. A temperatura de Tvaporizagao = 2100 °C foi escolhida como condigao
otimizada por sem um compromisso entre intensidade do sinal e tempo necessario
para retorno do sinal a linha base, principalmente para SrF que demorava mais em

retornar a linha base. Assim, a temperatura de 2100 °C permitia obter um sinal mais
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curto com um tempo de 10 s para SrF que comparado a temperatura de 2000 °C, que
requeria um tempo de 20 s vaporizagédo, conforme pode-se observar na Figura 10.
Essa etapa de vaporizagdo mais curta representa uma vantagem no sentido de evitar
um desgaste acelerado do forno de grafite pela permanéncia em altas temperatura

por periodo prolongado.

Figura 10 - Sinal transiente para SrF em 651,1849 nm nas temperaturas de
vaporizagao de 2000 e 2100 °C, utilizando de 10 ng de F, 100 ng de Br e 60 pg de
Sr. Tpirslise = 900 °C.
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Fonte: O autor (2024).
6.3.2 Massa da espécie geradora das moléculas

Para a otimizagcdo de massa do gerador o sinal de bromo e fluor, via SrBr e
SrF, estes foram monitorados em 651,1849 nm e 651,0581 nm, respectivamente com
a adicdo de massas crescentes de estréncio. Conforme pode-se observar na Figura
11 0 aumento do sinal para SrBr se torna um platd em massas superiores a 50 ug
enquanto que o sinal para SrF continua a aumentar, com indicio de formag¢ao de um
platd em massas acima de 100 pg de Sr. Entretanto, como o uso de massas muito
elevadas poderia acelerar o desgaste do tubo e, considerando que o ganho em
intensidade de sinal para SrF n&o era o objetivo inicial, visto que este ja é bastante
sensivel, a massa de 100 ug, que corresponde a um volume de 10 yL de uma solugéo

10 g L foi a condigao selecionada para prosseguir os estudos.
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Figura 11 — Efeito da massa do gerador sobre a absorvancia para SrF em 651,1849
nm e SrBr em 651,0581 nm, utilizando de 10 ng de F, 100 ng de Br e massa
variavel de Sr na forma de nitrato. Typirslise = 900 °C € Tvaporizagao = 2100 °C.
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Fonte: O autor (2022).

6.3.3 Estudos de linearidade em forno sem modificador

A linearidade foi avaliada de forma individual para o flior e o bromo. O fluor
apresentou linearidade até 20 mg L' com um R = 0,9998 e sensibilidade de 0,4282
mg~' L s. O bromo, por outro lado, apresentou linearidade até 25 mg L' com um R =
0,996 e sensibilidade de 0,0182 mg"' L s. Considerando a razéo das sensibilidades
obtidas, a molécula com o fluor apresentou uma sensibilidade 23,5 vezes superior a
da molécula com o bromo. Quanto a faixa linear, enquanto o limite superior de
linearidade obtido neste trabalho para a molécula de SrF foi 2 vezes superior ao
reportado na literatura (OZBEK; AKMAN, 2012), o limite superior de linearidade para
a molécula SrBr foi 4 vezes inferior ao valor relatado para esta molécula na literatura,
que relata linearidade até 100 mg L-' com um R = 0,9999 (GUNDUZ; AKMAN, 2014).
O LOD para bromo foi de 0,3 mg L' e o LOD para fltor foi de 0,03 mg L.

A n3o linearidade do Br para concentragdes superiores a 25 mg L' utilizando
fornos sem modificador difere do que é relatado na literatura, que relata um
comportamento linear com R = 0,9999 até uma concentragéo de 100 mg L', sendo
que a maior diferenca entre as condi¢cdes no presente estudo e no estudo apresentado

na literatura para SrBr é a utilizacdo de Zr como modificador permanente que foi
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utilizado no trabalho da literatura, enquanto que aqui foi utilizado um forno sem
modificador.

Para investigar se a linearidade menor do que a esperada para o bromo era
causada pelo uso do forno reutilizado de estudos anteriores fez-se o levantamento do
historico prévio de uso do forno. O forno havia sido utilizado em estudos envolvendo
o uso de calcio e talio em concentragbes na ordem de g L-'. Esses elementos sdo
possiveis geradores de espécies moleculares com fluor e bromo. Portanto, foi
realizado um estudo de interferéncia desses elementos sobre a formacao de SrF e
SrBr.

6.3.4 Efeito de outros geradores sobre a formagao das moléculas com
estréncio

Considerando que foi necessario utilizar fornos ja desgastados de estudos
anteriores para os experimentos descritos até aqui, conforme explicado em secao
anterior, e que o forno utilizado para os experimentos tinha sido previamente utilizado
em estudos que envolvia o uso de altas concentragdes de calcio e talio, realizou-se o
estudo do efeito desses elementos, que também sao geradores utilizados na literatura
para formar as moléculas de CaF, CaBr e TIBr, sobre a formacao de SrF e SrBr.

Avaliando o efeito da concentracéo calcio sobre a formagao das moléculas de
SrF e SrBr, foi realizada a adigao de massas crescente de calcio sob a condi¢ao fixa
de formacao de SrF e SrBr (10 ng de F, 100 ng de Br, 100 ug de Sr), o resultado obtido
pode ser observado na Figura 12. A presenga de calcio tem efeito supressor na
formacéo destas moléculas. Isso ocorre porque o calcio compete com o estroncio para
formacao de espécies moleculares com bromo e fluor. Assim, na presenca de calcio
numa amostra em concentragdes superiores a 1 g L' é esperada a ocorréncia de

interferéncia nao espectral.
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Figura 12 — Efeito da concentragcao de Ca sobre o sinal de absorvancia para CaF em
606,4322 nm para SrF em 651,1849 nm e SrBr em 651,0581 nm, utilizando 10 ng
de F, 100 ng de Br, 100 pg de Sr. Tpirslise = 900 °C € Tvaporizagao = 2100 °C;
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Fonte: O autor (2022).

Avaliando o efeito da concentracao talio sobre a formagao das moléculas de
SrF e SrBr, estudo semelhante ao realizado para o calcio foi conduzido e pode-se
observar na Figura 13. A presenca de talio tem um leve efeito supressor na formacéao
da molécula de SrF e um acentuado efeito sobre a molécula de SrBr. Isso era um
acontecimento esperado, baseando-se inclusive em um trabalho anterior envolvendo
as moléculas de TIBr e CaF onde se observou que o bromo pode prontamente formar
a molécula TIBr em 900 °C numa primeira etapa de vaporizagao, sem que haja perda
da fluor, o qual poderia ser entdo vaporizado numa segunda etapa como CaF a 2100
°C. Além disso a presencga do calcio, capaz de formar a molécula CaBr a 2100 °C, néo
interferia na formacéao de TIBr a 900 °C.

Como no presente trabalho o objetivo ndo é a vaporizagdo sequencial de
diferentes moléculas, o talio tem o papel de potencial interferente ndo espectral para
bromo. Por outro lado, em outros trabalhos ele pode ser uma alternativa para remocéao
de bromo durante a pirélise numa abordagem em que o fluor venha a ser a unica
especie de interesse. Ademais, como o talio € um elemento bastante incomum de ser
encontrado em altas concentragdes na maioria nas amostras, mais comumente
analisadas, o talio ndo € uma espécie de preocupacao na aplicabilidade do presente

método em amostras, num primeiro momento.



73

Figura 13 — Efeito da concentracao de Tl sobre o sinal de absorvancia para CaF em
606,4322 nm para SrF em 651,1849 nm e SrBr em 651,0581 nm, utilizando 10 ng
de F, 100 ng de Br, 100 ug de Sr. Thirslise = 900 °C e Tvaporizagao = 2100 °C.
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Fonte: O autor (2022).

Quanto a especulacao sobre efeito de possivel quantidade residual de calcio
e talio afetar a formagédo da molécula de SrBr. Fez se a averiguagao de que, nestes
estudos em que houve uso de uma quantidade excessiva de calcio e talio, que tao
logo havia a interrupgao da adigao de calcio e talio o sinal retornava aos valores de
absorvancia observados antes da adicdo destes elementos. Isso indica que o historico
de uso com calcio e talio ndo é o responsavel pelos comportamentos inesperados da
molécula de SrBr. Assim, especula-se que a diferenca do limite de linearidade para o

sinal da molécula de SrBr é provavelmente devido a auséncia do modificador quimico.

6.3.5 Evolugao do sinal durante um numero prolongado de experimentos: sem
modificador

Uma preocupacgao era quanto a estabilidade do sinal, assim, para entender
melhor o comportamento do sinal analitico durante um numero prolongado de
experimentos, portanto decidiu-se acompanhar a evolugéo do sinal para uma solucéao
contendo 1 mg L' de flior e 20 mg L' de bromo durante 100 replicatas. A sinal de
absorvancia integrada foi monitorado de forma univariada para SrBr e SrF é mostrado
na Figura 14, considerando um forno reaproveitado sem modificador. O que se

observa é que os dados tem uma aparente tendéncia de queda na segunda metade
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do experimento o que nao foi considerado adequado, pensando em analises mais
extensas, em que fosse necessario fazer curva de calibragao, seguido de um numero

grande de amostras.

Figura 14 — Efeito da estabilidade do sinal durante 100 replicatas sobre a
absorvancia para SrF em 651,1849 nm e SrBr em 651,0581 nm, utilizando de 10
ng de F, 200 ng de Br, 150 ug de Sr na forma de nitrato. Tpirsiise = 900 °C e
Tvaporizagago = 2100 °C. Forno reaproveitado sem modificador. Dados normalizados
pela média.
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Fonte: O autor (2024).

Tendo em vista que os resultados variaram mais que 10% da absorvancia
normalizada e os resultados mostram uma tendéncia de queda, avaliou-se a utilizacéo
de modificador quimico permanente. Essa decisado levou em consideracéao tanto a falta
de estabilidade do sinal quanto, também, a ponderacao de que a falta de uniformidade
na condicdo de desgaste prévio dos fornos, como quando se considera usar fornos
reaproveitados de outros estudos, poderia vir a representar uma preocupacao
adicional quanto a garantia de reprodutibilidade entre fornos em diferentes estados de

desgaste.
6.4 USO DE MODIFICADOR PERMANENTE DE ZIRCONIO

Quanto, ao uso de modificador sabe-se, com base na literatura, que o uso de

Zr como modificador permanente pode fornecer cerca de 10% de ganho de sinal
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analitico para SrBr (GUNDUZ; AKMAN, 2014). Entretanto, para SrF a literatura relata
que os modificadores Pd, Pd + Mg, Ir e Zr ndo promovem melhoria em termos de
ganho de sinal analitico e que o uso de Zr pode diminuir a precisdo das medicdes para
SrF (OZBEK; AKMAN, 2012). No entanto, o uso do Zr pode ser adotado como um
compromisso aceitavel no sentido de priorizar o desempenho da molécula SrBr que é
menos sensivel e também menos estavel de acordo com as energias de dissociagao.
Assim, o uso de Zr como modificador permanente se mostra como uma opgéao atrativa.

Os padrdes de zirconio inicialmente disponiveis no laboratorio possuiam em
sua composigao cloro ou fluor. Considerando que o fluor era um analito de interesse,
optou-se por avaliar o uso de uma solugao preparada a partir do cloreto de zircénio.
Entretanto, o cloro é um potencial interferente, bastante relevante tanto na
determinacao de fluor quanto na determinacao de bromo por HR-CS GF MAS.

Portanto para utilizar o recobrimento de Zr usando cloreto de zircénio,
considerou-se necessaria a adicdo de uma etapa de remogao do cloro residual. O guia
para essa etapa de remogao do cloro foi adicionar 100 ug de Sr e monitorar o sinal da
molécula de SrCl em 635,862 nm. O que se observou experimentalmente é que era
necessario o uso de extensivos ciclos de aquecimento (aproximadamente 30) para
remogao do cloro apos o recobrimento. Assim, considerando que essa etapa se
mostrou extensa e diminuiria a vida util do forno optou-se por adquirir um padrao de
oxinitrato de zirconio para ser usado como modificador permanente.

Como checagem final, para confirmar a relevancia da etapa proposta de
remocgao do cloro, caso se optasse pelo uso do cloreto de zirconio, o papel do cloro
como interferente foi avaliado variando a concentracado de cloro e acompanhando o
sinal de absorvancia para SrF e SrBr em um forno recoberto com zircénio. E possivel
observar na Figura 15 que o cloro tem efeito supressor consideravel principalmente
sobre a molécula de SrBr. O resultado observado € compreensivel ja que o cloro pode
formar a espécie diatdbmica SrCIl. De acordo com a literatura a molécula de SrCl tem
absorg¢ao em 635,862 nm que néo pode ser acompanhada simultaneamente junto ao
SrF (651,1849 nm) e SrBr (651,0581 nm) por limitagdes instrumentais, o que impediria
0 monitoramento simultdneo de mais essa molécula. Por fim, a preferéncia o
recobrimento a partir da solucdo de oxinitrato de zirconio foi reafirmada como uma
melhor opcao.

Assim, no presente trabalho utilizou-se uma solugéo de Zr 1 g L-! preparada

a partir do sal de oxinitrato de zircénio para recobrimento do forno de grafite. O
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recobrimento foi realizado pelo programa de recobrimento padrédo do equipamento,
descrito no item 5.3, e foram realizados 20 ciclos de aquecimento onde a cada ciclo
eram adicionados 50 pL da solugdo de Zr 1 g L', totalizando uma massa de 1000 ug
de Zr.

Figura 15 — Efeito da concentracao de Cl sobre o sinal de absorvancia para SrF em
651,1849 nm e SrBrem 651,0581 nm, utilizando 20 ng de F, 100 ng de Br, 100 pg
de Sr e zircbnio como modificador permanente. Tpirslise = 900 °C € Tvaporizagao = 2100
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Fonte: O autor (2024).

6.4.1 Avaliagdao do comportamento térmico e desempenho analitico com uso de
modificador quimico de zircénio

A Figura 16 mostra curvas de pirdlise e vaporizagdo registradas
simultaneamente tanto para SrF em 651,1849 nm quanto para SrBrem 651,0581 nm,
usando uma solucao multielementar para fornecer 5 ng de flior e 100 ng de bromo e
uma solugao de nitrato de estréncio para fornecer 100 ug de Sr considerando um forno
com 1000 pg de Zr depositado. Como pode ser observado, as curvas de pirdlise para
SrF e SrBr apresentaram comportamento térmico similar e com um perfil de
estabilidade. E possivel observar que em temperaturas acima de 600 °C ha
estabilidade térmica para ambas as moléculas, sendo SrF estavel até 900 °C e SrBr
estavel até 1200 °C, acima destas temperaturas parece haver uma leve queda no
sinal.
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Figura 16 - Curvas de pirdlise e vaporizagao obtidas para SrF a 651,1849 nm e SrBr
a 651,0581 nm, utilizando 5 ng de F, 100 ng de Br e 100 yg de Sr, com Zr
preparado a partir do oxinitrato como modificador permanente. Curvas de pirélise
obtidas em Tvaporizacao = 2100 °C e curvas de vaporizagao obtidas em Tpirslise = 900
°C.
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A Thirsise = 900 °C foi escolhida como condigéo otimizada, pois é suficiente
para garantir a remocao eficiente da matriz. Além disso, o uso de temperaturas mais
altas resultaria em maior potencial de desgaste do forno, o que é indesejavel. Na etapa
de vaporizagdo, foi observado um perfil descendente similar para ambas as
moléculas, com base nisso 2100 °C foi escolhido como a condi¢cdo otimizada. Esta
temperatura de vaporizagao permitiu obter um sinal mais curto para CaF, apenas 9 s,
em comparagado ao que era observado a 2000 °C, que exigia 12 s de tempo de
vaporizagao, conforme pode-se observar na Figura 17. O sinal para o bromo era
sempre mais curto que o de SrF e, portanto, CaF determinava o tempo da etapa de
vaporizagédo. Nesse sentido a temperatura de 2100 °C foi adotada para minimizar o

desgaste do forno de grafite.
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Figura 17 - Sinal transiente para SrF em 651,1849 nm nas temperaturas de
vaporizagao de 2000 e 2100 °C, utilizando de 5 ng de F, 100 ng de Br e 100 ug de
Sr. Tpirslise = 900 °C.
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A avaliacido da massa de estréncio foi realizada monitorando os sinais de
bromo, através do sinal de SrBr em 651,1849 nm, e fluor, através do sinal de SrF em
651,0581 nm, durante adi¢gdes sucessivas e crescentes de estréncio até o limite de
200 pg. Conforme mostrado na Figura 18, o sinal de SrF exibe um perfil ascendente
que se estabiliza em um platd para uma massa de estroncio igual ou maior que 120
Mg. O perfil do sinal de SrBr, por sua vez, sugere que um platd so seria alcangado com
massas mais altas do agente formador. No entanto, levando em consideragao que o
uso de massas maiores de Sr aceleraria significativamente o desgaste do tubo, uma
massa de 150 pg foi escolhida como uma condicdo compromisso. Essa quantidade

corresponde a um volume de 10 yL de uma solugdo de 15g L™".
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Figura 18 - Efeito da massa do gerador na absorbancia para SrF em 651,1849 nm e
SrBr em 651,0581 nm, utilizando 5 ng de F, 100 ng de Br e massa variavel de Sr na
forma de nitrato com Zr preparado a partir do oxinitrato como modificador
permanente. Tpirslise = 900 °C € Tvaporizagao = 2100 °C.
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Fonte: O autor (2024).

Embora uma estratégia multivariada fosse uma escolha mais robusta para a
avaliagao da massa, deve-se destacar que a condicdo selecionada, com base em
avaliacao especifica e como um compromisso para evitar um desgaste excessivo do
tubo, demonstra proporgées molares relativamente altas de analito/Sr. Considerando
a concentragcao de bromo e fluor nos ultimos pontos das curvas de calibragao, a
proporcdo molar foi de 1:365 para Br/Sr e de 1:2470 para F/Sr. Essas propor¢cdes
excedem significativamente aquelas relatadas na literatura para a avaliagao individual
das mesmas moléculas, especificamente 1:65 para Br/Sr (GUNDUZ; AKMAN, 2014)
e 1:922 para F/Sr (OZBEK et al., 2016; OZBEK; AKMAN, 2012, 2013a), ao considerar
os pontos mais altos da faixa linear relatada nesses estudos. Portanto, as altas
propor¢cdes molares utilizadas devem ser suficientes para garantir a formagao
quantitativa das espécies moleculares.

A literatura anterior nao relatou nenhum desgaste significativo do tubo quando
massas de estréncio de 20 pg (OZBEK et al., 2016; OZBEK; AKMAN, 2012, 2013a)
ou 60 ug (GUNDUZ; AKMAN, 2014) foram utilizadas. No entanto, no presente
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trabalho, em experimentos envolvendo massas mais altas, observou-se que massas
superiores a 150 ug de Sr levaram a uma redug¢ao na vida util do tubo devido ao
afinamento progressivo da plataforma de grafite. Portanto, consideramos que a
condigao de compromisso de 150 ug, selecionada com base tanto no estudo de massa
apresentado quanto na literatura disponivel, pode ser apropriada para garantir a

formacgao simultdnea de ambas as espécies moleculares numa estratégia simultanea.

6.4.2 Evolucgao do sinal durante um numero prolongado de experimentos: forno
com modificador

Tendo em vista as variagbes que podem ocorrer durante as medidas
analiticas ao longo do tempo com relagdo ao numero de queimas, decidiu-se
acompanhar a evolug¢ao do sinal em um numero prolongado de experimentos. O sinal
de absorvancia integrada foi monitorado em 651,0581 nm para SrBr e 651,1499 nm
para SrF durante 100 replicatas, para uma solugdo contendo 1 mg L' de fltior e 20
mg L' de bromo. Pode-se observar na Figura 19 que o perfil apresentado ¢ de
estabilidade com dispersdo homogénea dos dados ao redor da média, em que os
dados variam menos que 10% em torno do valor de absorvéancia integrada. Esse
resultado € uma grande melhora em relacdo ao que se observou quando um forno
sem recobrimento foi usado, considerado o uso de Zr como modificador permanente

adequado para prosseguimento dos estudos.
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Figura 19 — Efeito da estabilidade do sinal durante 100 replicatas sobre a
absorvéncia para SrF em 651,1849 nm e SrBr em 651,0581 nm, utilizando de 10 ng
de F, 250 ng de Br e 150 ug de Sr na forma de nitrato. Tpirclise = 900 °C e Tvaporizagao
= 2100 °C. Forno com modificador permanente: 1000ug de Zr preparado a partir do

oxinitrato de zirconio. Dados normalizados pela média.
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Fonte: O autor (2024).

6.4.3 Estudos de linearidade em forno com modificador

No estudo de linearidade univariada, avaliou-se de forma individual flaor
através da molécula de SrF 651,1849 nm em e o bromo através da molécula de SrBr
em 651,0581 nm, o fltor apresentou linearidade até 40 mg L' com um R = 0,9999 e
sensibilidade de 0,3280 mg' L s. O bromo por outro lado apresentou linearidade até
20 mg L' com um R = 0,992 e sensibilidade de 0,0268 mg-' L s. O LOD para bromo
foi de 0,2 mg L' e 0 LOD para fltor foi de 0,01 mg L.

Comparando com os dados obtidos forno com modificador permanente de
zirconio aos dados obtidos anteriormente em um forno sem modificador, observou-se
que, para o bromo, houve aumento da sensibilidade, que passou de 0,0182 para
0,0268 mg™ L s, representando um ganho de 47%. No entanto, esse ganho de
sensibilidade foi acompanhado por uma diminuicdo do limite superior de linearidade,
que reduziu de 25 para 20 mg L-'. Com relag&o ao fltor, os resultados mostram que
houve diminuigédo da sensibilidade, que de 0,4282 passou para 0,3280 mg-' L s, uma
perda de 23% em sensibilidade. Porém, essa perda de sensibilidade foi acompanhada

por um aumento do limite superior da faixa linear, que passou de 20 para 40 g L.
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A molécula de SrF apresenta figuras de mérito melhores, em comparagao com
a molécula de SrBr, como maior sensibilidade, menor LOD e faixa linear mais ampla.
Portanto, ainda que a melhora no desempenho para a molécula de SrBr possa ser
acompanhado de um efeito negativo no desempenho da molécula de SrF é uma
situagao vantajosa. Isso porque a diferenga de sensibilidade entre os dois elementos
se torna menor e, quando se pensa na propor¢ao em que esses elementos possam
estar presentes em amostras reais, ha melhores perspectivas de aplicagao da analise
simultdnea desses dois elementos se o desempenho para o bromo for aprimorado,

mesmo que em detrimento do desempenho para o fluor.

6.5 AVALIACAO DA INVIABILIDADE DA CALIBRAGAO UNIVARIADA PARA A
DETERMINACAO VIA SrBr e SrF EM FORNO COM MODIFICADOR

Uma avaliagdo de como se comportaria uma curva de calibracdo externa
contendo os dois analitos juntos foi realizada. Para isso, considerou-se a combinacgao
binaria de concentragdes de fluor, em 7 niveis, e bromo, em 10 niveis. Os 70
experimentos resultantes das combinacdes de concentracido de bromo e fluor foram
executados em ordem aleatoria. O bromo variou em 10 niveis de concentragao entre
5e 50 mg L e o flior variou em 7 niveis de concentragdo entre 1 e 20 mg L-".

A Figura 20 mostra a dispersao dos dados para SrBr e SrF nos 70
experimentos. E possivel notar que ha interferéncia da presenca de fltior sobre o sinal
do bromo e também ha interferéncia da presencga do bromo sobre o sinal do fluor. Por
exemplo, com base na Figura 20a, uma amostra que tivesse uma absorvancia
integrada de aproximadamente 0,5 para bromo poderia assumir valores entre 25 e 40
ppm, considerando que as amostras possuissem uma concentracao de fluor variando
entre 1 e 20 ppm. Portanto, o uso de calibracdo com adicdo de padrao para cada
amostra individual seria uma estratégia inevitavel em uma perspectiva univariada. Isso
motivou a avaliagao da aplicabilidade da calibragcdo multimodos a esses dados como

solucao para a determinagao simultdnea de bromo e fluor.
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Figura 20 — Dispersao dos sinais de absorvancia para (a) SrBr em 651,0581 nm e
(b) SrF em 651,1849 nm e, para os 70 experimentos contendo bromo e fluor,
utilizando 150 ug de Sr na forma de nitrato. Tpirsiise = 900 °C e Tvaporizacao = 2100 °C.
Forno com modificador permanente: 1000ug de Zr preparado a partir do oxinitrato
de zirconio.
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Fonte: O autor (2024).

6.6 ASPECTOS DE BILINEARIDADE/TRILINEARIDADE DOS DADOS DE HR-
CS GF MAS

O tipo de dados gerados em um sistema HR-CS GF MAS atende aos critérios
de dados de segunda ordem. Isso significa que, para cada amostra analisada, uma
matriz de resposta instrumental, comprimento de onda x tempo, X (JxK) é gerada,
como pode ser visto na Figura 21a, onde estao representados os espectros tipicos
para SrBr, SrF e para a mistura de ambos. Dado que a exploracéo desse tipo de dados
€ inexistente na literatura, pelo menos até onde sabemos, é importante verificar seus
aspectos em relagdo a bilinearidade e trilinearidade. Nas Figura 21b, Figura 21c e
Figura 21d sdo mostrados os perfis de tempo aumentados para todas as
concentragdes no conjunto de calibragéo para bromo, flior e uma mistura de ambos,
respectivamente. Pode-se observar que o modo de tempo apresenta um perfil
unimodal com uma posicdo maxima bem definida.

Na dimensao espectral, o bromo via SrBr apresenta trés picos que sao
compativeis com seu tripleto (Figura 21e), enquanto o fluor via SrF possui apenas dois
(Figura 21f). E necessario destacar a sobreposicéo parcial entre eles (Figura 21g),

bem como a sensibilidade do fluor, que € muito maior do que a exibida pelo bromo.
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As matrizes aumentadas nos modos instrumentais de tempo (Xtempo) e espectral
(Xespectral) para o sinal de calibragdo gerado para cada solugdo padréo foram
dispostas lado a lado. O mesmo procedimento foi seguido para o sinal registrado para
0 conjunto de amostras de validagdo. Posteriormente, essas matrizes foram
submetidas a decomposi¢édo em valores singulares para inspecionar os autovalores
significativos nas dimensdes temporais e espectrais. Note que na Figura 21h e Figura
21i, onde havia apenas a presenca de bromo ou fluor para ambas as matrizes
aumentadas, apenas um autovalor significativo foi observado. Quando as matrizes
aumentadas continham o sinal registrado para misturas de bromo/flior, torna-se
possivel ver (Figura 21j) dois autovalores significativos. Essa concordancia entre os
postos matematicos e quimicos é uma forte indicacdo de que a estrutura de dados

HR-CS GF MAS deve satisfazer os requisitos de bilinearidade/trilinearidade.
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Figura 21 - Dados de HR-CS GF MAS: (a) espectro tipico de HR-CS GF MAS para
450 ng de bromo, 130 ng de fluor e a mistura de 320 ng de bromo e 120 ng de fluor,
todas utilizando 150 pug de Sr em tubos revestidos com Zr. Em (b), (c) e (d) é
apresentada a estrutura de dados aumentada no modo temporal. Em (e), (f) e (g) é
apresentado o modelo espectral para bromo, flior e mistura de ambos,
respectivamente. Em (g), (h) e (i) os autovalores para a matriz aumentada séo
exibidos nos modos temporal (linha e quadrado) e espectral (linha e circulos).
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6.7 DECOMPOSICAO PARAFAC E OS MODELOS U-PLS/RBL E N-PLS/RBL

ApOs inspecionar os dados por meio da decomposi¢cao em valores singulares,
foi observado um acordo entre as classificacbes quimicas e matematicas,
caracterizado pela presenca de dois fatores de acordo com as duas fontes de
variacado, o bromo e o fluor. Para atender aos requisitos do PARAFAC, os dados de
calibracdo e validagdo para cada molécula foram organizados em uma estrutura
tridimensional, consistindo de amostras x tempo x comprimento de onda. Apés menos
de 50 interagdes (27 para o bromo e 46 para o fluor), para ambos os casos, o
PARAFAC alcangou convergéncia, obtendo uma variancia explicada de 99,7%
(bromo) e 99,7% (fluor). Além disso, os valores de CONCORDIA foram 99,9% para
ambos os casos. A comparacao entre os perfis puros normalizados medidos
experimentalmente e aqueles recuperados pelo PARAFAC pode ser vista na Figura
22.

Como pode ser observado na Figura 22 os perfis recuperados e experimentais
exibem grande similaridade. Além da inspecao visual da semelhancga entre eles, o
grau de sobreposigao foi calculado pela Equagao (1). As similaridades encontradas
foram de 98,3% para bromo e 99,0% para fluor no modo temporal e 98,3% para bromo

99,2% para fluor no modo espectral.
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Figura 22 - Perfis normalizados puros (linhas verdes representam fluor e vermelhas
representam bromo) e recuperados (linha azul) pelo PARAFAC: (a) e (c) modo de
tempo, (b) e (d) modo espectral para fluor e bromo, respectivamente.
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Fonte: O autor (2024).

Os mesmos conjuntos de dados tridimensionais foram usados como entrada
para N-PLS/RBL e dados desdobrados para U-PLS/RBL. O numero de variaveis
latentes foi definido com base no critério de Haaland em que o valor de p menor que
0,75 indicou o compromisso entre sobreajuste e subajuste. Um resumo estatistico da
predicdo de bromo e fluor a partir do conjunto de amostras de validacao é apresentado
na Tabela 5. O modelo de MCR-ALS também foi avaliado, mas, como os resultados
nao apresentaram exatidao razoavel, os resultados para esse modelo ndo foram

apresentados.
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Tabela 5 — Parametros de mérito da predigdo de bromo e fluor a partir do conjunto
de amostras de validag&o (n=14).

Modelo Bromo Flaor
AFOMs |PARAFAC ~ UPLS 1"');%;_ PARAFAC %;‘;{'BSL ( 1"‘);%;_
(2) (1)°/RBL (1) (1) (2) ()¢ (1)d
RMSEP,
L 7,55 3,3 5,9 0,61 0,62 0,57
mg L
REP, % 29,8 13,1 24,6 3,4 3,5 3,2
R? 0,084 0,051 0,083 0,086 0,080 0,084
SEN* 0,034 0,034 0,035 0,39 0,28 0,29
y™ mgL? | 006 0,04 0,04 0,01 0,01 0,01
LOD*, mg
L_1 3,1 0,2 0,2 14 0,06 0,4
LOQ*, mg
- 9,4 0.5 0,4 4.4 0,2 11

Fonte: O autor (2024).
Legenda: Numero de fatores para os modelos aPA’l;i/-O\FAC, bU-PLS, °N-PLS e a etapa de RBL. *Valor

Em geral, as previsdes para o f|l:rl]:)el’ fofam melhores do que para o bromo. Isso
se deve a grande diferenca de sensibilidade entre as duas moléculas. Esse cenario ja
era esperado a partir da inspecao dos sinais registrados. No caso especifico do bromo,
observamos que o erro relativo de previséo variou de cerca de a 13% a 30%, com o
melhor valor obtido U-PLS/RBL, enquanto o N-PLS/RBL apresentou um valor
intermediario e, por fim, o PARAFAC apresentou o pior resultado. A previsao do fluor,
por sua vez, apresentou um valor de REP inferior a 5 % para todos os casos. Além
dos AFOMs resumidos acima, a Figura 23 mostra os valores previstos versus valores
nominais para ambas as moléculas, incluindo todos os modelos estudados.

A inspecéo da Figura 23, além de corroborar a dados mostrados na Tabela 5,
mostra que os modelos baseados na estrutura latente (U-PLS e N-PLS) exibem
resultados mais concordantes em relacdo aos valores nominais e previstos. No
entanto, a estrutura desdobrada do U-PLS exibe uma distribuigdo mais simétrica em
torno da linha ideal (linha preta sdlida). Isso € particularmente notavel ao prever o
bromo, pois 0 PARAFAC e o N-PLS, além de exibirem baixa exatiddo, apresentam
uma tendéncia a prever valores sempre abaixo dos valores nominais (um viés

negativo).



Figura 23 - Valores previstos versus valores nominais para todos os casos.
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APLICAGCAO DOS MODELOS PARA PREVISAO DE BROMO E FLUOR EM

Apos aplicar a estratégia proposta em um cenario controlado no tdpico
anterior, os modelos PARAFAC, U-PLS e N-PLS acoplados ao RBL foram aplicados

a amostras desconhecidas para prever bromo e fluor. O principal desafio enfrentado

ao determinar ambas as moléculas simultaneamente € o fato de que o fluor, mesmo

em menor concentragao, exibe um sinal mais alto do que o bromo. A Figura 24 mostra

o registro do sinal para dois tipos diferentes de amostras que foram previstas neste

estudo.
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Figura 24 — Sinal de HR-CS GF MAS registrado para as amostras usadas neste
estudo: (a) Amostra PIR11 (bromo 31,2 mg L™"; flior 10,5 mg L™') e (b) amostra
PAN11 (bromo 20,0 mg L™"; fliior 26,4 mg L™").
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Fonte: O autor (2024).

Observe que na Figura 24a, a concentragao nominal de bromo (concentracao
adicionada) é de 31,2 mg L', enquanto a concentragéo de fltior € de 10,5 mg L™’
(determinada pelo método de referéncia). Nesse cenario especifico, a concentragéo
de bromo é aproximadamente trés vezes maior do que a de fluor. Essa grande
diferenca permite a detecgao dos picos de bromo na presenga de fluor. No entanto,
outro cenario abordado neste estudo envolve amostras como a ilustrada na Figura
24b, onde a concentragdo de fltor (26,4 mg L") supera a de bromo (20,0 mg L™).
Visualmente, ja ndo é possivel identificar o sinal de bromo nesse caso. Isso ja sugere
um cenario desafiador para algoritmos quimiométricos. Quando os modelos de
calibracdo de segunda ordem foram empregados para prever ambas as moléculas,
observou-se que o PARAFAC nao conseguiu prever valores com exatidao razoavel
para todas as amostras. Consequentemente, os resultados nao foram apresentados.
Os resultados obtidos a partir da aplicacao de U-PLS/RBL e N-PLS/RBL sao exibidos
na Tabela 6 para bromo e na Tabela 7 para fluor.

Nas Tabelas Tabela 6 e Tabela 7, € possivel observar a diminuigdo da
variancia apos a aplicacao da etapa de RBL, tornando-a compativel com a dimensao

do ruido no modelo de calibragdo. Isso indica a efetividade da etapa de RBL em
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separar os efeitos indesejados de interferentes em amostras de teste, isolando apenas

as informacgdes relevantes sobre os constituintes calibrados. Observa-se que, na

maioria dos casos, apenas um componente foi necessario na etapa de RBL, o que

pode estar relacionado a separagao do sinal do fluor na determinacéo do bromo, e a

separagao do bromo na determinacgao do fluor. No entanto, na determinagcéo de bromo

na amostra PIR foram necessarios dois componentes na etapa de RBL, sugerindo

que, além do fluor, pode haver outro interferente inesperado nessa amostra para a

determina.

Tabela 6 — Resultado da previsdo de bromo em amostras desconhecidas.

U- PLS (1) /RBL (12 ou 2°)

N- PLS (1) /RBL (12 ou 2°)

Amostras N:]milr_l_a:l, — Scal= 0,0004 __ Scal= 0,0005
9 mgLe SD Sp Su mz L4 SD  sp Su
bPIR11 31,2 287 07 00511  0,0010 288 07 00511 0,0010
bPIR12 31,2 261 07 00512 0,000 262 07 00513 0,0009
bPIR13 31,2 272 07 00504  0,0010 272 07 00505 0,0010
bPIR21 32,9 26,7 07 00534  0,0008 26,7 07 00535 0,0008
bPIR22 32,9 247 06 00540  0,0009 247 07 00540 0,0009
bPIR23 32,9 262 07 00531 0,010 262 07 00531 0,0010
bPIR31 34,4 299 0,8 00498  0,0008 299 08 00498 0,0008
bPIR32 34,4 325 08 00506 0,000 325 08 00506 0,0009
bPIR33 34,4 276 07 00472  0,0008 27,7 07 00472 0,0007
BUT11 36,3 332 20 00707 0,010 331 22 00707 0,0031
BBUT12 36,3 351 21 00716  0,0011 352 22 00716 0,0035
"BUT13 36,3 340 21 00719  0,0010 338 22 00719 0,0034
BUT21 36,3 348 21 00710  0,0009 347 22 00711 0,0032
"BUT22 36,3 319 20 00693 0,0017 31,8 21 0,0693 0,0040
BUT23 36,3 314 19 00684 00010 313 21 00684 0,0031
"BUT31 36,3 304 19 00653 0,0013 30,3 20 00653 0,0032
BBUT32 36,3 316 20 00684 00010 315 21 00684 0,0033
"BUT33 36,3 337 20 0,068  0,0008 338 21 00686 0,0030
aPAN11 20,0 405 2,8 00960  0,0009 4041 29 00960 0,0052
sPAN12 20,0 423 28 00955  0,0010 421 30 00955 0,0054
3PAN13 20,0 4041 2,8 00953  0,0010 39,8 30 00953 0,0054
sPAN21 20,0 417 29 00978  0,0012 411 30 00978 0,0050
aPAN22 20,0 400 28 00972  0,0011 39,3 30 00973 0,0056
sPAN23 20,0 40,8 2,8 00971  0,0011 40,3 30 00972 0,0058
3PAN31 20,0 395 28 0,094 0,013 388 29 00964 0,0054
sPAN32 20,0 402 2,8 00968  0,0012 395 30 00968 0,0059
aPAN33 20,0 394 28 00965 0,0012 387 29 00965 0,0052

Fonte: O autor (2024).
Legenda: SD: desvio padrdo. Varidncia residual da amostra antes (Sp) e apés (Su) a aplicagao do
RBL, respectivamente.



Tabela 7 — Resultado da previsao de fluor em amostras desconhecidas.
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U- PLS (1) /RBL (1)

N- PLS (1) /RBL (1)

Scal=0,0004 Scal= 0,0005
Amostras Nr?irg ilr_If ’ Predito Predito
mg L'1’ SD Sp Su mg L'1, SD Sp Su
PIR11 10,5 11,4 0,2 0,0079 0,0030 11,9 0,2 0,0080 0,0030
PIR12 10,5 11,5 0,2 0,0100 0,0030 13,5 0,2 0,0100 0,0030
PIR13 10,5 11,9 0,2 0,0068 0,0027 12,2 0,2 0,0069 0,0028
PIR21 11,5 12,5 0,2 0,0059 0,0023 12,8 0,2 0,0061 0,0027
PIR22 11,5 12,8 0,2 0,0055 0,0020 12,9 0,2 0,0059 0,0029
PIR23 11,5 12,3 0,2 0,0058 0,0019 12,4 0,2 0,006 0,0025
PIR31 11,2 11,8 0,2 0,0068 0,0025 12,1 0,2 0,0070 0,0030
PIR32 11,2 12,4 0,2 0,0071 0,0029 12,8 0,2 0,0072 0,0030
PIR33 11,2 11,0 0,2 0,0063 0,0024 11,0 0,2 0,0064 0,0028
BUT11 20,0 17,4 0,3 0,0108 0,0016 17,4 0,3 0,0111 0,0030
BUT12 20,0 17,5 0,3 10,0139 0,0021 17,5 0,3 0,0141 0,0034
BUT13 20,0 17,7 0,3 0,0099 0,0016 17,7 0,3 0,0102 0,0033
BUT21 20,0 17,4 0,3 0,0119 0,0018 17,4 0,3 0,0121 0,0032
BUT22 20,0 17,0 0,3 0,011 0,0030 17,0 0,3 0,0113 0,0037
BUT23 20,0 16,8 0,3 0,0110 0,0017 16,8 0,3 0,0112 0,0031
BUT31 20,0 16,0 0,2 0,0102 0,0019 16,0 0,2 0,0104 0,0032
BUT32 20,0 16,8 0,3 0,0094 0,0017 16,8 0,3 0,0098 0,0032
BUT33 20,0 16,7 0,3 0,0133 0,0019 16,8 0,3 0,0134 0,003
PAN11 26,4 23,7 0,4 0,0109 0,0018 23,7 0,4 0,0119 0,0046
PAN12 26,4 23,4 0,4 0,0166 0,0028 23,4 0,4 0,0172 0,0051
PAN13 26,4 23,4 0,4 0,0147 0,0025 23,4 0,4 0,0153 0,0047
PAN21 26,4 24,2 0,4 0,0073 0,0017 24,2 0,4 0,0085 0,0038
PAN22 26,4 24,1 0,4 0,0054 0,0016 24,1 0,4 0,0076 0,0043
PAN23 26,4 24,0 0,4 0,0075 0,0019 24,0 0,4 0,0091 0,0054
PAN31 26,4 23,9 0,4 0,0052 0,0023 23,9 0,4 0,0070 0,0040
PAN32 26.4 24,0 0,4 0,0056 0,0020 24,0 0,4 0,0077 0,0040
PAN33 26,4 24,0 0,4 0,0047 0,0014 24,0 0,4 0,0068 0,0042

Fonte: O autor (2024).
Legenda: SD - desvio padréo. Variancia residual da amostra antes (Sp) e apds (Su) a aplicagédo do
RBL, respectivamente.

A previsao do bromo foi realizada nas amostras designadas como PIR e BUT,

nas quais a concentragao de flior € menor do que a de bromo. Nesse caso, foi

possivel estimar as concentragbes de bromo com exatidao satisfatéria, visto que as

amostras passaram por todo o estagio de tratamento. No entanto, quando a

concentracado de fluor era maior do que a de bromo, como nas amostras PAN, as

estimativas da concentracdao de bromo foram mais afetados, resultando em uma
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exatidao insatisfatoria. Este mesmo cenario foi observado tanto para os modelos U-
PLS/RBL quanto para os modelos N-PLS/RBL.

Os AFOMs associados a exatiddo encontrados para o bromo ao usar U-
PLS/RBL e N-PLS para previsdo nessas amostras foram: RMSEP igual a 4,7; REP
19,2% e R? 0,70 para ambos os modelos. A previsdo de flior apresentou melhor
desempenho com exatiddo razoavel em todas as amostras e valores de
RMSEP/REP/R? igual a 2,4/13,1%/0,96 para U-PLS/RBL e 2,4/13,6%/0,95 para N-
PLS/RBL.

A recuperacao dada pela Equacéo (11) foi avaliada conforme o recomendado
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (INMETRO,
2020). A recuperacgao variou entre 75% e 97% para bromo considerando as amostras
PIR e BUT na previsédo por U-PLS/RBL e entre 80 e 113% para fluor nas amostras
PIR, BUT e PAN na previsao por U-PLS/RBL, o que foi considerado adequado.

valor previsto

Recuperacio = X 100% (11)

valor nominal

Ressaltamos que, no ultimo ponto das curvas de calibragdo, as razdes
molares entre analito/gerador foram de 1:366 para Br/Sr e 1:2470 para F/Sr, maiores
do que as encontradas na literatura de 1:65 para Br/Sr (GUNDUZ; AKMAN, 2014) e
de 1:922 para F/Sr (OZBEK et al., 2016; OZBEK; AKMAN, 2012, 2013a) o que pode
ser considerado apropriado para garantir a formagdo simultanea de ambas as
espécies moleculares, SrBr e SrF. Portanto, acreditamos que a condigdao de
compromisso de massa de estroncio que selecionamos, com base nas informacgdes
apresentadas e na literatura existente, foi adequada tendo ainda em vista que
resultados razoavelmente precisos na previsao de ambos os analitos puderam ser
obtidos. No entanto, no intuito de se ter uma certificagao adicional de que a condigao
selecionada foi adequada se realizou um estudo posterior de otimizacdo multivariada
que sera apresentado no tépico a seguir.

Em perspectiva de aplicagbes futuras, €& importante destacar a
compatibilidade do HR-CS GF MAS com procedimentos simplificados de preparo de
amostras, tais como simples diluicdo de amostras liquidas ou mesmo a analise de
solidos diretamente ou em suspensao. Além disso, embora a proposta presente tenha

sido determinar ambas as espécies, bromo ou fluor, o método apresentado, utilizando
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calibracdo de segunda ordem, também pode ser empregado quando apenas um dos

elementos precisa ser quantificado.

6.9 AVALIACAO MULTIVARIADA DA INFLUENCIA DA MASSA DE GERADOR
NA DETERMINAGCAO DE SrF E SrBr

Para checagem final sobre a massa de estroncio, utilizado como gerador, se
realizou uma avaliagdo multivariada da influéncia da massa de gerador na
determinacdo de SrF e SrBr através de um planejamento do tipo composto central
com 3 fatores. Os fatores avaliados foram a concentragdao de bromo, a concentragao
de fluor e a concentracao de estréncio. O experimento foi realizado com ftriplicata do
ponto central e duas replicatas reais. O total de 34 experimentos foram executados
em ordem aleatdria com duplicata instrumental. Como resposta foi considerado o sinal
individual para cada molécula SrF em 651,1849 nm e SrBr em 651,0581 nm. Os
intervalos de concentragéo foram de 8 a 45 mg L' para bromo, 8 a 28 g L' para fltor
e 10 a 40 g L' para estroncio, todos avaliados em 5 niveis segundo o modelo de
composto central. Os dados brutos obtidos para esse experimento sdo apresentados
na Tabela B1 do apéndice B.

Os resultados considerando a resposta de absorvancia integrada para SrBr
em 651,0581 nm forneceu um modelo com valor de coeficiente de determinagéo (R?)
de 0,95, entretanto a falta de ajuste foi significativa para um valor de significancia (a)
de 0,05 ja que o modelo forneceu um valor p=0,03. Assim, embora os dados estejam
bem ajustados o modelo n&o é adequado para fazer predigdes, restando a analise
qualitativa dos resultados. Pode-se especular que a falta de ajuste pode derivar da
sobreposic¢ao de sinal de SrBr e SrF nesse comprimento de onda.

O grafico de Pareto (Figura 25a) indica que para o sinal de absorvancia de
SrBr o a concentragdo de bromo resulta em aumento linear do sinal, e este foi o que
teve maior efeito sobre o modelo, enquanto o comportamento quadratico nao foi
significativo, indicando linearidade entre a relagdo concentracdo de bromo x sinal
analitico dentro da faixa avaliada, o que era desejado. Por outro lado, também foi
significativo o efeito da concentragao de fluor de forma linear e a interagao entre fluor
e estroncio, ambos com pequeno efeito negativo sobre o sinal, tendo uma intensidade
menor que o efeito da concentragdo de bromo. Isso pode ser observado de forma
ilustrativa pelas superficies de resposta bromo x flior na Figura 25b e bromo x

estroncio Figura 25c.
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Figura 25 — Graficos de (a) Pareto e superficies de resposta (b) bromo versus fluor e
(c) bromo versus estréncio, para o sinal de absorvancia integrada para SrBr em
651,0581 nm, do planejamento composto central. Tpirslise = 900 °C € Tvaporizagao =

2100 °C.
(a)
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Fonte: O autor (2024).

O modelo considerando a molécula de SrF apresentou um valor de R?=0,89
e a falta de ajuste aqui n&o foi significativa para a=0,05 com valor de p=0,16. O grafico
de Pareto (Figura 26a) indica que para o sinal de absorvancia integrada para SrF em
651,1849 nm o comportamento linear com o aumento da concentragao de fluor teve o
maior efeito e o comportamento quadratico nao foi significativo, indicando linearidade

dentro da faixa avaliada. O bromo nao teve efeito significativo sobre o sinal, indicando
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que este nao influéncia a analise de fluor o que ja era esperado uma vez que o sinal
de flor tem uma intensidade muito maior que o de bromo. O estréncio dentro da faixa
de variagédo de 10 a 40 g L' n&o teve efeito linear ou quadratico significativo sobre o
sinal para SrF, restando apenas a interacdo entre fluor e estrébncio com efeito
significativo sobre o sinal de SrF. Isso pode ser observado de forma ilustrativa pelas

superficies de resposta fluor x bromo na Figura 26b e fluor x estréncio na Figura 26c.

Figura 26 - Graficos de (a) Pareto e superficies de resposta (b) fluor x bromo e (c)
flior x estréncio, para o sinal de absorvancia para SrF em 651,1849 nm, do
planejamento composto central. Tpirsiise = 900 °C € Tvaporizagao = 2100 °C
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Fonte: O autor (2024).
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Os dados apontam que dentro da faixa de 10 a 40 g L' ndo ha vantagem em
uso de massas mais elevadas de estréncio, pelo contrario as interagcbes com massas
altas de estréncio tém efeito negativo. Portanto a massa de estréncio selecionada
nesse estudo, equivalente a uma solugdo 18 g L' ndo se mostrou inadequada
considerando o0 que se observou neste estudo multivariado e pode ser utilizada com

alguma seguranca.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi proposta uma metodologia que visa explorar a estrutura de
dados de segunda ordem gerada pelo HR-CS GF MAS para prever simultaneamente
flior e bromo. Assim, foi possivel pela primeira vez a determinagdo simultadnea de
bromo e fluor por HR-CS GF MAS, ao acompanhar o sinal das moléculas SrBr e SrF.

Os programas de temperatura, massa do gerador foram otimizados em forno
sem modificador e com modificador de zirconio. O estudo de estabilidade ao longo de
um numero elevado de medidas levou a decisao final de utilizar forno com zirconio
como modificador permanente. Ao se considerar o uso de cloreto de zircbnio para
recobrimento do forno, um estudo de interferéncia do cloro sobre as moléculas de SrF
e SrBr revelou supressao significativa do sinal. Isso, implicou na necessidade de uma
etapa longa de ciclos de aquecimento para remoc¢ao do cloro, o que motivou a escolha
do uso da solugao de zircénio preparada a partir do oxinitrato para recobrimento dos
fornos de grafite no presente trabalho.

A concordancia entre os dados quimicos e matematicos indicou que os dados
devem atender aos requisitos de bilinearidade/trilinearidade. O principal desafio do
trabalho foi a previsdo do bromo, devido a grande diferenga de sensibilidade entre os
dois compostos. A principal descoberta é que € possivel prever ambos 0s compostos
simultaneamente, e preferencialmente o bromo deve ocorrer em uma concentracao
mais alta do que o fluor para alcancar exatidao satisfatéria com recuperacao entre
75% e 97% para bromo. Em todos os casos, a estrutura de dados desdobrada do U-
PLS acoplado ao RBL mostrou-se a melhor estratégia quimiométrica no
processamento de dados do HR-CS GF MAS.
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CAPITULO ADICIONAL
8 CONTEXTUALIZAGAO/JUSTIFICATIVA

Este estudo traz uma exploracédo adicional dentro do tema mais amplo de
analise simultadnea de halogénios. Todo o referencial teérico e de desenvolvimento do
capitulo anterior motivou uma tentativa de expanséo do trabalho pensando em um
cenario que dentre os halogénios o fluor e cloro viessem a ser as espécies de
interesse. Isso seria uma expansao dentro do contexto discutido no capitulo anterior
que era direcionado a analise de bromo e fluor. Portanto, o presente capitulo tem a
intencdo de, de forma simplificada, apresentar uma exploracdo experimental
preliminar para investigar a determinagcao simultanea de fluor e cloro por HR-CS GF
MAS.

A determinacdo simultdnea € uma area de grande interesse dentro da quimica
analitica ao possibilitar maior frequéncia analitica, maior economia de amostra e
reagentes, dentre outras vantagens. Os halogénios fluor (F) e o cloro (Cl) sao
frequentemente encontrados em diversas matrizes. O fluor é adicionado a agua para
prevenir a carie dentaria, mas pode ser prejudicial em altas concentragdes (SOLANKI
et al., 2022). O cloro é importante no processo de desinfecgao da agua, entretanto o
cloro residual em altos niveis de concentragcéo pode propiciar o desencadeamento de
problemas de saude (SORLINI et al. 2014). Além disso, ambos os elementos sao
amplamente utilizados em diversos setores de producgao industrial e farmacéutica. A
determinacado de fluor e cloro nessas amostras se mostra portanto relevante em
diversos contextos, tais como saude publica, seguranca alimentar, controle da
qualidade da agua e controle processos industriais e farmacéuticos (TJABADI;
MKETO, 2019).

O trabalho de Méndez-Lépez et al. (2023) realizou a determinacéo de fluor e
cloro pelo sinal de emissao para CaF e CaCl utilizando LIBS e obteve LOD de 5 ppm
para flior e 192 ppm para bromo em amostras liquidas para tal a solugédo é
transformada em uma matriz sélida que também atua como a fonte de calcio. Outra
estratégia apresenta por Tang et al. (2021) foi o uso de pellets de CaCOs como
substrato fornecedor de calcio, um processo demorado e com alto consumo de
reagentes, contudo forneceu melhores limites de deteccao. 0,38 ppm para fluor e 1,03
ppm para cloro. Uma vantagem de se utilizar a HR-CS GF MAS para analise de fluor

e cloro por CaF e CaCl é que a transformagao em matriz sélida se torna desnecessaria
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e gerador pode ser adicionado como uma solugao liquida no forno. Assim, HR-CS GF
MAS surge como uma alternativa interessante e atrativa para a determinagao

simultdnea desses elementos.
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9 OBJETIVOS
9.1 Objetivo Geral

Explorar a perspectiva de determinagcdo simultdnea de fluor e cloro por
espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolugdo com vaporizagcdo em forno
de grafite, considerando o uso da calibragdao de segunda ordem e aplicabilidade para
determinacao de flior em amostras ricas em cloro com determinacédo simultanea do

conteudo de cloro.
9.2 Objetivos especificos

e Otimizar o programa de temperatura

e Avaliar a massa do gerador das moléculas

e Avaliar a viabilidade da determinacdo simultanea de fluor e cloro utilizando
calibragdo de segunda ordem

e Estabelecer e comparar parametros de meérito.



102

10 METODOLOGIA

A metodologia segue o que ja foi descrito no capitulo anterior A janela
espectral monitorada aqui foi de 606,1572 a 606,9390 nm utilizando correcéo de linha
de base iterativa (IBC). Nos passos de otimizag&o e estudos exploratorios as solugdes
foram preparadas por diluicdo a partir de solugbes estoque ja descritas no capitulo
anterior Como modificador permanente foi utilizado 1000 ug de Zr preparado a partir
do sal de ZrO(NO3)2 xH20.

O volume da solugdo padrdo ou da amostra adicionado ao tubo foi de 10 pL
durante todas as analises. As solugcbes padrao foram preparadas como solugcdes
multielementares quando mais de uma espécie precisava ser adicionada. O gerador,
nitrato de calcio, cuja massa otimizada foi de 160 ug (10 yL de uma solugéo a 16 g
L"), foi sempre aspirado pelo amostrador automatico antes da aspiragdo da solugéo
padrdao ao da amostra. O volume total adicionado ao forno a cada vez era, portanto,
20 pL. Por fim, o programa de temperatura mostrado na Tabela 8 era imediatamente

executado.

Tabela 8 - Programa de temperatura otimizado para a determinagao simultanea de
fldor e cloro por HR-CS GF MAS.

Vazao do gas,

Etapa Temperatura, °C Rampa, °C s Permanéncia, s
L min

Secagem 1 90 5 15 2,0
Secagem 2 130 5 25 2,0

Pirdlise 900 300 10 2,0

Adaptacao do gas 900 0

Vaporizagao 2200 2000 8 0

Limpeza 2650 500 4 2,0

Fonte: O autor (2024).

Para avaliar a potencialidade de aplicacdo da calibragdo de segunda ordem
foi realizado um experimento no qual foram preparados, em duplicata, um conjunto de
calibracéo para flior em cinco niveis de concentragéo entre 1 a 9 mg L', um conjunto
de calibrag&o para o cloro em cinco niveis de concentragdo entre 40 a 160 mg L' e
um conjunto de calibragdo com nove solu¢des padrao contendo mistura de fluor e
cloro em concentragdes arbitrarias. Uma descricdo da composi¢ao dos conjuntos de
calibracdo e validacao € apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Composi¢ao dos padrbes preparados em duplicata auténtica usados para
desenvolver conjuntos de calibragéo e validagéo.

Padrao Flaor (mg L) Cloro (mg L")
F1 1 0
F2 3 0
F3 5 0
F4 7 0
F5 9 0
CHi1 0 40
Cl2 0 70
Ci3 0 100
Cl4 0 130
CI5 0 160
V1 6 113
V2 1 57
V3 4 102
V4 7 42
V5 5 154
V6 2 135
V7 9 87
V8 3 71
V9 8 125

Fonte: O autor (2024).
Legenda: F — conjunto de calibragdo para Fluor. Cl — conjunto de calibragédo para Cloro. V —

conjunto de validacéo.

O tratamentos quimiométrico dos dados para calibragdo multimodos foi
realizado no ambiente MatLab® 2012 usando o MVC2 GUI, disponivel em
<https://www.iquir-conicet.gov.ar/eng/pers2.php?campo1=82&area=12> (CHIAPPINI
et al., 2023). Os calculos PARAFAC foram realizados sem nenhuma restricdo com
base na inicializagdo de DTLD. A confiabilidade da decomposicdo PARAFAC foi
avaliada com base na variancia explicada e no valor de CORCONDIA (HALBERG et
al., 2023). No calculo de N-PLS e U-PLS, o numero de variaveis latentes étimas foi
determinado por LOOCV. O numero de fatores RBL foi estimado considerando a

comparagao entre os residuos da calibragao (Scal) € 0s residuos da amostra antes (Sp)
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e depois (Su) da aplicacédo da abordagem RBL (GOMES et al., 2014, 2015). Para
avaliar o desempenho preditivo dos modelos foram consideradas as seguintes
AFOMs: RMSEP, REP, R?, SEN, LOD e LOQ.
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11 RESULTADOS E DISCUSSAO

As moléculas de CaF e CaCl monitoradas na janela espectral de 606,1572 a
606,9390 nm, centralizada em 606,5500 nm foram selecionadas para avaliacdo da
potencialidade de determinagao simultanea. A energia de dissociagdo da molécula da
molécula de CaF é 128,4 kcal mol™' e da molécula de CaCl 115,0 kcal mol~’
(MENZINGER, 1974). No geral, as moléculas baseadas em caélcio sdo as mais
relatadas na literatura para o proposito de determinacao por HR-CS MAS. O espectro
de absorgéo centralizado em 606,5500 nm para CaF e CaCl é apresentado nas Figura

27.

Figura 27 — Espectro resolvido no tempo e comprimento de onda, na regiao
espectral de 606,1572 a 606,9390 nm, para a molécula (a) CaF utilizando 90 ng de
F e para a molécula (b) CaCl utilizando 16 ug de Cl. A massa de 160 ug de Ca foi
utilizada como gerador em ambos os casos. Tpirsise = 900°C e Tvaporizacao = 2200°C.
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Fonte: O autor (2024).

O trabalho de Abad et al. (2018) investigou o uso de zircnio como modificador
permanente sobre a formagao das moléculas de calcio com halogénios em HR-CS GF
MAS o resultado por ele apontado € de melhora do sinal para CaF e pouca influéncia
sobre o sinal de CaCl. O mecanismo da atuagao do zirconio como modificador para o
flor envolve a formagao de um intermediario ZrO(OCaF) em que o calcio além de
gerador também participa como modificador. O cloro por sua vez forma compostos de
intercalacao estaveis com o grafite e poderia ser mais favorecido com o uso do grafite
nao revestido para melhor adsorgdo nas camadas de grafite. Entretanto a influéncia
negativa do modificador permente de zircénio sobre o sinal e CaCl relatado na

literatura foi minimo, sendo ainda viavel a sua utilizacdo. Levando em conta o que foi
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exposto, o uso do modificador permanente de zircénio foi selecionado no intuito
principal de aumentar a vida util do forno com a vantagem de melhorar o sinal para
CaF ao mesmo tempo que tem pouca influéncia sobre a formacéo de CaCl. Zirconio
ja foi usado na literatura como modificador permanente tanto para a determinagao de

fldor via CaF em, quanto para a determinacgao de cloro via CaCl (XING et al., 2018)

Curvas pirdlise e vaporizagao foram obtidas para as moléculas de CaF e CaCl
simultaneamente utilizando-se uma massa de 100 ug de Ca. Na Figura 28 pode se
observar as curvas de pirélise e vaporizagao para as moléculas CaF em 606,4322 nm
e CaCl em 606,6685 nm utilizando 1000 ug de Zr preparado a partir do oxinitrato como

modificador permanente.

Figura 28 - Curvas de pirdlise e vaporizagao obtidas para CaF em 606,4322 nm e
CaCl em 606,6685 nm, utilizando de 10 ng de F, 15 ug de Cl e 100 ug de Ca.
Curvas de pirdlise obtidas em Tvaporizagao = 2100 °C e curvas de vaporizagéo obtidas
em Tpirslise = 900 °C.
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Fonte: O autor (2024).

As curvas de pirdlise para CaF e CaCl apresentaram comportamento térmico
que é estavel até altas temperaturas, mas se observa um leve ganho de sinal para
CaCl com o uso de temperaturas mais altas, até se estabilizar a partir de 900 °C.

Assim, foi selecionada a Thpirslise = 900 °C considerando o ganho em sinal para CaCl,
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ao mesmo tempo que deve ser uma temperatura suficiente para remogao da matriz.
O comportamento térmico na etapa de vaporizagao foi antagdnico para as moléculas
CaF e CaCl com um perfil descendente para CaF e ascendente para CaCl. A
temperatura de Tvaporizagso = 2200 °C com tempo de integragdo de 8 segundos foi
escolhida como condigdo compromisso, embora o uso de temperaturas mais altas
fosse interessante para favorecer a molécula de CaCl que possui linhas de absorgéo
com baixa sensibilidade nesse comprimento de onda, assim pesou mais a tentativa
de minimizar o desgaste do forno com uma temperatura amena, levando em conta
que o desgaste do tubo é bastante acelerado quando o calcio é utilizado como
gerador.

A Figura 29 mostra o sinal transiente para CaF em 606,4322 nm utilizando
de 10 ng de F e CaCl em 606,6685 nm utilizando 16 ug de Cl, onde pode-se observar
que um tempo de vaporizagao de 8 segundos é suficiente para vaporizagao de ambas

as moléculas.

Figura 29 - Sinal transiente para CaF em 606,4322 nm utilizando de 10 ngde F e
CaCl em 606,6685 nm utilizando 16 ug de CI. Condigdes: Tvaporizacao = 2100 °C,
Tpirsise = 900 °C e 100 pug de Ca como gerador.
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Fonte: O autor (2024).
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A massa do gerador foi otimizada de forma univariada monitorando o sinal
para CaF em 606,4322 nm e CaCl 606,6685 nm com a adicdo de massas crescentes
de calcio. Conforme pode-se observar na Figura 30 incialmente o sinal aumenta com
0 aumento da massa de calcio até que entre 16 e 20 g L' ndo ha ganho de sinal, mas
ha um aumento do desvio padrdo para ambas as moléculas. Com base nesse estudo
se selecionou a massa de 160 uyg como condigdo a ser adotada para os estudos
subsequentes. Essa massa corresponde a inser¢cdo de uma aliquota de 10 uL de uma

solugdo 16 g L' de calcio na forma de nitrato.

Figura 30 — Efeito da massa do gerador sobre a absorvancia para Curvas de pirdlise
e vaporizagao obtidas para CaF em 606,4322 nm e CaCl em 606,6685 nm,
utilizando de 10 ng de F, 15 ug de Cl e massa variavel de Ca na forma de nitrato.
Tpirélise =900 °Ce Tvaporizagéo =2100 °C.
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Fonte: O autor (2024).

Para avaliar a potencialidade de aplicagao da calibracdo de segunda ordem o
conjunto de calibragéo para fllor em cinco niveis de concentragéo entre 1a 9 mg L™,
o conjunto de calibragao para o cloro em cinco niveis de concentragéo entre 40 a 160
mg L e o conjunto de calibragdo com nove solugdes padrao contendo mistura de fltior
e cloro em concentragdes arbitrarias dentro da faixa de calibragdo foram avaliados
quanto aos modelos PARAFAC, N-PLS e U-PLS. O modelo de MCR-ALS também foi
avaliado mas, como os resultados ndo apresentaram exatidao razoavel, os resultados

para esse modelo ndo foram apresentados.
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Um resumo de alguns parametros de mérito analiticos considerando os
modelos PARAFAC, N-PLS/RBL e U-PLS/RBL é apresentado na Tabela 10. Pode-se
observar que para fluor o melhor modelo foi o PARAFAC com menor erro relativo de
previsdo e sensibilidade, e embora tenha fornecido o maior valor de limite de
quantificacédo, esse ainda se encontra abaixo da faixa de trabalho proposta. Para o
cloro o U-PLS/RBL pode ser considerado aqui o melhor modelo considerando o limite
de deteccdo e o menor erro relativo de previsdo, entretanto foi também o que
apresentou menor sensibilidade. Por outro lado, se observa que o PARAFAC obteve
a maior sensibilidade embora também tenha fornecido o maior valor de limite de
quantificagdo de 53 mg L', o qual se encontra mais alto que a concentragdo mais
baixa da faixa de trabalho proposta para calibragdo, que era de 40 mg L-'. Com uma
mudanca da faixa de trabalho para concentragdes mais altas pode ser que PARAFAC

venha a se mostrar uma opg¢ao viavel.

Tabela 10 — Resumo estatistico da predicao para fluor e cloro a partir do

conjunto de validagao (n=18).

Modelo Flior Cloro
U-PLS N-PLS U-PLS N-PLS
PARAFAC PARAFAC
AFOMs (ye (2)*/RBL (2)¢/RBL (2)° (1)°/RBL (2)¢/RBL
(¢ (¢ (¢ (1)
RMSEP,
1,4 2,6 2,4 22 15 20
mg L
REP, % 29 51 49 22 15 20
SEN* 1,2 0,30 0,35 0,0026 0,0010 0,0013
LOD*,
0,2 0,02 0,02 17 3 3
mg L
LOQ*,
0,63 0,07 0,06 53 9 10
mg L

Fonte: O autor (2024).
Legenda: #b:d Namero de fatores de cada modelo e da etapa RBL. *Valor médio.

Considerando uma perspectiva de aplicagao para determinagao de flior em
amostras ricas em cloro, mas contendo uma baixa concentragao relativa de fluor, pode

ser interessante usar uma faixa de trabalho em concentragdes mais altas para cloro.
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Entretanto isso nas condi¢cbes atuais se mostra uma opg¢ao inviavel uma vez que
acentuaria o efeito de interferéncia nao espectral do cloro sobre o fluor. Essa possivel
interferéncia ndo espectral € inferida com base na observagédo detalhada dos dados
preditos onde se observa um viés negativo acentuado para a predicdo de fluor, com
recuperacoes entre 70-80%, embora a preciséo seja adequada. Assim, se inferiu que
isso provavelmente se deve a uma interferéncia nao espectral do cloro presente em
alta concentragdo. Os dados para cloro, por outro lado, embora ndo apresentaram
indicio de viés, apresentaram baixa precisao. Todas essas observacdes sdo ilustradas
na Figura 31 que apresenta valores previstos versus valores nominais para a predi¢cao

em todos os modelos.

Figura 31 - Valores previstos versus valores nominais para todos os casos
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Fonte: O autor (2024).

Essa combinacdo de determinacdo de fluor e cloro seria uma estratégia
interessante pois, se necessario for, o bromo também poderia ser monitorado com a
associagdo das estratégias sequencial e simultdnea em que o bromo fosse
vaporizagao em uma etapa anterior a vaporizacao de CaF e CaCl, para possibilitar a
determinacgao fluor, cloro e bromo na mesma aliquota de amostra. Possibilidade essa
baseada no que é exposto no trabalho de Rosa (2020) sobre a vaporizagéao sequencial

de bromo por TIBr e fluor por CaCl. Assim, ndo ha preocupacao quanto uma possivel
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interferéncia de bromo na analise de fluor pois seria uma situagao para o qual ja ha

indicacOes de solugdes possiveis.
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12 CONSIDERAGOES PARCIAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Foi proposta a determinacéo simultanea de cloro e flior monitorando CaF e
CaCl por HR-CS GF MAS. Considerando o uso de um forno recoberto com zircénio
as seguintes condigbes experimentais foram otimizadas: temperatura de pirdlise,
temperatura de vaporizagao e a massa de gerador avaliada de forma univariada.

A analise dos modelos de calibragdo de segunda ordem revelou informacdes
importantes sobre a sensibilidade e precisao na predigao de fluor e cloro ao utilizar os
modelos PARAFAC, U-PLS/RBL e N-PLS/RBL. O melhor modelo para o fluor foi o
PARAFAC e para o cloro o melhor foi o U-PLS/RBL mas especula-se que em uma
faixa de trabalho com concentracdes mais altas para cloro o PARAFAC também possa
vir a se mostrar um bom modelo.

O trabalho encontrou desafios, como a interferéncia ndo espectral do cloro
nas analises de fluor e a necessidade de equilibrar a sensibilidade e o limite de
quantificagcdo dos modelos de calibragdo. Os resultados ampliam o panorama das
potencialidades de determinacdo simultdnea de halogénios por HR-CS GMAS
indicando a necessidade da investigacdo adicional para avaliar a possibilidade de
contornar os desafios apresentados.

Como proximos passos, sugere-se a investigacao de estratégias adicionais
para mitigar a interferéncia do cloro e melhorar a sensibilidade dos modelos de
calibragdo, maior investigagdo quanto ao uso de modificadores permanentes ou em
solugdo ou até mesmo investigacdo de outras moléculas ou regides espectrais que
tornem exequivel a determinacao simultanea desses elementos para por fim, realizar
a aplicacdo em amostras reais para avaliar a real eficacia e viabilidade em
aplicabilidade em amostras reais.

Estes resultados representam uma contribui¢do significativa para o panorama
da determinacao simultanea de halogénios por HR-CS GF MAS, demonstrando tanto
0 seu potencial quanto os desafios encontrados para aplicagdes analiticas desse tipo

de sistema.
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APENDICE A - Producéo cientifica no periodo do doutorado (2020-
2024)

Artigos publicados:

ROSA, A. P. A. ONCA, L. O.; GOMES, A. A.; MARANHAO, T. DE A. Second-order
calibration high-resolution continuum source graphite furnace molecular absorption
spectrometry-based determination of bromine and fluorine. Talanta, v. 270, p.
125605, 2024. (ARTIGO DA TESE)

MARIM, R. G.; ROSA, A. P. A.;; MARANHAO, T. DE A.; CHAVES, E. S.
Determination of sulfur in petroleum coke by ion chromatography after pyrohydrolysis
sample preparation and Box—Behnken design optimization. Chemical Papers, v. 78,
n. 3, p. 1947-1957, 2024.

ROSA, A. P. A.; MARANHAO, T. DE A. Determination of bromine and fluorine via
sequential vaporization of TIBr and CaF molecules from the same aliquot by high-
resolution continuum source graphite furnace molecular absorption spectrometry.
Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy, v. 197, p. 106525, 2022.

Trabalhos em eventos:

MARIM, R. G.; ROSA, A. P. A.; MARANHAO, T. DE A.; CHAVES, E. S. Determinagéo
de enxofre em coque de petréleo por cromatografia de ions apds preparo de amostra
por piroidrélise. 282 edicdo da Reunido da Sociedade Brasileira de Quimica - Regional
Sul (SBQ-Sul). Categoria: Apresentagao oral. 2022.
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APENDICE B - Dados suplementares

Tabela B1 — Planejamento do tipo composto central para bromo, fluor e estréncio

para a avaliar o comportamento multivariado da massa de gerador.

(Continua)
Coemae BoLT Lt sngLt AN e
1 13 24 16 0,1831 13,66
2 45 18 25 0,7904 11,18
3 38 13 34 0,7180 8,203
4 38 24 16 0,5901 13,74
5 25 18 25 0,4115 10,72
6 13 24 34 0,1847 13,24
7 25 18 25 0,3919 10,21
8 8 18 25 0,1064 10,28
9 38 13 34 0,6426 7,211
10 45 18 25 0,6926 9,707
11 13 13 16 0,2073 7,592
12 25 18 25 0,3577 9,417
13 13 13 16 0,1978 7,103
14 25 28 25 0,3246 13,27
15 25 8 25 0,4210 4,559
16 25 18 10 0,3308 8,904
17 13 24 16 0,1578 12,10
18 38 24 16 0,4475 10,98
19 25 18 25 0,3141 8,860
20 13 13 34 0,1695 6,994
21 38 13 16 0,5027 6,685
22 25 8 25 0,3915 4,415

23 13 24 34 0,1471 11,56
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Tabela B1 — Planejamento do tipo composto central para bromo, fluor e estréncio
para a avaliar o comportamento multivariado da massa de gerador.

(Conclusao)

e mngut Fgu sygu AN | A
24 25 18 25 0,3312 8,880
25 25 18 40 0,3283 9,187
26 8 18 25 0,0905 9,360
27 38 13 16 0,5018 6,325
28 25 18 25 0,3117 8,469
29 13 13 34 0,1641 6,811
30 25 18 40 0,3218 9,076
31 25 18 10 0,2785 7,204
32 38 24 34 0,4619 10,06
33 38 24 34 0,4305 9,765
34 25 28 25 0,2708 12,23

Fonte: O autor (2024).
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