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ANALISE QUIMIOMETRICA APLICADA A DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE
COMPOSTOS DE TRIBUTILESTANHO EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS E NAO BIOLOGICAS

Resumo

O tributilestanho é uma espécie quimica que tem demonstrado ser
altamente téxica para organismos vivos. E utilizado em tintas anti-incrustantes,
aplicadas sobretudo no revestimento de cascos de embarcagdes e outras estruturas
marinhas com o objectivo de evitar a deposicao de organismos vivos.

O tributilestanho, tal como os seus derivados, apresenta um comportamento
muito complexo, nomeadamente no que respeita a determinacdao e quantificagdo
através de métodos electroquimicos.

Este trabalho apresenta uma nova abordagem, aliando a voltametria de
onda quadrada de redissolucdo anddica a redes neuronais artificiais. Esta técnica,
oriunda da Area Cientifica da Inteligéncia Artificial, permite analisar os dados
obtidos por voltametria de onda quadrada de redissolucdo anddica e encontrar um
padrao comportamental que permite quantificar o tributilestanho em amostras de
dgua salgada recolhidas no porto de Sesimbra. E uma técnica muito répida de
executar, de baixo custo e que apresenta taxas de recuperacdo consideravelmente

elevadas.

Palavras-chave: Tributilestanho, voltametria de onda quadrada de redissolugao
anodica, eléctrodo de merculrio de gota suspensa, descoberta de conhecimento em
bases de dados, redes neuronais artificiais, amostras bioldgicas, amostras né&o-

bioldgicas.
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CHEMOMETRIC ANALYSIS APPLIED TO THE VOLTAMETRIC
DETERMINATION OF TRIBUTYLTIN COMPOUNDS IN
BIOLOGIC AND NON-BIOLOGICAL SAMPLES

Abstract

Tributyltin is a chemical species that has proven to be highly toxic to living
organisms. It is used in antifouling paints, especially in boat hulls coating and other
marine structures in order to prevent the deposition of living organisms.

TBT and its derivatives have a very complex behavior, particularly when it
comes to the determination and quantification using electrochemical methods.

This project presents a new approach, combining the square wave anodic
stripping voltammetry with artificial neural networks. This technique, emanating
from the Scientific Area of Artificial Intelligence, enables the analysis of the data
obtained by square wave anodic stripping voltammetry and helps in finding a
pattern that allows the quantification of Tributyltin in the seawater samples
collected at the Sesimbra harbor. This is a very fast and low cost technique which

presents considerably high recovery rates.

Keywords: Tributyltin, square wave anodic stripping voltammetry, knowledge
database discovery, hanging mercury drop electrode, artificial neural networks,

biological samples, non-biological samples,
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Lista de Abreviaturas e Simbolos

Algumas das abreviaturas apresentadas correspondem ao nome em inglés.

A - Amplitude

AAS - Espectrometria de absorgao atomica

AG - Algoritmos genéticos

BD - Base de dados

CFC’s - Clorofluorcarbonetos

CV - Voltametria ciclica

DAM - Desvio absoluto médio

DAMR - Desvio absoluto médio relativo

DBT - Dibutilestanho

DCBD - Descoberta de conhecimento em bases de dados
DPV - Voltametria de impulso diferencial

ECS - Eléctrodo de calomelanos saturado

E; - Potencial inicial

E¢ — Potencial final

Ei.v — Potencial de inversao

Ep. — Potencial de pico anddico

E,c - Potencial de pico catddico

ETAR - Estacdo de tratamento de dguas residuais

f - Frequéncia

FPD - Fotometria de chama

GC - Cromatografia gasosa

GC-MID-AED - Cromatografia gasosa com detector de emissao atémica por
plasma induzido por microondas

GPES - General Purpose Electrochemical System

HMDE - Eléctrodo de mercurio de gota suspensa

HPLC - Cromatografia liquida de elevada eficiéncia

IA - Inteligéncia Artificial

I, - Intensidade de corrente do pico anddico

I. - Intensidade de corrente do pico catodico

ICP-AES - Espectrometria de emissdo atdomica com plasma indutivamente
acoplado

ICP-MS - Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
LDso — Dose letal
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LSV - Voltametria de varrimento linear

MBT - Monobutilestanho

MQE - Média do quadrado dos erros

MQER - Média do quadrado dos erros relativa

Pipa — Posigdo do primeiro pico anddico

P1pc — Posigdo do primeiro pico catddico

PVC - Cloreto de polivinilo

R? - Coeficiente de determinacio

RMQE - Raiz quadrada da média do quadrado dos erros
RMQER - Raiz quadrada da média do quadrado dos erros relativa
RNA - Rede neuronal artificial

RNR - Rede neuronal recorrente

RNU - Rede neuronal unidireccional

ROC - Caracteristicas operacionais de recepcgao

SGBD - Sistemas gestores de bases de dados

SPME - Micro-extracgdo em fase solida

SQE - Soma do quadrado dos erros

SQER - Soma do quadrado dos erros relativa

SWASYV - Voltametria de onda quadrada de redissolugdo anddica
SWYV - Voltametria de onda quadrada

TBT - Tributilestanho

TBTO - Oxido de tributilestanho

teq — Tempo de equilibrio

v — Velocidade de varrimento
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"We do not inherit the earth from our ancestors;

we borrow it from our children.”

Professor W. A. Turmeau

Chairman, Scottish Environment Protection Agency

Introducao

A Terra, este mundo que habitamos, é relativamente recente quando
comparado com a idade do Universo. O nosso planeta formou-se ha muitos milhdes
de anos. No entanto a vida apareceu, estima-se, ha apenas 3.400 milhdes de anos
com o aparecimento dos primeiros seres unicelulares. Se olharmos entdo para a
existéncia do Ser Humano sobre este planeta, segundo teorias mais ou menos
aceites pela comunidade cientifica que apontam o Homo Habilis como o hominideo
mais antigo, ela remonta ha apenas trés milhées de anos. Reduzindo esses trés
milhdes de anos a uma escala de um dia, portanto vinte e quatro horas, para
termos uma ideia da magnitude da nossa existéncia, encontramos evidéncias do
aparecimento do primeiro Homo sapiens quando faltava mais ou menos uma hora e
meia para o fim do dia; as grandes civilizagdes antigas da Humanidade, como a
grega e a egipcia, emergiram quando faltavam apenas trés minutos para a meia-
noite; Jesus Cristo nasceu quando faltava apenas um minuto para a meia-noite e os
ultimos cem anos ocupam apenas os trés segundos finais desse mesmo dia . Um

instante! A maior parte de nds ndo vive tanto tempo... [Best, 1999; Bryson, 2003]

Trés segundos... Reduzindo a existéncia humana na Terra a duragdo de um
dia, trés segundos foram suficientes para causar danos inigualaveis no nosso
ambiente. Os hominideos que habitaram o planeta Terra nas restantes 23 horas, 59
minutos e 57 segundos desse dia, em conjunto, nao conseguiram causar tantos
danos ambientais como aqueles que habitaram o planeta nos Ultimos trés
segundos... Aqueles... Parece tdo distante de nds mas aqueles somos exactamente
nos proprios. Todos nds que habitamos o planeta azul e que, dia-a-dia, lhe estamos
a infligir danos que, um dia, serdo irreversiveis e o levardo para a sepultura.

Durante a maior parte do tempo em que habitdmos a Terra mantivemo-la

razoavelmente limpa, sem causar danos ao ambiente. De facto, em meados do
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século XIX existia relativamente pouca poluicdo. Hoje em dia somos tantos e
queremos tanto os nossos automoveis, 0s nossos autocarros e avides, 0S NoOssos
confortaveis e convenientes modos de vida, que a Terra - o Nosso Mundo - esta a
ficar cada vez mais suja e poluida, cada vez menos habitavel. Estamos diariamente
a destruir o nosso préprio lar.

Ja é tempo de fazer algo em relacdo a este assunto. Ja é tempo de
tomarmos consciéncia de que o nosso planeta ndo sobrevivera muito mais tempo
sujeito a estas agressdes diarias. Ja é tempo de nos consciencializarmos de que
este é o0 espaco que habitamos, que possui condicdes Unicas e inigualdveis para a
nossa existéncia e sobrevivéncia, que estdo a ser aniquiladas as nossas maos,

através de acgoes e iniciativas que todos néds, diariamente, exercemos...

Motivacao

A ambicdo constante do Ser Humano pelo desenvolvimento, pela
descoberta, pela melhoria das condicdes de vida tem, ao longo da evolucdo
humana, dado origem a uma constante degradacao dos recursos naturais do nosso
planeta, seja pela sua utilizacdo enquanto matéria-prima, seja por interferéncia
directa ou indirecta da aplicacdo de novos materiais, de forma quase sempre
involuntaria. Veja-se o exemplo dos clorofluorcarbonetos (CFC's): inicialmente
pensava-se serem a solucao ideal para sistemas de refrigeracdo ou como
propulsores de sprays, uma vez que sdao quimicamente muito estaveis, ndo sdo
venenosos, inflamaveis, oxidantes, ndo causam queimaduras ou irritagdo e ndo
atraem insectos. No final da década de 60 eram libertados em média um milhdo de
toneladas de CFC’s por ano. Aquela que se pensava na altura ser a solugdao, em
termos quimicos, para variadas aplicacGes do nosso dia-a-dia, veio a transformar-
se num dos maiores problemas do século XX em termos ambientais. Como é sabido
os CFC’s tém a capacidade de reagir com o ozono da estratosfera, degradando-o e
originando um buraco através do qual passam as radiagdes UV sem serem filtradas,
interferindo com o equilibrio existente no planeta.

Muitas outras aplicacbes quimicas foram sendo assinaladas ao longo dos

tempos como nocivas para o ambiente.
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Os compostos de tributilestanho (TBT!) sd0 um outro exemplo de compostos
quimicos utilizados pelo Homem. Estes compostos foram inicialmente usados como
estabilizadores que inibem a degradacao do Cloreto de Polivinilo (PVC) pelo efeito
da luz e/ou calor. Posteriormente foram utilizados, em larga escala, em tintas anti-
vegetativas e anti-incrustantes, essencialmente em cascos de embarcacoes, redes
e jaulas de aquacultura e outros instrumentos marinhos, com o intuito de impedir a
fixacdo de organismos como algas e invertebrados. Foi também em tempos
utilizado na agricultura como pesticida, conservante de madeiras e, numa escala
mais pequena, em desinfectantes e tratamentos algicidas, em materiais de
construcdao [Dobson & Cabridenc, 1990; Kim et al., 2011]. Naturalmente que,
devido a efeitos de degradacdo, estes compostos se vdo libertando, sendo
disseminados no meio ambiente onde continuam, indesejavelmente, a “mostrar” as
suas caracteristicas.

Niveis relativamente elevados de compostos de TBT tém sido detectados em
aguas, sedimentos e também em varios seres vivos, quer animais quer vegetais,
gue se encontram na proximidade de zonas destinadas a embarcacdes de recreio,
especialmente junto de marinas e docas. Segundo alguns autores, o nivel das
marés e a turbidez influencia a concentracdo de TBT nas aguas [Dobson &
Cabridenc, 1990; Kim et al., 2011].

De facto, os compostos de TBT estdo identificados como potenciais
poluentes, que tém efeitos nocivos no ambiente e no Ser Humano. O Programa
Internacional de Seguranca Quimica [Dobson & Cabridenc, 1990] tece algumas
recomendacbes para proteccdo humana e ambiental, nomeadamente que os paises
membro que ainda nao regularam a utilizacdo de compostos de TBT devem ser
encorajados a fazé-lo, que existe uma necessidade emergente de avaliagdo e, se
necessario, de regulacdo das entradas de compostos de TBT no ambiente através
de variadas fontes que ndo apenas as tintas anti-incrustantes. Por exemplo, a
avaliacdo do risco potencial da aplicacdo de lamas contaminadas nos solos deve ser
implementada e devem ser desenvolvidos métodos melhorados para a aplicagdo
segura e para a remocgao e eliminagdo de tintas contendo compostos
organoestanicos. Este programa aponta ainda necessidades de investigagdo, como
o desenvolvimento e melhoria de métodos de deteccao e andlise que fornecam
medicOes rapidas e exactas de espécies organoestanhosas em concentragées na

ordem dos pg/dm?, entre outras.

1 L. . A aLele . ~ .

Alguns acrénimos correspondem ao nome em inglés uma vez que possibilitam uma associacdo mais
directa aquilo a que dizem respeito. Na grande maioria dos artigos ou trabalhos em lingua portuguesa
estes acronimos sdo apresentados desta forma.
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Devido a todas as recomendagoes tecidas e aos ja conhecidos efeitos toxicos
do TBT, a Unido Europeia incluiu recentemente esta espécie na lista das que devem
ser medidas regularmente em aguas doces. E entdo fundamental que se utilizem,
cada vez mais, técnicas que consigam quantificar rigorosamente estas espécies,
preferencialmente de um modo rapido e pratico.

Sao varias as técnicas utilizadas hoje em dia para a deteccdo e quantificacao
de compostos de TBT, nomeadamente cromatografia gasosa (GC), cromatografia
liquida de elevada eficiéncia (HPLC), captura criogénica, extraccao por fluido
supercritico ou micro-extraccdo em fase sélida (SPME) com um sistema especifico
de deteccdo, tal como espectrometria de absorgao atémica (AAS), espectrometria
de absorcdo molecular, espectrometria de emissdo atdémica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-AES), espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia gasosa com detector de emissao
atomica por plasma induzido por microondas (GC-MID-AED). Também se pode
encontrar referéncia a métodos de deteccdao ndo especifica, tal como fotometria de
chama (FPD) [Schulze & Lechmann, 1994; Szpunar-Lobinska et al., 1995;
Quevauviller, 1996; Smaele et al., 1999; Ochsenkin et al., 2001]. A maioria das
técnicas referenciadas na literatura implica uma etapa de derivatizagdo das
espécies organoestanhosas em compostos mais volateis de modo a poderem ser
analisadas [Szpunar-Lobinska et al., 1995; Ochsenklin et al., 2001; Santalla,
2008]. As técnicas anteriormente referidas sdo dispendiosas e o tempo de analise é
longo. Deste modo, é imperativo procurar outras solugdes analiticas alternativas as

actualmente utilizadas.

As técnicas voltamétricas podem ser uma boa solucdo para este “problema”.
Ndo necessitam de passos de derivatizacdo, sdo faceis de manusear, exactas,
reprodutivas e rapidas [Booth & Fleet, 1970; Hasebe et al., 1982; Kenis & Zirino,
1983; Bond & McLachlan, 1988; Ochsenkuéhn-Petropoulou et al., 1992; Bond et
al., 1995; Ochsenkiin et al., 2001]. No entanto, a aplicacdo de técnicas
voltamétricas aos compostos organoestanhosos, nomeadamente ao TBT, é afectada
por diversas varidveis, nomeadamente a natureza e a concentracdao do electrdlito
de suporte, o pH, as condicdes em que sao efectuados os varrimentos, entre
outras, uma vez que estes factores interferem com o comportamento
electroguimico do TBT. A electroquimica basica dos compostos n-butilestanho pode

ser resumida pela equacgao:

Bu,Sn“™™ + (4 —n)e~ 2 Bu,Sn
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A esta reaccao podem ser acopladas reaccdes envolvendo os anides do
electrélito de suporte, o que vai obviamente afectar a qualidade e tipologia do sinal
obtido [Bond et al., 1995].

Segundo Bond e colaboradores [Bond et al., 1995], a andlise de amostras de
agua através da determinacdo voltamétrica directa ndo é exequivel, seja por
interferéncias por parte do electrélito de suporte, seja por diversos outros
problemas, nomeadamente a existéncia de outras substancias que competem com
0s compostos organoestanhosos, mais especificamente com o TBT, no que respeita
aos processos de adsorcdo associados ao eléctrodo de mercurio. E entdo objectivo
deste projecto encontrar uma solucao para estes problemas. Para tal propde-se a
utilizacdo de aplicacdes da area da quimioinformatica com o intuito de modelar as
diversas variaveis em jogo, de forma a encontrar a melhor combinagao de variaveis
e perceber a natureza da tendéncia dos resultados obtidos através de métodos
voltamétricos, mais concretamente da voltametria de onda quadrada (SWV) na

versdo de redissolucao anddica (SWASV).

Inteligéncia Artificial

A Inteligéncia Artificial € um tema que ha muito ocupa o tempo de
investigadores um pouco por todo o mundo. Um sistema artificial que consiga
substituir o cérebro humano e até mesmo ultrapassa-lo € um mistério ainda muito
bem guardado, ao qual nhenhum Ser Humano conseguiu aceder. No entanto, muitos
sdo ja os sistemas artificiais que conseguem de forma inteligente desenvolver
determinadas tarefas. Em definicdo, a Inteligéncia Artificial € uma area de pesquisa
da ciéncia da computacdo que se dedica a procurar métodos e/ou dispositivos
computacionais que possuam ou simulem a capacidade humana de resolver
problemas, pensar ou, de uma forma mais ampla, ser inteligente. Esta area
comecou a ser desenvolvida apdés a Segunda Guerra Mundial. Os métodos e
dispositivos computacionais inteligentes tém sido aplicados em varias areas do
saber, nomeadamente na Quimica. Nos ultimos 30 anos desenvolveu-se uma area
da ciéncia conhecida por Quimioinformatica. E uma &rea interdisciplinar que
envolve, naturalmente, a Quimica e a Informatica e que consiste na utilizacdo de
técnicas computacionais visando a descoberta de conhecimento quimico. Esta
abrange diversas areas tais como representacdo de estruturas, manipulacdo de

reacgdes quimicas, processamento e analise de dados, quimiometria, data mining,
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entre outros. Os métodos da quimioinformatica tém sido aplicados com sucesso em
todos os campos da quimica [Esteban et al., 2006; Gasteiger, 2006; Torrecilla et
al., 2007; Ni & Kokot, 2008]. A electroquimica tem beneficiado bastante com a
aplicacao de técnicas quimiométricas, incrementando a sua aplicabilidade no que
respeita a predicdo quer qualitativa quer quantitativa de varios analitos em
simultaneo [Ni & Kokot, 2008]. Os métodos mais utilizados incluem redes neuronais
artificiais (RNA), algoritmos genéticos (AG), entre outros. As técnicas
guimiométricas tém sido utilizadas em conjunto com técnicas voltamétricas com o
intuito de resolver problemas associados a determinagcdo voltamétrica de
determinadas espécies [Ensafi et al., 2002; Esteban et al., 2006; Gasteiger, 2006;
Cabanillas et al., 2007].

Avancos recentes em neurofisiologia e novas técnicas experimentais tém
proporcionado um aumento do conhecimento da anatomia e funcionamento do
cérebro humano. Valendo-se destes novos conhecimentos, modelos matematicos e
algoritmos computacionais tém sido projectados para simular este funcionamento.
Assim, por definicdo, RNA é o nome dado ao conjunto de métodos matematicos e
algoritmos computacionais desenvolvidos no sentido de simular o processamento
de informacgdo e aquisicdao do conhecimento pelo cérebro humano. Consiste numa
interligacdo entre grupos de neurdnios artificiais e processa a informacgdo utilizando
uma abordagem conexionista. Na maioria dos casos, uma RNA é um sistema
adaptativo que altera a sua estrutura em funcdo de informacgdes externas e/ou
internas que chegam a rede durante a fase de aprendizagem. Em termos mais
praticos, uma rede neuronal é uma ferramenta ndo-linear de modelagdo de dados
[Veelenturf, 1995; Ensafi et al., 2002; Galushkin, 2007]. As RNAs tém-se revelado
ferramentas poderosas no reconhecimento de padrdes, ultrapassando outras
técnicas quer em fiabilidade quer em velocidade de processamento.

Um algoritmo genético (AG) é uma técnica de pesquisa, utilizada em
computacdo, com o intuito de descobrir solugdes exactas ou aproximadas, de forma
a optimizar um processo ou a encontrar as solugbes para um determinado
problema. Os AGs sdo categorizados como heuristicos de pesquisa global. Sdo uma
classe particular de algoritmo evolucionario que utiliza técnicas inspiradas na
evolugdo bioldgica, tais como a hereditariedade, mutagdo, selecgdo e cruzamento
[Chambers, 2001; Emmert-Streib & Dehmer, 2008].
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Objectivos

Este trabalho tem por objectivos:

() Caracterizar e determinar, electroquimicamente, o tributilestanho
em amostras bioldogicas e ndo bioldgicas usando voltametria de
onda quadrada de redissolugdo anddica com eléctrodo de

mercurio de gota suspensa;

(i) Determinar as condigbes ideais para a aplicacdo da técnica
escolhida, nomeadamente natureza e concentracdo do electrdlito
de suporte, pH, frequéncia, tempo de equilibrio, amplitude e

intervalo de potencial;

(iii) Aplicar e caracterizar técnicas oriundas da darea cientifica da
Inteligéncia Artificial, mais concretamente redes neuronais
artificiais, com o intuito de modelar fendmenos ndo lineares

complexos e tratar informagao incompleta e/ou com ruido.

Com este projecto pretende-se desenvolver uma técnica de quantificacdo do
TBT, baseada em técnicas voltamétricas acopladas a técnicas oriundas da area da
Inteligéncia Artificial, com o objectivo de resolver os problemas detectados por
outros autores, nomeadamente a ndo linearidade na resposta do poluente a
técnicas electroquimicas. Este trabalho torna-se ainda mais pertinente tendo em
conta o facto de existirem muito poucos trabalhos publicados acerca da

determinacgdo deste composto por técnicas electroquimicas.

Inovacao e Valor Acrescentado

A qualidade do meio ambiente constitui um dos principais objectos de estudo
por parte de cientistas de todo o mundo e a sua importancia tem vindo a crescer
largamente nas Ultimas duas décadas. A analise ambiental engloba o conhecimento
das propriedades do ar, agua e solos, o que constitui um tdépico imensamente
importante, uma vez que todos os seres vivos utilizam estes trés elementos de

forma intensa. Na literatura pode-se encontrar frequentemente aplicacbes da
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quimiometria a dados relacionados com a qualidade do meio ambiente que
evidenciam um impacto significativo na qualidade e facilidade com que se efectuam
as analises. A analise quimiométrica é utilizada com sucesso em diversas técnicas
analiticas, nomeadamente em técnicas electroquimicas, as quais serdo a principal
ferramenta neste trabalho.

De uma forma geral, os métodos electroquimicos sdo altamente
competitivos para a analise de metais quando comparados com outros métodos
analiticos. Isto deve-se ao facto de serem relativamente rapidos, baratos, com
baixos limites de deteccao, possibilitarem a analise simultdnea de varios grupos de
elementos e a realizacdo de analises on-site e in-situ, devido a portabilidade do
equipamento. Por outro lado, para a analise de compostos organicos, os métodos
electroquimicos competem com técnicas como o HPLC ou a popular espectrometria
de massa. A literatura estd repleta de trabalhos que descrevem a utilizagdo de
métodos electroquimicos na andlise de uma vasta gama de ides metalicos com
diversas concentracbes e aplicando diferentes métodos [Ni & Kokot, 2008]. No
entanto, quando se procura artigos electroquimicos relacionados com a
determinacdo quantitativa de compostos organoestanhosos, nomeadamente o TBT,
deparamo-nos com uma imensa escassez de informacdo. Segundo Bond e seus
colaboradores [Bond et al., 1995], a determinagdo voltamétrica directa, em
amostras reais, de compostos organoestanhosos utilizando eléctrodos de mercurio
ndo é exequivel uma vez que a electroquimica destes compostos é complexa. A
natureza do electrdlito de suporte afecta significativamente as reacgles
electroquimicas, bem como o tempo da analise. Analises mais longas mostram que
ocorrem reacgoes de troca de grupos butilo com o eléctrodo de mercurio e reaccbes
de polimerizagdo que vao aumentar a complexidade da electroquimica. No caso de
existirem diferentes compostos organoestanhosos, 0s processos que ocorrem para
cada um deles individualmente vao interferir entre si. Além disto, em amostras
naturais existem outros compostos metdlicos que vdo competir com os
organoestanhosos no que respeita aos processos de adsorgdao associados ao
eléctrodo de mercurio. Além de todas estas dificuldades, ainda que em ambiente
controlado, o TBT ndo responde linearmente as técnicas voltamétricas,
impossibilitando tracar uma curva de calibragao para a quantificacdo do mesmo.

Actualmente, a determinagdao e quantificacdo de compostos organoes-
tanhosos implica processos de separacdo, de derivatizagdo e a utilizagdao de
técnicas complexas, morosas e dispendiosas. Ricardo Santalla [Santalla, 2008], na
sua dissertacdo de mestrado, descreve um método de determinagao e quantificagdo

do TBT, combinando o método de extracgao adsorptiva em barra de agitagdo, com
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derivacdo in situ usando NaBH,, seguida de desadsorgao liquida e analise por
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massa no modo de
monitorizacdo de ides seleccionados (SBSE(NaBH,) in situ-LD/GC-MS(SIM)). Esta
técnica proposta prevé, sé para o passo de derivatizacdo, um tempo de 60 minutos.
E uma técnica que permite obter resultados validos mas que implica despender
muito tempo para a determinacdao e quantificacdo do TBT. Desta forma, este
trabalho pretende desenvolver um procedimento que, conjugando a
guimioinformatica com a voltametria de onda quadrada de redissolucdo anddica
com eléctrodo de mercurio de gota suspensa, possibilite a determinacdo e
guantificacdo do TBT de uma forma rapida e directa. Este método possibilitard a
quantificacdo de amostras em poucos minutos, utilizando equipamentos

econdmicos e técnicas de preparacao das amostras de facil execugao.

Organizacao da Dissertacao

A dissertacdo encontra-se organizada em seis capitulos, ndo estando nesta
contagem contabilizados a introdugao, as referéncias bibliograficas e os anexos.

Na introducdo procura-se dar uma visdao geral de toda a dissertacao,
abordando sumariamente os grandes eixos que a orientam.

O primeiro capitulo, intitulado Quimica do Tributilestanho, apresenta o
analito em estudo, fazendo uma sintese das suas propriedades fisico-quimicas, dos
métodos analiticos reportados na literatura para o quantificar, das fontes que o
introduzem no meio ambiente e das quantidades que ja tém sido detectadas em
varias matrizes. Apresentam-se também alguns efeitos provocados em seres vivos,
nomeadamente no Ser Humano, que se encontram vulgarmente reportados na
literatura.

O segundo capitulo é referente aos métodos electroquimicos, fazendo uma
breve revisdo dos métodos mais utilizados mas centrando-se essencialmente na
voltametria de onda quadrada de redissolugdao anoddica, pois foi este o método
electroquimico seleccionado para estudar o TBT.

O capitulo terceiro esta relacionado com a Descoberta de Conhecimento em
Bases de Dados (DCBD). Apresenta uma revisdo acerca de modelos e técnicas de
data mining, focando-se mais fortemente na técnica que foi seleccionada para se

aliar a voltametria de onda quadrada de redissolugao anddica, isto &, nas redes
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neuronais artificiais. Neste capitulo faz-se também referéncia a técnicas de
avaliagdo dos modelos gerados.

No quarto capitulo descreve-se toda a parte experimental utilizada para o
desenvolvimento deste trabalho, nomeadamente todo o equipamento, materiais e
reagentes utilizados, preparacdo de solugdes, condicbes electroquimicas
experimentais e funcionamento do software utilizado para a DCBD.

No capitulo quinto apresentam-se, interpretam-se e analisam-se os
resultados e os modelos de RNA obtidos, seja no que respeita aos dados adquiridos
para compreender a resposta electroquimica do TBT e posteriormente seleccionar
as condicOes ideais para realizar os varrimentos, seja no que concerne aos que
possibilitaram a obtencdo de picos de intensidade de corrente cujas caracteristicas
foram depois utilizadas para construir a base de dados que serviu de suporte ao
treino da RNA utilizada para a quantificacao de TBT.

O sexto e ultimo capitulo contem as conclusdes finais e as potenciais ideias
para o desenvolvimento de trabalho futuro, baseado no desenvolvido nesta

dissertacdo.
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Capitulo I

"Tributyltin is a highly toxic biocide that has been

”

used extensively to protect the hulls of large ships.

Geoffrey H. Grubbs
Office of Science and Technology

U. S. Environmental Protection Agency

Quimica do Tributilestanho

O tributilestanho (TBT) e os compostos organoestanhosos constituem um
grave problema ambiental pois sdo extremamente toxicos para diferentes
organismos vivos. A sua toxicidade manifesta-se, por exemplo, sob a forma de
alteragGes patoldgicas como o impossexo (mutacdo, causada por poluentes, que
origina o surgimento de caracteres sexuais masculinos, tais como o pénis e o canal
deferente, em fémeas) em moluscos gastropodes e a imunossupressdao em caracois
e bivalves. Esta toxicidade tem ainda a capacidade de ser persistente [Dobson &
Cabridenc, 1990; Walker, 2009].

Em ambientes aquaticos os efeitos toxicos do TBT sdo mais visiveis uma vez
gue este composto foi largamente utilizado na proteccdo dos cascos de grandes
navios. A funcao desta utilizacdo era impedir a fixacdo de organismos nos cascos,
uma vez que este funciona como biocida para muitos moluscos e outros organismos

aquaticos.

I.1. Propriedades Fisicas e Quimicas do TBT

O estanho é um metal que apresenta elevada tendéncia a formar ligacdes
covalentes com grupos organicos. Efectivamente, os compostos organoestanhosos
sdo compostos nos quais um atomo de estanho se liga a um, ou até quatro radicais
organicos através de ligagGes covalentes carbono-estanho (C-Sn). Nos casos em
gue existem menos do que quatro ligagdes C-Sn o catido organoestanhoso pode
ligar-se com outros anides, nomeadamente o acetato, carbonato, cloreto, fluoreto,
hidroxido, éxido ou sulfureto. A féormula geral dos compostos de TBT é (C4Hg)3Sn-X,

(onde o X representa um anido) [EPA, 2003].
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Em termos comerciais, o TBT encontra-se maioritariamente disponivel sob a
forma de 6xido de TBT (TBTO), com uma pureza abaixo dos 96%. As principais
impurezas que se encontram sdo derivados de dibutilestanho e, mas em menor
percentagem, o tetrabutilestanho. O 6xido de TBT é incolor, possui um odor muito
caracteristico e uma densidade relativa entre 1,17 e 1,18 g.cm™. A solubilidade em
agua é bastante reduzida, variando entre 1,0 e 100 mg/L, de acordo com o pH,
temperatura e anides presentes na agua (facto que determinard a especiacao).
Desta forma, é muito dificil solubilizar o TBT em agua. A solubilidade deste
composto, no entanto, aumenta em solventes organicos, como é o caso do metanol
ou do etanol. O éxido de TBT é inflamavel mas nao forma misturas explosivas com
o ar. Este é também um dos compostos mais importantes do ponto de vista
ecotoxicologico [Dobson & Cabridenc, 1990; Walker, 2009].

Na dgua do mar e sob condicdes normais, existem trés formas de TBT
(hidroxido, cloreto e carbonato), as quais permanecem em equilibrio. Para valores
de pH inferiores a 7, as formas predominantes sdo BusSnOH," e BusSnCl. A pH 8
coexistem as formas BusSnCl, BusSnOH e BusSnCOs; e a pH superior a 10
predominam as formas Bu3sSnOH e Bus;SnCO3;™ [Dobson & Cabridenc, 1990]. O TBTO

¢é fortemente adsorvido em matéria particulada.

I.2. Meétodos analiticos

Muitos sdao os métodos analiticos que permitem determinar quantitativa-
mente derivados do tributilestanho em &guas, sedimentos ou biota. Segundo
Dobson e colaboradores o mais comum era a espectrometria de absorgdo atémica.
Quando utilizado o atomizador de chama, os limites de detecgao eram de 0,1 mg/L.
Utilizando a camara de grafite obtinham-se limites de deteccdo que variavam entre
0,1 e 1,0 ug/L. Estes métodos, no entanto, carecem sempre de uma fase de
extracgdo/separacao e formagdo de derivados volateis. A separagdo desses
derivados volateis € comummente feita através de GC [Dobson & Cabridenc, 1990].
Além disso a utilizagdo da cdmara de grafite implica o seu revestimento para evitar
a percolacao e consequente perda do TBT [Ferro, 2002].

Desde 1990 até a esta data ndo se verificou uma grande evolugdao nas
técnicas analiticas aplicadas a quantificagdo destes compostos. Apenas foi
introduzida a espectrometria de massa enquanto método de deteccdo e

guantificagdo mas necessitando sempre das etapas de preparagao da amostra e
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separagao dos seus componentes. Mais recentemente foi publicado um artigo onde
se relata um método capaz de determinar simultaneamente o mono-, di- e
tributilestanho em amostras de agua, sedimentos e tecidos de moluscos, utilizando
diluicdo isotdépica da amostra e analisando-a através de GC-MS. No entanto,
verifica-se que continuam a ser necessarios passos muito morosos de extraccao e
derivacao dos compostos organoestanhosos [Centineo et al., 2007].

Além das ja referidas, encontra-se ainda referéncia a ICP-MS, apods
extraccdo com CG ou HPLC. No entanto e como é sabido, esta técnica é dispendiosa
e nem sempre esta disponivel nos laboratérios de analise quimica ambiental.

No que respeita aos métodos espectrais atdmicos, quer de absorcao quer de
emissdao, ndo se consegue determinar directamente o TBT. Estes métodos
consistem na determinacdo de uma espécie, que neste caso seria o estanho
atomico. Como se percebe o estanho presente numa amostra real pode ser
proveniente ndo s6 do TBT como dos seus derivados ou até mesmo de estanho

iénico (Sn°*) que possa ter sido introduzido por outra via.

I.3. Fontes de Poluicao Ambiental

O estanho ndo é um metal muito toxico. Alids, o estanho elementar é
utilizado com alguma regularidade na superficie interior das latas utilizadas para
armazenar alimentos. No entanto, os compostos organicos de estanho, tais como o
TBT, sdo altamente toxicos.

Algas, limo, fungos, crustaceos, diatomaceas e outros organismos costumam
fixar-se aos cascos dos navios oceanicos, provocando um decréscimo na velocidade
maxima, aumentando o consumo de combustivel e diminuindo a manobrabilidade
dos mesmos. Na década de 70 foram introduzidas na industria naval as tintas anti-
incrustantes, com o objectivo de que estes organismos vivos ndo se fixassem nos
cascos dos navios. Estas tintas tinham na sua constituicdo compostos
organoestanhosos, especialmente tributilestanho. Efectivamente os cascos dos
navios tornaram-se muito mais limpos. O que aparentemente parecia uma boa
solugdo tornou-se, infelizmente, numa fonte de poluicdo uma vez que a agua vai
lixiviando o TBT da tinta, transferindo-o para as massas de agua que o transportam
e disseminam por todos os seres vivos [Hill, 2004].

Além da larga utilizacdo do TBT nos cascos das embarcagoes, este composto

foi também identificado em outros objectos de utilizagdo maritima, nomeadamente
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utensilios de pesca, como por exemplo bdias, redes e gaiolas de pesca e cais para
barcos. Estes compostos foram utilizados também na preservacdao de madeira,
como microbiocidas em marcenaria, como biocidas em sistemas de refrigeracgao,
fabricas de celulose e de papel, de cerveja, de curtumes e de téxteis [Dobson &
Cabridenc, 1990]. A presenca de TBT em tintas foi praticamente banida nos dias
que correm. No entanto, muitas sdo as embarcacdes que ainda tém nos seus
cascos TBT. Além disso, as outras aplicacdoes deste composto continuam ainda em

utilizacdo em alguns paises, ndo estando a utilizacdo do mesmo regulamentada.

I.4. Restrigcoes de Utilizagao

Um pouco por todo o mundo os paises estdo a tomar medidas de forma a
diminuir os niveis de TBT no ambiente. As restricdes variam de pais para pais mas,
na sua maioria, todos proibiram a utilizacdo de tintas contendo TBT em barcos com
menos de 25 metros. Alguns paises permitem que barcos com casco de aluminio
utilizem TBT para a sua proteccao uma vez que a maior parte das alternativas
contém formas de cobre que provocam a corrosdao do aluminio [Dobson &
Cabridenc, 1990; RCPI et al., 2007].

Na sequéncia das evidéncias cientificas adquiridas ao longo dos anos, que
confirmam a elevada toxicidade dos compostos de TBT, a Comunidade Europeia
proibiu a utilizacdo de tintas contendo TBT em embarcacdes com menos de 25
metros de comprimento e a utilizacdo de tintas com uma taxa de lixiviacdo de TBT
superior a 1,6 pg Sn.cm™ por dia (directiva 89/677/CEE). Esta medida foi
transportada para o direito interno de cada um dos estados membro em diferentes
datas, sendo que em Portugal foi transportada pelo Decreto-Lei 54/93 de 26 de
Fevereiro de 1993.

Em Outubro de 2002 o Canada emitiu uma lei na qual impunha restricbes a
utilizacdo de todas as tintas anti-incrustantes feitas a base de TBT. O fornecedor
deste tipo de tintas concordou em receber todo o stock nao vendido de forma a
garantir que ndo haveria a venda nenhuma unidade desta tinta a partir de Janeiro
de 2003. As razbes que levaram o Canada a tomar esta iniciativa sdo de cariz
ambiental pois existiam e existem preocupagdes em relacdo aos organismos
aquaticos, nomeadamente pelo facto destes compostos serem bioacumulaveis e

persistentes no ambiente [RCPI et al., 2007].
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A partir de 1 de Janeiro de 2003, a Comissao Europeia, dando seguimento
ao acordo estabelecido na Conferéncia do Rio, na qual foi adoptado o “Principio de
Precaucdo” relativamente ao uso deste biocida, proibiu totalmente o uso de tintas
contendo TBT e de produtos que evitam a fixacao de organismos nas embarcacdes
utilizadas em aguas marinhas, costeiras, estuarinas, fluviais e em lagos. Foi
também proibido o seu uso em qualquer equipamento de pesca ou que esteja total
ou parcialmente submerso bem como em processos industriais de tratamento de
aguas [RCPI et al., 2007].

I.5. Concentracao no Ambiente

Varios estudos revelam que os niveis de TBT na agua, sedimentos e biota
sdo mais elevados em zonas proximas de marinas, portos comerciais, sistemas de
refrigeracao e de redes e jaulas de pesca tratadas com tintas a base de TBT.

Na literatura pode-se encontrar referéncia a niveis de TBT que chegam a
atingir 1,58 pg/L em agua do mar e estuarios, 7,1 ng/L em agua doce, 26300 ug/kg
nos sedimentos costeiros, 3700 ug/kg dos sedimentos de agua doce, 6,39 mg/kg
nos bivalves, 1,92 mg/kg em gastropodes e 11 mg/kg em peixes. No entanto, estas
concentragdes maximas de TBT ndo devem ser tomadas como representativas
porque existem uma série de factores que podem dar origem a valores
anormalmente elevados (por exemplo as particulas de tinta nas aguas e
sedimentos) [Dobson & Cabridenc, 1990], uma vez que a solubilidade deste
composto é muito reduzida.

A literatura refere também que as concentracbes de TBT medidas em
amostras retiradas da superficie, tanto de dgua doce como de agua salgada, sdo
até duas ordens de grandeza superiores as medidas logo abaixo da superficie.
Assim sendo, deve ter-se em conta que a concentracdo de TBT pode ser altamente

influenciada pelo método de amostragem [Dobson & Cabridenc, 1990].

I.5.1. Agua salgada e sedimentos marinhos

Waldock e Miller mediram os niveis de TBT em amostras de agua recolhidas
mensalmente durante o ano de 1982 em Burnham-on-Crouch, na costa Este do
Reino Unido. Estes encontraram um aumento da concentracdo de TBT no més de

Maio, altura do ano em que os barcos eram pintados de fresco. Encontraram
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também um segundo aumento no més de Agosto, altura do ano em que os barcos
eram repintados para o maior evento do ano organizado por e para marinheiros.
Neste periodo as tintas utilizadas continham uma quantidade significativa de TBT
[Waldock & Miller, 1983].

Em torno da costa dos Estados Unidos da América e da Dinamarca, os niveis
mais elevados de TBT também se encontram associados a zonas de grande
afluéncia de embarcacbes, concretamente a marinas e portos destinados a
embarcacdes de recreio de pequeno porte [Grovhoug et al., 1986; Seligman et al.,
1986; Jensen & Cheng, 1987]. Stallard e seus colaboradores analisaram aguas e
sedimentos da costa da Califérnia. Foram encontrados elevados niveis de TBT (0,6
ug/L na agua e 23 pg/kg nos sedimentos) perto das marinas. Os niveis de TBT
eram inferiores noutras zonas costeiras e os niveis mais baixos encontrados foi em
mar aberto [Stallard et al., 1987].

Muitos outros autores apresentam trabalhos onde reportam os resultados de
medicOes de niveis de TBT em aguas e sedimentos sendo que em todos € comum o
facto de se observar um maior nivel de TBT em a&reas onde o trafego de
embarcacbes é elevado. De notar que o nivel das marés e a turbidez da agua
influenciam a concentracdo de TBT em determinados locais [Dobson & Cabridenc,
1990; Kim et al., 2011].

I.5.2. Agua doce e sedimentos

Anadlises efectuadas nos Grandes Lagos, na América do Norte, a compostos
de TBT revelaram niveis frequentemente comparaveis e, em muitos casos, niveis
superiores aqueles que eram encontrados em estuarios. Tal como na agua salgada,
também neste caso se verificou que as amostras retiradas da superficie
apresentavam niveis superiores as amostras recolhidas depois da camada
superficial. O TBT foi encontrado nos Grandes Lagos e em rios em niveis superiores
aos que provocam danos em trutas [Maguire et al., 1982; Maguire, 1984; Maguire
et al., 1985; Maguire et al., 1986; Maguire & Tkacz, 1987].

No Reino Unido, amostras de agua doce recolhidas perto de um estaleiro de
navios continham 3,2 ug/L de TBT [Waldock, 1989]. No lago Zurique e em rios
Suicos os niveis encontrados eram muito inferiores, na ordem de 0,015 pg/L
[Muller, 1987].
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1.5.3. Aguas Residuais

Os niveis de mono-, di- e tributilestanho contido nas aguas residuais, que
entram numa estacdo de tratamento de aguas residuais (ETAR) na Suica, foram
medidos e o seu destino foi monitorizado através de varios processos de liquidagao,
digestdo e filtragdo do lixo. As concentracdes de MBT, DBT e TBT encontradas
foram, respectivamente, 170, 152 e 155 ng/L, em média, apos trés dias de
monitorizagdo. Cerca de 90% dos compostos organoestanhosos encontravam-se
presentes na matéria particulada, estando os restantes 10% em solugdo [Fent,
1989; Fent et al., 1989].

I1.5.4. Biota

Alzieu analisou as ostras do Pacifico (Crassostrea gigas) no que diz respeito
aos niveis de estanho total na sequéncia de problemas que ocorreram na indudstria
francesa no final da década de 70. Este autor relatou que a maior parte do estanho
€ acumulado na glandula digestiva e nas branquias destes bivalves. Valores mais
elevados foram encontrados em ostras da Baia de Arcachon (residuos na glandula
digestiva e braquial com valores de, respectivamente, 7,03 e 17,37 mg/kg). Esta
baia € uma zona de grande movimento de barcos de recreio de pequeno porte
[Alzieu, 1981]. Em 1984, num outro artigo, este autor juntamente com Heral
relataram que os niveis de estanho encontrados em ostras que se encontravam
junto de uma marina eram de 110 mg/kg [Alzieu & Heral, 1984].

Existem diferengas sazonais nos niveis quer de TBT quer de DBT
encontradas em mexilhdes (Mytilus edulis). Tem sido sugerido que estas diferengas
sdo predominantemente devidas as mudancas na actividade nautica, afectando a
disponibilidade de TBT para os organismos mas também devido a diferencgas

fisioldgicas entre os animais em diferentes épocas do ano [Page, 1989].

Muitos outros exemplos poderiam ser aqui apresentados. Existem inimeros
artigos que analisam a concentracao de TBT em varios tipos de ambientes. Porém,
e de uma forma pouco exaustiva, quer-se reforgar a ideia de que, de facto, junto de
zonas de grande densidade de embarcagbes, os niveis de TBT sdao sempre mais
elevados, devido a presenca de compostos de TBT nas tintas utilizadas para

revestir os cascos dos navios.
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I.6. Transporte e Transformacao no Ambiente

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, o TBT introduzido nas aguas
naturais sera parcialmente adsorvido por particulas. Efectivamente, quando o TBTO
é libertado em aguas, uma porcdo consideravel é adsorvida pelos sedimentos, tal
como seria de esperar pela sua lipofilicidade. Varios estudos tém mostrado que
entre 10 a 95% do TBTO adicionado as aguas superficiais aparecem ligados aos
sedimentos [Walker, 2009]. Os dados quantitativos variam devido as condigdes
experimentais tais como salinidade, concentracdo e teor em matéria organica nas
particulas. Uma vez adsorvido pelos sedimentos, o decréscimo de concentracdo de
TBT nesta fase ocorre apenas por degradacdao. Sabe-se que a taxa de degradacao
do TBT em sedimentos é mais baixa do que na agua, especialmente em condigdes
anaerobias. Apesar de ocorrer degradacdo abidtica, este processo revela-se pouco
importante quando comparado com a acgdo biolégica [Dobson & Cabridenc, 1990].

As propriedades lipofilicas do TBTO contribuem para a bioacumulagdo em
organismos aquaticos, nomeadamente nos moluscos. Estudos de campo e de
laboratoério confirmam este facto. No entanto, ndo é ainda claro como é que os
processos de adsorcao complicam os resultados. A bioacumulagdo, em todos os
organismos estudados, deve-se, pelo menos em parte, a concentracdo de TBT na
agua. A eliminacdo do TBT dos organismos ocorre quando estes deixam de estar
expostos a compostos de TBT.

Quer seja directamente descarregado para o meio ambiente ou
progressivamente difundido através da degradacdo da tinta dos cascos dos barcos,
de gaiolas ou de redes de pesca (de 1 a 10 pg/cm?), o TBTO entra no ambiente e
fica sujeito a transformacGes resultantes de processos fisico-quimicos e bioquimicos
[Dobson & Cabridenc, 1990; Heijst, 1999].

I.7. Cinética e Metabolismo

Nos mamiferos, o TBT é absorvido nos intestinos (20-50% dependendo do
veiculo) e através de contacto cuténeo. Pode ser transferido para o feto através da
barreira placentar. A distribuicdo pelos tecidos faz-se de uma forma rapida e ampla,

especialmente atacando o figado e os rins [Dobson & Cabridenc, 1990].
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Nos mamiferos os metabolitos sdo detectaveis no sangue trés horas apos ter
sido administrado o TBT. Em organismos inferiores, particularmente nos moluscos,
a metabolizacdo do TBT é mais lenta, o que faz com que a capacidade que estes
tém para bioacumular o TBT seja muito superior a dos mamiferos [Dobson &
Cabridenc, 1990; Heijst, 1999].

Em morganhos os compostos de TBT sao hidroxilados pelo ataque da enzima
microsomal monooxigenase [Dobson & Cabridenc, 1990]. A hidroxilacdo pode
ocorrer quer no carbono alfa quer no carbono beta do grupo butilo [Walker, 2009].

Os compostos de TBT inibem a fosforilacdo oxidativa e alteram a estrutura e
a funcdo das mitocondrias. Interferem ainda na calcificagdo das conchas das ostras
[Dobson & Cabridenc, 1990].

I.8. Efeitos em Microorganismos

O TBT é toxico para os microorganismos e é utilizado de forma comercial
para controlar bactérias e fungos. As concentracdes necessarias para provocarem
efeitos téxicos variam bastante de espécie para espécie. A maioria dos testes com
microorganismos usam culturas de grupo e, nestes sistemas, a concentracdao de
TBT em solucdao pode declinar rapidamente. Tais testes podem, portanto,
subestimar a verdadeira toxicidade.

No que respeita a bactérias e fungos, segundo Boorman e Plum, o TBT é
mais toxico em bactérias gram positivas, tais como a staphylococcus aureus, do
que em bactérias gram negativas, como €& o caso da Escherichia coli. A
concentracdo inibitoria minima testada por estes autores em quatro espécies de
fungos (Botrytis, Penicillium, Aspergillus e Rhizopodium) varia entre 0,5 e 1,0
mg/L, utilizando acetato de TBT. Foram realizados outros testes, por estes e outros
autores, onde se verificou efectivamente uma inibicdo do crescimento dos
microorganismos depois da incubagao [Boorman & Plum, 1975]. Soraco e Pope
investigaram também a acgdo de compostos de TBT em diversas actividades
fisiologicas e bioquimicas da bactéria Legionella pneumophila, o organismo
causador da doenga do Legionario, que vive comummente na agua de sistemas de
refrigeracao. Estes autores determinaram que os efeitos do TBT em culturas de
bactérias dependem da densidade celular. A sua eficiéncia é reduzida quando a

densidade celular é elevada [Soracco & Pope, 1983].
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Verificou-se que os compostos de TBT inibem também o crescimento de
algas quer de agua doce quer de agua salgada. Na literatura da especialidade
podem encontrar-se diversos artigos que relatam os efeitos provocados nestes
microorganismos quando expostos a compostos de TBT. As concentracdes relatadas

na literatura variam consoante o microorganismo considerado.

1.9. Efeitos em Organismos Aquaticos

I.9.1. Plantas aquaticas

Na literatura internacional poucos sao os estudos que se conseguem
encontrar acerca dos efeitos do TBT em organismos aquaticos. No que respeita a
plantas, os niveis mais baixos de LDs, foram observados para a Enteromorpha
intestinalis. Os estudos efectuados determinaram mais uma vez que o TBT e alguns
compostos dele derivados sdo letais para este tipo de organismos vivos. Em 1984,
Davies e os seus colaboradores publicaram um artigo onde mostram um estudo
sobre o efeito de varios compostos de TBT no desenvolvimento dos esporos da
macro-alga Enteromorpha intestinalis. Os autores deste artigo afirmam que a
toxicidade dos varios compostos de TBT parece ser influenciada pelo tipo de anido
que se encontra ligado a este. Verificaram ainda que a sensibilidade decresce com o
aumento do tempo de colonizacdo [Davies et al., 1984].

Floch e seus colaboradores submeteram plantas aquaticas de agua doce a
oxido de TBT e a acetato de TBT durante dez dias, fazendo variar a concentragdo
dos compostos de TBT entre 0,03 e 1,2 mg/L. Verificou-se algum crescimento das
plantas para concentracbes de o6xido de TBT de 0,03 mg/L. Com concentracGes

superiores a 0,5 mg/L as plantas morriam [Floch et al., 1964].

1.9.2. Invertebrados aquaticos

No que respeita a toxicidade aguda em invertebrados aquaticos, estudos
efectuados consideram que estes, no estado larval, sdo mais sensiveis aos
compostos de TBT do que os mesmos em fase adulta. A ostra do Pacifico, em
estado larval, apresenta uma LDsg de 1,6 ug/L, para um tempo de exposicao de 48

horas. No que diz respeito 8 mesma espécie mas em fase adulta, verificou-se que a

Mestrado em Andlises Quimicas Ambientais



Efeitos em Organismos Aquaticos ===

LDso aumenta para 1800 ug/L [Thain, 1983]. Outras espécies revelam diferencas
similares entre estes estagios de vida. Os dados existentes acerca dos efeitos dos
compostos de TBT nestes organismos sao escassos mas todos apresentam uma
caracteristica em comum: os compostos de TBT apresentam uma toxicidade

notoriamente elevada para estes organismos [Dobson & Cabridenc, 1990].

I1.9.3. Moluscos

Estudos em moluscos de &agua doce revelam que, tal como para os
invertebrados, estes sdo mais sensiveis aos compostos de TBT em fase jovem do
gue em fase adulta. Experiéncias com Biomphalaria sudanica e Bulinus nasutus,
duas espécies africanas de caracdis marinhos, evidenciaram exactamente este
resultado, quando expostas a acetato de TBT [Webbe, 1963]. J& é possivel
encontrar mais dados acerca da toxicidade provocada pelos compostos de TBT em
moluscos de 4&gua salgada, especialmente em bivalves comercialmente
importantes. Constatou-se, na maior parte dos estudos, que os derivados do TBT
causam efeitos sub-letais mesmo com concentracdes relativamente reduzidas.
Confirmou-se experimentalmente que o TBT afecta a deposicdo da concha de ostras
em crescimento, o desenvolvimento dos o6rgdos sexuais, o género de ostras
adultas, o seu crescimento, entre outros problemas detectados [Dobson &
Cabridenc, 1990].

1.9.4. Peixes

A toxicidade aguda em peixes de agua doce e de agua salgada é muito
variavel. Estudos efectuados revelam que a LDsy varia entre 1,5 e 240 pg/L. A LDsg,
para um periodo de exposicdo de 96 horas a 6xido de TBT de peixes de agua
salgada, varia entre 1,5 e 36 pg/L. Considerando os resultados de um numero
significativo de estudos, constata-se que os individuos mais jovens sdo mais
sensiveis ao compostos de estanho do que os individuos adultos [Dobson &
Cabridenc, 1990].
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I1.10. Efeitos em Organismos Terrestres

Os organismos terrestres sdo expostos ao TBT, nomeadamente ao 6xido de
TBT, devido a sua utilizacdo enquanto agente de conservacao da madeira. No
entanto, na literatura, existe pouca informacdo disponivel acerca deste tema. O
oxido de TBT ja provou ser téxico para as abelhas que tem um contacto de
proximidade com madeira tratada com este quimico. Foi confirmada também a sua
letalidade em insectos que foram expostos, quer por via topica quer através da
alimentagdo, a madeira tratada. A toxicidade aguda em pequenos mamiferos em
estado selvagem é moderada, situando-se entre 37 e 240 mg/kg por dia [Dobson &
Cabridenc, 1990].

I.11. Toxicidade em Mamiferos de Laboratorio

A toxicidade aguda provocada pelos varios compostos de TBT foi também
estudada em mamiferos de laboratério. Os efeitos provocados por estes compostos
variam de acordo com o mamifero exposto ao TBT. Verificou-se experimentalmente
gue o modo de administracao influencia o potencial letal destes compostos. A LDs,
por administracdao oral, varia entre aproximadamente 40 e 250 mg/kg de massa
corporal. No entanto, por administracdo endovenosa, o seu potencial letal aumenta
significativamente, provavelmente porque, por via oral, o TBT é apenas
parcialmente absorvido pelo intestino. A toxicidade aguda por via dérmica é baixa.
No entanto variard, naturalmente, com a area de pele exposta ao TBT, com o
tempo de exposicdo, com a quantidade de TBT ao qual a pele é exposta e com o
composto de TBT em questao [Dobson & Cabridenc, 1990].

Constatou-se que os compostos de TBT sdo irritantes para a pele e
extremamente irritantes para os olhos. Os aerossdis de compostos de TBT sé&o
altamente toxicos. No entanto, as misturas de TBT com ar, a temperatura
ambiente, ndo produzem qualquer efeito sobre os mamiferos. Outros efeitos da
exposicdo aguda incluem alteragdes no nivel de lipidos no sangue, no sistema
enddcrino, no figado e no bago e um desenvolvimento deficiente do cérebro. O
significado toxicoldgico destes efeitos, reportados apdés a administracdo de doses
Unicas mas elevadas de compostos de TBT, € questionavel. Os mamiferos
pereceram mas a causa de morte era ainda desconhecida [Dobson & Cabridenc,
1990].
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Os morganhos foram e sao dos mamiferos mais utilizados nos estudos com o
TBT. Para doses diarias de 320 mg/kg (aproximadamente 25 mg/kg de massa
corporal), a taxa de mortalidade observada era extremamente elevada, apds um
tempo de exposicao superior a 4 semanas. Ndo morreram individuos quando a dose
didria administrada foi de 100 mg/kg (aproximadamente 10 mg/kg de massa
corporal) nem apo6s administracdo diaria de 12 mg/kg de massa corporal, através
de sonda esofagica. Em morganhos expostos logo apds o nascimento, a
administracdo de 3 mg/kg de massa corporal resultou num numero elevado de
mortes. Os sintomas principais da exposicao a uma dose letal foram a perda de
apetite, fragueza e emagrecimento. Os efeitos limitrofes no crescimento dos
morganhos foram observados apdés administracdo de 6 mg/kg de massa corporal,
administrados por sonda esofagica [Dobson & Cabridenc, 1990].

Foram detectados efeitos estruturais em 6rgdos enddcrinos, especialmente
na hipdéfise e na tirdide, tanto em periodos de exposicao curtos como longos. Foram
também observadas alteracbes na concentracdo hormonal em circulacdo e na
resposta a estimulos fisiolégicos em testes de curta duracdo. Porém, para testes de
longa duragdo estes efeitos ndo se manifestam. Ndo é conhecido o mecanismo de
acgao que leva a estes resultados [Dobson & Cabridenc, 1990].

Os compostos de TBT ja provaram ser efectivamente tdxicos para uma
enorme diversidade de seres vivos, tendo efeitos em diversos niveis e levando, na
maior parte dos casos, a morte dos individuos expostos. Estas consequéncias
variam com o tempo de exposicdao e com a concentracdo dos compostos de TBT.
Pensa-se que a toxicidade dos compostos de TBT afecta o sistema imunoldgico. O
mecanismo de accdo ndo é conhecido mas envolve a conversdao metabdlica dos

compostos de TBT. A resisténcia ndo especifica € também afectada.

I.12. Efeitos nos Humanos

Os compostos de TBT provocam no Ser Humano irritacao da pele e olhos e
dermatites severas apo6s contacto directo com a pele. Ndo existem relatos de
envenenamento por ingestdo de 6xido de TBT ou outros sais. No entanto, 70% dos
trabalhadores de uma fabrica de borracha que utiliza éxido de TBT no processo de
vulcanizagdo reportaram irritagdo na parte superior do tracto respiratorio e nos
olhos. Cerca de 20% também experienciaram pequenos sintomas ao nivel do peito

(irritacdo, aperto e dor). Ainda assim, em nenhum dos casos foi afectada a fungao
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pulmonar. O tempo de exposicdo é desconhecido [WHO/FAO, 1984]. Um individuo
do sexo feminino, utilizando uma tinta de spray contendo 6xido de TBT como
aditivo, apresentou irritacdo imediata nos olhos (lacrimejamento excessivo) e na
mucosa nasal. Os sintomas pioraram ao fim de 14 dias de exposicdo. No entanto,
durante os fins-de-semana os sintomas acalmavam e, apds a remocao deste aditivo
das tintas, os sintomas desapareceram completamente [WHO/FAO, 1984].
Akatsuka e colaboradores relataram um caso de intoxicacdo ocupacional com
compostos de tributilestanho onde, juntamente com os sintomas de cansaco, dor
de cabeca occipital ligeira e rigidez nos ombros, houve uma perturbacao marcada
do sentido do olfacto. Os autores realizaram estudos em gatos para testar se esse
efeito poderia ser confirmado experimentalmente. A exposicao de gatos a uma
mistura de vapor contendo principalmente o brometo de tributilestanho revelou

uma acentuada perda do sentido do olfacto [Akatsuka et al., 1959].

I.12.1. Avaliacao dos riscos para a sautde humana

A exposicao de trabalhadores ocorre principalmente durante a
manufacturacdo e formulacdo de compostos de TBT, na aplicacdo e remocao de
tintas e na utilizacdo deste composto enquanto conservador da madeira. No caso
da populacdo em geral, esta pode ser exposta a estes compostos através da
alimentacgao, particularmente através de seres vivos aquaticos como sejam peixes e
marisco e pela aplicacdo doméstica de tintas contento estes compostos.

Um sintoma apresentado quer por animais quer pelos humanos é a
capacidade irritante do TBT na pele e nos olhos. Também estd provado que estes
compostos, quando inalados, provocam a irritacdo das vias respiratérias.

O envenenamento sistematico nunca foi reportado e a remocdao dos
compostos de TBT do corpo humano ocorre poucos dias apds cessar a exposicdo
a0s mesmos.

Os efeitos a curto e a longo prazo em animais de laboratério estdo
relacionados com alteragdes no figado e nos sistemas enddcrino e hematoldgico.

Os compostos de TBT ndo apresentam resultados mutagénicos. Num estudo
acerca do efeito carcinogénico em morganhos utilizando 6xido de TBT detectou-se
um crescimento de tumores enddcrinos que aparecem espontaneamente com uma
incidéncia variavel e elevada. Deste modo, as evidéncias disponiveis ndo permitem
demonstrar claramente a relagdao directa entre os compostos de TBT e o

aparecimento de tumores nos morganhos [Dobson & Cabridenc, 1990].
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"Nada é tdo maravilhoso que ndo possa existir,

”

se admitido pelas leis da Natureza.

Michael Faraday

Métodos Electroquimicos

Os métodos electroquimicos, tal como o nome indicia, abarcam um grupo de
métodos analiticos quantitativos que fazem uso das propriedades eléctricas
mensuraveis (intensidade de corrente, potencial e carga) de um sistema e da
relacdo que existe entre estas e a espécie quimica (ou caracteristicas eléctricas) em
analise, quando o sistema é submetido a uma diferenca de potencial ou a uma
passagem de corrente numa célula electroquimica. No caso particular de uma
espécie quimica em andlise (o analito), as medidas efectuadas podem entdo ser
relacionadas com algum parédmetro quimico intrinseco a esta, ou que depende da
presenca desta. Existe uma variedade de técnicas electroanaliticas que tém sido
utilizadas em varias aplicagbes, como na monitorizacdo ambiental, no controlo de
gualidade de produtos e processos industriais e nas analises clinicas. Entre estes
métodos, as voltametrias constituem um dos conjuntos de métodos mais versateis,
mais usados e importantes. Estes métodos oferecem uma série de vantagens,
nomeadamente (i) selectividade e especificidade das determinacoes, resultantes de
processos de oxidacdo/redugdo das espécies analiticas de interesse (ou de espécies
que reagem com o analito de um modo conhecido), num potencial aplicado
especifico; (ii) selectividade decorrente dos processos de oxidagdo/reducdo do
analito num eléctrodo de trabalho feito com um material especifico; (iii) grande
sensibilidade e baixos limites de deteccdo resultantes das técnicas de pré-
concentragcdo e modos de aquisicdao de sinal que proporcionam um sinal com um
ruido de fundo fraco. Estes métodos apresentam ainda a vantagem de a
instrumentacdo ser relativamente barata quando comparada com outras técnicas
[Skoog et al., 2007].
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II.1. Voltametria

A voltametria, genericamente, é uma técnica electroanalitica que se baseia
nos fendmenos de transferéncia de carga eléctrica que ocorrem na interface entre a
superficie do eléctrodo de trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa
superficie. E uma técnica dindmica pois a célula electroquimica é operada na
presenca de corrente eléctrica que, por sua vez, é medida em fungdo da aplicagdo
controlada de uma diferenca potencial variavel no tempo. Assim, nesta técnica, as
informagbes acerca do analito sdo obtidas através da medicdo da magnitude da
intensidade da corrente eléctrica que surge no eléctrodo de trabalho, ao se aplicar
um potencial varidavel entre o eléctrodo de trabalho e um eléctrodo auxiliar, mas
controlando rigorosamente o valor de potencial do eléctrodo de trabalho
relativamente a um eléctrodo de referéncia (Eirabano VS. Erer.). O parametro ajustado
e variavel é o potencial do eléctrodo de trabalho (Eiabane) € 0 parametro medido é a
intensidade de corrente resultante (i). A aplicacdo deste potencial ao eléctrodo de
trabalho origina duas fracgdes de corrente: uma directamente relacionada com a
transferéncia de carga, corrente faradaica, i, € outra necessaria para organizar as
moléculas e ides presentes na dupla camada eléctrica, a corrente capacitiva, ic. A
corrente total registada é ir=is+ic.

No decorrer de uma determinacdo voltamétrica, como o potencial aplicado
varia no tempo, a intensidade de corrente é medida em fungdo do tempo. O registo
grafico da intensidade da corrente em funcdo do potencial, i=f(E), denomina-se de
voltamograma.

A intensidade de corrente obtida devido a transferéncia de electrbes durante
um processo de oxidacdo/reducao pode ser relacionada com a quantidade de
analito presente na interface do eléctrodo e consequentemente na célula

electroquimica (Equacao II.1.).

O+ne =R

Sendo O a forma oxidada e R a forma reduzida do analito.

Equacdao II.1. - Reaccdao geral de
oxidacao/reducao simples

Um eléctrodo electricamente polarizado atrai predominantemente espécies

carregadas positivamente ou negativamente que podem ou n&o ser electroactivas
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na superficie deste. Espécies neutras também interagem com o eléctrodo via
adsorcdo. Desta forma, as reacgdes que ocorrem junto ao eléctrodo sdao compostas
por uma série de etapas. Para se descrever qualquer processo electrodico devem
ser considerados quer o transporte das espécies até a (ou desde a) superficie do
eléctrodo, quer os fendmenos de superficie a que as espécies intervenientes estdo
sujeitas, ou as reacgdes quimicas em que participam, para além da(s) reaccao(des)
de transferéncia electronica que ocorre(m) no eléctrodo. Assim, a corrente é

governada por processos como:

(i) transferéncia de massa (transferéncia da espécie do corpo da

solucdo para a interface eléctrodo-superficie);

(i) transferéncia de carga (transferéncia de electrdes na superficie do

eléctrodo);

(iii) reaccdes quimicas que precedem ou sucedem a transferéncia de
electroes;
(iv) fendmenos de superficie.

Em reacgGes de eléctrodo em que a transferéncia de carga ndo é controlada
por adsorgdo das espécies, é indispensavel que o transporte de massa seja
continuo pois, caso contrario, a concentragdo da espécie electroactiva de interesse
na superficie do eléctrodo irda decrescer rapidamente e de modo irregular,
inviabilizando a possibilidade de poder ser relacionada com a concentracdo do
analito no seio da solugdo. Existem trés formas pelas quais pode ocorrer o
transporte de massa: a migragao, a conveccao e a difusao.

Em voltametria, normalmente (excluindo o caso das voltametrias
hidrodinamicas) as condicbes experimentais sdo ajustadas para que o transporte
por migragdo (movimento de iGes através da solugdo, causado pela atracgdo ou
repulsdo entre as espécies ibnicas em solucdo e o eléctrodo de trabalho
electricamente polarizado) e convecgdo (movimento das espécies causado por
perturbacdao mecanica ou térmica do fluxo da solugdo) sejam minimizados. No caso
da migragdo, a introdugdo de um excesso de electrélito de suporte na solugao
assegura que o numero de transporte do analito idnico diminua consideravelmente,
passando a corrente eléctrica em solugdo a ser garantida maioritariamente, pelo
transporte de iGes provenientes do electrdlito de suporte. Por outras palavras, a

migragao idnica em solugdo, motivada pelo campo eléctrico aplicado, ocorre devido
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ao transporte dos ibes provenientes do electrdlito de suporte, que existem em
maior concentragdo, com uma contribuicdo desprezavel do analito idnico. Em
particular, quando a razao [electrélito suporte]/[analito idnico] > 100, o transporte
por conveccao é minimizado cessando o distUrbio mecéanico da solucdo (sao
evitados a agitacdo mecénica e o borbulhamento de gdas), ou mantendo a
temperatura da solucdo homogénea, antes de se aplicar o programa voltamétrico.
Desta forma, em voltametria, o transporte de massa é feito essencialmente por
difusdo, que consiste na movimentagdo espontdnea da espécie quimica entre duas
regides da solugdo, devido a formacdo de um gradiente de concentragdo entre
estas. Por exemplo, considerando a reaccdao de oxidacdo/reducao referida na
Equacdo II.1. no sentido directo, a medida que a espécie oxidada (O) comeca a ser
reduzida, ha um decréscimo da concentracdo de O na superficie do eléctrodo e,
espontaneamente, surgird um fluxo de O no seio da solugdo para junto da interface
eléctrodo-solugdo devido ao aparecimento de um gradiente de concentracédo.

Para que seja possivel determinar um analito por voltametria é necessario,
naturalmente, que este (ou uma espécie “prova” com a qual reage de modo
conhecido) seja electroactivo, isto €, que se oxide ou reduza numa determinada
zona de potencial aplicado, na qual a transferéncia de electrées seja termodindmica
ou cineticamente favoravel, criando-se assim um fluxo de electroes [Bard &
Faulkner, 2001]. Nestes casos, a corrente faradaica deve ser medida num ambiente
de baixo ruido, que é formado pelas correntes ndo-faradaicas e por correntes
faradaicas provenientes de processos de oxidacdao/reducdo de outras espécies
existentes na solucdo de trabalho (impurezas existentes no electrélito de suporte,
solvente, componentes da amostra, gases dissolvidos). As correntes nao-faradaicas
podem ser minimizadas pelo uso de eléctrodos de pequena area superficial e pelo
uso de um modo de aquisicao de sinal (corrente) mais apropriado. Muito embora
nenhum eléctrodo seja idealmente polarizado (transferéncia de carga na interface
eléctrodo-electrélito de suporte nula em todo o intervalo de potencial), existem
electrélitos de suporte que proporcionam um comportamento polarizado para
alguns eléctrodos num intervalo limitado de potencial (janela de potencial de
trabalho) [Wang, 1988]. A selectividade do eléctrodo em condicGes experimentais
muito especificas também pode evitar que a corrente faradaica proveniente de
substancias potencialmente interferentes se manifeste.

Entretanto, a utilizagdo de um fluxo de azoto dentro da célula
electroanalitica permite também um desarejamento da amostra, retirando o

oxigénio do seio da mesma e, consequentemente, impedindo as possiveis reaccdes
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deste na superficie do eléctrodo, em particular a sua redugdo electroquimica ou a
sua accdo oxidante sobre o sistema (eléctrodo ou espécies quimicas).

O potencial aplicado no eléctrodo de trabalho actua como uma forga motriz
para a reaccdo electroquimica. E o potencial controlado que possibilita a espécie
presente na solucdo ser oxidada ou reduzida na superficie do eléctrodo. A medida
gue o potencial se torna mais negativo, o eléctrodo torna-se numa fonte de
electroes, favorecendo a reducao das espécies na interface solugdo-eléctrodo. No
caso de um potencial mais positivo é favorecida a oxidacdo das espécies pois o
eléctrodo torna-se num aceitador de electrdes. Desta forma, quando se faz um
varrimento de potencial no sentido negativo, utiliza-se a denominagdo de
varrimento catddico enquanto que quando se faz um varrimento de potencial no
sentido positivo se denomina de varrimento anddico. A corrente eléctrica surge
quando o potencial aplicado atinge um valor tal que permite que ocorra a reaccgao
de oxidacdo/reducdo do analito. Se essa intensidade de corrente for proporcional a
guantidade de espécies que reagem entdo pode-se utilizar este fendmeno do ponto
de vista analitico-quantitativo.

A forma como o potencial é aplicado vai condicionar a forma como o sinal
analitico € adquirido e ird denominar o tipo de técnica voltamétrica utilizada. As
formas mais comuns de aplicacdo do potencial estdo representadas na Tabela II. 1,
bem como a forma de resposta da corrente resultante segundo revisdao de Barek e
seus colaboradores [Barek et al., 2001]. O modo de aquisicdo do sinal tem
repercussao na sensibilidade do método, principalmente devido a magnitude da
corrente capacitiva observada para cada caso e também a selectividade, devida ao
formato do voltamograma e a largura dos pulsos de resposta medidos. Além do
modo de aquisicdo, os métodos voltamétricos variam de acordo com as etapas
utilizadas antes ou durante a medicdo do sinal, tais como a pré-concentracdo do
analito (proveniente da capacidade do analito em reagir ou adsorver com o material
do eléctrodo de trabalho) ou direcgdo ou inversdao da direccdo de varrimento de
potencial. A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada esta relacionada com o
tipo e a qualidade de informagdo quantitativa/qualitativa que se quer obter a
respeito do analito ou do processo que envolve a interaccao entre o analito e o
eléctrodo de trabalho [Pacheco, 2004]. Mais detalhes sobre os diferentes modos de

aquisicdo sao descritos a seguir.
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Tabela II. 1 - Forma de aplicagdo do potencial para cada tipo de voltametria.

Tipo de Voltametria

Sinal de excitacao
(Evst)

Corrente resultante
(I vs E)

Voltametria ciclica

Voltametria de varrimento
linear

/

Voltametria de impulso
diferencial

Voltametria de onda
quadrada

N
N

II.1.1.

A voltametria ciclica (CV) é a técnica mais comummente utilizada para
adquirir informacgdes qualitativas acerca de um dado sistema electroquimico. Entre
esta informacado inclui-se a identificagdo e caracterizacdo de espécies electroactivas,
estudo e diagnodstico de mecanismos de reacgBes electroquimicas e quimicas,
analise semi-quantitativa da cinética das reacgdes entre outras. A eficiéncia desta
técnica resulta da habilidade de rapidamente fornecer informagbes sobre a
termodindmica de processos de oxidagdo/reducgao,

heterogéneas de transferéncia de electrGes e sobre reacgbes quimicas, acopladas

Voltametria ciclica

da cinética de
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ou ndo a processos adsortivos [Wang, 2006]. Efectivamente, quando se estuda um
novo sistema, recorre-se muitas vezes a esta técnica antes de qualquer outra, pois
permite obter uma grande quantidade de informacdo num tempo relativamente
curto. E uma dptima técnica para efectuar um estudo preliminar de um sistema
electroquimico desconhecido.

Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho varia
entre dois valores, de uma forma ciclica, isto &, nos dois sentidos, a uma velocidade
constante. O potencial varia linearmente ou em pequenos degraus, desde o valor
inicial (E;), onde nenhuma oxidacdo ou reducdo ocorre, até a um valor onde o
potencial é invertido, o potencial de inversdo (Ei,,). A voltametria termina a um
valor de potencial que pode ou ndo ser idéntico ao valor do E;. Durante esta
variacao de potencial podem ou ndo ocorrer, na superficie do eléctrodo de trabalho,
reaccOes de oxidacao/reducao das espécies electroactivas, adsorcdo de espécies ou
outros fendmenos de superficie. Naturalmente que, se nenhuma reacgdo de
oxidacao/reducdo ocorrer, ndo se observara qualquer variacdo significativa na
intensidade de corrente medida junto do eléctrodo de trabalho.

No estudo de reaccdes de oxidacdao/reducao, os dados experimentais mais
importantes a ter em conta na CV sdo os potenciais de pico anddico e catddico (Epa,
E,.) e a intensidade de corrente dos respectivos picos (ipa, ipc). A condigdo mais
importante é a velocidade de varrimento (v).

O efeito da variagdo da velocidade de varrimento, no perfil do
voltamograma, é comummente estudado para se obter parametros cinéticos e de
reversibilidade do sistema electroquimico, determinar o(s) processo(s) de superficie
ou ndo, que controla(m) a transferéncia electronica e identificar e estudar reaccbes
quimicas homogéneas acopladas.

Considere-se uma solugdao com
uma espécie electroactiva R,
susceptivel de ser oxidada rever-
sivelmente num dado eléctrodo, de
acordo com a equagao R =0 +ne” 7

(Figura II. 1). Iniciando o varrimento

de potencial a um valor em que nao

ocorrem  reacgdes faradaicas, a

corrente medida sera minima. Quando

o potencial do eléctrodo de trabalho .
Figura II. 1 - Voltamograma tipico para um

comeca a variar no sentido de processo reversivelR =0 +ne.
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potenciais mais positivos, criam-se condicdes para que este se aproxime e
ultrapasse o valor do potencial formal, Ef’, do par O/R. Inicialmente a reacgdo de
oxidacdo dar-se-& a uma velocidade pequena, aumentando progressivamente a
medida que o potencial aumenta. Neste intervalo de tempo cria-se um gradiente de
concentracao das espécies R, desde o seio da solucao até a superficie do eléctrodo,
gue obriga a espécie R a difundir-se para junto do eléctrodo. A difusdo de mais
espécies R para junto do eléctrodo e a cinética de transferéncia electrénica
favoravel (do sistema reversivel considerado) determinam o aumento da corrente
anddica até atingir o valor maximo. A partir deste instante e devido ao consumo
continuado de espécies electroactivas R na camada de difusdo, junto ao eléctrodo,
esta aumenta de espessura diminuindo o gradiente de concentracdo e o fluxo
destas espécies. Em consequéncia, a intensidade de corrente diminui, seguindo um
perfil proporcional ao inverso da raiz quadrada do tempo, 1/tY2. Depois de
ultrapassar esta regidao de potencial, o sentido do varrimento inverte-se a um dado
valor de potencial, E;,. No inicio desta inversdo de potencial a oxidacdo continua a
progredir a uma taxa muito reduzida mas, a medida que o potencial do eléctrodo
de trabalho assume valores menos positivos e proximos de Ei, as espécies O
formadas até entdo comegam a ser reduzidas. De um modo analogo ao que
acontece no varrimento anddico, neste varrimento de potencial no sentido de
valores menos positivos resulta um pico de corrente, o pico catodico, que esta
associado a redugdo das espécies O.

Com o aumento da velocidade de varrimento de potencial, o tempo para
atingir o equilibrio na superficie do eléctrodo é menor, pelo que as reaccbes que
aparecem como reversiveis, isto é, controladas pela difusdo e/ou adsorgdo, com
cinética de transferéncia electrdonica elevada, para velocidades de varrimento
menores, podem ser quase irreversiveis para velocidades elevadas. Este é um
procedimento comum, utilizado para caracterizar a reversibilidade de sistemas
electroquimicos.

No caso de uma reacgdo I
irreversivel do tipo R— O+ ne’, a
voltametria ciclica conduz ao perfil
voltamétrico descrito na Figura II. 2,

no qual ndo aparece nenhum pico, _”

apos se inverter o sentido do - =
0

varrimento [Brett & Oliveira-Brett, . ol
Figura II. 2 - Voltamograma tipico para um

1993; Pacheco, 2004; Wang, 2006]. processo irreversivel R — O + ne".
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I1.1.2. Voltametria de varrimento linear

A voltametria de varrimento linear (LSV) é uma técnica simplificada da
voltametria ciclica. Na LSV o potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho varia
linearmente (ou em pequenos degraus) com o tempo, mas apenas num Uunico
sentido (anddico ou catddico). Exceptuando alguns casos, ndo é uma técnica muito
sensivel. A corrente é lida de forma directa, em fungdo do potencial aplicado. Desta
forma a corrente total lida possui contribuicdes tanto da corrente faradaica
(desejavel) quanto da corrente capacitiva (ruido), que pode prejudicar em muito a
utilizacdo desta técnica em aplicagdes quantitativas. Os limites de detecgdo obtidos
por esta técnica, nas estimativas mais optimistas, sdo da ordem de 10 mol.dm™,
quando ndo se consideram os eléctrodos quimicamente modificados [Pacheco,
2004]. Neste ultimo caso os limites de detecgao podem diminuir em 1000 vezes.

Os parametros a ter em conta nesta técnica sdao o potencial inicial, E;, o
potencial final, E;, e a velocidade de varrimento, v. O potencial aplicado em cada
instante é funcao da velocidade de varrimento e do tempo, t, e pode ser descrito
pela seguinte expressao: E(t) = E; + v.t (sinal + quando o varrimento é realizado no
sentido de potenciais mais positivos e sinal — quando o varrimento é realizado no

sentido de potenciais mais negativos) [Gao & Roy, 1994; Wang, 2006].

I1.1.3. Voltametria de impulso diferencial

A voltametria de impulso diferencial (DPV), tal como a voltametria de onda
guadrada, é uma técnica muito Util na medicdo de concentracbes vestigiais de
espécies organicas e inorganicas. Nesta técnica sdo aplicados ao eléctrodo de
trabalho impulsos de amplitude fixa sobrepostos a uma rampa (Figura II. 3-a) ou a
uma escada (Figura II. 3-b) de potencial crescente, que variam, respectivamente,
de uma forma linear ou regular com o tempo. O primeiro esquema utiliza-se
normalmente em instrumentos analdgicos enquanto o segundo se utiliza
preferencialmente em instrumentos digitais. A corrente é medida imediatamente
antes da aplicagdo do impulso e no final do impulso. O potenciostato mede a
diferenca de intensidade de corrente, Al = I, — I;, em cada impulso, em fungao do
potencial aplicado. Sendo a DPV uma técnica diferencial, a resposta é semelhante a
primeira derivada de um voltamograma de impulso normal, isto €, um pico em que
a altura deve ser directamente proporcional a concentracao do analito em estudo

[Pacheco, 2004; Wang, 2006]. Uma vantagem desta técnica é ser possivel observar
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E (V) (V)
50 ms

(a) i (b)

05-5s

A

t (s) t(s)
Figura II. 3 - Perfil de aplicacdao de potenciais em voltametria de impulso diferencial: impulsos
sobre (a) rampa e (b) escada. 1 e 2 - Instantes em que se faz a medigdao da intensidade de
corrente I, e I,, respectivamente; A - potencial inicial (E;); B - potencial final (E¢);
C - incremento de potencial entre dois impulsos consecutivos (equivalente ao valor do degrau
de potencial, AE;); D - duracdo do(s) impulso(s) (equivalente ao periodo de modulagdo, t;);
E - intervalo de tempo entre a aplicacao de dois impulsos consecutivos (equivale a duracao do
degrau de potencial, t;); F — amplitude do(s) impulso(s), AE,.
maximos de picos individuais de espécies electroactivas que tém potenciais de
semi-onda que diferem em apenas 0,04-0,05 V enquanto a voltametria classica ou
a de impulso normal requere uma diferenca de potenciais de aproximadamente
0,2 V para que os dois picos ndo se sobreponham. Por outro lado, a voltametria de
impulso diferencial permite aumentar bastante a sensibilidade dos métodos
voltamétricos. Esta elevada sensibilidade pode atribuir-se ao aumento significativo
da intensidade faradaica e a diminuicdo na intensidade de carga ndo faradaica. No
que diz respeito ao primeiro factor, ha que considerar os acontecimentos que tém
lugar junto do eléctrodo de trabalho quando se aumenta repentinamente o
potencial. Se uma espécie reactiva estiver perto do eléctrodo, produzir-se-a um
aumento de intensidade de corrente que fara diminuir a concentragdo no analito na
proporcao exigida pelo novo potencial. Quando se alcanca a concentracao de
equilibrio para este potencial, a intensidade cai para um nivel suficiente para
neutralizar a difusdo. Na DPV, as medicOes de intensidade de corrente fazem-se
antes que o aumento de potencial tenha terminado completamente [Skoog et al.,

2007].

I1.1.4. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) é também uma voltametria por
impulso de potencial, que oferece a vantagem de possibilitar uma elevada

velocidade de analise associada a uma também elevada sensibilidade. A SWV
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permite obter voltamogramas em poucos segundos. Esta técnica comegou por ser
utilizada sobretudo com o eléctrodo de mercurio de gota gotejante [Skoog et al.,
2007]. No entanto, a sua utilizacdo estendeu-se a outros eléctrodos como, por
exemplo, o eléctrodo de mercurio de gota suspensa utilizado no presente trabalho.
Esta técnica, desenvolvida em 1952 por Baker e aperfeicoada mais tarde por

Ramalay e Krause (1969) e Osteryoung et al. (1977), foi inicialmente pouco

utilizada devido as inuUmeras
dificuldades electrénicas | e(v)
existentes na altura e que (a)

foram ultrapassadas gracas

aos inUmeros progressos ﬁ_ Tﬁf

na instrumentacdo, sendo

hoje em dia muito utilizada

em Quimica Analitica.

. t
Caracteriza-se pela (<)

aplicacdo de um varrimento
de potencial com impulsos E (V)
periddicos, alternados em (b)
torno de um valor médio,

que varia temporalmente El
[Souza et al., 2003]. O T r|—l_|_l—|_|_|_‘—|_|_|_l
perfil de potencial da SWV

combina uma escada de

t (s)
potencial, com degraus de

pequena amplitude AEs (da
ordem de grandeza das | EMV)
unidades/dezenas de mV) e
duracdo t;, com uma onda
quadrada de amplitude
elevada AEsy (da ordem de

grandeza das dezenas/

centenas de mV) e periodo

t(s)

T (da ordem de grandeza
Figura II. 4 - Sinal de excitacdo para a SWV. O sinal em

das centenas/décimas de escada (a) soma-se a um conjunto de impulsos (b) para se
obter um sinal de excitacdao de onda quadrada (c). A resposta
ms) ou frequéncia f=1/ 1t de intensidade AI é igual a diferenca de intensidades medidas
nos potenciais 1 e 2. A amplitude dos degraus, nesta figura,
(10 a 2000 Hz), de tal aparece exagerada para melhor percepgao.
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modo que ts=t1 (Figura II. 4) [Wang, 2006; Skoog et al., 2007].

No decorrer deste varrimento de potencial, os valores de intensidade de
corrente sao lidos imediatamente antes do final dos impulsos, seja ele directo ou
inverso. Na Figura II. 4 (c) encontram-se marcados os pontos 1 e 2 que
correspondem aos instantes onde serd efectuada esta leitura. A intensidade de
corrente total medida, AlI, corresponde a diferenca entre a intensidade medida no
ponto 1, I;, e a intensidade medida no ponto 2, I, [Skoog et al., 2007]. Para um
sistema oxidacdo/reducdo que apresenta alguma reversibilidade electroquimica e
em que tanto a redugdo como a oxidacao ocorrem com facilidade numa dada regido
de potencial, I; e I, aumentam mas com sinais contrarios. Em consequéncia,
forma-se um pico no voltamograma em que AI = I; — I, é maior que qualquer uma

das componentes separadas (Figura II. 5).

A
I (nA) Al = 1

>
E (mV)

Figura II. 5 - Representacdo esquematica das intensidades de corrente directa (I:) e inversa
(I.) e a intensidade diferencial.

No caso de um sistema totalmente irreversivel, como uma das componentes
€ nula, o valor de AI correspondente ao pico do voltamograma sera igual a
componente de intensidade de corrente ndo nula. A observagdao dos picos de
corrente total, directa e inversa, as suas posigdes relativas no eixo de potencial e a
anadlise dos respectivos valores de AI, I; e I, ajudam a perceber a natureza da
reacgdo electroquimica. Em electroanadlise espera-se a obtencdo de um pico cuja
altura seja proporcional a concentracao do analito electroactivo no seio da solugdo
de modo a permitir a quantificacdo do mesmo.

Devido a forma rapida e diferencial como a intensidade de corrente é
medida, a SWV encerra uma série de vantagens em relacdo a outras técnicas

voltamétricas. Esta técnica consegue, na medicdo da intensidade de corrente,
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discriminar eficazmente a corrente ndo faradaica (um somatoério da corrente
capacitiva e residual, também designado por ruido electroquimico). No processo
subtractivo das correntes directa e inversa, na maioria dos casos, s6 a corrente de
fundo é eliminada. Neste caso podem realizar-se medigdes voltamétricas com uma
velocidade muito maior, sem que a corrente de fundo afecte a medigao da corrente
faradaica. Devido a rapidez das medicdes e cinética de transferéncia electronica
reduzida de interferentes importantes, como o oxigénio dissolvido, e a potenciais
catddicos, é possivel com a SWV realizar medicbes em sistemas de onde o oxigénio
nao possa ser removido (por exemplo sistemas aerdbios).

Por outro lado, mesmo que a concentracdo de espécies electroactivas seja
muito baixa e as intensidades de corrente directa e inversa sejam diminutas, a
subtraccdo de valores com sinal contrario pode traduzir-se, ainda assim, num sinal
suficientemente mensuravel. Isto significa que a SWV conjuga uma sensibilidade
muito elevada com uma gama de concentragdes que se estende a valores
vestigiais.

A versatilidade desta técnica faz com que ela seja muito utilizada quer em

estudos analiticos quer em estudos mecanisticos [Rodrigues, 2002].

II.1.5. Voltametria de redissolucao anddica de onda
quadrada

Esta voltametria € uma versdo mais elaborada da voltametria de onda
quadrada, em que existem duas etapas prévias antes do varrimento voltamétrico
propriamente dito. Nestas duas etapas o analito é pré-concentrado catodicamente
no eléctrodo de trabalho (i.e., o analito é reduzido electroquimicamente no
eléctrodo) e depois, na etapa da medicdo voltamétrica o analito é reoxidado a sua
forma original, a medida que o eléctrodo é polarizado anodicamente. A primeira das
duas etapas denomina-se etapa de deposicdo. E realizada a um potencial
suficientemente catddico, em relagdo ao potencial formal do par oxidagdo/redugdo
em estudo, pode ter uma duragdo variavel de alguns minutos ou até ser suprimida
e envolve a convecgdo forgada e controlada da solugdo, de modo a favorecer a pré-
-concentracao do analito na forma mais reduzida. A segunda etapa, denominada de
etapa de equilibrio, deve realizar-se a um potencial idéntico ao potencial de
deposicdo e ao potencial inicial, com uma duracdo até uns 30 s, mas em condigbes
em que a convecgao deve ser suprimida. Nesta etapa haverd também pré-

-concentracdo do analito, mas em condicdes menos favoraveis que na etapa
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anterior, devido a reduzida convecgdo. Em qualquer dos casos, o valor de potencial
seleccionado para as duas etapas e a duragdo das mesmas poderdao determinar
fortemente a quantidade de analito pré-concentrado.

A contribuicdo mais significativa desta voltametria é o facto de o sinal
analitico ser consideravelmente amplificado, devido a acumulacdo de uma
guantidade representativa do analito num volume (filme adjacente a superficie do
eléctrodo ou no interior deste) muito mais pequeno que o volume de solugdo em
estudo. Como esta situacao se traduz num aumento de concentracdo do analito
junto da interface polarizada do eléctrodo, a taxa a que a carga eléctrica

(coulomb/segundo = ampére) é transferida num processo redox aumenta.

I1.1.6. Célula voltameétrica

Uma célula electroquimica tipica € constituida por pelo menos dois
condutores, denominados de eléctrodos, ambos imersos numa solugdo adequada de
electrdlito de suporte. Para que circule corrente na célula é necessario que: (1) os
eléctrodos estejam ligados externamente mediante um condutor metalico; (2) que
as duas solucdes de electrdlito de suporte (caso sejam duas) estejam também em
contacto, através de uma ponte salina, para permitir o movimento dos ides de um
eléctrodo para o outro de modo a compensar as cargas. Por vezes é possivel
preparar células em que ambos os eléctrodos tém um electrélito de suporte
comum, eliminando-se desta forma o efeito dos potenciais de jungao liquida que se
geram entre os contactos dos electrélitos de suporte com a ponte salina [Skoog et
al., 2007].

As células electroquimicas utilizadas em voltametria/polarografia sdao do tipo
electrolitico e podem ter dois ou trés eléctrodos. Na célula com dois eléctrodos tem-
se um eléctrodo de trabalho de superficie pequena, isto €, um microeléctrodo. No
caso da polarografia classica o eléctrodo de trabalho é um eléctrodo gotejante de
mercurio. Nas voltametrias, em geral, utilizam-se actualmente outros tipos de
eléctrodos de trabalho, em que se incluem outros eléctrodos de mercurio (e.g. gota
suspensa ou filme) e eléctrodos sdlidos. O potencial é aplicado no eléctrodo de
trabalho frente a um eléctrodo de referéncia, usualmente o eléctrodo de calomelano
ou o eléctrodo de prata/cloreto de prata, de area superficial grande, para que
apenas o eléctrodo de trabalho polarize. Esta célula apresenta alguns
inconvenientes pois a corrente resulta do varrimento de potencial que passa

através do eléctrodo de referéncia. Isto faz com que se tenha de utilizar um
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eléctrodo de calomelano ou de prata/cloreto de prata com um reservatério grande
de KCI, devido a reacgao que ocorrera no mesmo. Outra limitagdo € a resisténcia da
célula. Quando esta aumenta, como é o caso de meios ndo aquosos, diminuirad a
corrente que passa através dos eléctrodos, o que provocara distorcdes nos
polarogramas, tornando inviavel a utilizacdo da técnica nestas condicdes. Para
resolver estas limitacdes das células de dois eléctrodos foi desenvolvida a célula de
trés eléctrodos (Figura II. 6 (a)). O terceiro eléctrodo é chamado de eléctrodo
auxiliar, e pode ser de platina, ouro, carbono vitreo, prata, entre outros.

Nestas células os eléctrodos sdo ligados a um amplificador operacional,
pertencente ao circuito electrénico do potenciostato. O amplificador operacional vai
actuar quando for aplicada uma diferenca de potencial entre o eléctrodo de trabalho
e o eléctrodo de referéncia, fazendo com que a resisténcia do eléctrodo de
referéncia aumente e a do eléctrodo auxiliar diminua (Figura II. 6 (b)). Desta
forma a corrente passara entre o eléctrodo de trabalho e o auxiliar, evitando que
ocorram disturbios (como electrdlise, por exemplo) no eléctrodo de referéncia.
Fazendo uso desta ferramenta o eléctrodo de referéncia realizara o seu papel sem
interferéncias, isto €, mantendo o potencial constante durante as medicGes. Entdo,
pode-se utilizar, além do eléctrodo de trabalho e do auxiliar, um eléctrodo de

referéncia de dimensGes reduzidas o que facilita o uso de recipientes de tamanho

reduzido.
(a) (b)
f;?::;‘r’i?ade Eléctrodo de Trabalho  Sistema Potenciostatico com Trés Eléctrodos
6 ¥ 5

_Eléctrodo

Entrada de N, _ [ " auxiliar
M Matat: e

E. Ref..|.. E. Aux.

E. Trab.
fi ® Nao passa corrente pelo E. Ref. 1
@ O controlo do E é feito no E. Trab. e E. Ref.

® A corrente passa pelo E. Trab. e E. Aux.

Figura II. 6 — Célula polarografica/voltamétrica de trés eléctrodos. (a) Representagdo
esquematica mostrando os eléctrodos no recipiente voltamétrico; (b) Esquema mostrando
o sistema potenciostatico.
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De um modo geral, a célula de trés eléctrodos apresenta as seguintes
vantagens:
1. E mais adequada para solucdes diluidas;
2. Pode ser usada para solucdes de alta resisténcia (solventes organicos,
mistura de dgua mais solvente organico);

3. Pode ser usada com electrélitos de suporte mais diluidos.

I11.1.7. Eléctrodos de trabalho

Em voltametria, um dos eléctrodos de trabalho mais utilizados e que
apresenta mais vantagens, no que concerne a determinacdo e quantificacdo de
inGmeras espécies € o eléctrodo de mercurio [Aleixo, 2003]. Este eléctrodo
apresenta uma superficie muito pequena, podendo ser controlada pelo operador,
nalguns aparelhos, a area superficial do eléctrodo. O eléctrodo ndo é mais do que
uma pequena gota de mercurio liquido, que pode ser usado no modo estatico ou
gotejante. Em alternativa pode-se utilizar um filme de mercurio. No primeiro caso
este eléctrodo é constituido por um reservatério de mercurio que se encontra ligado
a um tubo capilar de vidro com comprimento entre 5 a 20 cm. O mercurio é
forcado, quer pela forca gravitica quer por pressdo de um gas inerte, a passar
através desse tubo com cerca de 0,02 mm a 0,05 mm de diametro interno. No caso
de se utilizar o eléctrodo de merclrio estatico, na versdo mais conhecida de
eléctrodo de mercurio de gota suspensa (HMDE), tal como o nome indicia, a gota
de mercurio, depois de formada, permanece imdvel na ponta do tubo capilar e o
varrimento é efectuado com uma Unica gota, sendo o voltamograma registado sob
estas condigbes. No caso do eléctrodo de merclrio de gota gotejante, tal como o
nome também indicia, durante um determinado varrimento apresenta um fluxo
constante de gotas idénticas, cujos diametros podem variar entre 0,2 mm e 1 mm.
Estas gotas vao-se formando em intervalos de tempo definidos pelo operador, que
variam entre 1 a 5 segundos, devido a pressdo exercida pelo mercurio dentro do
reservatorio. No caso do eléctrodo de filme de mercurio, o filme é depositado
electroquimicamente em superficies sdlidas, como de platina ou de carbono vitreo,
a partir da reducédo catodica de ides mercurio (II) de uma solugdo. Estes eléctrodos
de mercurio sdo utilizados essencialmente na zona catddica, em potenciais que
podem variar entre +0,3 V a -2,4 V vs o eléctrodo de calomelanos saturado (ECS).
Estes eléctrodos apresentam-se como importantes pois a sua zona de actuacdo

coincide com a regido de potencial onde ocorrem as reaccbes electroquimicas da
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maioria dos iGes metalicos e de um grande nimero de espécies organicas. No modo
gotejante e no modo estatico este eléctrodo apresenta uma superficie renovavel,
evitando, entre outros, problemas devido aos chamados envenenamentos
superficiais.

Entre os eléctrodos soélidos, o de platina € um dos mais populares. Actua na
regido de potencial de cerca de +1,1 V a -0,5 V vs ECS, dependendo do electrdlito
de suporte utilizado. E Util na regido anddica, onde o eléctrodo de merctrio ndo
actua. Outro eléctrodo sdlido util na regido anddica é o de ouro, que pode ser
utilizado em intervalos de potencial de +1,5V a -0,8 V vs ECS.

Muito usados na regido anddica e também catddica sdo os eléctrodos de
carbono, principalmente o de carbono vitreo, que actua no intervalo +1,5V a -1,1
V vs ECS, dependendo do meio utilizado.

Existem também eléctrodos soélidos que podem ser usados na regido
catddica. No entanto nenhum deles apresenta um desempenho superior ao do
eléctrodo de mercurio, devido principalmente as suas propriedades no que concerne
a renovacao facil e rapida da sua superficie e a formacdo de amalgamas com varios
metais.

Mais recentemente tém sido desenvolvidos novos tipos de eléctrodos de
trabalho para serem usados em voltametria, tais como os eléctrodos quimicamente
modificados e os ultra-microeléctrodos. Actualmente reconhece-se o enorme
potencial destes eléctrodos e, em varios casos, a capacidade comprovada de serem
uma alternativa mais eficaz aos eléctrodos ja existentes, transformando a

voltametria numa técnica cada vez mais poderosa.

I1.1.8. Remocgao do Oxigénio

Grande parte das solugbes apresenta dissolvido no seu seio oxigénio
atmosférico. O oxigénio é electroactivo e produz ondas polarograficas na regido
catddica, mais concretamente uma com potencial de meia onda, E;;,, ao redor de -
0,05 V vs ECS e outra com E;;; ao redor de -1,0 V vs ECS [Aleixo, 2003]. Desta
forma, quando se trabalha na regido catddica, ha a necessidade da remocgdo do
oxigénio atmosférico dissolvido.

A primeira onda catddica é devida as reaccées:

0, +2H" + 2e~ 5 H,0, (meio acido)
0, + 2H,0 + 2e~ S H,0,+ 20H~ (meio alcalino ou neutro)
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Quer a formacado do perdéxido de hidrogénio na redugdo do oxigénio em meio
acido quer em meio alcalino ou neutro vai ocorrer aproximadamente no mesmo
potencial (E;;; = -0,05 V vs ECS).

A segunda onda catddica (E;» = -1,0 V vs ECS) é devida as seguintes
reacgoes:

H,0, + 2H* +2e~ S 2H,0 (meio 4cido)

H,0, +2e~ S 20H~ (meio alcalino ou neutro)

Como consequéncia, na regido catddica, quando se faz uma medicdo
voltamétrica ou polarografica na presenca de oxigénio, a corrente de fundo sera
alta e ird mascarar a corrente produzida pela espécie electroactiva. Desta forma, é
necessario remover o oxigénio dissolvido na solucdo antes de se iniciar as medidas.
Consegue-se isto desarejando a solucdo através da passagem de um gas inerte
isento de oxigénio. O gas é borbulhado na solucdo durante alguns minutos,
removendo o oxigénio e ficando dissolvido em vez deste. Como este gas é
electroguimicamente inerte no intervalo de potencial de interesse ndo produzira
nenhuma corrente de fundo. Os gases mais utilizados para este fim s3ao o azoto
(N,), argon (Ar), néon (Ne) e hélio (He). O azoto é um dos mais utilizados por ser
mais barato e poder ser facilmente obtido com um elevado grau de pureza no que
respeita a presenca de oxigénio. Quando isto ndo se consegue podem ser utilizados
frascos de purificacdo de gas, intercalados entre a botija de N, e a célula
electroguimica, contendo redutores que removerdao o oxigénio, purificando assim o
azoto que sera borbulhado na solugdo contendo o nosso analito [Aleixo, 2003].

Além do oxigénio constituir uma interferéncia, devido a capacidade para ser
electroquimicamente reduzido, deve considerar-se também o seu papel como
agente oxidante. Assim, naqueles casos em que o oxigénio (ou um seu conjugado
redox) pode actuar como oxidante do analito ou favorecer a oxidagao do material

do eléctrodo, sera conveniente remové-lo da solugdo [Brett & Oliveira-Brett, 1993].
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"I was intrigued by neural networks that could
automatically learn a pattern. I was very excited about finding
these magical devices that, once you discovered the right

”

design, you could turn on and they would get smarter.

David Shaw, 1997

Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados

O volume de dados que sdo criados, armazenados e manipulados pela
maioria das organizagoes apresenta uma taxa de crescimento didria que ultrapassa
a nossa capacidade de analisar, sintetizar e extrair conhecimento a partir desses
dados. Apesar da existéncia de Sistemas Gestores de Bases de Dados (SGBD), que
nos fornecem ferramentas capazes de armazenar e visualizar grandes quantidades
de informagdo, a utilizacdo de ferramentas especificas, desenhadas e
implementadas com o objectivo de automatizar o processo de anadlise de dados, é
cada vez mais importante e imprescindivel [Santos et al., 1999].

Neste contexto, surgiu uma nova area de investigacdo denominada
Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados (DCBD), que se desenvolve em
varias fases e inclui a gestdo dos algoritmos de Data Mining, utilizados para extrair
padroes dos dados e interpretar esses mesmos padrdes. As ferramentas de DCBD
utilizam uma diversidade de algoritmos para identificar relacdes e padrdes comuns,
que estdo escondidos entre o grande volume de dados disponiveis. Estas relacbes e
padroes encontrados representam conhecimento implicito na Base de Dados (BD)
explorada e nas entidades nela contidas. Uma outra fase do processo € decidir se
as relagbes e padroes encontrados reflectem ou ndo conhecimento util, fase a qual
implica normalmente a participagcdo do utilizador [Fayyad et al., 1996a]. O
desenvolvimento desses algoritmos é um dos objectos de estudo da Inteligéncia
Artificial (IA), uma disciplina relativamente recente, mas com um potencial de

aplicacdo elevado nas mais diversas areas do conhecimento.
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III.1. O processo de Descoberta de Conhecimento em
Bases de Dados

A Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados (DCBD) é definida como
“0 processo ndo trivial de identificacdo de padrdes a partir dos dados, sendo os
mesmos validos, desconhecidos e potencialmente (teis”. O processo de DCBD
(Figura 1III.1), que se desenvolve em varias etapas, inclui a utilizacdo dos
algoritmos de Data Mining e a interpretacdo dos padrdoes encontrados pelos

mesmos, 0s quais poderdo fundamentar o processo de tomada de decisao.

Conhecimento

Padrées

" Interpretacido
Dados
transformados

“Data Mining

Dados pré-
processados BEE
v
) (%) Transformacao
Dados u
seleccionados u
[ ) ;
Pre-processamento
wl [}
o -
Dados > .‘ .l

.' ' Seleccao

Figura III.1 - O processo de Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados (Adaptado de
Fayyad et al, 1996a)

Consoante o autor, a area de especializacdo e a abordagem assim se podem
considerar mais ou menos etapas. Contudo, as etapas apresentadas na Figura III.1
sdao comuns, e podem ser sintetizadas em:

1. Seleccao dos dados a tratar, que inclui a percepcao do conhecimento
relevante sobre o dominio e os objectivos a atingir no processo. Consiste
no estudo/compreensdo do dominio de aplicagao e na seleccdo dos dados
a analisar. Procura-se, deste modo, limitar o espago de pesquisa,
direccionando o foco para subconjuntos de variaveis ou dados, onde sera

realizada a descoberta de conhecimento;
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2. Pré-processamento tendo em vista a limpeza dos dados. E frequente o
aparecimento de dados inconsistentes, de valores omissos ou a presenca
de ruido, para os quais é necessario definir uma estratégia de actuacgao.
Pode ainda ser constatada a existéncia de atributos redundantes ou a
falta de atributos relevantes que conduzem a necessidade de integracao
de novos dados e/ou a reconfiguracao dos dados para assegurar uma BD
uniforme e consistente;

3. Transformacao dos dados, o que inclui a procura de formatos
apropriados para armazenar os dados. Esta etapa tem como objectivo
facilitar a utilizacdo dos dados por parte das ferramentas de Data Mining;

4. Data Mining, envolve a seleccdo e utilizacdo dos métodos e técnicas
que melhor se enquadrem no cumprimento das metas inicialmente
estabelecidas. Depende, fundamentalmente, dos objectivos do processo
de Data Mining;

5. Interpretacao dos padrdes encontrados. Nesta fase inclui-se a
visualizacdo dos padrdes encontrados, a remocao de padrdes
irrelevantes ou redundantes. Na verdade, procura-se construir uma
representacdo do conhecimento acessivel e clara. Os padroes
identificados pelo sistema sdo interpretados como conhecimento, o qual
pode ser usado como suporte a tomada de decisdo. Este conhecimento
traduz-se, por exemplo, no entendimento dos conteidos da BD ou na

explicacdo de um fendmeno observado.

As etapas do processo de DCBD apresentadas na Figura III.1 podem ser
agrupadas em trés tarefas distintas: o pré-processamento, o Data Mining e o pos-
processamento (Figura III.2). O pré-processamento esta relacionado com a
adequacdo dos dados, de acordo com as técnicas de Data Mining a utilizar. A
segunda tarefa, designada por Data Mining, é o nlcleo de todo o processo, sendo
muitas vezes confundida com ele. A terceira tarefa é composta pela visualizacdo, a

interpretagcdo e a avaliagdao dos resultados.
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Figura III.2 - Fases de desenvolvimento do processo de descoberta de conhecimento em
bases de dados agrupadas em tarefas.

Todo este processo é iterativo e interactivo possibilitando retrocessos nas
diversas fases e a participacdo do utilizador sempre que se justifique a tomada de
decisdo. Em termos de “trabalho”, a fase de Data Mining representa normalmente
20% do tempo gasto em todo o processo. Esta é também a fase que é melhor
suportada automaticamente (por software). Todas as outras fases, desde a
seleccdo dos dados até a interpretacdo dos padroes encontrados, constituem mais
uma questao de “arte” do que uma rotina que possa ser automatizada [Andrienko &
Andrienko, 1998].

I11.2. Data Mining

Encontram-se varias definicdes para o termo Data Mining, consoante a area
de especializacdo, o autor e a abordagem (Bramer, 2007; Chang et al., 2001; Cios
et al., 2007; Fayyad, 1997; Fayyad et al., 1996; Taniar, 2008). Contudo, existem
caracteristicas comuns que se podem sintetizar na seguinte definicdo: aplicagao de
métodos e técnicas em grandes Bases de Dados para encontrar tendéncias ou

padroes com o intuito de descobrir conhecimento.
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Como foi anteriormente referido, a etapa de Data Mining é apenas uma fase
do processo de Descoberta de Conhecimento em Bases de Dados. Consiste na
escolha e utilizagdo dos métodos e técnicas que melhor se enquadram no
cumprimento dos objectivos estabelecidos. De um modo geral, os objectivos de
Data Mining podem ser divididos em duas tarefas/objectivos gerais (previsdo e
descricdo). No caso da previsao pretende-se inferir comportamentos futuros com
base nas experiéncias do passado, ao passo que na descricdo pretende-se
descrever de forma compacta conjuntos de dados ou associagdes variaveis.

As tarefas referidas anteriormente sdo, normalmente, divididas em
subtarefas. Assim, no que concerne a previsao, esta pode ser dividida em:

1. Classificacao - corresponde a descoberta de uma funcdo que associa um
caso a uma das diversas classes discretas de classificacdo, de forma a classificar
um novo objecto de acordo com um padrao de classificacdo; e

2. Regressao - consiste em prever valores futuros ou desconhecidos de
uma variavel dependente, a partir de exemplos. Corresponde a concepgao de um
modelo capaz de aprender uma funcdao desconhecida que se aproxime da fungao

dada por um conjunto de caracteristicas genéricas.

Relativamente ao objectivo descricdo é comum dividir-se em:

1. Associacdo ou dependéncia - consiste em encontrar um modelo que
descreva dependéncias significativas entre variaveis, através da identificacdo de
grupos de dados fortemente correlacionados. As associagdes surgem quando varias
ocorréncias estdo ligadas num Unico evento podendo surgir a nivel estrutural ou
quantitativo;

2. Sumariagao - corresponde a encontrar uma descricdo compacta para
subconjuntos de dados através de regras de resumo e de descobertas de relacGes
entre as variaveis;

3. Segmentacado - permite identificar um conjunto finito de categorias ou
segmentos para descrever os dados. Os objectos pertencentes ao mesmo segmento
sao semelhantes entre si e diferentes dos objectos pertencentes a outros
segmentos. Pode ser um objectivo intermédio de Data Mining, sendo realizado
numa fase inicial, para encontrar grupos homogéneos de dados para posterior
aplicacao de algoritmos de aprendizagem; e

4. Visualizacdao - trata da apresentacdo dos resultados de Data Mining
através de uma forma visual com o recurso a graficos ou diagramas. Pretende dar a
conhecer informagbes complexas de uma forma acessivel, evidenciando os padrdes

e as tendéncias reveladas.
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II1.3. Modelos e Técnicas de Data Mining

Um modelo é definido como uma funcdo que atribui a cada exemplo
possivel, no dominio definido pelos atributos de entrada, um valor contido no
dominio do atributo de saida, contendo cada modelo um conjunto de parametros
que tém de ser ajustados (ou estimados), a partir de um conjunto de dados,
através de um algoritmo, na fase de aprendizagem. Apds a aprendizagem, é
possivel extrapolar novas saidas, alimentando o modelo com novas entradas
[Cortez, 2004]. Como técnica compreende-se o conjunto de processos baseados
em conhecimentos cientificos, de calculo ou experimentacdo, utilizados para a
obtencdo de resultados.

Quando se pretende construir um modelo ha que definir as principais
caracteristicas do sistema, que devem representar o objecto de estudo o mais
fielmente possivel, recolher todos os dados necessarios a sua construgdo e
consequente validagdo, sendo por isso necessaria uma divisdo dos dados em, pelo
menos, dois subconjuntos. Um desses subconjuntos é utilizado para gerar o
modelo, sendo designado por conjunto de treino. O(s) outro(s) sao utilizados para
testar e para validar o modelo, sendo designados, respectivamente, por conjunto
de teste e conjunto de validacdo. Em geral, o conjunto de treino tem um numero de
dados superior aos dos outros conjuntos. As proporcoes relativas destes
subconjuntos sdo varidveis e dependem de varios factores, nomeadamente
natureza do problema, numero de casos da amostra e técnica a utilizar [Teixeira,
2005].

Existem varios modelos de Data Mining mas nenhum deles apresenta
universalidade na sua aplicacdo, isto &, nenhum deles resolve eficientemente todos
os problemas [Harrison, 1998]. Na verdade, a escolha de um determinado
algoritmo para um dado problema ndo é um processo linear. E possivel utilizar
diferentes modelos para a mesma tarefa com vantagens e desvantagens intrinsecas
[Fayyad et al., 1996b]. A Tabela III.1 associa as diversas tarefas e as técnicas de

Data Mining utilizadas com maior frequéncia [Teixeira, 2005].
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Tabela III.1 - Aplicagdo dos modelos de Data Mining a diversas tarefas.

Q
Tarefas | & | ® | & | &% | ©
63 O O [} ] o
S| §F| 8|88
HHEI IR
Modelos de a g 3 £ a | &
Data Mining S| &S | <
Arvores de Decisgo v’ v’ v’ v v
Indugéo de Regras v’ v’ v’ v’
Redes Neuronais v’ v’ v’ v’
Algoritmos Genéticos v’ v v v
Aproximagédo de Vizinhangas v’ v’

III.3.1. Arvores de Decisio

As Arvores de Decisdo tiveram origem na &rea da Aprendizagem Automatica,
com base na analise designada por Automatic Interaction Detection desenvolvida
pela Universidade de Michigan. Esta andlise testa automaticamente todos os
valores de um determinado atributo de forma a identificar aqueles que tém uma
forte associagdo com os registos de saida [Teixeira, 2005].

Uma Arvore de Decisdo consiste, tal como o nome indica, numa estrutura
arborescente, constituida por nds, ramos e folhas ou nds terminais. Os ndés definem
condigdes ldgicas sobre um determinado atributo. De cada né saem ramos
representando, cada um deles, um dos valores possiveis do atributo considerado no
nd. Cada folha representa uma classe. O percurso desde a raiz até uma folha
corresponde a uma regra de decisao ou classificacao [Teixeira, 2005].

Os algoritmos de indugdo de arvores de decisdo utilizam a aprendizagem
supervisionada, isto €, sao fornecidas ao sistema as respostas correctas, a partir de
um conjunto de exemplos onde, cada um deles, é formado por um vector de
entrada e um vector de saida ou resposta [Rich & Knight, 1991]. A construcdo das
arvores de decisdo é feita a partir dos dados de treino, de uma forma recursiva,
subdividindo-os até a obtencdo de nds “puros”, em que cada nd representa apenas

uma Unica classe, ou a satisfagdo de um critério de paragem [Rich & Knight, 1991].
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II1.3.2. Inducao de Regras

A Inducdo de Regras é outra das técnicas de Data Mining muito divulgada,
que permite a detecgdo de tendéncias e padrdes em grupos de dados. Esta técnica
surge, muitas vezes, associada as Arvores de Decisdo, sendo utilizadas para
representar o conhecimento nestas apresentado [Teixeira, 2005]. A regra mais
importante corresponde ao primeiro né da arvore e as seguintes correspondem aos
nos subsequentes, de acordo com a sua importdncia [Santos & Azevedo, 2005;
Santos et al., 2005; Han & Kamber, 2006; Nisbet et al., 2009]. A representagao é
escrita numa sintaxe do tipo SE condicdo ENTAO accdo, onde a condi¢do da regra
especifica alguns atributos e valores e a acgdo prevé um valor para um atributo
cuja previsdo € desejada [Fayyad et al., 1996a]. As regras tém dois graus
associados, o suporte e a confianga. O suporte esta relacionado com o numero de
casos no qual a regra é encontrada, enquanto a confianca é a probabilidade

condicional da regra [Quinlan, 1998].

II1.3.3. Algoritmos Genéticos

Os Algoritmos Genéticos (AG) sdo uma técnica de Data Mining inspirada na
teoria da evolucdo de Darwin. S3o uma familia de modelos computacionais que
procuram encontrar solugdes exactas ou aproximadas para um determinado
problema. Sdo uma classe particular de algoritmos evolucionarios que utilizam
técnicas inspiradas na biologia evolucionaria, tais como calculo de aptiddo,
seleccdo, cruzamento e mutagdo [Sivananda & Deepa, 2008].

A ideia original de Algoritmo Genético foi proposta por Holland e inicia-se
com uma populacdo de individuos gerada aleatoriamente, sendo cada individuo
considerado como uma possivel solucdo para o problema. A informacdo que é
disponibilizada por cada individuo, e que atende aos valores dos parametros do
problema em equacdo, é representada por um cromossoma, de uma forma em tudo
semelhante a estrutura do ADN. Esses cromossomas sdo constituidos por um
conjunto de genes (caracteres). Um valor possivel para um gene é designado por
alelo. A qualidade de cada solugdo (cromossoma) € medida por uma funcao
chamada de aptiddo, sendo os individuos avaliados de acordo com esta [Cortez,
2002], tal como é defendido pela teoria da evolugdo de Darwin. Segundo esta, os
individuos sdo naturalmente seleccionados, de acordo com a aptiddo que revelam

perante determinado ambiente, sobrevivendo os individuos cujas caracteristicas
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hereditarias que contribuem para a sobrevivéncia se tornam mais comuns e sendo
cada vez mais raras as caracteristicas que sdo prejudiciais a essa mesma
sobrevivéncia [Sivananda & Deepa, 2008].

Em cada ciclo parte-se da populacgdo actual. A semelhanca do que se passa
no mundo real, os individuos da actual populacdo sdo submetidos a uma série de
operacgOes, que envolvem a seleccdo dos progenitores, cruzamento entre pares de
progenitores e mutacdao dos descendentes. O resultado deste processo é o
aparecimento de uma nova geracao de individuos, repetindo-se o processo durante
varias geracbes até que se satisfaca uma determinada condicdo de paragem
[Sivananda & Deepa, 2008].

II1.3.4. Aproximacao de Vizinhangas

Os algoritmos de Aproximacdo de Vizinhangas estdo baseados no principio
de que registos semelhantes estdo proximos, quando analisados numa perspectiva
espacial [Santos, 2001; Teixeira, 2005]. Cada regido, identificada pela proximidade
de registos, interpretados como pontos no espaco, define uma classe, ou segmento
cujos registos apresentam caracteristicas comuns [Botica et al., 2003]. A
segmentacdo pode ser hierdrquica, isto &, as classes estdo organizadas segundo
uma hierarquia (e.g. dendogramas). Quando, pelo contrario, ndo existe
organizacdo entre as classes a segmentacao diz-se nao hierarquica.

Neste tipo de abordagem é utilizada a aprendizagem ndo supervisionada
uma vez que nao é fornecido ao sistema qualquer indicacdo sobre as respostas

correctas, sendo a sua avaliacao feita pela utilidade dos agrupamentos formados.

II1.3.5. Redes Neuronais Artificiais

As Redes Neuronais Artificiais (RNAs) sao modelos baseados em sistemas
existentes na natureza. Na verdade sao modelos simplificados do sistema nervoso
central do Ser Humano. Uma RNA é composta por neurdnios artificiais ou nodos,
gue constituem as unidades basicas de processamento e que possuem uma aptiddo
natural para armazenar conhecimento empirico e torna-lo acessivel ao utilizador.

A semelhanga de funcionamento relativamente ao cérebro humano prende-
se com o facto de o conhecimento ser adquirido a partir de um ambiente, através
do processo de aprendizagem, conhecimento esse que é armazenado nas ligagoes

gue se estabelecem entre os varios nodos.
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Durante o processo de aprendizagem ¢é fornecido ao modelo o ambiente de
aprendizagem e o objectivo a atingir. S3o apresentados os casos de treino e
ajustados os pesos relativos das conexdes de forma a atingir esse mesmo
objectivo, isto é, o estado de conhecimento da rede.

As RNAs oferecem cada vez mais a aproximagdo mais promissora para a
construcdo de verdadeiros sistemas inteligentes, sendo reportada a sua utilizacdo
em inUmeras aplicacées, nas mais diversas areas do saber, com taxas de obtencdo
de respostas positivas muito elevadas. O poder computacional de uma RNA é
sustentado por uma topologia que premeia o paralelismo e pela sua capacidade de
aprendizagem e generalizacdo, isto é, pela sua capacidade de se adaptar a novas
situacbes com base em experiéncias passadas. Ndo se engane aquele que pense
gue as RNAs podem, actualmente, dar resposta a qualquer problema. A verdade é
gue ainda se estd muito longe de atingir um sistema que consiga simular o cérebro
humano, dada a sua enorme complexidade. Muitas vezes as RNAs tém de ser
integradas noutras plataformas para que se consiga solucionar um determinado
problema. As RNAs apresentam, ainda assim, caracteristicas Unicas [Azoff, 1994;
Patterson, 1996; Haykin, 2008], tais como:

e Aprendizagem e generalizacao: conseguem descrever o todo a partir
de algumas partes, constituindo-se como formas eficientes de

aprendizagem e armazenamento de conhecimento;

¢ Processamento macicamente paralelo: permitem que tarefas

complexas sejam realizadas num curto intervalo de tempo;

¢ Nao linearidade: atendendo a que a maioria dos problemas reais a

equacionar e resolver sdao de natureza nao linear;

¢ Adaptabilidade: podem adaptar a sua topologia de acordo com

mudancas do ambiente;

e Robustez e degradagdao suave: permitem processar o ruido ou
informagcdo incompleta de forma eficiente. Assim, sao capazes de
manter o seu desempenho quando ha desactivacdo de algumas

conexoes e/ou nodos;
¢ Flexibilidade: apresentam um grande dominio de aplicabilidade;

e Usabilidade: ndao necessitam do conhecimento prévio da fungdo a ser

aprendida.
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III.3.5.1. Neurodnio Artificial ou Nodo

O termo nodo, muito utilizado em RNAs, faz a distincdo entre neurdnio
natural e artificial. Os nodos sao a unidade de processamento chave para o
funcionamento de uma RNA. Existem diversos tipos de nodos mas o principio de
funcionamento ndo varia muito entre eles. Estes comportam-se como
comparadores que produzem uma saida quando o valor cumulativo das entradas
excede um dado valor limite.

Os nodos (Figura III.3) sdo constituidos por trés elementos fundamentais
[Haykin, 2008]:

¢ Um conjunto de conexdes, que simbolizam as sinapses entre os
neuronios. Cada conexdo tem associado um peso, que confere um efeito
excitatorio (valores positivos) ou inibitério (valores negativos). Desta
forma, o sinal ou estimulo (x;) € multiplicado pelo correspondente peso
wj;, onde / representa o nodo objecto de estudo e j o nodo emissor do
sinal. Em algumas situacbes pode ainda existir uma conexdo extra,
denominada de bias, cuja entrada é fixada no valor +1, que estabelece
uma certa tendéncia ou inclinacdo no processo computacional (adiciona
uma constante para que se estabelecam as condicbes operacionais

correctas para o nodo).

e Um integrador, que reduz os n argumentos de entrada (estimulos) a
um Unico valor. Frequentemente ¢é utilizada a funcdo adicdo (%),

pesando todas as entradas numa combinacao linear.

e Uma funcao de activacao (f), que pode condicionar o sinal de saida,
introduzindo uma componente de nado linearidade no processo

computacional.
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X, = +1 (bias)
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Figura II1.3 - Estrutura do neurodnio artificial de McCulloch e Pitts (Adaptado de Haykin, 2008)

Em termos formais um nodo i com n entradas e uma saida é descrito pelas

seguintes equacoes:

u; = g(Wilxl + Wipx, + -+ Winxn) + bias

Si = f(w)

Onde u; representa o ganho do nodo e S; a saida do nodo.

Equacao III.1.

Equacao III.2.

A Tabela III. 2 apresenta algumas das funcdes de activagao mais utilizadas.

A funcdo limiar, designada também por fungdo Heaviside, é usualmente utilizada

em nodos tipo McCulloch-Pitts, em que a saida toma o valor +1 apenas se o ganho

for ndo-negativo, obedecendo a uma filosofia de tudo ou nada. As fungOes de

activacdo logistica e tangente hiperbdlica introduzem uma componente de ndo-

linearidade ao processo computacional. A fungdo logistica, também designada por

sigmodide, cuja forma pode ser aproximada por um “S”, é a funcdo de activagao

mais utilizada em RNAs. E uma funcdo crescente que oscila entre o comportamento

linear e o ndo linear, tendendo para a funcgao limiar, no limite, quando k tende para

o infinito [Jordan, 1995].
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Tabela III. 2 — Algumas fung6es de activagao

Nome Funcao Representacdo Grafica
1 , U >0
Limiar ou Heaviside
0 , Ui <0
Linear u;
Logistica ou Sigmdide !
? " =18 Tteru
Tangente Hiperbdlica tanh (k u;)

II1.3.5.2. Arquitecturas de rede

A forma como os nodos se interligam numa estrutura de rede é denominada
por arquitectura ou topologia de rede. Existem varios tipos de arquitecturas de
RNAs, cada uma delas com as suas proprias potencialidades. De uma forma geral,
essas arquitecturas cabem dentro de duas categorias principais: as Redes
Neuronais Unidirecionais (RNUs) e as Redes Neuronais Recorrentes (RNRs).

As Redes Neuronais Unidireccionais, como o préprio nome indica, sdo redes
nas quais a arquitectura se baseia em conexdes entre camadas adjacentes que se
propagam numa Unica direccao, ndo existindo, portanto, ciclos nem retrocessos
(Figura III.4). Contudo, podem existir camadas intermédias cujo numero é variavel
sendo, na maioria dos casos, uma ou duas. A arquitectura mais simples é composta
por duas camadas, i.e. uma camada de entrada, cujos valores sdo fixados

externamente e uma camada de saida.
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Figura III.4 - Rede Neuronal Unidireccional

As Redes Neuronais Recorrentes simulam sistemas dindmicos, nos quais
uma saida pode, de algum modo, influenciar a entrada para esse mesmo elemento
criando-se, assim, um ou mais circuitos fechados (Figura III.5). Ao conter ciclos, as
saidas ndo sdo funcdo exclusivamente das conexdes entre nodos mas também de
uma dimensdo temporal, isto €, esta-se na presenca de um calculo recursivo, que
obedecera naturalmente a uma certa condicdo de paragem, com a ultima iteragdo a

ser dada com a saida para o nodo [Rojas, 1996].

i 6 —»
Entradas 1 Saidas
2 4 7 —»

AR

Figura II1.5 — Rede Neuronal Recorrente

As RNUs constituem uma das mais importantes e populares classes de RNAs,
com um vasto leque de aplicabilidade, tais como em problemas de memoria
associativa, classificagdo, reconhecimento de padrdes e regressdao e em diversos
dominios incluindo, entre outros, Processos de Controlo Industrial, Robdtica e
Automacdo, Estatistica, Medicina, Gestdo e Controlo de Producdo, Economia, entre
outros [Patterson, 1996; Sharda & Rampal, 1996; Haykin, 2008].
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RNU designa-se por completamente interligada quando contém todas as
ligagGes possiveis entre os nodos de duas camadas adjacentes. Caso contrario,
designa-se por parcialmente interligada. Por vezes existem ligagdes directas entre
as entradas e os nodos de saida ou que “saltam” camadas. Estas conexdes
designam-se por atalhos [Haykin, 2008].

A ndo linearidade, a existéncia de nodos intermédios e o seu alto grau de
conectividade tornam a arquitectura unidireccional numa maquina de aprendizagem
muito poderosa. No entanto, sdo estas mesmas caracteristicas que dificultam o
entendimento do processo de aprendizagem [Haykin, 2008].

N3o existe uma topologia ideal de arquitectura de uma RNU. Esta dependera
do problema a ser resolvido, do numero de entradas disponiveis e da complexidade
do problema em questdo. Na maior parte dos casos, o estabelecimento da melhor
arquitectura de rede é feito por tentativa e erro, comegando-se por uma estrutura
inicial que vai sendo selectivamente modificada de forma a minimizar uma métrica
de erro. De um modo geral, as ferramentas disponiveis permitem escolher o modo
como as redes sdo geradas, podendo iniciar-se o processo por uma rede de
pequena ou grande dimensdo a qual vdao sendo, respectivamente, adicionados ou
removidos nodos e/ou camadas intermédias, até ser atingida uma determinada
condicdo de paragem. Outras ferramentas permitem ainda o treino paralelo de
varias topologias sendo a escolhida aquela que melhor cumpra um determinado
critério, como por exemplo a minimizagdo da média do quadrado dos erros [Witten
& Frank, 2005; Clementine, 2007].

Uma RNU com uma Unica camada intermédia permite, de acordo com o
Teorema Universal de Aproximacgdo de Funcgles, aprender. Alguns estudos também
apontam nesse sentido [Hornik et al., 1989]. Contudo, outros autores referem que,
na pratica, muitas funcbes sdo dificeis de aprender com apenas uma camada
intermédia [Cheng & Titterington, 1994; Flood & Kartam, 1994].

Contudo, devido as capacidades de correspondéncia ndo linear entre
padrbes, as RNA tém sido utilizadas com sucesso em diversos dominios, incluindo,
de um modo geral para um conjunto representativo de dados de treino, uma rede
com apenas uma ou, quanto muito, duas camadas intermédias permite aprender

uma dada tarefa com mestria.
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II1.3.5.3. Algoritmo de Retro-propagacao

Relativamente ao treino de redes neuronais, o algoritmo de retro-
propagacao [Rumelhart et al., 1986] é tido como o algoritmo de treino mais
utilizado em RNUs [Govindaraju & Rao, 2010]. Trata-se de um algoritmo de
referéncia, sendo um método de computacdo eficiente para o treino de RNUs.
Baseia-se em métodos de gradiente descendente e procura minimizar a fungdo de
erro no espacgo de procura dos pesos, tendo em vista encontrar o conjunto 6ptimo
de valores de pesos que, numa situacdo ideal, originaria as saidas correctas para
uma qualquer entrada.

O algoritmo de retro-propagacao envolve essencialmente duas etapas. Na
primeira, denominada “propagacdo frontal”, sao fornecidos os vectores de entrada
que se propagam em frente, camada apds camada e, com base nas equagodes III.1
e III.2, sdo calculadas as saidas. No final é calculado o erro entre os valores
calculados e os valores reais. Na segunda etapa, denominada “retro-propagacao”, o
erro calculado anteriormente é propagado para tras, desde a camada de saida até a
camada de entrada sendo os pesos das conexdes iterativamente ajustados [Bose &
Liang, 1996].

Antes de se iniciar o treino procede-se a escolha dos valores iniciais dos
pesos. Em geral, estes devem ser gerados de forma aleatéria, dentro do intervalo
[-0,7; 0,7] [Hastie et al., 2001]. Inicia-se entdo o treino da rede sendo os pesos
iterativamente ajustados. O processo é dado como terminado pela aplicagdo de
critérios de paragem (e.g. quando as alteracdes nos pesos e no erro forem
insignificantes ou até que se atinja um erro minimo). Uma iteracdo considera-se
terminada quando todos os exemplos de treino tiverem sido considerados.

O algoritmo de retro-propagacdo é controlado por dois parametros, o
coeficiente de momento (u) e a taxa de aprendizagem (n), cujos valores se situam
no intervalo [0, 1]. O coeficiente de momento é utilizado na fase de actualizagdo
dos pesos e visa garantir que esta seja feita de um modo consistente. Comporta-se
como uma memoria, tendo um efeito estabilizador em situagdes oscilatérias. A taxa
de aprendizagem, por seu lado, controla as mudangas nos pesos. Quando n toma
valores pequenos, proximos de zero, as mudangas produzidas sdo pequenas e
podem tornar a aprendizagem demasiado lenta. No caso de n ter valores proximos
da unidade as variacbes sao demasiado grandes e podem conduzir a instabilidade
no treino [Han & Kamber, 2006; Haykin, 2008].
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I11.4. Avaliacao de Modelos

Apds a construcao dos modelos é necessario inferir qual a confianca que se
pode depositar na previsdo de cenarios futuros. Deste modo é preponderante
avaliar o desempenho dos modelos gerados. Sdo varios os métodos de amostragem
disponiveis para estimar a capacidade de generalizacdo de um modelo: estatistica
simples, validagdo por resubstituicdo, validagdao com divisao de amostra, validacao
cruzada e bootstrapping [Weiss & Provost, 2001; Han & Kamber, 2006; Gopalan &
Sivaselvan, 2009].

No caso da validacdo por resubstituicdo [Breiman et al., 1984], apds a
construgdo do modelo este é utilizado para prever os exemplos utilizados na sua
criagdo sendo estimado o erro associado. Este método apresenta a desvantagem de
a minimizagdo do erro estar subjacente a prépria construgdo dos modelos. Deste
modo, a estimativa do erro pode ser demasiado optimista.

O método mais utilizado para estimar o erro de generalizacdo &, contudo, a
validagdo com divisdo da amostra. Este baseia-se numa divisdo dos dados do
problema em dois grupos: um primeiro grupo utilizado para treinar o modelo, de
forma que este possa aprender, e um segundo grupo para testar e validar o
modelo, estimando o erro de generalizagdo. A aplicacdo deste método é
extremamente simples e rapida. No entanto reduz o nimero de casos disponiveis
para treino. Deve ser utilizado quando o numero de dados disponiveis o permita
[Larose, 2006; Bramer, 2007].

A validagdo cruzada é uma evolucdo do método de validagdo com divisao da
amostra, que permite a utilizacdo de todos os casos disponiveis quer para treino,
quer para validagdo. Para conjuntos pequenos de dados, esta técnica é
notavelmente melhor que a anterior. Todavia, a sua aplicagdo requer um

consideravel esforco computacional, nem sempre disponivel [Bramer, 2007].

Como foi referido anteriormente, perante um dado problema, é possivel e
desejavel gerar diversos modelos com recurso a diferentes algoritmos. Deste modo,
torna-se necessario eleger o modelo mais adequado. Existem varias técnicas de
avaliagdo dos modelos obtidos, que devem ser seleccionadas em fungao do tipo de
problema em estudo. As mais utilizadas em tarefas de classificagdao sdao a Matriz de
Confusao e as Curvas ROC, enquanto nas tarefas de regressdao sdo utilizadas
técnicas como o Desvio Absoluto Médio (DAM), Soma do Quadrado dos Erros
(SQE), Média do Quadrado dos Erros (MQE), Raiz da Média do Quadrado dos Erros
(RMQE) [Witten & Frank, 2005].
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Os modelos de regressdao tentam estimar o valor associado a cada exemplo
em estudo. O melhor modelo é, naturalmente, aquele que apresenta resultados
mais proximos da realidade, segundo uma medida da estimativa do erro. O erro de

previsdao é dado por:

e=d-—d

Equacao III.3. - Erro de previsdao

onde d representa o valor desejado e d’o valor estimado pelo modelo.

Para um conjunto de dados: X;>d;, ..., X,>d,, pode ser calculado um erro
global, relativo as N observagbes, utilizando varias métricas como o DAM, a SQE, a
MQE e/ou a RMQE.

YiLilei]
DAM = =221
N

Equacao II1.4. - Desvio Absoluto Médio

N
SQE = Z ef
i=1

Equacao III.5. - Soma do quadrado dos erros

Equacao II1.6. - Média do quadrado dos erros

RMQE = /MQE

Equacdo III.7. — Raiz quadrada da média do
quadrado dos erros

As medidas DAM e MQE sao duas das medidas mais utilizadas nos modelos
de regressdo. Tém a sua origem na estatistica, tendo como objectivo definir o
melhor estimador para um conjunto de valores. Estas medidas, quando aplicadas a
este tipo de modelos, servem diferentes propdsitos. Se, para o problema em
guestdo, for aceitavel cometer erros extremos, desde que a maioria dos resultados

se aproxime do valor real, deve-se escolher o modelo que minimiza o valor do
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DAM. No entanto, quando é preferivel cometer, ainda que frequentemente,
pequenos erros e evitar erros extremos deve escolher-se 0 modelo que minimiza o
valor de MQE. Isto deve-se ao facto de a MQE utilizar o quadrado do erro, o que
implica a amplificagdo dos erros extremos [Torgo, 1999].

Embora as métricas anteriormente apresentadas possibilitem avaliar o
desempenho dos modelos de regressao, elas ndao fornecem informagdo sobre se, de
um modo geral, o modelo apresenta tendéncia para subestimar ou sobrestimar as
variaveis dependentes. O calculo da média dos erros, denominado bias (Equacdo

I11.8.), pode fornecer a resposta a referida questdo [Chenard & Caissie, 2008].

Equacao II1.8. - bias

Atendendo que e; = d; — d';, valores de bias predominantemente negativos
significam que, em média, o modelo tem tendéncia para sobrestimar as variaveis
dependentes enquanto que valores de bias predominantemente positivos significam
o contrario. A representacdo grafica dos erros em funcdo dos valores previstos
permite visualizar se estes se distribuem ou ndo de um modo aleatério e
independente do valor da variavel de saida.

Outra métrica comummente utilizada para avaliar o desempenho dos
modelos de regressdo é o coeficiente de determinacdo (R?). De acordo com
Chenard e Caissie [Chenard & Caissie, 2008] e com Singh e seus colaboradores
[Singh et al., 2009] o coeficiente de determinacdo representa a percentagem de
variabilidade que pode ser explicada pelo modelo, sendo calculado através da

equacao:

2
]
NYL did'; =Y di x T, d'; |

(N ) (B ) x (N(E, d ) (B 4’

[ ————

Equacao II1.9. - Coeficiente de determinagao

onde d;, d’; e N, tal como anteriormente, denotam o valor observado, o valor

previsto pelo modelo e o nUmero de observacgbes, respectivamente.
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Neste contexto é também possivel usar métricas relativas, nomeadamente o
desvio absoluto médio relativo (DAMR), a soma do quadrado dos erros relativa
(SQER), a média do quadrado dos erros relativa (MQER) ou a raiz quadrada da
média do quadrado dos erros relativa (RMQER). Estas meétricas sdo obtidas

calculando o quociente entre as equacgodes III.4, III.5, III.6 e III.7 e equacOes

similares onde, em vez do erro, e;, € utilizado o erro em relagdo a média dos

valores de saida, e, =d; — OT'i, onde d; e cT’i denotam, respectivamente, o valor
observado e o valor médio da saida i [Witten & Frank, 2005].

As principais vantagens das métricas relativas prendem-se, por um lado,
com o facto de serem independentes da escala dos valores de saida e, por outro,
compararem o desempenho do modelo com uma previsdo simples, feita através da
média dos valores. A medida relativa do erro pode apresentar valores inferiores,
superiores ou iguais a unidade, significando que o modelo de previsdo apresenta

um desempenho melhor, pior ou similar a previsdo via valor médio.
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Parte Experimental

"Na acc¢do esta o primado da inteligéncia”

Jean Piaget

IV.1. Material e Equipamento Electroquimico

A analise voltamétrica
aplicada neste trabalho foi
realizada utilizando um
potencidstato/galvanostato
Autolab PGSTAT 20 (Eco
Chemie) (Figura IV. 1), ligado
a um computador que o
controla a partir do programa

General Purpose Electroche- Figura

IV. 1 - Potenciostato/galvanostato Autolab

PGSTAT 20 (Eco Chemie).

mical System (GPES), versdao 4.9. O
potenciéstato esta ligado a um posto
electroquimico
(Figura 1V. 2),
da marca
METROHM,
Modelo 663 VA
Stand, no qual

Figura IV. 3 - Interface
foi montado o electronica IME 663 (Eco
Chemie).

sistema de

determinacdo electroquimica, composto

por uma célula electroquimica e um

Figura IV. 2 - Posto electroquimico da Sistema de trés eléctrodos. Entre o posto

Metrohm, modelo 663 VA Stand (Metrohm).

electroquimico e o potencidstato esta

intercalada uma interface electrénica IME 663 (Eco Chemie) (Figura IV. 3), que
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permite formar e controlar os eléctrodos de gota
de mercurio, bem como controlar o]
desarejamento e agitacdo da solugdo que se
encontra dentro da célula electroquimica. A

agitacdo faz-se através de uma vareta da marca

Metrohm (Figura IV. 4) que se encontra ligada a
um pequeno motor que a faz girar, agitando dessa Figura IV. 4 - Vareta de agitagcdo

~ i (Metrohm).
forma a solucao que se encontra dentro da celula.

IV.1.1. Célula electroquimica

A célula electroquimica utilizada para as
determinacGes voltamétricas é de vidro, da marca
METROHM (Figura IV. 5), com a capacidade total de 90
mL. Nesta célula é colocado um tubo de plastico
transllcido, que serve para introduzir na solucdo o gas
de desarejamento, tendo sido utilizado neste caso o
azoto (N;). Sdo introduzidos também trés eléctrodos, o

eléctrodo de trabalho, o eléctrodo de referéncia e o

eléctrodo auxiliar. O eléctrodo de referéncia é acoplado Figura IV. 5 - Célula
a uma ponte salina que estabelece o contacto entre os ¢lectroquimica (Metrohm).

dois electrdlitos de suporte.

IV.1.2. Eléctrodo de trabalho

O eléctrodo de trabalho utilizado nos
varrimentos voltamétricos foi o eléctrodo de
mercurio de gota suspensa, HMDE. Este eléctrodo é
formado a partir de um dispositivo designado por
Multi-Mode Electrode, MME (METROHM) e que
constitui um complemento ao 663 VA Stand. Este
dispositivo €& composto por um reservatério

destinado ao mercurio liquido e por um tubo capilar

de vidro por onde passa o mercurio até a solucdo, i .
Figura IV. 6 - Eléctrodo Multi-

formando-se o eléctrodo na extremidade do tubo mode (Metrohm).
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capilar. Todos estes componentes sdo da marca METROHM (Figura IV. 6). A gota
forma-se na extremidade do tubo capilar pois é exercida uma pressao no mercurio
de cerca de 1 bar. Esta forca é exercida pela entrada de azoto no reservatodrio de

mercurio.

IV.1.3. Eléctrodo de referéncia

Como eléctrodo de referéncia foi utilizado um
eléctrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) da
marca METROHM (Figura IV.7). O electrdlito interno
utilizado foi o cloreto de potassio (KCI) 3 mol.dm™.
Este eléctrodo  foi
colocado num  reci-
piente, da marca
METROHM, contendo 5

. Figura IV.7 - Eléctrodo de
mL de electrdlito de referéncia Ag/AgCl (Metrohm).

suporte, que funcionou

como ponte salina (Figura IV.8). Este conjunto foi
Figura IV.8 - Recipiente que (,ocado na célula electroquimica e montado no
funciona como ponte salina,

preparado para adaptar o posto electroquimico, tendo sido estabelecido o
eléctrodo de referéncia

(Metrohm). contacto eléctrico.

IV.1.4. Eléctrodo auxiliar

O eléctrodo auxiliar utilizado nos diversos
varrimentos voltamétricos foi uma vareta de carbono vitreo,
de 65 mm de comprimento e 2 mm de diametro (Figura IV.

9). Esta vareta é aplicada num suporte que permite o

contacto eléctrico quer com a solugdo quer com o
., - Figura IV. 9 - Vareta
potencidstato. Tanto a vareta como o suporte sdo da marca de carbono vitreo

METROHM. (Metrohm).
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IV.1.5. Equipamento auxiliar

Todas as solugGes aquosas foram preparadas utilizando agua Milli-Q, obtida
num sistema Simplicity® UV, Millipore Corp., France.

O pH foi controlado utilizando um potencidmetro da marca METROHM,
modelo 632, com um eléctrodo de vidro combinado.

A massa das substancias solidas utilizadas para preparar as solugdes
utilizadas foi medida através de uma balanca analitica da marca Mettler Toledo,
modelo AB204-S/FACT.

IV.1.6. Software

Os dados obtidos foram primeiramente recolhidos por computador, através
do programa General Purpose Electrochemical System (GPES), versdao 4.9,
fabricado pela Eco Chemie B. V., na Holanda.

Posteriormente os dados foram tratados no  Microsoft Excel
v.14.0.5128.5000 (32 bits), produzido em 2010 pela Microsoft Corporation.

No que respeita a descoberta de conhecimento em bases de dados procurou-
se uma ferramenta que permitisse implementar RNAs tendo a escolha recaido na
versdo 3.6 da ferramenta WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis)
[Hall et al., 2009].

IV.2. Material e Reagentes

Neste trabalho utilizou-se material de vidro variado, nomeadamente pipetas
volumétricas e graduadas para efectuar as medicdes de volumes, balOes
volumétricos onde foram preparadas todas as solugdes de trabalho e copos de
variados volumes. Utilizaram-se também micropipetas para a medicdo de volumes
na ordem dos microlitros. As micro-pipetas utilizadas foram a p20, p100 e p1000,
todas da marca Gilson. Os reagentes utilizados encontram-se apresentados na

Tabela IV. 1, onde se indica o grau de pureza e o fabricante.
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Tabela IV. 1 - Reagentes utilizados fazendo referéncia ao grau de pureza e fabricante

Reagente Grau de pureza Fabricante
Metanol HPLC gradiente  Merck (Darmstadt, Alemanha)
Dihidrogenofosfato de p.a. Merck (Darmstadt, Alemanha)
potassio
Hidrogenofosfato de sédio p.a. Merck (Darmstadt, Alemanha)
Acido cloridrico 30% Suprapur Merck (Darmstadt, Alemanha)
1,15 g.cm™
Hidroxido de Sédio p.a. Panreac Quimica S.A.
(Barcelona, Espanha)
Cloreto de potassio p.a. Metrohm
Cloreto de tributilestanho 96% Sigma-Aldrich
Azoto 99,995% Gasin

IV.3. Preparacao de Solucoes

TampPAo FosraTO (0,2 mol.dm™3)

A solucdo de tampdo fosfato (0,2 mol.dm™) foi preparada dissolvendo
3,3818g de hidrogenofosfato de sdédio (Na,HPO,4.2H,0) e 4,0827g em 250 mL de
agua Milli-Q, ajustando o volume com agua Milli-Q num baldo volumétrico de
250 mL.

Acipo CLoRiDRICO (0,01 mol.dm™3) (ELECTROLITO DE SUPORTE)
A solugdo de acido cloridrico 0,01 mol.dm™ foi preparada a partir de acido

cloridrico Suprapur ®, a 30% em massa (d = 1,15 g.cm™).

Ac1ipo CLoRiDRICO (6 mol.dm™)
A solugdo de &cido cloridrico 6 mol.dm™ foi preparada a partir de acido

cloridrico Suprapur ®, a 30% em massa (d = 1,15 g.cm™).

HIDROXIDO DE SO6DIO (6 mol.dm™)
A solugdo de hidréxido de sédio 6 mol.dm™ foi preparada a partir do

respectivo soélido.
TRIBUTILESTANHO

A solucao de tributilestanho (TBT) foi preparada a partir de uma solucao de

cloreto de tributilestanho (Ci,H,,CISn) 96% (m/m), com uma densidade de 1,20
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g/cm?. Preparou-se 10mL de uma solugdo de concentragdo igual a 3540 umol.dm™,
medindo 10 pL da solugdo mae e diluindo os mesmos em 7,5 mL de agua Milli-Q e
2,5 mL de metanol (HPLC gradiente).

IV.4. Medigoes Voltamétricas

O estudo electroquimico levado a cabo neste trabalho contou com a
utilizacdo de duas técnicas voltamétricas: Voltametria ciclica (CV) e Voltametria de
onda quadrada de redissolugdo anddica (SWASV).

Utilizou-se em ambas as técnicas uma célula electroquimica, no interior da
gual foram sempre colocados 20 mL de solucdo de electrdlito de suporte.

Antes de se efectuar qualquer varrimento voltamétrico, a célula foi
cuidadosamente limpa de modo a assegurar que ndo continha qualquer vestigio da
espécie a analisar no seu interior ou de outras espécies que pudessem interferir
com o comportamento electroquimico desta. Imediatamente a seguir foi colocada
no posto electroquimico, ja preparado com os trés eléctrodos devidamente limpos e
ligados electricamente como recomendado. Antes ainda de iniciar o varrimento, a
solucdo foi desarejada através da passagem de azoto purificado (tipo C-50 da
marca Gasin, com pureza igual a 99,995% e 0,<4 ppm) durante pelo menos 15
minutos. Durante o resto do processo manteve-se uma atmosfera de azoto sobre a
solucdo, de modo a impedir o oxigénio atmosférico de se dissolver novamente na
solugdo, o qual pode ser reduzido electroquimicamente ou até mesmo provocar
oxidacgOes indesejadas na solugcdao em estudo.

Foi utilizado o eléctrodo de mercurio de gota suspensa (HMDE). No inicio das
medicOes dispensaram-se sempre 8-10 gotas de mercurio para garantir que o
eléctrodo de mercurio utilizado para fazer as medigdes ndao continha qualquer 6xido
de merclrio na sua constituicdo. Apds se programar o programa GPES com as
condicdes voltamétricas desejadas e se formar a gota de mercurio deu-se inicio ao
varrimento.

Antes de colocar qualquer outra espécie dentro da célula foram efectuados
alguns varrimentos de modo a obter a resposta voltamétrica de base do electrolito
de suporte. Este procedimento permitiu aferir acerca da aplicabilidade do electrdlito
de suporte e detectar qualquer eventual contaminagdo, quer do electrdlito de

suporte quer do material utilizado das determinagdes electroquimicas. Apds cada

Mestrado em Andlises Quimicas Ambientais



MedicOes Voltamétricas ===

varrimento a gota de mercurio utilizada foi sempre dispensada, renovando-se o
eléctrodo em cada varrimento voltamétrico seguinte.
As condigbes instrumentais utilizadas na CV e na SWASV encontram-se

resumidamente descritas, respectivamente, na Tabela IV.2 e na Tabela IV.3.

Tabela IV.2 - Condig6es experimentais utilizadas na voltametria ciclica

Parametro Valor ou gama de valores
Tempo de equilibrio (s) 5
Potencial inicial (V) -0,1
Potencial de 1.2 inversdo (V) -1,1
Potencial final (V) -0,1
Degrau de potencial (V) 0,00244
Velocidade de varrimento (mV.s™) [75; 200]

Tabela IV.3 - Condigdes experimentais utilizadas na voltametria de onda quadrada de
redissolugdo anédica

Parametro Valor ou gama de valores
Tempo de equilibrio (s) 5
Frequéncia (Hz) [25; 250]
Potencial inicial (V) [-1,2; -0,7]
Potencial final (V) [-0,45; 0]
Potencial de equilibrio (V) [-1,2; -0,7]
Degrau de potencial (V) 0,00195
Amplitude de onda (mV) [5; 150]
Tempo de deposicao (s) [0; 30]

IV.5. Software WEKA

A ferramenta WEKA permite desenvolver o processo de DCBD, uma vez que
disponibiliza diversas formas de preparacdo de dados, contempla uma série de
algoritmos de Data Mining e possibilita a utilizacdo de diversos métodos, tendo em
vista a validacao dos resultados. A ferramenta desenvolvida na Universidade de
Waikato (Nova Zelandia) faz uso das facilidades disponibilizadas pela programacdo

orientada ao objecto, encontrando-se escrito em linguagem Java [Hall et al., 2009].
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O software WEKA possui interfaces graficas amigaveis permitindo ao
utilizador escolher, logo no menu inicial, uma de quatro possiveis interfaces
possibilitando, deste modo, a sua utilizagdao por utilizadores menos familiarizados
com a ferramenta. No que concerne aos dados, estes tém que estar num formato
proprio do WEKA (extensdo .arff), o que pode ser conseguido facilmente utilizando
um conversor, disponibilizado pelo software, aplicavel para ficheiros do tipo
“separado por virgulas” (extensdo .csv) ou do tipo “separado por tabs” (extensao
tsv).

A ferramenta WEKA disponibiliza diversos algoritmos de Data Mining, entre
0s quais se salientam as RNAs e as Arvores de Decisdo. Relativamente & validacdo
dos resultados permite a utilizacdo de validagdo com divisdo da amostra e de
validacdo cruzada. Além do exposto, permite que o utilizador defina o niUmero de

repeticoes tendo em vista assegurar a significancia estatistica dos resultados.
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"Ndés somos a primeira etapa do sistema. Uma etapa
absolutamente essencial que é baseada, sobretudo, na falta de
um fim especifico. Outras pessoas retomardo o que fizemos e
serdo elas que tornardo as coisas praticas. Sem nds, essas
pessoas ndo existiriam e nds, por outro lado, ndo teriamos

”

nenhuma razado de ser, sem elas.

Carlo Rubbia, 1984

Apresentacao, Interpretacao e Analise de

Resultados e Modelos

"A ciéncia é o conhecimento...” (Karl Popper) que se adquire recorrendo,
essencialmente ao método cientifico. Método ndo é mais que o caminho que se tem
de percorrer para atingir o fim, o objectivo a que nos propusemos. Este método
passa por varias etapas, delineadas pelo cientista, onde temos sempre de incluir a
observagao de fendmenos primarios, deducdo, formulacdo de uma hipdtese, analise
da hipdtese e consequente experimentacdo, analise dos resultados, formulacdo de
leis e concretizacdo dessas leis. Este método é uma espiral que se vai repetindo até
gue seja possivel concretizar plenamente a lei formulada. Foi nesta linha que se
desenvolveu este trabalho, sempre com o objectivo em mente: a busca de uma
técnica eficaz para a determinacdo da concentracdo de TBT em amostras reais, que
consiga ser, simultaneamente, simples e acessivel.

No que concerne a analise e caracterizacdo voltamétrica das amostras, estas
foram feitas recorrendo a um potencidstato, no qual se utilizou como eléctrodo de
trabalho um eléctrodo de mercurio de gota suspensa (HMDE), um eléctrodo auxiliar
de carbono vitreo e o eléctrodo de referéncia utilizado foi o de Ag/AgCl. Como se
sabe, o HMDE é um eléctrodo muito sensivel, que produz correntes de fundo muito
diminutas. Além disso, a sua superficie é facilmente renovavel, o que garante uma
boa repetibilidade dos resultados e a regido em que é polarizavel permite o estudo
electroquimico do TBT.

Utilizou-se para analisar e caracterizar o comportamento electroquimico do

TBT duas técnicas voltamétricas: a voltametria ciclica (CV) e a voltametria de onda
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quadrada de redissolugdo anddica (SWASV). A CV foi escolhida devido a facilidade e
rapidez com que se consegue obter resultados. Esta técnica permite uma
caracterizagdo voltamétrica preliminar do analito em estudo, nomeadamente
determinacdo da regido de potencial em que o analito é electroactivo (oxidavel e/ou
redutivel electroquimicamente), determinacdao do valor de pH do meio no qual os
picos de intensidade de corrente apresentam melhor resolucdao e seleccao do
electrdlito de suporte mais conveniente. Apds o estudo e seleccao do valor de pH e
do electrélito de suporte mais conveniente, foi utilizada a SWASV para analisar e
caracterizar o comportamento electroquimico do TBT, fazendo variar alguns
parametros relacionados com esta técnica, nomeadamente amplitude da onda,
tempo de equilibrio, tempo de deposicdo, frequéncia, potencial inicial e final de
varrimento, com o intuito de seleccionar as condicdes que maximizam as
caracteristicas do pico. Estas andlises foram efectuadas com amostras de
concentracdo conhecida e controlada, através da adicdo de quantidades conhecidas
de TBT a quantidades fixas de agua Milli-Q e tampao fosfato, permitindo desta
forma uma relacdo entre a concentracdo de TBT e as caracteristicas do pico de
intensidade de corrente obtido, nomeadamente a sua posicdo, altura, area, largura
a meia altura e derivada.

Este trabalho tornar-se-ia facil caso a resposta do TBT a esta técnica
permitisse tracar uma curva de calibracdo, onde houvesse uma equacdo
matematica que relacionasse a concentragdo de TBT com uma das caracteristicas
do pico. No entanto tal ndo se verifica como sera demonstrado mais a frente neste
capitulo. Por isso mesmo, os resultados obtidos experimentalmente por SWASV
foram sujeitos a um tratamento através de técnicas oriundas da area cientifica da
Inteligéncia Artificial, mais concretamente através de redes neuronais artificiais,
com o objectivo de encontrar uma tendéncia matematica para os resultados obtidos
em funcdo das varidveis que temos disponiveis. Desta forma, realizaram-se ensaios
alterando as variaveis voltamétricas de forma a obter picos de intensidade de
corrente analisaveis. Estes picos apresentam caracteristicas que, sendo fungao das
varidveis voltamétricas, foram aplicadas nas RNAs, testando varios modelos de
rede, com o intuito de as relacionar com a concentracdo conhecida de TBT. Deste
modo, ndo € muito relevante as dimensdes dos picos resultantes de cada
varrimento voltamétrico. E sim mais importante que esses picos estejam isolados
de outros, que tenham uma boa resolugdo e linha de base e que sejam
reprodutiveis. Os resultados considerados analisaveis foram todos aplicados em
RNAs. Para isso utilizou-se o software WEKA, o qual é uma aplicacdo de Data

Mining que permite de uma forma rapida desenvolver modelos preditivos com
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capacidade para estudar um conjunto de dados utilizados, quer para “treinar” quer
para “testar” estes modelos. Os modelos desenvolvidos foram posteriormente
aplicados a um conjunto de dados de teste, de modo a comprovar a sua

aplicabilidade no estudo do nosso objecto.

V.1. Estudo do Comportamento Voltamétrico do TBT com
Voltametria Ciclica e Eléctrodo de Mercirio de Gota
Suspensa

Utilizou-se a voltametria ciclica com o objectivo de observar o
comportamento voltamétrico do TBT e de determinar quais as condicdes iniciais
optimas de pH, electrdlito de suporte e velocidade de varrimento que devem ser
utilizadas para se obterem picos de intensidade de corrente com melhor resolucdo e
dimensdo. Um estudo preliminar pressupde sempre que se facam algumas opcdes
no que concerne aos valores a testar em primeiro lugar, ndo sendo possivel ter
certezas quanto a sua adequabilidade. No entanto, com base em estudos
desenvolvidos por outros autores, foram fixadas inicialmente algumas condigdes
voltamétricas de modo a permitir o estudo posterior das condigdes que se julgaram

mais pertinentes.

V.1.1. Comportamento voltamétrico do TBT na solugao
electrolitica de base

O estudo do comportamento voltamétrico do TBT, utilizando um HMDE,
iniciou-se com um varrimento de potenciais na auséncia de TBT, com o objectivo de
inferir acerca da aplicabilidade do electrdlito de suporte inicialmente seleccionado,
uma solucao de tampdo fosfato. Ndo se procedeu, numa primeira fase, a nenhum

ajuste de pH.

Pela anadlise da Figura V.2 percebe-se que o HMDE apresenta um
comportamento fortemente polarizavel, ndo havendo qualquer contribuicdo
significativa por parte do electrélito na intensidade de corrente medida a ndo ser a

componente capacitiva.
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Figura V.2 - Voltamograma ciclico de 20 mL de tampéo
fosfato 0,2 mol.dm3, sem TBT, a pH natural, com
Ei=-0,1V,Ef=-1,1V,v=5mV.slety=15s.

No primeiro varrimento realizado no sentido catddico (Figura V.1), usando ja

uma aliquota contento TBT, € possivel observar um primeiro pico, Ej,=-0.742 V,

que muito provavelmente é devido a redugdo do TBT adsorvido no HMDE

(simplificada-mente:

1(nA)
Bu;Sn™ + e —Bu;Sn, 130.00
dado que é possivel a

80.00
presenca de hidroxo ou

|

clorocomplexos) [Bond et A } 30.00
al o 1994] ' Este piCO -1I.2 Il 0.8 V' 0.6 0.4 0.2 -20.00
catddico tem associado a
ele um pico anddico, -70.00
Eipa=-0,730 V, que se -120.00
desenvolve no sentido E(V)

inverso do  varrimento Figura V.1 - Voltamograma ciclico de uma mistura de 20
Sy mL de tampao fosfato (0,2 mol.dm™3), dopado com 100 pL
voltametrico e que sugere ge TBT (3540 pmol.dm™), a pH natural, com E = -0,1 V,

- Er=-1,1V,v=5mV.s'etys=5s.
a reversibilidade do -f ¢
processo catodico observado. Como tal, este pico deve estar associado a oxidacdo

electroquimica do produto BusSn adsorvido, de acordo com a reacgdo de

eléctrodo Bu3Sn— Bu3Sn* + e-. Ambos os picos sdo repetiveis e reprodutiveis, nas
condicdes experimentais usadas.

Entretanto, ainda no sentido de varrimento de potenciais mais negativos,
observa-se que o primeiro pico catodico € seguido de um pequeno pico
(E2pc=-0.810 V), cuja natureza ndo é muito clara, mas que pode ser devido a
reacgoes de electropolimerizagdo do produto formado no passo catddico anterior,

em que podem participar eventualmente as espécies BusSn*. Este processo redox
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ndo parece ser de todo reversivel, dado que no sentido inverso do varrimento é
observavel apenas uma pequena onda no voltamograma (aproximadamente a
-0,800V).

Na regido de potencial mais negativa observa-se ainda um pico de maiores
dimensdes, localizado a um potencial de E;,.=-0.898 V. Dadas as caracteristicas
que revela e tendo em conta a presengca de um pico complementar semelhante no
sentido inverso, é muito provavel que este seja devido a desadsorcdo dos produtos
de reducdo e de catibes BusSn* adsorvidos no HMDE, enquanto o pico
complementar deve corresponder a adsorcao dos catides. A altura destes picos nao
se mantém constante, como é muitas vezes observado em sistemas semelhantes.
Alids, estes picos e os fendmenos que lhes estdo associados observam-se
tipicamente em eléctrodos de merclrio estacionarios, sempre que espécies
quimicas electroactivas ou ndo electroactivas apresentam um comportamento
surfactante neste metal [Kissinger & Heineman, 1996].

Face aos resultados obtidos e aos objectivos pretendidos neste trabalho, a

analise posterior centrou-se no estudo voltamétrico dos picos Pi,c € Pypa.

V.1.2. Estudo do pH

O estudo inicial de pH foi realizado utilizando 20 mL de tampado fosfato 0,2
mol.dm™ como electrélito de suporte, 100 pL de TBT 3540 ymol.dm™, 5 s de tempo
de equilibrio, potencial inicial igual a -0,1 V, potencial final igual a -1,1V e
velocidade de varrimento de 5 mV.s'. O pH natural deste electrdlito é de
aproximadamente 6,47. Estudou-se entdo o comportamento do TBT em meio acido
e em meio alcalino, efectuando para tal medicdes a diferentes valores de pH. Na
Para o efeito adicionou-se a solucdo de tampao fosfato aliquotas apropriadas de
solugdes de acido cloridrico 6 mol.dm™ ou de hidréxido de sédio 6 mol.dm™, cujos

volumes se apresentam na Tabela V.1..

Tabela V.1. — Volumes de aliquotas de HCL/NaOH adicionados para o estudo do efeito do pH.

Vi 6 mol.dm™ (L) 0 30 80 110 130
pH 6,48 5,99 5,44 4,00 2,86

Vyaon 6 mol.dm™ (uL) 230 450 500 600 700 950
pH 7,07 8,41 10,45 11,26 11,62 12,22

Mestrado em Andlises Quimicas Ambientais

75



9L

===——= Capitulo V. Apresentacao, Interpretacao e Analise de Resultados e Modelos

Iniciou-se o estudo com o tampao fosfato, pois segundo informagao
recolhida em pesquisas anteriores este parecia ser a melhor solugdo para se
conseguir fazer uma caracterizagdo voltamétrica do TBT. No entanto, ndo querendo
limitar este trabalho apenas ao estudo de um electrélito de suporte, foi também
testada a resposta do nosso analito usando o acido cloridrico como electrélito de
suporte, a qual, como se vera mais a frente, ndo permite uma caracterizacdo
voltamétrica adequada desta espécie.

Inicialmente foram feitos varrimentos apenas com electrélito de suporte
dentro da célula, para verificar que efectivamente o mesmo ndo produz picos na
zona de potencial onde se espera obter os picos referentes ao TBT. A Figura V.3
apresenta os voltamograma obtidos, utilizando esta técnica, para varios valores de
pH contendo a célula apenas electrélito de suporte. Como se pode, verificar os
voltamogramas sao todos semelhantes, ndo sendo por isso influenciados pelo valor
do pH, observando-se apenas uma ligeira translacdo vertical. Os resultados obtidos
ndo parecem, a partida, vir a influenciar a analise do TBT, uma vez que a resposta
em termos de intensidade é praticamente linear e que se afasta do zero cerca de
10 nA, no sentido negativo. Assim sendo, no que respeita a aplicabilidade deste
electrdlito de suporte, observou-se que o HMDE €, na regido de potencial estudado,
facilmente polarizavel e que a sua resposta ndo varia significativamente com o

valor de pH.

20 1 (nA)

pH = 2,86
70

ph = 4,00

60 ... pH = 5,44

50

....... pH = 5,99

40 pH = 6,41
30

pH = 6.47

20 pH =7.07

10

pH =8.41

pH = 10.45

L 1 L | S T— -
....... Y -3 B2 3 Y 2 = 2 0
......

10 pH=11.26

pH = 11.62

-20
E (V)

Figura V.3 - Voltamogramas ciclicos de 20 mL de tampé&o fosfato 0,2 mol.dm™>, sem TBT, a
diferentes valores de pH, com Ei=-0,1V,E;=-1,1V,v=5mV.s' ety = 15s.

Numa segunda fase adicionou-se TBT ao vaso reaccional com o intuito de
perceber sob que condigdes de pH os picos de intensidade de corrente, relativos

aos processos oxidacdo-reducdo do TBT, apresentam caracteristicas analiticas
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notaveis e admissiveis (i.e., altura elevada, repetibilidade e reprodutibilidade dos
picos Pi,c € Pipa). Este estudo encontra-se sumarizado na Figura V.4, que apresenta
os voltamogramas da zona alcalina, e na Figura V.5, que apresenta os
voltamogramas da zona acida. Optou-se por dividir os resultados em duas figuras
para uma mais facil leitura. Nestas figuras podem observar-se dois picos. O que
aparece a valores de potencial mais negativos corresponde a fendmenos de
adsorcdo/desadsorcdo de espécies no eléctrodo, enquanto aquele que ocorre a

potenciais menos negativos corresponde efectivamente a reducdo/oxidacdo do TBT.

1(nA)
250.00
150.00
l pH =6,47
i 50.00
9 N ) ——pH=7,07
' ) - ——pH=841
-1.2 -1 i -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 -50.00 P )
——pH=10,45
‘150.00 pH = 11’62
——pH=12,22
-250.00
-350.00
E(V)
Figura V.4 - Voltamogramas ciclicos de uma mistura de 20 mL de tampdo fosfato

(0,2 mol.dm™), dopado com 100 pL de TBT (3540 pmol.dm™), com diferentes valores pH, em
zona alcalina, com Ei=-0,1V,Et=-1,1V,v=5mV.s’ etyp =5s.

1(nA)

80.00

60.00
40.00 ——pH=641
| 2000 ~——PH=599
! /_",_‘L A A J‘, 0.00 pH=5,44
1.2 . \ 0. 0. =) o0y ——PH=400
4000 ——PH=286

l -60.00

-80.00

E(V)

Figura V.5 - Voltamogramas ciclicos de uma mistura de 20 mL de tampao fosfato
(0,2 mol.dm™), dopado com 100 pL de TBT (3540 pmol.dm™), com diferentes valores pH, em
zona acida, comE;=-0,1V,Er=-1,1V,v=5mV.s' etyp =5s.

E claro, pela observagdo e analise dos graficos, que o pH tem influéncia na

posicdo e altura dos picos em estudo relativamente a posicdo dos picos catddico
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(Pipc) e anodico (Pipa). Observa-se que a medida que o pH da solugdo diminui,
ambos os picos se deslocam para a regido menos catddica, sugerindo que os ides
H* participam de algum modo nos processos oxidagdo-redugdo e que estes sdo
mais favoraveis em meio &acido. Estas observacdes sugerem por isso, que as
espécies de TBT no decurso das reaccdoes de eléctrodo formam, em solucdo,
hidroxocomplexos.

Quanto a intensidade dos picos constatou-se também que esta varia
ligeiramente com o pH da solucdo. Apds cuidada analise e recurso a artigos
publicados por outros investigadores, constatou-se que a zona éptima para efectuar
as nossas leituras serd em torno do pH 5,99, dado que a altura dos picos é
potenciada para valores proximos deste. Ainda assim, e porque a alteracdo das
variaveis voltamétricas pode afectar o sinal a este valor de pH, nos estudos que se
efectuaram posteriormente para as outras varidveis fez-se também variar o pH,
com um leque menor de valores, para inferir acerca da validade desta conclusdo.

Pode-se no entanto adiantar que todos os estudos levaram a conclusdo de
que o valor de pH 5,99 é o ideal para a caracterizagdo electroquimica do TBT.

Através da analise da Figura V.6 pode-se constatar que a posicdo quer do
pico anddico quer do pico catddico varia com o valor de pH. Verifica-se também
que, para o mesmo valor de pH, a posicdo do pico anddico é diferente da posicdo
do pico catodico. Ja a intensidade de corrente registada para os picos anodicos
apresenta pouca variagdo, sendo que se regista o maximo de intensidade para o
valor de pH de 5,99. No que concerne ao pico catddico, apresenta maior valor
absoluto de intensidade de corrente o pico correspondente a pH 7,07. Para valores

de pH mais elevados ndo se registam voltamogramas analisaveis.

-0.65 T T T ) 2.00E-08
) 2 4 6 8 0© o
e o 1.00E-08 © o ®
-0.7 o5 Q
0% 0.00E+00 . . . .
< - ) 2 4 6 8
2 -0.75 % < -1.00E-08
wl -
-2.00E-08 _—.._.—
0.8 ® %
(0} -3.00E-08 @
-0.85 -4.00E-08
pH pH
@Elpa @Elpc Q@llpa @llpc

Figura V.6 - Graficos de valor de intensidade de corrente registada para os picos anddico e
catodico em funcgdo da posicao (valor de potencial).
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V.1.3. Estudo do electroélito de suporte

A solucdo do electrolito de suporte é uma solugdo idnica cuja concentracao
deve ser, tipicamente, 10 a 100 vezes maior que as concentragdes das espécies a
estudar. Este deve ser electricamente inactivo na faixa de potencial onde sdo
realizados os estudos com o analito de interesse e deve ser quimicamente inerte,
isto €, ndo deve reagir com o analito ou com os seus subprodutos. A principal
funcdo do electrdlito de suporte é ser responsavel pela quase totalidade da corrente
idnica da célula, diminuindo ao minimo a contribuicdo migratéria da corrente, por
parte da espécie electroactiva. A elevada concentracdo do electrdlito de suporte
mantém também baixa a resisténcia da célula e constante a forca idnica da
solugdo, impedindo que a composicdo da interface entre a solugdo e o eléctrodo de
mercurio de gota suspensa se altere significativamente com a corrente proveniente
da reacgao [Carvalho, 2008].

Apds a revisdo bibliografica de alguns artigos, constatou-se que grande
parte deles faziam referéncia a utilizacdo de tampao fosfato como electrélito de
suporte para a caracterizagdo electroqguimica do TBT. No entanto, e ndo querendo
ficar refém desta informacdo, decidiu-se efectuar alguns ensaios com outro
electroélito de suporte. Um dos também mais utilizados electrélitos de suporte é o
acido cloridrico (HCl). Realizaram-se entdo alguns ensaios utilizando 20 mL de HCI
0,01 mol.dm™, fazendo variar os outros pardmetros da voltametria. Verificou-se
rapidamente que o HClI ndo poderia ser utilizado nestes ensaios pois os
voltamogramas, apesar de apresentarem dois picos de intensidade de corrente, os
mesmos sdo bastante largos, quando comparados com os picos obtidos utilizando o

tampao fosfato (Figura V.7), e pouco reprodutiveis.

' (nA) 100.00

80.00

60.00

40.00
I 20.00

r T 0.00

e = : : -20.00
-40.00

-60.00

-80.00

-100.00

. (V) ——HCcl

Tampao Fosfato

Figura V.7 - Voltamogramas ciclicos com diferentes electrdlitos de suporte e as seguintes
condigcbes de varrimento: E; = -0,1 V, Et = -1,1 V, v= 100 mV.s?!, t4 = 5 s e
[TBT]= 17,61 pmol/dm™3,
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V.1.4. Estudo da velocidade de varrimento

O estudo da velocidade de varrimento revela que a separagdao dos picos
catddico e anddico aumenta, em regra, com o aumento da velocidade, sugerindo
que os dois processos dependem de factores cinéticos, tais como a variagao
temporal da concentracdo das espécies electroactivas na superficie do eléctrodo.
Relativamente a altura dos picos, como era esperado, esta aumentou com o
aumento da velocidade de varrimento, dado que o gradiente de concentragdao é
mais elevado nestas condicOes. Neste caso em particular, observou-se ainda que a
anadlise grafica dos valores de log i, em termos de log v [Bard & Faulkner, 2001]
ndao é conclusiva relativamente ao tipo de controlo do processo de eléctrodo,
reforcando em certa medida, a ideia de que os processos de eléctrodo (catddico e
anddico) envolvidos tém uma natureza complexa.

No sentido de aumentar a rapidez da analise e porque a qualidade analitica
dos sinais obtidos é superior a velocidades de varrimento maiores, deve reter-se
que existe a vantagem de realizar as medicdes a velocidades de varrimento

efectivas elevadas (Figura V.8).

1 (nA)
20.00
Vel.V.=5mV/s
10.00 Vel. V. =10 mV/s
Vel. V. =25 mV/s
T 0.00 Vel. V. =50 mV/s
-0.8 -0.6
Vel.V.=75mV/s
-10.00 Vel. V. =100 mV/s
Vel. V. =150 mV/s
-20.00 Vel. V. =200 mV/s
Vel. V. =250 mV/s
-30.00
E (V)

Figura V.8 - Voltamogramas ciclicos fazendo variar a velocidade de varrimento, em pH acido,
utilizando amostras com [TBT]=17,61 pmol.dm™, Teq= 5s, E;=-0,1V, Ef = -1,1 V.

Para valores de velocidade de varrimento muito baixos o voltamograma
deixa de ser analisavel, tal como se pode constatar pela analise dos voltamogramas
para as velocidades de varrimento 5mV/s e 10 mV/s (Figura V.8). Ainda assim,
pode afirmar-se que é possivel obter picos de intensidade de corrente
perfeitamente definidos para outros valores de velocidade de varrimento, passiveis
de ser analisaveis pelas técnicas de DCBD pelo que ndo se vai, para ja, limitar a

analise com a SWASV para nenhum valor de velocidade de varrimento.
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V.2. Estudo do Comportamento Voltamétrico do TBT com
SWASV e HMDE

A técnica electroquimica escolhida para a obtencdo de dados analiticos do

TBT foi a voltametria de onda quadrada de redissolugcdo anddica (SWASV).

V.2.1. Estudo do potencial

Apds o estudo do analito por voltametria ciclica, verificou-se que os picos de
intensidade de corrente, derivados da oxidacdo do TBT, surgem em potenciais que
variam entre -0,6 V e -0,8 V. Esta oscilacao depende das condigdes iniciais que sao
aplicadas ao varrimento de potencial. Desta forma, estudou-se a influéncia dos
valores inicial (E;) e final (Ef) de potencial na posicdo e caracteristicas dos picos de
intensidade de corrente, obtidos para a mesma concentragao de TBT.

Para se estudar a influéncia do potencial utilizou-se uma solugao constituida
por 20 mL de tampdo fosfato, utilizada como electrélito de suporte, dopada com
diferentes volumes de TBT. Ajustou-se o valor de pH pela adigdo de HCl 6 mol.dm™,
para o valor de 5,99 pois constatou-se no estudo anterior ser o melhor valor para o
estudo voltamétrico do analito. Fixou-se o teq em 5 s, a frequéncia em 25 Hz e fez-
se variar a amplitude entre dois valores, 100 mV e 150 mV. Fez-se variar o E; no
intervalo [-1,2;-0,725] V e o E; no intervalo [-0,45;0] V. Obtiveram-se entdo
voltamogramas para cada um dos varrimentos, os quais mostram que os potenciais
inicial e final ndo tém qualquer influéncia nas caracteristicas e posicionamento dos
picos de oxidacdo do TBT. Pode-se constatar isto pela observacao da Figura V.9,
gue apresenta a variacdao dos potenciais inicial e final para uma solucdao cuja
concentracdo de TBT é de 8,83 mol.dm™ e uma amplitude de 100 mV. Este estudo
foi repetido utilizando uma amplitude de 150 mV, tendo-se chegado a mesma
conclusdo, isto é, que a variacdo dos potenciais inicial e final de varrimento nao
influencia as caracteristicas do pico caracteristico da oxidacao do TBT. Este estudo
foi realizado para solugdes com diferente concentracdo de TBT tendo-se chegado
sempre a mesma conclusdo. Os graficos relativos ao estudo do potencial para

outras concentragdes encontram-se no anexo II.
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1 (nA)
800 [12;0v]
I(nA)
50 50— [12;-045V]
40 —[11;-045V]
30 400 ——[1,0;-0,45V]
20 [-0.95 ; -0,45 V]
300
10 [-0,9;-0,45 V]
T T T 0 200 ———1[-0,875;-0,45 V]
-0.75 0.7 g0 -0.6 [-0,85;-0,45 V]
100
JJ ——[-0,825;-0,45 V]
-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 ———[-0,75 ; -0,45 V]
-100 [-0,725 ; -0,45 V]
E(V)

Figura V.9 - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo de 20 mL de electrélito de suporte (tampio fosfato 0,2 mol.dm™3) e
TBT com concentracio igual a 8,83 uymol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com
A=100 mV, t,= 5 s, f= 25 Hz e pH= 5,99. O grafico mais pequeno é uma ampliagdo do
intervalo de potencial [-0,725;-0,55], que diz respeito a oxidacao do TBT.

V.2.2. Estudo do tempo de equilibrio

A varidavel tempo de equilibrio tem grande importancia neste estudo.
Constatou-se que a sua variacao origina resultados muito diferentes, como se pode

verificar através da analise dos voltamogramas respectivos. Efectuou-se, para isso,

um estudo do tempo de

. . [TBT]=26,35 uM I (nA)
equilibrio, fazendo-o variar 200
entre zero e quarenta
segundos, com o intuito de 300
seleccionar o(s) valor(es) 200
que permitisse(m) obter

100
voltamogramas analisaveis. N
. _ L\
Para um tempo de equi- - - L - - - 0
o 11 -1 0.9 -0.8 0.7 0.6 -0.5
librio de zero segundos, E(V)
——A=5mV ——A=20mV A=50mV

independentemente da con-

centragdo do analito, o

Figura V.10 - Voltamogramas para um tempo de equilibrio
de 0 s, fazendo um varrimento de potencial entre -0,5V e -
1,1V, com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH controlado

varrimento voltamétrico ndo

origina picos analisaveis pela adigdo de HCI, para um valor de 5,99.Utilizou-se uma
. ) concentragdo de TBT de 26,35 pM e fez-se variar a
(Figura V.10). Os picos | amplitude, utilizando valores de 5mV, 20mV e 50mV.

referentes ao TBT surgem
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no intervalo de potencial [-0,65;-0,85] V, intervalo no qual se pode encontrar uma
oscilacdo na intensidade de corrente detectada. No entanto a mesma nédo é passivel
de ser analisada. Os restantes voltamogramas referentes a utilizacdo de um tempo
de equilibrio de 0 segundos, para diferentes concentracdoes de TBT encontram-se no
Anexo III.

Entre os varios tempos de equilibrio testados verificou-se que utilizando um
tempo de equilibrio de 5 segundos se obtém picos com uma boa resolucdo, como se
pode verificar pela analise da Figura V.11. Com tempos de equilibrio mais elevados
obtém-se também bons picos de intensidade de corrente mas a sua utilizacdo ira
originar analises mais demoradas, ndo justificaveis pois a qualidade dos picos, no
gue diz respeito a resolucdo e altura dos mesmos, € muito semelhante. Desta

forma, para todas as outras analises utilizou-se um tempo de equilibrio de 5

segundos.

250 1(nA)

/ \ 200

/ \ 150

/ / \ 100

\k )
— T T T " 0
-0.85 0.8 -0.75 0.7 -0.65 0.6
E(V)

[TBT]= 26,35 uyM ——— [TBT]= 35,05 uM [TBT]= 43,70 uM [TBT]=52,32 uM —— [TBT]= 60,88 uM

Figura V.11 - Voltamogramas para um tempo de equilibrio de 5 s, fazendo um varrimento de
potencial entre -0,5V e -1,1V, com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH controlado pela adigdo
de HCI, para um valor de 5,99.Utilizou-se uma amplitude de 20 mV e fez-se variar a
concentracao de TBT, utilizando valores de 26,35uM, 35,05 uM, 43,70 uM, 52,32 uM e 60,88
MM,

V.2.3. Estudo da frequéncia

A frequéncia (f) utilizada nos varrimentos, utilizando a SWASV tem,
geralmente, influéncia nos picos quer de oxidagdo quer de redugdo das espécies em
analise. De facto, a frequéncia é um dos parametros mais importantes na SWASV,
uma vez que determina, em muitos analitos, a intensidade do sinal analitico e,

consequentemente, a sensibilidade do método. Deste modo, um estudo de
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frequéncia para o TBT torna-se fundamental, tendo em conta que esta variavel tera
influéncia na deteccdo do analito e, consequentemente, na sua quantificagdo. Para
isso, utilizou-se informacdo recolhida com os estudos efectuados anteriormente e
fixou-se o tempo de equilibrio no valor de 5 s. O varrimento foi efectuado no
intervalo de potencial [-1,1; -0,5] V e para valores de frequéncia compreendidos
entre 25 e 250 Hz. Utilizou-se o tampdo fosfato como electrélito de suporte, fez-se
variar a amplitude da onda entre trés valores (20 mV, 100 mV e 150 mV) e
efectuaram-se ensaios para diferentes concentracdes de TBT, no intervalo [8,83;
60,88] pmol.dm™,

A primeira anadlise que se executou foi um varrimento utilizando apenas
electrolito de suporte, na auséncia de TBT. Através da analise da Figura V.12 pode-
se verificar que existe menos resposta do electrélito de suporte quando se utiliza
uma frequéncia de 25 Hz, em relagdo a uma frequéncia de 100 Hz. No entanto a
diferenca é pouco significativa nao afectando, quer num quer noutro caso, o

possivel sinal a ser obtido.

1(nA)
14.00
12.00
10.00
\w 8.00
6.00
- 4.00
2.00
. . . . ; ; 0.00
1.2 1.1 -1 -0.9 -0.8 -0.7 -0.6
E(V)
f=25Hz ~———f=100 Hz

Figura V.12 - Voltamogramas fazendo um varrimento de potencial entre -0,6V e -1,2 V,
com um tempo de equilibrio de 5 s, a pH controlado pela adigao de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma amplitude de 50 mV e na auséncia de TBT. Testaram-se dois valores
de frequéncia.

Testaram-se posteriormente valores de frequéncia para diferentes
concentracdes conhecidas de TBT, no intervalo [8,83; 60,88] pmol.dm™3. Os
resultados mostram que, para as concentracdes estudadas, tendo-se controlado o
pH do meio para o valor de 5,99, se obtém picos com boa resolucdo e com uma
boa linha de base, analisaveis, reprodutiveis, cujos resultados podem ser utilizados

para posterior tratamento, analise e interpretagdo com as ferramentas de DCBD. A
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Figura V.13 apresenta um

1201 (nA)
100 exemplo de voltamogra-
80 mas obtidos para amos-
&0 tras contendo diferentes
40
20 concentracoes de TBT.
0 Este estudo permi-
-0 Iss -0 I66 -0 I64 -0 I62 d 6 : .
: : : : .20 tiu perceber também que
E(V) . o
nem todas as combinacdes
[TBT]=8,83 uM [TBT]=19,61 uM [TBT]=26,35 uM
= [TBT]=60,88 UM
permitem a obtencdo de
Figura V.13 - Voltamogramas fazendo um varrimento de
potencial entre -0,5V e -1,1 V, com uma frequéncia de 25 voltamogramas com um
Hz, tempo de equilibrio de 5 s, a pH controlado pela ) . N
adicdo de HCI, para um valor de 5,99. Utilizou-se uma | pico de oxidacdao do TBT
amplitude de 100 mV variou-se a concentragao de TBT. L,
analisavel. Constatou-se

porém que utilizando uma frequéncia de 25 Hz se obtém sempre picos utilizando

amplitudes de 20, 100 e 150 Hz, para as concentracdes de TBT estudadas.

V.2.4. Estudo da amplitude

A amplitude é outra varidvel que se pode controlar na SWASV. Verificou-se

gue esta tem alguma influéncia na

~ ~ . 1(nA)
obtencao ou nao de picos de 450
intensidade de corrente analisaveis e /"\ 400
. 350
na qualidade dos mesmos, como se / \ N 200
viu no estudo da frequéncia. Como se / \\ / \\ 250
. ) 200
pode observar pela anélise da Figura — \{_\ 150
V.14, o pico obtido para uma 7\ /A\ \\ 100
. ’ . S NS NS—— 50
amplitude de 20 mV ¢é efectivamente . . &E' . : . 0
mais pequeno que o pico obtido para | 0&—07—07 065060550550
. . E(V)
0os outros dois valores de amplitude —— A=20 MV ——— A=100 MV ——— A=150 mV
utilizados. Observa-se simultaneamente [ Figura V.14 - Voltamogramas de variacdo da
- o . amplitude fazendo um varrimento de potencial
uma translagao na posicao do pico. NO | entre -0,5V e -1,1 V, com uma f= 200 Hz, t., de
. ~ 5s, a pH=5,99.[TBT]=8,83 pymol.dm™,
entanto, este facto, para ja, nao rap :99.[TBT1=8,83 p

parece ser relevante pois, para a construcao da base de dados a utilizar pelo
sistema de Data Mining todos os valores sao admitidos desde que sejam

reprodutiveis.
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V.3. Métodos Classicos de Quantificacao

V.3.1. Curva de calibracao

A literatura internacional encontrada acerca das diversas tentativas de
quantificacdo do TBT, utilizando técnicas electroquimicas, € pouco abundante e
grande parte desta escassez de informagdo deve-se ao facto desta espécie nao
apresentar uma resposta linear e directa a esta técnica [Bond et al., 1995].

Com os dados recolhidos fez-se algumas tentativas de construcao de curvas
de calibracdo, utilizando dados recolhidos a uma frequéncia de 25 Hz, amplitude de
100 mV, E; igual -1,1 V e E¢ igual a -0,45 V, com um tempo de equilibrio de 5 s e
pH=5,99, representando as diversas caracteristicas dos picos (posicdo, altura, area,
largura de meia altura e derivada) em funcdo da concentracao de TBT. As figuras
seguintes apresentam estas curvas de calibragao.

o
o
<o

o
[

y = 0.0004x + 0.5847
R2 = 0.0318

L B e

0.4 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
[TBT] (kM)

©
N

o
o

Posicdo do pico (V)

o
U

Figura V.15 - Curva de calibragao (posicao do pico em fungao da concentragao de TBT).
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Figura V.16 - Curva de calibracao (altura em funcao da concentracao de TBT).
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Figura V.17 - Curva de calibragdo (area em funcgdo da concentragdo de TBT).
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Figura V.18 - Curva de calibragao (largura a meia altura em funcao da concentragao de TBT).
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Figura V.19 - Curva de calibracao (derivada em fungao da concentragao de TBT).
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Como se consegue facilmente perceber através da observacao e analise das
figuras anteriores, ndo € possivel encontrar uma relacdo linear entre a
concentracdo de TBT e as caracteristicas retiradas dos picos de intensidade de
corrente. Por conseguinte, ndo é possivel quantificar amostras contendo TBT a
partir de um método classico, que tdo bem funciona com iniUmeros outros analitos.
Desta forma, e por ja se ter conhecimento deste facto previamente, utilizou-se a
metodologia de DCBD aos dados ja recolhidos, de forma a tentar encontrar modelos
que consigam relacionar a concentragdao de TBT com os picos que ele produz,
guando submetido a um varrimento voltamétrico utilizando a SWASV, fixando o
tempo de equilibrio, a amplitude, a frequéncia e os potenciais inicial e final,
utilizando os valores que se apresentam na Tabela V.2. e que se fundamentam nos

resultados discutidos anteriormente.

Tabela V.2. - Parametros voltamétricos aplicados nos varrimentos.

Parametros Voltamétricos Valor
Tempo de equilibrio (s) 5
Amplitude (mV) 150
Frequéncia (Hz) 25
Potencial inicial (V) -0,7
Potencial final(V) -0,45

V.4. Aquisicao de Dados

Apos a escolha das condigdes voltamétricas que potenciam a obtencdo dos
picos caracteristicos da oxidagdo do TBT realizaram-se SWASV com o intuito de
obter voltamogramas para solucbes de diferentes matrizes (agua Milli-Q e agua
salgada recolhida no porto de Sesimbra), com diferentes concentracoes de TBT
conhecidas. Foram efectuados 64 varrimentos para a agua Milli-Q e 65 para a agua
salgada. Esta analise foi efectuada no Verdo, enquanto que todas as voltametrias
realizadas preliminarmente, para inferir acerca das condigOes voltamétricas ideais
para este composto, foram realizadas no Inverno. Verificou-se, por comparacgao
directa, que ndo existia reprodutibilidade nos voltamogramas, o que indica desde ja
que a temperatura influencia o comportamento electroquimico do TBT. Ainda assim

decidiu-se manter as condigdes voltamétricas previamente estabelecidas como
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ideais nos varrimentos efectuados nesta fase. Foram utilizadas solugdes com
concentracées pequenas de TBT de forma a determinar também o limite de
deteccdo desta técnica. Foram obtidos resultados quer para amostras de TBT
preparadas em agua Milli-Q quer para amostras de agua salgada, recolhida no
porto de Sesimbra, dopada com TBT. Todos os dados recolhidos foram utilizados
posteriormente na construcdo da base de dados que servira de suporte ao treino
das RNAs. E de salientar que os resultados foram obtidos a partir de solucdes nas
guais existia sempre 20 mL de tampao fosfato (electrélito de suporte). Também se
tentou efectuar SWASV directamente na &gua salgada, por ter uma elevada
concentracdo de sais dissolvidos que poderiam funcionar como electrélito de
suporte, mas verificou-se que a mesma andlise ndao é exequivel pois os
voltamogramas ndo apresentam picos analisdveis. Os voltamogramas obtidos
apresentam, na sua maioria, dois picos € ndo apenas um unico, como acontece
guando se utiliza o tampdo fosfato como electrélito de suporte (Figura V.20). Para

tempos de deposicao mais elevados os picos desaparecem.

(a) I (nA) (b) I (nA)
40 30
35
I 30 M / 2>
=N " _/ N
\ / 20 N AA 15
N 15 ~ 10
L- 4 10 v
/. 5
r T T / 0 T T T O
-0.7 0.6 0.5 -5 -0.7 -0.6 -0.5
E (V) E(V)

Figura V.20 - Voltamogramas recolhidos directamente sobre uma amostra de agua recolhida
no porto de Sesimbra (salgada), dopada com TBT, sendo a concentracao deste na solucao de
3,09 pymol.dm™3, usando um tempo de equilibrio de 5 s, uma frequéncia de 25 Hz, 0.00195 V
de degrau de potencial, amplitude de 150 mV, E;=-0,7 V, E;=-0,45 V e tempo de deposicao de
5s (a) e 15 s (b).

Foram também efectuados varrimentos a solucGes contendo apenas
electrdlito de suporte e agua do mar, sem adicdao de TBT. Na Figura V.21
apresentam-se os voltamogramas obtidos para a dgua salgada, sem adicdo de TBT,
na zona de potencial onde se espera aparecer o pico relativo ao TBT.
Aparentemente esta agua ndo apresenta TBT dissolvido nem nenhum outro
composto que aparecga neste intervalo de potenciais pois nao se observam picos em
nenhum dos voltamogramas obtidos, independentemente do tempo de deposicao

aplicado. As intensidades de corrente registadas sao muito baixas, da ordem das
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Figura V.21 - Voltamogramas recolhidos utilizando electrélito de
suporte e agua do mar sem adicido de TBT, sob as condigoes
voltamétricas previamente seleccionadas, fazendo variar o tempo de
deposigao.
Deste modo, nesta
1(nA) !
janela de potencial, inde-
N 30 )
I\ pendentemente do tg, €
25
I - possivel analisar apenas o
———— I 1s TBT, dopando aliquotas
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, , , : : 0 conhecidas de TBT.
-0.7 -0.65 -0.6 -0.55 -0.5 -0.45 Posteriormente
E(V ~
V) foram entao dopadas
Figura V.23 - Exemplo de voltamograma obtido para uma .
amostra de TBT em agua Milli-Q, de concentragdao 2,647 amostras quer de agua
-3 - - 7
pmol.dm™. Milli-Q quer de &gua

1 (nA)

2.5
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1

0.5
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Figura V.23 - Exemplo de voltamograma obtido para uma
amostra de TBT em agua salgada, de concentracdo 1,325
pmol.dm™3.

salgada com quantidades
conhecidas de de TBT e
foram por
SWASV. A Figura V.23

apresenta um dos voltamo-

analisadas

gramas obtidos para uma
analise em agua Milli-Q e a
Figura V.23 apresenta um
dos voltamogramas obtidos
para uma das analises em

agua salgada. Verificou-se
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gue a partir de uma determinada concentragdo os picos nao alteravam a sua
configuragdo. Isto pressupde que o eléctrodo, a partir de determinado valor de

concentracgao, fica saturado ndo conseguindo oxidar mais espécies de TBT.

V.5. Preparacao dos Dados para o Processo de DCBD

Antes de iniciar o processo de DCBD ha que construir a base de dados.
Atendendo aos resultados apresentados e discutidos anteriormente, os
voltamogramas foram obtidos nas condicdes apresentadas na Tabela V.2.
Utilizaram-se amostras dopadas com concentracdes de TBT dentro do intervalo
[0,883; 5,286] pmol.dm™. Como se pode constatar os valores de concentracdo
utilizadas nesta fase sdao de uma ordem de grandeza 10 vezes menor que os usados
para estabelecer as condigdes voltamétricas de trabalho. Foram testados valores de
concentracdo ainda mais pequenos mas nao foi possivel, com este conjunto de
condigdes voltamétricas previamente definidas, obter voltamogramas analisaveis.

Verificou-se que o tempo de deposicdo tem influéncia nas caracteristicas do
pico. Deste modo, foram efectuados varrimentos voltamétricos usando varios
tempos de deposicdo, tendo-se obtido picos analisaveis para tge, situados no
intervalo [0, 30]s.

Os voltamogramas obtidos, exactamente sob as mesmas condigdes em
matrizes diferentes (dgua Milli-Q e agua do porto de Sesimbra) apresentam
caracteristicas diferentes, tendo-se optado por construir bases de dados diferentes
para cada matriz testada e, por conseguinte, treinado RNAs diferentes.

Nas tabelas Tabela V.3. e Tabela V.4. apresenta-se a caracterizacao
estatistica das varidveis presentes na base de dados relativa a cada uma das
matrizes estudadas.

Também foram recolhidos dados numa outra matriz, de natureza bioldgica,
mais concretamente urina de ratos, mas os resultados obtidos nao foram
conclusivos, sendo necessario um estudo mais exaustivo do comportamento

electroquimico do TBT nesta matriz.
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Tabela V.3. — Caracterizacdo estatistica das variaveis presentes na base de dados utilizada
para as amostras de TBT em agua Milli-Q.

" - . . P Desvio .
Parametro Minimo Maximo Média padrio Registos
taep (S) 0 30 8,10 7,15 63
Posicdo -0,609 -0,585 -0,593 5,55x10°3 63
Altura 2,09x10°° 4,54x10°8 2,18x10°8 1,23x10® 63
Area 1,98x10*  8,25x10°  3,52x107%° 2,43x1071° 63
Largura de
_ 8,00x107? 2,60 107 1,45x1072 4,07x10°3 63
meia altura
Derivada 2,50x1077 7,09x10°® 3,45x10°® 1,97x10°® 63
[TBT] (UM) 0,883 5,29 2,58 1,38 63

Tabela V.4. - Caracterizacdo estatistica das variaveis presentes na base de dados utilizada
para as amostras de TBT em agua salgada.

Parametro Minimo Maximo Média Desv'!o Registos
padrao
taep (S) 0 30 10,156 8,308 64
Posicdo -0,533 -0,577 -0,547 0,0117 64
Altura 1,25x107° 3,12x10°8 1,87x10°8 9,38x10°° 64
Area 1,8x101! 7,77x1071%  4,13x101° 2,46x10710 64
Largura de
2 3x1072 1x107? 1,93x1072 4,34x1073 64
meia altura
Derivada 1,411x107  4,272x10°®  2,537x10° 1,23x10°® 64
[TBT] (uM) 0,883 5,29 3,11 1,55 64

A normalizagao dos dados deve ser considerada antes de treinar uma rede.
Embora nao seja um procedimento essencial em certos casos, torna-se vital
noutros. O objectivo deste procedimento é realizar uma transformacdo nos dados
de modo a acelerar e a melhorar o processo de aprendizagem.

No presente trabalho os dados foram normalizados para o intervalo [0, 1]

através da equagdo:

X-Xpmi
Xnorm=X¢

max -X min

Equacao V.1.
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Esta normalizacdo coloca todos os resultados obtidos na mesma ordem de
grandeza. A utilizagdo dos dados sem este tratamento faz com que, muitas vezes, o
algoritmo de aprendizagem atribua uma maior importancia a um determinado
parametro por este apresentar resultados com ordem de grandeza muito superior a
de outros, ndo correspondendo essa importancia a sua influéncia efectiva. Por
exemplo, se o parametro W € [500, 1000] e o parametro Y €[0, 1] é possivel e até
bastante provavel que o algoritmo de aprendizagem atribua uma importancia
inadequada ao atributo W em consequéncia de ele apresentar um dominio mais
alargado e uma ordem de grandeza superior [Pyle, 1999; Han & Kamber, 2006;
Bramer, 2007].

V.6. Modelacao

Antes de se iniciar a fase de construgdo dos modelos devem ser definidos
claramente os objectivos a atingir bem como o conjunto das variaveis de entrada e
de saida. Deste modo, tendo em vista a quantificagdo dos niveis de TBT em
amostras bioldgicas e ndo bioldgicas, procurou-se obter modelos que permitam,
com base nas caracteristicas dos picos voltamétricos obtidos apds a aplicagdo da
SWASV, determinar a concentragao de TBT.

Neste trabalho recorreu-se as Redes Neuronais Artificiais (RNAs) devido ao
facto de estas serem consideradas, actualmente, como ferramentas capazes de
apreender e representar relacbes complexas entre as varidveis. Além disso, esta
técnica tem sido aplicada a problemas dentro da area cientifica da Electroquimica
[Ensafi et al., 2002; Ensafi et al., 2006; Esteban et al., 2006; Cabanillas et al.,
2007; Wei et al., 2011; Bhattacharyya et al., 2012; Ghasemi-Varnamkhasti et al.,
2012].

De entre as varias arquitecturas de rede que se conhecem, optou-se pela
utilizacdo de Redes Neuronais Unidireccionais (RNUs) pois € uma das mais
utilizadas em problemas de regressdao. Como foi referido anteriormente, nao
existem regras claras para estabelecer o nimero de camadas intermédias ou o
numero de nodos que as constituem. Assim sendo, neste trabalho optou-se pelo
procedimento mais utilizado que comega numa estrutura inicial simples que vai
sendo selectivamente modificada de forma a minimizar uma métrica de erro que,
neste trabalho, foi a média do quadrado dos erros (MQE) [Witten & Frank, 2005].
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O algoritmo de treino utilizado foi o algoritmo de retropropagacao que, tal
como foi referido anteriormente, tem sido apontado como o algoritmo de treino
supervisionado mais utilizado em RNUs. Utilizou-se como funcao de activagdo a
funcdo sigmédide. Em todos os casos utilizaram-se os valores sugeridos pelo
software WEKA relativos aos parametros de configuracao.

Tendo em vista assegurar a significAncia estatistica dos resultados obtidos,
cada simulacao foi executada vinte vezes. Em cada uma delas os registos da base
de dados foram aleatoriamente divididos em dois conjuntos mutuamente
exclusivos. O conjunto de treino, composto por 50% dos exemplos e 0 conjunto de
teste, constituido pelos restantes 50%.

Na Tabela V.5. encontram-se os valores do Desvio Absoluto Médio (DAM), da
Média do Quadrado dos Erros (MQE) e de bias para as topologias de rede testadas,
quer para o conjunto de treino quer para o conjunto de teste, para amostras
preparadas em agua Milli-Q. A Tabela V.6., por seu lado, apresenta os valores do
DAM, da MQE e de bias para as topologias de rede testadas, quer para o conjunto
de treino quer para o conjunto de teste, para as amostras preparadas em agua

recolhida no porto de Sesimbra.

Tabela V.5. — Valores de DAM, MQE e bias para as topologias de rede testadas em amostras
de agua Milli-Q.

Topologia da DAM MQE Bias

rede C. Treino C. Teste C. Treino C. Teste C. Treino C. Teste

4-7-5-1 1,06X10° | 1,27x10” | 2,04x10™%° | 3,25%x10"° | 6,11X107 | -1,13X10°
5-6-4-1 8,58X10° | 1,13X10° | 1,45x10™ | 2,56x10™ | 3,38X107 | 1,09X10”
6-4-4-1 7,60X10° | 1,18X10” | 1,13X10™"° | 2,40X10™° | 2,49x10" | -2,19X10”
6-4-5-1 5,77X10° | 7,31X10° | 7,05X10™ | 1,21X10™ | -3,36X10" | 2,10X10
6-5-4-1 1,37X10” | 1,83X10” | 3,62x10"° | 5,08X10™° | 8,00X10" | -1,43X10°
6-5-5-1 7,73X10° | 1,42x10”° | 1,35x10™ | 3,23X10™° | -5,93X10" | 7,56X10
6-6-3-1 8,561X10° | 8,83x10° | 1,17x10™ | 1,16X10™ | 4,81x10" | -3,19X10”
6-6-4-1 1,32X10° | 1,93x10° | 3,16x10"° | 7,28x10™° | 1,35%x10° | -1,60X10°
6-8-4-1 4,88X10° | 7,20x10° | 4,22x10™ | 1,11x10™ | -3,70x10" | 1,35%10°
6-10-6-1 4,10X10° | 6,18X10° | 3,00x10™ | 8,37x10™ | 2,18Xx10" | -1,92x10°
6-14-6-1 8,98X10° | 1,13x10° | 1,79x10™ | 2,33x10™ | 8,09x107 | -9,79x10”

Da andlise da Tabela V.5. verifica-se que, para a agua Milli-Q, a rede que

minimiza o DAM e a MQE é a que apresenta a topologia 6-10-6-1 enquanto a
Tabela V.6. mostra que a topologia 6-12-5-1 minimiza o DAM e a MQE, para a agua
salgada. Estas topologias apresentam, também, valores de bias muito préximos de

zero, 0 que significa que ndo tém tendéncia para subestimar ou sobrestimar a
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variavel

de saida (concentragdao de TBT).

Atendendo ao exposto,

foram

seleccionadas as topologias 6-10-6-1 e 6-12-5-1 para modelar a concentracao de
TBT, respectivamente, em agua Milli-Q e agua salgada. As referidas RNAs sdo
apresentadas na Figura V.24 e Figura V.25 que, como se pode observar, sdo
constituidas por seis nés na camada de entrada (a area, a derivada, a altura, a

posicdo, o potencial inicial e o potencial final de varrimento), duas camadas

escondidas e um n6 na camada de saida (concentracdo de TBT).

Tabela V.6. - Valores de DAM, MQE e bias para as topologias de rede testadas em amostras
de agua do porto de Sesimbra.

Topologia da DAM MQE Bias
rede C. Treino C. Teste C. Treino C. Teste C. Treino C. Teste

5-7-5-1 2,11X10> | 2,66X10° | 1,20X10° | 2,15X10° | 4,93x10° | -2,32X10”
5-8-2-1 1,73X10° | 2,93x10° | 8,75X10™° | 2,22x10° | 9,89x10" | 5,07X10°
5-9-4-1 1,50X10° | 2,35X10° | 6,13X10™° | 1,67x10° | 2,10X10° | 5,67X10"
5-11-3-1 3,95X10° | 4,44X10> | 3,17X10° | 5,42X10° | 9,99X10° | -6,88X10°
5-13-6-1 5,96X107" | 6,34X10" | 4,20X10" | 4,50X10" | 5,95X10" | 6,34Xx10"
6-6-3-1 1,74X10” | 2,15X10” | 9,16X10™° | 9,76X10"° | 5,52X10° | -1,46X10°
6-9-2-1 1,17X10° | 1,88x10° | 3,89x107™° | 6,76X10™° | 4,07x10° | -3,18X10”
6-9-3-1 5,64X10° | 8,41X10° | 6,00X10™ | 1,20x10™ | 9,01X107" | 6,25X10”
6-4-1-1 2,19X10° | 2,23x10° | 1,19x10° | 9,70x10™° | 1,74x10° | 1,86x10°
6-12-5-1 3,98X10° | 5,69X10° | 3,73x10™ | 6,27x10™ | 8,45x107 | 3,78X10”
6-15-3-1 3,95X10” | 4,44X10° | 3,17X10° | 5,42x10° | 9,99X10° | -6,88X10°

Camada Camadn Camaqa Camadn

de Entrada Escondida Escondida Z de Saida

Largura de
meia altura

Tempo de
deposicio

Figura V.24 - RNA seleccionada para a previsao da concentragao de TBT em agua Milli-Q.
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Camada Camada CAmAdA Camada

de Entrada Escondida 1 Escondida 2 de Saida
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Figura V.25 - RNA seleccionada para a previsao da concentracao de TBT em agua salgada.

Com o objectivo de avaliar o desempenho dos modelos seleccionados
tracaram-se representacOes graficas dos valores de concentragdo de TBT previstos
em fungdo dos valores reais, tanto para o conjunto de treino como para o conjunto
de teste indicando-se, em cada um dos casos, o coeficiente de determinacdo (R?),
guer para as amostras em agua Milli-Q quer para as amostras em agua salgada.

A andlise da Figura V.26 e da Figura V.27 (para as amostras de TBT em
agua Milli-Q), e da Figura V.28 e da Figura V.29 (para as amostras de TBT em agua
salgada) mostra que as RNAs seleccionadas apresentam uma elevada capacidade
de previsdao da concentracao de TBT a partir das caracteristicas do pico voltamétrico
em todo o intervalo de valores de ensaio, tanto para o conjunto de treino como
para o conjunto de teste. Um outro aspecto importante é o facto de os valores de
R? relativos aos conjuntos de treino e de teste serem semelhantes. Este resultado

parece mostrar que o modelo ndao apresenta problemas de sobre-ajustamento.

Mestrado em Andlises Quimicas Ambientais

97



86

=== Capitulo V. Apresentacao, Interpretacao e Anadlise de Resultados e Modelos

£ (6]

[TBT]revisto (kmMol.dm ;)
w

A

/

/ R2 = 0.99998

/

2 /

1 @

0 T T T T T
1 2 3 4 5

[TBT],q (kmol.dm-3)

Figura V.26 - Valores previstos vs valores experimentais da concentracdo de TBT em agua
Milli-Q para o conjunto de treino.
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Figura V.27 - Valores previstos vs valores experimentais da concentracdo de TBT em agua
Milli-Q para o conjunto de teste.

Mestrado em Andlises Quimicas Ambientais




Modelagao ===

w

IS

I:TBT]previsto (um0|-dm_3)
N w

[EEy

A2

//

/ R? = 0.99999

/

1 2 3 4 5
[TBT],q (kmol.dm-3)

Figura V.28 - Valores previstos vs valores experimentais da concentracdo de TBT em agua do
porto de Sesimbra para o conjunto de treino.
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Figura V.29 - Valores previstos vs valores experimentais da concentragdo de TBT em agua do
porto de Sesimbra para o conjunto de teste.

Tal como foi referido anteriormente, os valores de bias parecem mostrar que

o modelo seleccionado ndo apresenta tendéncia para sobrestimar ou subestimar a

variavel de saida. Nas Figura V.30 e Figura V.31 representou-se o erro em funcgao

dos valores previstos pelo modelo para a concentragdao de TBT, tanto para o

conjunto de treino como para o conjunto de teste.
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Figura V.30 - Representagdo grafica dos residuos em fungdao dos valores previstos para a
concentracdo de TBT em agua Milli-Q para os conjuntos de treino e de teste.
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Figura V.31 - Representacao grafica dos residuos em fungcdo dos valores previstos para a
concentracao de TBT em agua salgada para os conjuntos de treino e de teste.

E claro pela andlise de ambas as figuras e pelos coeficientes de correlacdo
que nelas se apresentam que os valores se distribuem aleatoriamente de ambos os
lados do eixo dos xx e que sdo independentes do valor da variavel de saida tanto
no conjunto de treino como no conjunto de teste. De acordo com Singh e

colaboradores [Singh et al., 2009] estes resultados confirmam mais uma vez a
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ideia de que ambas as RNAs apresentam um elevado desempenho na previsao da
concentracao de TBT nas matrizes estudadas.

Tendo em vista validar os modelos apresentados foram obtidos novos
voltamogramas, nas condicdes voltamétricas definidas na Tabela V.2., para
diferentes concentracdes de TBT e diferentes tempos de deposicdao, pertencentes
aos intervalos estudados.

Forneceram-se ao modelo as varidveis de entrada (tempo de deposicao,
posicdo do pico, altura do pico, drea do pico, largura a meia altura e derivada) e
comparou-se as concentracdes de TBT obtidas pela RNA, para cada solucdo, com os

valores conhecidos (Tabela V.7.).

Tabela V.7. - Resumo dos valores de concentracao previstos para um conjunto de dados de
teste, utilizando a RNA seleccionada para amostras de agua salgada.

taep [TBT]cal [TBTprevista % Erro
(s) (M) (pM) Recuperagao
0 2,206 2,003 90,77 0,2036
5 2,206 1,938 87,85 0,2682
10 2,206 2,180 98,78 0,02692
15 2,206 1,988 90,11 0,2183
0 3,087 2,899 93,89 0,1887
5 3,087 2,985 96,69 0,1023
10 3,087 2,938 95,17 0,1492
15 3,087 2,756 89,26 0,315
0 3,968 4,166 104,99 -0,1982
5 3,968 4,064 102,42 -0,09608
10 3,968 3,910 98,55 0,05767
15 3,968 4,331 109,17 -0,3637

Pela analise da Tabela V.7. verifica-se que as percentagens de recuperagao
sdo bastante elevadas, quase sempre superiores a 90%. Verifica-se também que o

modulo do erro associado aos valores previstos é sempre inferior 0,5 ymol.dm™.
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V.7. Analise de Sensibilidade dos Modelos

De um modo geral, pretende-se concentrar os esforcos na aquisicao dos
dados referentes as varidaveis que mais contribuem para a acuidade do modelo. A
analise de sensibilidade é um procedimento que permite analisar o efeito das
variagbes nas entradas sobre as varidveis de saida, através do calculo da
importancia relativa de cada uma das variaveis de entrada.

A importancia das varidveis de entrada pode ser feita, por exemplo, com
base nos pesos das conexfes entre as varias camadas que constituem a rede [Lee
et al., 2003], ou com base numa analise de gradiente [Kewley et al., 2000]. Neste
trabalho, contudo, optou-se pela andlise de sensibilidade mais comummente
utilizada e que consiste na determinagcdo da variancia produzida na saida (V)
quando todas as variaveis de entrada sdao mantidas no seu valor médio excepto

uma, que varia ao longo da sua escala de valores [Kewley et al., 2000].

_E(-7)
X N-1

Equacao V.2.

onde Y; denota o valor da saida obtido com todas as varidveis de entrada mantidas
no seu valor médio excepto a varidvel x, e ¥ denota o valor da saida obtido com
todas as varidveis de entrada mantidas no seu valor médio, incluindo a variavel x.
A importancia relativa (IR,) das varidveis utilizadas pelo modelo é dada pelo
quociente entre a variancia produzida na saida pela varidvel x e o somatdrio das

variancias produzidas na saida por todas as variaveis de entrada:

Ve

IR, =
XV

Equacao V.3.

Na Figura V.32 apresenta-se a importancia relativa das varidveis de entrada
para os modelos apresentados anteriormente. A analise do grafico apresentado na
Figura V.32 mostra que a area do pico é a varidvel mais importante para o modelo

referente a agua salgada, secundada pela posicdo do pico e pelo tempo de
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deposicdo. Para o modelo relativo a agua Milli-Q as variaveis area do pico e tempo
de deposicao tém uma importancia muito semelhante, secundadas pela posicdo do
pico. Em ambos os modelos a importéncia relativa das trés variadveis referidas é
cerca de 70%. Estes resultados mostram, tal como foi destacado no ponto V.3.1, a
impossibilidade de se estabelecer uma relacdo linear entre a concentragcao de TBT e

qualquer uma das grandezas que caracterizam os picos voltamétricos.

0.3 -

0.25 -

0.2 -

0.15 -

0.1 -

0.05 -

Area Posicao Tempo de Altura Largura a Derivada
deposicao meia altura

u Agua Milli-Q uAgua Salgada

Figura V.32 - A importancia relativa das variaveis de entrada para os modelos de previsao da
concentracao de TBT.
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"Uma mente que se abre a uma nova ideia jamais

volta ao seu tamanho original.”

Albert Einstein

Conclusoes Finais e Perspectivas Futuras

O estudo voltamétrico do TBT, sob as condigGes que, apds determinacdo
experimental, potenciam a sua deteccdo, mostra que, tal como ja era
anteriormente reportado na literatura a nivel internacional, o TBT apresenta um
comportamento electroquimico altamente complexo, ndo sendo possivel quantifica-
lo através dos métodos classicamente utilizados para outras espécies. No entanto,
guando se constréi uma base de dados com os valores que caracterizam os picos
de intensidade de corrente, nomeadamente posicdo, altura, area, largura de meia
altura e derivada do pico e se aplica a essa mesma base de dados, sistemas
provenientes da area da Inteligéncia Artificial, nomeadamente redes neuronais
artificiais, verifica-se que estes novos sistemas permitem obter respostas muito
proximas da realidade, com erros relativamente baixos para a gama de
concentragdes estudada.

No que concerne ao comportamento electroquimico do TBT verificou-se que:

- O TBT apresenta um comportamento electroquimico altamente complexo e
que se altera em funcdo de uma série de variaveis;

- O tampdo fosfato € um electrélito de suporte que possibilita e potencia a
oxidagao do TBT, ndo apresentando qualquer resposta no intervalo de diferengas de
potencial onde o TBT se oxida;

- A temperatura influencia o comportamento electroquimico do TBT
devendo, em trabalhos futuros, efectuar-se um estudo acerca da influéncia da
temperatura no comportamento electroquimico, mais concretamente nas
caracteristicas dos picos voltamétricos;

- As condicGes voltamétricas influenciam de uma forma preponderante a
oxidacdo do TBT, nomeadamente a frequéncia, o tempo de equilibrio, o tempo de

deposicdo e a amplitude;
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Esta técnica apresenta logo a partida uma limitagdo que se prende com o
facto de o limite de deteccdo inferior ser relativamente elevado uma vez que ndo se
conseguem obter voltamogramas analisaveis para concentracbes inferiores a
8,83X10™* mmol.dm™.

Os resultados tratados ao longo de todo o trabalho estdo relacionados
apenas com amostras nao-bioldgicas, mais concretamente com amostras de agua
salgada, recolhidas no porto de Sesimbra e posteriormente dopadas com
concentracbes conhecidas de TBT. Foram realizadas analises em amostras
bioldgicas, nomeadamente em amostras de urina de rato dopadas com TBT, mas os
resultados obtidos ndo foram conclusivos.

Durante e apds a execucao deste trabalho levantaram-se algumas questoes
de elevado interesse e que ndo foram possiveis de estudar, mas que se consideram
preponderantes na percepcdo do comportamento electroquimico do TBT,
nomeadamente um estudo do efeito da temperatura, pois verificaram-se algumas
oscilagdes nos picos em dias em que a temperatura ambiente era diferente e o
laboratoério ndo estava climatizado.

Ha também a necessidade de aplicar esta técnica, de uma forma mais
exaustiva, a amostras de natureza bioldégica, de modo a inferir sobre a
aplicabilidade da mesma.

Apesar de se ter utilizado uma amostra real de uma agua recolhida num
porto maritimo, aparentemente esta ndo apresentava picos de oxidacdo na zona
onde aparecem os picos do TBT. No entanto, uma vez que se conhecem espécies
que se oxidam a potenciais proximos daquele onde se detecta o TBT, é também
importante efectuar um estudo da aplicabilidade desta técnica a amostras que
estejas contaminadas ndo s6 com TBT, mas também com essas outras espécies,
gue podem encobrir a resposta que pertence exclusivamente ao TBT ou até mesmo
interferir com ela, potenciando-a ou inibindo-a.

Na literatura encontram-se outros sensores voltamétricos, nomeadamente
eléctrodos de nanotubos de carbono, que devem ser testados, num estudo futuro,
para a caracterizagdo electroquimica do TBT, devendo ser utilizados como
eléctrodos de trabalho em substituigdo do eléctrodo de mercurio de gota suspensa.
Além deste outros podem e devem ser também testados. Ndo se encontra na
literatura nenhuma referéncia a nenhum eléctrodo que isoladamente e fazendo uso
de técnicas convencionais consiga caracterizar electroquimicamente o TBT mas tera

interesse analitico aliar esses resultados a técnicas oriundas da quimiometria,
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nomeadamente da descoberta de conhecimento em bases de dados, e avaliar a
percentagem de recuperacdo que estas técnicas conseguem proporcionar.

Em suma, as técnicas electroguimicas, nomeadamente a voltametria de
onde quadrada, e as técnicas de descoberta de conhecimento em bases de dados,
nomeadamente as redes neuronais artificiais, apresentam-se como aliados fortes
na determinacdo e quantificacdo de espécies organoestanhosas. N3o se pode
concluir jd que estas duas técnicas combinadas podem substituir outras
actualmente utilizadas e certificadas mas acredita-se que, com mais alguns estudos
futuros, a médio prazo, se possam aplicar estas técnicas a este sistema e, quem

sabe, também a outros sistemas mais complexos.
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Anexo I - Estudo do electrélito de suporte (HCI)
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Grafico AI. 1. - Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugao
contendo 20 mL de electrdlito de suporte (HCI 0,01 mol.dm™) e sem TBT. Estes voltamogramas foram

obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. variavel.
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Grafico AI. 2. — Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugéo
contendo 20 mL de electrdlito de suporte (HCl 0,01 mol.dm™) e uma concentracdo de TBT igual a 8,83

WM. Estes voltamogramas foram obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. varidvel.
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Grafico AI. 3. — Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugdo
contendo 20 mL de electrdlito de suporte (HCI 0,01 mol.dm™) e uma concentracdo de TBT igual a 17,61

UM. Estes voltamogramas foram obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. varidvel.

-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0
10

1 (nA)
N
I

E (V)

Vel.V. =200 mV/s

Vel.V. =100 mV/s

Grafico AI. 4. — Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugéo
contendo 20 mL de electrélito de suporte (HCl 0,01 mol.dm™) e uma concentracdo de TBT igual a 26,35

WM. Estes voltamogramas foram obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. varidvel.
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Grafico AI. 5. — Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugdo
contendo 20 mL de electrdlito de suporte (HCI 0,01 mol.dm™) e uma concentracdo de TBT igual a 35,05

UM. Estes voltamogramas foram obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. varidvel.
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Grafico AI. 6. — Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial [-1,1; -0,1] V, aplicado a uma solugéo
contendo 20 mL de electrélito de suporte (HCI 0,01 mol.dm™) e uma concentracdo de TBT igual a 52,32

WM. Estes voltamogramas foram obtidos com Teq= 5 s, pH natural e V.V. varidvel.
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Anexo II - Estudo do Potencial

I(nA)
45
N a0 ——L12;0V]
——[1,2;-0,45V]
35 115045
30 [-1,0;-0,45 V]
- [-0.95 ; -0,45 V]
—[-0,9;-0,45 V]
20— [0875;-0,45V]
15 —1-085;-0,45V]
——[-0,825;-0,45 V]
10 [-0,8 ; -0,45 V]
S 5 ——1[075;-045V]
| | | | | | 0 [-0,725 ; -0,45 V]
-0.75 -0.7 -0.65 -0.6 -0.55 -0.5 -0.45

E (V)

Grafico AIL.1. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentragdo igual a 8,83 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te;=5s,
f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIL.2. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentracdo igual a 8,83 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te,= 5 s,
f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIL.3. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tampéo fosfato 0,2 mol.dm=) e TBT
com concentragdo igual a 17,61 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIIL.4. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentracdo igual a 17,61 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te,= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIL.5. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentragdo igual a 26,35 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIL.6. — Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tampéo fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentracdo igual a 26,35 ymol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Teq= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 7. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentragdo igual a 35,05 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIIL. 8. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm3) e TBT
com concentracdo igual a 35,05 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 9. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentragdo igual a 43,70 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 10. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentracdo igual a 43,70 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 11. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tampéo fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentragdo igual a 52,32 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 12. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentracdo igual a 52,32 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te,= 5
s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AIL. 13. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solugdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™) e TBT
com concentragdo igual a 60,88 pmol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=100 mV, Te,= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Grafico AII. 14. - Voltamogramas fazendo variar o valor de potencial inicial e final de varrimento,
aplicado a uma solucdo contendo 20 mL de electrélito de suporte (tamp&o fosfato 0,2 mol.dm™3) e TBT
com concentracdo igual a 60,88 umol.dm™. Estes voltamogramas foram obtidos com A=150 mV, Te= 5

s, f= 25 Hz e pH= 5,99.
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Anexo III - Voltamogramas para um tempo de equilibrio de 0 s
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Grafico AIII.16. — Voltamogramas para um Grafico AIIL.15. - Voltamogramas para um

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigdo de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentracao de TBT de
8,83 UM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigdo de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentragao de TBT de
17,61 uM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.
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Grafico AIII.17. - Voltamogramas para um Grafico AIIL.18. - Voltamogramas para um

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigao de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentracdo de TBT de
35,05 uM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigao de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentracdo de TBT de
43,70 UM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.
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Grafico AIII.20. - Voltamogramas para um Grafico AIIL.19. - Voltamogramas para um

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigdo de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentragdao de TBT de
52,32 UM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.

tempo de equilibrio de 0 s, fazendo um
varrimento de potencial entre -0,5V e -1,1V,
com uma frequéncia fixa de 50Hz e a pH
controlado pela adigdo de HCI, para um valor de
5,99.Utilizou-se uma concentragao de TBT de
60,88 uM e fez-se variar a amplitude, utilizando
valores de 5mV, 20mV e 50mV.
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