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Resumo

A determinacéo espectrofotométrica simultanea de aluminio e de ferro foi realizada em
extratos de solos e plantas, usando alaranjado de xilenol (AX), em excesso, como reagente
cromogénico e regress&o por minimos quadrados parciais (PLS).

As condiges experimentais foram selecionadas para reduzir interferéncias, diminuir a
complexidade do sistema e produzir um procedimento robusto que pudesse ser utilizado em
andlises de rotina. Os espectros devem ser registados entre 2 e 4 horas apés a mistura dos
reagentes e solugbes etandlicas foram empregadas para acelerar a formagéo dos complexos
Al-AX. A validagdo dos métodos propostos foi feita através de determinagdes realizadas em
amostras de plantas do programa interlaboratorial “International Plant-Analytical Exchange” (IPE)
da Universidade de Wageningen e em extratos de solos utilizando KCI como extrator. Todos 0s
extratos empregados foram analisados também por ICP-AES para comparacéo dos resuftados.
Solugﬁés - padréo foram empregadas para a calibragéo dos modelos para solos e para plantas,
simulando suas respectivas condigbes de extragdo. Para as determinagbes simulténeas de
aluminio e de ferro em amostras de plantas, os melhores modelos foram obtidos utilizando o
algoritmo PLS-2, ap6s centrar os dados na média. Nessas determinag¢des, extratos de plantas
também podem ser utilizados calibrar os modelos, reduzindo potenciais efeitos de matriz.

O baixo custo dos métodos propostos e sua praticidade, aliados aos bons resultados
obtidos, permitem sugerir seu uso em determinaces de rotina, substituindo a determinagdes de
aluminio por AAS empregando 6xido nitroso ou quando equipamentos multielementares mais
sofisticados, como o ICP-AES, s&o utilizados nas determinagbes de Al e Fe.
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Abstract

The simultaneous spectrophotometric determinations of Al and Fe in soil and plant extracts
were performed using xylenol orange (XO), in excess, as the color reagent and partial least-
squares (PLS) regression for data handling.

The experimental conditions were estabiished to reduce interferences, decrease system
complexity and produce a robust procedure that could be used for routine analysis. The spectra
shouid be recorded from 2 to 4 hours after mixing the reagents and ethanolic solutions were used
to improve the formation of the AI-XO complexes. Validation of the proposed spectrophotometric
methods was performed by running plant samples from the University of Wageningen
“International Plant-Analytical Exchange” (IPE) and KC! soil extracts, which were also analyzed by
ICP-AES for further correlation. Standard solutions were used for plant and soil PLS model
calibrétion, simulating their respective extraction conditions. For the simultaneous determinations
of Al and Fe in plant samples the best models were obtained using the PLS-2 algorithm after mean
centering the data. For these determinations, plant extracts can also be used for calibration in
order to reduce potential matrices effects.

The low cost of the proposed methods and their operational simplicity, associated with the
good results obtained, enable us to suggest it for routine work. This could replace the use of the
nitrous oxide flame in the atomic absorption spectrometry (AAS) procedure for Al determination or

the use of more expensive multielemental equipment, such as lCP-AES for both Al and Fe
determinations.
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I. Introducdo-

As andlises quimicas das matrizes agrondmicas (solos, plantas, solu¢io hidropénica,
etc..) sdo importantes na producdo agricola, pois é a partir desses resultados que é possivel
avaliar, além da disponibilidade de nutrientes para as plantas, outros parametros importantes
para seu desenvolvimento, tais como a acidez, a salinidade e a presenga de elementos toxicos
no meio em que se desenvolvem.

Nas andlises quimicas para avaliagdo da fertilidade dos solos, os elementos que se
procura quantificar s&o primordialmente aqueles considerados essenciais para a nutricdo das
plantas. Sem a presenca de quantidades adequadas desses elementos, as plantas ndo podem
completar seu ciclo de vida ou ndo conseguem produzir sementes vidveis (Munson e Nelson,
1980). Dentre os 16 elementos quimicos atualmente classificados como essenciais, listados a
seguir, freze s&o nutrientes minerais e os demais séio carbono, oxigénio e hidrogénio. Esses
elementos s&o fomecidos pelo solos ou meios nos quais as plantas se desenvolvem.

Os nutrientes minerais séo classificados, de forma geral, como macronutrientes (N, P, K
Ca, Mg e 8) e micronutrientes (Zn, B, Cl, Mn, Fe, Cu e Mo), em fung¢dio da quantidade relativa
necessaria para © bom desenvolvimento dos vegetais. Além dos macro e micronutrientes,
outros elementos presentes nos solos podem apresentar aspectos relevantes quanto ao
desenvolvimento de determinadas culturas, tanto devido a seus efeitos téxicos como aos seus
efeitos benéficos. .

Devido a interacéio do sistema solo-planta, a absorgio dos elementos quimicos pelos
vegetais toma-se um processo complexo, envoivendo diversos fatores. Entre estes fatores
incluem-se a foma quimica em que o elemento se encontra, a capacidade de absorgo da
cultura, o desenvolvimento do sistema radicular de cada planta, o tempo de crescimento e a
disponibilidade de outros nutrientes. Em outras palavras, a absorgiio dos elementos presentes
nos solos pelas plantas depende de sua disponibilidade (Raij,1991). Dada a natureza sutil
destes faﬁores, a analise de plantas (ou diagnose foliar) &€ empregada de forma complementar a
analise quimica de solos.

Os métodos empregados na anélise quimica em solos dependem do tipo de informag&o
que se deseja obter. Do ponto de vista da pedologia, interessa saber quais 0s constituintes
presentes na amostra e qual a sua concentragio, realizando-se determinagBes de seus teores
totais. Por outro lado, para a avaliagéo da fertilidade dos solos € muitas vezes também para o
monitoramento ambiental, as determinagSes quimicas devem fomecer informagBes sobre um
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determinado constituinte, estabelecendo néo apenas qual a sua concentragio, mas também a
forma quimica em que este se encontra.

Um assunto que apresenta interesse especial na andlise quimica de solos é a
determinac&io de aluminio devido ao seu efeito fitotbxico. As condi¢bes em que este elemento
toma-se toxico para as plantas estfio intimamente ligados a acidez do solo, que é uma das
condicbes desfavoraveis ao desenvolvimento das culturas agricolas mais comumente
encontrada em solos brasileiros. (Raij, 1991; Raij, 1997).

Durante nosso trabalho, inicialmente um projeto para o0 mestrado, verificamos que as
determinagbes volumétricas, tradicionaimente empregadas na determinagdo de aluminio para
avaliagdo da fertilidade em solos, apresentavam uma série de inconvenientes dos pontos de
vista analitico e pratico (Coscione et al., 1998). Essas determinagbes consistem em titular o
extrato de solo com NaOH para determinar a acidez trocavel e retrotitular o mesmo extrato com
HCI para determinar o aluminio trocével, com o auxilio de indicadores. Apesar da eficiéncia e
confiabilidade dos métodos instrumentais, como os espectrofotdmetros de absorgdio atémica e
de emissdo em plasma, na determinacdo de aluminio, considerando as condigSes encontradas
nos laboratorios de andlise de solo, a altemativa mais indicada seria a determinagsio
espectrofotométrica desse elemento. No entanto, apesar da existéncia dos diversos métodos
espectrofotométricos que podem ser utilizados com esta finalidade, a interferéncia do ferro
costuma ser critica.

A interferéncia do ferro observada na maioria das determinagBes espectrofotométricas
de aluminio, tanto devido & limitada seletividade dos reagentes empregados quanto & sua
quimica semelhante, € um problema analitico importante, usualmente contornado através da
inclus&o de etapas e alteragdes significativas na marcha analitica empregada. Se por um lado
esse procedimento visa aumentar e methorar a qualidade do sinal analitico registrado, por outro
toma os procedimentos mais lentos e pode aumentar a incidéncia de erros operacionais, que
em ultima instancia afetam também a precisdo e exatidfio das determinagdes. Estes fatores
adquirem especial importincia em condigdes de andlise de rotina, nas quais o numero de
amostras é elevado.

A impiementaciio dos métodos espectrofotométricos tradicionalmente empregados nas
determinacBes de aluminio em sistemas de andlise em fluxo, para permitir o aumento de sua
eficiéncia analitica (nimero de analises/hora), tem sido considerada uma altemativa importante
por diversos autores (Edwards e Cresser,1983; Mochizuki et al.,1982; Zolotov et al., 1995;
Trojanowicz e Szpunar-Lobinska, 1990; Trojanowicz et al., 1991). Em alguns casos, o sistema
de detecgiio também tem sido modificado com a inteng@io de se realizar a determinacéio
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seqiencial de outros metais na mesma aliquota de amostra (Trojanowicz e Szpunar-
Lobinska, 1990; Trojanowicz et al., 1991). Em outros, a determinacéio das concentragdes dos
metais de interesse é feita por diferenca, apés a complexacio seletiva de um desses com
EDTA ou é baseada na diferente cinética de formagéo dos complexos {Zolotov et al., 1995). No
entanto, a utilizagio destes sistemas em condigbes de rotina é limitada pela sua complexidade.

Uma possibilidade interessante para contomar o problema da interferéncia de ferro nas
determinacbes espectrofotométricas de aluminio, sem aumentar sua complexidade através da
realizagio de mudancas na marcha analitica, foi explorada neste trabalho e consistiu em
desenvolver modelos de calibragio multivariada para o sistema quimico aluminio-ferro-reagente
cromogénico. O reagente selecionado para desenvolver os modelos foi 0 alaranjado de xilenol
(AX), cuja baixa seletividade proporciona caracteristicas bastante peculiares e complicagbes
‘adicionais do ponto de vista das determinagdes, inciuindo comportamento n&o linear em
determinadas condigbes. Desenvolveram-se modelos de calibragio multivariada, utilizando a
técnica de minimos quadrados parciais (PLS), para determinar as concentragbes de aluminio
trocavel, na presenca do ferro, em extratos de solos obtidos com as solugbes extratoras KCI ou
NH,C1 1mol L™*, e considerando o ferro como mais um componente do sistema a ser calibrado.

Realizaram-se ainda determinagbes simultidneas das concentragSes de aluminio e de
ferro em extratos de folhas, preparando-se calibragbes com solugbes padrio aquosas de
aluminio e de ferro. Estudou-se também ¢ desenvolvimento de modelos empregando amostras
reais para a calibragio na determinagio desses elementos em extratos de folhas. © numero
minimo de amostras necessaric para a obtengdo de modelos com boa capacidade de
determinacdo foi estudado e os resultados obtidos foram comparados com a calibragio
baseada em padroes aquosos.






II. Ay andlises quimicas e
plantay e solos

As analises quimicas de solos poderiam ser definidas, pelo menos a principio, como
quaisquer procedimentos de determinagdio de parametros quimicos realizados nessa matriz.
Porém, devido ao uso intensivo deste termo para descrever as determinagdes realizadas para a
avaliagdo da fertilidade dos solos, seu significado passou a ser associado a essas
determinagbes. Assim, as andlises quimicas de solos comumente referem-se a realizacdo de
analises que permitam avaliar a fragdio disponivel dos elementos quimicos que podem ser
absorvidos pelas plantas, especiaimente para diagnosticar se um nutriente encontra-se
escasso, suficiente ou em excesso. Outros pardmetros usualmente analisados so a salinidade,
a presenca de elementos téxicos nos solos, o pH e a quantidade de matéria organica. As
analises quimicas em solos representam uma parte importante dos programas de avaliago de
fertilidade dessa matriz, os “Soil Testing Programs”, pois as interpretagcBes e recomendacdes de
adubac&io e corretivos necessdrios serdo realizadas com base nesses resultados (Peck e
Soltampour, 1980). Assim, idealmente, o tempo requerido para a realizaq:ﬁb de andlises nessas
amostras deve ser 0 menor possivei.

As andlises quimicas de plantas sdo utilizadas de maneira complementar 4s andlises
quimicas dos solos, para uma avaliagio mais detalhada da sua fertilidade. As andlise quimicas
realizadas diretamente nas plantas permitem verificar os resultados dos diversos tratamentos
aplicados a culturas (Munson e Nelson, 1990; Jones e Case,1990; Bataglia,1991). Essas
determinagbes baseiam-se no principio de que a concentracio de um elemento ou nutriente na
planta, ou em partes da planta, é resultado da interag8o entre os diversos fatores que
influenciaram a absorgéo de elementos quimicos durante o seu desenvolvimento, inclusive da
disponibilidade dos elementos nos soios. Assim, a analise isolada dos feores totais dos
nutrientes nos solos, ou das concentragdes dos nutrientes determinadas através da andlise
quimica em plantas, € insuficiente para garantir um acompanhamento adequado do estado
nutricional dos vegetais devido & interagdio de fatores quimicos, fisicos e biolégicos em seu
desenvolvimento. As determinagdes de elementos quimicos em plantas tém recebido especial
atencéo no monitoramento ambiental de metais téxicos (chumbo, cadmio, mercirio e cromo),
que podem atingir concentragées elevadas tanto em func8o da poluigio ambiental quanto da
aplicagdo de residuos na agricultura. -




I1.1 Soloy

A adsorcdo de elementos quimicos pelas raizes das plantas ocorre através da chamada
soiugéo do solo. A solug8io do solo & constituida por pequenas quantidades de agua na qual
encontram-se solubilizados nutrientes e elementos téxicos e ocupa parte do espago existente
entre as particulas sélidas constituintes do solo. O equilibrio entre os nutrientes solubilizados e
aqueles que permanecem ligados &s particulas do solo pode ser alterado, aumentando cu
diminuindo sua disponibilidade, através da importante propriedade de troca de cétions do solo,
da adsorcdo de fosfatos e sulfato, de processos biolégicos que envolvem nutrientes especificos
(como por exemplo o nitrogénio), de processos de 6xido-reducéo e da lixiviagdio de nutrientes
(Raij, 1991). Dessa forma, as andlises quimicas de solos para avaliagdo de sua fertilidade nio
tem como objetivo determinar os teores totais dos elementos, como na analise quimica em
plantas, mas procurar avaliar a fracéo disponivel destes elementos em determinadas condicbes.

A maior parte dos métodos de extragiio empregados nas analises quimicas de solos
foram desenvolvidos para tentar simular o comportamento das raizes e permitir a quantificacdo
- dos elementos na forma em que estes seriam absorvidos pelas plantas. Esses métodos sdo
baseados no uso de solugdes extratoras, que podem conter um ou mais sais dissolvidos, além
de acidos ou bases. A extragfio dos elementos do solo, com essas solugdes, pode ser feita
utilizando diversos principios, dependendo de como os elementos de interesse encontram-se
nos solos. Um exemplo é o uso da solugiio de KCI 1 mol L™, empregada para a extracéo
simultanea dos cations Mg, Ca, Al e Na, extraidos de seus sitios de adsorgdo por troca ibnica
com os ions K* presentes em excesso na solucéo extratora. No caso de solugbes extratoras -
mais complexas, contendo diversos componentes, elementos ligados aos solos de diferentes
formas podem ser extraides simultaneamente. Esse é o caso, por exemplo, da solucdo
extratora Mehlich 3, que contém 4cido acético, nitrato de aménio, fluoreto de amdnio, acido
nitrico @ EDTA em sua composic¢do, sendo empregada para extrair simultaneamente P, K, Ca,
Mg, Na, B, Cu, Fe, Mn e Zn.

O uso de extratores multielementares apresenta interesse especial nas anélises
quimicas de solo, pois além da praticidade operacional envolve a reducio de custos e do tempo
de andlise, que s&o varidveis importantes nas condi¢des dos laboratorios de rotina. Na prética,
esses fatores fazem com que muitas vezes as solugdes extratoras mais simples também sejam
usadas como extratores multielementares, como no caso da solugio de KCI 1 moi L™, Surge dai
também o interesse no desenvolvimento de extratores universais (Jones,19902. Idealmente,
esses exiratores permitiiam a extracio de diversos elementos do solo, de forma rapida,
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reprodutivel e barata, adaptando-se aos diversos tipos de solos e proporcionando uma boa
cofrelagdo com os teores disponiveis desses elementos (Raij, 1994).

Embora o uso de solugdes extratoras muitielementares seja um procedimento aceito e
largamente empregado nas analise quimicas em solos para a avaliagdo de fertilidade, esse é
um ponto controverso, pois os extratores empregados nem sempre representam a methor
altemativa do ponto de vista agrondmico. Isso acontece pois a correlagdo entre os resultados
das andlises quimicas, obtidas com as diversas solugSes extratoras disponiveis, e a respostas
no campo € relegada a segundo plano, em favor de fatores operacionais. A comparacao de
resultados e sua interpretagio fambém é bastante complicada quando solucdes extratoras
diferentes séo empregadas. Dessa forma, a busca por melhores altemativas para a extracio da
fracao disponivel dos elementos quimicos e que permitam realizar a padronizagio dos métodos
de extrag&o quimica continuam a ser alvos de pesquisa (Raij, 1994; Raij, 1997).

As determinagdes

A amostragem de solos é provavelmente a etapa mais importante na realizagéo de
andlises quimicas nessa matriz. A amostra que chega ao laboratorio para ser analisada
representa sempre uma pequena porgfio da érea amostrada, que & caracterizada por uma
elevada heterogeneidade, tanto horizontal quanto vertical. Para tentar minimizar esse efeito, a
amostragem dos solos deve ser executada rigorosamente, segundo critérios cientificos
previamente definidos, para que as informagSes obtidas possam ser representativas da 4rea
examinada (James e Wells, 1990; Raij, 1991).

A drea a ser amostrada é usualmente dividida em glebas, de até 10 hectares, com
aspecto homogéneo quanto a vegetacdo, solo, produtividade e tratamentos aplicados. Dentro
de cada gieba s#o retiradas de 15 a 20 amostras, nimero que representa um compromisso
entre o 6timo tedrico calculado levando em conta o tamanho da area amostrada e a precisdo
esperada das determinagbes executadas. Essas amostras, retiradas a uma profundidade de 20
cm, devem ser coletadas caminhando em ziguezague pela gleba, para depois serem

misturadas para constituir uma amostra composta. Da amostra composta homogeneizada,
| cerca de 300 cm® devem ser enviados ao laboratorio para andlise. Recomenda-se que as
andlises quimicas em solos sejam repetidas em periodos de um a quatro anos, dependendo da
intensidadé de adubagfio e nlimero de culturas anuais (Raij,1991). As etapas envolvidas na
andlise quimica de solos séo mostradas na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Esquema das etapas da analise quimica de solos.
A extragdo deve ser realizada para permitir a maior parte das determinacgdes, com excegio do pH, da
matéria organica e do nitrogénio (tota).

O-preparo da amostra deve ser iniciado logo que chegam ao laboratério, para evitar
alteragBes em sua composigio que podem ocorrer principaimente através da mineralizacdo da
matéria organica. No entanto, a etapa de secagem das amostras de solo para avaliacdo da
fertilidade deve ser feita cuidadosamente, pois também pode introduzir aiteracdes importantes
na forma quimica de alguns nutrientes nos solos, como é o caso do manganés. Em
temperaturas elevadas, também podem ocorrer alteracdes nos teores de fésforo, potassio e
enxofre. A secagem das amostras deve ser feita ao ar, na sombra, ou em estufa de circulacdo
forcada a no méximo 40°C, observando cuidados para discriminar adequadamente as amostras
de diferentes procedéncias (Raij et al., 1987).

A seguir, as amostras devem ser moidas em moinhos de martelo ou almofarizes de
porcelana com pistilo de porcelana ou ferro, para destruir torrSes e evitar a segregacio de
particulas na tomada das aliquotas emprégadas nas determinacbes, garantindo sua maior
representatividade e homogeneidade. O moinho deve ser limpo sempre que houver a froca de
amosfras, para evitar contaminagdes com os residuos da amostra anterior. As anfostras, secas
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e moidas, s&o peneiradas com uma peneira com malha de 2 mm de didmetro e a fragdo que
passa esta pronta para ser analisada, sendo armazenada em recipientes limpos, de vidro,
plastico ou papeldo, devidamente identificados. As amostras preparadas segundo esse
procedimento sdo usualmente denominadas tema fina seca ao arou TFSA.

A tomada de aliquotas de solos para a realizagédo das determinagdes é feita em volume,
utilizando-se para isso cachimbos pléasticos aferidos. Embora, a densidade dos solos possa
variar, dados encontrados na literatura mostram que os resultados obtidos empregando a
amostragem de solos em massa ou em volume diferem pouco e podem ser usados nessas
determinacbes pois, em geral, frente & baixa homogeneidade da matriz a precisgo das medidas
néo é significativamente alterada (Raij e Grohmann, 1989).

O uso das solugbes extratoras permite a extracdo da maioria dos elementos de
interesse para a avaliag#o de fertilidade e possibilita sua determinagéio, discutida no proximo
capitulo, usualmente empregando métodos espectroquimicos. Um caso especial é a
determinacdio de nitrogénio, elemento cujo comportamento complexo nos solos motiva a
determinacdo em separado das concentragbes do nitrogénio inorganico e do nitrogénio total
(organico + inorgénico). Na determinagdo do N inorganico, cujas principais formas presentes
nos solos amonio, nitrato e nitrito, sdo empregadas solugdes extratoras para extrair esses ions,
freqientemente KCI 2 mol L™. Um dos métodos indicados para a determinagfio dessas
espécies consiste em determinar seqiencialmente os ions amodnio, convertidos em amoénia
apds a adicdo de MgO ao extrato de KC!, e os ions nitrato e nitrito apos a adigdo de liga de
Devarda (mistura contendo 50% Cu, 45% Al e 5% Zn) para reduzi-los simultaneamente
produzindo aménia também. A amdnia produzida em cada etapa é destilada por arraste a vapor
e coletada em uma solu¢@o de acido bérico que sera retrotitulada com acido sulfarico, com o
auxilio de indicadores visuais. A concentracio de nitrito pode ser obtida por diferenca,
realizando-se uma nova determinagZio apds a adigdio de acido sulfamico ao extrato (Cantarella
e Trivelin, 2001a). A determinagdo das formas organicas de nitrogénio, que inclui desde
compostos de baixa massa molecular até substéncias com formulas complexas e resistentes a
decomposicéio, é feita através da determinagdio dos teores de nitrogénio total (organico +
- inorganico) utilizando adaptagbes do método classico proposto por Kjeldahl em 1883 e envolve
a digestio da amostra & altas temperaturas com 4cido sulfirico em presenga de um catalisador
metslico, com a conversfio de todo o nitrogénio contido na amostra para NHy" (Cantarella e
Trivelin, 2001b).

Além da determinagiio do nitrogénio total, outras determinagbes que ndo envolvem
solugdes extratoras sdo as determinagdes do pH e da matéria organica. A dete‘fminagéo do pH
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pode ser feita diretamente na suspensdo de solo obtida em solucsio aquosa ou de cloreto de
bario, com o auxilio de eletrodos de vidro. A medida do pH em solugbes salinas vem sendo
preferida pois no é afetada pelas condicdes de amostragem e diferentes tipos de solos
(Raij,1991). A determinacdio do teor de matéria organica nos solos pode ser feita por diversos
métodos. Um método bastante utilizado é o proposto por Walkley e Black, que baseia-se na
oxidaco da matéria orgénica do solo por fons dicromato em meio sulftrico. Nesse método,
idealizado para determinar os teores de matéria organica facimente oxidavel ou decomponivel
do solo, incluindo himus e residuos, os ions dicromato que ndo reagiram s&o titulados com
ferro(ll). A!temativamente, no estado de S&o Paulo utiliza-se uma adaptaciio desse método, na
qual as determinages séo feitas colorimetricamente, medindo-se a absorvancia dos ions Cr**
formados. O método tradicional é empregado na calibrago do procedimento alternativo
(Cantarella et al., 2001a).

I1.2 Plantas

A andlise quimica de plantas consiste basicamente na determinacdo dos teores totais
dos elementos quimicos em amostras de tecido vegetal. Os casos especiais limitam-se ao
enxofre, ao fésforo e ao nitrogénio, pois além dos teores fotais destes elementos pode ser
necessério determinar os teores de suifato, de fosfato e de nitrato e aménio (Mills e Jones, 1996;
Jones e Case,1990). Além de pemitir verificar os resultados dos diversos tratamentos aplicados
a culturas e do interesse ambiental, muitas diferencas genéticas e metabdlicas entre grupos de
plantas tem sido descobertas através da andlise quimica realizada em condicbes de rotina e
pesquisa (Mills e Jones, 1996).

Embora as'conoentragées de nutrientes possam variar nas diferentes partes da planta,
as determinag¢les sdo geralmente realizadas nas folhas dos vegetais, pois & nelas em que
acontece a maioria dos processos fisiolégicos (Raij,1991). Para fins praticos, o conhecimento
acumulado sobre o conteddo de nutrientes em diversas culturas foi reunido na forma de tabelas
que contém detalhes sobre a época de amostragem, a posigéo, idade e tamanho das folhas e
quantidade de amostra a ser obtidas (Bataglia,1991; Jones e Case,1990). Além disso, alguns
cuidados bésidos devem ser observados na amostragem de folhas para estas determinaces,
como'por exempio, ndo coletar amostras cobertas de solo ou poeira, danificadas por insetos,
machucadas ou doentes. A coleta de folhas com e sem sintomas de deficiéncia ou toxicidade
de nutrientes é recomendéavel apenas quando o diagndstico for de interesse.
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ApGs a chegada do material amostrado no laboratério, diversas etapas devem ser
observadas para a obtencdio de resultados analiticos confidveis, que permitam a adequada
interpretacéo dos resultados, como mostrado na Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Esquema das etapas envolvidas nas determinagBes em plantas.
A mineralizacio € necessaria para a maior parte das determinagbes realizadas, com excecfio das
determinagbes de nitrogénio e enxofre. Para detathamento ver o texto abaixo.

Assim como na andlise quimica de solos, quanﬁo menor for o tempo entre a coleta e o
recebimento no laboratério, melhor. No entanto, as possiveis perdas nessa matriz devem-se
aos processos metabdlicos que ainda podem estar ocomendo e uma vez reduzidos, as
determinagbes podem formecer um quadro mais préximo do encontrado em campo. Quando
isso ndo & possivel, o material amostrado deve ser resfriado a 4°C e mantido nesta temperatura
ou seco antes de enviar ao laboratdrio (Jones e Case, 1990).

Quando chegam ao laboratério as amostras devem passar por um processo de limpeza,
para eliminar contaminantes tais como particulas de solo, poeira e defensivos agricolas. O uso
de detergente diluido, seguido pelo enxaglie com &gua destilada e agua deionizada parece ser
o processo adequado para a maioria dos casos. O uso de uma solucgéo diluida de MCl entre a
agua destilada e a deionizada é indicado principalmente quando as amostras sfo de plantas

tratadas com defensivos (Bataglia, 1991). A secagem do material vegetal deve ser feita a
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temperaturas suficientes para impedir 0 desenvolvimento de processos biolégicos e retirar a
umidade, porém sem decomposicdo témmica e deve ser feita em estufa com ventilagdo forgada
até obter-se peso constante. Geralmente, nas condicBes de rotina, devido ao grande nimero de
amostras envolvidas, utilizam-se periodos de secagem de até 48h (Jones e Case,1990). A faixa
adequada de temperatura esta entre 60 e 80 °C (Bataglia,1991; Jones e Case,1990).

A moagem deve ser feita preferenciaimente em moinhos de ago inoxidavei, para reduzir
a contaminacdo com Cu e Fe. O tamanho final das particulas depende da massa de amostra a
ser utilizada na etapa de mineralizag&io. Aparentemente, a obtengdo de particulas menores do
que 1 mm (passam pela peneira de 20 mesh) é suficiente quando as aliquotas utilizadas
possuem massa igual ou superior a 1 g. Caso massas menores sejam utilizadas, é
recomendavel utilizar particulas menores do que 0,5 mm (passam pela peneira de 40 mesh).
Além disso, dependendo das caracteristicas do material vegetal pode ser necessario realizar
uma nova secagem (Jones e Case, 1990; Milis e Jones, 1996). O material homogeneizado deve
ser estocado em recipientes fechados para evitar contaminagbes, mas as amostras podem ser
armazenadas por longos periodos sem que maiores cuidados sejam necessarios para evitar
alteragbes em sua composicdo quimica (Houba et al., 1995).

A destruicdo da matéria orgdnica ou mineralizacio permite a. realizagéo de
determinacBes da maior parte dos elementos de interesse (P, K, Ca, Mg, Al, Si, Ba, Sr, Na, B,
Cu, Fe, Mn, Zn, Mo, Cd, Cr, Co, Ni e Pb). A obtengdio dos extratos de folhas empregados para
as determinagbes destes elementos pode ser feita através dos processos conhecidos como via
seca e via umida. Os dois processos envolvem o tratamento com &cidos concentrados, a
quente. Na via seca, a amostra é submetida a incineraglio em mufla, a cerca de 500°C, por
algumas horas e as cinzas s&o dissolvidas em HCl, HNO; ou agua régia
(1v HNO; + 3v HCI) (Mills e Jones,1996). Os recipientes utilizados podem ser cdpsulas de
porcelana ou bequeres, desde que a contaminagdio com Na e K ndo seja um fator critico para
as determinagbes (Mills e Jones,1996). Na via Umida, as amostras s&o mineralizada através da
digestdo direta com 4cidos, o que pode ser feito em sistemas abertos ou fechados. Varias
combinagbes de &cidos (mesclas 4cidas) podem ser utilizadas, geralmente empregando-se os
acidos nitrico, perclorico ou sulfirico. O peréxido de hidrogénio pode ser utilizado como agente
oxidante awdliar, 0 que é feito freqlientemente em sistemas fechados, como na abertura por
microondas em frasco pressurizado. O uso de acido perclérico requer aten¢éio especial devido &
potencial formacdo de compostos explosivos, enquanto o uso de acido fiuoridrico é
recomendado na mineralizac8o de amostras com alto teor de silica (Mills e Jones, 1996; Jones e
Case,1990; Novozamski et al., 1993) . ' g
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Embora a etapa de mineralizagio tenha sido bastante estudada, permanece a
controvérsia sobre qual 0 método mais indicado. Cada um dos diferentes métodos empregados
na mineralizagdo das amostras e suas variaces parecem oferecer vantagens e desvantagens,
reunidas e discutidas recentemente na literatura (Abreu,1997). O método de mineralizagio por
via seca, utilizado nas determinages feitas neste trabalho bem como nos laboratdrios de
andlise do Instituto Agrondmico de Campinas, permite que se trabalhe com uma quantidade
razoavel de amostra (1 g) e que se controle de forma mais eficiente as contaminagdes com
metais proveniente do acido empregado (Bataglia et al., 1983).

Nos casos em que a mineraliza¢do ndo é adequada para a obtengiio das espécies que
'se deseja determinar outros métodos s3o aplicados. Para a determinagio do nitrogénio, além
das modificacbes do método Kjeldahl, pode-se empregar o método de Dumas. Esse método
baseia-se na conversio do nitrogénio contido na amostra em nitrogénio molecular (N,). Isso é
feito sob altas temperaturas com o auxilio de catalisadores numa série de etapas que envolvem
a convers&o do nitrogénio orgénico da amostras em 6xidos e finaimente em N, que pode ser
determinado por espectroscopia no infravermelho. Esse principio é usualmente empregado nos
equipamentos “analisadores de N* (Bremner e Mulvaney, 1982). Para a andlise de S podem ser
utilizados diversos procedimentos de digestfio via Gmida, que convertem todo o enxofre da
amostras para sulfato que serd analisado posteriormente, ou a combustio da amostra e
quantificagdo na forma de SO, como nos equipamentos automaticos (Jones e Case,1990; Mills
e Jones, 1996). A determinacdo de nitrato, amdnia, cloreto, sulfato e teores extraiveis de outros
metais enwolve diversos procedimentos de extracfio, sem a destruigio da matéria organica. A
quantificagao destes &nions.é geralmente feita com o auxilio de eletrodos ion-seletivos (Jones e
Case,1990; Mills e Jones,1996).

II.3 Controle de qualidade de resultundosy nay andlises de
soloy e plantay

Como em outras situagBes em que s3o realizadas analises de rotina, a confiabilidade
dos resultados e do proprio laboratério no qual foram realizadas depende do controle de
qualidade dos diversos procedimentos envolvidos no processo de analise. No caso de solos e
plantas deve-se destacar a necessidade de se manter um local isolado e completamente
equipado, a ser utilizado exclusivamente para o preparo das amostras de solos ou de plantas e
que deve ser mantido limpo e ordenado, para evitar contaminagdes. No entar?to, o controle de
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qualidade ndo deve se limitar as etapas quimicas do processo mas deve ser observado
cuidadesamente em todas as etapas relacionadas a analise da amostra, desde sua chegada
até a emiss@o dos resultados. Uma série de requisitos & necesséria para pemmitir a boa
administraco dos recursos disponiveis, de forma a facilitar o controle de qualidade dos
resultados analiticos propriamente ditos. S&o eles (Cantarella et al., 2001b):

a) definicdo do responsavel pelo laboratério;

b) treinamento de rotina e familiarizag&o do pessoal de apoio com os conceitos de
qualidade laboratorial;

c) descricio clara e objetiva de todas as etapas envolvidas nos procedimentos
analiticos;

d) documentacio dos dados e resultados obtidos nas diversas etapas analiticas, para
permitir a certificacdo de qualidade do resultado e a eventual detecglio de erros ou
falhas;

- €) manutengdo peribdica dos equipamentos, mesmo os mais simples;

f) acompanhamento da qualidade dos reagentes e solugbes, monitoramento dos
reagentes empregados quanto a presenca de interferentes;

g) uso de amostras-controle;

h) participacdo em programas interlaboratoriais.

O uso de amostras-controle e a participagio em programas interlaboratoriais sdo
medidas eficazes para melhorar a exatidéo dos resultados. O controle da precisdo depende do
uso de amostras controle, repetiches e outros procedimentos intemos, tais como a aferigdo
contra métodos independentes de andlise, dopagens, intercalibragdo e a revisdo critica dos
resuitados. Os procedimentos listados nos itens g e h sfo comuns na analise de materiais
relativamente heterogéneos, como amostras de solo e de plantas. Devido a sua relevancia
nesse trabatho, esses tépioos serfo discutidos com maior atengdo.

A comparac@o periddica dos resultados analiticos obtidos com aqueles das amostras
certificadas permite um controle de qualidade bastante rigoroso, conferindo confiabilidade e
credibilidade ao laboratério, além de pemmitir avaliar o desempenho entre instituicBes
cdngéner&s. Porém, essas amosfras séo geraimente muito caras para uso em rotina e na

pratica, devido a questbes operacionais e ao custo associado, é freqiiente o uso de amostras-

controle prepafadas no préprio laboratorio. Além disso, no caso de solos, as fragdes
determinadas nas amostras certificadas nem sempre s&o quimicamente bem definidas e as
concentragbes encontradas dependem do exirator e dos procedimentos empregados
(Cantarelta et al., 2001b). -
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As amostras-controle sdo amostras com concentragbes conhecidas dos elementos de
interesse, incluidas em cada lote de amostras analisadas, de forma aleatdria. Além dos
cuidados quanto & homogeneidade dessas amostras, a faixa de concentragdo coberta por elas
também deve ser a maior possivel para as diferentes determinagdes. Sua inclus3o entre as
amostras recebidas pelo laboratério para andlise possibilita a deteccdo de emros devido a
contaminagéo dos reagentes, calibracio dos aparelhos, etc.., e também é possivel obter uma
idéia da reprodutibilidade e da faixa de variagio de cada elemento determinado (Raij et al.,
1987).

Altemativamente, o controle de qualidade dos resultados analiticos também pode ser
feito através da participagio em programas interlaboratoriais de controle de qualidade, embora

os critérios de rejeicdo de resultados sejam mais fiexiveis do que nos casos anteriores. Os
| programas interlaboratoriais de controle de qualidade consistem em um intercambio entre
laboratérios, no qual uma entidade coordenadora envia amostras idénticas aos participantes e
depois avalia estatisticamente os resultados. Esse tipo de programa apresenta interesse
especial no controle de qualidade das determinagdes em material agricola e ambiental. Seu
uso, em condigbes de rotina, permite a afericio de procedimentos e equipamentos numa
condicéio mais proxima da realidade destes laboratérios, na qual a faixa de concentragdes
encontradas € bem mais ampla do que aquela das amostras certificadas, apresentando-se
dentro de uma gama de matrizes variadas, de interesse de cada laboratério (Houba et al,
1996).

Um exemplo de programa interlaboratorial de controle de qualidade de resultados
analiticos € o programa “Intemational Plant-analytical Exchange® (IPE), do qual o Centro de
Solos e Recursos Agroambientais (CSRA-IAC) participa para a afericio de seus resultados.
Esse programa é desenvolvido pelo departamento de Ciéncias Ambientais da Universidade de
Wageningen, na Holanda, desde 1956, para o controle de qualidade de resultados na andlise
de componentes inorganicos em plantas, com enfoque agricola. Em 1999 iniciou-se também o
controle de qualidade das determinacdes de componentes de valor nutricional, nas mesmas
amostras.

Atualmente mais de 200 laboratérios, de 67 paises, fazem parte do programa IPE. Cada
laboratério recebe, trimestralmente, 4 amostras de plantas secas e moidas, com uma
identificagdo genérica, para a analise dos elementos desejados, usando rotinas 2 sua escolha.
Ao final de cada periodo, a partir dos resuitados reportados pelos laboratérios, siio calculados
para cada amostra e nutriente, os valores da mediana dos resultados e da mediana dos desvios
(MAD)}, incluindo as mais diversas técnicas de mineralizagado € detenninagé; (Houba et al.,
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1996). Estes parametros sdo empregados em substituicido a média e ao desvio padrido
geralmente quando a distribui¢gio dos resultados é simétrica mas sua distribuicio n&o é normal,
possuindo uma dispersdo maior (‘heavy tailed data®). Este tipo de distribuigZio & comumente
encontrado quando um parametro de interesse, especiaimente biolégico ou ambiental, é medido
em diversos individuos ou amostras. Outra possibilidade parece ser a sobreposi¢do de
distribuicbes normais, com a mesma média mas com desvios padrio diferentes, decorrentes de
diferencas experimentais que atuam na realiza¢io de diversas medidas em um mesmo
material. Além disso, o uso da mediana é mais robusto do que o céiculo da média, em relagéio a
amostras anémaias e o0 MAD pode ser utilizado para detecta-los (Miller e Miller, 1990). Nesta
situacdo, os valores de MAD formecem uma indicacio da dispers3o dos resultados
(Montfort, 1996).

De fato, reporta-se que a distribuicdio que melhor representada os resultados das
determinacbes de elementos nestas amostras é a distribuiciio A de Tukey, devido dispers3o
verificada (Montfort, 1996). Assim, os critérios estatisticos de aceitagio dos resuitados baseiam-
se nesta distribuicgo. Os resultados reportados devem ser comparados com os valores de
-mediana e MAD calculados pelo programa, sendo submetidos a critérios estatisticos de
marcac&o (rejeicdo) de resultados, cujos limites s&o calculados para cada par amostra/elemento
a partir de todos os dados reportados. Os resultados marcados com [ * ], significativamente
diferentes da mediana, so descartados e calcula-se uma nova mediana e seu respectivo MAD.
Este procedimento é repetido ainda mais uma vez e todos os resultados reportados, as
medianas e MAD calculados em cada etapa, para cada par amostra/elemento analisado sdo
remetidos aos laborattrios participantes (Montfort, 1996).

Para comparar os resultados obtidos neste trabalho, utilizaram-se os valores finais de
mediana e MAD calculados, apds a exclusdo das amostras marcadas com[*]e [**].
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IL.4 Interpretacio doy resultados dasy andlisesy de soloy e
plantas

A interpretac&io dos resultados das determinagbes pode se feita por comparagéio com os
niveis criticos, intervalos de suficiéncia (faixas de concentragfio) ou pelo sistema de diagnéstico
integrado (DRIS, “Diagnosis and Recommendation Integrated System”), estudados e definidos
para cada cultura.

Os critérios do nivel critico ou faixas de concentragiio baseiam-se na resposta da planta
em fermos de crescimento de produg¢do e supbe que os outros nutrientes estejam em niveis
adequados. O DRIS utiliza a relagio nutrientes e comparages com as populagbes de plantas
altamente produtivas com o auxilio de computadores, pois 0 processamento manual seria

inviavel para estabelecer quais sfio mais limitantes. As faixas de concentraciio sdo
estabelecidas através do comportamento das plantas em relacio ao aumento de concentragio
e pela presenca ou ndo de sintomas de deficiéncia ou excesso de nutrientes, procurando-se
definir pelo menos trés faixas: deficiéncia, suficiéncia e excesso de nutrientes.

Para determinar-se qual o nivel critico de concentragio de um nutriente e quais as faixas
de concentracio adequadas & boa produtividade para uma certa cultura é necessario realizar
estudos em cada localidade, com plantas produtivas e experimentos de adubagfio em presenca
e auséncia de nutrientes, pois estes parimetros podem variar em fungiio das variedades da
cultura estudada. Este tipo de estudo também garante a obtenciio de melhores resuitados
quando se utilizam as faixas de concentracio e o DRIS, embora seu uso na interpretagéo da
determinagbes ofereca resultados mais robustos (Bataglia,1991).

O critério de aplicagio mais geral parece ser o das faixas de concentra¢io, sendo mais
facil de determinar e apresentando diagnésticos mais robustos. Os critérios do nivel critico e do
DRIS tem restrigdes por necessitarem de maior definicio pela pesquisa, para melhor
delimitac@io de padrGes de referéncia. No entanto, sempré que possivel, deve-se utilizar mais de
um critério para chegar a melhor recomendacéo (Bataglia, 1991).
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ITI. Métodoy de determinacdo de
aduminio-e de ferro-em plantas e solos

O aluminio e o ferro sdo elementos metalicos muito abundantes na crosta terrestre,
sendo encontrados em concentragdes considerdveis em diversos minerais (Bertsch e Bloom,
1996; Loeppert e Inskeep,1996).

A geoquimica do ferro é complexa, sendo determinada pelas condigdes fisico-quimicas
encontradas nos solos, tais como o pH, o potencial de dxido-redugiio e a presenca de agentes
complexantes. Nos solos, o ferro encontra-se predominantemente na forma de 6xidos, fosfatos,
carbonatos e compostos contendo enxofre ou silica (Loeppert e Inskeep,1996). Apesar de sua
abundéncia relativa nos minerais constituintes do solo, a correlagio entre os teores totais e a
fragéo de ferro disponivel para as plantas é baixa, devido principalmente a baixa solubilidade
dos minerais contendo Fe(lll). Assim, sua disponibilidade para as plantas também é reduzida e
este pode fornar-se um fator limitante no seu desenvolvimento, o que proporciona ©
aparecimento de sintomas de deficiéncia, tais como a clorose das folhas novas (amarelamento),
seguida pela diminui¢@o do crescimento e da frutificagsio (Bataglia,1991).

Nas condigBes normais de pH, o ferro & absorvido pelas plantas principaimente na forma
de Fe(ll) ou quelatos. Os mecanismos desenvolvidos pelas plantas para aumentar seu
suprimento de ferro envolvem a segregacéo de substincias quelantes e o abaixamento do pH
na rizosfera. O ferro, como micronutriente, esta envolvido em processos fundamentais para o
crescimento e a produtividade dos vegetais, como a fotossintese, respiraggo, assimilagéo de
nitrogénio e enxofre e fixagdio biolégica do nitrogénio (Bataglia, 1991). Ele participa de reacdes
de transferéncia de eiétrons e é componente de diversas enzimas e proteinas importantes para
estes processos (Mills e Jones,1996).

A relagio entre Fe> e Fe™ existente nos solos é determinada principalmente pelas
condigdes de aeragfio. Os ions Fe® podem ser encontrados apenas em condicbes nao
oxidantes ou de baixo pH (pH < 5,0), como por exemplo em &reas alagadas, quando ocorre
reducdo do Fe™. Essa reducfio é promovida pelo metabolismo de bactérias anaerdbias e
provoca um aumento na disponibilidade de ferro, que pode levar até a intoxicagdo das piantas
por excesso deste micronutriente. Por outro lado, sintomas de deficiéncia deste micronutriente
podem ocorrer devido & redugéio na disponibilidade de ferro provocada pela elevacdo do pH do
solo ou a feitos antagdnicos entre elementos, come por exemplo entre ferro e fosfato. Este tipo
de efeito pode ser provocado ainda por espécies quimicas qﬁe competemn com os sitios de
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absorgéo nas raizes, 0 que no caso do ferro acontece com metais como cobre e manganés
(Bataglia, 1991). Estas caracteristicas fazem com que diversos métodos de extracdo quimica
sejam usados para tentar avaliar sua biodisponibilidade e quantificar as diversas fracSes
diferentes contendo ferro que podem existir nos solos (Loeppert e Inskeep, 1996).

Em solos com acidez elevada aumentam os teores soliveis de aluminio e de metais,
como o proprio fermo e o manganés, que se absorvidos em quantidades excessivas tormam-se
téxicos, diminui a solubilidade (e a disponibilidade) de outros nutrientes e a atividade de
microorganismos benéficos ao desenvolvimento dos vegetais (McLean,1982). Embora haja
evidéncias de que baixas concentragdes de aluminio nos solos possam estimular o
desenvolvimento de alguns vegetais (Kabata-Pedias e Pendias,1984), seu efeito fitotéxico
frente a diversas culturas de importancia econémica e as condigdes de acidez geralmente
associadas sfo o principal alvo de estudo em termos deste elemento.

A acidificagio do solo consiste na remog&o dos ions trocaveis Na*, K*, Mg** e Ca®* e
sua substituigio por A, através da destruighio da estrutura cristalina dos aluminosilicatos,
dando origem ao aluminio trocavel. A formagdo de solos &cidos (pH < 5,0) pode ocorrer devido

-a@s caracteristicas do material de origem ou a condicbes que favorecam a eliminagdo de
elementos quimicos, resultando na dissolugiio acelerada da estrutura cristalina destes minerais
{Raij,1991).

Além disso, os solos cultivados podem ter sua acidez aumentada por erosdo, extracdo
dos cations trocaveis Na*, K', Mg** e Ca® pelas culturas e por lixiviagio. Nesta situagéio o
aluminio inibe o desenvolvimento das raizes, fazendo com que estas crescam pouco e se
tomem fracas, sendo pouco eficientes na absor¢do de nutrientes e agua (Raij,1991). Este efeito
€ tho importante, que a neutralizagBio da acidez atribuida ao aluminio ja foi sugerida como
critério para a recomendacéo de calagem em solos tropicais (Kamprath, 1970). No entanto,
tem-se verificado que a determinagfio de outros fatores, tais como a CTC' em pH 7, podem
levar & obteng@io de methores resultados em termos de produtividade agricola (Raij, 1991; Raij
e Quaggio, 1997).

Em solos acidos a dissolugio do reticulo cristalino dos -aluminosilicatos, que ocorre
normaimente, & acelerada, iiberando ions AI** Este ion, conhecido como aluminio trocavel, liga-
se predominantemente através de ligagdes eletrostaticas as particulas coloidais do solo e pode
ser deslocado dos sitios de adsorgdo por troca idnica.

! A capacidade de troca de cations (CTC) , comesponde & capacidade do solo em reter citions. A CTC é
dada pela soma da concentragio dos seguintes elementos: Al ** + Ca?* + Mg®*+ K + Na’ +H".
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O aluminio trocave! é extraido dos solos usando como extratores solugdes salinas, tais
como as solugdes 1 mol L™ de KCI, NH,Ci e NH4NOs. Além de AP, também s&o extraidas dos
colbides do solo pequenas quantidades de hidrogénio ndo dissociado, denominadas acidez
residual, os cations trocaveis Na*, Ca®*, Mg** e K* e pequenas quantidades de ferro.

O ferro extraido dos solos com estas solucdes corresponde ao ferro dissolvido e ao ferro
trocavel, que ocorrem geralmente em concentragbes bastante baixas. Assim, n&o ha interesse
agrondmico na determinagio isolada destas fracSes pois estas representam apenas uma parte
da frag&io disponivel para as plantas (Loeppert e Inskeep,1996). Os procedimentos mais usados
para estabelecer o indice de disponibilidade de ferro para as plantas sdo as extragbes com
EDTA e DTPA (acido dietilenotriaminopentacético).

O método com DTPA, tamponado com trietanolamina em pH 7.3, foi desenvolvido para
uso em solos neutros ou calcarios (basicos), para avaliar também a disponibilidade de Zn, Mn e
Cu. Quanto ao ferro, o DTPA foi concebido para complexar os ions Fe*, além daquele
presente nas fragdes sollivel e trocavel, também com aquele contido nas fragdes sdlidas,
predominantemente formada por 6xidos de ferro (Loeppert e Inskeep,1996). A aplicagiio deste

método em condicbes de solos acidos tem sido estudada (Abreu et al., 1997; Abreu et al.,
2001).

I11.1 Oy métodoy de determinacdio

Os métodos espectrofotométricos de andlise s30 os mais empregados na determinagio
do aluminio e do ferro em solos e plantas, bem como na maior parte dos demais elementos
quimicos de interesse nestas matrizes. Assim, cabe aqui uma visdo mais geral dos métodos
empregados nas determinagdes de elementos quimicos em solos e plantas.

Atuaimente, as técnicas mais utilizadas nestas determina¢Bes sdo a emisséo atémica
em chama para K e Na, e espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS) ou emissdo atbmica em
plasma de argénio indutivamente acoplado com detecclo optica (ICP-AES) para os outros
elementos, com excegio do nitrogénio e do enxofre, na forma de sulfato (Wright e
Stuczynski,1996; Soltanpour, et al.,1982; Mills e Jones,1996). Antes do desenvolvimento da
tecnica de emissdo em plasma era comum utilizar-se os espectrégrafos de arco e centelha
(Specht ef al.,1965) e atualmente o interesse no uso de espectrémetro de plasma com detecgéo
por espectrometria de massas (os ICP-MS) tem aumentado, especialmente devido a
possibilidade de especiacBo isotdpica e melhores limites de deteccio ofefrecidos por esta
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técnica. No entanto, a relagdo custo/beneficio para estas determinagbes deve ser
cuidadosamente avaliada (Soltanpour et al., 1996).

As técnicas de espectrometria atdmica sfio muito empregadas nas determinagbes de
roina nestas matrizes devido & adequagio entre suas caracteristicas analiticas e as
necessidades encontradas nos laboratério, tais como os limites de deteccdo, a sensibilidade e
precisgo, simplicidade operacional, possibilidade de utilizacdo de equipamentos semi
automatizados, baixo custo relativo por amostra e boa eficiéncia dos eqqipamentos
(determinagBesmhora) (Andrade e Abreu, 2001). No caso dos espectrdmetros de plasma,
destaca-se ainda a possibilidade de determinagBes multielementares. Esta associacio tem
produzido resultados bastante satisfatérios, e a despeito do desenvolvimento de novos
equipamentos e técnicas, continua motivando a inclusdo de capitulos de revisdo, que
contemplam aspectos teéricos e praticos, em importantes compéndios sobre os métodos
empregados na andlise quimica de solos, como os da série da Soil Science Society of America
(Black,1965; Page et al.,1982; Sparks,1996). Esta mesma tendéncia & acompanhada de forma
mais discreta em publicagfes dedicadas a andlise de plantas (Mills e Jones,1996; Westerman,
1990).

QOutras técnicas que podem ser utilizadas para a determinacdo de elementos nestas
matrizes sdo a espectroscopia de fluorescéncia de raios-X e a analise de ativacdo por ndutrons.
Porém, seu emprego é restrito pois estas técnicas apresentam inconvenientes quanto & sua
utilizacdo em determinagbes de rotina. Para as determinacbes por ativagiio com neutrons é
necessério ter & disposigdio um reator nuclear ou outra fonte de neutrons, enquanto na
fluorescéncia de raios-X devem ser levados em conta fatores como o efeitos interelementos, o
tamanho das particulas da amostra e as respostas de baixa intensidade obfidas para os
elementos leves, especialmente nos solos (Helmke, 1996; Karathanasis e Hajek, 1996).

Dentre as técnicas espectroquimicas de anélise, o uso de métodos espectrofotométricos
na regi&o do ultra-violeta e visivel (uv-vis) na determinacfio de elementos em solos e plantas
permanece como uma altemativa importante e continuam sendo apresentados nos compéndios
citados, incldsive nos mais recentes (Mills e Jones, 1996; Sparks,1996). Esses métodos sc
empregados especialmente nos casos em que os investimentos na aquisicdo de
espec&ﬁmetms de absorciio atdmica ou especirometria de emiss3o em plasma s&o proibitivos.
No entanto, em algumas sitiacdes esta permanece como a melhor opgao, como por exemplo
~na determinacéio de B com Azometina-H (Andrade et al. ,1988) e na determinacgo catalitica de
Mo (Andrade et al., 1993).
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Nas determinagbes em extratos de solos pode ser empregada ainda a determinagdo da
acidez trocavel/aluminio trocavel por titulagiio, segundo o procedimento cldssico descrito na
literatura (Yuan, 1959, McLean,1965). No entanto, a determinagdc de aluminio por AAS,
independente da matriz considerada, requer condi¢bes mais energéticas do que as usadas para
os demais elementos. Nas condicdes normais de andlise ocorre a formag8o de Oxidos de
aluminio refratarios, que ndo sdo atomizados quantitativamente e o éxido nitroso deve ser
utilizado. Neste caso, a melhor altemativa parece ser a emisséo atdmica em plasma, devido a

sua temperatura elevada. No entanto, a implementaciio de um ICP requer condigdes
econémicas favoraveis (Andrade e Abreu, 2001).

I11.Z2 Métodoy espectrofotométricoy

A altemativa mais simples para a determinagio de aluminio e ferro, entre outros
elementos encontrados nos exiratos de solos, é a determinag¢do espectrofotométrica. Esta
também € uma opgaic importante nas determinagdes em extratos de folhas embora, devido a
analise de teores totais realizadas nestes extratos, tenha sido dada preferéncia & determinagéio
por AAS para o ferro e ICP para o aluminio.

Os diversos métodos espectrofotométricos disponiveis para a determinacio de aluminio
e ferro podem ser utilizados nas determinagies em extratos de solos e plantas (Marczenko,
1976; Onishi, 1986). Estes métodos oferecem boa precissio e exatiddo, além do menor custo em
relac@o as técnicas instrumentais. Assim, diversos estudos envolvendo sua aplicacdio nas
determinacbes em solos e plantas e a comparag&io dos resultados com métodos instrumentais e
outros métodos espectrofotométricos continuam a ser feitos em busca de procedimentos mais
robustos e funcionais (Dominik e Kaupenjohann, 2000; Ferreira et al., 1998; Campi e
Ingle, 1989; Willoughby, 1986; Thomton et al.,1985). Apresentamos a seguir os métodos que
considerou-se serem os mais representativos na determinacsio destes elementos.

Determinacdio de Aluminio-
A méion'a dos reagentes orgénicos empregados na determinacdo espectrofotométrica de

aluminio & constituida por corantes ou substancias de estrutura quimica semelhante. Estes
reagentes sdo em geral espécies volumosas e que contém um ou mais grupos —OH, fenélicos
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ou carboxilicos, nos quais o H pode ser substituido. Muitos destes reagentes sao polidentados,
ou seja, podem se ligar ao ion metalico através de mais de um ponto.

A formac8o de complexos coloridos, conhecidos como “lakes”, entre o ligante organico e
os ions metdlicos envolve, geralmente, a coordenacdo do aluminio ou espécies que contém
atomos de aluminio, como os seus hidroxi-compostos, a um &tomo de oxigénio, vizinho a
grupos ricos em elétrons tais como =0, -OH e ~N=, do ligante (Onishi, 1986). Este mecanismo
de coordenacgéo faz com que as constantes de formac&o dos complexos sejam pequenas. Isso
reduz a sensibilidade destes métodos espectrofotométricos em relagfio aos com outros metais e
faz com que espécies anidnicas como fosfato, sulfato e fluoreto, que competem com o reagente
orgénico, possam interferir nas determinagSes. Como conseqliéncia, estes reagentes séo
pouco seletivos em relagéo ao aluminio e bastante sensiveis quanto a mudancgas de pH. Assim,
especial atengio é exigida quanto ao ajuste das condigGes experimentais para obter-se boa
reprodutibilidade e exatiddo. A interferéncia do ferro, mesmo em pequenas concentragbes,
costuma ser critica. Portanto, nos métodos espectrofotométricos usando procedimentos
convencionais, a eliminagdo ou mascaramento destes interferentes é imprescindivel.

Embora a relagio ion:ligante normalmente seja um numero inteiro ou aproximadamente
inteiro, a exata composigdo dos produtos formados geralmente n3o é conhecida (Onishi, 1986).
Desta forma, diversos autores preferem evitar tais métodos, especiaimente em estudos
envolvendo especiacdo, pois consideram que 0s conhecimentos acumulados sobre mecanismo
de reacdo e a estequiometria envolvida s&0 insuficientes (Bertsch e Bloom, 1996; Bloom e
Erich, 1996).

Bons trabalhos de revisdo e comparacdc entre os métodos espectrofotométricos
disponiveis para a determinagdo de aluminio, a partir de diferentes pontos de vista, podem ser
encontrados na literatura (Tikhonov,1965; Dougan e Wilson,1974; Royset, 1985, Onishi, 1986).
Entre estes merecem mengéo os métodos espectrofotométricos com eriocromo cianina R (ECR)
(Jones e Thurman, 1957) e pirocatechol violeta (PCV) (Dougan e Wilson, 1974), devido a sua
elevada sensibilidade, e o do aluminon (aurintricarboxilato de amoénio) (Chenery, 1948; Jayman
e Sivasubramaniam, 1974), devido ac seu uso extensivo por volta das décadas de 1950-1970 e
a quantidade de informagdes acumuladas. A determinagdo de aluminio com aluminon ainda é o

‘método recomendado pela AOAC em corretivos agricolas (Método 965.02) (Cunniff, 1997).

O método espectrofotomeétrico com aluminon é um bom exempio de varias
caracteristicas descritas referentes aos reagentes utilizados na determinagio de aluminio.
Embora seja o menos sensivel dos métodos destacados (€ = 20 x 10° L mol’ em™)
(Royset,1985), o aluminon j& foi um dos métodos espectrofotométricos mais em‘;’)regados na
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determinac3o de aluminio, mas deixou de ser utilizado devido a uma série de inconvenientes
operacionais. Entre estes podemos citar a elevada sensibilidade da solucdo de medida em
relacdo a temperatura e ao pH, a necessidade de aquecimento para aceleracéo da reagdo e a

‘néo linearidade pronunciada da curva de calibracdio, fazendo com que a faixa analitica de
trabalho fosse bastante estreita (Dougan e Wilson, 1974; Onishi, 1986).

Além disso, quando utiliza-se o aluminon, ocorre também a formac@o de complexos sem
carga. Estes complexos podem formar agregados de natureza coloidal na solugdo de medida e
dificultam a determinagéio espectrofotométrica, provocando o espalhamento do feixe de luz
incidente. Para evitar que isso aconteca é preciso utilizar substancias que evitem a formacgo de
coldides, tais como amido ou gelatina (Onishi,1986). Embora sensivet & presenca de fiuoreto, o
método do aluminon & particularmente tolerante 2 presenca de fosfato (Royset, 1985). Como as
leituras devem ser feitas em 530 nm, néo é possivel utilizar a 1,10-fenantrolina para complexar
o ferro, mas este pode ser reduzido usando acido ascorbico, hidroxilamina ou acido tioglicolico
(mercaptoacético) — que também serve de complexante. O uso do &cido mercaptoacético pode
ser um inconveniente porque reduz a absorbancia do complexo com aluminio e deve ser
incluido nos padrdes (Jayman e Sivasubramanian, 1974).

- O controle de pH deve ser rigoroso, embora as determinagBes possam ser feitas numa
faixa 6tima entre 4 e 5,5 (Tikhonov, 1965). Nessa faixa o tamp&o acetato/acido acético pode ser
usado com sucesso, 0 que representa uma vantagem devido & disponibilidade do reagente e
bom tamponamento obtido nesta faixa de pH.

Os métodos com ECR e PCV possuem sensibilidade bastante semelhante
€ = 65 x10° L mol* em™ e 6,9 x 10*° L mol' em™, respectivamente) (Royset,1985). O
desenvolvimento de cor deve ser feito em pH 6. Nesta faixa de PH, a solugdo tampao mais
indicada parece ser o tamp#@io saturado com hexametiltetramina (HMTA), pois solucbes
contendo fosfatos ou acidos carboxilicos n&o devem ser usadas (Royset, 1985). Uma
concentracdo alta de HMTA deve ser empregada para compensar a sua baixa capacidade de
tamponamento na faixa alcalina (pKa = 5,1).

O controle de pH no método da ECR é critico, pois o0 reagente absorve muita radiagSo
em pHs inferiores, enquanto em pHs superiores a formacéio do complexo é lenta. As leituras
devem ser feitas em 540 nm. Acertando o pH em 6 a reacio comega em alguns minutos, mas a
absorbancia s6 permanece estavel apés 90 min (Onishi, 1986; Dougan e Wilson, 1974). As
leituras podem ser feitas em tempos menores, desde que feitas com muito cuidado e num
intervalo de tempo bem definido para obter-se resultados reprodutiveis. Se por um lado, néo é
neoesséno aquecer a solugéo para o desenvolvimento de cor, por outro, o complexo formado é
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bastante sensivel 4s mudancas de temperatura. Além disso, pequenos desvios da lei de Beer
s&o reportados na literatura (Dougan e Wilson, 1974).

A sensibilidade do método com ECR pode ser aumentada através do uso de
estabilizantes, como policetoaminas ou surfactantes, que também aumentam a estabilidade do
complexo (Hill, 1966). Com o uso de brometo de cetiftrimetilaménio a sensibilidade &
praticamente dobrada (¢ = 1,15 x 10° L mol’ cm™) (Royset, 1985). Neste caso, as
caracteristicas de absor¢do do complexo s3o alteradas e as leituras devem ser feitas em 585
Am. A mudanca no comprimento de onda de absorcéo do complexo possibilita a efiminacdio da
interferéncia do ferro por redugéio e complexago com a 1,10 - fenantrolina. Esta estratégia nédo
pode ser utilizada sem © uso de estabilizantes pois o complexo de Fe-fenantrolina absorve
radiacéio préximo ao comprimento de onda no qual s3o realizadas as medidas. Este ganho em
sensibilidade toma este método bastante interessante para a andlise de aluminio em &gua,
onde as concentragbes medidas sdo bastante baixas (Royset, 1985).

- A mesma estratégia pode ser adotada para eliminar a interferéncia do ferro, no método
com o PCV. Ao confrério da ECR, a absorgio do excesso de reagente ndo afeta
significativamente as determinagSes. Embora pequenas variagbes de pH ndo sejam criticas
segundo este ponto de vista, o pH deve ser controlado em + 0,1 para garantir uma boa
complexacao do Al. As reagdes s&o rapidas e o complexo AI-PCV é relativamente estével a
variagbes de temperatura. A absorbancia tende a aumentar com o tempo e as leituras,
realizadas em 585 nm, devem ser feitas ap6s um tempo de espera fixo sem que seja
necessario um controle rigoroso (Dougan e Wilson, 1974). O método com PCV parece ser mais
robusto em relago aos interferentes fosfato e sulfato do que 0 ECR (Dougan e Wilson, 1974).
Embora bastante promissor, 0 método do PCV nao parece ter confitnado estas expectativas
nas determinagdes de aluminio em extratos de KCI (Willoughby, 1986).

O método espectrofotometrico com alaranjado de xilenol (AX) foi inicialmente estudado
por Otomo (1963), sendo aplicado em solos por Pritchard (1967) e ndo é dos mais sensiveis
(e = 2,1 x 10* L mol" cm™) (Tikhonov,1965). A interferéncia de ferro é usualmente eliminada
através de mascaramento com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), mas devido a formacgéo
do complexo AI-EDTA, com cinética mais lenta, a leitura deve ser feita exatamente 1 hora apds
sua adicdo. Este problema, abordado de maneira critica por Pritchard (1967), foi melhor
estudado por Tikhonov (1965).

As leituras podem ser feitas no méaximo de absorbéncia do complexo com Al (555 nm)
ou no ponto isobéstico (536 nm) (Otomo, 1963). Neste comprimento de onda, a determinacdo é
menos sensivel as mudancas de concentracio do reagente. A faixa 6tima de pHéde32a38,
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ajustada usuaimente com um tamp&o acetatofacido acético. Nesta faixa de pH o método é mais
sensivel, mas a formacfio de complexos de AX com Al também ocorre em pH 5,0 e aparenta
ser mais estavel (Tikhonov,1985). Em pH mais baixo, a absorgdo do reagente é menor préximo
ao maximo de absor¢io do complexo mas a reacio entre Al e AX é lenta, devendo ser
acelerada por aquecimento. Este procedimento & problematico porque mesmo apés o
resfriamento da solugdo, a absorbancia decai com o tempo (Tikhonov, 1965). Alternativamente,

etanol pode ser utilizado para acelerar a reacéo, dispensando o aquecimento (Dodson e
Jennings, 1972).

Determinacdes de Ferro-

Da mesma forma que para o aluminio, um grande nimero de métodos
espectrofotométricos podem ser utilizados na determinacdio de ferro (Onishi,1986;
Marczenko,1976). Entre estes, muitos reagem somente com Fe(ll) ou com Fe(lll), mas ha
excecdes (Tikhonov,1965). Quando a reacdo ocorre com os ions Fe*, a competicio entre o
reagente utilizado e ions como fluoreto e fosfato, que formam complexos estaveis com o ferro
trivalente em meio acido, é significativa e podem interferir nas determinagdes. Assim, pode ser
conveniente reduzir todo o ferro a Fe(ll) e realizar as determinacSes com um reagente seletivo
para este estado de oxidag¢fio, pois caso formados, os complexos com estas espécies serfio
menos estéveis (Onishi,1986). O controle do pH também é um fator importante nestas
determinagbes.

Na determinagdo de ferro, além de feagentes organicos cromogeénicos também podem
ser utilizados reagentes que ndo possuem espectro de absorgao no visivel. Isto é possivel pois
os ions Fe** e Fe™ podem reagir com algumas espécies aniénicas, formando complexos de
transferéncia de carga, que absorvem radiag@o na regidioc do visivel e produzem complexos
coloridos. Um exemplo deste comportamento é a formagdio de complexos de Fe* com os ions
tiocianato. ‘

O método espectrofotométrico com tiocianato ainda é bastante usado devido a
disponibilidade do reagente e seu baixo custo, embora melhores opgbes estejam disponiveis.
Aléem dissd, o desenwvolvimento de cor pode ser feito em condigbes relativamente acidas (pH 3)
e o procedimento € simples e rapido. Porém, ocorre a formagdo de diversos complexos sob a
formula geral Fe{SCN), *" (n=1,2, -...8) numa série de reagbes em equilibrio; Em decomréncia
da existéncia deste equilibrio, acontecem desvios da lei de Beer. Qutra caracteristica importante

33



€ o esmaecimento da coloragiio em fungéo do tempo, na presenca de luz ou com o aumento da
temperatura, devido & decomposicio dos ions tiocianato em meio &cido {Onishi,1986;
Marczenko, 1976).

- Os reagentes mais seletivos e que oferecem também maior sensibilidade na

determinacdio de ferro s&o bases organicas bidentadas que possuem o grupo -N =clz-é =N-,
ligando-se a ions metdlicos através dos pares de elétrons livres do N. A formacgdo dos
complexos envolve a coordenacdo de trés moléculas de ligante para cada atomo de ferro. Os
complexos formados com ions Fe?* possuem absorcéio na regidio do visivel, sdo estaveis e os
meétodos baseados na determinagéo espectrofotométrica desta espécie obedecem a lei de
Beer. Entre estes reagentes podemos citar o 2, 2’ bipiridil (s = 8,7 X 10° L mol"' em™, A =512
nm), a 1,10- fenantrolina (s = 1,1 X 10* L mol™ cm™, =512 nm) e os derivados destes dois
reagentes. De forma geral, os derivados do 2, 2’ bipiridil e da 1,10-fenantrolina possuem
sensibilidade e caracteristicas semelhantes 2 estes reagentes, destacando-se a
batofenantrolina (4,7-difenil-1,10-fenantrolina) (¢ = 2,2 X 10%, A=533nm) (Marczenko,1976:
Onishi, 1986).

Em geral, o uso de reagentes com o grupamento *N=(E:—CI:=N- pemite a
determinac&o de ions Fe*' na presenca de concentraces elevadas de Fe*. A determinagio de
Fe* deve ser feita por diferenca, apés sua redugdo e determinagdo dos teores totais de ferro na
solucdo analisada. Diversos agentes redutores podem ser empregados neste procedimento,
embora condigbes 6timas possam ser obtidas em casos particulares (Marczenko,1976).

O complexo da 1,10fenantrolina com os ijons Fe?* possui coloragdo vermelho
alaranjada, com absorbancia méxima em 508nm. Sua formagcgo é pouco afetada pelo pH do
meio reacional, ocorendo em condigdes 6timas numa faixa ampla, de 2 a 9. Neste método
formam-se também complexos com o ion Fe*, com absorgdo maxima na regido do ultravioleta.
Assim, a determinag@o de Fe(lll) pode ser feita na mesma solucdo devido & existéncia de um
ponto isoabsorptivo (isobéstico) em 396 nm, no qual determina-se a absorbancia dos
complexos da 1,10 fenantrolina com o ferro nos seus dois estados de oxidacdo. fons como
fosfato e fluoreto interferem em concentragdes elevadas em relagio aos outros métodos
disponiveis, mas as determinagdes com a 1,10 fenantrolina podem ser realizadas em pH acido
(PH<4,0), reduzindo ainda mais o efeito de interferéncia destes ions.

Embora os dados encontrados na literatura sejam contraditérios a respeito da
interferéncia de fosfato e fluoreto nas determinacfes com a batofenantrolina, &€ bastante
provavel que estas espécies produzam efeitos de interferéncia significativos, pois o’pH étimo da
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‘reacdo de complexacdo encontra-se entre 4 e 6. Além disso, este parece ser o fator
preponderante no que toca a interferéncia de outras espécies anidnicas, tais como oxalato e
citrato, que n&o s&o importantes nas determinacdes com a 1,10-fenatrolina.

| Diversos cétions, geraimente bivalentes, s&o interferentes importantes nas
determinacgbes com a 1,10-fenantrolina e com a batofenantrolina, por serem coloridos ou
produzirem complexos com estes reagentes. Destaca-se a interferéncia de cobre no método
com a batofenantrofina e de mercario(l) com a 1,10-fenantrolina. O controle do pH e a adi¢do de
mascarantes como tartarato e EDTA reduzem estes efeitos e evitam também a precipitagiio de
cétions como titanio e aluminio, que podem hidrolizar em fung@io das condicBes experimentais
utilizadas.

Um comportamento bastante diverso em relagfio aos métodos de determinagdo de ferro
que estivemos discutindo é o do AX, que pode reagir com Fe(ll) e Fe(lll). Embora a
sensibilidade reportada na literatura para a determinago de Fe{ll) seja elevada
(e = 2,7 X10* L mol™ em™), as determinagBes devem ser feitas em meio fortemente acido e sob
controle rigoroso (pH 1,2 — 1,4). Recomenda-se que as leituras sejam feitas apés 15 minutos,
em 550 nm (Cheng,1958). Porém, a cinética de formacfio deste complexo é rapida e ndo
parece ser importante nestas determinacgSes (Tikhonov,1965; Pritchard,1967).

A existéncia de pontos discordantes ou obscuros nas determinagdes de Fe(lll) com AX,
que pode ser atribuida em parte & dificuidade de purificagio deste reagente, levou a publicagdo
recente de um trabalho que procura esclarecer diversos destes pontos (Craig et al., 1999a). Os
mesmos autores, com base nestes estudos, propuseram um procedimento otimizado para a
determinacdo de hidroperoxidos em matrizes biolégicas (Craig et al., 1999b). A determinagdo
de hidroperdxidos em matrizes biolégicas é de grande interesse em bioquimica e biomedicina
pois estas espécies podem indicar danos em estruturas como o DNA, lipideos e proteinas, entre
outras moléculas, que produzem efeitos deletérios em células e microorganismos. O método
baseado no complexo Fe(lll)-AX ha tempos foi proposto como uma alternativa na determinaciio
de hidroperdxidos, mas a quimica envolvida na formacgéio desse complexo ainda permanece
obscura.

Nas condigbes de acidez 6timas para a complexacdo de Fe(lll) com AX, confirmadas
nos estudos de Craig et al. (1999a e 1999b), poucos metais produzem complexos coloridos,
entre os qdais hafnio e zirconio e estanho. Dentre os anions, a interferéncia de suffato e fluoreto
é importante (Cheng,1959). QOutros trabalhos mostram que a formagéio de complexos de AX
com ferro na forma de Fe(ill) também é significativa nos pHs 3 e 5 e com Fe(ll) em pH 5,0, o
suficiente para interferir na determinagéo de aluminio (Tikhonov, 1965).
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IV. Calibracio- Multivariada

A calibrago multivariada é uma parte importante da quimiometria, disciplina da quimica
que inclui métodos de andlise estatistica, modelamento matematico e inteligéncia artificial, com
0 objetivo de projetar e/ou selecionar procedimentos e experimentos de forma otimizada para a
aquisicio de dados quimicos, obtendo o maximo de infformacgdio através da andlise destes
dados (Massart et al., 1988).

O uso destes métodos tanto na quimica, como em outras ciéncias experimentais, esta
intimamente ligado ao desenvolvimento do computador e de equipamentos capazes de realizar
diversas medidas em uma amostra, simultdnea ou seqlencialmente, permitindo assim a
aquisicdo e o tratamento multivariado destes dados (Martens e Naes, 1989 Thomas, 1994).

No entanto, a aquisi¢éo de um grande voiume de dados, mesmo que de alguma forma
os experimentos tenham sido planejados, ndo significa necessariamente que estes contenham
a informagéio necesséria para descrever a propriedade ou propriedades de interesse nas
amostras, nem que 0 modelo construido descreva este sistema de forma otimizada (Beebe e
Kowalski, 1987). Assim, o planejamentc dos experimentos e a selecdo das variaveis a ser
consideradas nestes experimentos também sfo alvos de estudo da quimiometria, @ devem ser
levados em conta quando pretende-se utilizar métodos mais sofisticados para obter
informacbes acerca dos dados coletados. Esta etapa é tdo importante quanto as demais,
embora prevalega ainda a idéia de que os métodos multivariados de andlise e calibragéo
possam realizar verdadeiros “milagres”.

Para que o grande potencial dos métodos de calibragio multivariada na resolucdo de
problemas quimicos possa ser bem aproveitado sfio necessarios alguns requisitos. Deve-se
conhecer a quimica envolvida no sistema em estudo, definindo-se claramente quais séo os
objetivos a serem alcangados. Além disso, deve-se estar familiarizado com as técnicas mais
comuns, para que seja possivel definir uma linha de agfio, buscando e selecionando o(s)
meétodo(s) mais adequado(s) para cada situagiio em particular. Feito isso, somente entsio deve-
se passar a etapa de planejamento de experimentos para a calibragio e validacdo dos modelos
desenvoividos, j& que nem sempre resuitados pré existentes, obtidos sem uma estratégia pré-
concebida podem ser aproveitados. Porém, mais importante do que os passos individuais &
encarar o processo de desenvolvimento dos modelos como um todo, no qual o ajuste e bom
funcionamento das partes é crucial para atingir os objetivos desejados.
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IV.1 Aspectos basicoy em calibracdo multivariada

Para ilustrar melhor os aspectos basicos enwvolvidos na construgdo dos modelos
utilizaremos como exemplo, a partir deste ponto, os dados do trabalho desenvolvido nessa tese.
Assim, as medidas instrumentais comesponderdo aos espectros de solugbes padrdo, obtidas
segundo um planejamento experimental 6 x 6 (descrito detalhadamente na parte experimental)?,
contendo concentracSes conhecidas de aluminio e de ferro. Os espectros desse planejamento
experimental foram obtidos entre 350 e 650 nm, medindo-se a absorbancia em 151
comprimentos de onda. As duas propriedades de interesse a serem calibradas sdo as
concentragbes de aluminio e de ferro. Esses metais quando complexados com o alaranjado de
xilenol sdc responséveis por gerar os espectros estudados.

A calibragio multivariada consiste em tentar estabelecer uma relagiio entre os dois
blocos de dados de informagao quimica disponivel, © das medidas instrumentais (no nosso
caso espectros na regifio do visivel) e 0 da propriedade calibrada (concentragiio dos metais)
(Martens e Naes, 1989; Beebe e Kowalski, 1987). A exemplo do procedimento cldssico de
calibrag3o, o desenvolvimento de modelos com calibracéo multivariada envoive duas etapas: ©
desenvolvimento (ou calibragdo) e a validagdo (previséo). Assim, na fase de calibragfo deve-se
preparar um conjunto de padrdes, a partir dos quais possam ser obtidas medidas instrumentais
indiretas, constituidas de mais de uma resposta, relacionadas & propriedade de interesse. A
propriedade de interesse nesses padres deve ser quantificada através de um método de
referéncié, independente, de precisdo e exatiddo conhecidas. Antes de iniciar os célculos,
esses dados devem ser digitalizados e agrupados em matrizes.

No nosso exemplo, 26 dos 36 espectros das soluges padrdo preparadas serdo
agrupados numa matriz em que cada linha correspondera a um espectro e cada coluna contera
as medidas de absorbancia para um determinado comprimento de onda, obtendo-se uma matriz
26 x 151 (finha x coluna). A outra matriz serd constituida pelas concentracdes de referéncia de
aluminio e ferro correspondentes a essas solugbes, obtendo-se uma matriz 26 x 2. As
concentragbes de aluminio ou ferro devem estar descritas sempre na mesma coluna. Estes
passos podem ser visualizados com o auxilio da Figura 4.1. Estes dois blocos de informacdo,
digitalizados e agrupados na forma de matrizes, constituirio o conjunfo de calibragéo e serdo
utilizados para construir o modeio utilizando o método de calibragio selecionado (Martens e
Naes,1989).

() - Dois metais em seis niveis de concentragio, num total de 36 experimentos.
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Além_de digitalizar e agrupar os dados em matrizes, pode ser necessério realizar
também aigum tipo de manipulagdio dos dados do conjunto de calibragdio para a obtengdo de
um modelo de calibragdio melhor. Algumas destas operagbes, conhecidas como prs-
- processamento, devem ser realizadas apenas na matriz de medidas instrumentais, outras nas
medidas instrumentais e nos valores de referéncia. Estas operacgbes podem ter uma série de
objetivos diferentes, entre os quais facilitar os cdiculos, normalizar dados com diferentes
grandezas matematicas para ponderar sua significancia ou corrigir ndo linearidades de fontes
diversas e efeitos instrumentais, como no caso do espalhamento de radiagio em medidas na
regido do infravermelho (Martens e Naes,1989). Os dois primeiros efeitos podem ser
conseguidos centrando-se os dados na média e escalonando-os pela sua varidncia,
respectivamente. Quando operagdes de pre-processamento dos dados forem utifizadas durante
a calibrag&o, elas também devem ser utilizadas sempre que forem ser feitas previstes.

1,2....... 151
2,000
1
15004 - 2
we — x |
0,500+ i -
9,800+ " . 26
350 400 450 500 S0 SO0 B0
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12
1
2
Y .
26
ConcentragGes

Figura 4.1 — Matrizes de espectros e concentragbes que constituem o conjunto de calibragio para a
determinaco das concentragBes de aluminio e de ferro no sistema quimico estudado.

Depois de construir 0 modelo, & necessario valida-lo, avaliando sua capacidade de
realizar determina¢bes (capacidade preditiva). Para isso, medidas instrumentais (no nosso
caso, espectros), cujo valor de referéncia da propriedade de interesse & conhecido
(concentraces de aluminio e de ferro), devem ter esses valores determinados com o modelo
construido e comparados entre si. Diferentes estratégias podem ser utilizadas para reunir os
dados que fariio parte desse novo conjunto de dados que serd utilizado na etapa de teste do
modelo, mas recomenda-se que o assim chamado conjunto de validagéio seja constituido por
solugdes cujos espectros nio tenham sido usados no calculo do modelo.
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Quando os objetos do conjunto de validagio foram preparados junto com os padres
utilizados na calibragio, mas foram separados e néo fizeram parte do célculo do modelo, o
processo & conhecido como validagdo extema. No nosso exemplo, dez espectros foram
excluidos do conjunto de calibracdo, apbés serem selecionados através de uma andlise de
componentes principais (discutida mais tarde) e separados para formar o conjunto de validacso.
Esses espectros e suas respectivas concentragbes de aiuminio e de ferro também foram
reunidos em matrizes e pré-processados como feito para o0 conjunto de calibrago. Tém-se,
portanto, uma matriz de espectros 10 x 151 e uma matriz de concentracdes 10 x 2.

Quando os elementos necessérios para construir um conjunto de validacdo para realizar
uma validacdo extemna ndo estdo disponiveis, pode-se realizar uma validacdo inferna. Neste
caso, todos os padrdes preparados sdo empregados no célculo de modelo e sédo utilizados
também como amostras para o teste do modelo construido. Uma forma de fazer isso &
selecionar subconjuntos do conjunto de calibracio que, altemnadamente, ndo serdo utilizados no
calculo do modelo. No final do processo, denominado validagéo cruzada, calcula-se o emo
associado as determinagfes em cada caso. Freqlientemente utiliza-se o processo “leave-one-

-out”, que consiste em deixar, por exemplo, uma amostra diferente fora do calculo do modelo, de

cada vez. Recomenda-se utilizar validagdo externa sempre que possivel pois 0os modelos
obtidos usualmente fomecem melhores resultados. As estratégias empregadas na etapa de
teste de modelos de calibrag@o multivariada encontram-se resumidas na Figura 4.2

" Novos dados Conjunto de calibragiio
1 >
: _ :
10 Validagso »

externa l

Determinagbes
{previsdes)
vs
Valores de
referéncia

Figura 4.2 — Estratégias empregadas na etapa de teste dos modelos de calibragio multivariada.
Na validacSo intema, 0 conjunto de cafibragdo serve também como conjunto de validagiio. Na
validaco externa, novos dados sdo introduzidos para avaliar a capacidade preditiva dos modeios.
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O parémetro empregado para avaliar a capacidade preditiva dos modelos, através da
comparagdo entre os valores previstos (concentragdes de aluminio e ferro determinadas com o
modelo) com os valores de referéncia é o erro padréo de previsdo (SEP), calculado como:

SEP =

onde y;& a concentragdio conhecida do analito, yi€ a concentragdo prevista pelo modelo

construido e N é o niimero de experimentos neste conjunto. O SEP permite estimar, em média,
qual a performance do modeic e pode ser usado como uma estimativa do desvio padrdo das
previsbes e é obtido nas unidades utilizadas nas determinaces (Thomas, 1994). Quando mais
de uma propriedade estd sendo calibrada, pode-se calcular o SEP para cada uma delas ou
apenas um SEP que indicara a capacidade global de previséo do modelo. Alternativamente,
também pode-se empregar o erro de previsio relativo (%RMSE), que é independente da
unidade utilizada, dado por (Gempertine et al; 1991 ¥

100 ',%(.Vi -y’

%RMSE = ——
¥, N

na qual defini-se y,como a média das concentragbes conhecidas do analito no conjunto em
questdo.

Depois de construidos e otimizados, os modelos desenvolvidos podem ser utilizados
para realizar determinagBes em espectros de amostras com concentragbes desconhecidas,
obtidas seguindo os mesmos processos empregados na preparacio dos padrdes utilizados nas
etapas anteriores. Para isso, é necessario, mais uma vez, reuni-los em uma matriz de espectros
e introduzi-los no computador, submetendo-os a determina¢do das concentracbes de interesse
usando 0 modeio construido. A resposta é fornecida na forma de uma matriz, n x 2, na qual
n = nimero de amostras analisadas {(espectros) e na primeira coluna e na segunda colunas
estéo descritas as concentragBes desejadas.

Ainda que atualmente encontrem-se disponiveis diversos métodos de calibragdo
multivariada, alguns bastante elaborados, deve-se sempre procurar desenvolver o modelo mais
simples e robusto, capaz de descrever o sistema quimico estudado. Esta concep¢do, embora
intuitiva, tem sido reforgada na literatura (Despagne e Massart,1998).
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IV.2 Alguns métodoy importantes

Nos meétodos paramétricos, a relacdo entre os espectros e as concentragbes é descrita
por uma relacio matematica pré-concebida, através de um modelo. A regressao linear muitipla
{(MLR), a regressdo por componentes principais (PCR) e a regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS), entre outros (Martens and Naes,1989; Geladi and Kowalski,1986). As redes
neurais artificiais sdo um exemplo de métodos ndo paramétricos (Zupan and Gasteiger,1993;
Despagne and Massart, 1998) e ndo serio discutidas nessa tese.

A principio, todos esses métodos podem ser compreendidos como uma generaliza¢do
do modelo univariado utilizados nos métodos classicos, mas possuem uma diferenca importante
em relacdo a este: a regressdio & feita de forma inversa. O desenvolvimento de métodos de
regressao baseados na calibrago inversa fundamenta-se em 2 conceitos importantes. Um
deles é o objetivo da regressdo desenvolvida, cujo interesse principal @ obter previstes (fazer
determinacdes) da propriedade calibrada em novas amostras. Assume-se também que os erros
mais importantes, atuando sobre a calibracio, serdo os erros envolvidos nas concentragbes

| dos padrbes, devido & excepcional melhora verificada na performance dos métodos
instrumentais (Brereton, 2000). Estatisticamente, tomando como base o procedimento_classico
de calibragdo, isto equivale a fazer uma regressédo de x em y, na qual um dado valor do analito
(x;) é descrito como uma combinagio linear das medidas instrumentais (y;) ponderadas por um
coeficientes de regresséao (b,), mais um residuo (e devido ao ajuste do modelo, como descrito
na equacio abaixo:
Xi = Do + Dyyyr + Doy + ... + Doyin + €

Porém, quando frata-se dos métodos de calibracdo multivariada, a propriedade de interesse a
ser prevista € a varidavel dependente (y) e as medidas instrumentais sdo as variaveis
independentes (x).

A principal diferenca entre os métodos de calibragio classificados como paramétricos
esta na forma como os coeficientes de regress&o sao obtidos, o que em uitima insténcia pode
melhorar muito o desempenho destes em determinadas situagbes (Thomas, 1994; Martens e
Naes, 1988). A regress&o linear multipla (MLR) & o método mais simples de calibracio
multivariada. 'Assim, como nos demais métodos multivariados, em oposigdo a calibragio
tradicional, na MLR o valor da propriedade de interesse nas amostras (y) é estimado através de
uma combinacdo linear das medidas instrumentais (matriz X), que minimize os erros na
recuperagao dos valores de y. Os coeficientes de regressdo (matriz B) do' modelo s&o
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calcutados através da resolugio de minimos quadrados, obtendo-se também uma matriz E com
os residuos do modelo (Massart et al., 1988; Martens e Naes,1989). Nesse método, a matriz de
dados inteira é utilizada na obtencfio destes coeficientes, independente da existéricia de
informacio imelevante ou ruido, como esquematizado na Figura 4.3 (Geladi and
Kowalski, 1987):

2-p m 2-p 2-p

n n n

Figura 4.3 - Esquema do calculo envoivido no método da regresséo linear muttipla (MLR).

A MLR é o melhor método para sistemas em que ndo ocorrem interagbes entre os componentes
das amostras, as respostas sio lineares, ndo ha efeito significativo de interferentes, o ruido &
baixo e ndo ha correlagdo significativas entre as medidas instrumentais. Além disso, o nimero
de medidas instumentais deve ndo deve ser maior do que o niimero de amostras usadas na
calibrac8o, pois a inversdo da matriz envolvida na resolugciio de minimos quadrados tormna-se
impossivel (Beebe and Kowalski,1987: Thomas, 1994).

As diversas restrigdes encontradas na MLR podem ser contormadas nos métodos
baseados na decomposicio da matriz dos dados (X) em “scores” (T) e “loadings” (P), principio
da analise de componentes principais (PCA) (Figura 4.4):

X

Sm—
n n

Figura 4.4 - Representagio matricial da andlise de componentes principais (PCA).

O objetivo da énélise de componentes principais é descrever a estrutura que correlaciona os
dados, de forma resumida, preservando tanto quanto for possivel da informacéio original. isso é
feito utilizando uma combinacgio linear das varidveis originais que geraram esses dados,
levando em considerag@o a variancia a elas associada. As componentes principais resultantes
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sdo ortogonais entre si e a varidncia descritas por elas, em relagcdo aos dados originais, é
decrescente. Cada componente principal é dada pelo produto de uma coluna da matriz de
“scores” e a respectiva linha da matriz de “loadings”®, obtidas através da decomposicdo da
matriz de dados (Massart et al., 1988).

As caracteristicas descritas acima tomam possivel utilizar a analise de componentes
principais para simplificar e reduzir a2 dimensionalidade dos dados, selecionar variaveis e
amostras de interesse e detectar outliers (Wold et al.,1987). Isso pode ser feito examinando-se
quais as componentes principais importantes para descrever os dados analisados, quais as
variaveis de maior contribuiciio relativa para o célculo de cada componente principal e como as
amostras estéo relacionadas com estas componentes A reducdo da dimensionalidade dos
dados e sua simplificagio sdioc as propriedades mais significativas para os métodos de
calibragéio multivariada baseados nesse principio. Isso é possivel pois, ao contrério da MLR, na
qual toda a matriz de dados é utilizada nos céiculos, pode-se selecionar quais colunas da matriz
de “scores” que contém informacdo estatistica relevante para a calibracdo da propriedade de
interesse. Essa possibilidade pode ser melhor visualizada a partir da representacdo do
desenvolvimento de um dos aigoritmos mais usados para esses céiculos (Figura 4.5): o NIPALS
(*Nonlinear Interactive Partial Least Squares™).

P1 Pr

1 ] + + | &

i | —
n n n

Figura 4.5 — Representagio do célculo de componentes principais usando o aigoritmo NIPALS.

Segundo esse algoritmo, as componentes principais n3o séo calculadas fodas de uma
s0 vez, mas de forma interativa a partir da matriz de residuos resultante apés célculo da
componente principal anterior, dada pelo produto #p, (Geladi and Kowalski,1986). Outro
algoritmo bastante utilizado nesses calculos é a decomposi¢cio de valor singular ou SVD
(*Singular Value Decomposition™, na qual a matriz de dados & decomposta num produto de 3
outras matrizes.(Figura 4.6) (Wold et al., 1987):
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Figura 4.6 — Representago do célculo de componentes principais usando o algoritmo SVD.

Nesse algoritmo, a matriz V é idéntica a matriz de “loadings” (P) e os “scores” (matriz T) sado
dados pelo produto U x D (Wold et al., 1987). A matriz D' é uma matriz diagonal que contém os
chamados valores singulares. Se comretamente aplicados, os dois algoritmos levam & mesma
resposta quando poucas componentes principais sdo necesséarias para descrever os dados.

Assim, em métodos como a regressio por componentes principais (PCR) e na
regressdo por minimos quadrados parciais (PLS), que envolvem a decomposicdo dos dados
quimicos, é possivel selecionar 0 numero de fatores relevantes na obtenciio dos coeficientes de
regresséo do modelo. No PCR, a decomposicéio dos dados nas matrizes de “scores” e
“loadings™ acontece apenas na matriz das medidas (no nosso caso, espectros no visivel),
calculadas e listadas em funclo da variancia explicada em cada componente principal. A
regress3o, para construir o0 modelo de calibragiio, é calculada entre as colunas relevantes da
matriz de “scores” e as concentragdes das amostras, listadas na matriz Y. No PLS, a
decomposicio dos dados é feita simultaneamente nas matrizes X (espectros) e Y
(concentragdes), obtendo-se um modelo a partir de toda a informago quimica disponivel.

O modelamento com o PLS é explicado didaticamente como composto por duas etapas,
desenvolvidas simultaneamente. Na primeira etapa, ocorre a decomposicdo dos dois blocos de
dados, X e Y, em vérios fatores, nesse caso conhecidos como varidveis latentes, mais uma
matriz de residuos correspondente aos dados nio modelados (Figura 4.7). As variaveis
latentes, a exemplo das componentes principais, podem ser representadas como o produto dos
vetores de “scores” ¢ “loadings” ou como o produto das matrizes em que estes vetores foram
agrupados: |
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Figura 4.7 — Representagéo da regresso por PLS.

Onde T e U sdo matrizes de “scores”, P e Q s&o matrizes de “loadings”; e X e Y sdo os blocos
de dados (medidas instrumentais e respostas, respectivamente). As matrizes E e F sfo os
residuos associados ao modelamento. A segunda etapa consiste em estabelecer a relagdo
entre os dois blocos de dados, através da regressédo dos “scores” do bloco X nos “scores” do
bloco Y, usando um coeficiente de regressdo b para descrever uma funcgdo linear entre estes
blocos: U =AT.

Para obter a melhor correlacdo entre estas matrizes, com os menores residuos descritos
nas matrizes E e F, os “scores” da matriz T sfo ajustados de forma a descrever
simultaneamente a matriz Y (Martens and Naes,1989; Geladi and Kowalski,1988). Embora
estes seja o algoritmo bésico da regressdo por minimos quadrados parciais, correspondente ao
PLS-2, algumas aiteragbes podem ser introduzidas para adequar este método a diferentes
situagcSes. No PLS-1, apenas uma propriedade de interesse é considerada em cada modelo.
Por-outro lado, quando ha mais de uma propriedade de interesse a ser calibrada utilizando-se
um mesmo conjunto de medidas instrumentais, o algoritmo a ser empregado é o PLS-2, no qual
a matriz de “scores” U sera obfida de forma a descrever as propriedades de interesse
simultaneamente. Nestes 2 casos, assume-se que a relagcdo entre os blocos de dados
quimicos, X e Y é melhor descrita através de uma funggo linear (Martens e Naes,1989). Se este
néo for o caso, deve-se empregar o Poly-PLS, no qual esta relac3o podera ser descrita através

“de um polindmio de segundo grau ou superior (Wold et al., 1989)

No PCR e no PLS, bem como na calibragdo com redes neurais, a selegiio do nimero

mais adequado de parametros intemos a ser utilizado no modeio de calibragdio (Componentes
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principais, variaveis latentes ou neurdnios nas camadas intermedidrias, respectivamente) é
critico. A selegdio do nimero inadequado de parametros leva a obtencéo de um modelo nio-
otimizado, através da falta de ajuste do modelo (*funderfitting” - quando parte da informaggo
quimica disponivel ndo foi considerada) ou sobreajuste (“‘overfitting” — quando um numero
excessivo de parémetros passa a incluir ruido) (Martens and Naes, 1988). Para evitar que isto
aconteca, deve-se fazer uso das estratégias de validagio, externa ou intemna, descritas
anteriormente, para selecionar o nimero adequado de par&metros no modelo, como um

compromisso entre os erros calculados na calibracdo (%RMSEP dos conjuntos de calibragéo e
validacao).

IV.3 Calibracdo mudtivariada, espectroscobia wyv-vis e
aplicagdes de interesse agrondémico-

Utilizando-se os métodos de calibragiio multivariada é possivel determinar componentes
- em misturas, eliminar ou minimizar efeitos de interferéncia especificos ou de matriz e ruido,
aiém de detectar amostras anémalas (oufliers). Estas caracteristicas também podem tornam
possivel reduzir as etapas necessarias na preparagdo das amostras, reduzindo o tempo de
analise e custos envolvidos (Thomas, 1994; Martens e Naes,1989). Assim, o uso dos métodos
de calibragho multivariada apresenta-se como uma altemativa viavel, pratica e rapida no
tratamento de problemas quimicos para os quais os métodos tradicionais ndo oferecem
respostas satisfatérias.

Os principais fatores responsaveis pela baixa qualidade de resultados obtidos através
dos meétodos quimicos empregados tradicionalmente sSio os problemas de interferéncia e os de
n&o finearidade do sistema quimico estudado, sejam estes inerentes ao sisterna ou de natureza
instrumental. Essa é uma situagBo encontrada freqiientemente nas determinagoes
espectrofotomeétricas de ions metélicos, pois a maioria dos reagentes utilizados néo é especifica
e muito poucos séo seletivos. Desta forma, a determinacgio do metal de interesse através do
desenvolvimento de cor é muito dependente das condigbes experimentais utilizadas, sendo
necessario realizar a separagio ou o mascaramento de intesferentes. Se por um lado este
prowdimento'visa melthorar a qualidade do sina! analitico registrado, por outro toma os
procedimentos mais lentos e pode aumentar a incidéncia de emros operacionais, que em Ultima
insténcia podem afetar também a precisfio e exatidiio das determinacBes. Os métodos
apresentados no Cap. 2 podem servir como exemplo para estas consider%gﬁes. Estes
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argumentos continuam a favorecer a implementacio de métodos instrumentais mono ou
multielementares, como o AAS e o ICP (AES ou MS), de forma indiscriminada em muitos
laboratérios. Apesar da eficiéncia destas técnicas, o menor custo relativo dos métodos
espectrofotométricos continua a ser o principal motivo pelo qual estes continuam sendo muito
utilizados quando as rotinas analiticas s&o bem definidas, como discutido no Cap. 3.

O interesse nos métodos espectrofotomeétricos de determinagéio recebeu novo impulso
com a divuigacio das técnicas de processamento de sinais e calibrago multivariada,
destacando-se técnicas como o PCR, PLS e as ANN (Lobinski e Marckzenko,1992). Neste
periodo, 0 numero de publicagbes utilizando métodos de calibragio multivariada em quimica
analitica, especiaimente o PLS, tem crescido continuamente. Destacam-se as aplicagbes na
indastria farmacéutica e em andlises biolégicas (Lavine, 1998; Lavine, 2000). O
desenvolvimento atingido nestas areas especificas pode ser atribuido, a0 menos em parte, a
possibilidade de realizar medidas de espectroscopia na regido do infravermelho em diversas
situagbes. “Softwares” comerciais e diversas publicagbes abordando aspectos relacionados &
calibracdo nesta regido do espectro estio disponiveis devido ao interesse econdmico da
industria alimenticia e seu uso no acompanhamento de processos industriais como metodologia
altemativa que motivaram investimentos em pesquisa e equipamentos (Brereton, 2000).

Esta tendéncia de aumento nas publicagbes tem sido observada também em relagéo a
espectroscopia no uv-visivel, embora a obten¢fio de dados bibliograficos especificos, cruzando
este termo e os métodos de calibragdo, como palavras-chave, seja dificultado devido aos
diversos métodos disponiveis e seus acrbnimos. Apesar das vantagens apontadas, ©
desenvolvimento de procedimentos utilizando métodos espectrofotomeétricos de determinagéo e
calibraggo multivariada para uso em andlises de rotina ndo tem sido muito explorado.
Aparentemente, isso se deve as dificuldades envolvidas no desenvolvimento de um
procedimento simples e robusto para a calibracdo e preparo de amostras em sistemas que
envolvem reacgdes quimicas e que estejam sujeitos a condigSes altamente interferentes. Em
outras palavras, o investimento do tempo e dos recursos necessarios faz com que a utilizacéo
dos métodos de calibragio multivariada seja restrita em diversas areas da ciéncia em relagdo
aé demais (Brereton, 2000). Por outro lado, a aplicacdo destes métodos tem sido
particulammente bem sucedida quando o propésito dos pesquisadores é resolver problemas

analiticos e ndo o desenvolvimento de novas metodologias (Wold and Sjorstrom, 1998).
| A década de 1990 também parece ter sido decisiva no processo de familiarizacdo dos
~ pesquisadores ligados a ciéncia do solo com os métodos quimiométricos, incluindo-se entre
estes a andlise exploratéria de dados. Estes métodos tem sido aplicados na ;valiag:éo de
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parametros microbiolégicos, pedolégicos e relacionados a avaliag@o da ferfilidade. Entre estes
destacam-se os estudos ligados a caracterizagio e determinagio de matéria organica,
baseados na espectroscopia no infravermelho, e a determinacdo de misturas e seus produtos |
de transformac8o nos solos. Os dois Gltimos casos sdo exemplos de calibragdo multivariada.
Uma boa parte das publicagdes existentes continua a ser feita em revistas da area de quimica,
embora trabalhos bastante elaborados tenham sido realizados por profissionais desta drea e
publicados em periddicos especificos, como pode ser verificado em levantamentos recentes
(Sena et al., 2000). Embora no caso especifico dos métodos que empregam a espectroscopia
no infravermelho proximo seja possivel afirmar que estd em curso a substituicio de muitos
métodos tradicionais de andlise (univariados) por métodos multivariados (Sena et al., 2000),
néo ¢ facil estabelecer um padréo em relagiio aos outros métodos analiticos utilizados e suas
aplicagdes nesta area da ciéncia.

Também nas determinacGes em plantas, os métodos quimiométricos vern sendo
difundidos. No entanto, em oposicéio as aplicagdes nas determinagdes em solos cujo interesse
principal tem sido estudar parametros que indiquem sua qualidade, na determinacdes em
plantas a calibracdo muitivariada tem sido aplicada muito mais extensivamente na quantificacio
de espécies quimicas de interesse e no modelamento de respostas dos vegetais frente a
fatores que influenciam seu desenvolvimento. Estes estudos destinam-se principalmente ao
monitoramento ambiental e avaliagdo do estado nutricional das plantas, destacando-se os
estudos de sensoriamento remoto através do uso de espectroscopia de fluorescéncia e NIR.
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V. Parte Experimental

V.1 Solugées

As soluges utilizadas neste trabalho foram preparadas utilizando-se agua desionizada e
reagentes de grau analitico e estocadas em frascos de polietileno.

As solugbes padrio estoque (1000 mg L") dos metais estudados e dos interferentes
(AP, Fe*', Cu™, Mn** e Zn™) foram preparadas a partir da diluicio de padrBes Titrisol®
{(Merck). As solugbes de 5000 mg L™ de sulfato e fosfato usadas nos estudos de interferéncia
foram preparadas a partir de diluic8o dos 4cidos sulfirico e ortofosforico concentrados (Merck),
respectivamente. Todas as solugdes padrio estoque foram mantidas sob refrigeracsio e
aliquotas dessas solugces foram tomadas, sempre que necessario, para preparar solugdes de
trabatho diluidas, utilizadas no desenvolvimento dos estudos realizados e também para a
calibragado do ICP.

A solug&o 0,5% (m/v) de alaranjado de xilenol (3,3-bis-IN, N-di(carboximetit)-aminometil]-
o-cresolsulfoftaleina) foi preparada através da dissolugio de 2,5 g (+ 10 mg) do sal tetrassddico
(Merck) em 500,0 mL de agua. Adicionou-se 2 mL de cloroférmio e algumas gotas de uma
solugdo de HCI 2 mol L™ até obter-se uma solugdo alaranjada e limpida. A adicdo de
cloroférmio evita o crescimento de microorganismos e a adi¢dio de HC! facilita o ajuste do pH
adequado ao desenvolvimento da reagfio. A solugéo de alaranjado de xilenol deve ser mantida
sob refrigeracdio. Nestas condiges, ndo se observou qualquer alteracio num periodo até 6
meses, quando deixamos de fazer 0 acompanhamento da qualidade da solucéo.

Uma solugdo de HCI 0,8 mol L* preparada pela diluicio de 33,5 mL de acido
concentrado em 500 mL de agua, foi utilizada para preparar as solugbes empregadas na
construcéio de modelos de calibragio usando padrSes aquosos de aluminio e de ferro,
simulando as condi¢bes encontradas nos extratos de folhas analisados. Também preparou-se
uma solucio de NaOH 3,5 mol L™ para neutraiizar as aliquotas de extratos de folhas e facilitar o
ajuste de pH nas solugSes empregadas para a aquisicdo dos espectros. Essa solugdo foi
preparada pela dissoluggio de 140 g de pastilhas de NaOH em agua e diluicdio para 1 L. Para
preparar o tampdo formiato/acido formico foram dissolvidas 102 g de formiato de s6dio em
cerca de 800 mL de 4gua. A seguir, foram adicionados 132 mL de acido férmico e o volume foi
completado para 1 L com agua. Em todas as solugbes empregadas para .a aquisicéo dos
espectros, utilizou-se etanol 95% (v/v) ou superior.
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V.2 Instrumental

As determinacbes espectrofotométricas (leitura de absorbancia em um comprimento de
onda ou aquisicdo de espectros) foram realizadas utilizando-se um espectrofotémetro Hitachi
U2000, com varredura na regi&o do uv-visivel, equipado com um amostrador do fipo “sipper’ e
cela de silica com caminho 6ptico de 10 mm. Para a obteng3io dos espectros usados na
construco dos modelos de calibragio multivariada, o espectrofotdmetro foi interfaciado com
um computador através de sua porta serial e um cabo bidirecional RS232C, de acordo com as
instrucdes do fabricante. O “software” utilizado para a aquisi¢iio de dados, registrados como
arquivos ACSII, desenvolvido pelo Prof. Dr. Cesar Mello durante seu doutoramento.

Os espectros foram registrados entre 350 e 650 nm, com uma resolugdio espectral de 2
nm, usando agua como branco. Uma resolugéo maior reduz o nimero de amostras analisadas
por hora, enquanto uma resolu¢éio menor pode resultar em perda de precisdo e exatiddo nos
modelos. Nossos estudos também mostraram que a velocidade de varredura mais adequada
para aquisiciio dos espectros na faixa estudada foi de 400 nm min". Essa velocidade
representa um compromisso entre a reprodutibilidade do sinal coletado e o nimero de amostras
analisadas/h. Todas as determinagbes espectrofotométricas foram realizadas em ambiente com
a temperatura controlada em (23 £ 2)°C. Além disso, apés a lavagem toda a vidraria utilizada
deve ser submetida & imers&o em um banho de é&cido nitrico 10% v/v durante pelo menos 2
horas e enxaguada com agua desionizada para evitar contaminagdes.

Nas determinagbes realizadas em amostras de solos e plantas, empregadas na validagdo
dos nossos estudos, as concentragbes de aluminio e de ferro foram medidas, nos mesmos
extratos, por espectrometria de emissdo em plasma e pelos métodos propostos. As
concentragbes de aluminio e de ferro determinadas com o ICP foram utilizadas como valores de
referéncia para a construcdio e avaliagio dos modelos de calibragdio. Quando necessario, os
elementos considerados interferentes em potencial também foram determinados. Para tal,
empregou-se um espectrometro ICP-AES Jobin-Yvon, modelo JY-50P. A freqiéncia de
operagéo do ICP utilizado era de 40,86 MHz, com uma poténcia de 1000 W e fluxo de argdnio
na tocha de 12 L min™. Todas as andlises foram realizadas mantendo-se uma purga de
nitrogénio com .vazfio de 0,6 L min™. As linhas atdmicas empregadas na determinagio de
elementos nas amostras estudadas encontram-se listadas na Tabela 5.1.



Tabela 8.1 - Linhas de emisséo at6mica
utlizadas para a deferminagio dos
elementos por ICP-AES.

Elemento Linha de emisséo (nm)

Al 308,215
Fe 259,940
Ca 317,933
Mg 279,079
Mn 257,610
Cu 324,754
Zn 213,856
P : 178,225
S 180,672

A calibracio do ICP-AES foi feita utilizando-se solugbes de trabatho contendo os elementos de
interesse, preparadas nas mesmas condicBes dos extratos de solos ou plantas analisados. Os
resultados registrados consistiram na média de 3 leituras da amostra, com duragéo de 5
segundos cada, sob um fluxo de amostra de 1,5 mL min™. A calibracdo do equipamento foi
verificada periodicamente procedendo-se a sua recalibragio sempre que observada uma
variag&o superior a 5%.
- As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um pHmetro Metrohm 691 acoplado a
um eletrodo de vidro combinado da mesma marca.
Os célculos envolvidos na determinagio simultdnea de aluminio e ferro foram feitos
utilizando-se o “software” MatLab v4.2¢ (The Math Works, Inc.) e o PLS “Toolbox” v1.5.1 para
uso com Matlab (Eigenvectors Technologies, inc).

V.3 Amﬂuamm

As amostras de solos e plantas utilizadas neste trabalho foram gentifmente cedidas pefo
laboratorio de andlise de plantas e solos do Centro de Solos e Recursos Agroambientais do
Instituto Agronémico de Campinas (CSRA-IAC).

Solos
Utilizou-se um conjunto de 10 amostras de solo representativas do Estado de Sao Paulo,

contendo entre 30 e 220 mg de AP* kg™ solo e concentragbes vanaveis de ferro. A tabela 5.2
apresenta algumas informaces sobre estes solos, além de sua classificacéo. .
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Tabela §.2- Caracteristicas dos solos utilizades na determinagdo de aluminio.

pHem Cétions trocaveis e CTC
Solo Classificagio 0,01 mol L (mmol_ dm™ solo)
CaCh _Ca”__ Mg™ K___crc®
1 Latossolo vermelho amarelo 45 11 5 05 55
2 Cambissolo 3.8 1 1 1,0 189
3 Cambissolo 42 4 3 1,4 130
4 Cambissolo 42 6 5 0.8 122
5 Podz6lico vermetho amarelo 4,5 19 10 13 58
6 Podzélico vermelho amareio 59 41 16 8.9 84
7 Latossolo vermeltho Amarelo 4,0 1 1 0,5 55
8 Podz6lico, Variagéo Lins 3,8 1 1 0,8 55
9 Glei 38 4 4 0,9 108
10 Latossolo vermelho amarelo 3,8 1 1 0,6 102

(a) Capacidade de Troca de Cétions em pH 7

As solucdes extratoras utilizadas em nossos estudos foram KC! e NH.Cl a 1mol L', realizando-
se extragbes em triplicata para cada solo analisade. O pH da solugdo extratora de KCi foi
ajustado para 5,0, através da adicio de algumas gotas de HCI 1 mol L™, para garantir que as
extracbes ocorressem em meio adequado e sob condigbes reprodutiveis, eliminando as
impurezas, de efeito tamponante, que podem ser encontradas nesse reagente (Cantarella et al.,
1981).

A obtencdo dos extratos empregados nos estudos de avaliagio da fertiidade de solos
consistiu em agitar-se 5,00 g de solo previamente moido e seco em estufa (TFSA), sob agitacdo
mecdnica a 220 pm, com 50 cm® da solugiio extratora por 15 minutos. A seguir, filtrou-se o

extrato usando papel de filtro quantitativo. Aliquotas destes extratos foram utilizadas nas
determinacbes realizadas.

Plantas

Nesse trabalho foram utilizadas amostras-controle, amostras recebidas para a andlise de
nutrientes no laboratdrio de analise de plantas e solos do CSRA-IAC e diversas amostras de
plantas distribuidas pelo programa “Intemational Plant — analytical Exchange” (IPE) da
“Agn‘culturai University of Wageningen™ (Holanda), entre os anos 1997 e 2000.

As amostras recebidas para andlise no CSRA-IAC foram lavadas com agua destilada e
deionizada, secas a 60°C até peso constante, moidas em moinho tipo Willey e peneiradas em
peneira com maiha de 1 mm (20 mesh). A fragio de amostra que passou por essa peneira foi
armazenada e analisada. As amostras do programa IPE sfio recebidas apds serem
processadas de forma similar, realizando-se uma nova secagem do material vegetal caso se
julgue opertuno. Independente da origem da amostra, 1,000 g do material vegetat foi pesado e

mineralizado em cépsulas de porcelana por 2 % h a 500 - 550°C. Apés o resfriamento, as
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cinzas foram umedecidas com agua, dissolvidas em 2 mL de HCI 6 mol L™ e aquecidas até a
evaporacdo completa do acido adicionado. A seguir, os residuos foram redissolvidos com
10 mL de HCI 2 mol L™, aquecidos e filtrados quantitativamente. O material utilizado na
mineralizacéio e o residuo retido no filtro foram lavados com outros 10 mL de HCI 2 mol L™ e 10
mL de 4gua. O filtrado foi recolhido em baldo volumétrico de 50,0 mL e o voiume foi completado
com agua (Bataglia et. al, 1983).

V.4 Deservwolvimento de cor e aquisicio de espectros

Para realizar as determinagbes de aluminio e ferro pipetaram-se 5,00 mL dos extratos
de folhas ou 2,00 mL dos extratos de solos para baldes volumétricos de 50,0 mL. Para realizar
as calibragbes comespondentes, em lugar dos extratos foram utilizadas aliquotas das solugBes-
padréo diluidas de aluminio e/ou de ferro, de 50 mg L, e 5,00 mL da solucho de
HCI 0,8 mol L™ para as amostras de plantas , ou 2,00 mL da solug&o extratora empregada para
as amostras de solos (KCl ou NH,C! 1 mol L™"), respectivamente.

A seguir, para o preparo da calibragéio e para as determinagbes em extratos de plantas,
adicionaram-se a cada aliquota, 1,0 mL da solugdo 0,5% (m/) de alaranjado de xilenol, 1,0 mL
da solug@io de NaOH 3,5 mol L e mais algumas gotas dessa solugSio de NaOH, até a solugsio
resultante ficar violeta, A adicdo de base em excesso dever ser evitada. Adicionaram-se, entéo,
5,0 mL da solugio tamp&o formiato/dcido formico e 25,0 mL de etanol 95% (vv). Os balbes
volumetricos foram tampados e as solugdes homogeneizadas cuidadosamente. Compietou-se o
volume de cada baléio volumétrico com 4gua e homogeneizou-se novamente. Para o preparo da
calibracfo e para as determinagdes em extratos de solos, apds adicionar uma aliquota de 1,0
mi da solugdo 0,5% (m/v) de alaranjado de xilenol, basta adicionar os 5,0 mL da solugfo
tamp&o e os 25,0 mL de etanol 95% (v/v). O pH nominal dessas solug3es ficou ao redor de 4,0,
e nessas condicbes as coloragdes variam do alaranjado ao vermelho, em fungio da
concentracdo dos metais presentes.

Os espectros das solugdes resultantes foram registrados entre 2 e 4 h ap6s a mistura
dos reagentes, usando-se agua como branco. Quando as concentragdes calculadas, em mg L™,
para aluminio efou ferro (vaiores previstos pelo PLS) atingiam valores 5% acima de 1,0 mg L™,
a amostra era analisada novamente, apés sofrer diluigo. Essa diluicdo era realizada tomando-
se 10,00 mL do exdrato original da pianta, em baldo volumétrico de 50 ml., @ completando-se o
volume com HCI 0,8 mol L™'. Quando eram observadas concentragbes inferior’es a 0,05 mgL"
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de aluminio e/ou ferro, as determinagdes também eram repetidas, mas usando-se uma aliquota
de 10,00 ml. do extrato original.

V.5 Calibracdo wsando- solucdey aquosas

As solugdes empregadas nos conjuntos de calibragio e previsdo foram preparadas
segundo um planejamento fatorial completo, com 6 niveis de concentragéic para aluminio e ferro
(0-0,2-04-0,6-0,8e 1,0 mg L"), num total de 36 experimentos, como esquematizado na
Figura 5.1.

0,0 0,2 04 08 08 10
Al {mg L)

Figura 5.1 = Esquema representativo do planejamento fatorial completo utilizado para preparacgio
das solugdes empregadas na calibrago.

As soluces oonéspondentes aos pontos mostrados na Figura 5.1 foram preparadas
utilizando-se solugdes-padriio de 50 mg L™ de aluminio ou de ferro, obtidas através de diluicdo
da solugdo estoque 1000 mg L™'. Desses, 10 experimentos foram selecionados através de uma
andlise de componentes principais dos espectros correspondentes para constituir um conjunto
de validagdo e ndo foram incluidos no célculo dos modelos. Esses experimentos estdo
assinalados na Figura 5.1 como os pontos pretos, enquanto os pontos cinza representam os
experimentos usados no calculo dos modelos (conjunto de calibragdo). A composicio dos
experimentos é mostrada na Tabela 5.3.



Tabela 5.3- Concentracéo de aluminio e ferro nas solugbes
preparadas para calibragio do modelo PLS, emmg L™

Calibracdo Validacio

Solugdo Al Fe Solugéo Al Fe

01 0,0 0,0 27 0.6 0,0

02 0,2 0,0 28 0,2 0,2

03 0,4 0,0 29 1,0 0,2

04 0,8 0,0 30 0,8 0,4

05 1,0 0,0 31 0.4 0,6

06 Q0,0 0,2 32 1.0 06

o7 0.2 0,2 a3 0,0 0,8

08 06 0,2 34 0,6 08

09 0,8 0,2 35 0.2 1,0

10 0,0 0,4 38 0.8 1,0

1 0,2 0.4

12 0.4 0.4

13 086 0.4

14 10 0.4

15 0,0 06

16 0,2 06

17 0.6 0.6

18 08 06

19 0,2 0,8

20 04 0,8

21 0,8 0,8

2 10 0.8

23 0.0 1,0

24 0,4 1,0

25 0,6 1,0

26 1,0 1,0

As agliquotas das solugBes padriio foram tomadas utilizando-se pipetas automaticas
Eppendorf, de forma a obter-se a concentracio desejada de AP* e/fou Fe* em balbes
volumétricos de 50,0 mL. O desenvolvimento de cor e aquisigio de espectros foi feita como
descrito anteriormente.

A selecio do nimero de varidveis latentes a ser usado nos modelos foi feita através da
avaliagdo do compromisso entre o ajuste da calibragiio e a capacidade de previsdo dos
mesmos, comparando-se os valores da raiz quadrada do erro padrao relativo (%RMSE) para a
previsdo das concentragbes de aluminio e ferro nos conjuntos de calibragcio e previsdo,
considerando-se os diversos modelos desenwolvidos. Estes valores foram colocados em
graficos, tomando-se 0 ndmero de varidveis latentes vs. %RMSEP, para methor visualizacédo
dos dados. O valor do %RMSE é dado por:

(¥ - 7;)
%RMSE:J-_SQ ELu___
¥, N

61



onde y,é a concentracdo conhecida do analito, y;& a concentragao prevista pelo modelo
construido, y, € a média das concentracfes conhecidas do analito no conjunto em questioe N

é 0 numero de experimentos neste conjunto. Para o desenvolvimento de cor observaram-se

rigorosamente as mesmas condicdes nos experimentos de calibragio e preparagio das
amostras.

Neste caso, para testar o método desenvolvido, realizaram-se simultaneamente a
determinagio de aluminio e de ferro por ICP-AES e pelo método proposto, em trés replicatas
auténticas de 9 amostras de folhas, parte do programa IPE de 1997 (IPE,1997). Nas leituras por
ICP-AES determinaram-se também as concentragtes de P, Zn, Mn, Mg, Ca e Cu, como é feito
usualmente na rotina do laboratério de andlise de plantas e solos do CSRA -IAC.

V.6 Calibracdio usando- amostras reais

Para avaliar o efeito do uso de amostras reais como conjunto de calibragdo para
construcdo de modelos por PLS na determinacfio simultanea de aluminio e ferro, realizou-se a
mineralizacdo de diversas amostras do programa IPE, referentes aos anos de 1997 a 2000,
além de amostras processadas no CSRA-IAC, como descrito anteriormente.

Apés a déterminagﬂo da concentracéo de aluminio e de ferro por ICP-AES, realizou-se a
aquisi¢do dos espectros de todos os exitratos analisados. Os resultados obtidos para as
amostras da IPE foram submetidos ao critéric de rejeicéo adotado pelo programa (Monfort,
1996). Obedecendo a esse critério, os extratos de 29 amostras de plantas diferentes foram
selecionados. Esse numero foi considerado pequeno, uma vez que a calibragcdo com solugbes
aquosas foi feita utilizando 26 experimentos. Assim, apds uma analise de componentes
principais dos espectros do conjunto de amostras, verificou-se ser possivel incluir replicatas
auténticas (determinagbes em novos exiratos) de algumas amostras com caracteristicas
peculiares quanto aos teores de aluminio e de ferro determinados, considerando-as como uma
amostra diferente para fins de calculo do modelo, obtendo-se no total 38 experimentos. Além
disso, 2 espectros foram utilizados 2 vezes para completar um conjunto com 40 experimentos,
facilitando a selecdo de sub-conjuntos de calibrac&o a serem estudados.

As informagbes essenciais sobre as amostras incluidas no conjunto de 40 espectros

estdo mostradas na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4- Amostras de plantas utilizadas no conjunto de calibragio para o desenvolvimento
de modelos PLS com amostras reais. As concentragbes apresentadas foram calculadas a
partir das determinagdes com ICP-AES,

—mgkg™ folha-- -mgL” (calibragfo) -
Espectro Amosira Identificagcao* Al Fe Al Fe

1 Meldo 950 - 98/5 2298 3444 0,46 0,69
2 Gerbera 980 - 98/5 108,6 158,1 0,22 0,32
3 Acacia (fotha) 999 - 98/2 55,5 142,8 0,11 0,29
4 Dendezeira (folha) 652 - 98/4 50,7 87.9 0,10 0,18
5 Alfafa 124 - 98/4 264,2 2472 0,53 0,50
6 Grama (GR94) 100 - 98/4 4339 4875 0,87 0,98
7 Cravo (talo) 883-08/6 20484 13695 1,15 0,54
8 Milho (pianta) 126 - 99/3 396,8 523,8 0,80 1,05
9 Gerbera 980 - 99/4 165,2 219,1 0,33 0,44
10 Dendezeira(folhas) ___ 652-99/4 = 598 1089 012 022 __
11 Mel&o 950 - 99/4 2299 4037 0,46 0,81
12 Brocoli 132 - 9973 2016 245,0 0,40 0,49
13 Grama (mistura) 952 - 99/2 263,2 4326 0,53 0,87
14 Milho 133 - 99/5@ 62,5 177,7 0,13 0,36
15 Beringela (planta) 949 - 97/4 1588 188,1 0,32 0,38
16 Cravo (talo) 883-97/4  2591,7 13337 1,02 0,52
17 Salsa 108 - 97/3 174,7 2498 0,35 0,50
18 Cerefélio 109 - 97/3 4354 4433 0,87 0.89
19 Rosa (panta) 118 - 97/5 27,7 51,4 0,06 0,10
20 Grama ...586-98/6 10063 12327 077 094
21 Rosa (planta) 113-97/3 62,3 136,7 0,13 0,27
22 Fibra de coco 128-99/1® 13815 23484 0,54 0,92
23 Mitho 885 - 99/4 2038 600,1 0,23 0,46
24 Cevada (gréo) 547 - 99/1 7.6 57.1 0,02 0,12
25 Rosa (planta) 114 - 97/2 56,1 120,3 0,11 0,24
26 Rosa (planta) 118 - 97/5 27,2 55,1 0,06 0,11
27 Couve 849 - 97/2 90,3 119,3 0,18 0,24
28 Favas 904 - 97/2 240,0 2460 0,48 0,49
29 Beringela (planta) 949 - 97/2 193.8 194,7 0,39 0,39
30 Mangueira (fothas) __ 995-97/2 = 280 = 622 006 013 __..
31 Gerbera 980 - 97/1 135,8 1832 0,27 0,37
32 Grama (GR94) 100 - 98/4° 3921 406,4 0,79 0,82
33 Mitho (planta) 677 - 98/4 473 105,4 0,10 0,21
34 Grama 686-99/6 10536 12030 0,81 0,92
35 Gladiolo (bulbo) 874 - 98/2 78,5 124.4 0,16 0,25
36 Beringela (planta) 940 - 98/6 2225 2258 0,45 0,45
37 Morango (planta) 125 - 881 182,5 303,1 0,39 0,91
38 Brocoli 132 - 99/3 2161 23486 0,43 0,47
39 Cravo (talo) 883-99/5 29490 13423 1,16 0,53
40 Alfafa 933 - 99/4 329,3 2349 0,66 0,47

*n° Wageningen - ano/periodo

(a) 800

® 700mg

© ga3g mg

Observac@o: Os extratos das amostras assinaladas com letras foram obtidos a partir de

massas menores do que 1,0 g para permitir a inclusdo de concentragles especificas no
conjunto de calibragéo.
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Os espectros das amostras da IPE que ndo foram selecionadas para o conjunto de
calibragdo e de amostras processadas pelo CSRA-IAC, num total de 80 espectros, foram
utilizados para a validacgo do modelo. As informagdes essenciais sobre essas amostras
(conjunto de validagfio) estSio mostradas na Tabela 5.5.

Tabela 5.5- Amostras de plantas utilizadas no conjunto de validagdo para o desenvolvimento
de modelos PLS com amostras reais. As concentragdes apresentadas foram calculadas a
partir das determinagbes com ICP-AES.

—mg kg ' folha —  -mg L' (validagaio) -
Espectro Amostra Identificacdo* Al Fe Al Fe
1 - IAC 1550,1 1165,2 1,18 0,89
2 Capim 1AC 27611 2370.8 1,08 0,93
3 Trigo (folha) IAC 4438 2751 0,89 0,55
4 Trigo (folha) IAC 402.4 2329 0,81 0,47
5 Trigo (fotha) IAC 4738 27,8 0,95 0,55
8 Trigo (fotha) IAC 340,8 4958 0,68 0,99
7 Trigo (folha) IAC 3415 221,3 0,69 0,44
8 Trigo (folha) IAC 899.2 862,3 0,69 0,58
9 Beringela 951 — 98/3 4156 710,7 0,32 0,55
10 Cravo(alo) __883-99/5 7814 3919 060 030
11 Brocoli 132-9973 201,6 2450 0.40 0.49
12 Grama 686 — 97/6 888,11 1158,0 0.68 0,88
13 Mitho {planta) 677 —98/4 84,6 208.,4 0.17 0,42
14 Couve 849 - 9772 104,0 1828 0,21 0,37
15 Gladiolo (bulbo) 874 — 98/2 70,9 150,2 0,14 0,30
16 Beringela (planta) 949 — 98/6 176,4 218,7 0,35 0,44
17 Safsa 108 - 97/3 144.9 1979 0,29 0,40
18 Cereftlio 109 - 97/3 308,7 404.2 0,80 0,81
19 Cravo (talo) 883 -97/4 2888.,7 1209.5 113 0,47
20 Pinho(aguihas) __127-986 3793 1579 052 012
21 Beringela 951 - 9873 5386 695,1 041 0,53
22 P6 de madeira 992 — 98/5 29,1 70,1 0,06 0,14
23 Fibra de coco 129 - 991 773,0 1493,3 0,59 0,51
24 Acacia {folha) 999 — 98/2 42,0 143.4 0,08 0,29
25 Mitho 885 - 99/4 249.3 520.1 0,50 1,04
26 Meldo 950 - 99/4 264.4 363,7 0,53 0,73
27 Gerbera 980 —- 99/4 153,86 1919 0,31 0,39
28 Feijao 137 - 001 497.0 601.8 0,38 0,46
29 Grama 146 — 00/1 4430 749.3 0.34 0,57
30 Grama(GRo4) _ 100-00/1 4984 5372 038 041
31 Valeriana (raiz) 145 - 00/2 1185,8 1306.0 0,90 0,99
32 Feijéio 137 - 001 5415 606,7 o4 0,46
33 Cravo 939 - 0071 2148 210.5 0,46 0,42
34 Grama (GR94) 100 - 00/1 4919 544,7 0,37 0,39
35 Cravo 939 - 00/1 311,6 274,2 0,63 0,55
36 Grama 146 —~ 00N 503.4 7821 0,38 0,59
37 Grama (GR94) 100 - 00/1 501,8 531.8 0,38 0,41
38 Grama (GR9%4) 100 - 002 486,1 508,0 0,98 1,02
39 Feijéo 137 - 00/1 4709 5283 0,36 0,40
40 Gerbera 980 ~ 00/2 153,8 213,0 0,31 0,43
41 Cravo 939 - 00/1 2489 232,0 0,50 ~0,47
42 Gerbera 980 - 0072 139,56 198,0 0,28 0,40



43 Grama 146 - 00/1 4341 778,3 0,37 0,59

44 Acacia (folha) 998 - 00/2 42,7 147,7 0,09 0,30
45 Gerbera 980 - 00/2 131,2 189,6 0,26 0,38
46 Gerbera 980 - 00/2 138,0 198,0 0,28 0,40
47 Acacia (folha) 998 — 00/2 484 158,6 0,10 0,32
48 Acacia (foiha) 998 — 00/2 459 154,3 0.09 0,31
48 Acacia (folha) 999 - 00/2 432 155,8 0,09 0,31
50 Valeriana (raiz) 145 - 00/2 1110,8 13440 0,43 0,53
51 Valeriana (raiz) 145 - 00/2 10946  1300,6 043 0,51
52 Valeriana (raiz) 145 - 00/2 10352 12277 0,40 0.48
53 Grama (GR94) 100 —- 0072 440,2 515,5 088 1,03
54 Grama (GR84) 100 - 0072 433,0 490,7 087 0,98
55 Grama (GR94) 100 - 0072 4266 514,4 0,86 1.03
56 Algodao IAC 4728 7453 0,36 0,57
57 Algodao IAC 290,7 4774 0,58 0,96
58 Limado IAC 1045,1 1488.,8 0,21 0,30
- 59 - IAC 1242,3 708.0 0,30 0,14
60 Café IAC 4356 4628 0.87 0,93

*n° Wageningen - ano/periodo

Sele¢éio de amostras para os conjuntos de calibragio estudados

O algoritmo desenvolvido por Kennard e Stone foi utilizado para selecionar subconjuntos
com 30, 20 e 10 espectros das amostras listadas na Tabela 5.4 para constituir conjuntos de
calibragéio (Kennard e Stone, 1969). Esse algoritmo é um dos varios disponiveis para selecionar
as amostras mais representativas de uma determinada populagso, que devern ser incluidas no
conjunto de calibragéo. Seu uso permite obter modelos mais robustos na etapa de previsio,
reduzindo a possibilidade de extrapolagio nessa etapa, pois as amostras contendo mais
informac&o de interesse {maior variancia) séo utilizadas no desenvolvimento do modelo.

No algoritmo de Kennard e Stone as amostras sdo selecionadas interativamente,
maximizando a distancia euciidiana entre o ultimo ponto selecionado e o préximo ponto a ser
escolhido. Porém, a forma como o algoritmo é desenvoivido geraimente faz com que os pontos
que encontram-se nas bordas dos planejamentos experimentais sejam preferencialmente
selecionados, 0 que nem sempre corresponde estritamente & informagéio contida nos dados.
Além disso, quando um nimero pequenc de amostras deve ser selecionado, néio ha garantias
de que o espaco experimental seré mapeado da maneira o mais uniforme possivel (Despagne e
Massart,1998).

Para evitar esses inconvenientes, especialmente quando poucos pontos devem ser
selecionados, a informagéo estatisticamente redundante deve ser eliminada (Kennard e
Stone,1969). Isto pode ser feito utilizando-se os “scores” de uma anslise de componentes
principais das amostras para realizar os célculos da disténcia (no nosso caso, aos espectros do
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conjunto de calibragdo), pois elas sdo ortogonais entre si. Tanto o calculo da distancia
euclidiana entre os espectros quanto e entre seus “scores” foram utilizados nesse trabalho para
selecionar as amostras dos conjuntos de calibragéo estudados.

Apos selecionar as amostras adequadas, os espectros foram centrados na média e
-construiram-se modelos, usando de 2 a 8 variaveis latentes, para todos os conjuntos de |
calibragio avaliados. A exemplo do procedimento adotado na calibragdo com solugfes-padrio
aquosas, a selecdo do nimero de varidveis latentes para definir qual o methor modelo em cada
caso estudado foi feita através da comparacgdo dos valores de %RMSE. A capacidade preditiva
dos modelos selecionados foi comparada através de curvas de correlacfo entre os valores
previstos pelo PLS e aqueles obtidos por ICP. Além disso, quatro amostras da IPE, com
concentragbes distribuidas ao longo da faixa de aplicabilidade do método proposto, foram
analisadas em quadruplicata e as concentragbes determinadas com os modelos de calibracdo
puderam ser comparadas com os valores de referéncia do programa.






VI. Resultadoy e discussiio-

O Alaranjado de Xilenol (AX), cuja estrutura é mostrada na Figura 6.1, é um reagente
cromogénico ndo especifico que pode reagir com varios metais, em diversos estados de
oxidac&o, produzindo compiexos coloridos.

0
o) CH, ~C—0R
CH, CH, ~N—CH, ~C ~OR
CH, °
R =HorNa
C OH
S (o
sona  CMa—N—CH, —C—OR
CH, —C—OR

(8]
Na,Cs1O13NSHzs  M.M.=760,60 g mol™

Figura 6.1 - Estrutura quimica do Alaranjado de Xxilenol (3,3"-bis-[N,N-di(carboximetif)-aminometil]-o-
cresolsulfoneftaleina). A forma hidrosolivel é o sal tetrassédico (R = Na)

Sua baixa seletividade ocasiona sérios problemas de interferéncia na determinagéio
espectrofotométrica de ion metélicos. Apesar disso, 0 AX tem sido aplicado extensivamente
nestas determinagdes, que geraimente sdo feitas com o auxilio de agentes mascarantes e
procedimentos de extrag&o para contornar os efeitos de interferéncia observados (Tikhonov,
1986; Tikhonov,1965; Murakami et al., 1980 ; Murakami, e Yoshino, 1981; Yoshino et al., 1979 :
Saraswat et al., 1979).

Além disso, como acontece com o aluminio e o ferro, podem formar-se compiexos com
estequiometrias diferentes, através de etapas que envolvem reagSes em equilibrio (Murakami e
Yoshino,1981; Yoshino et al., 1979). A formacgio destes complexos depende do pH do meio
reacional, que influencia fortemente a reatividade do AX e pode ser utilizado para favorecer a
formacgéo f)referencial de um determinado complexo corn um dado metal. Outro fator importante
que atua sobre as reagbes envolvidas neste équilibrio é a relacdo metafligante (Murakami e
Yoshino,1981; Yoshino et al., 1979). Aparentemente os dois grupos quelantes (grupos
sulfoftaleinas) do AX também podem reagir de forma independente (Murakami'et al., 1980).
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Essas caracteristicas, embora muito estudadas, ainda s&o um ponto de discusséo e, pelo
menos em principio, podem ser apontadas como responséveis pelo comportamento n&o linear
observado para o sistema Al-AX, mesmo em medidas realizadas num Unico comprimento de
onda (Otomo, 1963; Gholivand et al.,1998; Tikhonov,1985). Assim, a exemplo do que acontece
nas determina¢gdes de aluminio utilizando o procedimento classico adotado nos métodos
espectrofotométricos, as determinagSes de outros metais também sofrem diversas restricies
operacionais.

A escolha do alaranjado de xilenol como reagente cromogénico foi estratégica,
principalmente para a determinacdo do aluminio, pois sua a baixa especificidade e a influéncia
do pH em sua reatividade, associadas ao efeito interferente do ferro, mostraram-se
particularmente interessantes para a aplicagdo dos modelos de calibragiio multivariada na
resolucdo dos problemas de seletividade freqlienternente encontrados nas determinacgdes
espectrofotométricas na regido do visivel. Além disso, a menor sensibilidade do AX na
determinag&o do aluminio mostrou-se adequada para uso nas matrizes agronémicas testadas.

Como as plantas contém tanto aluminio e ferro, em quantidades variaveis, e
considerando-se © interesse na determinagdo de ambos os elementos (Kabata-Pendias e
Pendias, 1984; Wright,1989; Foy,1988), enfocou-se prioritariamente a determinagiio de aluminio
e de ferro em extratos de folhas. O método proposto para a determinagdio espectrofotométrica
de aluminio trocdvel em solos € uma altemativa derivada desses estudos. Foi necessario
avaliar as condigbes experimentais mais adequadas para estas determinagbes, mantendo-se
em mente a obten¢do de um procedimento robusto, que pudesse representar uma contribui¢iio
para a determinag&o destes metais também em outras matrizes agronémicas ou ambientais.

IV.1 Etudoy dasy condicdes experimentais

Embora Fe(ll) e Fe(lil) formem complexos com AX (Cheng,1959; Sarawast et al.,1979),
considerou-se neste trabalho que apenas Fe(lil) seria encontrado nos extratos de solos
analisados. No caso dos solos, a existéncia de ions Fe®* é limitada pela propria geoquimica
deste elemento, como discutido no Cap. 2. Nas plantas, a forma absorvida & o Fe**, mas
intemamente este elemento pode ser encontrado em ambos os estados de oxidag8o. Porém,
devido as condi},:ées utilizadas na abertura das amostras para a eliminagdo da matéria orgénica,
é certo que todo o ferro presente nestes extratos esteja na forma de ions Fe*.
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Cinética da reacéio

_ Um dos maiores inconvenientes associado & determinacfio do aluminio com o AX é a
cinética lenta de formacdo do complexo. Tradicionalmente, a solugdio em que sera realizada a
determinag@o do aluminio é aquecida para acelerar a reagfio. Uma alternativa aparentemente
pouco explorada para o sistema em batelada é o uso do etanol como acelerador da reagso,
como proposto em sistemas semi-automatizados (Dodson e Jennings,1972). Por sua vez, a
reag@o do AX com ferro é répida e supostamente néo deveria ser afetada pelo uso do etanol,
pois estudos realizados em meio metanélico nada apontaram nessa direcéio (Craig et al.,
1999a); embora estudos adicionais sobre 0 mecanismo envolvido nessas condi¢des ndo
tenham sido encontrados.

Estudando-se o uso de etanol como agente acelerador desta reacdo, procurou-se obter a
maior resposta (absorvancia) no menor tempo possivel para uma concentragao fixa 1 mg L™ de
aluminio. Para avaliar possiveis efeitos de interag&o entre a concentragio de etanol (% v/V) na
solugdo utilizada para obtengdio de espectros e a temperatura de desenvolvimento da reagéio,
preparou-se um planejamento fatorial 32 (2 variaveis, 3 niveis). Neste planejamento estudaram-
se as seguintes concentragdes de etanol: zero, 20 e 50 % (v/V) e as temperaturas ambiente (22
+2°C), 40 °C ¢ 80°C. Os ensaios, realizados no pH 6timo para a reagsio de AX com o aluminio
(pH 3,4), foram acompanhados através de leituras da absorvancia em 555 nm, mantendo-se o
reagente cromogénico em excesso [2,5AX:(1 mg L de Al + 1 mg L™ de Fe)].

Nos ensaios em que houve aquecimento, mesmo apés o resfriamento da soiugdo 3
temperatura ambiente, verificou-se que a absorvancia diminuiu significativamente em fungéo do
tempo. Dependendo da ooﬁcentragﬁo de etanol adicionada ao ensaio, a absorvancia lida
estabilizava-se ou voltava a aumentar. Este efeito, causado pelo aquecimento da solugédo, é
relatado na literatura, mas tem importancia reduzida quando utiliza-se EDTA como mascarante
para o ferro (Tikhonov,1965; Pritchard,1967). No entanto, essas variagdes s&o indesejaveis
quando pretende-se realizar a aquisicdo de espectros e as condicbes em que esse efeito foi
observado foram descartadas para fins préticos

Os melhores resultados, em termos de absorvéncia, foram obtidos utilizando-se uma
solucdo final a 50% (vAv) de etanol, sem aquecimento. Pequenas variagdes na concentragio
final de etanol parecem nao alterar significativamente a absorvancia lida. Além disso, verificou-
se que o desenvolvimento da reacdo é independente da relagdo etanol/metal, bem como da
relagéo metal/AX, pois © mesmo comportamento, em fungfo do tempo, foi observado quando
variou-se a concentragdo de aluminio em solugdo, como mostrado na Figura 6.2.

L
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Figura 6.2 - Uso do etanol para acelerar a formagao do complexo com aluminio.
Absorvancia medida em 555 nm, pH 3.4 e 2,5A%:(1 mg L™ de Al + 1 mg L™ de Fe) Os resultados
apresentados correspondem & média de dois experimentos.

Nessas condigdes, a rea¢iio estd praticamente completa apés 1 hora. Porém, a aquisicéo
dos espectros deve ser feita apenas 2 horas apds o inicio da reag¢do pois até esse periodo a
variagio na absorvancia para concentragio baixas de aluminio (menor ou igual a 02 mg L") &
significativa. Decorrido esse periodo a variagiio da absorvéncia é inferior a 4,5% por hora.
Depois de formado o complexo é estavel por varios dias e obtém-se uma variagéio de no
méaximo 3% nas 24 horas subsequentes. No entanto, para padronizar o procedimentc e
minimizar possiveis variagdes na cinética da reacfio, causadas pela variago da matriz
(concentragiio varidvel de diversas espécies, potencialmente interferentes ou néo, nas amostras
de plantas), é recomendével que todos os dados (calibrag@o e determinagSes) sejam coletados
de forma o mais reprodutivel possivel. Recomenda-se, portanto, que os espectros sejam
registrados entre 2 e 4 h apds o inicio da reagéo.

pH
Experimentos de varredura realizados para definir o pH mais indicado para a realizagao
das determinagdes mostraram que a formagiio de complexos de AX com outros cétions é
facilitada em pHs proximos de 5. Os espectros dos complexos de AX com Cu®, Mn* e Zn*,
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cations presentes em maiores concentragdes nos extratos de folhas, em diferentes pHs, podem

ser observados nas Figuras 6.3 e 6.4.

2,500

2,000 -

1,500

1,000 A

Absorvancia

0,500

0,000

T T v T L T Y T ¥ T Y T
400 450 500 550 800 650
A/nm

I
350

0,800 (b)

Absorvancia

anm

Figura 6.3 — Espectros obtidos para os complexos de AX com 1,0 mg L™ de Cu, Fe, Al, Mn e Zn em pH
3,3 (tampdo acetato). (a) registrados tendo agua como branco e (b) apds a subtracdo do espectro do

AX (direita). ([AX] =~ 7 x 10 ° mol L™")
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Figura 6.4 — Espectros obtidos para os complexos de AX com 1,0 mg L' de Cu, Fe, Al, Mn e Zn em pH
4,5 (tampdo acetato). (a) registrados tendo agua como branco e (b) apds a subtragdo do espectro do
AX (direita). ([AX] ~ 7 x 10 ° mol L")
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A partir dos espectros obfidos toma-se evidente que os efeitos de interferéncia causados
por estes metais & minimizado realizando-se as determinagdes em pH mais Acido. Esta
condigdo também apresentaria vantagens em relacdo & possivel interferéncia de fosfato e
suifato, que também podem ser encontrados em concentragdes elevadas nos extratos de folhas
e solos.

O pH mais favordvel para a formaggio de compiexos de AX com Fe(ltl) é ao redor de 1,5
(Cheng,1959; Craig et al., 1999a). Porém, neste pH parece que nfio ocorre reacdo entre AX e
ions A, pois ndo sdo detectadas mudancas no espectro na regido do visivel (Murakami e
Yoshino,1981). Por outro lado, a determinag3o de aluminio poderia ser realizada com sucesso
em pH 5,0 ou pH 3,4 (Tikhonov,1965). Na faixa entre 3,2 e 3,8 os complexos de AX com
aluminio s&o pouco afetados por pequenas variagbes de pH (Otomo, 1963).

Com base nessas informagdes, a faixa de pH entre 3,2 e 3,8 é a melhor regiao para
desenvolver-se a determinac&io simultdnea de aluminio e ferro. Nessa faixa de pH n&o teriamos
alteragbes significativas em relagdio aos complexos de aluminio e seria possivel preparar
solugbes tampdio eficientes, como o tamp&o formiato. Em qualquer outra situacdo fora dessa
faixa de pH seria necessario um controle bastante rigoroso do meio reacional para evitar que
pequenas variagbes introduzissem mudangas significativas na composicdo dos complexos e
portanto, nos espectros registrados. Assim, nas determinagdes em extratos de folhas, obtidos
inicialmente numa solugdo fortemente &cida (0,8 mol L™ em HCI), empregou-se um tampso
mais forte, o tamp&o formiato/acido formico (pPKa 3,77), e para as determinagdes nos extratos
de solos, obtidos em KCl ou NH,CI 1 mol L', empregou-se o tampdio acetatofacido acético
(PKa 4,74), mantendo-se em ambas as situagBes o pH do meio reacional no intervalo 33
0,1).

Faixa analitica de trabalho

A partir da literatura consultada, verificou-se que a faixa analitica de trabalho utilizada na
determinacgio de aluminio com AX, usando o processo em batelada, costuma ser restrita e nem
sempre coincidente. Como exemplo, pode-se citar as faixas analiticas de trabalho utilizadas por
Otomo (1963), entre 0 e 0,5 mg L™, e por Pritchard (1967), entre 0,1 ¢ 0,6 mg L™. Esta aparente
discordancia representa, de fato, uma aproximago linear para um sistema quimico que
apresenta desvios da Lei de Beer (Tikhonov,1985; Gholivand et al, 1998). O mesmo
comportamento n@o linear é observado em trabalhos mais recentes, nos quais sistemas de
analise em fluxo sfo utilizados visando a determinagiio simultanea de elemgntos na amostra
(Zolotov et al., 1995). '
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O modelamento de sistemas quimicos com caracteristicas ndo lineares, utilizando
métodos de calibragio multivariada como as redes neurais e o proprio PLS, € uma das
possibilidades de emprego desses meétodos. Assim, seria possivel tentar modelar o sistema
composto por aluminio, ferro e AX, sem que o comportamento peculiar dos complexos de AX
com aluminio representasse uma restricio importante. Pelas condigbes de contomo
mencionadas na literatura e encontradas nas matrizes em que desejdvamos realizar as
determinagdes, definiram-se as faixas de concentracfio entre 0 e 1,0 mg L" para aluminio (0 -
1,9 X 10° mol L") e para ferro (0 - 9,0 x 107 mol L") para realizar a calibracio.

Relag&o metallligante

A definicio de uma relagdo metalligante na qual as determinagbes seriam realizadas
também mostrou ser importante. Outros experimentos de varredura, nos quais manteve-se a
relagdo 1AX:1(AFe) (JAX]= 2,8 x 10° mol L"), foram realizados para tentar definir qual seria o
planejamento experimental mais adequado para a calibragio do sistema. Nos espectros
registrados para esses experimentos, usando agua como branco, verificou-se que a banda
registrada parecia estar sendo deslocada em direcdo a comprimentos de onda maiores.

Esse comportamento pode ser atribuido & alteragdo no equilibrio dos complexos
formados com os metais que estaria ocorrendo devido a alteragio significativa da relagfio
metalligante causada pelo elevado consumo do AX nas condigdes desses experimentos. Essa
hipétese é apoiada pelos espectros mostrados na Figura 6.5. Nessa figura a alteracio do perfil
dos especﬁ'os de AX com aluminio, apés a subtragdo da banda do reagente, pode ser
verificada, ocorrendo também a mudanga do méximo de absorgSo de 514 para 550 nm nesses
espectros.

Por outro jado, ndo parecem ocorrer alteracbes significativas para o complexo Fe-AX.
Aparentemente, nas condi¢ies desses experimentos, estaria sendo formado um s6 complexo
Fe-AX, de composicio definida, que ndo fora perturbado pela variagio na concentragio
metalfigante observada. No entanto, ndo € adequado afirmar que os complexos de AX com
femo sdo independentes da concentracdo de AX devido a literatura existente
(Murakami et al., 1980; Yoshino et al., 1979). Na Figura 6.5 & possivel verificar também a
sobreposigiio existente entre os espectros das espécies Al-AX e Fe-AX, o que forna critica a
interferéncia do ferro nas determinagbes de aluminio com alaranjado de xilencl e a sua
eliminagio, segundo 0 método espectrofotométrico convencional, no minimo, complexa.

F
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Figura 6.5 — Efeito da alteragdo do perfil dos espectros de Al-AX devido a alteracdo na relagéo
metal/ligante, causada pelo elevado consumo do reagente cromogénico (JAX]= 2,8 x 10° mol L™").

Uma forma de restringir as variacdes na relagdo Al:AX e consequentemente do equilibrio
envolvido nessas reagdes, obtendo-se um sistema mais robusto, seria tornar o sistema
independente da concentragdo de AX. Para tal seria necessario adicionar um grande excesso
de AX, de forma que a variagdo na concentragdo do reagente fosse minima, tornando-a
aproximadamente constante. Uma condigdo proxima a esta foi obtida utilizando-se 25
AX:1(Al+Fe) ([AX] = 7 x 10 ° mol L"), na qual ndo se observa mais alteracéo no perfil dos
espectros contendo complexos Al-AX (Figura 6.6). Devido a forte absorg¢do do AX, com maximo
em 420 nm, um excesso maior de AX foi evitado por tornar os valores de absorvancia muito
elevados e impréprios para a realizagdo de medidas instrumentais. Nessa condi¢do continua
sendo possivel registrar os espectros usando agua como branco, deixando eventuais corregdes
para o modelamento, sem gasto excessivo de reagente. Desta forma, o ponto zero de
concentracdo dos metais estudados, a ser incluido na calibracdo, é o proprio espectro do AX.
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Figura 6.6 — Perfil dos espectros Al-AX na presenca de excesso do reagente cromogénico.
A relagdo metalfligante corresponde a 2,5 AX:1(Al+Fe) ([AX] =7 x 10 S mol L.

Outras consideragdes

Antes de discutir os resultados do modelamento e suas aplicagdes, é oportuno chamar a
atencdo para outros aspectos operacionais relevantes. Um desses aspectos € a qualidade do
AX disponivel comercialmente e a dificuldade em realizar sua purificagdo. Como na maioria dos
métodos espectrofotométricos, a qualidade do reagente cromogénico utilizado & critica e a
qualidade do produto comercializado varia bastante, o que pode ocorrer também entre lotes de
uma mesma marca. A qualidade do AX disponivel ndo deixa de ser questionada, inclusive no
caso de fornecedores consagrados (Craig et al., 1999a). Na verdade, a purificagdo deste tipo de
produto geralmente é lenta e dificil, embora também para o AX muitas alternativas tenham sido
reportadas na literatura (Yamada e Fujimoto,1971; Kiciak e Gontarz,1986; Kiciak, 1989,
Murakami et al.,, 1967). Em nossos estudos o reagente da marca Merck forneceu bons
resultados.

Os principais contaminantes do AX sdo o semi-alaranjado de xilenol, o acido
iminodiacético e o vermelho de cresol. O &acido iminodiacético e o vermelho de cresol,
encontrados sdo residuos dos reagentes empregados na sintese do AX, enquanto o semi-
alaranjado de xilenol, que contém apenas um grupo cromogénico, € fruto da reacdo incompleta
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enfre estas espécies e possui caracteristicas muito semelhantes & do AX. Apenas o &cido
iminodiacético n&o absorve radiagdo no visivel (Murakami et al., 1967).

Devido a necessidade de recalibragio freqiiente, problemas relacionados a qualidade do
reagente podem ser minimizados quando utilizam-se os métodos espectrofotométricos
tradicionais. Porém, este pode tomar-se um procedimento complexo quando estdo envolvidos
estudos multivariados, nos quais a calibragiio usualmente exige a preparagfio de um conjunto
de padrbes (conjunto de calibragdio) baseado em algum tipo de planejamento fatorial.

Sob este ponto de vista, procurou-se desenvolver uma calibragsio que ndo incluisse
experimentos em excesso e a partir da qual fosse possivel avaliar a necessidade de
recalibraggo. Em nosso trabaiho, o conjunto de calibragsio iniciaimente proposto consistiu de um

grupo de 36 solugbes-padrao aquosas de aluminio e ferro, o qual sera discutido a seguir, sendo
" necessério prepara-lo apenas uma vez para cada volume de solugio de AX preparada.
A necessidade de recalibragio pode ser verificada preparando-se novamente apenas os 10
experimentos do conjunto de validagfio e calculando-se o erro obtido nestas determinacgdes. Se
o valor calculado for significativamente diferente daqueie obtido quando realizou-se a
calibracdo, deve-se refazé-la.

Verificou-se também que armazenado-se a solugéio de AX em geladeira e adicionado-se
como preservante 1mL de cloroférmio por litro de AX preparado, esta solugdio é estavel por até
6 meses. Seguindo este procedimento, é possivel realizar determinagBes simultineas de AP e
Fe* em 1000 amostras, por litro de reagente cromogénico preparado. Assim, como © custo do
reagente cromogénico costuma ser relevante em métodos espectrofotométricos de analise,
além de um procedimento robusto como o descrito na Parte Experimental (Cap. 5), o custo
associado ao método proposto ora proposto é bastante reduzido, o que facilitaria sua
implementacio em condicdes de rotina.

IV.2 Calibracio- usando- solucses padrio aquosas

O procedimento de calibragiio mais simples para a determinagdo simuitanea de aluminio
e ferro consiste em preparar solugbes contendo concentra¢es conhecidas destes metais,
empregando-se soluches padriio aquosas. O uso destas solugdes ¢ um procedimento
tradicionaimente empregado na rotina de laboratérios que utilizam métodos espectroquimicos
de analise e poderia ser implementado sem maiores complicagdes. Estudos preliminares
realizados com 4, 5 e 6 niveis de concentragio de aluminio e de ferro, entre © e 1,0 mg L™ de
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cada metal, no planejamento experimental, indicaram ser conveniente utilizar um planejamento
fatorial completo com 6 niveis de concentragdo, num total de 36 experimentos (26 para caicular
os modelos e 10 para testa-los), preparados como descrito na Parte Experimental. Quando um
numero menor de niveis foi utilizado para a construgido dos modelos, os resultados das
determinagbes com as respectivas solugbes utilizadas para teste ndo foram satisfatérios.

Além disso, visando aumentar a similaridade com a matriz real, outra estratégia adotada
foi tentar simular as condi¢cdes encontradas nas matrizes analisadas. Assim, dois planejamentos
fatoriais distintos foram preparados, adicionando-se o volume adequado do extrator utilizado em
cada calibragéio (para folhas, 5 mi de HCI 0,8 mol L™ e para solos, 2 mL de NH.Cl ou KCl
1 mol L") as solugBes previstas no planejamento fatorial. No entanto, para o uso de extratores
tao diferentes pequenos ajustes foram feitos no procedimento empregado para a andlise de
extratos de folhas ou solos, mas o procedimento basico foi mantido e continuou bastante
simples. O procedimento de calibragio consistiu em pipetar uma aliquota apropriada do extrator
utilizado para um baldo volumeéfrico de 50 mL, adicionando-se em seguida as aliquotas
adequadas das solugbes padrdo diluidas de aluminio e de fermo, o AX, o tampédo e o etanol.
Acerta-se o volume final com agua e homogeneiza-se cuidadosamente a solu¢do. Ap6s 2 horas
0s espectros podem ser registrados, iniciando-se as etapas de calibragio e/ou determinagao
das concentragbes usando o modelo desenvolvido.

Os ajustes experimentais diferenciados para a analise de solos e plantas destinam-se ao
melhor controle de acidez da solugdo final, utilizada para a obtengcfio dos espectros. Nas
determinacbes em plantas € necessario realizar uma pré-neutralizacio das aliquotas dos
extratos com a adicio de um volume fixo de base concentrada. O ajuste final deve ser feito
individuaimente com o auxilio do préprio AX como indicador, que vira para roxo (o pKa do AX é
aproximadamente 6,8) através da adicdo de algumas gotas de base, sem alteracbes para a
solucao final. Neste caso, o tampéoc deve fer uma capacidade de tamponamento elevada, pois
uma etapa de neutralizacio rigorosamente controlada é invidvel, principaimente quando
trabalha-se com um grande numero de amostras. O uso do tampao formiato mostrou-se
adequado para manter o pH na faixa desejada (3,3 £ 0,1).

. Por outro lado, nas determinagbes em extratos de solos a etapa de neutralizagio é

dispensavel, utilizando-se apenas o tampdo para ajustar o pH. Nesses casos, o tampéo

formiato foi utilizado com sucesso, mas pode ser substituido pelo tampé&o acetato. O tampéo

~ acetato & mais barato e pode ser utilizado sem inconvenientes, desde que a calibragdo e as
determinacdes sejam feitas nas mesmas condic¢des.
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Quando simulam-se os extratos de solos ou plantas ndo ha diferenga visual entre as
solugbes preparadas segunde o planejamento fatorial ou espectros registrados. Assim, os
espectros utilizados para a construgdo de modelos para a determinag¢do em plantas, mostrados
na Figura 6.7, serdo utilizados para exemplificar as etapas envolvidas no desenvolvimento dos
modelos de calibracdo construidos utilizando-se as solugdes padrdo aquosas. O aspecto das

solucOes preparadas pode ser observado na foto da Figura 6.8.

2,500

2,000 +

1,500

1,000 +

Absorvancia

0,500 +

0,000 +

Figura 6.7- Espectros dos experimentos previstos no planejamento fatorial 6 X 6 para a calibragdo
multivariada de AP* e Fe® na faixa de 0 a 1,0 mg L™, utilizando-se solugbes-padrdo aquosas,
simulando a condigdo dos extratos de plantas. O nivel zero corresponde ao espectro do AX (linha
vermelha).
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Figura 6.8- Solugdes utilizadas no desenvolvimento dos modelos de calibragdo usando padrdes aquosos.

Antes de iniciar o desenvolvimento de modelos, os espectros foram centrados na média
e submetidos a uma andlise de componentes principais (PCA). Esse pré-processamento
consistiu em calcular o valor médio de absorvancia em cada comprimento de onda, subtraindo-
o da absorvancia correspondente em cada amostra e dividir o valor obtido pelo desvio padrédo
dos valores de absorvancia de cada coluna (comprimento de onda fixo) da matriz de espectros
e também foi aplicado nas etapas de construgéo e validagao dos modelos

Com dois componentes principais (PCs) & possivel explicar 99,59% da variancia total
contida nestes dados. O exame do grafico de “scores” para estas componentes principais,
mostrado na Figura 6.9, com o auxilio da Tabela 5.3 que apresenta a composigdo das solugdes
(parte experimental), permite verificar que a PC1 descreve principalmente o aumento de
concentragdo de aluminio nas amostras enquanto a PC2 descreve este mesmo aumento
principalmente para as concentragbes de ferro. Como esperado, segundo a estrutura do
planejamento fatorial utilizado, os “scores” das solucdes apresentam uma distribui¢&o uniforme
no espaco experimental estudado.
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Figura 6.9- Gréaficos dos scores para as componentes principais 1 e 2, obtidas através da anlise de
componentes principais dos espectros mostrados na Figura 6.7.
Os espectros foram centrados na média. A composi¢io das solugdes é apresentada na Tabela 5.3.

A partir do grifico da Figura 6.9 foram selecionadas 10 so!ug:ﬁes do planejamento
fatorial inicial (marcadas em negrito) para constituir um conjunto de valida¢io, procurando-se
representar todo o espaco experimental. As solugbes do conjunto de validagdo ndo sdo
incluidas no célculo do modelo de calibragio e servem para avaliar a capacidade de
determinagdo (ou capacidade preditiva) dos modelos. Este procedimento, denominado de
validacdo extena, € recomendado em relagiio a outros procedimentos de avaliagio dos
modelos construidos e deve ser usado sempre que possivel (Martens e Naes, 1989).

O algoritmo original do PLS foi concebido considerando que a relac8io linear entre os
dados (quimicos) e suas respostas é linear. Porém, em diversas ocasi®es o0 uso de um nimero
maior de variaveis latentes pode fomecer uma boa aproximagio das caracteristicas de sistemas
quimicos com algum grau de néo linearidade (Martens e Naes,1989). Desta forma, em busca da
melhor altemativa para o desenvolvimento dos modelos, testaram-se também as possiveis
variacbes do PLS, que correspondem ao modelamento de ferro e aluminioc em separado
utilizando-se o algoritmo PLS-1, o modelamento simultineo dos metais usando o PLS-2 e o
modelamento especiﬁo_o para sistemas mais complexos com o PLS polinomial, no qual a

relagdo entre variaveis e repostas pode ser descrita por uma fungdo quadrética ou de ordem
superior (Martens e Naes,1989; Wold et al., 1989). -
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Com o PLS- polinomial, utlizando-se um polindmio de 2° grau, obteve-se uma boa
calibragio, mas os modelos desenvolvidos ndo foram capazes de fomecer previsdes
satisfatorias. Isso parece indicar que as condigbes experimentais selecionadas para tomar o
procedimento mais robusto (especialmente o pH e a relacdo metalligante) teriam também
simplificado o sistema quimico. Assim, um ajuste excessivo para descrever os experimentos do
conjunto de calibracio teria produzido um modelo incapaz de realizar previsbes satisfatérias.
Essa hipbtese parece coerente com os oufros resultados obtidos usando o PLS-1, pois os
modelos construidos usando esse algoritmo foram equivalentes aos obtidos usando o PLS-2,
tanto no que diz respeito ao ajuste da calibragdo quanto & capacidade preditiva. O uso de
modelos obtidos com o PLS-2 é mais vantajoso, pois é necessario apenas um modelo para a
determinacdo simultanea satisfatoria dos metais estudado e foi utilizado em todos os nossos
estudos.

Selegio do nimero de variaveis latentes

O melhor modelo é sempre escolhido de modo a otimizar o ajuste de calibragdo e sua
capacidade preditiva simultaneamente, para que nao ocorra nem o sobreajuste nem a falta de
ajuste do modelo selecionado. Quando utiliza-se a validacio externa para avaliar modelos
construidos com um niamero diferente de pardmetros intemos (variaveis latentes, no PLS;
neurbnio para redes neurais), deve-se comparar os emos obtidos na previsio das
concentragdes conhecidas de cada analito. Isto pode ser feito para cada analito, em todas as
amostras de cada conjunto, ou alternativamente, dos analitos de forma global. A raiz quadrada
do ermo médio relativo (%RMSE), descrito na parte experimental, serve como uma estimativa do
desvio padrdo das determinagdes. E comum colocar-se os valores de %RMSE em gréficos,
como 0s mostrados na Figura 6.10, para melhor visualizar os resultados
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Figura 6.10 - Raiz quadrada do erro médio relativo (%RMSE) para a avaliagio da capacidade preditiva
dos modelos desenvolvidos usando o algoritmo PLS-2.
(a) conjunto de calibragfio; (b) conjunto de validag#o (dez solugdes do planejamento fatorial).

O compromisso entre 0s erros calculados indica que, no nosso caso, o melhor modelo é
aquele que emprega 5 varidveis latentes, pois quando utiliza-se um nimero-maior destas, o
%RMSE para o conjunto de validaciio no diminui significativamente.
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O comportamento observado para 0 %RMSE com 4 varidveis latentes para o conjunto
de validagdo pode ser considerado andmalo, pois espera-se sempre uma methor capacidade
preditiva do modeio, e consequentemente uma diminuicio do %RMSEP, até que se obtenha o
nuamero étimo de varidveis latentes para esse sistema quimico, a partir do qual 6 %RMSE
voltaria a aumentar. Esse tipo de comportamento poderia ser atribuido a presenca de amostras
andmalas (“outliers”) nos conjuntos de calibrag@o ou de validacio e sua detecgsio pode ser feita
através da andlise do grafico de influéncia. Nesse gréfico compara-se o ajuste das diferentes
amostras no modelo construido, através dos valores da variancia residual para cada amostra
em relacdo ao modelo e da influéncia dessa amostra na construgéio do modelo (Martens e
Naes, 1989). O MatLab permite a obtencio dos graficos de influéncia, mostrando também o
limite de aceitacio para cada parametro calculado (linha tracejada) com 95% de confianga.
Porém né&o foi possivel identificar a existéncia de “outliers® nos conjuntos de calibragio ou
validacéo, no modelo com 4 variaveis latentes.

Com 5 varidveis latentes o modelo desenvolvido descreve 99,99% da variancia da matriz
de espectros (bloco X) e 99,98% da varidncia da matriz de concentragbes (conhecidas) das
solugdes (bloco Y). Com apenas duas varidveis latentes é possivel explicar 98,52% e 99,06%
de variéncia para os mesmos blocos de dados, respectivamente. O uso de um namero elevado
de parémetros intemos no modelo (cinco), quando s&o esperadas 3 fontes de variagdo no sinal
analitico (espectros gerados pelas espécies Al-AX, Fe-AX e AX), poderia ser atribuido as
caracteristicas ndo lineares do sistema AI-AX, como verificado em outras condigdes
experimentais. No entanto, esta afirmacdo ndo parece ser a mais correta quando se leva em
conta 0s resultados obtidos utilizando-se os outros algoritmos do PLS. Assim, outras fontes de
variacdo nos dados utilizados, que ndo sdio significativamente importantes para a calibraggo
realizada, poderiam explicar esse efeito.

Aplicabilidade em solos e plantas

A concentragdo de elementos quimicos nas piantas, nutrientes ou ndo, pode variar
bastante em fungdo da espécie e variedade do vegetal, das condigbes encontradas nos solos e
dos aspectos ambientais. No entanto, em plantas saudaveis, é possivel definir os niveis e as
~ faixas de concentracdo mais freqlientemente encontrados para um determinado elemento no
tecido vegetal (Kabaia-Pendias e Pendias, 1984; Mills e Jones, 1996). Estes niveis estdo
relacionados aos critérios utilizados na interpretagdo das andlises quimicas de plantas e foram
utilizados neste trabalho para estabelecer o procedimento sugerido para as determinagdes em
plantas e avaliagéo dos interferentes presentes nos extratos utilizados. -
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Nas condicbes operacionais descritas, tomando-se uma aliquota de 5,00 mL do extrato
de folhas obtido como descrito na Parte Experimental, concentragdes menores do que
1,00 mg L ou maiores do que 0,05 mg L' de aluminio e/ou ferro na solugcdo medida (com
tolerdncia de + 5%) podem ser determinadas utilizando-se os modelos desenvolvidos.
Considerando-se os fatores de diluigio envolvidos, pode-se realizar a determinagdo simultanea
de aluminio e ferro, em plantas, na faixa de 25 a 500 mg kg de matéria seca. Caso as
concentracdes de aluminio ou ferro encontradas nos extratos estejam fora destes limites, deve-
se repetir as determinagbes realizando-se uma diluicdio (1+5) viv em HCI 0,8 mol L ou
tomahdo-se uma aliquota de 10,00 mL do extrato, respectivamente. Desta forma, & possivel
determinar de 12,5 a 2500 mg kg™ de aluminio e/ou ferro na folha, sendo oportuno lembrar que
a maioria das plantas saudéveis apresenta concentragdes de aluminio ou de ferro na faixa de
25 a 500 mg kg™’ de folha (matéria seca) (Kabata-Pendias e Pendias, 1984; Mills e Jones, 1999).

Nos extratos de solos, tomando-se uma aliquota de 2,00 mL do extrato, é possivel
determinar-se entre 15 e 250 mg de aluminio e/ou ferro (*) por kg de solo. Esta faixa de
concentragbes é suficiente para a determinagéo do aluminio trocavel em mais de 90% dos solos
encontrados no estado de S&o Paulo (Quaggio, J.A., comunicagio pessoal — 1998), mas
tomando-se aliquotas de 10,00 e 1,00 mL pode-se realizar determinagbes entre 2,5 e
500 mg de APP* efou Fe* kg™ de solo (4) .

O limite inferior, de 0,05 mg L™ na solugio medida, foi estabelecido experimentalmente.
Abaixo desta concentraciio é possivel realizar determinagdes, mas os erros obtidos s&0
superiores aos encontrados em outras concentragdes. Assim, é recomendavel repetir a
determinacfio utilizando-se aliquotas maiores dos extratos. O maior erro relativo encontrado
abaixo desta concentragio pode ser causado pela pouca definigio do planejamento
experimental utilizado nesta regifio do espago experimental ou ainda pela baixa sensibilidade
relativa do meétodo espectrofotométrico com AX na determinagio de aluminio, o qual se
encontra também fora das condigdes timas para o ferro. Assim, a baixa reprodutibilidade dos
espectros obtidos nessas concentragbes mostrou ser inconveniente utilizar as previsdes do
modelo PLS para o espectro comespondente a solugio de medida preparada utilizando o
branco das extragdes de plantas para a corregdo das concentragdes de aluminioc e ferro
determinadas nas amostras, devido a0 ermo enwvolvido nessa determinagiio. Essa corregdio é
oompletaniente dispensavel se observados os cuidados necessarios para o controle de
gualidade dos resuitados laboratoriais.

() - 1.5 a 28 mmol. A’ kg™ solo e/ou 0,8 a 13,5 mmol, Fe* kg™ solo.
() - 0,3 a 55,6 mmol, A’* kg™ solo efou 0,2 a 27,0 mmol. Fe* kg™ solo.
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VI.3 Oy interferentes

As condicGes em que ocorre a formagdo de complexos de AX com os metais cobre,
zinco e manganés nas determinagbes de interesse ja foi bastante estudada, ndo se justificando
. um novo estudo amplo e sistemético para caracterizar os efeitos dessas espécies. Assim, o
objetivo desse estudo de interferéncia foi o de procurar estabeiecer quais os niveis criticos de
cada interferente na determinagéo simultinea de aluminio e ferro nas matrizes estudadas. Para
isso, tomou-se como referéncia as concentrag8es tipicas de mangéanes, cobre, zinco, fosfato e
sulfato encontradas nos extratos de folhas, pois nessa matriz ocorrem maiores concentragdes
dessas espécies quimicas em relacéio aos extratos de solos estudados.

O manganés aparentemente seria um interferente importante, pois pode ser encontrado
nas plantas em concentragbes elevadas, de 15 a 350 mg kg” folha (Kabata-Pendias e
Pendias, 1984). Porém, nas condigbes experimentais adotadas nsio ocorreu a complexagio de
Mn?* pelo AX, até o nivel de 1,0 mg L™ na solugiio de medida. Esta concentracio corresponde
aproximadamente a 500 mg kg"' de folha. A interferéncia de cobre, nutriente cujas
- concentragbes raramente excedem 20 mg kg” fotha (Kabata-Pendias e Pendias,1984), &
desprezivel na detemminag&o de aluminio e/ou ferro.

Dois fatores podem ser considerados importantes em relagio a interferéncia de
manganés e de cobre, que mostraram-se despreziveis. Em primeiro lugar, o pH 6timo para a
formacdo de complexos de AX com esses metais é elevado em relacdo a nossas medidas
(aproximadamente 6 e 5, respectivamente). Além disso, o efeito de diluico associado a
preparacg@o da solucdo utilizada para o registro dos espectros parece ter contribuido para
reduzir o sinal dessas espécies, especialmente no caso do cobre. Esses efeitos também
contribuiram, em diferente extens&o nos casos do zinco, do sulfato e do fosfato.

O zinco é freqlientemente encontrado nas plantas em concentragbes entre 30 e
40 mg kg™ folha, mas em condicbes normais é possivel encontrar-se concentragbes de até
75 mg kg (Kabata-Pendias e Pendias,1984). Dentre os micronutrientes estudados, este
mostrou ser o interferente mais importante em nossos estudos.

A estratégia adotada para determinar quais os niveis criticos de zinco, fosfato e sulfato
na determinag&o de aluminio e ferro, segundo o procedimento proposto, foi preparar diversas
solugbes oonténdo concentracdes fixas de aluminio e de ferro e concentragbes crescentes de
cada interferente em estudo, individualmente, e registrar o espectro da solucdo resultante.
Esses espectros foram submetidos & previsdo usando ¢ modelo PLS-2 selecionado, como se
fossem amostras. No caso do zinco, os resultados mostraram que as concentra’gaes de ferro
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determinadas com o PLS s3o superestimadas em tomo de 5% se concentracoes iguais ou
maiores que 75 mg kg™ de Zn e menores ou iguais a 75 mg kg™ de ferro forem enconfradas nas
plantas, embora esta condic8o seja rara. Neste caso, a previsfio do aluminio ndo é afetada.

' Os anions sulfato e fosfato poderiam interferir nestas determinagbes competindo com o
AX pelos metais. Para estas espécies o estudo de interferéncia foi realizado em solugdes
contendo aluminio e ferro nos niveis 0,20; 0,40 e 0,80 mg L (0 que corresponde
aproximadamente a 100, 200 e 400 mg kg™ folna de Al ou Fe), usando-se concentragdes
diferentes do anion (fosfato ou sulfato) para estudar o efeito da razdo [anion}{Metal] em cada
concentracio de aluminio e de ferro. Na tentativa de verificar a existéncia de uma dependéncia
entre a concentragio dos &nions e as concentragdes de aluminio e de ferro, as razBes
[@nion}[Metal] foram colocadas em um grafico contra as concentragdes previstas usando PLS,
como mostrado nas Figuras 6.11 e 6.12 para o sulfato.
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Figura 6.11 — Estudo de interferéncia do sulfato na determinagfio espectrofotométrica simultinea de
aluminio e ferro. Efeito sobre a determinagéo de aluminio. Para detalhes ver o texto.

Como pode ser observado através da Figura 6.11, a interferéncia de sulfato ndo é
significativa na determinacdo de aluminio. No entanto, é importante na determinagdo de ferro
quando este encontra-se em concentracSes baixas (nivel 0,2 mg L") e a relagfio [SO.2)[Fe™] é
elevada (Figura 6.12). Nesta situac8o, a interferéncia sera significativa para Concentragdes de
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sulfato acima de 22 g kg™ de folha (equivalente a 7,3 g de S kg™ de folha) e se a concentragéio
de ferro for menor do que 100 mg kg™ folha. A tendéncia de aumento observada nos resultados
fomecidos pelc modelo para o aluminio n3o é significativa na faixa estudada e pode ser
atn'bdida ao modelo de calibragéo, desenvolvido de forma simultanea para os dois metais.
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Figura 6.12 - Estudo de interferéncia do sulfato na determinacio espectrofotoméirica simultinea de
aluminio e ferro. Efeito sobre a determinacgé@o de ferro. Para detalhes ver o texto.

Os graficos construidos para o estudo com o fosfato na determinacdo de aluminio
podem ser observados na Figura 6.13. A interferéncia do fosfato na determinacg@o de aluminio é
evidente no nivel de concentracio mais elevada de aluminio, mas também é significativa para
os outros niveis estudados. Comparando-se os valores de absorvancia obtidos em fungfio do
aumento da concentragio de sulfato, com a absorvancia da solugiio sem o interferente, é
possivel veﬁﬁcar que ocorre um decréscimo de 5% no sinal. Convertendo a relagdo
[fosfato)JA*'] obtida em cada curva da Figura 6.13 para valores de concentragdo, verifica-se
qUe a interferéncia na determinacio de aluminio toma-se significativa na presenca de
concentragdes de fosfato superiores a 200 g kg™ na folha (equivalente a 65,3 g de P kg™ na
folha). Por outro lado, nos niveis estudados o fosfato ndo apresenta efeito de interferéncia
importante na determinagio do ferro, como mostrado na Figura 6.14.
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aluminio e ferro, utilizando o modelo PLS-2 com 5 variaveis latentes. Efeito sobre a detemminagéo de
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Figura 6.14 — Estudo de interferéncia do fosfato na determinagéio espectrofotométrica simultdnea de
aluminio e ferro, utilizando o modelo PLS-2 com 5 varidveis latentes. Efeito sobrea determmac;ﬁo de
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Os niveis considerados criticos para sulfato e fosfato estio bem acima daqueles
geraimente encontrados em plantas, como pode ser observado na Tabela 6.1. Os dados
apresentados nessa Tabela correspondem & concentragdio das espécies examinadas nesse
estudo, para amostras utilizadas na fase de validacio do modelo desenvolvido. E possivel
concluir que o efeito destas espécies, com excegfio do zinco quando a concentragio desse
elemento na planta ¢ maior do que 75 mg kg"' e a concentragdo de ferro é inferior a
100 mg kg, pode ser considerado desprezivel e 0 método proposto pode ser aplicado na
presenca de concentracdes de fosfato e sulfato maiores do que as encontradas em outros
métodos (Royset, 1985).

Tabela 6.1- Medianas e desvio absoluto das medianas para as espécies
potencialimente interferentes na determinacgéio de aluminio e ferro em amostras

de plantas usando AX.
(mg kg™) @kg™)®
Amostra® Mn Cu Zn P (PO SO°
100 8013 7.7+£06 34 +1 11,9+04 38+02
108 35+2 83405 33+ 2 11.8+0,3 25105
119 4312 34104 3212 57+0,2 0,5+0,1
568 68+3 58104 56+3 10,1+04 06+01
599 121 +5 37+04 613 12,2 +0,4 65+03
638 27+ 2 37104 49+3 6,1+ 0,2 1,4+03

686 214 £ 12 74+14 49+ 3 184 £0,7 3,704
883 138+6 6,005 76+3 21,406 47+04
995 53+2 90+0,5 25+2 51102 0601
* Dados originais em mmol kg™
® Amostras do programa IPE, do ano de 1997.

VL4 Validacdo do- modelo utiligando solucées aquosas

para L /]

Plantas

A validacdo do método proposto foi feita utilizando amostras de plantas do programa
IPE, distribuidas em 1997 aos participantes do programa. Estas amostras foram selecionadas
| ‘na tentativa de cobrir a maior faixa de concentragéo possivel para aluminio e ferro (IPE, 1997).
As concentragbes de aluminio e de ferro foram determinadas segundo o método proposto,
utilizando o conjunto de calibragdo apresentado nas Figuras 6.7 a 6.10. Os resultados obtidos,
apresentados na Tabela 6.2, foram comparados com as determinagbes feitas por ICP-AES e
com os critérios estatisticos de aceitagio de resultados da IPE (Montfort et al., 1996). Todos os
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resultados obtidos para aluminio e ferro usando o PLS foram aceitos pela IPE, encontrando-se
dentro da faixa de aceitagio calculada individualmente para cada amostra. Como as faixas de
aceitacdio da IPE s&o largas, devido aos intimeros métodos de mineralizacio e determinagio
utilizados, as determina¢bes com o PLS e com o ICP (médias e desvio padréio) foram
comparadas utilizando-se o teste t pareado e o teste F e ndo ha diferenca significativa para as
determinacBes de aluminio e ferro entre estes métodos, num nivel de 95% de confianga.

Tabela 6.2 - Média e estimativa do desvio padrio para trés determinacBes independentes de
aluminio e ferro nas amostras IPE 1997 analisadas (Coscione et al., 2000b).

A (mg kg™
Este trabalho Dados reportados pelo IPE
Amostra  Planta  AX/PLS-2 ICP-AES | Valores aceitos °  Valores observados °
100 Grama 337+41 367 + 58 252 - 628 37 ~ 851
108 Salsa 137 £+ 31 17116 80 - 210 71 -8630
119 Rosa 46 +3 45 +1 42 -99 33-436
568 Trigo 10+1 T+1 03-25 6 -50
599 Couve 81+1 86+5 67-128 68 — 641
638 Milho 170+ 8 162+ 8 109 - 237 4 — 490
686 Grama 834 + 157 876 + 114 255 - 1751 285 -2942
883 Cravo 2358 + 231 2370 + 291 2287 - 2893 81 -6690
995 Manga 20+1 22+1 11-39 10 - 204
Fe (mg kg™ :
Este trabalho Dados reportados pelo IPE
Amostra  Planta AX/PLS-2 ICP-AES | Valores aceitos® Valores observados °

100 Grama 456 + 22 481 + 17 198 - 816 132 -700
108 Salsa 235+ 13 221 +11 185 - 265 10 - 461
119 Rosa 74 £ 11 78 + 11 66 - 125 14 - 180
568 Trigo 41 +1 41 +3 33-59 8§-123
599 Couve 113+ 34 139 + 33 99 — 161 15 - 225
638 Milho 343+21 396 +26 300 -542 41 - 920
686 Grama 1052+ 105 1123 £ 41 914 - 1528 219 - 1826
883 Cravo 1250 + 241 1258 + 65 996 —~ 1507 50 - 2500
995 Manga 46 + 1 49+5 33-67 4-218

* Maior e menor valor aceito.
® Maior e menor valor reportado.

Além disso, as determinacbes de aluminio e de ferro nesses extratos usando ICP-AES
foram utilizadas como referéncia para avaliar a eficiéncia do método proposto em relagdo as
proprias determinagbes do ICP, verificando possiveis diferencas entre essas medidas e as
determinacbes espectrofotométricas e do procedimento de mineralizagdio por via seca em
relacdo ads valores da IPE, pois embora esse procedimento seja usualmente utilizado para
esse tipo de determinagio em amostras de folhas, a extragéo de alguns elementos pode ndo
ser completa (Novozamsky et al, 1993), 0 que impossibilitaria a comparagdo dos resultados
obtidos pelo método proposto com os valores fomecidos pelo programa interlaboratorial.
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Novamente nos deparamos com a questdo de qual seria 0 processo mais adequado
para a mineralizacdo de amostras de plantas, especificamente para a determinag@io de
aluminio. Embora a mineralizagio das amostras de plantas com &cido fluoridrico seja sugerida
na literatura como meio de eliminar problemas relativos a reten¢do de metais por adsorso em
silicatos, que n&o seriam destruidos quantitativamente em outros procedimentos (Novozamsky
et al, 1993), o uso desse procedimento continua restrito mesmo entre os participantes do
programa IPE. Isso acontece porque além de oferecer riscos adicionais, a mineralizagdio com
acido fluoridrico pode acarretar danos e desgaste dos equipamentos de espectroscopia,
largamente empregados nessas determinacbes. Assim, outras aitemativas continuam a ser
empregadas e a comparacdo entre os resuitados das determinagbes empregando a
mineralizaciio das amostras com e sem Acido fluoridrico, passou a ser feita separadamente
para possibilitar um célculo mais refinado dos parametros estatisticos de rejeicio de resultados
analiticos do IPE (IPE, 2000a).

Além dos problemas de comosdo dos equipamentos de espectroscopia, o uso de HF
impossibilita 0 uso de métodos alternativos como o proposto nesse trabalho, pois o fluoreto, a
exemplo de sulfato e fosfato, compete com o AX na complexacdo dos ions metalicos. No
entanto, a mineralizagfio por via seca, usando apenas o acido cloridrico, pode ser problemética
para algumas amostras, como a 883 e a 686, que contém pelo menos 27600 e
5200 mg de Si kg™ de folha. Essas medianas, de 1997, foram maiores em 1998 e 1999. Nas
determinagdes realizadas nessas amostras obtivemos estimativas do desvio padrio maiores do
que em outras, o que pode ser atribuido, talvez, a adsor¢do ou oclus@o dos ions metélicos em
silicatos, pois os valores de silica nessas amostras sao relativamente altos. Esse é um efeito de
matriz que ndo se limita 4s nossas determinacgfes, refletindo-se também nas faixas de valores
aceitos e observados do IPE, como pode ser observado na Tabeia 6.2.

Solos

Nos extratos de solos obtidos com NH.Cl e KCI 1 mol L™, utilizados para a avaliagdo de
fertiidade, estudos paralelos mostraram gue as concentracBes de fermmo usualmente
encontradas s#o baixas o suficiente para permitir a determinacfio de aluminio com AX, sem a
necessidade de etapas para eliminar sua interferéncia (Coscione et al., 2000a). As
concentracdes tipicas de aluminio e dos principais interferentes do método espectrofotométrico
tradicional encontrados em extratos de solos do estado de S3o Paulo (Tabela 5.2) podem ser
observadas na Tabela 6.3.
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Tabela 6.3 ~ Concentragbes de aluminio, ferro, sulfato e fosfato,
em mg L™, em solos representativos do estado de So Paulo *.
As determmagﬁes foram feitas por ICP-AES, em extratos de

KCl.

Amostra ° Al Fe S0 P PO
1 13,8 2,7 12,3 26
2 261,0 9,8 21,5 3,5
3 88,5 51 17,8 42
4 55,8 4,1 20,6 42
5 27 22 17,8 55
6 0,45 24 22,0 6,0
7 23,5 38 15,0 4,5
8 85,2 6,1 20,0 1,0
9 90,4 10,1 27.9 3,0
10 72,4 41 27.5 1,3

~ adaptado de Coscione et al,2000a

. concentragSes caiculadas a partir das determinag®es com ICP-AES.

A possibilidade de contaminagéio dos reagentes com ferro ndo deve ser esquecida e
pode ser contornada, até certo ponto, através da corre¢do dos resultados usando brancos das
solugBes extratoras, mas nada pode ser feito em relagio a resultados superestimados por
causa de contaminagdes da vidraria ou pela ocoméncia natural de maiores teores de ferro
extraivel. Nessas situagDes, o interesse passa a ser elimina¢do da interferéncia do ferro na
determinacgao do aluminio. _

Para determinar apenas o aluminio trocavel, o planejamento experimental utilizado foi
adaptado para permitir a determinag#io do aluminio trocavel nos extratos de solos utilizando o
menor nimero de solugbes possivel para a calibragiio dos modelos, dentre as solugbes
originalmente erhpregadas na calibrac&o, para plantas para facilitar o trabalho em rotina. Essa
adaptaco foi feita usando-se o algoritmo PLS-1 e estudando-se o ajuste da calibracéio e a
capacidade preditiva dos modelos. Para tal, variaram-se os niveis dos metais incluidos no
conjunto de calibracdo e de validacdo, nas condigbes encontradas nos extratos de solos.
Utilizaram-se inicialmente 18 solug3es, incluindo apenas os niveis 0,06e1,0mgLl" defermoe
todos os niveis de concentragio que haviam sido estudados para o aluminio. As concentragoes
de aluminio incluidas em cada caso foram selecionadas a partir do gréfico de “scores” da Figura
6.15, do mesmo modo como feito para a calibragdo usada para plantas.
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Figura 8.15 - Gréficos dos scores para as componentes principais 1 e 2, obtidas através da andlise de
componentes principais dos espectros utilizados na calibragiio de extratos de solo.
A composicdo das solugbes é a mesma apresentada na Tabela 5.3.

Os planejamentos estudados, com as amostras utilizadas para o célculo dos modelos e
para testé-los, podem ser melhor compreendidos com o auxilio da Figura 5.1 e da Tabela 5.3.
Como conjunto de validago utilizou-se um terco das solugdes do planejamento experimental,
selecionadas dentro dos limites do conjunto de calibracdo definido em cada caso, através do
gréafico de “scores” da Figura 6.15.

O numero de varidveis latentes mais adequado para a construgcdo dos modelos,
utilizando os diversos conjuntos de calibragiio avaliados, foi selecionado através do %RMSE
caiculado para o conjunto de calibragiio propriamente dito e do respectivo conjunto de validag&o
(solugbes padriio selecionadas através da andlise de componentes ‘principais) e s6 entdo
aplicado na determinacio em exiratos de solos. Nos casos em que o mesmo numero de
solugbes foi utilizado no conjunto de calibragdio, mas com niveis de concentracdo diferentes
para o aluminio, adicionou-se um indice (a ou b) para diferencia-los. As diferencas entre esses
planejamento pode ser visualizada com o auxilio da Figura 5.1.

A validag¢do do procedimento proposto para a determinacéo de aluminio na presenca do

-ferro foi realizada utilizando-se extratos em KCI 1 mol L™, obtidos para os solos descritos na
Tabela 5.2. Como esses extratos continham baixas concentragbes de ferro extrgjvel (Tabela
6.3), para demonstrar o potencial do procedimento proposto, duas extracbes com trés replicatas
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de cada solo foram realizadas e uma extragio (irés extratos) foi dopada com ferro, produzindo
concentragdes equivalentes a 27, 53 e 104 mg kg™ solo. As concentragbes de aluminio e de
ferro em todos os extratos foram determinadas usando o ICP-AES.

Os conjuntos de calibracdo avaliados, incluindo as informagdes relevantes para a
construcéio dos modelos e os resultados obtidos nas determinagbes nos extratos de solos
(valores de %RMSE) estdo mostrados na Tabela 6.4.

Tabela 6.4- Resultados para a determinagéo de aluminio trocavel em extratos de solos, na presenca de
ferro, usa1ndo planejamentos experimentais simplificados. Niveis de femo nos planejamentos: 0; 06 e
1.0mglL".

Al N° de solugdes %RMSE
N° de Niveis na calibragdo tvs® Calibragho Validagao Validacdo
niveis (mg L™ (solugdes) (solos)
néo dopados
dopados
6 0,0,2;04;06;08; 1,0 18 2 7.64 5,58 12,53 15,46
5 Sem 0,2 15 (a) 2 443 10,68 7,16 10,71
5 Sem 0,6 15 (b) 2 7,24 12,08 10,57 22,07
4 Sem04e0,8 12 (a) 2 7,30 13,96 11,11 2341
4 Sem0,2e0,8 12 (b) 2 9,05 8,04 11,19 17,16
3 0;06; 1,0 9 2 5,48 16,22 8,90 11,29

* nimero de variaveis latentes no modelo

A comparagio dos resultados obtidos com os diferentes modelos foi feita utilizando-se o
%RMSE da validag8o com os extratos de solos, dopados e ndo dopados com ferro,
separadamente, como uma estimativa da variancia dos resultados das determinagbes em
amostras reais. Para isso calculou-se a relagio (%RMSEP/%RMSEP)?, na qual %RMSEP; é o
ervo calculado para o0 modelo considerado mais preciso, comparando-se o valor obtide com o
valor do F tabelado para o nimero de amosiras envolvidas no célculo do efro das previsfes
(Gemperiine et al., 1991). Considerou-se cada replicata, para a qual obtiveram-se previsbes
com os modelos, como uma amostra independente e 0 modelo com 18 amostras na calibra¢do
como o mais preciso, devido ao maior nimero de solugBes padrio empregadas para a
construcio do modelo. Nessa situagio, num nivel de 95% de confian¢a, o vaior tabelado de
F(30,30,95%) é 1,84.

Nao houve diferenca significativa para as determinagbes de aluminio trocavel em
extratos de solos n&o dopados com ferro, entre todos os modelos desenvolvidos. Por outro
lado, a diferenca nas determinacBes em extratos de solos dopados com ferro foi
significativamente diferente do modelos construido com 18 amostras para os modelos
desenvolvidos com os conjuntos de calibragiio 15(b) e 12(a). Esses resuljados podem ser
explicados com o auxilio da Tabela 6.4 e da Figura 5.1,' observando-se os niveis de
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concentracfo incluidos em cada conjunto de calibragdo. Quando a concentragdo de fermmo
nesses extratos é baixa, o seu efeito de interferéncia é desprezivel, como estudado em
condicoes semelhantes (Coscione et al, 2000a). No entanto, na presenca de maiores
conoéntragées de ferro, como nos extratos dopados, toma-se evidente a necessidade de
construir um modelo mais equilibrado, capaz de eliminar a interferéncia do ferro e de fomecer
boas previsbes em toda a faixa de concentragdo estudada (ver conjuntos 15(b) e 12(a)). A
condiciio essencial para que isso ocorra é obter um conjunto de calibragdo distribuido de
maneira mais uniforme no espaco experimental estudado, mas ndo necessariamente um
numero maior de solugbes.

Embora a calibracdo com 9 solugbes (seis para calibrar e trés para prever) tenha
fornecido resultados estatisticamente comparaveis com os do conjunto 15a, 0 uso de apenas 6
solugbes para calcular um modelo de calibragio multivariada representa uma situagéo instavel,
na qual faciimente poderia ocorrer sobreajuste. Assim, dentre os conjuntos de calibracéo
estudados, admitindo-se que a condigio mais freqliente &€ aquela na qual ocorrem menores
teores de ferro, devido a possiveis contaminaces, a situagdo mais favoravel é a calibragio
com 15 amostras (10 para calibrar e 5 para prever) e deve-se preferir o conjunto 15(a), com os
niveis 0; 0,.4; 0.6; 0,8 e 1,0 mg L™ de aluminio e 0; 0,6 e 1,0 mg L™ de ferro na calibragdio. Os
resultados obtidos nas determinagdes com os modelos podem ser comparados com os obtidos
por ICP na Tabela 6.5.

" Tabela 6.5 - Determinacbes de aluminio trocavel em extratos de KCl, com 0 modelo
construido usando o algeritmo PLS-1 e o conjunto 15(a) para calibracio.

Al (mg kg'' solo)
Amostra néo dopados dopados
PLS iICP PLS ICP

1 214 50 26,1+0,7 242+1,9 28,7 +1,0
2 360,01£6,7 34651+169 366,3+104 350,7 +62,7
3 1441 £ 2,1 146,56 +34 1489+ 5,3 161,1 £5,1
4 97,7128 102,8 £ 5.1 103,0 £ 5,1 1118+10
5 886135 90,9+24 920+£20 102,8+3,8
6 885+16 682+24 70,8 +3,7 795123
7 - ND 25+0,1 44+20 3,002
8 ND 1,3+0,1 53+£25 1,701
9 36,7 + 1,51 36,2+1,0 418+ 16 462+06
10 523+214 491+21 57325 653+20

ND = ndo detectade

Entretanto, quando o-objetivo € a determinacdo simultanea de aluminio e de ferro em
solos, tais como em estudos de pedologia, nos quais realizam-se determinacdes.das fragbes
ndo cristalinas de aluminio e de ferro ligados a silicatos, pode-se empregar a sistemética de
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andlise proposta nessa Tese. Por exemplo, um dos processos utilizados para a extracio dessas
fragbes de aluminio e de ferro é a extracdo com oxalato de aménio, no escuro (Jackson et al.,
1986). Nesses exiratos, aluminio e ferro sdo extraidos simultaneamente e as quantidades de
ferro  extraido irfio interferir na determinacBio de aluminio. O uso de métodos
espectrofotométricos na determinagio individual desses metais é comum (Jackson et al., 1986)
e poderia ser substituida, com vantagens por um método que pemmitisse a determinagdio de
ambos. Porém_. estudos adicionais sdo necessarios para a aplicacéo do procedimento proposto
nessas determinagdes, pois pode ser necessério mineralizar previamente os extratos,

recuperando-os em solugdo acida, devido a competicdo entre os énions oxalato da solucdo com
o AX pelos metais.

VI.5 Ca.lébm.gdo-ma«ndo-wnwstra&deplwntwy

A anédlise detalhada dos resultados obtidos para a determinagdo espectrofotométrica
simultanea de aluminio e ferro em plantas, usando padrbes aquosos para preparar as solugbes
utilizadas na calibragdo dos modelos, mostrou diversos aspectos conclusivos sobre 0 método
proposfo. Incluem-se entre estes:;

1. possibilidade de uso do mesmo espectro para a catibragio e a determinagdo de aluminio e
de ferro nas amostras;

2. uso de um Gnico modelo de calibracdo para a determinagfio simultanea de aluminio e ferro,
0 que é feito usando o algoritmo PLS-2:

3. aceitagdo dos valores reportados para a determinacéio dos dois metais estudados, segundo
0s critérios da |PE;

4. equivaléncia estatistica entre as concentragdes encontradas usando o método proposto e
as determinag¢des por ICP-AES para aluminio e ferro, verificada aplicando-se o teste F para
o conjunto de amostras analisado, nivel de 95% de confianga.

Por outro lado, apesar destes aspectos, as concentragbes de aluminio encontradas nos
extratos de folhas parecem estar sendo sistematicamente subestimadas em rela¢do as
concentrag:é_es encontradas nos mesmos extratos usando o ICP, como pode ser verificado na
Tabela 6.2. No caso da determinacgfo de ferro este comportamento ndo foi detectado.

Entre as explicagbes possiveis para este comportamento incluia-se a presenca de um
erro sistemético, cometido durante o processamento de amostras ou solu¢cbes empregadas na
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calibragdo (conjuntos de calibragio e validagiio) que tivesse resultado na presenca de
amostras andmalas em alguma etapa do trabalho. Caso este ero tivesse sido cometido na
preparacdo das solucdes, o modelo desenvolvide poderia estar sofrendo distorgdes ou, ainda,
um modelo com um nimero de variaveis latentes diferente do 6timo poderia ter sido
selecionado. Por outro lado, se o erro tivesse sido cometido no processamento das amostras,
as determinacbes poderiam estar sendo realizadas fora do espago experimental calibrado.
Verificou-se experimentaimente que nenhuma destas situagSes estava ocorrendo, pois
substituiram-se todas as solugBes preparadas, inclusive as solugBes-padriic estoque,
recalcularam-se os modeios e fizeram-se determinagdes usando extratos de amostras-controle
do IAC com os novos modelos preparados.

As explicagbes mais provéveis seriam a formagao de fosfatos de aluminio ou a oclusdo
do aluminio em silica, além de outros materiais que ndo sofreram mineraliza¢io completa nos
exiratos, como discutido anteriormente. Esse material poderia estar levando a obtengio de
resultados subestimados na determinacgdo espectrofotométrica de aluminio. Assim, a diferenca
entre as concentracSes de aluminio encontradas e os valores de referéncia (determinagdes por
ICP) poderia ser atribuida a interferéncias ndio especificas, decomentes do efeito da matriz.

As folhas dos vegetais sZo matrizes complexas, pois diversos elementos e espécies
quimicas podem estar presentes, incluindo os interferentes, em faixas de concentra¢des
diferentes e amplas, em diversas combinaces, tomando-se varidveis dificeis de se controlar ou
de se reproduzir.

Uma altemativa interessante, usada em calibracéio multivariada especialmente quando
métodos ndo destrutivos de anélise de amostras s&o utilizados, consiste em empregar amostras
reais na fase de calibracéio dos modelos e nédo apenas na fase de validagio (Martens e Naes,
1989). Este tipo de procedimento é muito usado na realizagio de medidas “on-line” em
- processos industriais ou quando ndo ha reago quimica enwoivida na determinagio dos
elementos ou componentes de interesse. Neste caso, devido as caracteristicas de métodos de
calibragio multivariada como o PLS, PCR e redes neurais, é possivel compensar os efeitos da
matriz e otimizar os modelos, selecionando a informag#io quirica desejada.

~ No entanto, quando se pretende modelar sistemas ambientais e biolégicos, este
procedimento costuma ser problematico, pois nem sempre é facil conseguir um nimero de
amostras suﬁciénte. distribuidas com certa uniformidade na faixa de concentragdo a ser
estudada, para que seja possivel preparar um conjunto de calibragiio adequado. Por isso, o
preparo de solugbes usando padrbes aquosos para a calibragio continua a ser muito utilizado
e, quando este é inviavel ou apresenta problemas, ainda se procura adicionar cor’Icentragées
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conhecidas do(s) elemento(s) ou componente(s) de interesse em amostras mais Ou menos
caracterizadas para simular as condigbes encontradas na matriz desejada (Hemadez-Arteseros
et al., 2000; Blanco, et al., 2000; Azubel, et al., 1899; Ni et al., 2000; Hemadez et al., 2000).

| Nosso objetivo nesta etapa do projeto foi o de avaliar o efeito (vantagens e
desvantagens) do uso de amostras reais como conjunto de calibragdo no modelamento do
sistema quimico em estudo. Além disso, para avaliar melhor a capacidade preditiva das
possibilidades exploradas utilizou-se um nimero relativamente grande de amostras.

(0] conjdnto de calibracio, com 40 espectros, a partir do qual desenvolveram-se os
estudos seguintes, encontra-se descrito na Tabela 5.4. As amostras que deram origem a estes
espectros tiveram suas concentragSes determinadas por ICP e continham aluminio entre 76e
2949 mg kg™ e ferro entre 55 e 2348 mg kg™'. Considerando-se os fatores de diluigdo, este
conjunto possibilita o desenvolvimento de uma calibragio entre a 0,02 e 1,16 mg L™ para
aluminio e 0,10 e 1,05 mg L™ para ferro, na solugdo utilizada para o registro dos espectros
(baldo de 50 ml). Nesse estudo, um Unico conjunto foi utilizado para avaliar a capacidade
preditiva dos modelos, em oposig&io aos conjuntos de validagéo contendo solugdes padrio do
planejamento fatorial inicial ou amostras, usados anteriormente. As amostras que deram origem
a este conjunto, com 60 espectros, tinham entre 28 e 2889 mg kg™ de aluminio e entre 70 e
2371 mg kg™ de ferro. Considerando-se os fatores de diluigdo, este conjunto possibilitaria
previsbes entre 0,06 e 1,18 mg L™ para aluminio ¢ 0,12 e 1,04 mg L' para femo, na solucéo
utilizada para o registro dos espectros (baldo de 50 mL).

A selec@o das 40 amostras do conjunto de calibrago inicial foi feito empiricamente,
considerando-se que na calibragio com padrBes aquosos o conjunto de calibragéio tinha 26
solugbes e o planejamento fatorial completo (calibrac@o + validagdio), totalizando 36 solugdes.
Admitiu-se, portanto, que este seria um numerc suficiente para a construcio de modelos
funcionais.

A andlise com PCA para o conjunto de 40 espectros mostrou que dois componentes
principais s&o suficientes para explicar 99,7% da variancia deste conjunto de dados. A andlise
de gréfico de “scores” (Figura 6.16), com o auxilio da Tabela 5.4, permite verificar que os
“scores” dos espectros estéo distribuidos em fungio das concentracdes de aluminio e ferro,
como obtido para o planejamento usando as solugBes aquosas, como por exemplo para as
amostras 9 , 19 e 16. E interessante observar também que ndo é possivel distinguir o ano em
que as amostras foram distribuidas pelo programa IPE, o que confirma a auséncia de

alteragbes quimicas nas amostras durante este periodo, como por exempio as amostras 7, 16 e
39 (Houba et al., 1995).

101



Scores for PC#1 versus PC#2
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Figura 6.16 - Gréficos dos scores para as componentes principais 1 e 2, obtidas através da analise de

componentes principais dos espectros das amostras de folhas descritas na Tabela 5.4. Os espectros
foram centrados na média.

Seleglio dos conjuntos de calibraciio e desenvolvimento de modelos

Utilizando-se o algoritmo de Kennard e Stone, no modo de célculo direto da distancia
euclidiana e no seu modo de calculo a partir das componentes principais, verificou-se que 25
espectros do conjunto com 30 amostras foram coincidentes, o que representaria uma
similaridade de cerca de 80%. No conjunto com 20 amostras, 10 espectros foram comuns aos 2
conjuntos, enquanto apenas 2 estavam em ambos os conjuntos de 10 amostras (similaridade
de 20%). Esses dados apontam a conveniéncia de testar as duas altermnativas para selecionar
as amostras do conjunto de calibragio para a construgéio dos modelos a fim de evitar possiveis
distorgdes nos modelos desenvolvidos. Os conjuntos de calibragio com os 10 espectros
selecionados em cada caso sdo mostrados na Figura 6.17.

102



Scores for PCi#| versus PC#2
0-5 1] ¥ 1

0.4} <@; .
0.3F +19 @

o 4
S o2 @
s
C» O.l -
2
S o
[/ ]
-0.1 .
-0.2 i
-0,3
-3 -2 -1 4

Scores on PC#1

Figura 6.17 — Conjuntos de 10 amostras selecionados utilizando-se o aigoritmo de Kennard e Stone:
circulos — sem ortogonalizagdo; losanges — comn ortogonalizacio (PCA).

Apbs preparados os conjuntos de calibragio com 30, 20 e 10 amostras, construiram-se
modelos com 2 a 8 variaveis latentes, utilizando PLS-2. O mesmo foi feito com o conjunto de
calibragdo com 40 amosiras de plantas e para o conjunto de calibragfio constituido por solugdes
padrio aquosas, para comparacdo. Em todos os casos envolvendo calibragio com as amostras
reais, o melhor modelo foi obtido utilizando 4 varidveis latentes.

A capacidade preditiva dos modelos selecionados foi comparada através do teste F,
como feito para as determinagdes em extratos de solos. Os valores de %RMSEP calculados em

termos de mg L™ na solugSo de leitura para as 60 amostras (Tabela 5.5) utilizadas na fase de
valida¢do sao mostrados na Tabela 6.6.

Tabela 6.6- Avaliacio da capacidade preditiva dos modelos construidos para plantas

usando amostras reais.
%RMSEP
Modo de selecdo Disténcia Euclidiana Distancia Euciidiana apGs PCA
Amostras na calibracdo Al Fe Al Fe

C 30 12,1 8,1 10,8 7.0
20 121 7.8 11.4 7.4
10 12,0 7.8 12,5 9,1
40 10,8 7.8 Fiabeiado (60,60,85%) = 1,53
26* 17,2 7,8 -

* calibragdo usando solugbes aquosas
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O modelo mais preciso foi aquele com 40 amostras no conjunto de calibragfio {menores
valores de %RMSEP). Em relagio a este conjunto, verificou-se que ndo ha diferenca
significativa nas concentragdes de aluminio e de ferro determinadas através de modelos que
tiveram as amostras do conjunto de calibragio selecionadas com o algoritmo de Kennard e
Stone, para qualquer nimero de amostras, com e sem ortogonalizagiio. Assim, além de ser
possivel construir modelos de calibragdo usando amostras de plantas para a determinacéo
espectrofotométrica simultanea de aluminio e de fermo com AX, tendo como referéncia para a
calibracdo as determinacBes por ICP, também seria possivel utifizar apenas 10 amostras de
plantas para calibrar o sisterna quimico em quest&o, obtendo bons resultados.

Na pratica seria conveniente utilizar um conjunto de 15 amostras, empregando 10 como
conjunto de calibragdo e 5 como conjunto de validagio extema. O uso de algoritmos
apropriados para a seleg@o das amostras do conjunto de calibragdo e de métodos instrumentais
para obter os valores de referéncia deve ser considerado essencial pois, como observado nas
determinacBes obtidas usando a calibragio com solugdes padrio aquosas, os valores de
concentraco medidos refletem também o processo de mineralizagdio adotado e portanto, néo
devem ser substituidos por amostras certificadas.

Por outro lado, a diferenca encontrada na previs&o de aluminio na calibragfio com solugbes
aquosas é significativa em relagdio a todos os modelos calibrados com amostras de plantas,
embora isto ndo aconte¢a em nenhum caso para a determinagio de ferro e a primeira vista o
uso altemativo de solugbes padrio para a calibragio dos modelos deveria ser descartada. No
entanto, a avaliagfio dos resultados obtidos para as amostras empregadas na validacéio com os
modelos construidos e com os valores obtidos por ICP através de curvas de correlagédo
apresentou aspectos interessantes. As curvas de correlagfio obtidas para o conjunto de
calibragdo com 40 amostras (melhores determinagdes) s#o apresentadas nas Figuras 6.18 e
6.19, para ilustrag:éd.
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Figura 6.19 - Curvas de correlagéio para as concentragbes de ferro determinadas com o modelo

calibrado com 0s espectros de 40 amostras de plantas e por ICP.
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Na Tabela 6.7 foram incluidas as curvas de comrelagio mais relevantes para a discussao
dos resultados. O indice PC (‘principal component’) serd usado daqui em diante para
discriminar os modelos nos quais as amostras do conjunto de calibragio foram selecionadas
com o aigoritmo de Kennard e Stone, apés ortogonalizaggo.

Tabela 6.7 — Curvas de comrelagdo (mg kg™ folha) para determinagdes
com ICP e alguns modelos obtidos segundo 0 método proposto,
usande amostras de plantas. -

A
Amostras na  Varidveis Curva de correlagéio Coeficiente de
calibracéo iatentes ‘ correlacéo (r)
40 4 Y =5,04 + 0,98X 0,9894
10PC 4 Y =6,13+0,92X 0,9886
10 4 Y=8,66+093X 0,9759
26 6 Y=-1453+0,93 X 0,9816
Fe
40 4 Y = 0,20 + 0,98X 0,9917
10PC 4 Y =-18,29 + 1,06X 0,9898
10 4 Y =247+ 0,86X 0,9919
26" 6 Y =0,26 + 0,93X 0,9878

PC = cdlculo da distancia euclidiana apés ortogonalizagdo.
* calibra¢do com padrbes aquosas

A analise preliminar dos coeficientes anguiar e linear das curvas de correlagdo e do
coeficiente de correlagfio (r) apresentados na da Tabela 6.7 indicam que o modelo calibrado
com 40 amostras fomece os resultados mais proximos aos do ICP. Por outro lado, nos modelos
desenvolvidos a partir de conjuntos com 10 amostras na calibragéio e com solugdes aquosas, 0s
trés parametros analisados distinguem-se desse, apresentando maiores coeficientes lineares, o
que poderia levar a erros sistematicos nas determinagdes. Em geral, os valores dos coeficientes
angulares e dos coeficientes de correlacéo desses modelos indicam que os valores obtidos sdo
mais distantes daqueles do ICP. Com o auxilio dos erros padrio dos coeficientes analisados, foi
possivel calcular os intervalos de confianga de cada coeficiente analisado e verificar que,
embora ndo. ocorra erro sistematico nas determinagdes (os coeficientes lineares dos modelos
néo séo significativamente diferentes de zero), apenas os resultados obtidos usando o modelo
calibrado com 40 amostras sdo comparaveis com os do ICP. Os coeficientes angulares e os
coeficientes de correlacdio dos outros modelos foram significativamente diferentes de 1,00, a um

“nivel de confianca de 95%. Dessa forma, os resultados dos modelos com 10 amostras de
plantas s&o comparaveis aos obtidos usando solugSes aquosas para a calibraggo.

A relativa perda de qualidade observada nos modelos com 10 amostras’ é, até certo
ponto, esperada pois 0 numero de amostras utilizado para calibrar as concentragbes de
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aluminio e de ferro na faixa de concentragfio desejada é reduzido e elas ndo estao,
necessariamente, distribuidas de forma uniforme no espaco experimental, o que pode tomar o
modelo deficiente em determinadas regiGes ou bem melhor calibrado em outras. Esse efeito
pode ser verificado comparando-se atentamente a distribuicdo das amostras (eixos x e y)
selecionadas para os conjuntos de calibragsio com 10 amostras, nos 2 modos do algoritmo de
Kennard e Stone, mostrados na Figura 6.17.

Essa andlise ainda pode ser complementada através da comparac¢do dos resultados
obtidos e dos valores de referéncia da IPE para algumas amostras estrategicamente
distribuidas na faixa de concentragfio calibrada, para avaliar a uniformidade dos modelos
construidos. Para tal, dentre as varias amostras do programa IPE incluidas no conjunto de
validagdo, 4 amostras distribuidas ao longo do ano 2000 foram analisadas em quadruplicata
(IPE, 2000b). Os valores de referéncia, em mg kg folha encontram-se na Tabela 6.8.

Tabela 6.8- Valores reportados pela IPE para as amostras utilizadas na comparagdo da capacidade
preditiva dos modelos, ao longo da faixa de concentracdo de interesse.

Amostra
Dados IPE 980 999 145 100
Al (mg k™)
Mediana 117 50,3 1223 . 440
n° de resultados reportados 29 21 29 27
" Valores aceitos® 76-158 38,6-62,0 633-1813 269-611
Valores reportados® 94-171 28,4-99.9 766-1773 232-844
Fe (mg kg™
Mediana 178 151 1324 514
n° de resultados reportados g9 94 100 98
Valores aceitos® 151-208 131-171 913-1735 434-504
Valores reporiados® 37-526 38-414 69-2570 48-5245

Y maior e menor valor aceito
) maior e menor valor reportado

As concentragdes calculadas a partir dos valores determinados com os diversos
modelos desenvolvidos sdo apresentadas na Tabela 6.9. Todas as médias das concentragdes
determinadas usando os modelos estudados foram aceitas, incluindo a calibragiio com padries
aquosos. Porém, nos modelos construidos empregando-se amostras selecionadas através do
algoritmo de Kennard e Stone, no modo do caiculo direto da distancia euclidiana, a
determinacio de aluminio na amostra 999 fomeceu concentracBes proximas ao limite de
aceitagéo (62,0 mg kg™*) segundo o critéric da IPE. Este resultado parece indicar que amostras
selecionadés- através do calculo da distancia a partir do PCA, podem produzir modelos de
calibragdo mais equilibrados para a determinag&o de baixas concentragbes de aluminio.

-
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Tabela 6.9 — Comparacéo entre as concentracdes de aluminio e ferro nos
extratos analisados, usando os diferentes modelos PLS desenvolvides
usando amostras de plantas.

Amostras na Amastra®
calibracéo 980 999 145 100
Al (ng kg-1)
40 134+ 11 516+21 1127 £ 59 435+ 14
30 126+ 9 60,1 £ 3,7 1077+ 76 434 £ 13
30PC 126+ 7 508+44 1126 +: 44 430 £13
20 13019 62,1+3,6 1097 + 82 447 +13
20PC 12418 463+42 1118 £29 415+ 13
10 126 + 11 50,01+36 1086 + 107 456 £ 9
10PC 13518 580132 1050 + 56 409 + 14
26 1M1+ 7 55,7+ 13,5 1063 £ 56 417 £12
Fe (mgkg™)
40 20017 15813 1213 £ 69 506 + 14
30 204 +7 159+3 1120 + 58 502 +£13
30PC 2077 167 +3 1213 £ 81 511+15
20 204 +7 163 +3 1231 £ 69 510+ 14
20PC 208+9 16112 1200 £ 78 499 + 14
10 18417 149+ 9 1183 £ 72 497 £12
10PC 189+ 9 165+ 13 1285 + 101 556 + 14
26 181 £12 148 £ 2 1119+ 88 490 £15

Winédia e estimativa do desvio padrao para 4 repiicatas.

Do ponto de vista analitico, a calibragdo com amostras de plantas é sem dGvida o
procedimento que pode vir a ser adotado, bastando verificar periodicamente as condigdes do
processo de obtencio de extratos com a utilizago de amostras de referéncia intema do
laborat6rio. Além disso, é importante destacar que por se tratar de um modelamento indireto,
baseado em outros métodos analiticos, € comum obter-se erros da ordem de 10% nas
determinag:ﬁeé com PLS, como nos melhores modelos desenvolvidos nesse trabalho. Esses
valores sdo considerados satisfatérios quando se trabalha com calibragdo multivariada. Por
outro lado, do ponto de vista agrondmico, o procedimento baseado na calibragio com padrbes
aquosos poderia ser utilizado como uma boa estimativa das concentragbes de aluminio em
plantas, o que muitas vezes é satisfatorio para em analises de rotina agrondmica.
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VII. Conclusdio-

A partir dos resuitados obtidos nessa Tese verificou-se ser possivel utilizar o
desenvolvimento de modelos de calibragio multivariada como altemativa na determinagdo
espectrofotométrica simultinea de elementos ou na eliminagéc de interferentes em matrizes
complexas.

O método de determinagdio espectrofotométrica simultinea de aluminio e de ferro
desenvolvido, independente da estratégia de calibragiio adotada, apresenta um procedimento
experimental robusto, sendo relativamente menos sensivel a presenca de interferentes, tais
como sulfato e fosfato. O zinco foi o Gnico interferente capaz de formar complexos com o AX
relevante nessas determinagbes. Quando as concentragbes de ferro forem menores do que 100
mg kg™ e o zinco estiver presente em concentracbes maiores do que 75 mg kg™, erros maiores
do que 5% séo obtidos nas determinagbes de ferro

A calibragéo usando solugSes padriio aquosas & um procedimento muito utilizado em
quimica devido & disponibilidade dos padrbes e facilidade de manipulagdo. Assim, o
desenvolvimento de modelos utilizando esta estratégia de calibragfio ndo introduziria mudangas
significativas quando ao treinamento de pessoal e custo envolvidos. Os resultados inicialmente
obtidos indicavam que os modelos baseados nessa calibragdo poderia ser utilizados com
poucas limitagdes. Porém, quando testados mais extensivamente (60 amostras de plantas do
IPE e do IAC), verificou-se que os resultados obtidos para a determinagéio de aluminio tendem
a ser significativamente menores do que as concentragbes determinadas com o ICP.

Um exame detalhado das previsdes das concentragSes de aluminio feitas com o modelo
para o conjunto de validagio com as 60 amostras, selecionado de forma a representar a maior
variagdo possivel nas amostras de plantas, mostrou que os maiores desvios estio associados
aos elevados teores de silica presentes em algumas amostras, confirmando as hipbteses
levantadas durante desenvolvimento desse trabalho. Assim, a determina¢do de aluminio nos
extratos analisados est4 intimamente associada ao processo de mineralizagdo das amostras.
Considerando a rotina dos laboratérios de andlise de solos e de plantas nédo ha interesse em
alterar esse _processo, pois esse pemmite a determinacdo de macro e micronutrientes em
espectrofotémetros de absorgdo e emissdio atbmica. Nesse caso, apesar desse efeito, as boas
correlagbes com os valores do ICP e a reprodutibilidade verificada para as determinagdes com
replicatas realizadas em plantas com teores “normais” de silica, justificam o uso dos modelos de
calibragdo com solugBes aquosas na determinagdio simultanea de aluminio e de ferro para os
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fins agrondmicos ou quando uma boa estimativa da concentragio de aluminio em amostras
ambientais é suficiente. Vale destacar que se as amostras tipicamente analisadas na rotina do
laboratério ndo apresentarem teores elevados de silica, como as amostras de cravo e de grama
analisadas, esse método representa uma boa alternativa para a detemminagdo das
concentragbes de aluminio e de ferro em fothas.

Por outro lado, € possivel utilizar extratos de folhas na calibragfio dos modelos PLS,
empregando as determina¢bes das concentra¢gdes de aluminio e de ferro por ICP como valores
de referdncia para a construgdo de modelos. Embora os resultados mais proéximos aos do ICP
tenham sido obtidos usando 40 amostras na calibragdo, verificou-se ser possivel utilizar apenas
10 amostras de plantas para obter resultados satisfatérios. No entanto, essas amostras devem
ser selecionadas através de algoritmos especificos, como ¢ de Kennard e Stone, para que
sejam escolhidas da maneira mais uniforme possivel, produzindo um modeio capaz de realizar
determinagdes satisfatérias em toda a faixa calibrada. Além disso, para garantir o desempenho
do modelo, os extratos das amostras que serfio empregados na calibragio devem ter suas
concentragdes de aluminio e de ferro determinadas por um método analitico de referéncia.
Nesse caso, a influéncia da silica na matriz é eliminada e se as amostras tipicamente
analisadas pelo laboratorio forem utilizadas para a calibra¢do, resultados exatos e precisos em
relagio ao método de referéncia utilizado poderdo ser obtidos. O modelo & mais sofisticado e o
custo associado também é maior.

A determinac&o de aluminio na presenga de ferro em extratos de solos foi feita com
sucesso utilizando-se a calibragiio com solugdes aquosas. Nessa situagio, & necessario
preparar apenas 15 amostras para a construir os modelos (10 para calibrar e 5 para prever),
obtendo-se determinagbes de aluminio satisfatérias em extratos com baixas concentragdes de
ferro e também em extratos utilizados para a avaliagdo da fertilidade de solos, que foram
dopados com ferro. A aplicagdo desse método na determinaciio simultanea de aluminic e de

fero em extratos de oxalato de aménio, utilizados para a classificagdo do solo, devera ser
melhor estudado.
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Apéndéw

Tutorial:
Determinacéo espectrofotométrica simuitanea de aluminio e de ferro com PLS, usado
solugdes aquosas para a calibrag&o, no software Matlab.

Cada espectro deve ser salvo em um arquivo ASCII, com a extensdo .dat E
aconselhavel usar um nome composto por letras e nimeros, a partir do qual a amostra possa
ser identificada facilmente. Os arquivos contendo os espectros das solugSes usadas na
calibracido devem ser nomeados de forma seqiiencial, usando o nimero empregado para
identifica-fas, como mostrado na Tabela 5.3 da parte experimental. Use, por exempio, para a
primeira solugéo de calibragio: c01.daf

O primeiro passo para que os célculos possam ser feitos usando o MatLab, é converter
os arquivos em ASCII para um formato que possa ser manipulado dentro deste “software”. isto
deve ser feito para todos os espectros, quer sejam solugbes usadas para calibracéio ou
amostras. Nos arquivos em ACSII, os dados vém registrados em colunas. Na primeira coluna
estdo listados os comprimentos de onda lidos e na segunda coluna, as absorbancias
correspondentes. A primeira coluna ndo é considerada nos célculos e deve ser descartada.
Além disso, os espectros devem ser agrupados em matrizes e salvos segundo o padrdo do
MatlLab.

Lembre-se de teclar “E” apds digitar cada comando.

Carregando e convertendo arquivos ASCII

1. Copiar todos os arquivos contendo os espectros no formato ASCII (.dat) para a pasta femp
do disco rigido do computador.

2. Clicar 2 vezes sobre o icone MatLab para carregar o programa.

3. Digitar load c:\temp\[nome_do_arquivo_].dat para camegar o arquivo. Repetir este
procedimento até que todos os arquivos tenham sido carregados. Para as solugbes do
planejamento experimental utilizado para construir o modelo, repetir este procedimento para
0s arquivos de c01.dat até c36.dat

4. Digitar ‘[nome_do_arquivo_] = [nome_do_arquivo_](;,2); para cada arquivo carregado.
Esse procedimento serve para excluir a primeira coiuna dos arquivos.

w Atengo: Ndo sair do Matlab neste ponto. Se vocd camegou as solugdes de calibragfio v4 para o

proximo item. Se vocé j& preparou a calibragao siga para previséo.

”
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Calibracéio

1. Para gerar a matriz de calibrag#io, digitar exatamente, dando espago entre os nimeros:
cal=[12345678910111213141516 117 18 19 20 21 22 23 24 25 26];

2. Para que o modelo possa ser calculado, cada linha da matriz deve corresponder a um
espectro. Para inverter a matriz, colocando-as desta forma digitar: cal=cal’;

3. Digitar cal=mncn{cal); para centrar os dados na média;

4. Para salvar apenas a matriz no formato padréo lido pelo MatLab, na pasta femp do seu HD,
podendo recuperé-la sem ter que comegar tudo novamente digite: save c:\temp\cal cal ou
save a:\cal cal , para saivar em disco.

5. Para gerar a matriz de previsdo (validagéo extemna) digitar exatamente, dando espago entre
0s nimeros:
pre=[27 28 29 30 31 32 33 34 35 36];

6. Digite pre=pre’;
pmmncn(pre,),
save c:\temp\pre pre
para inverter, centrar na média e salvar essa matriz.

7. Para preparar as matrizes de concentracgGes, utilizadas nos célculos digitar exatamente:
(matriz de concentragdes para o conjunto de calibrag&o)
tgcal= [0,0020040080100020402060208020040204040406041
0400602060606080602080408080810801041 ;0.6,1;1,1];

salve essa matriz|

(matriz de concentragdes para o conjunto de previséo)
tgpre=[0.6,0;0.2,0.2;1,0.2;0.8,0.4;0.4,0.6;1,0.6;0,0.8;0.6,0.8;0.2,1;0.8,1];

salve essa matriz!

8. Para calcular os modeios digitar: [p,q,w,t,u,b,ssqdif] = pls(cal,tgcal,3);

onde cal e tgcal séo as matrizes de calibragdio 3 é o numero de varidveis latentes que vocé
serd utilizado no célculo. A resposta mostrada na tela serda a variancia explicada com 3
variaveis latentes, nos blocos x e y. Construiremos modslos com 4, 5 e 6 Ivs, calculando o
%RMSE associado a cada caso, para selecionar o modelo mais adequado para as
determinagbes. O programa iréd calcular também diversos par&metros relacionados ao
modelo, que néo serdo utilizados nesse procedimento especifico. Para maiores informagdes
sobre esses parametros vocé pode digitar: help pls.

9. Para fazer determinagﬁes utilizando a matriz de calibragdo, avaliando o ajuste da calibragéo
e calcular o %RMSE digitar:
 [ypred,res,tsq]=modipred[cal,pls];
teclar “E” apés cada grafico, quando o prompt voltar para a tela do MatLab dngltar
s=(ypred-tgcal)."2);
sep=sqrt((sum(s))/26);
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rmsec=((sep/0.4769)"*100))

a resposta do programa serd o %RMSE calculado para aluminio e ferro, com 3 varidveis

latentes. Tome nota desses valores e repita o processo para a matriz de previsdo para avaiiar a
capacidade preditiva do modelo digitando:

[ypred,res.tsq]=modipred{- pre,pls];

teclar “E” apds cada gréfico, quando o prompt voltar para a tela do MatLab digitar:

s=(ypred-tgpre).*2);
sep=sqrt({sum(s))}/10);
rmsep=((sep/0.5600)*100))

10. Repita os passos 8 e 9, usando 4 e 5 variaveis latentes no lugar de 3, no comando do passo

1.

8. Tome nota de todos os valores de rmsec e rmsep calculados e construa um grafico em
fungdo do nimero de variaveis latentes no modelo. N&o encerre o MatLab! O nimero de
variaveis latentes apropriado é aquele em que os erros calculados s&o minimo e ocorre a
menor diferenca entre os valores obtidos para os conjuntos de calibragdo e de previséo.

Volte ao MatLab e digite: [p,q,w,t,u,b,ssqdif] = pls(cal,tgcal,lv); substituindo Iv pelo
numero de variaveis selecionadas. Digite: save c:\{dir]\pls para salvar o modelo no diretério
desejado no seu HD '

Previséo

. Clicar 2 vezes sobre o icone MatLab para carregar o programa.

Digitar load c:\temp\[nome_do_arquivo_].dat para carregar os arquivos contendo os

espectros das amostras para determinacg&o. Repetir este procedimento até que todos os
arquivos tenham sido carregados.

Digitar [nome_do_arquivo_] = [nome_do_arquivo_)(:,2); para cada arquivo camegado.
Montar e salvar uma matriz para os espectros das amostras, como por exemplo:
am=[am1am2am3J;
save c:\templam am
Digitar load c:\[dir]\pls para carregar o modelo
Para fazer a previs&o digite: [ypred,res,tsql=modipred[am,pis];

Para ver os resultados das determinagBes das amostras digite: ypred (a primeira coluna
corresponde ao aluminio e a segunda ao ferro).

Para. salvar as determinagdes num arquivo ASCII, que pode ser aberto numa planilha

eletrnica, por exemplo no Excel para outros célculos digite:
save c:\temp\[nome_do_arquivo].dat —ascil -double
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