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Toda a humanidade € um livro.

Quando um homem morre

© capitule nZoc ¢ arrancado do livro,

mas traduzide para uma lingua melhor.

E cada capitulo deve ser traduzido.

Deus emprega muitcs tradutores.

Alguns trechos s&o Lraduzidcs pela idade,
alguns pela doenca, alguné pela guerra,
alguns pela justica.

Mas a m3c de Deus reuniré

as folhas avulsas de nove numa biblioteca
onde cada livro deve ficar aberto

um para o oulro.

John Donne
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RESUMO

Foi desenvolvide um procedimento para a determinacZo
espectrofotométrica de molibdénic em plantas usando a técnica de
Analise em Fluxeo Continue Monossegmentado e a oxidacio catalitica de
I” por Hzoz em meio &cideo. O sinal analitico, diferenca entre a
absorbancia resultante da reacfo catalisada por Mo(VI) e a n3o
catalisada, foi otimizade usando procedimentos multivariade e
univariade. Em condic®es Stimas © sistema deve ser operado com ©OS
reagentes KI, HzSO4 = Hz't:)2 em concentracBes a 0,1528 M, 00,0668 M e
0,0041 M. respectivamente, com precisio de = O, 0008 M., Estes
reagentes foram bombeados com vaz@es de 1,2 ml minmi, enguanto que a
vazZo da amostra fol fixada em 4,7 ml minwi. o volume de amostragem
em 300 ul, o tempo de reacdco em 130 s, a temperatura do sistema em

@3 + 2°C e a frequéncia de injecdc em 72 h

Nestas condicles
foram estudadas as interferéncias de Fe(IID, TiIV), WD, CrivId,
V(Vy, gue também sZo catalisadores da reacdo. além de fosfato & da
forca iénica do meio. Cbservou-se gque apenas TilV) n3o interfere no
sistema., Em vista distc, optou-se por separar previamente o Mo(VD
usando-se a~benzoinoxima e extracfio com cloroférmico. A curva de
calibracio cbtida apds submeter os padrfes & extracio & linear até ?50
ng ml * e & descrita pela equacBo: AA = (0,014 CMD + 0,007. Foi
encontrado um limite de detecglio de 1,0 ng mi™' e um desvio padrio
relativo menor que 1,5% sobre toda a faixa de linearidade. A exatidio

do métode foi avaliada através de amostras de plantas fornecidas pelo

*International Plant-analytical Exchange™ (IPES (Wageningen



Agricultural University-The Netherlands). Por comparac¢fo direta,
todos os resultados encontrados na determinacio de Mo(VI) nestas

matrizes foram aceitos peleo critério de rejei¢io empregado pelo IPE.



ABSTRACT

A procedure has been developed for the spectrophotometric
determination of molybdenum in plants using the Continuous
Monosegmented Flow Analysis technique with catalytic oxidation of I

by HZOz in acid medium. The analytical signal, the difference between

the absorbance resulting from the Mo(VI) catalyzed reaction and the
non-catalyzed reaction, was optimized using multivariate and
univariate procedures. Under optimum conditiens, the system operates
with the reagents KI. Hz$04 and Hzoz in concentrations of 0.1528 M,
0.066% M and 0.0041 M, respectively, within a precision of 00,0008 M,
These reagents were pumped at 1.2 ml ininﬂl. The flow rate of the
sample was fixed at 4.7 ml min*, the sample volume at 300 ul, the
reaction time at 130 =, the system temperature at ( 252 Y*C and the
injesction 'frequency at 72 h™'. Under these conditions were studied
the interferences of Fe(III), Ti(IV), W(VI), CrvI), V(V), which are
alse catalizers for this reaction, as wel.‘tj as phosphate and the ionic
stregth. It was observed that only Ti(IV) does not interfere. It was
thus decided to incorporate a prior separation of Mo(VID from
interferring species by means of reaction with a~bpenzoinoxime and
extraction in to choroform. The calibration curve obtained after
submitting the standards to the extraction procedure is linear to

50 ng ml™* and is described by the equation: AA = 0.007 + 0.014 C_ .
o

The limit of detection found was 1.0 ng ml™ and the relative
standard deviation was less than 1.5% over the entire linear range.

The accuracy of the method was evaluated by means of plant samples



supplied by the "Iniarnatignal Plant-analytical Exchange” (IPEJ, from
the Wageningen Agricultural University, The Netherlands. By direct
comparison, all of the resﬁlts obtained for the determiation of
Mo(VI) in these samples vere acceptable by the recommended IPE

criteria.
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CAPITULO I

INTRODUC KO

A detarminacﬁm de molibdénic em plantas tem grande interesse
por se tratar de um nutriente ess:encial"z, gue desempenha
importantes fung¢@es biogquimicas na reducifo do nitrato, biossintese de
scidos nucleicos e proteinas e processos blogquinmices relaciconados com
fixac¥o do nitrogénico molecular por microorganismos livres e
bactérias em simbiocse com plantas leguminasasa.

Apesar de essencial, o© molibdénic ocorre em niveis muito
baixos, sendo gque plantas deficientes apresentam concentrag¢tes
geralmente abaixo de 0,1 ug g na matéria seca. Esses niveis de
occorréncia exigem métodos bastantes sensiveis para sua determinag¢io
analitica. Por esta raz3o, uma técnica bastante utilizada para essa
determinacZo tem side a concentrac3io em solventes organicos.

Os métodos atualmente mais utilizados empregando esta
técnica bagselam-se na determinacfo colorimétrica através da

»

complexaciio com tioaianata"’ o com ditiol$ e na determinagdo por
espectrofotometria de absorglo atdmica apds complexacdo com
tiocianato de aménic e extracdo em metilisobutilcetona7. Em todos os
casos, entretanto, a morosidade dos procedimentos € a necessidade de
grande quantidade de material vegetal impedem gue a maiqria dos
laboratérios pratiguem essa determinacio rotineiramente. A grande

quantidade de material traz problema também para a analise de plantas

de experimentos em vasos, quando © tamanho das amostras ¢ bastante



limitado.

Uma possibilidade que tem sido testada por alguns autores €
a determinacic de molibdénio através de seu efeito catalitico na
liberacio de iodo a partir de ions iodeto, pela dgua -
axigenadasqm através da reaclo 3 I + HO, *+ 2 H == I; + 2 HO.

A oxidac¥o do iodeto pelo peroxido de hidrogénic em meioc

14,12

dcido , gque segue a exXpressio cinética
d (I3 . o
2 = ¢X® +x {H DILHO MIL[I 1,
4t i 1 z z

& catalisada por certos metais no seu estado de oxidac¢Zo mais elevado
. . B-10,13-18

e & frequentemente usada para determinacioc de molibdénio .
Como os procedimentos manuais para determinac@es cinéticas
s%o  lentes e de diffecil controle, tem-se dade atengdEo para

desenvolvimento de procedimentos automaticosm. Para a determinacio

catalitica de molibdénioc tém sido investigado tanto métodes continuos

,120,15,16 17,418

segmentados como n¥o segmentados

Esses sistemas sHo
operados usande diferentes configuracBes e condiclies de operagdo,
geralmente estabelecidas pele usc de procedimento univariade de
otimizacio para estabelecer as condigles gue apresentam os melhores
resultados.

O uso de procédimentas multivariado de otimizacZo(xr sXo

zo . .
mais recomendados® , e, portanto, é desejavel avaliar o comportamento

da oxidacXo de I  por, Hzoz em meio &acide tanto catalisada por

(%) Procedimentos multivariade de otimizagdio sdo  apresen tados ne

Apéndice 1.



molibdénic como nZo catalisada usando esses procedimentos,
Com esse propésito, o uso de um sistema analitico automéatico
& essencial. Dentre as técnicas de analise em fluxe continuoc, a

! (MCFA, do inglés

Analise em Fluxe Continuoc Mcnossagmentadoz
“Monosegmented Continucus Flow Analysis") se apresenta como unma
conveniente alternativa. pois esta mantém as caracteristicas
importantes da Analise por Injec®c em Fluxo (FIA, do inglés “Flow
Injection Analysis®) c<como simplicidade, reprodutibilidade e ainda
reduz a dispers¥o longitudinal das reac@es de desenvolvimento lento.

Usande ent¥c a configuragfio MOFA e a oxidagdc de I por Hzoz
estudou-se, com auxilio de procedimentos multivariado (e univariado
gquande mails conveniente), o©s parametros caracteristicos mals
adegquados para a obtenc¥o da maior diférenca de velocidade entre a
reacio catalisada pelo melibdénioc e a n3c catalisada com a finalidade
de se conseguir a maior sensibilidade possivel para gue © meét.odo

resultante seja apliciavel em determinacio de melibdénio nas analises

de plantas.



CAPITULO II

REVISXZO BIBLIOGRAFICA

If.1. MOLIBDENIC NA AGRICULTURA

H& certeos elementios minerais que, embora essenciais ao
desenvcoclvimento e producfo normais das plantas, s3o necessarios em
gquantidades t¥o diminutas que foram denominados de elementos mencres,
micronutrientes ou oligoelementos (do grego coliges, poucol. ©s qualis
sXe ronsiderados biocatalisadores responsavels pela sintese das
substéncias vegetaiszz. ¢ molibdénico se enguadra na categoria dos
micronutrientes, mas esta denominac¥o refere-se & guantidade
utilizada pelas plantas e n3io a importancia desses elementos na
nutricfo vegetal.

Foi em 1830 gue o© pesquisaidcar alemfic Bortels descobriu a
relacic do molibdénic com os seres vivos e realizou oS Seus primeiros
trabalhos com os microorganismos Azojobacter croococcum e Clostiridiun

2.3,23 ,
. Mais

pasteurianum, agentes fixadores do nitrogénio atmosférico
tarde, verificou~se gue o molibdénio era também essencial as plantas
superiores,.

O molibdénic participa ativamente como integrante de enzimas

envelvidas em reactes bilogquimicas necessarias aoc metabolismo das

plantas. Sua disponibilidade no solo depende de diversos fatores,

sendo gue o tipe de rocha matriz e o estagic de intemperizacio

influenciam marcadamente sua concentrac3o na solugdo do solo.



0 Molibdénio no Solo e nas Plantas

Os teores de molibdénic na litosfera situam-se ao redor de
2 ug-g. enguanto gque nos solos o molibdénic total encontra-se na
faixa de 0,8 a 8 ug-g, onde ocorre em formas dis=zolvidas na solugdo
do sole, adsorvido na fragfo coleidal, retido na rede cristalina de
minerais e gquelado na matéria organicaz". Conseguentemente a sua

disponibilidade n%o esta diretamente relacionada com seu conteudo

total, sendo considerados normails valores médios em torno de
o,2 ;..:g/gm. No Brasil, ainda existe wuma grande caréncia de
informaces guanto &4 disponibilidade de molibdénio existente nos
solos das diferentes regies do pais, mas informacfes recolhidas por
Lopeszﬁ situam a maior parte da disponibilidade de molibdénio entre
0,01 a 0,16 ugrg.

O molibdénic existente na solugXo do solo encontra-se
predominantemente na forma n3o dissociada de acido molibdico CHZMOO“)
em condicSes de pH abaixo de 2. Com ¢ aumento do pH, a dissociacioc dow
dcido moelibdico gera o ion HNOO: e posteriormente o ion Mcoi“ o c;fuéxl
torna-se predominante em solos de pH neutro a alcalino”

O melibdate lembra mais © comportamento dos fosfatos e
sulfatoes (macronutrientes) do gque os outroes micronutrientes.
Normalmente, as concentrac@es de molibdénic no tecido das plantas
decrescem na medida gque aumenta as concentragBes de sulfate no
5010239 pois ocorre uma competigdo direta entre os fons sulfatos e

molibdatos por sitios de absor¢do na raiz, devido aos seus tamanhos

semelhantes. Portante deve haver um equilibric destes para a
disponibilidade de molibdénio.

0O tipo de material originario do zole também pode afetar a



concentracio de molibdénic na solugi¥oc do solo. O molibdénio ocorre
normalmente em feldspatos e minerais ferro-magnesianos como a bioctita

23,29
. As rochas sedimentares, por serem formadas apds a

e a olivina
intemperizac%oc e transporte do material originéario, retém uma peguena
fracXe de molibdénic originalmente existente na rocha matriz>t. ©
molibdénic ¢ facilmente liberado dos minerais primarios pela
intemperizacio e, comparade com o©s outros micronutrientes, ele
permanece relativamente mével como molibdatos potencialmente
soltveis. Entretanto, estes molibdatos sZo adsorvidos nas superficies
de minerais priméries e da fragZo coleidal, fazendo com que 2a
disponibilidade do molibdénic no solo se ja dependente do pH.

Qutro fator importante na disponibilidade de molibdénic € a
textura do solo, sendo possivel esperar-se deficiéncias em solos
arenosos, mesmo que © pH seja elevado C. A umidade do solo também &
um fator impertante gue afeta a disponibilidade de molibdénio. Com
tantos fatores afetando a disponibilidade de molibdénic no sclo e sua
absorcfo pelas plantas, associadas com‘as peguenas concentracdes
normalmente existentes no sclo & de se e’sperar uma baixa eficiéncia
dos extratores gquimicos como indicadores das quantidades que s3o’
efetivamente extraidas pelas plantas. Apesar de todas as tentativas
de encontrar um método sensivel e pratico para a determinacio de
molibdénio di':«sponivel no solom, a andlise de tecido vegetal € a que
tem sido caracterizada come melhor indicadora da disponibilidade de

molibdénio as plantaszd.

Concentractes de molibdénic em torno deé 1 ugrsg no tecido
vegetal tém sido apresentadas como adequadas para a maioria das

plantas cultivadas®®. © suprimento & feito predomihantemente na forma



de molibdato, prese.nte na soluclo do solo, via fluxo de massaz". A
forma pela qual o molibdénioc ¢ translocado das raizes para as partes
jovens das plantas ainda nZo é bem caracterizadeo, mas Tifrin®® propdés
que o molibdénic seria transportade no wilema como ion molibdato ou
complexade c¢om compostos organicos, possivelmente aminoacidos
sulfurados, acUcares ou outros compostos polihidroxilados. Devido a

sua grande mobilidade, a deficiéncia de molibdénio manifesta-se

inicialmente nas folhas mais velhas ou nas intermediirias, pois em
condic®es de deficiéncia na solucfo do solo ele pode ser translocado
das partes mais velhas para as mais novas da plantam.

A participacfc do molibdénic como cofator das enzimas
nitrogenase, redutase do nitrate e oxidase do sulfeto, esta
relacionada com © transporte de elétrons durante as reacfes
micguimicas. A nitrogenase ¢ uma enzima adaptativa, presente enm
microorganismos procariontes capazes de fixar o© nitrogénic. Essa
enzima ¢ formada por dois componentes distintos que se combinam para
reduzir o nitrogénioc a amdnia. RelacBes adegquadas entre os dois
componentes e entre molibdénic e ferro na molécula,. s3o necessérias
para gue haja um perfeito funcicnamento da enzima, além de outros

2 Assim, a deficiéncia de

fatores que influenciam sua atividadez
molibdénio ira ocasionar uma diminuic¥o na sintese da enzima, que se
refletirid em sua menor atividade e, consequentemente, numa reduclfic da

fixacio biolédgica do nitrogénio,

A reducZo do nitrate a nitrito ¢ catalisada pela enzima

adaptativa redutaze do nitrato que requer a presenca de flavina e
molibdénio durante a r&aczczg. Em condicBes de deficiéncia de

molibdénio, além da diminuic3Zoc de atividade da redutase do nitrato,



verifica-se diminuiciZc na atividade de outras enzimas, tais como
catalase, aldolase e alaninaaminotransferase, bem como aumento de
atividade de peroxidase, f~glycerofosfatase e ribonuclease. Estas
alteracBSes podem resultar em modificac@es no conteudo de nitrogénio
organico e de outros compestos como acides malico e citrico,
clorofila, wvitamina C e acﬁcar9324

A adic¥o de molibdénico resultard em maior siﬁtege da
redutase do nitrato e, consequentemente, em maior atividade redutora
principalmente na presenca de altas concentractes de nitrato., Nestas
condic@es, ocorrera um aumento na sintese de aminocéacidos, devido ao
aumento das reacSes de aminac¢fo entre o aménio formado pela reducio
assimilativa do nitrato e nitrito e os &acidos organicos provenientes

da f‘atossintasezg.

Em geral, os solos apresentam niveis de molibdénio '
suficientes para o desenvolvimento do vegetal. Em condicBes especials
poedem ocorrer deficiénecias que se caracterizam por clorose
generalizada, principalmente em plantas leguminosas, que lembra os
sintomas caracteristicos de deficiéncia de nitrogénio.

Os sintomas de deficiéncias de molibdénio estio intimamente
associados com © metabolismo do nitrogénic, © gque resultara em
fixac¥o deficiente de nitrogénic. Peorém, na maioria dos solos, as
necessidades das plantas podem ser supridas pelas reservas do solo ou
de semente. Em condicgBes de lavoura, raramente tém sido apresentados

problemas de toxidez de molibdénic, a nZo ser em casos de erros na

aplicacZo que resultam em altas concentrac®es de molibdénio em Areas
localizadaszg.

Antes que ocorram sintomas de toxidez de molibdénico nas



0

‘plantas, ocorrerfo sérios distdrbios nutricionais em animais,
principalmente nos ruminantes, devido a uma metabolizacio deficiente
do cobre que resultard na mclibdenosez"'

Em casos de deficiéncia, ¢ preferivel adicionar pequenas
quantidades de molibdénic do que elevar o© pH do sclo para aumentar a
sua disponibilidade natural. Varlaglies na capacidade de absorgfo,
{,ranslaca¢ﬁo, actumule no tecideo e utilizacZo sXo caracteristicas das
espécies cultivadas quante As suas necessidades em molibdénio, isto
&, a potencialidade genética pode ser marcadamente alterada, guando a
espécie & submetida a diferentes condicles ambientaiszg
Consequentemente, a determinac¢fo de molibdénic é fundamental para um
controle que permita um desenvolvimento sadic da planta, uma vez que
aplicac®es de molibdénio tém proporcionado acréscimos no teor de

prﬂteinaz'ﬂ e & evidenciado na cultura de scjaaa.

II.2. METODOS DE DETERMINACAO DE MOLIBDENIO

Nota-se na literatura gque o molibdénio vem sendo determinado
em diversas matrizes, inclusive tecidos vegelais, por diferentes
métodos, sejam eles manuals ou automatizados. Destacaremos a seguir
alguns trabalhos que utilizam métodos espectrofotométricos para a

determinacio de molibdénio.

11.2.4. Métodos Manuais
O= métodos manuals usualmente recomendados utilizam-se da

téonica de extracio por solventes seguldo de determinacio



10

espectrofotométrica. espectrometria de chama ou o© uso do forno de
grafite. Métodos com determinacfio em ICP-AES e método catalitico

também tém sido utilizados para a determinag¢fco de molibdénio.

Método do Ditiol
A determinacfc se baseia na formag¢ic do complexo colorido

pela rea¢¥o do molibdénic com 4-metil-l,2-dimercaptobenzeno (ditiold.

O diticolato de molibdénio [(C:H3.C$H3. Sz>aM°] ¢ extraidc em acetato de
butila e a absorbancia do complexo, a 680 nm, ¢ usada para
determinacio quantitativa do molibdénic™®.

0 método do diticl para determinag¢io de molibdénio em
digeridos vegetais foi investigado com respeito A constituicfo do
complexo formado, concentracgio de reagehtes, velocidade de reacdo e
estabilidade do campi@xom. Qutros extratores, além do acetato de
butila, foram propostos; tais como tetracloreto de carbonos, sendo
este mai:sb eficiente do que benzeno ou cloroférmioaﬁ, e acetato de
iscamila®. O limite de detecc3o para © método ¢ muito varidvel e &

citado de 0,08 mgsl no trabalho de Quin e Brooks®’ a 10 Hgsl no

trabalho de Chan e Riley .

Método do Tiocianato

O molibdénioc ¢ complexado com ticcianato de amdnioc em meio
4dcido e © complexo CM@(SCN)sl & extraido em metiliscobutilcetona,.
Separa-se as fases aquosa e orginica e nesta ultima determina-se a
absorbancia a 470 nm%. Neste método a presenca de fons férrico afeta
fortemente os resultados, entfo, clorete e:ata.noscs & recomendado para

reduzir oz fons férricos impedindo a formagdo do complexo ticcianato
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rérrico®®, gue & igulalme-nta soldvel no solvente extrator,

Os efeltos de varios acidos e das concentrag@es de reagentes
foram estudados por Lounama*, Também foi estudade o efeito da
substituicio de metilisobutilcetona pela mistura dos solventes alcool
butilice e tetracloreto de carbono® ou 4lcool iscamilico e
tetraclorete de carbono® na etapa de extrac3o. Este dltimo sistema

apresenta uma linearidade na faixa de 0,10 a 10,0 mg-l de molibdénio.

Método Absorcso Atdmica e ICP-AES

0 use de absor¢Xoe atdmica, em chama de NZO*acetileno, para a
determinacio de molibdénio tem sido empregado e, usando a linha de
ressonéncia de 313,28 nm, um limite de detec¢fo em torno de 10 ug-sl &
observade®. © usc de abscorcfe atdmica com chama ¢ de pouco
interesse, pols apresenta a sensibilidade analitica relativamente
baixa**, requerendo procedimentos de concentracfio do molibdénio.
Determinacfo de baixas concentraces de molibdénico foram obtidas com
o uso de absorcgio atdémica com forno de graf‘ite“’w. mas o©
procedimento  descrito por Neuman e MUHShOVE’I‘m para digeridos
vegetais apresenta um desvio padr3o relativo de 10 % para um nivel
de 0,80 mg-sl de molibdénio,

A espectrofotometria de emissfo atdmica com plasma induzido
em argéonio (ICP-AES) também ja foi utilizado para a determinag¢3oc de

46,47

molibdénio em digeridos vegetalis Lyons e Roofayel‘ﬁ propuseram

uma extrac¥o seletiva do meolibdénic com 8-hidroxiguinolina antes da

47
‘sua determinac3o, enquanto que Spiers et alli apresentam uma
anadlise multielementar por ICP-AES de tecidos vegetais sem exirac¢do

seletiva. © limite de deteccZo para o molibdénioc nos deols trabalhos
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citados anteriormente & 0,09 mg-sl e 0,10 mg~l, respectivamente.

Método Catalitico

A dependéncia da velocidade de reacgfio com a quantidade de
substaAncia caracteriza o método cinético, que pode ser didaticamente
dividido em métode cinético, catalitico, enzimatico e velocidade de
feacgm diferencial“. Destacaremos o método catalitico no gqual
busca-se a determinac®oe do catalisador ou ativador~inibidor.

A velocidade de uma reac¢lo: A + B === X + Y, pode ser
alterada na presenca de um catalisador. A catalise homogénea, onde
reagentes, produtos e catalisador se encontram na mesma fase, € a
mais freguentemente usada em métodos cinéticos de analise’.

Para medir a velocidade da reac¥o catalitica ¢ necessario
que ela exceda, pelo mencs, a 10% a velocidade da reacio n3oc
cataliﬁadaq’g, de modo que Ve ~» V = Ke G ~ K = 0,1, ou
Cotmimimoy = 0,1 K ~ Ke (onde Ve = velocidade da reacgdo catalisada;m
Vv = velocidade da reac3o n3o catalisada; Ke¢ = constante de velocidada
da reac¥o catalisada; K = constante de velocidade da reacZoc nZo
catalisada e Ce = concentraclc do catalisador). Portanto, 2a
concentrac¥o minima de material que pode ser determinada por método
catalitico depende da razZo das respectivas constantes de velocidade,

Os métodos gque podem ser usados na determinacio da

concentracio das substancias em $olucﬁom sEo;

a)Método das tangentes - a concentracgifo & determinada a

partir da inclinac¥e da curva obtida pela variacio do tempo contra
uma func¥o da concentracio da substancia indicadora,

pIMétodoe do tempoe fixo ~ a determinagio da concentragio &
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feita a partir de dados sobre a extensZo da reac3o, apds intervales
de tempos medidos, regularmente, e,

cIMétode da concentracie  fixa - a determinaciic da
concentracic ¢ obtida a partir de dados sobre o tempo requerido para
atingir determinado ponto da reacio.

A primeira determinac3o espectrofotométrica de melibdénio
empregando um método catalitico foi apresentada por Yatsimirsky e
Afanaseva“. O método proposto fol desenvelvido baseado no fato de
que molibdénio catalisa a oxida¢¥o do iodeto pelo perdxido de
hidrogénio em melioc &cido. Soluc®es de iodeto de potassio, Acido
sulfuriceo e amido foram colocados em frascos aos quals foram
adicionados perdéxide de hidrogénio, mollibdénio e por fim elevado a
volume adequado. Apds 3 minutos foram anotadas as absorbancias a 553
nm, com intervalos de 1 minute. O limite de detecgfo do método fol de
0,10 mg-l e precis3o de aproximadamente 10 %.

évehla & Er'de-ymo recorrendo ac Efeito Landolt™®, ‘propuseram
um procedimento alternative para a determinag®o catalitica de
molibdénio usando a reagioc entre peréxidn!:a de hidrogénico e jcdeto. ©
tempo de reag¢fic fol medido na presenga ¢ na auséncia de molibdénioc e
a razXo entre eles apresentou um aumento linear com a concentragio de
molibdénio. Foram descritos procedimentos para determinacio de
0,1-1,0 pgsml e 10-100 ug-ml de molibdénic com um erro relativo de

aproximadamente 10X,

I1.2.2. Métodos em Fluxo Continuo

Os métodos de analise em fluxo continuo sZo processos
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analiticos nos quaié a concentrac¥o da espécie de interesse ¢ medida
sem interromper o fluxo carregador, As amostras s3o introduzidas de
maneira sucessiva e a intervalos regulares de tempoe em um tubo
condutor onde se encontra o reagente. Os reagentes também podem ser
introduzidas posteriormente através de tubos condutores auxiliares,
que confluem com © principal. O fluxo principal contendo a mistura

resultante passa por um sistema de detecgao monitorado continuamente.

Cada amostra da origem a um sinal transitérico em forma de pico e, em
geral, a altura méaxima €& relacionada com a concentracifo em cada
amostra® o,

Foei em 1957 gue Skegg$356 intreduziu a Analise em Fluxo
Continuc Segmentado (SCFA, do inglés "Segmented Continucus Flow
Analysis™) a qual foi aplicada na determinacic de uréia e
glicose no sangue. © desenvolvimento posterior do egquipamento
utilizade por ele e seus colaboradores resultou no sistema ‘“Auto
Analyzer". Neste sistema, a amostra move-se impulsionada por uma
bomba peristéltica através de condutos tubﬁiares a uma cela de
deteccio. A amostra ¢ introduzida no sistema que esta segmentado com
bolhas de ar (Figura II.1), para limitar a dispersdo longitudinal da

%4,5%,57
e evitar a intercontaminacic entre as sucessivas

amostra
amestras que passam pelo mesmo caminho, separadas por um fluido de
limpeza. Durante o© trajeto da amostra, diversas operages e

tratamentos comeo dialise, adicilo de reagentes, deatilacéﬁ;' e e'xtrat;zo

por solventes podem ser executadas. Como pode ser observado na Figura

11.1, o sistema SCFA trabalha em condic3c dita "de estado
estacionaric™ na gqual © sinal atinge uma situacio invariivel durante

um certo intervalo de tempo (patamar‘)“.

b
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Figura II.1 Diagrama do sistema de Anilise enm Fluxo Con=-

t fnuo Segmentado e o sinal analitico tipico
obtido -pela técnica®'.
B, bomba peristaltica; R, reator e D, detec—

tor.

A andlise em fluxo continuo nIo-segmentado, conhecida como
Anélise por Inje¢Zoc em Fluxo (FIA), pode ser resumida comoe sendo um
processo onde a amostra € introduzida em um fluide carregador nZoe
segmentado, que pode ser constitulido de um reagente ou de um liquidcﬂ
inerte, o gual transporta até¢ o detector. A Figura I1.2 apresenta uma
configuracio FIA, denominada linha dnica, € o© sinal analitico
caracteristico. No sistema FIA, durante o trajetc da amostra, desde a
injec¥o até a detecc¥o, esta se dispersa no fluido carregador de
forma multo mais acentuada do gque nos sistemas multi-segmentados
comprometendo, desta forma, a sensibilidade e a frequéncia de inje¢3o
para processos que exigem tempos de residéncia longos,

A dispersio & u;n-fa"tcir"d& grande 'importaneia na técnica FIA
podendo ser afetada por diversos fatores. Quante maior o volume
injetado da amostra observa-se um malor cceficiente de dispersio e,

portante uma menor sensibilidade. O aumento da vazio do fluldo
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carregador, assim como ¢ aumento do caminho da amostra até o detector

s¥o fatores que promovem um acréscimo do coeficiente de dispers3o.

4 3~ 30s 9

AMGUTRA

REAGENTE * o ?_\ 1
B

Figura I1.2 Diagrama do sistema de fluxc continuc nio-seg

mentado em linha ‘mica e o0 sinal tipico obti-
do com o uso desta técnica® " .

B, bomba peristaltica; R, reator e D, detector.

As reac®es gue apresentam uma cinética lenta, necegsitam.
evidentemente, de um percuso maior da amostira, © que provocaré uma
queda na sensibilidade das medidas. A técnica FIA apresenta..
portanto, dificuldades em conciliar freqﬁéncia de injecfc, tempo de
residénecia e sensibilidade guandce uma re.lac’a’o de cinética lenta deve
ser empregada em um processo analitico.

Em 1984, Fasquinim introduziu a técnica de Anidlise em Fluxo
Continuce Monossegmentado (MCFA), que pode ser avaliada como uma
variac¥o do sistema de anaAlise em fluxo continuc gue utiliza as boas
caracteristicas do sistema de fluxo continuce nZo-segmentado, FIA,
como simplicidade, reprodutibilidade, versatilidade e alta frequéncia
de injec¢io de amostra, associados a baixos valores de dispersZo, que
caracterizam os sistemas de fluxo continuo segmentado (SCFA). Isto

faz com gue a técnica MCFA seja, potencialmente, ttil em
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determinac®es que empregam reac¢dBes cineticamente lentas.
No sistema MCFA, a amostra, juntamente com os reagentes, &
introduzida em um fluido carregador, separada por duas bolhas de ar

(Figura II. 3.

o> (A
(;X .iil: {;} K:ju {j) (8

CI T e

Figura I1.3 Microestrutura da zona da amostra-°C.

A, para o sistema n§o4segmentado. B, para o
sistema segmentado. €, para o© sistema monos
segmentado. As regiies sombreadas indicam a

ccupagio pela amostra.

A existéncia das duas bolhas deiar faz com gue a dispersio
seja minima durante o transporte da mistura reagente atraves de uma
bobina de reacgio, mesmoc gque o tempo necessario para a inaucéo da
reacio seja longo.

?revigment@ 4 detecgio, os segment¢$_de ar s¥o removidos e ©
fluxo resultante, agora continuo, ¢ imediatamente transportade para

uma cela de detecc¥o, onde sZo feitas as leituras e o registro de
sinais. Os sinais analiticos observados s3o picos semelhantes aos

obtidos em FIA, conforme mostra a Figura II. 4.

A eficléncia do sistema MCFA fol avaliada com determinaciZo
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espectrofotométrica de crome VI), amdnia e f‘osfatoz obtendo um

limite de deteccZo igual a %, 20 e 3 ngs/ml, respectivamente, com uma
freguéncia de injecfo de 120 h™! e o tempo de residéncia podendo

variar de 30 s a B min com coeficiente de dispers¥c ainda aceitavel.

sof

&0}

TRANSMITANCIA, */%s

1o o

Figura II.4 Curva de calibracfo obtida quando se utiliza
de MCFA na determinac3 de cromo (YI), segun-~

do Pasquini®®.

O uso do MCFA para determinac®o de boro também fol avaliado
= .
por Pasquini® , e, posteriormente, a técnica fol aplicada para
TP, 60

determina¢io de boro em plantas , e a eficiéncia da técnica pode

ser comparada na Tabela 1r.1°%



is

Tabela II.1 Alguns parametros de comparagio de métodos para a

determinacdo de borosg.
Métodos
Manual SCFA

Parametro CXAC*> (Aute Analyzer) FIA MCFA
Sensibilidade o.20 0,10 0,08 0,28
(Uh pg ml~ YD
Velocidade de 70 dia * 30 h™! 80 h™' 120 K™t
determinacio
Tempo de i800 480 40 280
reacio (s)
Precis¥o - 1 % 1% 1 %
% TAC - Instituto Agrondmiceo de Campinas

Come pode =ser observado na tabela acima., o© sistema MCFA
apresentou resultados satisfatérios demonstrando que o sistema tem um
melhor desempenho gue os demals. A sensibilidade ocbtida com o método
MCFA & a maior dentre os métodos de fluxoe . sSem prejuizo né
velocidade de determinagdo.

Métodos de analise em fluxo continuo segmentado e
nZFo-segmentado  ja foram empregados para determinacio
@ﬁpectrofotométrica de molibdénic. A seguir destacaremos alguns
trabalhos gue utilizam reagfes cataliticas.

Usando o sistema "Auto Analyzer™ da Technicon e amostras
geoldgicas e bi::»légica.s(, F‘ugeg propoes um método catalitico para
determinacio de molibdénio com a ag¥o cataliltica dos ions molibdatos
na reacio ;ﬁtré ﬁéréxidc: de -higfogénio e lodeto de potassio, a
383 nm. O sistema permitiu determinac¥o de molibdénic na faixa de 0,28

a 280 pgsl com uma frequéncia de injecHEo de 10 h™. © efeito da
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presenca dos ifons Fe(D, Fe(III), Cr(VI), VW(V) e WHVD fol estudado,
A malor interferéncia ol causada por Fe{iII) e VYV)., Na determinac3o
de 10 ug-sl de molibdénio, o método tolerou fosfato (10 mg), flucreto
(10 mg), berato (10 mgd e brometo (100 mg) em um- litro de solugdo. O
efeite da concentracgfo idnica das amostras fol observado na
inclinac3o da curva. |

Bradfield e Stickland®® otimizaram um sistema, semelhante ao
prolposto por F‘ugeg, para determinac¥oe de molibdénio pelo método
catalitico. Devido a interferéncia da alta concentragfo iénica, foi
porposto uma extrac¥c preliminar com a-benzoinoxima e cloroférmic. A
interferéncia de ferro ((III) foi eliminada com a wutilizag¢¥o de
soluclEe de flucfei,o de amdnio. O l‘imite de detecgio fol de
0,003 ug-ml (usando 2 g de amostra paraium volume final de 20 ml) a
uma frequéncia de injecZo de 40 h™.

Ainda usando um sistema da Technicon, Quin e Woods'®
prapusaraxﬁ modificacBes no método preoposto por Bradfield e
Stickland®™ como a redugfio do tempo de‘ reacBo e a adicio de Hzoz
antes de I para prevenir qualguer reduc‘ﬁo do ferro (QII} anterior &
complexac¥o com fluoreto e minimizar o efeito do fosfate, O efeito da
concentrac¥e idnica foi também estudado, resultande na sugest3o de
adic¥o de quantidades apropriadas de ifons as solugles padrZ3io para
amostras com altas concentracBes idnicas. O limite de detecgdo do
método fol de 0,01 ugrsg de molibdénic em plantas com uma frequéncia

de injecio de 35 ht,

O sistema “Auto Analyzer"™ da Technicon com modificacfes no
seu sistema de eliminacfo de bolhas para aumentar a sensibilidade,

foi empregadoe por Eivazi et a114*® para determinac¢io de molibdénio em



21

tabaco e soja, o qual apresentou um limite de detecgdo inferior a 0,1
mg-l e frequéncia de injec3oc de 30 h™. A interferéncia de Fe(IlD,
TiCIVY, WV), WD & Cr(VI)> foi atenuada pela complexac¢io com
fluoreto. Os efeltos interferentes do fosfatco e da concentrac3o
iénica.fcbam eliminados com o mesmo recurso usado por Quin e woods'®,

As condicBes da oxidacZo de 1 por Hzoz’ catalisada e nZHo
'.;:atalisada por  molibdénio, foram estudadas por Zhao-lLun e
Shu—l..uni?num sistema de analise em fluxo continuo n3o-segmentado
para a determinac®o de mclibdénic em Aguas naturais. O comportamento
dos interferentes e da concentragfo idnica feoram verificados. A
interferéncia de tungsténico foi minimizada pela adicdo de EDTA na
solucio de lodeto de potéassico, mas com perda de sensibilidade em
cerca de 30 %. A interferéncia de ferro(IID) foi eliminada ajustando
© pH da amostra para B8 antes da sua introdugdo no sistema.
Verificaram que a concentragfo iénica, estudada com a injecdo de
solucko de cloreto de sédic a 3 %, causou uma depressdc em torno déh
4% no sinal. A precisfo do método foi de 0,83 % para S0 ug~l e de
1,8% para 13 ugsl de molibdénio, e o limite de deteccZo encontrado
foi 0.7 pg~sl, associade com uma linearidade na faixa de 1-1000 ug-l
de molibdénbio. O método fol operado com uma frequéncia de injecic de
=To N N

O efeito catalitico do melibdénic na oxidacfio de iodeto por
peréxide de hidrogénic também fol utilizada por Pessenda® e Pessenda

et alli'® para a determinacfo espectrofotométrica de molibdénio em

plantas por analise em fluxo continuo n3o-segmentado., Uma coluna de
resina de troca idnica foel empregada  para remover os lons

interferentes. Segundo os autores, o emprego da resina de troca
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idnica eliminou.' a interferéncia de ferro(Ill) e, em associacio com
cloreto de amdnio comé ‘carregador da amostira, eliminou a
interferéncia da concentracfo idnica das amostras. As interferéncias
de cromo, titanie, tungsténic e wvaniddico n3c foram observadas,
enquanto gue a interferéncia de fosfatoe fol eliminada adicionando-se
o perdxido de hidrogénic em meio cloridfico antes do icdeto de
potassio, Com uma freguéncia de inje¢dc de 40 h-l, o método
apresentou uma faixa de linearidade de 1 a2 40 ug Morsl e os aulores
sugerem ainda que concentragc@es inferiores a 1 ugsl de Mo podem ser

determinadas com aumento do volume de amostragem.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL

Og experimentos foram conduzidos usando a configurac¢fc do

sistema de Analise em Fluxo Continuo Monossegmentado (MCFA),

representada na Figura III.1, usando Agua como carregador,

]
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Figura III.1 Configurac#io do sistema MCFA usado na determinacio
espectrofotométrica de molibdénio através da oxida
cio catalitica de iodeto pelo perédxido de hidrogé-
nio em meio &cido. B, bomba peristaltica; M, cama-
ra de mistura; I. injetor; Li e Lz, algca para in-
troducio de bolhas de ar; Ls, alga delamostragem;
TB, banho termostaticeo; DG, bobina de reagio; P,
cela de permeacdo; S0, detector; R, registrador;

W e V, descarte e vacuco,respectivamente,
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Nesta configurac¢io as solucBes dos r‘eagéntes. ‘da amostra
{(padric ou aAgua) e carregador a¥%o simultaneamente impulsicnadas por
uma bomba peristaltica Gilsen Miniplus-2 operando com cabos de
propulsiZc de Tygen (Technicon), para uma camara de mistura M,
indicada na Figura III.1 e detalhada na Figura III.2). O uso das
quatroe linhas independentes dos reagentes foi adotada por

conveniéncia, uma vez que facilita as mudangas de concentrac@es

requeridas pelo estudo multivariado empregade na otimizacio das

concentracBes dos reagentes,

PARA Ls

P
:
PN

e &

W‘F

-ﬂ‘-—mli\)

- 18}

Figura III.2 Camara de mistura.
A, corte transversal e B, vista superior.
Volume internoc liquidec & de 220 ul.

(0O desenho nZo esta em escalad.

Come todas as combinac®es binarias de ordem de adigdo

simultanea dos reagentes mostraram n3o afetar a velocidade da reagfo



a8

catalisada por 1*45:'::»(\!3{)6'2sv optamos pela mistura simultinea de todos os
reagentes numa c¢amara de mistura baseada .numa similar usada na
determinacZc de boro em plantaﬁﬁo. gque foi construida em acrilico e &
composta de duas partes gue s3o fixadas entre si com cola de
silicone. A parte inferior possui quatro entradas para o©S fluidos
confluentes e a parte superior uma safda para © injetor. No seu
interior foi colocadeo uma barra magnética de agitagfio revestida com
teflen, resultando em um volume interno liquido de 220 ul.

Aliquotas da reac¥o resultante foram inseridas entre dJduas
bolhas de ar de aproximadamente S0 wpl (medidos com Aaguad), e
conduzidas A linha de carregador. O sistema AFCM foli operado com o
tempo de reacfc medidos a partir da saida da camara de mistura.

0 injetor de acrilico tipo propor'ciona].&s (I, indicado na
Figura III.1> comumente utilizado em analises por injeg¢ic em [{luxo

21,60 e illustrado

(FIA), com um arranjo apropriado para o sistema MCFA
na Figura III.3, foi operado por meic de dois solendides (Solemar).
O solendides foram controlados por um contad'or de tempo sequéﬁcial
programade em tempos fixos para carregar e descarregar a alca de
amostragem, definindo assim a fregquéncia de injecdo.

Tubos de polietileno (d.4i. = 0,8 mm) foram usados para a
alca de amostragem e linhas de transmiss3do, enquanto que. tubo de
teflon (d.i. = 2,0 mm), num suporte cilindrico de 10 cm de diﬁmetré,
foi empregado como bobina de reagZo. A temperatura da bobina de
reacio foi mantida, de acérdo com a necessidade, com um banho
termostatico acoplado a um controlador de temperatura Robertshaw D50

TR e as partes restantes do sistema MCFA permaneceram a temperatura

ambiente (&2 * 2°C., mantida por aparelhos de ar condicionado.
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Figura II1.3 Injetor tipo proporcional para introdugdo
da amostra monossegmntadaz’z
Li e Lz, segmentos gque definem o volume
das bolhas de ar; Ls, segmento que define

o volume da amostra.

Antes da detecgHo do sinal anallitico, as bolhas de ar szoﬁ
removidas por uma cela de permeac¢ic (F, indicada na Figura III.-J. e
esquematizada na Figura III1.4). Uma membrana de teflon comercial
(fita vedarosca, marca Incofleon) de aproximadamente €8 um de
espessura fol utilizada para a permeacfo das bolhas de ar. Esta cela
fol confeccionada de actrdo com a descricfo de Pasqguini e Oliveiram.
porém na forma mals compacta, comoe a proposta por Ferreira®® e

acatando suas recomendaces operacionais de substitui¢fo da membrana
a cada B horas de t,rabahllho.

As medidas de absor¢¥o foram realizadas em  um
Espectrofotdmetro Zelss PME2A de feixe simples operande a 380 nm, com

uma cela de fluxe construida com quartzo, de 80 ul. O3 sinals
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analiticos observados foram registrados em transmitancia e,

posteriormente, calculado o seu valor correspondente em absorbancia.

ENTRADA SALDA

}

MEMBRANA

A} ot P T VA T 002

\ SUPORTE
DA

MEMERANA

VACUQ

t8) | CHM——

Fifura II1.4 Cela de permeacdo.
A, corte transversal e B, vista superior,
Ranhura 2 ¢m X 2 mm x 0,2 mm e voclume de
8 pl. Externc 30 x 18 X i6 mm.

(Desenho n¥oc esta em escalad.

Um contadoer numériceo digital, construidc usando o mostrador
e o circuito légico de uma calculadora de bolso®®, foi acoplado aoc
injetor com a finalidade de fornecer, em qualquer tempo, © numero da
amostra e o nGmero de injecBes realizadas.

Devido & diferenca de compressibilidade entre liquidos e
gases, & necessario que o procedimento de determinacio tenha iniéics
somente apds o© preenchimento' total da bobina de reacgfo com o fluido

. o .
segmentado conforme descriteo por Ferrelras . Além disso, deve-se
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também esperar que: toda a linha de transmiss3c utilizada para o
t.ransporte do descarte esteja totalmente preenchida pelo fluido. Isto
¢ realizado com a utilizaglo de Agua nas linhas de transmissic do
sistema em substituicio aos reagentes,

Neste trabalho, todas as soluces utilizadas foram
preparadas usando Agua deionizada e reagentes de grau analltico.

Quando houve armazenamento, este foli efetuado em frascos escuros ou

frascos de polietilenc de alta densidade.

As scluces de itrabalho de iodeto de potéssio foram obtidas
pela dissoluglo de guantidade adequada do sélido KI (Merck) em agua,
engquante gue as solugBes de trabalhe do 4Acido sulfdrico foram
pr*ef:xaradas pela diluicico de aligquotas da solug®o concentrada (H2S04 :
Merck, d = 1,84 g cm * e 7 = 96 %.

As solucBes de {rabalho de perdxido de hidrogénio foram
preparadas diariamente a partir da solucioc concentrada (Perhidrol
Merck, 30 % mrovd, sendo que o© perhidrol foi padronizado
periodicamente com o procedimento recomendadé por Baccan et alli®® e
mantide em refrigerador.

Uma soluciio estoque de Mo(VI), de 1.000 ug ml™Y, foi
preparada pela dissclugfo de 1,3000 g de MQOS (Merckl em 10 ml de
solucEo de aménia (Merck) 1 + 1 e completade o volume a 1.000 ml com
Agua. Aé solucBes de trabalhe foram preparadas diariamente por

diluic@®es da solucio ezstogue,

As scluclBes dosgs Acidos cloridrico e perclérico foram
preparadas pela diluicfio de aliquotas adequadas das solugles
concentradas (HC1 ¢ Merck, 4 = 1,19 g em™t e v = 37 % e HCLO‘,

Merck, d = 1,89 g cm e T = T2 W.



A solucZoe de perclorato de sédico usada para o ajuste da
forca itnica do meio, foi preparada pela dissolucfo de quantidade
adeguada do sdélido NaClO‘ (Merck) em Agua, enguanto que as solucles
de interferentes Fe(III), Ti{V), WV, VvV, CrVI) e fosfato
foram preparadas como descrito no Apéndice 2.

As solucles de a~benzoinoxima (Schering—-Kahlbaum),

empregadas no processo de extrac¥e do molibdénio foram preparadas por

dissoluc¥o do sélide em etanol (Merck) seguide de agitacZe. O
solvente extrator empregado fol cloroférmio (Carlo Erbal
pré-saturado. Para a pré-saturac3io foram adicionados volumes de
cloroférmio e de solucfo de HCl 1 M, na proporcio de 1:4, em funil de
separa¢¥o. O funil foi agitade por 2 min e foram separadas as fases.

A solucfoc de fenclftaleina, usada para © indicar © pH no
processo de medida, foi preparada pela dissclucio de 1,0 g do

composte em B0 ml de etanol e diluiu-se com agua a 100 ml.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSOES

Iv.i. CONDICOES INICIAIS

Para o desenvolvimente do método espectrofotométrico de

determinacZo catalitica de molibdénico em plantas tomamos como
referéncia inicial © trabalho de Yatlsimirsky e Afanaseva'? Juntamente
com a configuracio de Analise em Fluxo Continuo Monossegmentado,
MCFA, apresentada na Figura III.1.

A vazZo do fluido carregador fol estabelecida em conjunto
com o comprimento da bobina de reacZo, ;;ois o malor interesse era no
tempoe de reacgfio. Para um tempo de reag3c de 180 s, utilizade por
Yatsimirsky e Afanaseva’®, foi estabelecido a vazZo de 4,6 ml min
para o fluido carregador (neste trabalho agua delionizadad e foli
mantida até o.f'inal. Outros tempos de reagdo foram obtidos variando o
comprimento da bobina de reacfo, pols a vaz&o de 4,6 ml min? permite
uma boa limpeza da cela de fluxo sem provocar a quebra das bolhas de-
ar, © gque pode ocorrer com vazdes mais elevadas para o fluido
carregador. As demalis vaz@es na configura¢do MCFA , por contingéncias
experimentais, foram fixadas a 1,2 ml min™*.

No trabalho referéncia“, as concentracBes das soclucBes de
KI, H2504 = Hzoz' apds a mistura, sZo 00,0002 M; 0,08 M e 0,001 M,
Eespectivamente. Nas condic®es estabelecidas no A'F"CM, para gque esitas

concentrac®es fossem obtidas na caAmara de mistura as concentirag@es

analiticas iniclais das solug@es foram @ KI 2‘0,0005:3 M. HZSO4 =
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0,320 M e Hzoz = 0,004 M, e foi empregado um volume de alga de
amostragem de 400 wul operando com uma frequéncia de injegcic de
72 h™*, isto &, 20 s para pr‘éench&r a alca de amostragem e 30 s para
descarrega—la.

Tnbk estas condicles e uma concentracfo de molibdénioc a

8C ng ml™? n¥oc foi detectado nenhum sinal analitice a 330 nm, tanto

para a reagdo catalisada por molibdénic como para a reacdo

n¥o-catalisada. Isto ocorreu devido, provavelmente, & diferenca de
absotividade molar da espécie determinada. No sistema MCFA a espécie
& o ion triiodeto, engquante que no trabalho de Yatsimirsky e
Alfanaaava“ & o compleXxo ﬁ-—amilose“I;.

C}‘omparando estas concentrag@es com adquelas utilizadas em
sistemas de fluxo continuc para esta mesma reacﬁog’io’wmm, nota-se
que a concentracio da solucSo de KI esté sempre em €XCesso. Entidoe, o
comportamento do sistema foi avaliado aumentande a concentracio
analitica da solucZio de KI e mantendo as demals condigBes caonstante.
As concentrac¥ies analiticas da solucio de KI foram 0,008 M e 0,030 M,
Istoe corresponde a um aumento de cerca de 2 e 10 vezes,
respectivamente, em relac¥e A concentracfo inicial empregada neste
trabalho, quando comparandas com a mistura final das sclugBies.

0Os resultados obtidos, apresentados na Tabela IV.1, indicam
gue a concentracdo analitica de KI a 0,030 M ¢ a mais conveniente,
pois apresenta valores de absorbincia intermediérios, gque, en
principt, permitirfo variac¢@es no sistema sem comprometer os valores
com os limites da escala de medida do equipamento gque utilizamos.

Na Figura IV.1, estdo representados os picos correspondenteé

A concentracio 0,030 M da solugdo de KI da Tabela IV.1. Os pilcos da
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Tabela IV.1 e os demalis desse +trabalhe foram registrados em
transmitancia, peois o equipamentoe utilizado nZo permite registro de

sinais em absorbincia.

Tabela 1IY.1 AbsorbaAncias obtidas para o sistema MCFA com

variacZo da concentracio da solucio de KI.

solur;ESes'de Absorbancia
Mo, ng ml™* KI, 0,008 M KI, 0,030 M
O 0,035 0,88
20 0,048 0,418
80 | 0,085 0,598

Para cada conjunte de picos sob a uma mesma coadiczo no
sistema MCFA, cada um destes pilcos foi medide individualmente e
calculade seu valeor correspondente em absorbancia. A média das
absorbancias cobtidas representa a medida de absorbancila para agquelas.
condicBes do sistema MCFA.

Para avaliar o tempo de reacio efetuamoes um estudoe alterando
a configuraciZoc MCFA para uma configura¢Zic de Parada de Fluxo

("stoped-flow"®®

3. As modificaclBes consistem na elimina¢§o da bobina
de reacfoc e cela de permeacfo, assim como modificacZo na configuragdo
do injetor (a configurécﬁo Parada de Fluxo esta representada na
Figura IV.2). Com as demais condi¢Bes estabelecidas para o MCFA,
obteve-se, entio, o sinal correspondente 2 reacgfo catalisada por

80 ng ml* de molibdénic e para a reacio n¥o-catalisada e sZo

mostrados na Figura IV. 3.
Observa-se (Figura IV.3) que o tempo de rea¢do afeta tanto a

reacfo catalisada como a n3¥co-catalisada em proporgfes mals ou menos
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Figura IV.1 Sinal tipico obtido pelo sistema MCFA para
concentracio analitica de KI = 0,030 M.
(AdsolucHo de Mo substitufda por Agua.
(Bdsolucio de Mo = 80 ng ml -t

As demais condi¢gPes estdo descritas no

Ltexto.
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Figura 1IV.2 Configuracido do injetor em Parada de Fluxo®®.

C, fluldo carregador.
A, amostra proveniente da cimara de mistura.
D, cela de fluxo do detector.

W, descarte.

constantes. Consequentemente, a diferenga entre a absorbancia da
reac¥o catalisada e a nio-catalisada, AA, gque representa o sinal
analitico do método sofrera influéncia semelhante. Isto implica dizer
que a variavel tempo de reac3o parece sef pouco indicada para
melhorar o sinal analitico, AA,

Pode;se ainda notar que o aumento do tempo de reac3o, apesar
de aumentar o sinal analitico, provocari um aumento no sinal da
reag8c catalisada. Isto implica dizer gque o sinal da reac¢do
catalisada poderia estar é:mmprometido, nic somente com a escala de
medida, mas com a linearidade do métodoe resultante. Achamos,
portanto, mais conveniente diminuirmos o tempo de reagdc, para as
condic®es iniciais do sistema MCFA, de 180s para 130 s. O tempo de
reacio de 130 s foi escolhido por contingéncilas experimentais, e

apesar da perda no =inal analitico com a diminuic3co do tempo de
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reac¥o, esperamos recuperar a perda deste sinal com a otimizac3o do

método,

THANSMITANCIA, %

4

n 1 1 5
[+] 1,00 2,00 35,00 4,00 8,00 .00

TEMPO DE REACAD, min

Figura IV.3 Registro do sinal com a técnica Parada de
FIuxo.
C, reac¥o catalisada - 80 ng ml™}

NC, reac3o nJo-~catalisada.

IV.2. PROCEDIMENTOS DE OTIMIZACAO
Usando o sistema MCFA, as reaglies caltalisada por molibdénio

€y e a nio—-catalisada (NG, que serZo chamadas simplesmente de
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catalisada e branco, respectivamente, foram seguidas individualxﬁent&
dentro das condicBes experimentais estabelecidas ou requeridas pelos
procedimentos multivariado de otimizacico empregado.

Os sinais obs;ervados'. como citados anteriormente, foram
rmgi:—strados em transmitancia e, posteriormente, calculado © seu valor
correspondente em absorbéncia, sendo estes os que serfo apresentados
e discutidos. Os wvalores obtidos pela diferenga da média da
absorbancia da reac¥o catalisada e do branco, para um dadeo conjunto
de condic@es experimentais, sera representade por AA e citado como
sinal analitico. Estas medidas foram obtidas dentro de cada conjunto
experimental contendo pelo menos cinco replicatas.

Por conveniéncia para a discussZo dos resultados, © Lérmo
concentrac¥o seri empregadoe sempre répre$entando a concentragio

analitica da espécie em questio.

IV.2.1. Planejamento Fatorial Fracionado, 2

Por raz®es operacionais o estudo de otimizac¥o fol conduzido
inicialmente com cinco wvaridveis: a vaz3o para a solugio de Mo, as
concentraces das solucBes de KI, HZSO“ e Hzoz e o tempo de reaco,

pols =¥o as que aparentam ter maior relevancia no sinal analitico.

67,68 S-1

Um planejamento fatorial fracionado do tipe 2
apresentado na Tabela IV.2, com condic®es escolhidas para permitir o
acompanhamento da reacZo catalisada e do br‘anco, fol efetuado dando
infcio a0 procedimente de otimizac®o, sendo os niveis das variaveis

‘esawlhidos baseados no estude das condigBes iniciais (tem IV.1 e

testes preliminares que apresentaram respostas no sistema.



Tabela IV.2 Plane jamento Fatorial @2

5-1
para resposta

das reacdes catalisadas e nSo-~catalisadas

{(C )

e as suas diferencas .
Niveis

Yariavels ' ¢ -~ 2 [

{3 vazXo de Mo, ml min ? 1,2 3,0

$z conc. stﬁ‘, M ' 0, 1800 0, 3200

') conc., KI, M 00,0180 0, 0300

£a conc. Hzoz, M 0,0020 0, 0040

i tempo de reacfoc, s a0 130

ordem de variaveis respcstas{b>

execUucHo £ £2 £3 £a is [ WNC AA
= - - - - “+ 0,180 o, 0868 Q0,088
i3 + - - - - 0,063 ¢,018 0,082
iz - -+ o - - 0,114 0,083 O,061
4 + + - - + C,1286 0,040 ¢, 088
i1 - o= + - - C,215 0,091 0,124
3 + - + - + 0,264 0,063 0,201
5 - + + - + o, 387 0,203 0,194
14 + + + - - 0,164 0,081 0,113
10 - - - + - 0,183 O, 088 ¢,083
2 <+ - - + + 0,181 O, 088 o, 188
7 - + - + + 0,307 O, 168 0,139
i5 + + - + - G, 121 0,088 0,086
2] - - + + + 0,585 Q,2068 C,28g
18 + e + + - O,265 O, 080 0,188
Q - + + + o O, 445 0,283 O, 182
1 + + + + + 0,488 O, 199 Q0,288

tar CondicBes de operacico: volume da alga de amostiragem,
400 ul; conc. de Mo(VI), 80 ng ml ', vazXo dos reagen
tes, 1,2 ml min ' e temperatura, (25,0 * 0,2>°C,

tby AS respostas est3Io em térmos de unidades de absorban-

cia dos valores médios de 5 replicatas.
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Os resultados dos 16 experimentos com respeito a absorbancia

para a reacBo catalisada e para o branco, assim como suas respectivas

diferencas, AA, est3c incluidoes nessa tabela., 0Os valeores dos efeitos



principais e efeitos de interacio

nas respostas s3c dados na Tabela IV. 3.

38

binaricos relativos as varlagSes

Tabela IV.3 Efeitos principal e binarios das variavels

(al

experimentais na resposta analitica .
Respostas

(b

Efeitos C - NG AA
£ -3 1 + 234 = -0, OB8 -Q,079 -0, 008
£z - 2 + 1345 = 0,034 0,038 -0, 002
£3 - 3 + 141245 = 0,129 O,088 0,102
fa -3 4 <+ izas = 0,128 0,078 0,054
s ~> & + 42834 = ¢, 120 0,083 O, 087
£i2 -y 42 + 345 = -3, 004 -0, 004 0,000
£13 ~-» 13 * 248 = -0, 028 -0, 034 0,008
£14 =% 1 4 + 23% = -0, OB -0,018 -0, Q03
£1% -5 1% + zZ34 = -0,011 ~0,013 0,003
£za -» 23 % i4% = 0,007 0,008 -0, 001
24 =-> 24 + i3 = 0.010 ¢, 007 0,003
fzm ~>» 2% + 134 = -0, 002 -0, 003 0,001
{84 =~> B4 + 12% = 0,086 0,030 0,028
{as ->» 35 + ize = ¢, 041 0,019 ¢,028
fas -~y 45 =+ 123 = 0,024 0,014 Q0,010

desvio padr&o

0,008

*0, 002

0,003

(a s’

(b

di, L = 4, 2,
bela 1IV.Z2.

Oz valores dos
do a tabela de

lores de AA como resposta.

erro esses valores s$3o a diferenca

nas £ e NC.

Come indicado,

s 280 valores definidos

na na Ta

efeitos de AA foram calculados usan

coeficientes de contrastes & os va-

esses

efeitos

Dentro de uma margem de

entre as c¢colu-

X0 nmisturados; efeitos

principais com efeitos de intera¢Zo de quarta ordem e efeitos de

interacio binario com efeitos ternarios.

Por exemplo,

se os efeitos

quaternarios s¥o despreziveis, {3 representa.:a.efeito principal da

concentracfo de KI sobre as respostas do sistema.

Para a reacio
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catalisada o valor 0,193 indica que um aumento da concentragdo da
solucic de KI de 00,0180 M ‘par-a 00,0300 M aumenta a resposta de 0,193
unidades de absorbancia '{u,a.‘). Entretantoe essa mesma mudanca também
aumenta a resposta em rela¢fo ac branco de 0,088 u.a.. E deste modo
resulta um aumento de AA de 0,110 u.a..

A observacX¥o mais importante que se pode fazer no conjunto

de valores da Tabela IV.3 ¢ que tanto os valores dos efeitos

principais como os valcores dos efeitos de interacgdc para a reagdo
catalisada e para o© branco apresentam os mesmos sinais, Isto
significa gue qualquer mudanca das condig@es experimentais que visem
aumentar o sinal para a reac¢¥o catalisada provocara, também, um
aumente no sinal relative aoc branco. Por esta raz3o, os efeitos
calculadoes para o AA sEo, em éeral, menores gque os valores para os
sinais da reacfo catalisada e do branco. A alta correlacio entre a
resposta da catalisada e do brance como fungdo das variavels
experimentais estudadas, com fins de aplicag3@o para determinac¢fo de-
Mo, aparenta ser um fator limitante com respeitoc ao aumento de
sensibilidade usando a técnica MCFA,

Convém lembrar gue os resultados da Tabela IV.3 s3o validos
somente dentro dos limites dos valores estabelecidos para as
variévéis experimentais, mas outros experimentos realizados fora

6970 o o Método de Analise de

destes limites usando o Método Simplex
Superficie de RespQStass?. discutidos a seguir, também indicaram alta
correlacio entre estes sinalis.

O resultado do planejamento fateorial fracionado 85—", indica

que um aumento no sinal analitico, AA, pode ser obtido pelo aumento

das cencentracSes de KI e HZOZ. assim comoe aumentando o tempo de
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reagio. As demals varlaveis apresentam efeitos principal e binario
despreziveis ou pouco significativo com respeito ao AA. Por outro
lado. vale ressaltar que o aumento da vazio de Mo poders diminuir o
valor de absorbincia para as reag¢les catalisada e nZEo~catalisada sem

afetar de maneira significativa o sinal analitico, AA.

Iv.2.2. Método Simplex Modificado
Ma tentativa de aumentar a sensibilidade do método MCFA para
propésitos analfticos foi realizado experimentos usando o

7479
para se verificar a

procedimento do Método Simplex Modificado
possibilidade de aumentar © valor de AA. Por dificuldades
operacionals as varidveis vazido de molibdénic & o tempo de reacfio nio
foram incluidoes neste estigio do estudo de otimizagfo. Entretanto,
como a manipulacio dos valores das concentracfes sXo ficeis, no nosso,
conjunto de experimentos fol incluldo a concentracfo de HZSO4 apesar
de, no estudo anterior, se mostrar menos importante que as
concentracBes de KI e Hzoz'

O vértice inicial do simplex corresponde aos valores de alta
Cconcentracio péxr‘a é.S s.olw;&ie&i: de KI, H%SC)4 =] Hzoz QO,0300 M: 00,3200 M
e 00,0040 M; repectivamente), usados no planejamento fatorial
fraclonado 85_1. Uma solugio de Mo de 40 ng ml-i, metade da

concentracio empregada no planejamento fatorial fracionado, foi usada
no estudo simplex para evitar problemas de respostas com altos
valores para a reacio catalisada e o limite da escala. Para o tempo

de reacic e vazio de Mo, fol estabelecido oz valores 130 s e

3,0 ml min "t (niveis superiores do estude anterior), respectivamente,
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pols conforme anslise dos efeitos (Tabela IV.3 estes valores sXo
mals favoravels com respelto ao sinal analitico.

Os resultados experimentals para o valor de AA como funcio
da concentraciio dos reagentes est3o apresentados na Tabhela IV. 4. O
décimo ocitavo vértice experimental do simplex resulta no maximo valor
de AA, 0,888 u.a.. Esse wvalor ¢ o dobro do maior wvalor de 4A da
Tabela IV.Z2, sendo gue a solucHio de Mo, nesse estuds, ¢ duas vezes
mais diluida que aguela usada no planejamente fatorial fracionado,

No movimento do simplex em direcdo ao valor maximo de AA a
concentracio de KI aumentou gradualmente em torno de trés vezes o seu
valor inicial, enguanto gque a concentrac¢3c de Hz()z nZo apresentou
variaces significativas. Por outro lado, o valor da concentragfo de
HZSO‘ diminuiug em relacZo as usadas" no lane jamento fatorial
fracionade loge nes primeiros movimentos do simplex, Prdximo ao
vértice Stimo do simplex (n® 18 a concentrag¥o de I*-IzS':’.)4 oscilou
entre valores altos e baixos e apresentou valores negativc:ls no décimo
quinto e décimo nono vértices,

O menor valor de AA da Tabela IV.4 cocorre para o vigéssimo
guinto wvértice, prédximo aos wvalores de concentrac3o de KI e Hzoz-
correspondente ao Stimo. Uma concentracZo de acido muito peqguena para
os experimentos neste vértice, 00,0005 M, provoca uma diferenca muito
peguena entre o sinal da catalisada e do branco.

Se for acompanhado o de&envolvimer}tm do simplex, nota-se que

atéd a localizacio do valor de AA = 0,888 (vértice 1B) o tamanho do

gimplex aumentou em tornoe de 8 vezes em rela¢Bo ao simplex inicial

{(veja Apéndice 1). Um simplex grande pode provocar movimentos gque



Tabela IV.4.Desenvolvimento do simplex

para a resposta de

AA comoe funcioc das concentracdes analiticas de
KI, HE0> e H O,

2 4 2 2
CondicBes de operagiiovazio
branco), 2,0 ml min~ %

1,2 ml min *

da amostra (Mo ou

vazdo para os reagentes,
:concentracfo de Mo, 40 ng mlm=l al

¥
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¢ca de amostragem, 400 ul; tempo de reac3o, 130s;
temperatura de reac3c, (25,0 * o,2>°¢C.
(a2
vért. Mov. Vért.Retido C C o AA
H_ S0 XX H_O
27 4 2 2
01 00,4200 00,0300 00,0040 0,183
o 00,3200 00,0400 00,0040 0,314
O3 0,3200 00,0300 00,0050 0,236
Odcb) 00,3200 00,0300 0,0040 0,198
05 R 02,03,04 O,2800 00,0387 00,0047 0,253
051 R 02, 03,08 0,28832 00,0411 0,008%1 ©,307
o7 R 0B, 08,08 00,2088 00,0485 00,0042 0,382
o8 E 02.08,08 00,1833 0,0878 0,0038 0,372
e R 0z, 06,08 0,2644 0,0858%8 0,0039 0,303
10 54 0z, 08,09 O,2388 0,06814 00,0027 0,341
i1 R 08,0%,10 00,1178 ©,07687 O,0088 0,487
12 E 08,02,10 00,0162 0,0931 00,0084 0,370
13 R OoB,08,11 ¢,1182 00,0885 0,0044 0,523
14 E 08,098,111 00,0882 0,08768 00,0052 0,528
15 E 08,11,14 -0,0481% 00,0788 00,0041 -
i8s CMD cg,11,14 0,1870 0,08168 00,0038 0,420
17 r 11,14.16 0,08B85 00,0785 00,0042 0,542
i8 E 11,314,186 0,0861 00,0903 0,0044 0,538
19 R 1i.14.18 -0,0385% 00,0848 00,0044 -
20 CMD 11,114,118 O,1321 O0,08g 00,0040 0,421
21w —— Q,0888 00,0838 00,0037 0,479
22 - e 00,0872 ©,0790 0,0048 0,517
23 - O,1i218 00,0780 (0,004E 0O,4B1
=4 R ig. 22,283 00,0898 00,0800 00,0082 0,516
Fads] R i8,.82.24 00,0008 00,0902 0,0084 0,116
26 CHMD 18,228,284 0,0813 00,0796 00,0048 0,531
&7 K i, 22,288 0,08868 00,0859 0,0038 0,550
28 R ig, 26,87 0,088 00,0918 00,0037 0,827
28 < 18,268,277 O,0784 00,0884 00,0040 0,860
30 K 18,27.2¢ 00,0427 0O,08268 0,0037 0,503
(aymovimentos do simplex: R, refelex¥o; E, expansio; CMD,con

tracio com mudanca de direcdo e C,

(byvértice inicial do simplex.

contracdo.

® como a concentrac¥o do Acido reguereu valores negativos,

suas respostas feram consideradas plores

®¥% corresponde a uma contracdo macica mantendo o vértice 18,

resul tados.
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ultrapassam linhas de contorno da superficie de resposta levando a
resultados menos desejavels. A partir daf{, os movimentos observados
sZ%0 acompanhados de reducdes das dimens@es do simplex e nos vértlices
2B, 27 e 28 ele estd com © mesma dimens3o do simplex inicial, porém
n¥o apresenta melhoria no resultade. A redugfic das dimens@es do
simplex para a metade do inicial (vértices 29 e 30), também mosirou

ser ineficiente.

0s movimentos do simplex a partir do vértice 18 leva a
concluir gque a) um valor maximo fol encontrado ou b) ¢ simplex esta
localizado sobre alguma encosta onde as linhas de contorno sdo
espacadas e © seu tamanho esta inadequade. O conhecimente da
superficie de respostas permitirad, além de esclarecer a ddvida

antericr, melhorar o resultado.

IV.2.3. AnAlize de Superficie de Respostas

Dando segquéncia ao estudo multivariado de otimizacZo das
concentragtes de KI, stﬂ-e & Hzoz para AA como resposta analitica, um
plane jamento fatorial compost067 foi conduzido usando as condigfes do
décimo oltave vértice do simplex como ponto central do sdolido
geométrico que representa este tipo de planejamento (Figura IV. 4).

Como o valor de AA obtido no estude simplex aparenta ser
relativamente insensivel a concentragio de HzO2 (veja o©os maiores
valores de AAY os pontos da "estrelé" do fatorial composto foram
determinados usando um fator escalonado de -{?‘: que € menor Jue ©

valor convencional -{? para © planejamento fatorial composto para

trés variavels, tende o pontoe central um conjunto de trés
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Figura IV.4 Representacfo espacial do planejamento

O escalonamento utilizado para

fatorial composto.
¥ - conc, escalonada de sto‘.
Y - conc.

Z ~ cone., escalonada de Hzoz.

obedece a equagic geral:

ca

¢ o~ m

s I1Ixr2

escalonada de KI.

onde,
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oz valores das wvariavels

Ce G, concentracBes escalonadas e nZo-escalonadas, respectivamente.

2 e I,

limites

estudada e m ,

superior

e inferior,

respectivamente,

média aritimética entre S e I.

da

regiio
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O vértice 18 do simplex, ponto central do planejamento
fatorial composto, no escalonamento representa a média dos limites
superior e inferior, m . Para definir a regifoc expleorada, os limites
supericor e inferior foram estabelecidos tomando o© vértice 17
(simplex) como referéncia, que em relag¥oc ao AA difere do vértice 18
nZo mais que 10 %. ©Os parametros para o procedimento de cialculos

est¥o definidos na Tabela IV.5.

Tabela IV.5 Parametros para definicdo da regifo explorada pelo

plane jamento fatorial composto.

121imite 2 ° limite
variavel vért. 1 vért. 17 [Av. (18-173 ] (Vart, 18 + Av),
C:“ . 0., 0561 0.,0885 -, 0324 G, 0237
2" &
CKI 0,0203 O, 0798 00,0108 00,1011
(:H o O, 0044 O, 0042 O, 0002 G, 0046
Z 2

Portanto, as equacles utilizadas para o escalonamento das

varisdvels s3o:

CHZSC?& 0, 0561 (‘.‘Kx - ,0803
cfﬂ so ' c’xx = d
4 00,0324 00,0108
ol - Q,0044
H
C,H .= z 2
z2 2z 0, 0002

Planejamento Fatorial 88, Composto

Com valores escalonados para as varlavels, os pontos do
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plane jamento fatorial composto foram experimentados e os resultados

ohtidos sZo mostrados na Tabela IV.B.

Tabela IV.6 Planejamento fatorial composto para CH s C

259, K1
e C
B
2
Yarisdvelis Absorbancila
Exper. c’ o (W Catalis. Branco AA
H SO KX H O
% 2 2
o1 -1 -1 —~1 0,615 0,243 0,372
i1 1 -1 -1 0,840 C,354 0,486
o8 -4 i -1 0,834 0,388 0,476
i2 i 1 -1 1.118 0,482 0,823
o -1 -1 1 0,668 0,284 0,874
10 i S 3 0,831 0,384 0,807
03 -3 1 i 0,835 0,408 0,420
04 ki i i 1.142 0,543 0,506
i8 -1.4 18] O 0,821 0,313 0,308
o8 1.4 O O 1,087 0,472 0,353
415 ] -1, 4 o] Q,.782 0,217 0,482
16 4] i, 4 o) i,132 0,504 0,668
i4 Q O -1,4 G827 0,289 0,838
o7 8] O 1,4 O, 869 - 0,420 O, 549
08 G O ¢ 0,934 0,328 o, 536
iz 0 O O 0,873 G,424 0,548
17 O 0 0 0,963 0,428 0,838
¢’ ., concentracio escalonadas,

CondigBes experimentais definidas na Tabela IV. 4.

Com analise de regressio multipla” dos valores de
absorbancia para cada situagdco resposta & oS valores das
concentracBes escalonadas obtem-se as equacBes de superficie de
respostas, listadas na pagina seguinte.

Comparando os Ic;cneficieentas daz equaces observa-se que, ao
contrario dos coeficientes para a concentracgiio escalonada de I e
stO‘, os coeflicientes para os térmos contendo HZDZ na egquacio para o

AA s8o despreziveis, conforme havia sido observado no estudo simplex.




Isto confirma a insensibilidade do wvalor de
variacBes da concentracio de Hzoz na faixa de
gue foi mais uma vez confirmado no estudo do

méxima, gue sera discutido mals a diante.

Egquacdes das superficies de resposta:

a) Para resposta da reacdo catalisada;

47

AA com respeito as
0, 0041 M a 00,0047 M,

caminho de ascensio

A = 0,9806 + 00,1298 C’ + 0,18288 C'_ + 0,021 C’
ool H S0 KI H O
2 L3 - 4
- 00,0700 ¢ % - 0,0038 ¢*? - 0,0080 %
H B0 KI H
2 4 2 2
+ 0,0108 C’ c* - 00,0038 C! o - 00,0011 ¢’ C* D
H 80 KX H S0 H © KI H O
2 & 2z 4 z2 2 z 2
r = 0,9071
by Para resposta do branco:
A = 0,4180 + 00,0882 C* + 00,0858 C°  + 0,01i86 C*
br. H SO KI H
b 4 . 2 2
- 0,018 ¢*? - 0,0068 ¢'% -~ 0,008 ¢?
H SQ KX } H O
2 & z 2
+ 00,0083 C’ cr - 00,0021 C° c’ + 0,002t ¢ @
H 50 XE H S0 H O KI ¥ O
Z & P4 - 2z 2 2 2
o= 0,0043
¢ Para a resposta analitica, AA:
AA = 0,54086 + 00,0716 C’ + 0,0872 G’ + 00,0030 C*
HZSOG KI Hz 2

i

0,0842 ¢ ? + 0Q,0033 ¢'2 + 00,0018 ¢
H2304 KX :

F

0,020 O ¢~ 0,0015 ¢ c
H_S0o K1 H S0 H_O
z 4 2 4 22

r = 0,09924

3

H O
z 2

- 00,0032 C C° 3
KITH O,
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Flanejamentc Fatorial az, Composto

Considerando a concentracio de Hzoz constante e igual ao
valor do ponto central do planejamento fatorial 2% (Tabela IV.® isto
& 00,0044 M, este planejamentoe fatorial pode ser decomposto para um
outro planejamento fatorial composto para as variaveis escalonadas
das concentrages de P%Soé-e KI. Na Tabela IV.7 ¢ apresentado o©
planejamento fatorial composto para os valores de AA com variac3o das
concentracSes de stoe e KI. A analise de regreasﬁa74 dos valores de
AA com os valores das concentracBes escalonadas de I-~§ZS{34 e KI,

resulta na equacio:

AA = 0.5420 + 0,0787 C* + 0,0873 C° - 00,0848 2
H SO KI H SOQ
{3, O0O29) (O, OCES > 2 4 {0, Q025 {0, 0023 2 4
+ 0,0030 C'% + o,0020 c° loly c4d

H_SO KX
{0, 0029 (2, GOZ3) 4 4

onde of valores em paréntesses siHo desvios padrBes nos valores dos
caeficiéntes, Além do térmo constante nesta equacio, somente os
térmos lineares e o quadratico para a cahcentrac'ﬁo de HZSC)4 sSAO
estatisticamente significantes em torno de 83 % de nivel e
confianca.

A equagio 4 guando aplicada para uma falxa mailor de
concentracfies escalonadas das variavels representa uma superficie de

resposta do tipo “ponto de cela®™ mostrada na Figura IV. 5,
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Tabela I¥.7 Planejamento fatorial composto para
valores de resposta de AA como fun-
¢80 das concentracBes escalonadas

de H_ SO e KI.
2 4

variidvelis absorbancia

Cé 50 C;f AA

2 4

-1 -1 Q,373
- O, 497
<, 483
0,818
0,308
0,855
O, 4865
0,628
O, B38
0. 549
Q,B838
0,848
0,538

| el

PN

i
O0COORROORE
»o

] i
COOQOOOCOCOr KPP

CondicBes experimentais s3c as mesmas estabeleci

das na Tabela IV.4 e Cu o = O,0044 M.
z 2 '

Embora n3o Latalmenté valida para'a faixa de concentracio
escalonada representada (a adrea sombreada naquela figura corresponde
a2 regifc de concentracdo investigada pelo planejamento fatorial
composto e a porgZo inicial do caminho da ascens3o maximal, é
possivel visualizar o caminhe seguido do ponto inicial do simplex ac

plane jamento fatorial composto até o topo da superficie.

As linhas de contorno da superficie de respostas da area

- sombreada na Figura IV.5 s¥o mostradas na Figura IV.5, com circulos
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AL 3

AA=]1, 083

0,0

8,0

84

70

2,0

8,0 BA=0,837

k1

4,0

® o, 828}
O, 403 10,880

10, 8681

AAE\-0,308  \ ,373)
{488
-4,0 «20 1,06 00 10 0 30 4D

cl

H, 50, o

Figura 1IY.6 Linhas de contorno da superficie de res-—
postas para o AA como funcdo das concen-
traches escalonadas dos reagentes e con—

centracio analitica de Hzoz a ,0041 M.

Caminho da Ascensio Maxima
Expressando em concentracles reais de H2$04 e KI os

significativos da equaglo (4), temos:

51

termes
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AA = —0,082 + 8,18 C + 0,66 C + B1,82 ¢ (8.
H_=O K3 H_SO
2 4 27 a4
Esta equac¢fo gera as linhas de contornoe da Figura IV.7 com
respeito aﬁ‘ varidveis reais das concentraces de KI e HZSC)‘.
Diversos experimentos, indicados pelos circulos vazados na
Figura IV.7, com concentracBes de HzSO“ e KI no caminho da ascens3o

maxima do plane jamento fatorial composto dinha do ponto central

desse planejamento e perpendicular as linhas de c¢ontorno) foram
realizados.

A linha gue representa ¢ caminho da ascens3o maxima e o0Ss
pontos experimentais foram definidos no grafico da Figura IV.6. Estes
experimentos foram realizados com duas concentrac@es para a solug3o
de Hzoz 0,0041 M e ©,0047 M. valores minimo e maximo do planejamento
fatorial composto) pois para obtengfo da superficie admitiu—-se que
ela n3o interferiria na resposta de AA.

Os resultados experimentais do caminho da ascenso m&xirﬁa se
encontram na Tabela IV.8 e confirmam a insensibilidade do AA com
respeite & concentracio de Hzoz e,. portanto, a concentragdo de 0,0041‘
M foi adotada como a mais conveniente para o estudo do caminho da
ascensfic maxima (Figura IV.7). |

O maior valor de AA obtido nesses experimentos é 0,743 u, a.
correspondente a um aumentoe significative na resposta analitica
guando ccﬁﬁmparada com oz valores obtidos para o plane jamento fatorial.
Os experimentos realizados para o caminho da ascensfio maxima com
valores de concentracico mais afastados da regifico do planejamento
fatorial resultam em valores de AA menores, (0,718 e 0,888 uv.a.. A

diminuicic desses valores com respeito ac valor de AA previsto no
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plane jamento fatorial compostoe pode ser explicadoe: a) a superficle de
respostas para altos valores de concentrac3o de KI possui uma rampa
diferente daquela préxima ao planejamentce fatorial impedindo
extrapolacBes para regifies afastadas e b) o sinal analitico para a
reaciZc catalisada aproxima do limite da escala de resposta analitica

para esses valores mais elevados de concentracBes de KI.

{0,699)
AAs1,OTE

{0,118}

A 0,89
ek &

1o, 728}

(0,713}

AR 20, 3OS

®10,308]

®{0,373! Py
10,4088)

0,08}

o L 4
0 o,08 0,10 o8

M

CH, 50, 7

Figura IV.7 L.i'nhas de contorno da superficlie de
respostaa para o AA'e caminho da

ascensdo maxima como funcio das con

centractes reais dos reagentes e

concentracio de Hzoz a 00,0041 M.

-t
i
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Resaltamos entio que os valores de 00,1828 M, 0,0865 M e
0,0041 M foram tomadas como sendo as concentracBes analiticas otimas
para scluges de KI, HZSO‘ e H;OZ. respectivamente, as quais produzem
os sinals analiticos de 1,488 u.a., 0,712 u.a. e 0,743 u.a. para a
reacfo catalisada, branco e AA, respectivamente, nas condig@es

coperacionais empregadas (ver Tabela IV.4)

Tabela IV.8 Caminhco da ascens3do maxima.

H O Concentr.
2z Molar Absorbancia
Exper.* Conc. Molar HZSO4 KI Catalis. Branco AA
oa 0,0041 00,0587 90,1118 1,180 Q, 467 0,713
G4 “0,0047 ©0,0897 0,1118 1,282 0,582 G, 710
01 00,0041 0,06813 00,1870 1,300 0,874 | 0,728
10 0, 0047 O,0813 00,1270 1,401 O.871 G, 730
o7 00,0041 00,0888 0,1828 1,480 0,712 C,742
o3 0,0047 0,0868 00,1528 1,563 0,823 0,740
06 0,0041 0,0720 06.1778 1,576 O, 858 Q.71
og 0,0047 0,0720 0,1778 1,690 0,878 0,715
833 ] 0,0041 ¢,0772 0,2028 1,682 0,383 0,699
08 O, 0047 0.0772 00,2028 1,782 1,079 C, 587

®* & ordem dos experimentos féi aleatéria e n&Eo segquencial
(ve ja Apéndice 1), pois também era desejavel avaliar o

comportamente do AA em relag8o & concentracgZo de Hzoz.

IV.3. ADAPTACTOES. DO METODO PARA A DETERMINACAC DE MOLIBDENIO
EM ROTINA
Conhecide o©s aspectos gerais do comportamentoe do

sistema em relac¥o as concentrag@es deos reagentes. conjuntos

especificos de experimentos complementares foram realizadoes para



adaptac3c do m'ét,odo para a determinaclioc de tragos de Mo(VI) em
rotina.

.Nos experimentos anteriores ficou evidenciado que um aumento
no valor de AA esta correlacionado com um aumento do sinal do branco.
No entanto, apesar de ser mais importante a precisZc da medida do
branco do gue o seu tamanho quando se dese ja ganho de sensibilidade e

limite de deteccfo, foram realizados estudos para a diminuigdo do

valor de abscrbincia do branco sem comprometer os valores de AAL
Primeiramente, solucBes de lodo (Ltanto preparada previamente
come gerado em linha) foram empregadas comoe carregador enm
substituicﬁo A Agua. Observou-se uma linha base instével, assoclada
com um grande efeito “carry over'(x}, indicands resultades
indese javeis com este procedimentc., de modo que optamos pela

manutencio de Agua como carregador.

VYazio da Amostra versus Yaz3o dos Reagentes

Como os resultados do planejamento fatorial fracionadac 27
mostraram que o efeito de diluigZo em linha diminui © sinal do branco
pouco afetando o valor do AA, ent3c o efeito de aumento de vazfes foi-
estudadoe. Um planejamento fatorial az (Tabela IV.8), para as vazBes
dos reagentes I, ﬁ2304 e Hzoz} e a vazfo da amostra (Mo ou brancod

fol efetuade com o objetive de observar o comportamente do sinal

CARRY OVER - oaumento crescente da caltura dos pilcos subsequentes sem
alteracio significativa da tinha baze. Geralmente

causada por residucs na linha.



analitico do branco.

Na

B

Tabela IV.9, encontra-se as condicBes e resultados dos

experimentos, assim como a estimativa dos efeitos as quals indicam

que tanto aumentando a vaz3o da amostira como diminuindeo a vazio dos

reagentes pode-se obter decréscimo no sinal do branco com uma perda

aceitavel de AA, em proporedes mais ou menos iguais para qualguer uma

das duas alternativas adotadas. A primeira opg¢Z3o foi escolhida porque

pode ser empregada sem alterar a frequéncia de injecZo, o gque nio &

possivel com a segunda.

Tabela IYV.8 Planejamento fatorial 2? & os efeitos

das vazdes da amostra e dos reagentes

a

nos valores de absarbéntia{ s
-y niveis
varliévels, ml min ¢ - «C + >
{1 — wvazZo da amostra ' 3,0 4,7
{z — vaz¥o dos reagentes 0,8 1.2
varliavels resposta
exper. £1 £z catalis. branco LA
01 - - 1,181 0,487 0,743
o2 - + 1,831 0,748 0,786
03 + + 1.180 0,449 0,731
. resposta
efeitos catalis. branco Al
{1 ~-Q,378 ~0,286 -0,123
{z O, 367 0,248 0,120
£1 w {2 0,087 0,041 O,068
desvio padrdo +0,017 0,001 *0,0185
(o) condicBes de operac¢ic: concentragio de Mol(VID,
40 ng m1 ! e volume da amostra, 400 ul. As de-
mais condic®es s3o mostradas na Tabela IV. 4.
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Um estudo univariado suplementar, mantendoc as vaz@es dos
reagentes constantes em 1,2 ml minuz{Figura IV.8) indicou que vazles
‘da amostra acima de 8,0 ml _minﬂ' proveoca um decréscimo mails

pronunciado nos valores de AA.

%113

-~
ABSORBANCIA

G5

2,0 35,0 40 5,0 &0 1.0

‘vAZ A0 DE Mo (vi), mimn!

Figura IV.8 Estude do efeito da vazido de Mo(VI), com

vazio dos reagentes a 1,2 ml min *t.

Condig®es experimentais: Tabela IV, 4.

Para os estudos subsequentes, a vazio de 1,2 ml min™* para

cada um dos reagentes fol mantida e a vazZo de 4,7 ml minﬂ'para a
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amostra [Mo(VI) éu brancel] foi adotada. Nessa condigBes uma perda de
aproximadamente 2% no valor do AA fol obtida guando comparado com o©
valor obtide na otimizac3io das concentragfes, enquanto que fol
canﬁeguido uma diminuic¥e razoavel do brance (de 0,712 para

0,449 u.a.l

Yolume da Alca de Amostragem

0 volume de amostra introduzido no sistema AFCM é uma
caracteristica que pode aumentar a sensibilidade da determinac3o
exigindo um menor volume de amostra guando comparado com sistema
$egmentadoss. Por outro lado, o volume de amostra esta relacionado
com o volume da cela de fluxo do detector, pois volume muito grande
pode levar a um sinal estacionirio que exigird um longo tempe de
limpeza. Para a cela de fluxo de B0 ul gque utilizamos, um estudo
univariade do volume da alca de amostragem de 100 pl a 800 ul foi
efetuado ;a os resultados se enceontram na Figura IV.S. |

Analisando as curvas da Figura I\f.g nota-se gue para volumes
acima de 300 ul as medidas de AA tendem a se establilizar., Portanto
300 wl ficou estabelecido como volume recomendado para alega de‘

amostragem.

Temperatura versus Tamp§ de Reac3o

Um aumento do sinal analitico através de variag¢@es no tempo
de reacgfo, como ja discutido no item IV.1, parece ser pouco indicado.
'I;cndavia, um estudo do comportamento da temperatufa e tempo de reacgio

fol efetuade com um planejamento fatorial 2 ¢ & mostrade na Tabela

1v.10.
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VOLUME DE ALGA DE AMOSTRAGEM, i
Figura IV.8 Estudo do volume da al¢a de amostragem.
CondicBes concentracBes otimizadas
dos reagentes. As demais condigcSes
est¥o na Tabela IV. 4, com vaz3o de Md 2
reagentes a 4,7 e 1,2 ml min ', respec-

tivamente.

Os efeites mais importantes gue podem ser observados na
Tabela IV.10 s¥o aqueles relaciconades aos efeitos para branco e AA.
Nota-~se que aumentar a temperatura implica em um aumento de AA, porém
acompanhado de um aumento, ainda maior, no branco.

O efeito do tempo de reacio & igual para ambos, branco e AA,
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Tabela IV.10 Planejamento fatorial 2?2 e os efeltos

de temperatura e tempo de reacdo no

valor de absorbancia‘a).
nivels
variaveis ¢ - ¢+ )
{1 -~ temperatura, C =0 30
£z -~ tempo de reacio, S 110 170
variiavelis resposta
exper. f1 2 catalis. branco AA
03 - - O, g68 0,288 0,877
C4 + o 1,288 0,882 0,723
e ¥4 - + 1,198 0,418 O, 784
01 + + 1,999 0,787 0,482
resposta
efeitos catalis. branco LA
£ 0,415 o, 308 o,102
£z 0,318 0,161 0, 163
£1 x L2 -0,019 0,034 -0,044
desvio padrio 0,008 +G, 004 0,004
({ay concentracio de Mo(VI), 40 ng ml %, Concentra-

cSes, vazBes e volume de amostra otimizados.

As demails condig®Bes: Tabela IV, 4.

confirmando os teste preliminares (item IV.1). Observa-se ainda quie,
o efeito de interacio das varidveis para o© brance e AA s¥o
significativos e de mesma grandeza, porém com sinais contrarios. Isto
quer dizer que o efeito de intera¢io afeta o sinal do branco e o
valor de AA de maneira. inversa. Isto significa gque o aumento da
temperatura e do tempo de reagao provocara um aumento na absorbancia
do branco e um decréscimo no valor de AA,

Uma otimizac3c multivariada destas variavels nos levariam a

inconveniéncias experimentais. No entanto, analisando a faixa de
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temperatura eﬁﬂudada 20 a 30° O com respeito ao efeito principal
observa-se que um aumento de apenas 0,010 u.a. ne valor de AA &

°c, indicando que, nesta faixa de

esperado para uma variag¢Zo de 1
temperatura, © controle rigoroso da mesma n¥o seri necessario. Isto é
muite conveniente guando este método for empregado em trabalhos de

rotina, pois significa que bastaria um controle de temperatura com um

sistema de ar condicionado gque mantenha o ambiente a (&5 t 25 °c para

a obtencfo de resultades reprodutiveis. Esta possibilidade foi
verificada, posteriormente, confirmando as previs@ies do plane jamento
fatorial.

Uma analise semelhante poderia ser efetuada para o tempo de
reacXo. Entretanto, os par8metros fisicos que definem o© tempo de
reacio ne MCFA,. bobina de reacio e vazgo"dc carregador, fazem com gque
o tempe de reacio seja reprodutivel para todas as aligquotas
analisadas e, consequentemente, esta variidvel apresenta um valor
discreto ;e n¥o um intervale de trabalho permitido. Portanto, um
estude univariado complementar do comportamento desta wvariavel,
mostrado na Figura IV.10, foi efetuado para estabelecer o melhor
tempo de reacfo para © sistema.

Observa-se (Figura IV.10) que para tempos de reacfio em torno
de 130 s ou superiores o comportamento do AA e branco sZo
semelhantes, conforme previsto pelo Fatorial (Tabela IV.10). Nota-se
ainda gue para valores de tempo de reacfo supericres a 130 5, o valor
de absorbancia para a reacfio catalisada ¢ multo elevado, o que
i‘mplica em limitac@es com a escala de medidas, principalmente gquando
altas concentracSes de molibdénio forem empregadas. Portanto, o]

tempo de reagio a 130 s fol adotado neste trabalho.
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Figura IV.10 Influéncia do tempo de reacio.
VazZ¥o de Mo(VI) : 4,7 ml min %,
Vaz¥o dos reagentes: 1,2 ml min~ %,
Volume da alca de amostragem
300 wl. Conc. de Mo(VI):40 ng ml !

Az demails condicBes: Tabela IV. 4.

Sensibilidade e Linearidade do Método

Sob as condicBes experimentalis estabelecidas no decorrer

deste trabalho, obtivemes uma curva de calibracZe (Figura IV.11.

Observa-se gue a curva apresenta linearidade até¢ 50 ng mi™t de

Mo(VI)., © desvio padr¥o relative wvaria pouce sobre a faixa de
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concentracfo investigada. Para um conjunto de 10 replicatas o desvio

padr¥o variou de 1,2% no nivel de 1 ng ml™* de Mo(VI) a 0,5% no

LSk £A 20,0174 C ¢ 00098
F 80,9996 v
o 7
tde 0,9 ng mi P
s
~
*® Py
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CONCENTRAGAO DE Mo (v}, ng m!

Figura I¥.11 Curva de calibracdo.

VazZc dos reagentes 1,2 ml min~
Vaz¥o da amostra 4,7 ml min™t
Con. Analitica de HZSO‘ 0,0688 M
Con. Analitica de KI 00,1828 M
Con. Analitica de Hzoz C,0041 M
Vol. alga de amostragem 3OO ul
Tempo de reagdo 130 =

Temperatrura de reacdo (28,0 * 0,2°C

nivel de 80 ng ml™'. © limite de detecgXo de 0,9 ng ml™? foi calculado

em relacZo ao sinal observado para o brance e considerando-se tres
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veres © seu daﬁ;do padrio segundo as recomendac®es da IUPAC75. O que
corresponde a um nivel de confianca de aproximadamente 95%. A linha
base no sistema MCFA ¢ muito estavel, apresentando um “drift*(=
:ﬁenor que 0,1% sob diversas horas de trabalho continuo.

Como discutido anteriormente no item IV.3, o comportamento
do sistema frente aco volume da alga de amostragem e ac tempo de

reacdc sio semelhantes (Figuras IV.9 e IV.10). Um estudo conjunto

destas wvaridvels através de um planejamento fatorial =° {Tabela
IV.11) fol efetuado para avaliar o comportamento das variaveis tempo
de reacfio e volume de aleca de amostragem. Encontram-se naguela Tabela
o8 resultados dos experimentos do fatorial assim comoe as estimativas
dos efeltos,

Obgerva-se que os valores mais altos destas wvariavelis
favorecem o© wvalor de AA. Nota-se ainda gque o tempo de reac3e
apresenta‘maior influéncia sobre a reacfic catalisada e sobre o AA gue
o volume da alca de amostragem, engquanto que esta ultima afeta mais o
valor do branco.

Para as trés respostas analisadas., o efeito de interacfo &
bastante acentuado, principalmente com respeito a reacfo catalisada. |
Portanto, embora os efeitos sugeriram que regifes de maiores valores
;ﬁara as variavels devam ser explorados para obter um aumento no
valor do AA, este efeito sobre a reacZo catalisada nos indica que

valores mais elevados para as varidveis nos levarsa a altos valores de

DRIFT = desvio da Llinha base sem alteracdo significativa da altura

dos picos. Geralmente coausado por instabilidade do detector.
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Tabela IY¥.11 Planejamento fatorial 2?2 e os efeitos do

tempo de reacdo e volume de alca de amog
(ay

tragem no valor de absorbancia .
niveis
variaveis ' ¢ - ¢+ D
£1 — Tempo de reaclio, s 40 130
{z - Alca de amostragem, (il 100 200
variivelis resposta
exper. £1 £z catalis. branco AA
03 e hiad 09476 09133 0!343
01 - + 0,417 0,185 0,318
04 + + 1,081 0,333 0,748
resposta
Efeitos catalis. branco AA
£ 0,448 0,118 0,302
£z 0,387 0.140 0,875
£1 x {2 0,218 0,061 0,131
Desvio Padri3o 0,003 0,001 G, 002
(o> Concentracfo de MO(VI), 40 ng ml . As demalis

condic®es estic listadas na Figura IV.11.

absorbancia para a reag3c catalisada e, certamente, havera problemas
com © limite de escala de leitura do equipamento utilizado,

Como estas wvariavelis apresentam dificuldades de manuseio
para estudos multivariado de otimizacic, optou-se por obten¢dc de
curvas de calibracgfic em cada uma das combinag¢Bes dos niveis estudados
no fatorial com intuito de avaliar o comportamento destas variavels
com respeito A sensibilidade e limite de detecgXo. Na Figura IV.12
est¥o apresentadas as curvas de calibrac3o obtidas.

Como pode ser observado (Figura IV.12), o método A?CM

apresenta versatilidade para a determinacic de Mo(VI), CombinacSes

BRI AMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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Figura IV.12 Efeito do tempo de reacsdo x volume de
amostragem.
equacdo da curva r linea? ld, ng 3

(ad) AA = 00,0172 Cuow 0,0018 0, 9o88 850 C,9
(b AA = 00,0079 CMO— 0,0044 0, 8993 100 1.8
(cd) AA = O,0082 Cuo* 0,0261 G, 2898R9 178 1.0
(dX AA = 0,003% CM°+ 0, 0040 O, 9993 250 1,7

® linearidade.

Condi¢Bes experimentais:

Alca de amostragem, ul

tempo de reac3o, s

(ad 200
(b)) 100
(c) ROO
{d> 100

130
130
40
40

B
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simples do volume da alca de amostragem e tempo de reacfic premite a
obtencio de diferentes f“aixas de linearidade sem grande prejuizo para
o limite de deteccXZo. As inevitdvels perdas de sensibilidade podem
ser parcialmente recuperadas com combinacfes de valores
intermediarios aos aqui utilizados para o volume da alga de
amostragem e tempo de reagfo. |

Neste estudo, o melhor limite de detecgdoc fol obtido com a

condicfo de volume de alca de amostiragem a 300 il & o tempo r;!e reacio
a 130 s, condicZo esta que também apresenta a maior sensibilidade
apesar da linearidade ser apenas ateé 5C ng ml™ contra os
280 ng ml™ da condicsc de 100 ul e 40 s para volume da alca de
amostragem e tempo de reac3o, respectivamente.

Portanto, nota-se que, apesar de suas limitag@es, outras
condic®es podem ser utilizadas sem grandes prejuizos para o método,
Todavia, © volume de amostragem de 300 ul e tempo de réar,:ﬁo de 130 =,

%o os recomendados e foram utilizados nos préximos estudos.

Influédncia da Naturera do Acido

4

Apesar do trabalhoe tomado como referénaiai utilizar o Acido

510,416,418
. utilizam o

sulfarico para esta reac¥o, diversos trabalhos
acido élor‘idrico para esta mesma reag¢fo. Portanto um estudo da
natureza do Acido foi efetuado substituindo o &cido sulfdrico por
sdcido cloridrico e por acido percldrico.

Para este estudo fol obtide curvas de calibrac3o onde a
concentracXoe analitica dos Acidos cloridrico e perclérico foram tais

‘que a coneentracXZo hidrogenidnica das solucBes fossem a mesma da

solucio de Acido sulfdrico até entio empregada.
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Foli observado neste estudse gue ¢ menor valor de abszorbancia
obtido para o branco foi com o uso do acido cloridrico e que este foli
10% menor do gque aguele registrado com uso do adcido sulfiurico, Este
ultimo foi o gue apresentou maior valor de absorbancia para o branco
mas, por outro lado, o mailor valor de desvio padrZo para o branco foi
observado guande do uso do 4cido cloridrice. Entretante, a
sensibilidade do método n¥o fol alterada devido a natureza do acido,

conforme mostrado na Tabela IV. 2.

Tabela IV.12 Estudo da natureza do Acido.

k3 w
dcido equagdo correl. linea. 1ld, ng ml t
H, SO, A = 0,0178 Co™ 0,0078  0,9982 50 1,0
HC1 AA = 0,0176 C_+ 0,0028 0,9902 B0 1,3

L

HQlQ‘ AA O,0175 cuc+ O, 006 0, 8880 B0 0,8

® linearidade

Concentracio analitica:

C = 0,0665 M

H_SO

c = Q,0788 M -
HCl

< = 00,0788 M

HCLO :

Como pode ser notado, a natureza dos Acidos estudados ndo
apresentam efeito significativo na curva de calibragfo, de modo que
Acide sulfdrice, cloridrice ou perclérico podem ser utilizades,
indistintamente, no sistema que ¢ proposto, desde que a concentragio
hidrogenidnica das solugles se ja respeiﬂada. Consequentemente,
pode—-se afirmar gue OS efeitos observados até agora com respeito aoc
scido foram devideos a concentracgio hidregenidnica, sem interferéncia

do Anion. Assim, podemos concluir que os anions SOTZ Cl e ClOl nZo
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interferem na réag&o nas concentracg®es aqui utilizadas.

A,valiaéao do Comportamento das Interferéncias
A oxidac¥o do iocdeto pelo perdxido de hidrogénio em meio
scido, além de ser catalisada j::or- Molibdénio pode, também, ser
catalisada por Ferro, Titanio, Tungsténio, Cromo, Vanadio, Zirednio,
48,18

Hafnio, Tério e TAalio , o8 guais sZFo interferentes em potencial

para © método gue apresentamos. Além disso, como o teor de Fésforo

noz tecidos vegetals é bastante elevado, este elemento também deve
ser considerado como provavel interferente ja que © mesmo pode formar
o Anion molibdof‘osfatam. Entretanto, como Zircénico, Hafnic, Téric e
Talio nio s¥o relacionados como nutrientes normalmente encontrados
nes tecidos vagetaiswg estes elemantc@ n&c foram testados como
interferentes neste trabalho. Por outro lado, sabendo-se que o método
de extracio de molibdénio dos tecidos vegetais caracteriza-se por um
t,rat,ament,c; scido, onde o extrate resultante apresenta uma Forca
I&nica bastante elevada (estimada pela equacgo de Debye-Huckel em
0,38 M) e como a velocidade das reacBes cataliticas podem ser
consideravelmente afetadas pela for¢a idnica, este parametro fc;i‘
observado com mais atencdo.

Portante, os efeitos de interferéncias que avaliamos foram
os devidos aoc FerroflID, TitaniodV), TungsténiolVil, Cromod{VI1,
VanadiolV), Fosfato e Forca Idnica. _Os sails empregados e

concentracSes foram escolhidos de forma a gerarem em solucio a forma

idnica e concentragfo mais encontrada nos tecidos vaget31327'79

(ver Tabela IV.13M.

Uma primeira avaliacio do ccmportamento‘ das interferéncias



Tabela IV.13 Micronutrientes mais comumente encontrado

nos teclidos vegetais.

ei@menta forma idnica . conc, média*
Mo MoOi* 80 ppb
Fe Fe?” 40 ppm
T4 TL4t 800 ppb
W wai’ 800 ppb X
cr Crzo:” 800 ppb
v vo; 400 ppb
P HPO®Z ™ 200 ppm
N NO; 2 ppm
K K* 1200 ppm
Ca ca?” 1600 ppm
Mg MQZ+ 400 ppm
S soi‘ 200 ppm
B BO:” 8 ppm
Cu cu?” 8 ppm
Mn MnZ" 40 ppm.
zZn zn?" 8 ppm
Al AL?" 40 ppm

% , valores estimados na matéria seca tomando—-se como

base os resultados de analise de rotina do Iinsti-

tuto Agrondmico de Campinasa‘

% , valores citados por Pessenda el alli‘a.
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fol efetuada através de um planejamento fatorial fracionado Ea“‘, que
exige um conjunto de 16 experimentos'. tendo como variavelis as
concentrac®es de Mo(VI) e dos fons interferentes e a forga idnica do
meio. A fragfo estudada no planejamento fatorial cerresponde apehas a
1718 avos do que seria o planejamento fatorial completo a“. polis este
Gltimo exigiria um conjunto de 2856 experimentos sem replicatas, que
ndc seriam possivels de serem executados no mesmo dia.

No planejamento fatorial fracionado an‘, os efeitos de
interac¥o nic sio puros, isto &, sfo resultados da adigdo de efeitos
de interacfo dolis a dois das espécies estudadas®®. Como os efeitos de
interac¥o eram acentuados e estas interagBSes nZo foram possivelis de
serem identificadas e nem os seus efeitos puderam ser estimados com
apenas esta frac¢io do fatorial, pode-se apenas conclulr cfue Ti{aV)
nEo interfére ne =inal analitico até concentracBes normalmente
encontradas nos tecidos vegetais (BOO ugrkgd.

Devido o exposto acima, o comportamento das interferéncias
fol ent3o avaliado com procedimento univariade e solucBes de Mo(VI)
contendo diferentes concentrag®es do ifon interferente em estude, Os
valores de concentragiico dos interferentes normalmente encontrados nos
tecidos ve‘gétais foram estabelecidos como iimite maxime de
concentracio para este estudo e para avaliar o efeito da forca
idnica, diferentes guantidades d_e selucic de perclorato de sdédio
foram adicionados as solugBes de Mo(VI). Os experimentos foram
conduzidos sob as condicles experimentais citadas na Figura IV.11.

Os graugs de interferéncia discutidos a seguir foram
determinados por um ndmerco denominado Fator de Interferénciam. que &

definido como a razio entre o valor de AA (em absorbancial) da reaglo
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catalisada por ﬁolibdénio'na presenga do interferente e o valor de AA
(em absorbincia) da mesma reacfo catalisada por molibdénico mas na
auséncia deo interferente. Todos os valores de AA utlizados para os
caleulos do Fator de Interferéncia foram obtidos contra um branco. Um
| Fator de Interferéncia igual a 1,00 indica que nZo ha inferferéncia,
enguante gque os fatores maiocres e mencores que 1,00 significam
interferéncia positiva ou negativa, respectivamente.

Nas tabelas IV.14 a IV.20, encontram-se os Fatores de
Interferéncia para Ti{OV), CrVI), WVI), Fe(lID, VIV, POi—e Forca
I®dnica em relacfo a concentragio de Mo(VI) de 5, 20 = 40 ng mi™l. Dos
valores obtidos conclui-se que somente o fon Ti* nZo interfere no
sistema (Tabela IV.14) até concentrac®es normalmente encontradas nos

tecidos vegetals.

Tabela IV.14 Interferéncia do Ti(IVY) na determinacio

de MolVIY, usando o siztema MCFA.

Fator de Interferéncis
-1

cTi(IV) Cuo<v1>’ ng ml

ng ml”? 5 20 40
100 1,01 0,89 o,e9
200 1,02 1,00 0,899
400 1,05 1,00 1,00
&B00 1,09 1,01 1,01
2800 1,08 1,01 1,01

Os fons Cr 0% e wo*
Z 7 4

(Tabelas IV.185 e IV.13) apresentam
comportamento semelhante, isto é, a interferéncia desses fons &
bastants acentuada para o nivel de T ng ml™ de Mo(VI), enguantoc gque

para o nivel de 20 ng ml™ de Mo(VI) ou superior, © sisztema suporta
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uma concentracio de 200 ng ml™! dos fons interferentes. Nota-se ainda

que, para concentraces de Mo(VI) a 40 ng ml™, n¥o ¢ observado

interferéncia do ion Wof'aké concentracies normalmente encontradas

nos tecidos vegetalis.

Tabela.15 Interferéncia do CrdVI) na determdnacao

de Mol(VI), usando o sistema MUOFA.

1

Lo c , ng ml
Or{VI) Mo (VY

ng mi~t 5 20 40
850 1,17 1,04 1,00
100 1.27 1,05 1,02
200 1,54 1,09 1,04
400 1,83 1,24 i,16
S500 =, 47 1,36 1.23
BOO 3,11 1,54 1,23

Tabela IV.16

Interferéncia do WCYID na determinacdo

de MolVI), usando o sistema MCFA.

Fator de Interferéncia
£

Wi{VI) Mocvry® 9 ml
ng mi"t 5 =0 40
100 i.288 1,08 1,01
200 1.89 1,10 1.03
400 1.8 1,138 1,08
B0O0 £,49 1,18 1,08
2800 2,80 1,88 1,10

Os fons Fea*

interferéncia

(Tabela

s¥o ©s que apresentam maior efeito de

V.17, principalmente para concentraces
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menores de Mo(VI). Para concentracZo de Mo(VI) iguals ou malores que
20 ng m1™ pode-se afirmar que o sistema suporta uma concentracdo de
500 ng ml™* de Fe®, sem alteracio significativa do sinal analitico.
Para concentracXZo de 40 ng mi™? de Mo(VI), uma concentracfc de
1000 ng mi™* Fe?” provoca um aumentoe de apenas 6% no sinal analitico.
Entr@tanto. as concentracdes de Fe?" toleradas no sistema MCFA, e

citadas anteriormente, s%c muito inferiores Aquelas normalmente

encontradas nos tecidos vegetals.

Tabela IV.I7 Interferéncia do Fe(III) na determinacio

de MolVID, usando o sistema MCFA.

Fator de Interferéncia
1

C - , ng ml
Fe{XIXIX) Mo (WVI)
pg mi~t 5 20 40
0,1 1,11 1,02 1,00
0,58 1,30 1,02 1.00
1.0 _ 1,87 i,18 1,06
5,0 3,86 i.81 1,26
10.0 6,11 2,83 .81
20,0 11,08 3,31 1,82
30,0 18,03 4,04 &,12

40,0 16.867 4,40 z,z8

Como pode ser observado na Tabela IV, 18, uma concentrac¢3o de

aproximadamente 100 ﬁg ml™  de V0; n#o provoca variacGes

significativas no sinal analitico.
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Tabela-IVdB Interferéncia do YY) na determinacao

de MoCV¥I), usando o sistema MCFA.

Fator de Interferéncia

-
Cv<v> Cuo<v1>’ ng ml
ng ml™* 5 20 40
25 1,00 1,00 1,01
50 1,02 1,03 1,03
100 1,10 1,06 1,08
=200 1,47 1,17 1,413
300 i,82 1,29 1,18
400 1.88 1.32 i.22

¢ ion POiﬂ afeta o© sinal analitico, diminuindo—o (Tabela
IV.19). Entretanto, até concentracio de B ng ml™* de POZ” este n¥o
afeta o =sistema. Concentracdes de Mo(VI) de 20 e 40 neg mld'supcrtam
concentracBes de S0 e 150 ug ml™' de POfﬂ respectivamente, sem que o

ginal analitico =se altere de forma consideravel.

Tabela IV.12 Interferéncia de Poi“ na determinacio

de MoCVI), usando o sistema MCFA.

Fator de Interferdéncia
1

Croi" cuotvx)’ ng mi
ug mi™? 5 20 40
5 1,00 5.58 0,69
10 0,92 0,97 0,98
80 0,88 0,92 0,96
100 0,81 0,88 0,93
150" 0,76 0,86 0,90
200 0,68 0,83 0,89

Em relacfo & Forca Iénica do melio, o sistema suporta apenas
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concentracXes idnicas na ordem de 0,04 M (Tabela IV,20), sendo que
concentracBes idnicas supericores a esta afetam de manelira profunda o
sinal analitico. A concentragfo idnica gque o© sistema aceita sem
interferéncia significativa no sinal analitice esta, também, muito

abaixo daquela esperada nos extratos vegetais, 0,38 M.

Tabela 1IVY.20 Interferéncia da forca_i&nica na determi

nacio de Mol¥I2, usando o sistema MCFA.

Fator de Interferéncia

= -1
Forga Idénica CMO(VI)’ ng mi

M 3 =0 40
0,04 1.08 1.086 1,02
0,08 1,868 1.19 1,04
0,10 1.77 1,26 1,14
0,20 2,12 1,38 i.22
0,30 2,43 1,41 1,28
0,40 2,53 1.458 1,28
O, 580 =, 54 1,48 i.88

* Ajustada com solucdo de NaClO‘

IV.4. APLICACAO : DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE
MOLIBDENIO EM PLANTAS

Como a determinac3o de molibdénico usando o sistema MCFA esta

sujeita a um ndmerc elevado de interferéncias, optou—-se por uma

separacio prévia do molibdénic antes da determinac¢Zo no sistema

MCF A,
Escolhemos a separag¢do de molibdénic por extracdc com

a~-benzoinoxima e clorofdérmio como extrator pois esta ja fol aplicada

o981

ha algum Lempm7 & pode atender de maneira eficiente os propésitos
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deste trabalhe. A utilizac¢®o de resina de troca itdnica em linha ou
maszcarantes foram descartadas pois poderiam invalidar os estudos de

otimizac¥oe Ja efetuados.
Extracio com o-Benzoinoxima

o composto a~-Benzoinoxima, t.ambém conhecido COmo

“cupron™ IJ,

\ / | - I D,

& um sélide brance que se exposto a luz torna-se levemente escuroc. E

praticamente ' insolgvel em 4&gua mas dissolve-se, sem grandes
dificuldades, em soclucBes alcalinas, Alcool etilico e outros

82,03
. Particularmente em cloroférmio. sua

solventes ofganiaos
dissolucio exige agitaglo vigorosa.

A extrac¥o de molibdénio com a-benzoinoxima exige um mei:‘:;
bastante 5cide®® e o complexe extraldo apresenta uma raz#o molar
de 1: a‘”"“, MOOZ( CMszOzN )z . Em concentraciic de 4acidoe cloridrico
de 0,01 a 2 M a extracio ¢ seletiva, muito Gtil para a separacic de

85,87 . . . . 16
’ em matrizes complexas tais como digeridos vegetais

molibdénio
Método para Determinaciio de Molibdénio
Um procedimento para a determinag¢fio espectrofotométrica de

molibdénic em plantas foi elaborado baseado na preparacgio do extrato
vegetal empregade no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC‘)M e

separagfc de molibdénico com a-benzeinexima-clorofdérmioco proposta por

Bradfield e Sticklandm =) Marczenkoes. A seguir ¢ apresentado o
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roteiro resultante na forma de diagramas de blocos (Figuras de IV.13
a IV.16) e a configuracfo e as condi¢®es recomendadas para o sistema
MCFA que foi empregado na determinacgdo de molibdénio em tecidos
vegetais.

A concentracio de a-benzoinoxima em etancol fol adotada apots
uma avaliacSo do comportamente da curva de calibracZo obtida com
padr@es de extracio em relacfo 2 concentragfo do gquelante. Extractes
com concentracSes de oa-benzoinoxima a 0,1%, 0,3% e 0,85% foram
efetuadas e esta Ultima apresentou uma curva de calibrag3o muito
semelhante A obtida com padr¥es aquosos e portanto a concentracio de
0,8% fol adotada para ¢ método.

Apés a extracX¥o e separac¢3o das fases, a fase organica
sofreu um tratamentos que consiste ém evaporar o cloroférmio,
adicionar © ml de HNC)3 concentrado e 1 ml de HClO4 concentrade para
destruicfic do complexo e de residuocs de compostos orgénicogsa

(.‘f:amo‘o molibdénio resultante no processo de extragio se
encontra num meio Acido, fol necessario um acerto de pH dos padr@es
de extracio para se aproximar das condig@es dos padr@es utilizados
nos estudos de otimizagfo deste trabalho, Um ajuste aproximado de pH'
com o uso de solucie de fenclftaleina se mostrou eficliénte além de
n&o dificultar a aplicag¢fo do métode em trabalhos de rotina.

Salientamos ainda que, cont‘orm.e citado no item IV.3,
estudos com extraclc de padrdes foram efetuados a uma temperatura de
(5 * 2°, mantida com aparelhos de ar condicionade, e néo foi
observado alterac¥e significativa na curva de célibracﬁo comparada
com adquela obtlda guando a temperatura era mantida com o banho

termostatico a (25,0 % Q,Z?.J°C.
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S{DUO COM 2
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5 ml HCGL 2ZM

E 10 ml Hzo

EXTRATO
BO
VEGETAL

 Figura IV.13 Diagrama de blocos: Preparacso do Extrato

de Tecido Vegetal.



EXTRATO
Do
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ADICIONAR 4 ml
DE SOLUGAO
O~ BENZOINONXIMA
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ADICIONAR
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ROFGRMIO PRE-

SATURADO COM
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AGITAR POR
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ROFGRMIO PRE-~
SATURALO E
REPETIR ©
PROCESSO
COMBINANDO
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ORAANICAS
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Figura IV.14 Diagrama de blocos: Extracdo de Molibdénio

CoOm deenzninoxima/Cloroférmi0.
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COMPLEXO
E
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LEVAR A SECQC
(CHAPA)
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REPETIR O TRA-

TAMENTO ACIDO

2F RESIDUO FOR
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SOLIDO

Figura IV.18 Diagrama de blocos: Tratamento da Fase Orgainica.
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COMPARANDO EM CURVA DE

CALIBRACAO COM EXTRAGAO

poS PADROES E TENDO UM
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COMCO REFERENCIA

Figura IV.18 Diagrama de blocos: Ajuste de pH e

Determinacic de Molibdéniu.
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¥.17 Configuracac MCFA para determinacio de molibdénio
em tecidos vegetals.

Volume da cAmara = 2280 ul; veolume da alc¢a de amosg

tragem = 300 ul; tempo de reagl3o 130 s; tempera

tura = (25 * 2>°C; cela de fluxe = 80 ul; A = 350
nm; concentracfies dos reagentes em torne de: KI =
00,1828 M, HZSO‘; = G,0888 M e Hzc}z = 00,0041 M, Os
numeros entre parenteses sZco as vazBes recomenda

-4
das, em ml min .

Precisdo do Método

A precisio do método fol avaliada atraveés do desvio padrZo
calculade a partir de dez determinaces em replicatas para
z de uma curva de calibracfo com padrBes submetidos &

com o~-benzolnoxima (Figura IV.I18),

O desvio padrZe relative variou de 0,84 a 1,34 para os
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nivels de B0 ng ml™? e 1 ng ml-i. respectivamente. O limite de
deteccdo obtido nesta condicio foi de 1,0 ng ml"" e fol calculadoe em
relacXo ao sinal do brance de reagentes submetidos as mesmas

condicBSes de exiracfio dos padrdes.

her AA%0,014 €, 0,007
r % 0,9562
=l
e ),0 ng ml P
”
e
s
<«
(8]
z
(-4
¢+
[+
o nfn
)]
14
r 4
o
L]
[+3 2 i I i i i
[+] 0 20 30 40 80 [ 1+

CONCENTRAGAGC DE MoV}, ng w!

Figura I¥.18 Curva de calibracfo com padrdes de extracio.

Cond. Experimentais: Figura Iv.11.

Exatidao do Método

Devido a falta de padrBes certificados, a exatidio do método
para determinacfo de molibdénio foi avaliada através de amostras cles
i:alant,as; fornecidas pelo "International Plant-analytical Exchange"
(IPe®® da  Universidade de VWageningen {Holandal. Mais de 200

laborateérios participam deste programa de calibracZc, os quais
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nivelis de S50 ng m.l;"'1 e 1 ng mlﬂ, respectivamente. O limite de
detecc¥o obtido nesta condigdo fol de 1,0 ng ml™? e fol calculado em
relacZe ao sinal do branco de reagentes submetlidos as mesmas

condicSes de extragio dos padriies,

Lo
AA=0, 014 C’“ + 0,007
r o 0,0602
g 1O ng mi! P
-~
-
-
“
0
*
{u
m
(<4
o 9°
oy
®
i
o
<
o ) A L i . "
0 :4) 20 30 40 80 ']+

CONGENTRAGAOG DE Mo(V), ng !

Figura IV¥.18 <Curva de calibrac3do com padrdes de extrac3o.

Cond. Experimentais: Figura IV.11.

Exatidao do Método

Devido a "fﬁa-lt,a de padr@ies certificados, a exatidZo do métoedo
para determinacio de molibdénio fol avaliada através de amostras de
#lantaﬁ fornecidas pelo “International Plant-analytical Exchange”
arem® da Universidade de Wageningen {(Holandal. Mais de 200

laboratérios participam deste programa de calibracfc, os quais
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recebem as amostras de material vegetal e determinam os diversos
elementos desta matriz, de acordo com os seus préprios procedimentos
de rotina. Apenas 10 laboratérios apresentaram resultados da
determinac¥o de molibdénic para as amostras fornecidas pelo IPE. Os

materiais nos gqualis meolibdénio foi determinado s3o:

Amostra Cédigo Material
1 883 Carnation (Straw)
2 a7 Japweed
3 =it Bladder Wrack
4 a63 Hibiscus
=1 2883 Carnation (Straw)
& asg Sea Aster

Neste trabalho, cada amostra de planta analisada fol
dividida em duas porcBes e tratadas independentemente. Como as
amostras recebidas para testes ja estavam s'ecas e molidas, ent3o,
seguindo as recomendaclies do IF’E.'.BQ, o material vegetal feoi levado a
estufa a 108°C por B horas e esfriado em dessecador antes de pesar a
massa dese jada.

As solucB®es resultantes foram injetadas no sistema MCFA en
quintuplicatas. Os resultados obtidos sZo apresentados na Tabela
V.21 e descritos pela média dos resultados obtidos e a variagiZo das
medidas, Jjuntamente com um resumo dos resultados apresentados no
relatério do IPEBQ.

Os critérics para rejei¢ic de resultados, empregado pelo

IPE, wutilizam a mediana dos valores encontrados e um desvio,
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calculado a partir da mediana dos desvios absolutos, em lugar da
média e do desvic padrZo geralmente empregados em tratamentos
estatisticos ﬂOnVEﬂCiQﬁaiSw. pois oz dades reunidos envolvem
resultados de diferentes procedéncias e diversos procedimentos

analiticos. O critério de rejeicio ¢ dado por:

| ¢ X - p 2|

> 2 (6
o . F

onde ¥ = resultado em teste,
# = mediana dos resultados,
o = mediana dos desvios absoclutos,

§ = fator de correcfco dado por:

§ = E)J?aa vi.008 ] x t 7>

onde n = numero de resultados,
t = valor de “Student®, com 85% de probabilidade,

para n-1 graus de liberdade.

Num primeiro m:::_ment,c:, os resultados de um conjunto de
medidas s¥%o submetidos ao teste de rejeicio (equacio B e aqueles que
excedarem ao valor 2 z‘e‘eézabem dois asteristicos. Num segundo momento,
os resultados isentos de asteristicos s¥o novamente submetidos ao
teste de rejeigfo recebendo um asteristice os que excedefem a 2.
Finalmente, os resultados gue ndo receberam asteristicos constituem o
conjunto de resultados aceitos os quais definem o© intervalo de
aceitaclo e a mediana.

Analisando os resultados obtidos pelo métode MCFA proposto
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(Tabela IV.21)., observa-se gue a maior variacio absoluta apresentada
em um conjunte de duplicatas ¢ de 32 ug-Kg de molibdénico na materia
seca, referente 4 amosgtra 1-883, mas esta variacio corresponde apenas
a 1.%% de wvariacZo entre os resultados individuais. O maior
percentual de variag¢¥o entre um conjunto de duplicatas foi de £.2%,
observado para a amostra 3-8958. Portanto, apesar da guantidade de
amostras recebidas n¥o permitirem um malor numero de replicatas, oS

resultados apresentados foram considerados confiaveis.

Tabela IV.21 Determinacdo de molibdénio em extratos de

Plantas.

resultados do IPE

Método M?i? w pg/Kg‘a’

amostra Hg-Kg intervalo intervalo

céddigo média var.(b) mediana aceito®’ observadéd}
1-883 2074 32 2199 2040-2800 1738-3060
2987 608 5 510 279- B37 110-1683
3058 B21 14 817 © o B3Bi- TS0 381-1332
4 ~-863 717 18 5650 . 271- BVZ 271-1287%
5-B8B3 2088 a 2178 12835-2680 1635-2200
G282 1022 ig ass B01~-1184 B8C1-1184

(e concentracio na matéria seca.
(b diferenca entre as duas medidas.
(¢’ intervalo dos valores aceitos pelo IPE.

cdy intervale dos valores descritos no relatério do IPE.

Por comparagio direta, verifica-se que todos os resultados
obtidos peloc MCFA se encontram no intervalo aceito de acordo com ©
procedimente de rejeicdo empregade pelc IPE. E claro que este

procedimento nio ¢ © mais recomendado, estatisticamente, para avaliar
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a exatidio do método proposte. No entanto, iste n3o invalida o uso da

comparagdo direta para determinar a confiabilidade dos resultados

obtidos.
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PRETENSGES FUTURAS

Devido a importéncia do molibdénio na agricultura,
pretendemos dar continuidade a este trabalho, buscando viabilizar
também a aplicaglo da técnica MCEA em analise de solo. Dada a
complexidade desta matriz e da cinética da reag¢3o envolvida, torna-se
necessaric otimizar o processo de separagio do molibdénio do solo,

Neste sentido pensamos em aplicar a técnica de extracio
liguido-liquido por fase unica, que ja demosirou a sua potencialidade

como técnica de separac3o.
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APENDICE 1

PROCEDIMENTOS MULTIVARIADO DE OTIMIZACAO

i. METODO SIMPLEX

£ um método classificado como método sequéncial de

otimizagZo, introduzide na sua forma original por Spendley, Hext e
Himsworth®® em 1962, ¢ ¢ chamade hoje de Método Simplex Basico (MSB).

Um simplex & definido como sendo uma figura geométrica em n
dimens@es, constituideo de ptl pontos. Cada dimens3o corresponde a uma
varisdvel a ser otimizada®". Unm simplex em duas dimenses é. um
triangulc, em trés ¢ um tetraedro. O método pode ser extendido para
maiores dimens@es, mas n3o seréd facil a visualizacfZo dos simplexes.
Apesar disto., o métode simplex pode ser aplicade, teoricamente, para
qualquer numero de variiveis. O desenvolvimento do método simplex &
efetuado por aplicac3o de regras de movimentac“a”o7o gque descarta o
resultade menos desejado e se desloca na diregSo do melhor resultado.
O desenvolvimento do métode também pode ser acompanhado com auxilio
de programa cmmputaaicnalmﬁa, que facilita o trabalho quando o
numero de varidvelis ¢ elevado,

Em 19688, Nelder e Meadn, proepuseram  modificac®es no
procedimento original de movimentac¥o do simplex, que permitiu obter
um ponto Gtimo estacionaric com suficiente precisfo e clareza, além
de permitir um desenvolvimento mais rapide do =simplex em direcio ao
Stimo, originando © denominado Método Simplex Modificado (MSM).

Az regras de movimentacio do MSM70, podem  ser melhor
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entendidas com o auxilico da Figura Al.1.

Figura Al.i Movimentos do método simplex modificado.

Regras de Movimentac@io do MSM

Regra 1i: Apds iniclar o processo, © simplex ¢ movimentado
depois de cada observacfo das respostas classificando-as em melhor
(B), menos desejada (W) e resultados intermediarios (N> (mplica qué
visualiza a possibilidade de haver mals que dois fatores na

otimizacio), conforme o objetivo da cotimizacHo.

Regra 2 : O simplex ¢ movimentado para um simplex adjacente
gue € determinadoe ignorando a resposta menos desejavel e substituindo
o wvértice correspondente por um novo vértice., Se os vértices de um
simplex k-dimensional g%:a representados por coordenadas vetoriais

P‘i, Pz, ce e s Pk, F’kﬂ, a eliminac3c da rresposta  indesejavel Pj

resulta na hiperface formada por P, P,..., P ., P ,..., P, P
i 2 =% jra i k+1

com o centréide definido por

P =31% P + P + ... + F + P + ... P o+ P 3
@ 'l 2 k ki
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O nove simplex ¢ definido por esta face e um novo vértice P.
ES + -
P Pc 2 (F’C Pj)
O coeficiente 2 define o movimento do simplex e de acordo

com a Figura A4.1, © novo vértice seria:

p:[ﬁy_]J, p Eﬁs_;é_!i]._w

para definir © nove valor de cada fator no processo de otimizagdo.

Regra 3 3 O primeiro movimente no processe ¢ sSempre com o©
valor do coeficiente 2 = 1, © qual resulta no véritice R, chamado de
REFLEXAQ. A observacfo da resposta no vértice R pode resultar em
guatro possibilidades:

i-Se R for melhor do gque B ‘indica gque © simplex esta
caminhando na direc¥o correta, devendo-se efetuar um experimento em
S, gue & um movimento do simplex inicial com EXPANSAO, isto &, 3 = 2.
Se a resposta em S Ffor melhor que as anteriores. o nove simplex sera
NBS.

2-8e a resposta em R for pior do gque em W, significa gue ©
simplex esta com tamanho inadegquado e uma CONTRACAOQ COM MUDANCA DE
DIRECAO do simpiex, T, se faz necessiria. Faz-se uma observagdo no
ponte T, isto ¢ 3 = ~-1/8. Se T for melhor do que ¥, © novo simplex
serd TNB.

3-Se R for pior do gue N, mas melhor do gue ¥, significa
que © tamanho do simplex estid demasiadamente grande, mas na direc3o
correta. Faz-se uma observacfo em U, isteo &, $ = 172, Se U for

intermedisrio a B & N, © novo simplex sera BNU ou seja, fez-se uma

CONTRAGAQ.
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4-=Se R for intermediario a B e N, estas operacBes n3o s3o

recomendavels e o novoe simplex sera BNR, aplicando-se novamente a

" Regra 3.

Regra 4 : Quando os recursos dos itens 1,2 e 3 da Regra 3 se
mostrarem falhos, uma reducgdo do simplex & recomendada®>’®, tambeém

*

chamada de CONTRACAC MACICA. Istce ¢, conserva-se o vértice B do

simplex e faz novas observagf@es para determinar os outros vértices,

N’ e W (Figura Al.2) & o novo simplex serda BN'W'.

,_B+N _B + W
N'= S e W —

“Q

™

i s

| TN

|

i 8

|

i

i -//w

nad

W

Figura Al.2 Contrac3o macica de um simplex.

A idéla, embora efetiva, sofre duas desvantagens distintas.
Primeira, ela requer a avaliag3o de k vértices do simplex reduzido
para gue © processo possa continuar. Segunda, o tamanho do simplex
cada vez gue ocorrge uma contracio macica ¢ reduzido, isto pode

resultar na convergéncia prematura na presenca de erro experimental.
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Regra 8 : Se um vértice for retide em k + 1 simplex, antes
de se aplicar a Regra 3, efetuar uma nova observac3o do vértice
persistente. Se o vértice em teste for realmente préximo do Stimo, €
provavel gue a avaliag3o repetida da resposta seja consistentemente
alta & o vértice em teste serid mantido., Se a resposta no vértice em
teste for alta por causa de erro de observagio, & improvavel que com

a nova avaliac3c isso aconteca e portanto, o vértice em teste sera

eventualmente eliminado.

Regra 6 : Se o© novo vértice localizar-se fora dos limites
das varidveis, n¥o fazer observagcBes experimentais nestes valores,

mas ao invés disso atribuir para ele a resposta mais indesejavel.

O método simplex nZo requer o usoc de testes estatisticos de
significéncia por duas raz@es : a) se as diferengas nas respostas
forem grandes quando comparadas com o erro experimental, o simplgx
deve mover—-se na direcfo correta,” b) se as diferencas forem pequenas
o bastante para serem afetadas pelo erro experimental, o simplex
poderia mover na dirét;%o errada. Mas, um movimento na direcZo errada
acarretaria numa resposta indes&ajaval,r que raplidamente faria com gue
houvesse uma correcio na direcio tomada. através da Regra 3, & o©
simplex, embora momentaneamente fora do curso, seguiria novamente em

direcio aoc o6timo.
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Hovimﬁto de um Simplex

Exemplo: Hipotético, maximizar resposta.

vértice varidvel, X variavel, Y resposta
5 0,397 0, 203 0,0072 D
& 0,343 0, 342 0,033 By
7 O, 204 0,207 0,008y (ND

EXPANSAQ ---> S =P +2 CP - W)

= (0,854 ; 0,275 7

[0,343 + O,364 0,342 + 0,207]
P z ; z

P-w=[0,354 - 0,397 ; 0,276 - 0,203 | =( ~0,043 ; 0,072

1}
%

¢ 0,384 ; 0,878 3 + & ¢ -0,043 ; 0,072 )

s

i

¢ 0,288 ; 0,419 O

Os valores 0,268 e 0,419 correspondem aos valores experimentais das
variadveis X e Y, respectivamente, que devem ser utilizados para a
efetiva;ﬁo do movimento ExpansZo para o simplex constituido pelos

vértices 5.6 ¢ 7.

2= METODO DO PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento fatorial, como técnica de otimizagdo, €
classificado como método do tipo simultinec e geralmente & utilizado
para selecionar as variavels que raalmen{,e apresentam influéncias
significativas na re$postas?. Também nos permite saber se uma
variavel apresenta um efeito positive ou negativoe na resposta gquando

a mesma passa de um nivel (valor) para outro, e se as varidveis s3o
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independentes ou apresentam interac¢es. Além disso, ¢ planejamento
fatorial pode ser usado rﬁorsé para localizar o &timo como também
pode obter a superficle de resposta para o sistema estudado,

O método do planejamento fatorial ¢ mais eficaz guando
utilizado para detectar diferengas causadas por dois ou mais fatores
discretos. No entanto, se o fator for continuo, os resultados sZEo

altamente dependentes da escolha dos niveis testados. O método pode

explorar uma pequena regifo compressivamente de maneira a dar, no
maxime, uma indicacio da direcfo a mover para efetuar uma nova série
de experimentos, ou explorar uma grande regifio superficialmente, de
maneira gue um Stime, se enconirado necessitarad de experimentos
posteriores para melhor caracteriza-lo. Pode também explorar regiles
que estejam mults afastadas de um Stime de maneirz z fornecer
resultados de pouco interesse.

Para realizar um planejamento fatoriale?, escolhe~-ge um
nimere de niveis (valores) para cada uma das variaveis (fatores) e
efetua-se experimentos em todas as combinaglies possiveis deste niveis
seleclionados,

O planejamento fatorial pode ser representado de uma maneira
geral por ba, onde a ¢ o numero de variavelis estudadas e _E’;,,é O nameroe
de nivéig escolhidos. Pode-se ter, também, fatoriais com valores de b
diferentes para cada wvaridvel (fatorial 2t x 3 x 8, isto &, 2, 3 e
8 s¥o nivels para as varidveis A, B e C., respectivamente),.

Oz fatoriais do tipo 2® szo os mais comuns. Estes planos,
onde para cada varlivel sZo escolhidos apenas doizs niveis, sZo
importantes por que requerem relativamente poucos experimentos e

gmbora sejam incapazes de explorar completamente uma grande regifoe no
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espaco dag variavels, podem indicar tendéncias para posteriores
realizactes de experimentos. |

O planejamento fatorial apresentado por Box ot al11®” pode
tlustrar a técnica = apresentamos a seguir o resumo deste estudo. A
Tabela Al.1 mestra um planejamento fatorial 2® onde duas variaveis
s8c gquantitativas -temperatura e concentragfo- e uma variavel e

gqualitativa -espécie de catalisador. A resposta ¢ © rendimentco de uma

planta piloto,

Tabela A1.1 Planejamento fatorial 2°.

Variaveis Nivel baixo Nivel alto
Temperatura(T), °C 160¢-) 180C(+)
ConcentracXo(l). % 200(-3 4G C+3
Catalisador(k) AC-3 B{+>
Interacfes Replicatas
T € K TxC TxK CxK TxCxK Primeira Segunda Média
- s 4 - 59 61 80
+ - - - - + + 74 70 7E
R - + - + 50 ' =58 54
+ o+ -+ -~ - ~ 69 67 68
- - + - - + S0 54 sz
+ - - + - 81 85 83
-+ o+ - - + - 48 44 45
S S T

+ + + * e 81 80

Os efeltos, definidos como mudanga ocorrida na resposta
guando se move do nivel baixo para o nivel alto s3o classificados em

duas categorias: efeito principal dsto &, efeito causado por cada



o8

uma das varlavels) & sfeitos de interacglo ( iste &, efeilo causado
pela interagic entre as variayeis - podem ser de segunda, terceira ou
enéssima ordem conforme o numero de fatores considerados),
Ent¥o, a média dos efeitos mede o efeito médio da variavel
sobre todas as condicBes de outras variavelis.
Efeito Principal w~Y+ - Y , onde
Y = média dos efeitos individuais da medida

(+) = nivel alto e {~) = nivel baixo

FEfeito da temperatura, T:

Temperatura Concentrac¢fo Catalisador
Y = 72 - 60 = 12 20 A
Y = 68 —~ 54 = 14 490 A
Y = 83 - S = 31 20 B
Y = 80 ~ 45 = 35 40 B
agz

Efeito Principal da temperatura = 92 = 23,0

4

Efeito da interacBo Temperatura x Concentracio, TxC:

Uma medida de interaclo & fornecida pela diferenca entre a
média dc:a efejite da temperatura em relagfc ac nivel alto (+) da
concentracio & a média do efeito da temperatura com o nivel baixo (-

da concentracEo:
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Concentracio Média do efeito temperatura
(+) 40 (BB - 54D ; (80 = 485 54,8
(-3 20 (72 - B0) + (83 - B2y 21,5
=
Piferenca > 4.8 - 21,8 = 3,0
Efeito de interacko Tx¢ = D1TSLeDEa - 22 = 1.8

ffeito Trifatorial, TxCxK :
A interacic trifatorial pode ser definida come sende a
metade da diferenca entre as interacBes da TxK para os deois niveis de

concentracio, C.

InteracZo TxK com nivel de © alto (+1:

(y® - ¥7y - ¥* - ¥® _ (80 - 45) - (B8 ~ B4) _
= = 10,5
2 2
Interacio TxK com nivel de C baixo C~D2
Y® - Y% ~ v* -y _ (83 - 82) -~ (78 ~ 6B0) _
= = Q9,5
23 z
Diferenca = 10,% - 8,9 = 1,0
Efeito de interacio TxkxC = ﬁifegenca = j%?L = $,8

Como & nuito tedioso o cilculo dos efeitos seguindo as
defini¢Bes, uma alternativa mais réapida ¢ a Tabela de Coeficientes em
Contrastes (sinais 4+ e -~ da Tabela Ail. 1. Todos os efeitos,

principals ¢ de interacBes podem ser calculados da mesma forma, como
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mostrado no exemplo para o efeito principal da Temperatura, porém nas

suas respectivas c¢olunas de sinais,

Efeite da Temperatura; conforme sinais da primeira coluna da

Tabela A2.1 e o divisor 4, que ¢ igual a Y+ ou Y , temos:

{(~ 80 + 782 -~ 84 + B8 -592 + 83 - 45 + 860> _ + @2 _ .
4 - 4 —ﬁﬁpo.,

Calculo do Desvio Padr3o para os Efeitos:
Em geral, se g séries de experimentos sfo realizados e cada
série 1 de experimentos rende n, replicatas, entico o grau de

liberdade, v,t,. ¢ dado por Vi. = ni - 1, e a estimativa combinada da

varisnca &:

2
(v s+ ps®a+... + s>
174 2" 2 g 2
s = , onde
p g

vo= v, + ¥, + ... * vg graus de liberdade.

Como cada =feito principal e de interacfes s3ic medidas

estatisticas do tipo CY+ - Y ), a varinca de cada efeito & dada por:

Viefeito) = V (Y - Y ), ou seja

Viefeitod

#

§
‘:J!w

'S

+

:Jiw
g

Q

O

s

ol

D

po
H

n2 total de replicatas para o célculo de ﬂ’+

n? total de replicatas para o célcule de Y.

o
#
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Num plénejamentm fatorial onde ¢ numero de replicatas s3o
constantes para todas as combinacgB@es de niveis, ento n +n, = N,
ntmero total de experimentos. Portanto, se um total de N experimentos

=¥o realizados num procedimento fatorial de dois niveis,

V(efeito) =~—-§4- oz . Como S2 ¢ uma estimativa de crz, entio

V(efeito) m-mé-- s? | iogo
18

Desvic padrZo(efeitod :E—;-— 82:1

Os efeitos e o desvio padr3o de efeito do fatorial exemplo

Y- Co

Temperatura = £3,.0 t 1,4
Concentragfeo = - 5‘.0 1.4
Catalisador = 1.8 £ 1,4
T % € = 1.5 % 1,4
T »x K = 10,0 £ 1.4
C x K = 0.0 * 1,4
T x € % K = 0,8 + 1,4

A interpretacic deo resultado pode ser facilitada com o

auxilio da Figura Al. 3.
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Figura A1.3 Representacio do exemplo do fatorial 2°

Interpretacio do fatorial:

i~a concentraciio ¢ independente da temperatura e do

catalisador.

2-o efeitc de aumentar a concentracéﬁo € uma diminuicio no
rendimento de 5 unidades. Este efeito ¢ constante para o3 nivelis das
outras variavels testadas.

3-os efeitos de temperatura e catalisader n8oe podem ser
interpretados separadamente por razio do valor grande do efeito da

interacic entre eles.

E evidente que no método planejamento fatorial, © nimeroc de
experimentos pode ser muito elevado, mesmo tratando-se de fatorial de
dois nivels, pois isto depende do nUmero de variavels que serdo

avaliadas. Entretanto, como, de maneira geral, as interac@es de ordem
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alta (terceira, guarta ou ordem superior) s¥c pequenas e podem ser
confundidas com o desvio padr¥c do efeito, ¢ possivel executar um
plane jamento fatorial sem gue seja necessaric a determinacio de todos
o8 parametros de interacfo. Neste caso, pode-se diminuir o numero de
experimentos e ainda determinar os efeitos mais importantes

(principal e interagfes de segunda ardem). Este tipo de planejamento

fatorial ¢ chamado de Plane jamento Fatorial Fracionado® %%,
Os fatoriais fracicnados mals aplicados s3o do tipo a“". =)
50 chamados de “1/2 fatorial®™, mas fatoriais com coutras fra¢fies

também podem ser aplicadosw. Um fatorial fracionado 2% dsto e,

quatro varidveis estudadas a dois niveis cada uma) ¢ exemplificado na

Tabela Al.Z2.

Tabela Al1.2 Exemplo de fatorial fracionado 2%,

varidveis
experimento A B < D
1 N - - - -
2 + - - %
3 - + - +
4 + + - -
£ - - + +
& + - + -
7 - + + o
B3 + + + +
PDfaz—se o planéjamento fatorial 23‘ completo (4 -~ 1 = 3) nas

variaveis A, B e C.

£ios sinais das celunas A, B e C s3o nultiplicados e

sncontra-se o sinal para a variavel D.
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Os efeitos e desvio padr3o de efeito, neste tipo de fatorial
s¥o calculados da mesma forma que s¥o calculados no planejamento

fatorial complatos7ﬂz.

A wvantagem gque o planejamente fatorial
fracionado apresenta sobre o© planejamento fatorial completoe & de
permitir avaliar os efeitos principais e de interactGes de segunda
ordem com um numero menor de experimentos. Por outro ladoe, a
desvantagem evidente & que para avaliar os efeitos de interac3io de

ordem superior ¢é necessario completar o fatorial com experimentos

adicionais.

33— METODO DE ANALISE DE SUPERFICiE DE RESPOSTA

Este método consiste num grupo de técnicas usadas no estudo
empirico de relacBes entre uma ou mais respostas medidas. £ um método
do tipo Simultaneo.

O método de superficie de respos}a & utilizado no estagico de
atimizacZo propriamente dita, isto &, o mesmo permite selecionar a
combinagloc de niveiz &timos que faz com gque a resposta obtida seja a'
melhor possivel para a dada situaczoﬁi O método € usado para obter
uma estimativa do méaximo ou minimoe e sua metodologla ¢ baseada no

plane jamento fatorial.

EXEMPLO, relatado por Box et alli®’:
Determinar os valores de tempo (L) e temperatura (T2 gue

produzem um rendimento guimico maximo.
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Através de planejamento fatorial prévio, verificou-se que ha

um maximo com tempo de 75 min, temperatura de 130°C e que o = 1,5,

FPlanejamento de Primeira Ordem
Tomande o ponto inicial, ¢t = 75 min e T = 130° ¢, como ponto
central e variando o tempo de 70 para 80O min e a temperatura de 127,85

para 132,8° €, monta-se um plane jamento fatorial 2° com ponto central

® com suas variidvels escalonadas.

X - X
Escalonamentoe das variaveis : X = __LEEW_. , entXo
2
X = Tempo — 78 - X = Temperatura - 130,0
4 5 - 2 2,5

Tabela A1.2 Resultados do planejamento fatorial 2% com trés

replicatas no ponto central.

variavels variadvels escalonadas resposta
experimento timin) T¢°C > X1 Xz rend, , ¢
1 70 127,58 -1 -1 54,3
2 80 127,85 +1 -1 50,3
'3 70 132,98 -1 +1 54,6
4 80 132,85 +1 +1 a8, 0
& 78 1380,0 o O 60,32
& 78 1280,0 O O 63,3
7 78 120.0 O O 62,3

O planejamentio empregado & um fatorial com titriplicatas no

ponto central (Tabela Al 3. Ele ¢ chamado de Planco de Primeira Ordem
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porgque permite o ajuste de um modelo polinomial de primeiro grau do

tipo,
Yzﬁaﬂpﬁxxi*'ﬁzxz*g

Fol escolhido porque, nesta etapa de investigacfo,
normalmente acredita-se estar a uma distancia afastada do maximo. O
plano escolhido: a) permite © modelo planar ser suficientemente
ajustado, b} permite a real'izac:ga de éxames para determinar se o
models ssta tendo uma adequada representacio e o) fornece alguma
estimativa do erro experimental.

Us wvalores dos coeficlentes do polindmic do primeiro grau

pode zer estimado peleos minimos gquadrados, e

{30 & a média de todas as sete observagles, isto é,

,f’30= Bz, 01,

O coeficiente {?1 & a mudang¢a gue ocorre na resposta guando
xs_ & mudado de uma unid;de.“ O éfeito principal linear num
plane jamento fatorlal com variidveis escalonadas € a mudanca na
resposta  guando )(1 ¢ wvariado de -1 para +1, isto &, por duas

unidades. Ent¥o, ,@i ¢ a metade do efeito principal linear, ou seja,

{’a‘& = =, 33, Similar‘me-nte,‘ {32 = 4,80. EntZo,

Yy = 62,01 + £,35 Xi + 4,80 Xz .
(t 0,87 0,7 (r 0,72
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onde o desvio padr3io mostrado abaixo de cada coeficiente da equa

cHo ¢ calculado supondo o = 1,8 , e & dado por:
B o z -%u p = numero de parametros
5 = P » onde
n n = ndmero de ensaios

Embora a tentativa de célculo pelos minimos guadrados assuma
come adeguado © modelo planar de primeira ordem, © planejamento
escalhido permite fazer verificac3c de tal suposicio.

o madeiw planar sup®e gque oS efeitos das wvarliveis sFo
aditivos. Interac®es entre as variavels poderiam ser medidas pelo
coeficiente ,(312 do produto cruzade do termo Xl}{z adicionado no.

modelo. Este coeficiente € estimado por:

ﬁiz = 1.4 [{IX84,3) + (-1XB80,3 + (-1X64,8) + (1)B8,0] = - 0,65,

O desvio padrio desta estimativa & 0,78, o mesmo gue para ﬁz

e ﬁz (foi usado ¢ 1.8 come antes), portanto a interacio xtxz &
desprezivel.

Uma outra verificacio da planaridade local é suprida pela
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comparaciao YF, média dos guatro pontos do fatorial 82. com Yc:' média
das medidas no centro do plano. Admitinde que o planc esteja situado
sobre uma superficie curva da forma de “pires”, o valor YF - Yc & uma
medida da curvatura da superficie. Pode-se, também, mostrar gue se
f:’u e ﬁzz sZo coeficientes dos termos Xje X:. respectivamente, esta

medida da curvatura pode ser uma estimativa de 'Gu + ﬁzz' Entiio a

estimativa da curvatura total &:

- 3 _[B4,3+60,3+64,6+68,0] _ [60,3+62,3+64,3]_ _
By * Pz = Yo 7 g "[ 4 ] [ 3 1 .50
Usande ¢ = + 1,8 , temos dque o desvio padric desta

estimativa & * 1,18, Portanto, n3Zo bha razdo para guestionar a

adeguacio do modelc planar neste exemplo, visto que:

e +
£ 0.6 £ 0,75

= +
{3“ + ﬁzz .80 % 1,15,

Aceitando-se, entZo, a equac¥o de contorno para aquela

regific da superficie, temos:

62,01 - ¥ + 2,35 Xl + 4,80 Xz = Q,

Fazende Y = 586, B0, 64 e 68, respectivamente, temos uma
série de egquacBes espacadas paralelamente como linhas de contornos

retos (Figura Al 4).
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Figura Ai.4 [inhas de contorno para a superficie
de resposta.
B2.01 - Y + 2,38 )'{1 + 4,50 Xz = O

(x)pontos do planejamente fatorial

Caminho da Ascensio Maxima

E uma linha perpendicular as linhas de c¢ontorne da
superficie de respostas partindo de ponto central do planejamento
fatorial, O caminho da ascensfo masxima pode ser obtido através do
grafice (Figura Al1l. %) ou calculando os valores dos pontos comoe segue,

Comecando no centro da regiico experimental, o© caminho
seguido € © movimento $;multane0 de {32 = + 4,80 unidades em Xz para

cada ;'3’1 = 4+ 2,35 unidades movidas em Xz’ el eguivalentemente,

4,802,885 = 1,91 unidades enm Xz para cada unidade em Xi.
Mo exemplo. uma conveniente série de pontos sobre o caminho

de ascens3co maxima fol escolhido e realizado experimentos nas



condigBes definidas por este caminho (Tabela Al. 4).

2
TEMPERATURA,®C

Figura AlLS

Fo r

3
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3

3

120

58,2
. 86,8
Py, ™
~ o~
P
—~ Y ::‘ 733
AN N -
~
X~ \&\ : -
\\\\\\\:~\
) () ) %0 . 10D WO

TEMPO PDE REAGAO, min

de resposta.

82,01 - Y + 2,30 Xi + 4,50 Xz

(X} pontos do planejamento fatorial

Tabela Al.4 Caminheo da ascensio maxima,

Linhas de contorno para a superficie

varidveis varliavelis escalonadas resposta
experimente  timin) T X, X, rend. ,g
0 75 130,0 0 0 62,3
i 80 134,8 1 1,91 73.3
& a0 144,4 3 5,74 86, 8
3 10G 182, 9 5 2,87 58,2
Média dos resultados do ponto central.

111
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O experimento 3 deu rendimento de 58,2 que & mencor que ©
experimente 2, indicando gque © movimento de 2 para 3 fol grande
demais, logo, a regifo compreendida entre 80-100 min e 144-154 °¢
deve ser melhor explorada. Pode-se continuar pelo caminho da ascensdo
maxima ou entio obter uma nova equa¢éo d%_Superficie para representar

esta nova regldo.

Segundc Planejamento de Primeira Ordem

Um novo planejamente fatorial 2% com ponto central situado
préxime ao experimento 2 (Tabela Al 4) & efetuado (isto e, tempoe de
90 min e temperatura de 1485 °chy. Este planejamento explorou a regifo:
tempo, 80 -~ 100 min e temperatura, 140 a 1850 °c, e os resultados se

encontram na Tabela AL S

Tabela A1.5 Segundo planejamento fatorial 2? com duas

replicatas no ponto central.

variasvelis varidvelils escalonadas reposta
experimento  timind T X, X, rend. ,g
i 20 140,0 -1 ~1 78,8

2 100 140,0 +1 -3 24,5

3 80 180,0 -1 +3 Bil,2

& 100 180,0 +1 +1 T7. 4

= a0 148.0 O O BS,7

& (1o 145,0 o) O 26,8

Aplicando novamente o modeloe polinomial de primeliro grau

temos a equacio de superficie de respostas:
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Y = 84,72 -~ 2,03 Xfl + 1,33 ){2
(x 0,861 x 0,79 (£ 0,75

Avaliando—sgse o valor do termo de interacZo e a curvatura da

superficie temos:

Estes wvalores mostram gue na presente regifo a equagdo
polinomial de primeiro grau é inadequada para representar a fungdo de

resposta local.

Planejamento de Segunda Ordem
Come a aproximac®oe polinomial de primeiro grau mostrou ser
inadequada na nova regifo experimental, uma aproximacgdo polinomial de

segundo grau ¢ agora considerada:

- 2 2
R AR ER PR, * 8% * 8% * BX%, * &

Para estimar eficientemente todos os seis coeficlentes neste
modelo ¢ para fornecer uma andlise apropriada & determinacio de erro,
o segundoe fatorial (Tai":»éla Al.B) foi ampliadeo com um planejamento
tipo "estrela”, constitulido de quatro pontos axiais e duas novas

replicatas para o ponto central (Tabela Al ).
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Tabela Al1.6 Planejamento fatorial complementar tipo estrela.

variavelis variaveis escalonadas resposta
experimento Temingy TCoE X, X, rend. ,g
7 76 148,0 - {2 o 83,3
8 104 145,0 + {2 0 81,2
2 : 20 138,0 O - -[?—ET Bi,2
10 80 152,0 0 + {2 79,8
11 20 145,0 0 0 87,0
iz a0 1485.0 O 0O 86,0

Reunindo os pontos experimentais das Tabelas Al.5 e A1 6,
podemos ter uma vis¥o das regifes das varilveis que foram exploradas,
como representado na Figura Al. 6. |

0 ajuste da equagfo do segundo grau pelos minimos quadrados
para os resultados do planejamento fatorial composto (experimentos de

i a i, Ta'belas AL B o Al B8 fornecem a segulnte equagio: '

Y = 81,36 - 1,38 X + 0,37 X - 2,15 X - 3,12 X% -~ 4,88 X X_.
4 4 4 2 1 2

Recomenda-se © uso de programa éomputacional de regressHo
linear multipla“ para obtencio dos coeficientes destas equagles, o©
que diminul a probabilidade de erros na manipulacic dos ndmeros,
Ainda, com respelito a equagio do segundo grau para a superficie de

resposta temos gque a verificaclio da validade do modelo nos fornece:

1,28 * 1,006

i

ﬁxu - {3122

i

- - +
By = By = 1,93 £ 1,06,
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TEMPERATURA, °L

TEMPO DE REAGAO, min

Figura Al.8 Representacio do planejamentoc fatorial
composto.
(X)pontos da primeira regiZo explorada.

(edcaminho da inclinac3oc maAxima.

Nota-se gque o modelo polinomial do segunde grau é
ligeiramente inadequado, portanto:

1) aceita-se © modelo,

2) desloca-se o sistema para mais perto do maxime ou

3) busca-se um modelo com polindmioc do terceiro grau.

Aceitando-se o modelo, observa-se a superficie de resposta
representada pelas linhas de contorno da Figura Al. 7.

Neste exemple do método de superficie de resposta,
admitinde, portanto, gque os efeitos de terceira ordem sZ8o
insignificantes, pela maximizac¢io analitica da eguacio polinomial do

segundo grau, que representa a superficie de respostas, chega-ge aos
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valores de xs e Xz que maximizam Y. Obtem-se, portanto, o©s valores de

tempo de reacio e temperatura gue tornam o rendimento maximo,

TEMPERATURA, °¢C

TEMPO DE REAGAQ, min

Figura Al.7 Linhas de contorno da superficie de resposta.

Y = 81,36 - 1,38 X + 0,37 X327 - 2,18 ¥ - 3,12 X - 4,88XX
1 2 i 2 12
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APENDICE 2

SOLUCOES DOS INTERFERENTES

Soluc¥e 1.000 pg ml™t

de Fe(II) foi preparada pela
dissolucio de 0,8638 g dJde NH‘F‘e(SO‘)z.laHZO (Merck) e elevacHo do
volume, com solugdo de HCl 0,8 M, a 100 ml.

Solucio 1.380 ug ml™ de TIOV) foi preparada pela fusio de
1,1048 g de Tioz (Merck) com 10,0031 g de KZSZO,?. dissolugic da massa
branca resultante e elevacio do volume, com solugio de HZSO‘ 8 %, a
BOO ml.

SolucZo 9. 000 g ml™? de WVD f‘&i preparada pela dissolug3o
de 00,8871 g de Naz‘h‘oé. EHZG (Fisher) em Agua e completando o volume a
100 ml.

éolucﬁa 1. 000 ug mi™t de V(W foi preparada pela‘ dissolugio
de 0,226 g de NHJ’G3 {Carlo Erbal) em é.gu:la e completando o volume a
100G ml.

1 de CrVI) feoi preparada pela

Solugde 1.000 upug ml
dissclugfo de 00,2828 g de KzCrzO? (Carlo Erbad em Agua e completando
o volume a 100 ml.

SolugBoe 9, 000 g ml™? de P foi preparada pela dissolugfo de

1, 8880 g de NaZHPO4. :tﬁHzO em Agua e completando o volume a 100 ml.
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