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Resumo

RESUMO

Nesta Tese implementou-se um sistema de detec¢do de quimioluminescéncia
baseado num tubo fotomultiplicador em que o controlo do detector e aquisicdo dos
dados é efectuada por computador. Com base neste moédulo de detecgdo acoplado a
sistemas de fluxo foram desenvolvidos trés métodos de andlise quantitativa de catido

Cu(ID), cloro livre e anido bromato.

O desenvolvimento dos métodos de andlise envolveu uma primeira fase de
optimizacdo recorrendo a técnicas de planeamento de experiéncias. Foram utilizados
planeamentos factoriais completos com dois e trés niveis para cada factor, planeamentos
factoriais fraccionados e de Plackett-Burman. A andlise da significincia dos factores
estudados e dos modelos de regressdo multipla propostos foi efectuada por ANOVA.
Nas fases seguintes do desenvolvimento dos métodos as caracteristicas de resposta dos

sistemas optimizados foram avaliadas.

O método de andlise de catido Cu(Il) em 4gua € baseado na reac¢ido de oxidacgido
com peréxido de hidrogénio do complexo formado entre o catidao Cu(ll) e a 1,10-
fenantrolina em meio alcalino (hidréxido de sddio) na presenca do surfactante brometo
de cetiletildimetilaménio (CEDAB). Para a optimizacao do sistema de fluxo foram
considerandos os seguintes factores experimentais: concentragdo de peroxido de
hidrogénio; concentragdo de 1,10-fenantrolina; concentracio de hidréxido de sdédio;
concentracdo de CEDAB; caudal total; volume de injecgdo; e, volume do reactor. Os
factores mais importantes para a resposta do sistema sdo os volume de injec¢do e do
reactor ¢ a concentragdo de CEDAB. O sistema optimizado apresenta um limite de

detecgio cerca de 107 M.

O método de andlise de cloro livre em dgua € baseado na reacgdo entre o
hipoclorito e a rodamina 6G. Para a optimizagdo do sistema de fluxo foram
considerandos os seguintes factores experimentais: concentracio de rodamina 6G;

volume de injec¢do; caudal total, temperatura; e, presenga de surfactante (cloreto de




Resumo

cetilpiridina, CPC). Com excepcio do volume de injec¢io todos os factores estudados

sdo significativos. O sistema optimizado apresenta um limite de detec¢ao de 6.60 x 107
M.

O método de andlise de anido bromato em agua € baseado na reac¢do em meio
acido entre o anido bromato e o sulfito, na presenca de hidrocortisona. Para a
optimizacdo do sistema de fluxo foram considerandos os seguintes factores
experimentais: concentracdo de sulfito; concentragdo de hidrocortisona; concentragio de
acido sulfirico; caudal da solu¢do indicadora (sulfito, hidrocortisona e dcido sulftrico);
caudal do fluxo de 4dgua; volume de injec¢do; e, volume do reactor. Os factores mais
importantes para a resposta do sistema sdo os volume de injec¢do e do reactor e a
concentra¢do de hidrocortisona. O sistema optimizado apresenta um limite de deteccio
de 8,20 x 10®* M (11 ng/L) e foi detectada uma gama de resposta linear entre 3,60 x 107

e50x 10*M. O principal interferente do sistema estudado € o aniao cloreto.

Os resultados obtidos mostram que existe potencial para a construgdo de
detectores quimioluminescentes portiteis para a andlise no local de amostragem do

catido Cu(Il) em niveis vestigiais, cloro total e anido bromato.
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Capitulo 1 - Introdugiio geral

1 -INTRODUCAO GERAL

1.1- SISTEMAS LUMINESCENTES
1.1.1 - Introducao

A luminescéncia € um termo genérico que engloba um grande nimero de
processos, e que consiste fundamentalmente na emissdo de radiagio luminosa quando
um electrdo excitado apds absor¢do de uma qualquer forma de energia regressa ao
estado fundamental [1,2].

Existem muitos tipos de luminescéncia com designacbes diversas, que
identificam a fonte responsdvel pela excitacdo electrénica ou natureza dos estados
excitados e fundamental. Neste trabalho, apenas se estuda a quimioluminescéncia que
constitui a base de técnicas de detec¢do estudadas. Os processos quimioluminescentes
sdo baseados no facto de que algumas reacgdes quimicas ddo origem a intermedidrios
ou produtos num estado electrénico excitado. Esta situag@o é observada porque parte da
energia quimica libertada na reac¢io € usada para produzir espécies quimicas num nivel

electréonico excitado [3].
1.1.2 - Sistemas quimioluminescentes

1.1.2.1= Reaccdes guimioluminescentes

O fenémeno da emissdo de luz visivel por um organismo vivo ou por uma
reac¢do quimica € um evento visualmente interessante que tem atraido o interesse de
bilogos, bioquimicos e quimicos ao longo de varios séculos. O primeiro investigador a
utilizar o termo “quimioluminescéncia” para descrever reac¢des quimicas que emitem
luz visivel foi E. Wiedemann, que em 1888 [4] a definiu como a emissio de luz
ocorrendo junto a processos quimicos. No entanto, ja os Gregos relatavam na literatura
a existéncia de uma “luz fria” (mais tarde designada por quimioluminescéncia) ap6s
observacoes efectuadas a pirilampos que brilhavam no escuro. O termo “luz fria” resulta

do facto de a quimioluminescéncia ndo ter associada nenhuma geracéo de calor [1].
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A primeira reac¢do quimioluminescente bem caracterizada do ponto de vista do
seu mecanismo quimico foi a oxidagdo do S5-amino-2,3-di-hidroftolazina-1,4-diona
(luminol) (Fig. 1.l1.a) com peroxido de hidrogénio em meio basico, descrito por
H.O.Albrecht em 1928 [3,4]. Entretanto, esta reaccdo constitui a base de muitas
aplicacdes analiticas [5]. Para que a reacgdo ocorra € necessario um agente oxidante e
um catalisador, e apresenta maior eficiéncia em meio bésico, podendo ser efectuada em
solucbes aquosas ou em alguns solventes organicos, como por exemplo o
dimetilsulfoxido.

Na Fig. 1.2 estd representado o mecanismo mais provavel para a reacgao
quimioluminescente do luminol em dgua. O catalisador, que normalmente € um metal
de transicdo, converte o luminol (espécie 1 da Fig. 1.2) em diazoquinona (espécie 2 da
Fig. 1.2), a qual reage com o anido do peréxido de hidrogénio, formando o endo-
peréxido (espécie 3 da Fig. 1.3). Este ultimo perde uma molécula de azoto formando o
dianido do 4cido 3-aminoftdlico (espécie 4 da Fig. 1.2) que decai para o estado
fundamental acompanhado pela emissdo de radiagdo a 431 nm [5].

Para além das reac¢des do luminol observaram-se, mais tarde, avangos no estudo
de reacgdes quimioluminescentes com sintese do [,2-dioxetano, por Kopecky em 1967
[4] (Fig. 1.1.b) e da 1,2-dioxetanodiona (Fig.1.1.c). Esta ultima espécie é o dimero do
diéxido de carbono, que ¢é considerado como o intermedidrio chave na
quimioluminescéncia do sistema peroxi-oxalato, uma das reac¢des quimioluminescentes
mais eficientes [6,7,8].

No entanto, os mecanismos envolvidos na formacdo de intermedidrios ou
produtos em estados electrénicos excitados na maioria das reaccgdes
quimioluminescentes ainda ndo estdo bem esclarecidos e continuam a ser objecto de

pesquisas recentes [5].
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Fig 1.1 - Alguns compostos orgdnicos que mostram reac¢des quimioluminescentes:

(a) luminol; (b) 1,2-dioxetano; e, (c) 1,2-dioxetanodiona.
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Fig. 1.2 - Mecanismo esquemadtico da oxidagao de luminol pelo perdxido de hidrogénio

em meio aquoso, catalisada por um metal de transicéo.
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1.1.2.2 — Fenémeno de quimioluminescéncia

Como referido anteriormente, a quimioluminescéncia é a emissdo de radiacdo
luminosa produzida numa reacgdo quimica (A+B = C) sem estar associada a qualquer

geracao de calor (Fig. 1.3). Sistemas quimicos geradores de radiacdo luminosa também

ocorrem em sistemas vivos, mas nestes casos é aplicado o termo de bioluminescéncia.

A
C*
< Excitacdo
o quimica
2
aa
e

Fig. 1.3 - Esquema do mecanismo de emissdo luminosa de quimioluminescéncia.

A técnicas de deteccdo de quimioluminescéncia tem como base a medida de uma
alteraciio na intensidade de emissdo na presenca de uma espécie quimica com interesse
detectar, o analito. Esta alteragdo pode ser um aumento da intensidade de luz ou na sua
diminui¢do (“quenching” ou inibi¢do) [9]. Nestas técnicas é normalmente necessario
uma calibragdo e geralmente pode ser estabelecida uma relagdo linear entre a
intensidade de luz emitida e a concentracio do analito.

Podemos classificar a quimioluminescéncia em dois tipos: directa e indirecta.
Directa quando a reac¢do gera uma molécula excitada que posteriormente € responsével
pela emissdo luminosa. Indirecta quando o produto excitado da reac¢io ndo é o
responsdvel pela emissdo mas transfere essa energia para um outra molécula que de
seguida emite luz. A quimioluminescéncia pode ter origem nos seguintes tipos de

mecanismos quimicos:
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(1) origem num intermedidrio

A+B2>I+1* (1.1)
3 T+hy = P (1.2)

(i1) origem num produto

A+B>P+P* (1.3)
P* 2> P<+hv (1.4)

(iii) origem num aceitador de fluorescéncia

I* (ou P*) > I (ou P) + F* (1.5)
F* > F + hv (1.6)

Onde A e B sdo reagentes, I € um intermedidrio, P € o produto e F € um aceitador de
fluorescéncia.

Ao contrdrio de outros processos geradores de luz, a quimioluminescéncia nao
envolve a geracdo de calor ou energia eléctrica [1]. Desta forma, a variacao de energia
livre (AG, kcal/mol) tem que ser suficientemente elevada para produzir um estado

excitado de acordo com a seguinte equagio [3]:

-AG>hc/Aiex (1.7)
-AG > 2,86 x 10*/ hex (1.8)

onde h € a constante de Planck, ¢ é velocidade da luz e Aex é o limite superior de
comprimento de onda necessdrio para ocorrer a excitagcdo da espécie luminescente. Para
que a quimioluminescéncia se dé na zona do visivel ~AG tem que estar compreendido
entre 40 e 70 kcal/mol. Podemos encontrar valores de energia desta ordem nas
oxidagdes com intermedidrio peréxido [1].

A eficiéncia quéntica da quimioluminescéncia (q)QL) ¢é definida como:

@, = (nimero de fotdes emitidos)/( nimero de moléculas que reagiram) (1.9)
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Esta razdo pode ser representada como um produto de duas outras eficiéncias:

Do = D, O (1.10)

onde @, € a eficiéncia de produgdo das espécies excitadas (fracgdo das moléculas que

reagem e que produzem uma molécula excitada) e @y € a eficiéncia de luminescéncia (a

eficiéncia de fluorescéncia) das espécies luminescentes.

A poténcia radiante da quimioluminescéncia expressa em fotdes por segundo no

instante t [Pqp(t)] é dada por:

D p(t)= Do [-dna(t)V/dt] (1.11)

onde [-dna(1)V/dt] € a velocidade da reaccdo. Assim apés a mistura dos reagentes, o
sinal de quimioluminescéncia eventualmente decai com o tempo & medida que os

reagentes vao sendo consumidos segundo uma decaimento de primeira ordem (Fig. 1.4).

Intensidade

Tempo

Fig. 1.4 - Curva de decaimento do sinal de quimioluminescéncia com o tempo.

A sensibilidade das técnicas de detec¢do quimioluminescente é uma fungio do
rendimento das reacgdes envolvidas - se 0 @qp for suficientemente elevado (0.01 ou

superior) podem-se obter limites de detec¢ido muito baixos.
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1.1.2.3 — Vantagens e desvantagens das técnicas guimioluminescentes

Um dos objectivos a atingir quando se desenvolvem métodos de analise vestigial
€ obter limites de detec¢d@o o mais baixo possivel. Paralelamente também se pretende
efectuar andlises rapidas e com a maior selectividade possivel. As técnicas de deteccio
quimioluminescentes sdo utilizadas para se atingirem limites de detec¢io muito baixos
de um grande variedade de espécies quimicas, como por exemplo: catides metalicos,
substdncias orgéanicas, etc [1,2,10-15]. Devido a inexisténcia de uma fonte luminosa
externa, os limites de detec¢do atingidos pela quimioluminescéncia podem ser bastante
baixos [4] — a comparagdo € feita contra um sinal de fundo. A pureza dos reagentes, a
existéncia de contaminantes no sistema instrumental e a falta de compreensdo de
algumas reac¢des quimicas sdo factores importantes que contribuem para o aumento dos
limites de detec¢do das técnicas quimioluminescentes. A extrema sensibilidade das
técnicas de quimioluminescéncia, impdem critérios apertados de limpeza e pureza dos
reagentes. Falhas no controlo destes factores, traduzem-se em niveis de “background”
elevados e em falta de reprodutibilidade. O limite de deteccdo dos métodos
quimioluminescentes € geralmente restringida pela pureza dos reagentes e nao por
limitacdes instrumentais [9].

A quimioluminescéncia associada a andlise por injeccdo em fluxo permite
efectuar determinacdes em que os picos de emissdo de luz ocorrem em menos de um
minuto, em alguns casos o pico de emissdo de luz é mesmo atingido em menos de 1
segundo [9], o que representa por si sO uma enorme vantagem porque permite atingir
ritmos de amostragem muito elevados.

As limitagdes da quimioluminescéncia na determinacdo de analitos especificos
em amostras de dgua muito complexas devem-se, em muitos casos, a falta de
selectividade das reacgdes quimicas envolvidas. No entanto, este tipo de limitagdo,
frequentemente pode ser ultrapassado wusando técnicas de pré-concentragio
(cromatografia) e/ou complexantes (EDTA) [4].

Em conclusdo, as técnicas baseadas na quimioluminescéncia tém grande
potencial para o desenvolvimento de equipamento portdtil para a determinagdo em
campo porque possuem grande sensibilidade, excelente reprodutibilidade e grande

rapidez de andlise associada ao seu baixo custo e simplicidade de instrumentago
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1.1.3 - Sistemas quimicos estudados nesta dissertacio

1.1.3.1 — Reaccao de oxidacao do complexo de Cu(I) com 1,10-fenantrolina

Na sequéncia da reac¢do de decomposi¢do catalitica em meio alcalino do
peréxido de hidrogénio pelo complexo que se forma entre o Cu(Il) e a 1,10-fenantrolina
(Fig. 1,5) e subsequente destrui¢do oxidativa da 1,10-fenatrolina observa-se a emissio
de luz (quimioluminescéncia) [16]. A quimioluminescéncia é aumentada se existir na
solugao micelas de surfactantes catiénicos da familia dos alquilaménios [16] - o
surfactante brometo de cetiletildimetilaménio (CEDAB, Fig. 1.6) originava o maior
aumento [16]. Esta reac¢@o tem a particularidade de ser bastante selectiva, para além de
apresentar elevada sensibilidade, o que a torna praticamente ideal para constituir a base

de sistemas de deteccdo quimioluminescente de catido Cu(Il) [17,18].

o

+

CHo(CHy); CHy~N=CH,CH,  Br~
CH,

Fig. 1.5 - Estrutura da 1,10-fenantrolina. Fig. 1.6 - Estrutura do CEDAB.

1.1.3.2 — Reaccao de oxidacdo da rodamina 6G

Os corantes dos xantenos reagem com o cloro livre com emissdo de luz. Os
corantes com propriedades alcalinas, como € o caso da rodamina 6G (Fig. 1.7), da
origem a quimioluminescéncia em meios ndo tamponados. Por este motivo a reacgao do
cloro livre com a rodamina 6G € a base de metodologias quimioluminescentes para a

detec¢do e quantificacio de cloro livre [19-21].
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O

I
C—OCH,CH,
Cl ~

CH3 Ry CH3
+
CH3CH2NH 0 NHCH:}CH3
Fig. 1.7 - Estrutura da rodamina 6G.

1.1.3.3 — Reaccio de oxidacdo do sulfito na presenca de hidrocortisona

A oxidagdo do anido sulfito em meio dcido € uma reacgdo quimioluminescente
conhecida, particularmente quando o oxidante é o permanganato de potdssio [22,23] e 0
ido cério(IV) [24]. A intensidade da radiacao emitida neste oxidacdo € bastante
aumentada com a presenca de alguns compostos denominados de amplificadores
(“sensitizers”). Alguns exemplos de compostos amplificadores sao: riboflavina, dcido 3-
ciclohexilaminopropanosulfénico  (CAPS), quinina, quinidina, cortisona e
hidrocortisona. A estrutura quimica que parece atribuir propriedades amplificadoras € o
grupo ciclohexilo [25].

Mais recentemente, a reaccdo de oxidacdo do sulfito usando como agente
oxidante o anido bromato foi estudada [25]. Neste estudo, foi avaliado o efeito
amplificador de alguns esteroides, tendo sido observado que a hidrocortisona (Fig. 1.8)

proporcionava o maior efeito amplificador.

Fig. 1.8 - Estrutura da hidrocortisona.
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1.2 - MOLECULAS DE SURFACTANTES E QUIMIOLUMINESCENCIA

A estrutura e as propriedades quimicas de algumas substincias orgénicas podem
ser alteradas com a modifica¢ao das caracteristicas do meio em que estdo inseridas. De
facto, no caso das substdncias orgénicas surfactantes, a presenca de dois ramos, um
polar (hidrofilico) e outro apolar (hidrofébico) (Fig.1.5), fazem com que o seu
comportamento em solugdo aquosa apresente caracteristicas particulares. Por este facto,
a sua solubilidade em meio aquoso estd dependente do equilibrio entre os dois ramos
[26,27]. O ramo hidrofébico da molécula € constituido por uma cadeia hidrocarbonada
que € responsdvel pela diminui¢do da sua solubilidade. No entanto, com o aumento da
concentragdo de surfactante, a solubilidade destas espécies € alterada devido a formaciao
de agregados vulgarmente designados por micelas (Fig.1.9). Nestas estruturas, as zonas
hidrofébicas ficam voltadas para o seu interior, minimizando desta forma o seu contacto
com a agua [27] e promovendo a sua dispersdo. O processo de formagdo de micelas

pode ser descrito pela seguinte equagio quimica:
nS&S, (1.12)

em que S representa uma molécula de surfactante e S, representa uma micela
constituida por moléculas de surfactante S, com um grau de agregac@o n.

Como ja foi1 referido anteriormente, a formacdo de micelas sé ocorre acima de
uma determinada concentragdo bem definida de surfactante, denominada concentragio
micelar critica (CMC) [27], que € uma propriedade intrinseca e caracteristica do
surfactante. Na Tabela 1.1 apresentam-se os CMC para alguns surfactantes que serdo
utilizados neste trabalho. Com o aumento da concentracio e consequente formacio de
micelas, certas propriedades fisicas da solugdo sofrem alteragdes. E o caso da
condutividade,x, turbidincia, 1, pressdo osmdtica, &, ou a condutividade molar, A - estas

variagoes podem ser observadas na Fig.1.10 [27].
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Ramo hidrofébico

Ramo hidrofilico

¢

\‘ Aumento da concentragio

Monomero

CMC

Micela

Fig. 1.9 - Representagdo esquematica da origem e formagao de micelas.

Tabela 1.1 - Valores de concentragdo micelar critica (CMC),

expressos em M, para os surfactantes utilizados

neste trabalho, retirados da literatura [28,29].

Surfactante Valor retirado da literatura
CEDAB 0,0008 M
CPL 0,00063 M
CPB 0,0067 M
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. I

= | X

= |

=

8. |

=

&

| x

T

Conc. de surfactante

Fig. 1.10 - Ilustracdo esquematica da variagdo de algumas propriedades (condutividade,
K: turbidéncia,l; pressdo osmética, 7T; € a condutividade molar, A) com a

concentragdo de surfactante.

O ramo hidrofilico das moléculas surfactantes pode ser iénico ou nio i6nico. Os
grupos ndo iénicos mais mais vulgares sdo geralmente constituidos por cadeias ndo
muito extensas de polietileno [—C,H;0)x —], com valores de x a variar entre 3 e 20,
ou superior (Fig. 1.11.a). Quanto aos idnicos, podem-se dividir em catidnicos e
anionicos. Os catidnicos mais usados sdo constituidos essencialmente por grupos de
aménio quaternarios (—NR3") (Fig. 1.11.c,d), enquanto os aniénicos mais vulgares sio
0s que apresentam grupos como o sulfato (—SO4’) ou carboxilato (—CO;") (Fig.
1.11.c). Existem também surfactantes anfotéricos, que apresentam em simultineo

grupos carregados com carga positiva e negativa.

12
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As moléculas de surfactantes quando existem em solugdo aquosa com uma

concentragao superior & CMC ddo origem a estruturas organizadas, as micelas, que

podem alterar as propriedades da luz emitida nos processos luminescentes. Por

exemplo, € vulgar observar um aumento significativo da quantidade de luz emitida.

Neste caso, as espécies quimicas responsaveis pela emissdo de luz ao entrarem para

dentro da estrutura hidrofébica da micela vém os mecanismos radiativos favorecidos em

0posi¢do aos mecanismos ndo radiativos. Esta alterac¢io pode-se ficar a dever apenas a

um efeito de solvente na estabilizagdo do estado excitado da espécie emissora de luz ou

a um efeito catalizador da reacgdo quimioluminescente.

c)

|
H,C—C—CH;—C —@—o (CH,CH,0) —H
| | N

CH, CH,
O O
\\S/ Na+
TN
O \o
d)
| CI- G Br-
H,O ~ | H,O
+ '\lj+
CH,(CH,),,CH, CH,(CH,),,CH,

Fig. 1.11 - Estruturas de alguns surfactantes: (a) triton; (b) dodecilsulfato de sédio;

(c) cloreto de cetilpiridina (CPC); e (d) brometo de cetilpiridina (CPB).
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1.3 - OBJECTIVOS DO TRABALHO

O objectivo global desta dissertacdo foi montar um sistema para detecgio de
quimioluminescéncia e implementar e optimizar trés sistemas com detecgdo
quimioluminescente para anélise quantitativa de catido Cu(Il) a niveis vestigiais, cloro
livre e aniao bromato em dguas. Do ponto de vista instrumental a montagem do sistema
de deteccdo envolveu fundamentalmente a integracdo de um tubo fotomultiplicador,
sistema de alimentagdo e célula de fluxo de quimioluminescéncia. A estratégia de
optimizagdo envolveu técnicas de planeamento de experiéncias.

As trés espécies quimicas em andlise estdo relacionas com dois tipos de
problemas que afectam a quimica do ambiente natural: (i) o catido Cu(Il) estd
relacionado com problemas de poluigao de sistemas ambientais com metais pesados; (ii)
o cloro livre e o anido bromato estdo relacionados com processos quimicos de
tratamento de dguas com cloro e ozono — dguas para consumo humano (idgua potivel)
ou no tratamento de dguas residuais.

O objectivo final do trabalho realizado € avaliar as potencialidades dos sistemas
de detecgdo desenvolvidos na construgdo de sistemas portdteis que permitam a

realizacdo de andlises quimicas quantitativas nos locais de amostragem.
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1.4 - ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Além deste capitulo de introducdo as técnicas quimioluminescentes, esta
dissertagdo contém: um segundo capitulo, onde se apresentam os fundamentos teéricos
das técnicas de planeamento de experiéncias e andlise de dados experimentais usadas
neste trabalho; um terceiro capitulo, onde se descreve o trabalho experimental; trés
capitulos, quarto, quinto e sexto, onde se apresentam os resultados obtidos com trés
sistemas quimioluminescentes para andlise de catido Cu(Il), cloro livre e anido bromato;

e, finalmente, um sétimo capitulo de conclusoes globais.
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2 - PLANEAMENTO EXPERIMENTAL E OPTIMIZACAO

Neste capitulo apresentam-se as metodologias de planeamento experimental e
técnicas de andlise dos dados experimentais utilizadas neste trabalho com o objectivo de

estudar, modelar e optimizar os sistemas quimioluminescentes.
2.1 - INTRODUCAO

As metodologias de planeamento experimental podem ser usadas em dois
contextos. Descrever um conjunto de experiéncias que sao realizadas com o objectivo
de desenvolver um modelo, como por exemplo um modelo de regressdo (sec¢io 2.7.1)
ou um modelo ANOVA (seccdo 2.7.3). As metodologias de planeamento experimental
podem também ser usadas num contexto de optimizacdo, com o objectivo de
determinar de uma forma eficiente um conjunto de condi¢des que sdc necessarias para
obter as melhores condigdes (as condigdes Optimas) de um processo tecnoldgico ou
sistema quimico em geral - a partir daqui o objecto da optimizacgéio é denominado
sistema. No entanto, como um dos caminhos para se atingir a optimizagdo € através da
modelagdo, neste trabalho as metodologias de planeamento experimental sdo utilizadas
sequencialmente com o objectivo de modelar e optimizar — modelos éptimos.

Os modelos 6ptimos s@o caracterizados por um conjunto de condicdes, ou
valores para os factores. Factor € o nome dado no planeamento experimental as
varidveis que sdo modificadas de forma controlada de modo a estudar o seu efeito no
sistema e que poderd ter influenciar as suas caracteristicas. De uma maneira geral
existem vdrios factores, o que faz do planeamento experimental um problema de andlise
multivaridvel. As caracteristicas dos sistemas que serdo objecto de um processo de
optimizagdo denominam-se de respostas — varidveis que descrevem a performance do
sistema.

Deste modo, existem dois tipos de varidveis: as respostas e os factores. As
respostas sdo as varidveis dependentes e os factores as independentes. Representando as

respostas pela letra y e os factores pela letra x,

(Y1, Y2..0 ¥p) = (X1, X250005 Xp) (2.1)
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Na maior parte dos casos, cada uma das respostas y é modelada separadamente pelo que

a equagdo 2.1 vem,

y = f(X1, X2,.., Xp) (2.2)

O modelo que relaciona a resposta com o efeito dos factores ¢ denominado de
funcdo de resposta ou, devido ao seu caracter multivaridvel, de superficie de resposta.

Os modelos sdo obtidos dos dados experimentais. Nas metodologias de
planeamento experimental (do inglés “experimental design™) a palavra “planeamento”
significa que as condi¢des experimentais sdao definidas ndo de uma forma arbitraria mas

segundo um protocolo bem estudado.
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2.2 - OBJECTIVOS DO PLANEAMENTO EXPERIMENTAL

O planeamento experimental é usado para obter um sistema com umas

caracteristicas desejadas segundo um processo eficiente. Assim pretende-se

- compreender o efeito dos factores e/ou

- modelar a relacdo entre y € x
com um minimo numero de experiéncias. Para se atingir estes objectivos € necessario
conhecer as caracteristicas experimentais dos sistemas em andlise. Se o planeamento
experimental for bem aplicado obtém-se uma economia de custos.

Nos processos de optimizagdo normalmente pretende-se analisar o efeito dos
factores e modelar a resposta (Fig. 2.1) [1]. Inicialmente procede-se a determinagdo dos
factores que influenciam a resposta e em que extensdo. O passo seguinte é obter um
modelo que descreva de forma quantitativa esses efeitos nas resposta do sistema.
Eventualmente, pode-se tentar obter as condi¢cdes Ooptimas para os niveis dos factores
que dao origem ao Optimo na performance do sistema. O 6ptimo pode corresponder ao
valor mdximo ou minimo das respostas, mas, na maior parte dos casos reais o interesse
estd em obter resultados suficientemente bons.

As aplicacdes das metodologias de planeamento experimental sio muitas e
diversas nas dreas das ciéncia e tecnologia, como por exemplo: (i) quimica analitica -
maximizar a absor¢do num procedimento colorimétrico com os factores quantidade de
reagente, pH e tipo de tampdo; (i) quimica orgdnica — maximizar o rendimento de uma
sintese enquanto minimiza a formacdo de produtos laterais; (v) inddstria quimica —
optimizar as propriedades de viscosidade de um plastico em fungdo de factores
relacionados com o processo de preparagdo. O planeamento experimental ndo ¢ apenas

usado para obter respostas Optimas mas também para obter modelos éptimos.
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Seleccao dos factores
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Fig. 2.1 — Os passos principais num planeamento experimental [1].
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2.3 - OS FACTORES EXPERIMENTAIS E SELECCAO DAS RESPOSTAS

2.3.1 - Factores

Os factores em planeamento experimental podem ser quantitativos (por
exemplo, o pH) ou qualitatives (por exemplo, o tipo de catalisador). Os diferentes
valores que o factor ter sao denominados de niveis — por exemplo se um sistema
necessita de ter o factor pH aos valores 5 e 9, entdo existem dois niveis de pH. A um
factor qualitativo pode ser atribuido arbitrariamente um nivel — de uma maneira geral
atribui-se uma conotacio quantitativa de nivel alto e baixo.

A seleccdo dos factores € normalmente o primeiro passo de uma aplicacio de um
planeamento experimental (Fig. 2.1). Por vezes hd conhecimento prévio dos factores
que mais poderdo afectar a resposta, mas, na maior parte dos casos esta informagdo niao
estd acessivel. Neste caso o estudo tem inicio por se obter uma lista de todos os factores
que possam tem um efeito na resposta. De seguida efectua-se um estudo de “screening”
para seleccionar os factores que tém efeito significativo na resposta (secc¢ao 2.6.2.3).

Uma vez seleccionados os factores, € necessdrio definir as fronteiras do dominio
experimental, ou seja, os niveis extremos para os quais os factores serdo estudados. O
dominio experimental estd limitado pelos niveis de cada factor. E necessdrio uma
correcta defini¢do das fronteiras e dos niveis. Fronteiras muito largas levam a execugio
de experiéncias em regides pouco importantes e levam um modelo com pouca precisdo
na drea experimental em investigacdo. No entanto, fronteiras muito apertadas podem

nao conter o Optimo.

2.3.2 — Respostas

Um passo muito importante no planeamento experimental € a selec¢do da(s)
resposta(s) a serem investigadas. Normalmente, cada resposta € modelada em separado
e procura-se obter os factores que levam a resposta maxima ou minima. E normalmente
dificil, e errado, modelar respostas compostas sendo, sempre que possivel, preferivel
modelar as respostas em separado e combinar num passo seguinte as fungdes de
resposta.

No sentido cldssico a optimizagdo procura o0 miximo ou o minimo da fungio de

resposta. No entanto, por vezes estas duas hipoteses ndo sdo necessariamente a melhor
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escolha. Considere-se por exemplo a superficie de resposta da Fig. 2.2 onde o ponto do
maximo estd localizado num cume muito estreito (ponto A). Pequenas variagdes no
valor de um dos factores leva a uma rdpida variagio da resposta dos sistema. Neste caso
seria melhor optar pelo ponto B da superficie de resposta (Fig. 2.2). Neste caso a
resposta ndo € tdo alta mas ¢ muito mais robusta — pequenas variacdes nos factores nao

provocam grandes variagdes na resposta.

Fig. 2.2 - Superficie de resposta que mostra que o ponto B € mais robusto do que o

ponto A [1].
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2.4 - ESTRATEGIAS DE OPTIMIZACAO
2.4.1 - Estratégias univariavel e multivariavel

As metodologias do planeamento experimental tem uma natureza multivariavel.
Este tipo de andlise estd em oposi¢do com uma estratégia classica de variar um factor de
cada vez (estratégica univariavel). A estratégia univaridvel ndo deve ser usada quando
ndo se conhece os sistemas porque nao € sensivel a existéncia de interaccdes entre os
factores em investigacio — quando existem interac¢oes deve-se utilizar uma estratégia
multivariavel.

A Fig. 2.3 mostra, para um exemplo simples de dois factores (x;, e X»), a
limitagdo da estratégia univaridvel na optimizagao de sistemas onde hd interaccdo entre
os factores. A Fig. 2.3.a ilustra um sistema sem interac¢do desses factores em que se
parte de um ponto inicial A e pretende-se atingir o ponto de 6ptimo O. Na estratégia
univaridvel o factor x, seria variado para um valor constante de x, e atingia-se o ponto
B. De seguida, o factor X, seria variado para um valor constante de x; e atingia-se o
ponto optimo. Neste caso a estratégia univaridvel teve &xito porque nao hd interaccio
entre os factores. Na Fig. 2.3.b um procedimento semelhante ao anterior levaria ao
ponto C que estd longe de ser o 6ptimo — este sd seria atingido apds repeticio do
procedimento, para o qual seria necessdrio realizar um nimero de experiéncias muito
elevado. Para casos com mais do que dois factores o esforgo experimental seria muito
superior o que comprometia o processo de optimizacdo. Este tipo de problemas ocorrem
quando hé interaccao entre os factores.

A existéncia de interacgao € ilustrada na Fig. 2.3.c. Neste exemplo, quanto o
factor x; ¢ aumentado do nivel ¢ para o nivel d com o factor x; constante num nivel
baixo (nivel a) a resposta do sistema diminui (pontos Ae B, respectivamente).

No entanto, quando a mesma transformacdo ocorre para o factor X, constante
num nivel alto (nivel b) observa-se que a resposta do sistema aumenta (pontos C e D,
respectivamente). Por outras palavras, o efeito de x; na resposta do sistema depende de
X) 0 que significa que estes factores interactuam. No caso do exemplo da Fig. 2.3.a esta
situacdo ndo se verifica porque ndo ha interacg¢do entre os factores. Deste modo, uma
estratégia univaridvel s6 € eficiente quando ndo existem interac¢des entre os factores e

deixa de o ser quando existem interacgdes. Em casos reais, os sistemas com interac¢des
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sao mais vulgares do que os sistemas onde ndo hd interac¢des pelo que uma estratégia

multivaridvel € normalmente mais eficiente do que uma estratégia univariavel.

a)

bl

.

Fig. 2.3 — Optimizag¢do de um factor de cada vez por andlise das curvas de nivel [1]:

(a) ndo hd interaccao entre os factores; (b) hd interaccdo entre os factores; (c)

hé interaccdo entre os factores mas o efeito de x, € diferente para os dois niveis
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2.4.2 - Estratégias de optimizacao multivariavel

Existem duas estratégias de optimizacido multivaridvel que sdo denominadas de
optimizacao sequencial e optimizacgiao simultinea.

Uma estratégia de optimizagdo sequencial consiste na realiza¢do de um pequeno
conjunto de experiéncias de cada vez e usar a informacao obtida para planear a
experiéncia que serd executada a seguir. Um dos métodos sequenciais mais usados € o

método Simplex cujo funcionamento para um problema com dois factores € ilustrado

na Fig. 2.4.

Fig. 2.4 — Exemplo de uma optimizacgado sequencial com o método Simplex [1].
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O Simplex corresponde a uma figura geométrica que tem um niimero de vértices
igual ao nimero de factores a optimizar mais um [2]. O Simplex inicial da Fig. 2.4 tem
trés vértices (1,2,3), que correspondem a trés experiéncias. A experiéncia 1 dd origem a
pior resposta e, consequentemente, conclui-se que este ponto encontra-se na direc¢dao
errada. Deste modo, o 6ptimo deverd localizar-se na direc¢do oposta. Um novo Simplex
€ construido utilizando quase todos os vértices do anterior, e um novo vértice € obtido
por projeccdo da pior resposta sobre a direc¢io do Optimo. Na pritica, este
procedimento corresponde a obter um novo conjunto de valores para os factores e a
obter uma nova resposta (novo vértice do Simplex). Este procedimento é
sequencialmente repetido (ver Fig. 2.4), até se atingir um critério de convergéncia
previamente estabelecido.

As estratégias sequenciais devem ser aplicadas quando apenas se pretende
determinar o Optimo de um sistema e ndo hd interesse em obter uma relagdo entre a
resposta e os factores. Devido a sua versatilidade em escalar superficies de resposta os
métodos sequenciais sdo muito eficientes na determinacdo do Optimo. Alids, para se
melhorar a performance do método Simplex original (Fig. 2.4), diversas modificacoes
do método Simplex foram propostas que permitem acelerar a detec¢do do Optimo e a
sua deteccdo mais precisa [2]. As modificagdes propostas tornaram mais versitil os
movimentos do Simplex. No Simplex modificado, esquematicamente representado na
Fig. 2.5, existem quatro hipdtese para a reflexdo do vértice P (que corresponde a pior
resposta): manter o tamanho original do Simplex (Rp); expandir o Simplex (Ep); contrair
(no sentido positivo) o Simplex (C'p); e, contrair (no sentido negativo) o Simplex (Cp).

Embora a informagao recolhida pelo Simplex durante a sua evolugcdo pela
superficie de resposta permita modela-la, o modelo obtido ndo serd necessariamente um
bom modelo. Na realidade, o caminho percorrido pelo Simplex podera ndo ser
representativo da superficie de resposta e, portanto, o resultado da modelagdo dependera
de um factor aleatério que € o caminho percorrido pelo Simplex. Quando se efectua
mais do que uma medi¢cdo experimental para a resposta do sistema os métodos
sequenciais ndao sao recomendados. Por estes motivos os métodos de optimizagdo

simultdnea devem ser privilegiados em qualquer estudo de planeamento experimental.
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Fig. 2.5 — Possiveis movimentos do Simplex modificado — ver no texto o significado

das letras da figura.
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2.5 - O MODELO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA

Os planeamentos experimentais sdo usados para desenvolver modelos
empiricos o que significa que sdo usados em situagdes onde nao € possivel obter uma
funcdo de resposta para o sistema em estudo a partir da teoria. Na prdtica, esta situagao
¢ muito vulgar. A teoria permite prever que haverd uma rela¢do entre um determinado
factor e a resposta, até¢ permite derivar o tipo de fungdo (linear, quadrdtica, etc.) que
podera ser obtida, mas raramente di os coeficientes dessa funcao.

Fungdes de resposta tipicas para um sistema com uma resposta (y) e dois

factores x| € x; s40 as seguintes:

y=b0+b1 x2+b21;2+b12xl X2 (23)

_v=b0+b|x2+b2x2+b“x12+b22x22+b;2x1 X2 (24)

Estas funcdes consistem no seguinte.

(1) Um termo constante bg, que € o valor de y quando x; € x; sdo zero. Muitas vezes nos
planeamentos experimentais sdo utilizados factores codificados. Suponha-se que um
dos factores é uma concentra¢do de um reagente e que se realizam experiéncias a dois
niveis, 0,1 M e 0,3 M. Se estes dois niveis da concentracio forem codificados como -1
e +1, o nivel O corresponderia a 0,2 M — b, corresponde ao valor de y para este valor da
concentracao.

(i1) Termos de primeira ordem (eq. 2.3) e de segunda ordem (eq. 2.4) para X, € X.

(i11) O dltimo termo das equagdes 2.3 e 2.4 € o termo da interacgio.

Este tipo de modelo é vilido para a denominadas varidveis ou factores de
processo. Em contraste a estas varidveis existem as varidveis ou factores de misturas.
Factores de mistura sdo componentes de uma mistura e sdo caracterizados pelo facto de
que a sua soma ser igual a | (por exemplo, as fracgdes de acetonitrilo, metanol e dgua
numa mistura terndria de solventes). No caso das varidveis de processo esta condicio
ndo se verifica, como por exemplo para a temperatura, pH e caracteristicas de um
reactor. Deve-se notar que os planeamentos experimentais que envolvem factores de
misturas denominam-se planeamentos de misturas e os que envolvem factores de
processo denominam-se planeamentos factoriais. Atendendo ao tipo de sistemas em

estudo nesta dissertagdo apenas serdo abordados planeamentos factoriais.
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O modelo para um sistema com factores de processo € de segunda ordem —
contém termos quadrdticos e interac¢des bindrias. Em principio pode-se colocar a
hipétese de existirem termos de terceira ordem ou de ordem superior, mas de uma
maneira geral ndo sdo necessdrios. Interac¢des terndrias sdo raramente significativas
(seccdo 2.6.3) e modelos de terceira ordem ou modelos ndo lineares ocorrem raramente.
Na prdtica, a natureza pode ser aproximadamente, pelo menos localmente, por modelos
do tipo funcoes de segunda ordem traduzidas por modelos que sdo lineares ou de
primeira ordem nos parametros de regressio (b).

Os modelos descritos pelas equagdes 2.3 e 2.4 sdo modelos de regressiao. Os
coeficientes de regressdo “b” sdo obtidos por regressdo miiltipla (secgdo 2.7.2), pelo
menos quando o nimero de experiéncias € maior ou igual ao nimero de coeficientes.
Quando a regressao miiltipla € utilizada € necessdrio observar as seguintes condig¢des: (i)
verificar se todos os termos no modelo sdo necessarios; (ii) validar o modelo; (iii) obter
estimativas o mais precisas possivel dos coeficientes; e, (iv) tentar obter o éptimo ou

outras regides com interesse com um erro menor possivel.
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2.6 - PLANEAMENTOS FACTORIAIS

2.6.1 - Introducao

Os planeamentos simultineos sdo denominados de planeamentos factoriais
[1,3-7]. Este tipo de planeamento inclui um vasto conjunto de métodos que podem ser
agrupados em duas classes.

A primeira classe inclui os planeamentos que t€ém como objectivo detectar quais
os factores que mais influéncia na resposta do sistema e obter uma estimativa para essa
influéncia. O planeamento mais elementar desta classe é o planeamento factorial
completo com dois niveis. Neste desenho cada factor € estudado a dois niveis e as
experiéncias sao realizadas para cada uma das possiveis combinagdes dos niveis — para
um mimero de factores igual a nf o niimero total de experiéncias é igual a 2. Estes
desenhos permitem estimar o efeito de todos os factores e das suas interac¢des e obter
um modelo de primeira ordem incluindo as interac¢des binarias (eq. 2.3).

Quando o numero de factores aumenta, o nimero de experiéncias também
aumenta. Por exemplo para 10 factores o nimero de experiéncias é igual a 1024 o que
torna invidvel qualquer estudo com estas caracteristicas. Nestes casos ¢ necessdrio
utilizar apenas uma frac¢io desse conjunto de experiéncias, por exemplo 1/2, 1/4 ou 1/8.
Estes planeamentos sdo denominados de planeamentos factoriais fraccionados. Neste
tipo de planeamentos, como apenas se realizam algumas experiéncias relativamente ao
planeamento completo, perde-se alguma informacdo acerca de algumas ou todas as
interacc¢des entre os factores [1,3-6].

Em alguns estudos ndo € necessario obter informagdo acerca das interacgdes,
mas apenas determinar quais sdo os factores mais importantes para a resposta do
sistema. Quando se estudam novos sistemas o primeiro objectivo € verificar quais dos
factores possiveis afectam a sua resposta e assim € necessdrio efectuar o “screening”
dos factores. Nestes casos, um planeamento factorial de dois niveis com o menor
numero de experiéncias deve ser utilizado ou um planeamento de Plackett-Burman.

Uma segunda classe de planeamentos factoriais € utilizada em modelagio e
constru¢do de superficies de resposta. No caso geral, este tipo de superficies sdo curvas
(modelos de segunda ordem, eq. 2.4), e para as descrever sdo necessarios pelo menos
tr€s niveis para cada factor. Os planeamentos tipicos desta classe sdo os planeamentos

de compéosito central embora possam ser utilizados planeamentos factoriais completos
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com trés (nimero de experiéncias = 3"f), ou mais niveis (n) (nimero de experiéncias =

n").

2.6.2 - Planeamentos factoriais completos

2.6.2.1 — Formulacao do planeamento

O planeamento factorial completo mais simples tem dois factores com dois
niveis e estd representado na Fig. 2.6.a. Na Fig. 2.6.b representa-se um planeamento
factorial completo com trés factores e dois niveis. Como se viu atrds e pode-se verificar
na Fig. 2.6, o nimero de experiéncias a realizar em cada um destes trés exemplos sdo 4
e 6 (=2").

Os niveis do factores podem ser representados de vdrias maneiras. Nesta
dissertagdo e nos planeamentos com dois niveis estes serdo representados por +1 (valor
mais alto do factor) e —1 (valor mais baixo do factor). Esta representacdo corresponde a
trabalhar com varidveis codificadas (seccdo 2.5) ou seja reduzir o seu intervalo de
variacdo experimental ao intervalo de [-1, +1]. Nos planeamentos com trés niveis,
inclui-se um nivel intermédio que corresponde ao nivel 0 (zero). Quando os factores sdo
qualitativos, o valor +1 corresponde a um valor maior ou a existéncia de uma

caracteristica e o valor —1 a um valor menor ou a inexisténcia dessa caracteristica.

C
A * Y2 Y1
B Ya Y1 B Ya
Y3 s
Y6
Y2 Y3 s Y7

B —p

A A

Fig. 2.6 — Esquema de um planeamento factorial completo com dois (a) e trés (b)

factores com dois niveis.
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Para o caso de dois factores e dois niveis a lista das experiéncias a realizar
(matriz do planeamento), que sdo todas as combinagdes possiveis dos factores aos
niveis considerados, é apresentada nas duas primeiras colunas da Tabela 2.1. A terceira
coluna (interac¢do), € obtida por simples multiplicagio das duas primeiras, e € apenas
atil para calcular o efeito da interac¢io na resposta dos sistema (como se apresentara na
seccdo seguinte).

De uma maneira geral as experiéncias devem ser realizadas segundo uma
sequéncia aleatoria para evitar artefactos nas conclusdes. Qutro factor importante a ter
em conta na realizacao experimental € a repeticdo das experiéncias porque, como se

focara mais em baixo, permite obter mais informag@o sobre o sistema em estudo.

Tabela 2.1 — Planeamento das quatro experiéncias num planeamento

experimental completo com dois factores e dois niveis.

Factor A Factor B Interaccdo AxB Experiéncia
+1 +1 il 1
=] -1 +1 2
+1 ] -1 3
-1 +1 -1 4

2.6.2.2 — Estimativa directa dos efeitos

A fase seguinte € a andlise das respostas para calcular o efeito dos factores na
resposta do sistema. Dois tipos de efeitos tém que ser considerados: efeitos principais (o
efeito dos factores); efeitos das interacgdes entre os factores. No caso particular de um
planeamento completo com dois factores e dois niveis tém que se determinar dois
efeitos principais (factores A e B) e um efeito da interaccio entre os dois factores. No
caso particular de um planeamento completo com trés factores e dois niveis tém que se
determinar trés efeitos principais (factores A, B e C) e quatro efeitos das interac¢des

(trés bindrios, AB, AC e BC, e um ternério, ABC).
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O cilculo dos efeitos principais consiste em calcular a variacdo provocada por
um factor quando os outros estdo constantes. Por exemplo, os dois efeitos principais
resultantes de um planeamento factorial completo com dois factores e dois niveis sido

calculados do seguinte modo,

Efeito de A = [(yi-ya) + (y3-y2)1/2 = (y1-y2+y3-y4)/2 (2.5)

Efeito de B = [(y1-y3) + (ya-y2)1/2 = (y1-y2-y3+y4)/2 (2.6)

De uma maneira geral os efeitos principais sdo determinados somando todas as
respostas correspondentes ao nivel +1 e subtrair as correspondentes ao nivel —I
(diferenca entre as médias das respostas nos niveis alto e baixo). Usando a Tabela 2.1,

este cdlculo € automdtico. Este método pode ser utilizado para calcular o efeito da

interacgdo entre os factores A e B,

Efeito de AXB = (yi+y2-y3-1)/2 @2.7)

O calculo dos efeitos de uma interac¢do bindria corresponde a média da diferenga do
efeito do factor A quando o factor B estd no nivel mais elevado pelo efeito do factor A
quando o factor B estd no nivel mais baixo.

Uma andlise preliminar dos efeitos permite detectar os factores que mais
influenciardo o sistema. No entanto, uma andlise pormenorizada do real significado dos
efeitos s6 poderd ser efectuada apds a sua andlise estatistica como se descreve na

préxima sec¢ao.

2.6.2.3 - Anidlise da significincia (ANOVA) dos efeitos

O melhor método de analisar a significincia dos efeitos num planeamento
experimental completo com dois niveis é efectuando uma ANOVA com efeitos fixos de
multiplas vias. Na Tabela 2.2 mostra-se uma Tabela de ANOVA de uma via (um factor)
— quando existem varios factores e interac¢des acrescentam-se mais linhas a tabela e os

graus de liberdade dos “Residuos” e “Total” tém que ser ajustados.
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Tabela 2.2 — Tabela da ANOVA de uma via [1].*

Fonte da variacdo SS df MS e
Factor A SSa k-1 MSa MS A/MSg
Residuos SSkr n-k MSgr

Total SSt n-1

* SS — soma dos quadrados; df — graus de liberdade; MS — média dos quadrados; F —
teste F; k — nimero de niveis do factor; n — nimero de experi€ncias (= k£ X nimero de
repeticoes).

** Foo0ss k-l nk = -, conclusdo acerca da significincia do factor A (se F < Foos; ir. nk

entdo o factor contribui significativamente para a resposta do sistema).

A andlise dos testes F dos factores e das interac¢des permite concluir se a sua

contribui¢do € significativa ou ndo para a resposta do sistema em estudo.

2.6.3 — Planeamentos factoriais fraccionados

O numero de experiéncias num planeamento factorial completo aumenta de
forma exponencial com o namero de factores. Por exemplo, quando o nimero de
factores € igual a 7 o nimero de experiéncias é igual a 128 que sdo usadas para calcular
os seguintes efeitos para além do valor médio: 7 efeitos principais; 21 interac¢des
bindrias; 35 interacgdes terndrias; 35 interac¢des quaterndrias; 21 interacgdes de cinco
factores; 7 interaccOes de seis factores; e, | interac¢do de sete factores. E claro que
existe uma grande redundéincia e poder-se-a definir um planeamento experimental mais
pequeno. De facto, em muitos casos verifica-se que o efeito das interacgdes diminui a
medida que aumenta o numero de factores envolvidos e por conseguinte as interacgdes
de ordem mais elevada podem ser consideradas redundantes. Os planeamentos factoriais
fraccionados exploram este aspecto e na matriz do planeamento, as colunas de

contrastes para alguns factores sdo idénticas as colunas correspondentes a interac¢do de
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outros factores. Neste caso, em que as colunas de contrastes sdo idénticas, diz-se que o
efeito do factor se encontra confundido com a interac¢io ou que o factor e a interacgao
sdo “aliases”.

Para construir planeamentos factoriais fraccionados € necessdrio definir as
equagdes que traduzem as “alidses” também designadas por geradores do
planeamento. Por exemplo, num planeamento correspondente a meio factorial com
dois niveis e trés factores (A, B e C), o efeito de um dos factores pode ser confundido
com a interac¢do dos outros dois e neste caso o gerador da matriz do planeamento é

traduzido por

AxB=C (2.8)

a partir desta equag@o, calcula-se a expressdo de definicdo dos contrastes, representada

por I, que € obtida multiplicado os dois membros do gerador do planeamento,

I=AxBxC 2.9

As “alidses” de cada efeito no planeamento podem ser calculadas multiplicando-
o por 1, seguindo as regras algébricas normais, sendo imposta uma condigao adicional:
os efeitos que surgem no produto um nidmero par de vezes desaparecem. No caso

anterior, traduzido por eq. 2.8 e¢ 2.9, obtemos,

Alidse de C =AxBxC” = AxB (2.10)

2.6.4 — Planeamentos de Plackett-Burman

Quando existem mais de 7 factores os planeamentos factoriais fraccionados
necessitam de um minimo de 16 experiéncias para se estudar o efeito de todos os
factores [1]. Os planeamentos de Plackett-Burman propdem (4xn) experiéncias,
nomeadamente 4, 8, 12, 16, 20, etc., para estudar um nimero de factores igual a (4xn-
D, 3, 7, 11, 15, 19,....etc, respectivamente. Quando n ¢ uma poténcia de 2 estes
planeamentos correspondem a um desenho factorial fraccionado [6].

Os planeamentos de Plackett-Burman tém a particularidade das suas colunas

serem construidas através de uma permuta ciclica dos contrastes que se encontram
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resumidos nas linhas da Tabela 2.3, respectivamente para 12, 20 e 24 experiéncias. A

Gltima experiéncia dos planeamentos apenas tem contrastes (— ) para todos os factores,

Tabela 2.3 — Contrastes para a construcdo de planeamentos de Plackett-Burman com o

numero de experiéncias indicado [6].

4xn Contrastes

12 +4+ -+++---+-

20 ++--FF-F-F -+

24 +++++-F-FF--FF--F-F----

Os planeamentos de Plackett-Burman podem ser utilizados também para estudar
um numero de factores igual ou superior a 4x(n-1) e inferior a 4xn-1, mas o nimero de

experiéncias a efectuar é sempre 4xn.
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2.7 - REGRESSAO MULTIPLA
2.7.1 - Introducao
Quando ha informacdo ou suspeitas de que a resposta de sistema depende de

diferentes varidveis ou factores (xj, xa, ..., x,) obtém-se um modelo multivaridvel que é

linear nos coeficientes de regressdo “b” que pode ser escrito com seguinte forma geral:

y=bo+bixi+...+bnxm= bo+Z jiz1mbixi (2113
A seguinte relacio,

y=by+ b/ x>+ ... + by log x» (2.12)
também € um modelo linear, porque se considerar-mos x’| = Uxlexs= log x» obtém-
se uma relacao semelhante a equagdo 2.11.

Equacdes ndo lineares, como por exemplo a seguinte equagio,

y = b+ log (x - by) (2:13)

ndo sdo podem ser transformadas em equagdes lineares por mudanca de varidvel. No

entanto alguns modelos ndo lineares sdo intrinsecamente nao lineares uma vez que

podem ser transformados em relacdes lineares. Por exemplo a fungdo exponencial,

(bl xI)

y=bpe (2.14)
pode ser transformada na seguinte funcao linear,
Iny=Inby+blxl (2:15)

Um caso especial de modelos lineares sao os polinébmios. Se na equacao 2.11, x;
2 k- TR :
=X, X =X, .oy Xy = X', Obtém-se um polinémio de grau m entre a resposta e o factor,

representado pela seguinte equacio,
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y=bn+b]x+...+bmxm= b0+2(i=1‘m) bixi (216)

Apenas quando m=1 € que o modelo linear define uma linha recta. Todos os outros
modelos lineares correspondem a representacdes grificas ndo lineares. Assim, e para
evitar confusoes entre a defini¢do de modelos ndo lineares e modelos lineares que dio
origem a representacdes ndo lineares, denominam-se estes ultimos por modelos

lineares curvilineos.
2.7.2 - Estimativa dos coeficientes da regressio

Um dos métodos mais vulgares para obter estimativas dos coeficientes de
regressio € o método dos minimos quadrados. Considere-se que se realizam n
experiéncias, e obtém-se n valores de y (y;, y2, ..., ¥n) cada um com uma variancia o’
apos n combinacoes diferentes das varidveis independentes (factores) x|, x2,..., Xm
(n>m). Assumindo um modelo linear semelhante ao da eq. 2.11, cada experiéncia pode

ser representada como,
vi=bo+b;xj + ... + by xim + & comi=1,2,.. m (2.17)

onde y; € a resposta da experiéncia i, xj € o valor do factor k na experiéncia i, e € € 0o
residuo na experiéncia I.

O método dos minimos quadrados permite estimar os p (p = m + 1) coeficientes
da regressdo por minimizagdo da soma dos quadrados dos residuos (SQR) o que
envolve a resolucdo de um sistema de p equacdes com p incégnitas. Formalizando este
problema numa notag¢@o matricial comeca-se por definir o vector coluna das respostas y
(n x 1), o vector coluna dos coeficientes da regressdo b (p x 1) e a matriz das varidveis
independentes X (n x p). A primeira linha da matriz X é [1 x;; x12 ... x;n] € a primeira
coluna contendo | permite estimar o coeficiente b, (a intercepgao). E necessario definir
0 vector coluna dos residuos € (n x 1). O modelo representado pela eq. 2.17 pode ser

apresentado em nota¢dao matricial,

y=Xb+e (2.18)
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A resolugdo desta equacgdo pelo método dos minimos quadrados da origem ds equacdes
normais (multiplicando a esquerda ambos os membros da eq. 2.18 pela matriz

transposta de X, X"),
X™Xb=X"y (2.19)

Quando a matriz (X*X) é ndo singular pode-se obter uma estimativa do vector b, aqui

denominado b’,

b= (X"X)' X"y (2.20)
Como as varidveis foram planeadas (planeamento experimental) para serem ortogonais,
portanto ndo estdo correlacionadas, significa que a matriz (X" X) é diagonal e facilmente
se obtém a inversa.
Com a estimativa dos coeficientes de regressao pode-se obter uma estimativa do

vector das respostas y, aqui denominado y’,
y=Xb=XX"X)'X"y (2.21)

A partir das respostas experimentais (vector y) e das suas estimativas (vector y’)
e . 2 , . y y
pode-se calcular a varidncia residual (s.”) que € uma estimativa do erro experimental,

%) i »
G°, se o modelo utilizado estiver correcto,
2 2 D
se= et mp) =2 (i—y')*/ (n-p) (2.22)
onde ¢; = (yi — y’;) representa o residuo da experiéncia 1.
As propriedades de varidncia do vector b’ é expresso pela matriz de covariancia,
Cov(b’) calculada pela seguinte expressio [4],

Cov(b") = o (X'X)"! (2.23)

Os elementos da diagonal principal da matriz de covariincia sfo as varidncias dos

coeficientes de regressao.
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2.7.3 - Comparacio dos coeficientes da regressiao com os efeitos

Para um planeamento factorial completo com dois factores e dois niveis o

modelo que estd subjacente 8 ANOVA dos efeitos (secc¢do 2.6.2.3) € do tipo,

v=pu+a+b+(ab)+e (2.24)

Os efeitos a, b e ab estdo associados aos efeitos principais devidos a x; e x> € &
interac¢do entre x) € xp, respectivamente. Assim, a eq. 2.24 pode ser escrita como a eq.
2.3 que € a equagdo de regressao,

y:b0+b|x3+b2xz+b12x1x3+e (225)
Nesta equacio, b; ¢ uma medida do efeito de x,. Na realidade, b, descreve o efeito em v
quando x; vai de O até +1. No entanto, os coeficientes de regressdo b correspondem
apenas a metade do valor dos efeitos porque estes sdao definido como a diferenca de y
para os niveis —1 e +1 do factor.

2.7.4 - Validacdo do modelo

2.7.4.1 — Andlise dos residuos e teste de normalidade

Os residuos podem dar informacdes titeis sobre a qualidade do ajuste dos
resultados experimentais ao modelo proposto. A simples representacdo dos residuos e;
em funcao y’; pode dar informagdo sobre a qualidade do ajuste como se mostra em trés

exemplos na Fig. 2.7.
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Fig. 2.7 — Exemplos de graficos de residuos.

A Fig. 2.7.a mostra que ndo existe nenhuma anormalidade - os residuos estdo
aleatoriamente distribuidos ao longo da linha horizontal com um nimero de residuos
positivos semelhante ao numero de residuos negativos. A Fig. 2.7.b mostra um exemplo

onde a condicao de homoquedasticidade ndo é cumprida — a dispersdao dos residuos
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aumenta com o y' o que indica que a precisio das medigdes ndo € constante. Os
residuos em forma de “U” da Fig. 2.7.c é o resultado de um ajuste a uma recta ou plano
de dados que seriam melhor representados por uma curva ou superficie curva.

A maior parte dos testes estatisticos sdo baseados na assungio de que os dados
experimentais apresentam uma distribuicdo normal. Um método grifico denominado
procedimento de “rankit” permite de uma forma expedita verificar se a distribui¢do é
normal [1,7]. Este procedimento consiste em ordenar por ordem crescente os np pontos
experimentais e atribuir a cada ponto uma frequéncia de ocorréncia cumulativa (ver

exemplo da Tabela 2.4).

Tabela 2.4 — Exemplo de célculo de desvios normais para um conjunto de

dados ordenados [1].

Medi¢do (v)  Frequéncia cumulativa Frequéncia cumulativa (%)
2.104 ] 7.7
£:222 2 15.4
2.247 3 23.1
2.286 4 30.8
2,327 > 38.5
2.367 6 46.1
2.388 7 53.8
2:512 8 61.5
2.707 9 69.2
2151 10 76.9
3.158 11 84.6
3.172 12 923

De seguida € necessdrio converter a frequéncia cumulativa numa percentagem

de frequéncia cumulativa calculada do seguinte modo,

Frequéncia cumulativa (%) = (100 x frequéncia cumulativa) / (np+1) (2.26)
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A representacdo grafica da percentagem de distribui¢do cumulativa em funcio
das medigdes y deverd ter uma tendéncia linear se os dados estiverem normalmente

distribuidos (Fig. 2.8).

100
%
75
50
25
0 T
2!0 215 3,0 3,5

Fig. 2.8 — Método de “rankit” aplicado aos dados da Tabela 2.4.

Por outro lado, a anélise destes graficos permite detectar a presenca de pontos
experimentais anormais (“outliers”). Por exemplo, a Fig. 2.9.a mostra um grafico de
“rankit” onde a falta de tendéncia linear da representacao se deve a existéncia de dois
pontos anormais € nao a uma distribui¢do ndo normal. Apos retirar os dois pontos

suspeitos o grafico mostra que os pontos experimentais estio normalmente distribuidos

(Fig. 2.9.b).

o %

Cumulativa Curmulativa
100 100 -
75 75 -
50 50 - b
25 25
0 ; : 0 : ,
0.9 14 1,9 2,4 0.9 1,1 13 15
y y

Fig. 2.9 — Método de “rankit” aplicado a um conjunto de dados antes (a) e depois (b) de

retirar dois pontos anormais do calculo [1].
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2.7.4.2 — Anélise da varidncia (ANOVA) da regressio

A andlise da varidncia (ANOVA) da regressdo permite verificar se as varidveis
independentes previstas no modelo podem explicar uma quantidade significativa da
varidncia na varidvel dependente (resposta). Também, se foram efectuadas experiéncias
repetidas ou se existe uma estimativa do erro experimental, a validade do modelo
proposto pode ser verificada. A ANOVA pode ser utilizada para verificar falta de ajuste
numa regressao, de modo a verificar se o modelo escolhido € o correcto.

A variagdo total dos valores de y relativamente ao seu valor médio, y, descrito

pelo total da soma dos quadrados (SSt) é dado por

2
S8t = Z=1k Zg=1.0i) 5 — ) (2.27)

onde:

yij — uma das repeti¢Oes das n; medigdes para x;;

ni — o nimero de repeti¢des das medigdes efectuadas a x;;

Xi=1x) i = n — nimero total de experiéncias, incluindo as repeti¢oes;

k — numero de valores de x diferentes;

v — média de todas as respostas (grande média).

Na ANOVA esta SSt € dividida em diferentes contribui¢des para as variagdes
observadas.

=y =0y=yd+¥ =3 (2.28)
Como os residuos (y;; — ¥"i) = (vij —¥i) + (i — ¥’i) a equagdio anterior vem,

= =0i-wW+i-yD+0i-v (229)
onde y; € o valor médio das repeti¢cdes y;; para x;, y'; € o valor de y para x; estimado pela
equacao de regressdo. Todas as repeti¢des a x; tém o mesmo valor estimado de y’;.

Os desvios contemplados na SSt foram divididos em trés partes e que podem ser

interpretadas da seguinte maneira:
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(vij — ¥i) — desvios das respostas individuais para x; a partir da média das respostas para
x;. Esta quantidade € independente do modelo escolhido — apenas depende do erro

medido. E importante para se estimar o erro puro experimental.

(yi — ¥’;) — desvios da resposta média para x; a partir da resposta estimada para x;. Esta
quantidade depende do modelo escolhido. Se o modelo escolhido ndo for o correcto este
desvio contém um erro (falta de ajuste ou “lack of fit”). Por outro lado, se 0 modelo for

adequado, este desvio pode ser explicado com base no erro experimental.
(y’i —y) - desvios da resposta estimada em x; a partir da grande média. Esta quantidade
depende da existéncia de regressdo entre x e y. Este desvio torna-se zero se y nio variar

com x. Esta contribuigc@o € assim importante para testar o significado da regressao.

Elevando ao quadrado ambos os membros da eq. 2.29 e efectuando a soma sobre

i e j para incluir todas as medi¢des da origem a SSr,

SST= Ziimt i Zgetaiy 0 — )

= izt Zij=taiy O — 1) > + Z=tio i = V') 2 + Ziimi i — ) 2 (2.22)
Y FR )
Y Y
SSkr SSkrec
\ )\ J
Y Y
SSpe SSior

A wvariacdo total dos valores de y a volta de y foram separados em dois

componentes, nomeadamente:

SSgreg — a variagiao que pode ser atribuida a regressdo ou seja ao facto de' y variar com

x. Deste modo este termo € denominado soma dos quadrados da regressio.
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SSg — a variagdo residual que mede a variag@o que nio pode ser explicada pela equagdo

de regressao. Este termo é denominado por soma dos quadrados residuais. Quando

existem repeti¢des este termo pode ser separado em dois:

SSpg — um componente que mede as variagdes devidas a erro puro. Este termo €

denominado soma dos quadrados do erro puro.

SSior — um componente que mede a variagdo das médias dos grupos, y;, a volta

da equagio de regressao. Este termo € denominado soma dos

quadrados devido a falta de ajuste (“lack of fit™).

Todos estes termos sdo reunidos na denominada tabela de ANOVA (Tabela 2.5)

onde as médias dos quadrados (MS) sdo calculados a partir da divisdo da soma dos

quadrados pelos respectivos graus de liberdade (df). MSpg dd uma estimativa do erro

experimental puro (02) e MS;ior ¢ uma estimativa de 6° se o modelo escolhido for

i . 2 2
correcto. Se 0 modelo ndo for correcto 0 MSy or estima ¢~ + (erro)”.

Em forma matricial o cilculo de cada uma das soma dos quadrados € efectuado

no seguinte modo:

SS1= et Zgetay 0~V =¥y —n Y’ (df =n-1)
SSrEG = Ziici 1 (i =) =b" X"y —ny’ (df = p-1)
SSr = Zpizijy Zgetan 05—y’ =€ e=y'y-b' X'y (df = n-p)
SSpe = Ziz1k) Zg=tai) O — 1) (df = n-k)
SS10F = Ziieiio i i - Y1) =y y-b" X"y - SSpe (df = k-p)
Onde:

y — grande média;

n; — numero de repeticdes efectuadas para cada combinacio de x;
Z (i=1.x) M = n — numero total de experiéncias;

vij — uma das n; medi¢des para uma dada combinagao de x;

vi —a média das repeti¢des y;j para uma dada combinagio de x;

(2.31)
(2.32)
(2.33)
(2.34)
(2.35)

v'i — o valor de y para uma dada combinac¢ao de x estimado a partir da equagio

de regressao.
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Tabela 2.5 — Tabela da ANOVA para regressdo miltipla [1].*

Fonte da variagio SS df MS F
Regressao SSrEG p-1 MSreG MSgrec/M SR
Residuos SSr n-p MSg
Falta de ajuste SSior k-p MSioF MS,| o/ MSpg
Erro puro SSpg n-k MSpg
Total SSt n-1

* SS — soma dos quadrados; df — graus de liberdade; MS — média dos quadrados; F —
teste F; p — numero de coeficientes de regressdo; n — numero de experiéncias; k —

nimero de combinagdes diferentes das variaveis x (m<k<n).

O teste da falta de ajuste (lack of fit) compara a razdo F' = MS; g / MSpg com
uma distribuicdo F com (k-p) e (n-k) graus de liberdade. Se este teste for significativo
para o nivel de significado escolhido (MS_oF significativamente maior do que MSpg)
pode-se concluir que o modelo € inadequado. Se MS)or € MSpg sdo compardveis, o
modelo estd justificado e ambas as MS sio estimativas independentes de o°.
Consequentemente, a estimativa de o dada pelo MSg = s.° é usada nos cilculos

subsequentes.

2.7.4.3 — O coeficiente de correlacdo maltipla

O coeficiente de correlacao miiltipla (R ¢ definido do seguinte modo [1,4],
R*=SSgrec / SST= (557~ SSr)/SSt=1-SSg / SSt (2.36)

Este coeficiente € usado para estimar a proporcio de variagao de y que € explicado pela

regressao. O coeficiente de correlagdo multipla € a correlacdoentre y e y’.
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Se ndo houver uma relacio linear entre as varidveis dependente e independente
R*=0; se existe um ajuste perfeito R* = 1. O valor de R* pode de uma maneira geral
aumentar por adicdo de mais varidveis x ao modelo. O valor de R* até pode ser igual a
um se o nimero de coeficientes no modelo for igual ao niimero de experiéncias (p=n) —
por exemplo, uma recta (p=2) ajusta-se perfeitamente a dois pontos experimentais
(n=2). Por este motivo, 0 R? deve ser usado com cuidado.

Devido a esta limitagdo do R?, por vezes é usado o coeficiente de correlacio

ajustado R?,;, definido como [4]

Rzaj =1-[SSg/ (n-p)] /[SSt/(n-1)]=1-[(n-1)/(n-p)] (1 - RY (2.37)
De um modo geral, 0 R%,; ndo aumenta 2 medida que novas varidveis sdo adicionadas ao
modelo. De facto, se termos ndo necessarios forem adicionados ao modelo, o valor de

2 - 2 %
R”; diminuird.

2.7.4.4 - Andlise da significancia dos coeficientes da regressao

O problema da andlise da significincia dos coeficientes da regressdo esta
relacionado com o problema da selecgdo das varidveis previstas no modelo da regressio
- quais variaveis devem fazer parte da equagdo de regressao? O método mais completo
para resolver este problema € efectuar a comparacdo de todas as possiveis regressoes
efectuadas com todas as varidveis do modelo. O processo consiste em ajustar todas as
equacoes de regressao com apenas uma varidvel, de seguida com duas variaveis, até que
a equagdo de regressdo inclui todas as varidveis (método de “stepwise regression”) [1].

Como hd uma relagdo entre os efeitos dos factores e os coeficientes de regressao
(seccdo 2.7.3), em estudos de planeamento de experiéncias o significado dos
coeficientes de regressdo (e por conseguinte, as varidveis correspondentes) ¢ semelhante

ao significado dos efeitos que pode ser avaliado por ANOVA (secc¢io 2.6.2.3).
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2.8 - SUPERFICIES DE RESPOSTA

Uma superficie de resposta ¢ um grifico ou uma resposta em fun¢do de um ou
mais factores. Apés um estudo de planeamento experimental de um sistema e da sua
conveniente modelacdo é possivel estimar a forma da superficie de resposta para esse
sistema na gama de condi¢oes experimentais utilizadas. Por sua vez, as superficies de
resposta poderdo ser utilizadas para obter informagdo sobre as condigdes de
funcionamento éptimo do sistema.

Embora as superficies de resposta estejam incluidas nas denominadas
metodologias de superficie de resposta (MSR) do planeamento experimental, nesta
dissertacio ndo houve uma abordagem sistematica dos sistemas estudados segundo
essas metodologias. Nomeadamente, foram preferencialmente utilizados modelos
lineares de primeira ordem em vez dos modelos de segunda ordem e ndo foram
utilizados planeamentos de compésito central [3-7].

No entanto, e com o objectivo de classificar tipos de superficies de resposta que
serao observadas ao longo da dissertagdo, descrevem-se de seguida as formas de

diferentes superficies de resposta tipicas e os respectivos modelos matematicos.
2.8.1 Superficies de resposta planas

Basicamente dois tipos de superficies de resposta planas podem ser observadas,
as que correspondem a um modelo sem (Fig. 2.10) e com (Fig. 2.11) interac¢do. Os
modelos que lhes correspondem sdo respectivamente os seguintes:

y=by+bx+brx; (2.38)

y=bo+brx;+baxa+bppxix; (2.39)
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i r
18.8 8.8 -

Fig. 2.10 —Superficie de resposta para um modelo de primeira ordem sem interac¢ao [3].

1H . H

Fig. 2.11-Superficie de resposta para um modelo de primeira ordem com interac¢ao [3].
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2.8.2 - Superficies de resposta curvas

As superficies de resposta curvas mais vulgares podem ser observadas nas Fig.

2.12 a 2.14. O modelo de base, € semelhante :

y=b0+b|xl+b2X2+b|1X|2+b22.PC22+b12JC1 X3 (240)

As diferengas de sinal e grandeza relativa dos coeficientes by, e by, ddo origem a
superficies de resposta curvas com diferentes formas. Se ambos os coeficientes forem
negativos e com a mesma grandeza observa-se uma parabola aberta para baixo (Fig.
2.12). Se ambos os coeficientes forem negativos mas com valores muito diferentes
observa-se um cume (Fig. 2.13). Se os coeficientes tiverem sinais opostos € com a

mesma ordem de grandeza observa-se uma cela (Fig. 2.14).

Fig. 2.12 — Superficie de resposta com uma paribola a abrir para baixo [3].
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14.8

Fig. 2.13 — Superficie de resposta curva com um cume [3].

S

1H H

Fig. 2.14 — Superficie de resposta curva com a forma de uma sela [3].
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3 - SECCAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados todos os procedimentos experimentais
utilizados neste trabalho. Como tal, a preparagio de todas as solugdes, o equipamento
utilizado para a montagem dos sistemas de fluxo, a montagem do detector e dos
sistemas de fluxo estdo descritos respectivamente nas alineas 3.1 e 3.2. Os
procedimentos experimentais para a exploragao factorial das superficies de resposta dos
sistemas e para a avaliacdo dos sistemas de fluxo optimizados encontram-se descritos
na alinea 3.3. Por ultimo, na alinea 3.4 sdo referidos os programas utilizados para

efectuar os célculos.
3.1 - REAGENTES E SOLUCOES

Foram utilizados reagentes de elevado grau de pureza, de qualidade p.a. ou
equivalente. Para a preparacdo de todas as solugdes foi utilizada agua desionizada com

resistividade superior a 4 MQ.cml. Os restantes pormenores de preparagio das
solugdes sdo descritos seguidamente, organizados segundo os trés sisternas estudados.

3.1.1 Sistema para analise de catido Cu(Il)

e Solucoes de dcido cloridrico: foi preparada uma solugio de acido cloridrico 6 M

por diluicdo a partir de 4cido cloridrico concentrado (solugiio a 37%). Esta
solugdo foi usada para acidificar as solugdes padrio de cobre. Para a limpeza do
sistema de fluxo e do material de vidro usado para a preparacido das solugoes foi
utilizada uma solugdo a 10 % do mesmo 4cido, preparada também por dilui¢do a
partir de acido cloridrico concentrado.

* Solucdes de Cu(ll): foram preparadas solugdes padrio de Cu(Il) na gama de

valores de concentragdo de 1x107 a 1x10M M, por diluigao a partir de uma
solucdo padrido de nitrato de cobre 0,1 M. Para evitar a formagdo de complexos
de cobre, estas solugdes foram acidificadas com d4cido cloridrico 6 M na

proporg¢ao de 20 pl de solugdo de dcido para cada 25,00 ml de solugao (pH = 3).

55



Capitulo 3 - Secgio experimental

Solucio de Tetraetilenopentamina (TEPA): foi preparada uma solugio 4x 10° M

de TEPA por pesagem do solido e dissolugdo em dgua desionisada. Esta solugdo
foi utilizada para a preparacio das solugdes indicadoras.

Solugdo de 1.10 — fenantrolina: foi preparada uma solugéo 1,2x107 M de 1,10-

fenantrolina por pesagem e dissolu¢do em agua desionisada.

Solugdes de perdxido de hidrogénio: as solugdes de perdxido de hidrogénio

entre 5 e 10% foram preparadas por diluicdo de uma solu¢fo concentrada a 30%.

Solugoes indicadoras: foram utilizadas diversas solucdes indicadoras contendo

diferentes concentracbes de 1,10-fenantrolina, na gama de valores de
concentragdo de 6 x 10*e6x 10° M, preparadas por dilui¢do rigorosa a partir
da solucdo 1,2x107 M de 1,10-fenantrolina, uma concentracio de TEPA 4x10”

M e o surfactante brometo de cetiletildimetilaménio (CEDAB).

3.1.2 — Sistema para analise de cloro livre

Solucdes de hipoclorito: as solugdes de hipoclorito foram preparadas

diaritamente por dilui¢ao rigorosa com dgua desionizada, a partir de uma solugo
concentrada. O titulo da solugio concentrada de hipoclorito foi determinado por

iodometria sendo igual a 1,24 M (7,5 % de cloro livre).

Solu¢des de Rodamina 6G: foram utilizadas solugdes de rodamina 6G com

concentragao entre 1,31){10':Z e 1,41x10% M, preparadas por pesagem e
dissolug¢do em dgua desionizada. Para estudar o efeito de surfactantes na resposta
do sistema foram também preparadas solugdes, por pesagem dos compostos e
dissolugdo em agua desionizada, constituidas por misturas de rodamina 6G com
um surfactante (brometo de cetilpiridina (CPB) ou cloreto de cetilpiridina

(CPC)).

3.1.3 — Sistema para analise de anido bromato

Solucdes de bromato: foi preparada uma solugdo 1x10” M de bromato de

potdssio por pesagem e dissolugdo do sal em dgua desionizada. Devido a sua

baixa concentragio, entre 1x10*e 1x10® M, as solucdes de bromato utilizadas
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no estudo do sistema foram preparadas diariamente por diluigao rigorosa a partir

da solugaolx10™ M.

Solucdo de sulfito de sddio: foi preparada por pesagem e dissolugdo uma

solugdo de sulfito de sodio 1x10-2 M.

Solucido de hidrocortisona: foi preparada uma solugdo de hidrocortisona 1x10-3

M por pesagem e dissolu¢ao do composto em dgua desionizada.

Solucdes indicadoras: tendo em vista a optimiza¢do da composi¢do da solucdo

indicadora, foram preparadas diversas solugdes constituidas por diferentes
propor¢des de sulfito de sédio (valores de concentragdo entre 107 e 107 M.),
hidrocortisona (concentracio entre 10* e  10® M) e dcido sulfdrico
(concentragao entre 0,19 e 0,38 M). Estas solugdes foram preparadas por
diluicdo rigorosa a partir de acido sulfiirico concentrado e das solugdes de sulfito

de sddio 1x10-2 M e de hidrocortisona 1x10-3 M.
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3.2 - MATERIAL, EQUIPAMENTO E MONTAGEM DOS SISTEMAS

3.2.1 — Material

e Tubo fotomultiplicador (TEM): as medigdes de quimioluminescéncia foram
efectuadas por um TFM de marca Hamamatsu (Bridgewater, Nj), referéncia
HCI135-01 (Figura 3.1), controlado por computador através de uma interface
RS-232-C cuja aquisi¢do de dados pode ser feita com um tempo de integragio
entre 0,01 e 0,1 segundos por leitura na gama de comprimentos de onda de 300 a
650 nm.

Fig. 3.1 - Imagem do tubo fotomultiplicador usado nos estudos quimicluminescentes.

* DBombas peristélticas: para a propulsdo das solugdes foram utilizadas bombas

peristdlticas de marca Gilson, modelo Minipuls 3, com possibilidade de

colocagio de 4 tubos de fluxo da mesma marca.

e Vilvula de injec¢do: a injec¢do das amostras foi efectuada através de uma

vilvula de injecgdo de marca Reodhyne, referéncia 5020.

e Tubos de fluxo: para a montagem dos sistemas foram utilizados tubos de

Teflon® (PTFE) de marca OMNIFIT com 0,8 mm de didmetro interno.
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e Células de quimioluminescéncia: foram utilizados tubos de TYGON® referéncia

R3603 com didmetro interno de 1 mm e didmetro externo de cerca de 2 mm,
enrolado em forma de serpentina e colocado em frente da janela do tubo
fotomultiplicador. O comprimento do tubo que constitui a célula € de 51 cm e
encontra-se colada a uma placa plastica branca. Esta célula é denominada de

serpentina de tubo TYGON (STY).

o Termémetro de vidro: foi utilizado um termdmetro de vidro com escala

graduada em graus Célsios (1 e 100 °C).

* Sistema de aquecimento: foi utilizada uma tina com &gua, aquecida por uma

placa de aquecimento de marca Framo, modelo M21/1. A temperatura da dgua

foi monitorizada com o termdémetro de vidro.

3.2.2. Equipamento de detec¢do de luz (Detector)

Foi montado um sistema de detecgdo de luz, que se encontra esquematizado na
Fig. 3.2, tendo por base o TFM alimentado por um transformador (MW 108 Universal
AC/DC Adaptor) e uma STY fixada numa placa de material pléstico branco.

A montagem consistiu em fixar o TFM a uma placa de material plastico presa a
base de uma caixa metdlica, fixar a placa com a STY em frente 2 janela do TFM e ligar
o TFM a alimentacdo de um transformador que se liga a rede eléctrica (220 V e 50 Hz)
apos seleccionar uma diferenga de potencial (ddp) de saida de 5 V (500 mA). Para evitar
sobrevoltagens que podem estragar o TFM, nomeadamente queimar o fusivel que s6
pode ser substituido na fébrica, foi colocado um circuito integrado (TA 7805S) na
alimentac@o que limita a diferenca de potencial a um maximo de 5 V, independente da
ddp debitada pelo transformador e um interruptor que corta a alimentagio ao TFM. A
caixa metdlica foi fechada colocando nas fendas vedantes de luz e refor¢ando
exteriormente com fita isoladora preta. A caixa foi ainda colocada dentro de pano preto
que por sua vez foi embrulhada em papel de aluminio - esta operagdo tinha por
finalidade evitar ao médximo a entrada de luz no TFM.

A comunicagdo entre o computador ¢ o0 TFM ¢ efectuada via uma interface RS-
232-C e utilizando o software de demonstragdo do equipamento “EVAL40.EXE” que é

executado em ambiente DOS.
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Integrado T Ililsg;%? C Saida .
TA7805S \
Transformador ' ' G
Rede ' ; T
A 3 e S il E t - d
eléctrica Pélo + Polo - ntrada
Pdélo - Pdlo + O GV) ov)

Interruptor C)

Fig. 3.2 - Representagao esquemdtica do sistema de detec¢o quimioluminescente
TFM - tubo fotomultiplicador (ver no texto a descricio dos restantes

componentes).

O custo aproximado dos componentes deste detector é o seguinte: TFM,
600.000%; transformador, 1.0008$,; integrado, 100%; interruptor, 200%; STY, 1.000$;
caixa, 1.000$. O custo total serd de (sem incluir um computador para recolher as leituras
do TFM e o sistema de bombagem e injeccio das amostras e reagentes) 603.300$.

Este sistema de detec¢ao pode ser facilmente transformado num sistema portétil
por substitui¢do do transformador por uma bateria e acoplando-o a um computador
portatil. Também, seria necessario uma bomba para transportar os reagentes e amostra
para a STY e uma valvula de injec¢ao da amostra. Considerando os custos destes
componentes uma estimativa do custo global de um sistema portitil de

quimioluminescéncia serd de cerca de 1.300.0003.

3.2.3. Montagem dos Sistemas

e Sistemna para andlise de catido Cu(Il): No sistema para anilise de catido Cu(Il),

que se encontra esquematizado na Fig. 3.3 a amostra € injectada no fluxo de
dgua desionizada (dgua na Fig. 3.3) que posteriormente se mistura com um

fluxo constituido por uma mistura de peréxido de hidrogénio (H,O, na mesma

figura) com uma solug@o indicadora (solugiio indicadora). Esta mistura foi
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homogeneizada ao longo de um reactor (VR) constituido por um tubo de
comprimento varidvel. Neste sistema foram utilizadas duas bombas peristalticas

( B1 e B2) para propulsao das solugdes.

B, i
Agua ’
Vi
H,0, Ve
Soluc¢ao indicadora
B,

Fig. 3.3 — Representacdo esquematica do sistema de fluxo utilizado para a anélise do
catiao Cu(Il).

= Sistemna para andlise de cloro livre: No sistema para andlise do cloro livre que se

encontra esquematizado na Fig. 3.4., a amostra é aquecida no interior de um
tubo em serpentina que estd imerso numa tina com dgua quente. Neste sisterna a
solugdo indicadora (rodamina 6G ou uma mistura desta com um surfactante) é
injectada no fluxo de amostra (sistema de FIA invertido). Para a propulsdo das

solugdes foi utilizada uma bomba peristéltica designada por B na Fig. 3.4.

Rodamina 6G
Surfactante

B oo l
"YW D

R —— v,
Aquecimento

Fig. 3.4 — Representacio esquemdtica do sistema de fluxo utilizado para andlise de cloro

livre.
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e Sistema para andlise de aniio bromato: no sistema de detec¢do do ido bromato,

esquematizado na Fig. 3.5, a amostra (A na Fig. 3.5) € injectada no fluxo de
dgua desionizada que posteriormente se junta ao fluxo de solugdo indicadora
(constituida por uma mistura de sulfito e hidrocortisona em meio acido). A
reaccdo ocorre ao longo de um reactor (Vi na Fig 3.5) constituido por um tubo
de PTFE de comprimento varidvel. Neste sistema foram utilizadas duas bombas

peristalticas (B1 e B2 na Fig. 3.5).

B,
Agua
Sulfito
I:Iidrocortisona
Acido sulfiirico
B,

Fig. 3.5 — Representagdo esquemadtica do sistema de fluxo utilizado na determinagéo do

ido bromato.
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3.3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 - Optimizacio da resposta dos sistemas

A optimizagdo da resposta dos sistemas foi efectuada através de técnicas de
andlise factorial. As diversas experiéncias de cada planeamento foram realizadas
aleatoriamente e foram efectuados trés ensaios consecutivos para cada experiéncia.
3.3.2. Avaliacido da resposta dos sistemas optimizados

As caracteristicas de resposta dos sistemas optimizados foram avaliadas através

do tragado de curvas de calibragao, da caracterizagdo da reprodutibilidade da resposta e

da avaliacao da selectividade da resposta.

e Tracado de curvas de calibragdo: o tracado de curvas de calibragio foi efectuado

ensaiando as amostras por ordem crescente da sua concentragdo. Também neste
caso, foram efectuadas trés ensaios para cada amostra.

* Reprodutibilidade da resposta: para avaliar a reprodutibilidade da resposta

foram efectuadas 15 ensaios sucessivos da mesma amostra no sistema em

estudo.

e Selectividade da resposta: para avaliar a selectividade da resposta do sistema

para andlise de 1o bromato foram injectadas solugdes constituidas por misturas
de anido bromato (5x10-® ou 5x10-5> M) com um ido interferente (cloreto,

brometo, perclorato, nitrato, nitrito ou fosfato 1x10-2 M).
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3.4 - CALCULOS

Para a construgio da matriz do planeamento de experiéncias e para a andlise dos
dados obtidos nessas experiéncias foi utilizado o programa The Unscrambler Designer
(versdao 7.51 da Camo Asa, Noruega). Alguns calculos da ANOVA e o ajuste dos dados
experimentais a modelos polinomiais foram realizados com o programa Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) (versao 10.0 para o Windows da Microsoft).

Os pardmetros de regressdo linear das curvas de calibragdo foram calculados por

minimos quadrados com o programa EXCEL (Microsoft).
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4 - SISTEMA DE ANALISE DE CATIAO Cu(II)

4.1 - INTRODUCAO

A anilise de catides metdlicos em amostras de dgua natural ndo poluidas
constitui um problema analitico dificil devido aos niveis de concentragao muito baixos
que caracterizam estas espécies nas amostras ambientais, na gama das nanomoles ou
picomoles por litro. Para além da falta de sensibilidade das técnicas analiticas, o que
podera ser resolvido com o uso de instrumentacdo sofisticada instalada num laboratério,
existem um outros problemas particularmente criticos relacionado com a conservagio
das amostras e operagdes de pré-concentragao.

As técnicas de quimioluminescéncia sdo propostas como alternativas
particularmente 1teis para a analise de catides metdlicos em amostras ambientais porque
estas técnicas sdo das mais sensiveis actualmente existentes a disposi¢do da andlise
quimica [[,2]. Também, o tipo de instrumentacdo necessdrio para as implementar é
reduzido e de muito baixo custo e pode ser facilmente incorporado em sistemas
portateis que podem ser transportados para o local onde se pretende realizar as andlises
[1.2]. Deste modo, os sistemas quimioluminescentes apresentam a sensibilidade
necessdria para realizar directamente a andlise de amostras ambientais sem a
necessidade de efectuar colheita, conservacdo e pré-concentragio de amostras
reduzindo, portanto, todos 0s riscos inerentes a estas operagoes.

Quanto a selectividade, os métodos baseados em quimioluminescéncia eram por
vezes considerados pouco selectivos embora este problema esteja a ser ultrapassado
pelo desenvolvimento de reacgdes quimioluminescentes mais especificas [1,2]. No caso
da determinagdo de catido Cu(Il) por quimioluminescéncia tem sido utilizada a reac¢io
de oxidagdo do complexo que se forma entre o Cu(Il) e a 1,10-fenantrolina pelo
peroxido de hidrogénio em meio alcalino [3-5]. Para aumentar a sensibilidade do
método, esta reacgdo tem sido efectuada em meio miceiar (o surfactante que provoca
maior aumento no sinal de quimioluminescéncia é o brometo de cetiletildimetilaménio
(CEDAB). As solugoes de 1,10-fenantrolina e CEDAB sdo preparadas com um agente
complexante do Cu(Il) muito estivel (TEPA — tetraetilenopentamina) para mascarar

alguma impureza de cobre existente nestes dois compostos [3].
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Relativamente & selectividade, esta reacgdo de quimioluminescéncia pode ser
considerada das mais selectivas para detecgao de Cu(Il), se ndo a mais selectiva [3]. De
facto, estudos efectuados mostraram que apenas os catides Pb(Il), Zn(ID), Fe(1l) e Fe(1ll)
(com uma concentragio 10* M) davam origem a sinais de quimioluminescéncia,
respectivamente, 25%, 6% e 2%, mas s6 quando a concentracdo destes metais era 10
vezes superior a do catido Cu(Il) (10" M). Outros metais, como por exemplo os catides
de Cr(II) e (IV), Mn(II), AI(IIT), Ni(Il) e Co(II), ndo davam origem a nenhum sinal de
quimioluminescéncia.

O objectivo deste trabalho foi desenvolver um método expedito de anilise de
catido Cu(Il) em dgua baseado na reac¢do de oxidagdo do complexo de Cu(Il) e 1,10-
fenantrolina pelo peréxido de hidrogénio. Para o efeito foi montado um sistema de fluxo
(ver Fig 3.3) e a sua optimizagdo foi efectuada por andlise factorial, considerando os
seguintes factores experimentais: volume de injecg¢do (V;), caudal total (Qr), volume
do reactor (V), concentracio do surfactante CEDAB (Ccgpag), concentracio de
peréxido de hidrogénio (Cpy), concentragio de hidréxido de sédio (Cyg) e concentragio
de 1,10-fenantrolina (Cp). A funcdo de resposta considerada para a optimizagdo foi a
altura de pico. Um estudo prévio destes sete factores foi efectuado com um planeamento
factorial fraccionado de oito experiéncias. De seguida, e apés selecgio dos factores com
maior efeito, foi utilizado um planeamento factorial completo com trés niveis para os
factores para optimizar a resposta do sistema. Por altimo, foram avaliadas as

caracteristicas de resposta do sistema ao catido Cu(II).
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4.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 - Estudo prévio do sistema

Numa primeira fase do trabalho, com base na literatura e no sistema de fluxo
esquematizado na Fig. 3.3, foi feito um levantamento dos factores que poderiam
interferir com a resposta. Na Tabela 4.1 encontram-se resumidos os factores
seleccionados e as abreviaturas utilizadas para os referir ao longo do texto. Como o
numero de factores a estudar era relativamente elevado, em concreto, sete factores, o
primeiro passo foi utilizar um planeamento factorial fraccionado para averiguar quais os
factores com maior efeito na resposta do sistema. Na Tabela 4.2 encontra-se a matriz
do planeamento factorial fraccionado com dois niveis para cada factor utilizado neste
primeiro conjunto de experiéncias. Na Tabela 4.3 encontram-se resumidos os valores

experimentais a que correspondem os niveis dos factores no planeamento da Tabela 4.2.

Tabela 4.1 - Factores estudados e suas abreviaturas.

Factores Abreviaturas

Volume de injecc¢ao Vi
Caudal total Qr
Volume do reactor VL
Concentracdo de surfactante CEDAB CCEDAR
Concentracao de peroxido de hidrogénio Cpy
Concentragio de hidroxido de sédio Cus
Concentracao del,10-fenantrolina Cr
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Tabela 4.2 — Matriz do planeamento factorial fraccionado com sete factores e dois

niveis para cada factor, representados pelos algarismos (0) e (1).

Factores
Experiéncia

a b o d e f g
1 0 0 0 1 1 1
2 1 0 0 0 0 1 1
3 0 1 0 0 1 0 1
4 1 1 0 1 0] 0 0
5 0 0 | 1 0] 0 l
6 | 0 1 0 1 0 0
7 0 1 1 0 0 1 0
8 1 1 1 | 1 1 |

Tabela 4.3 - Valores dos factores experimentais correspondentes aos niveis codificados

na matriz do planeamento factorial (Tabela 4.2).

Niveis
Factores | Unidades
0 1

V; uL 65 315
Qr mL/min 3.2 7.3
Vo uL 306 840
CcEnag M 2,0x 10 2,0x 10°
Cey % 5 10
Chs M 0,05 0,15
Cr M 6,0x 107 6,0 x 10
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Na Tabela 4.4 e na Fig. 4.1 estdo resumidas as respostas do sistema nas oito

experiéncias.

Tabela 4.4 — Resposta do sistema nas experiéncias do planeamento factorial fraccionado

para sete factores a dois niveis (Tabela 4.2) ao injectar no sistema uma

solugido de Cu(Il) 10® M.

- Altura de pico
Experiéncia
1 2 3
1 175989 179109 178285
2 6840 7256 1736
3 172497 165721 162489
4 8232 8280 8132
5 140286 139606 140538
6 1136312 1154276 1249420
7 640 632 572
8 1256453 1265805 1256253
1500000 - 5 8
©
= 1000000 -
w
500000 -
1 3 5
2 4 : L L L7
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tempo (s)

Fig. 4.1 — Resposta do sistemna nas oito experiéncias definidas no planeamento factorial

fraccionado (Tabela 4.2) ao injectar solugdo de Cu(Il) 10 M.
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A andlise da Fig. 4.1 e da Tabela 4.4 mostra que existe uma grande variacdo na
resposta do sistema em funcdo das condigdes experimentais. Na Tabela 4.5 encontram-
se resumidos os resultados da ANOVA dos dados da Tabela 4.4 e mostram que os
factores com maior efeito na resposta do sistema (com valor de F mais elevado) sdo: a
concentragdo de CEDAB (Ccgpag), © volume do reactor (Vi) e o volume de injecgado

(Vi).

Tabela 4.5 — ANOVA da resposta do sistema (Tabela 4.4) nas experiéncias do

planeamento factorial fraccionado (Tabela 4.2)*.

Sumario SS df MS F
Modelo 7,183x10' 7 1,026x10" 2162
Erro 9,965x10° 21 4,745x10°

Total ajustado 7,193x10" 28

Varidvel

\'/ 1,753x10" 1 175y 1™ 3694
Qr 1,275x10° 1 1,27 x 10° 3
Vi, 2,221x10" 1 222 % 10" 4680
Ceepas 3,100x10" I 3,10 x 10" 6534
3. 2,618x10'" 1 2,62 x 10'° 55
Cis 2,198x10'" 1 2,20 x 10" 46
Cr 5,999x10° 1 6,00 x 10° 1

* 8S - Soma dos quadrados; df - graus de liberdade; MS — média dos quadrados ; F — razao de Fisher.

Para analisar o tipo de efeito dos sete factores estudados na resposta do sistema
(aumento ou diminui¢do da resposta) fez-se o ajuste das respostas obtidas nestas

experiéncias a um polinémio de primeiro grau, tendo-se obtido a seguinte expressao:

Resposta = -535617 + 496478 x V; — 13390 x Qr + 558835 x VL + 60678 x Cpy +
660307 x CCEDAB —9185 CF + 55601 CHS
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Os resultados da ANOVA deste modelo de regressdo encontram-se resumidos
na Tabela 4.6 e mostram que o polindmio de primeiro grau permite descrever grande

parte da varia¢do dos dados.

Tabela 4.6 -ANOVA do ajuste dos dados experimentais a um polinémio de primeiro

grau *,

Modelo SS df MS F
Regressao 7,18 x 10" 7 1,03 x 10" 2163
Residual 9,97 x 10’ 21 4,75 x 10°
Total 7,19 x 10" 28

R =0,999

* ver rodapé da Tabela 4.5.

A andlise dos coeficientes do polindmio dd uma estimativa do efeito dos sete
factores e mostra que a altura de pico aumenta com os factores concentrag¢do de Ccgpas,
volume do reactor Vi e volume de injeccio V. Da mesma forma, os coeficientes do
polinémio mostram que o efeito dos outros quatro factores na resposta do sistema €
muito menor ¢ que a altura de pico diminui com os niveis dos factores Qr e Cr e
aumenta com os niveis de Cpy e Cys. Em face destes resultados, nas etapas seguintes do
processo de optimizagdo apenas foram considerados os factores com maior efeito (Vi,
Vi e Ccepas), 0s niveis dos factores Qr e Cr foram fixados nos valores correspondentes
ao nivel designado por 0 na Tabela 4.3 e os niveis dos factores Cpy e Cys nos valores

correspondentes ao nivel maximo designado por 1 na mesma Tabela.
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4.2.2 - Estudo dos factores mais significativos

Para se obter mais informacio sobre o feito dos factores Vi V; e Ccgpapg na
resposta do sistema foi utilizado um planeamento factorial completo, com trés niveis
para cada factor, cuja matriz do planeamento se encontra na Tabela 4.7. Os valores
experimentais correspondentes aos niveis indicados nesta Tabela encontram-se
resumidos na Tabela 4.8. Na Tabela 4.9 encontram-se os valores da altura de pico
obtidos nas experiéncias do planeamento da Tabela 4.7 ao injectar no sistema uma
solugdo de Cu(IT) 10 M.

Apés realizagdo dos ensaios analisaram-se os resultados (Tabela 4.10)
recorrendo ao programa SPSS. Os dados da Tabela 4.10 mostram que o V; € 0 Ccgpas
sdo ao factores que possuem contribuicdes mais importantes e que justificam a maior
parte da varidncia total dos dados. No entanto o efeito do factor V. ndo pode ser
desprezado. Tal como no caso anterior (ver 4.2.1) os dados foram ajustados a um
polinémio de primeiro grau para analisar o efeito dos factores em maior detalhe tendo-

se obtido a seguinte expressao:

*Resposta = 544783 + 219668 x V; — 129194 x V| + 557670 x Ccgpag-

Na Tabela 4.11 encontra-se a ANOVA da regressio do modelo traduzido por esta
expressdo, e os resultados da Tabela mostram que com a utilizagdo destes trés factores
0 a resposta do sistema em funcdo dos niveis dos factores em estudo sistema fica
praticamente definida.

Por iltimo, na Tabela 4.12 encontram-se resumidos os valores experimentais

dos sete factores estudados para o sistema optimizado.
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Tabela 4.7 — Matriz do planeamento factorial completo com trés factores a trés niveis

representados pelos algarismos (-1),(0) e (1).

Experiéncia Factores

a b .
1 g g -
2 I g ,
3 ] i ]
4 - 0 -l
5 y 5 .
6 1 0 l
7 1 i ;
8 1 l )
9 1 , ]
10 0 p ;
11 0 P .
1.2 0 3 ]
13 0 0 ;
14 0 5 .
15 0 4 I
16 0 | ;
17 0 1 .
18 0 I I
19 | | ;
20 | e .
21 | 1 1
22 | 0 y
25 1 5 )
24 | . I
235 [ | ,
26 | ] .
27 I . |
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Tabela 4.8 - Valores experimentais dos factores correspondentes aos niveis codificados

na matriz do planeamento factorial completo (Tabela 4.7).

Factores | Unidades FEREE
-1 0 1

Vi uL 65 190 315

Vi uL 306 570 840
CcEpAB M 2,00x 10 2,00 x 107 2,00 x 107

Factores fixos

Qr ml/min 3.3

Cpy % 10

Chs M 0,15

Cr M 6,0 x 107

74



Capitulo 4 - Sistema de andlise de catido Cu(Il)

Tabela 4.9 — Valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do planeamento factorial

completo com trés factores a trés niveis (Tabela 4.7) ao injectar no sistema

uma solugio de Cu(Il) 10 M.

Altura do pico

Experiéncia
1 2 3
1 5748 5688 5392
2 242590 254330 244062
3 819978 820002 807746
4 5473 5529 5533
S5 238079 222547 213303
6 732890 722090 721486
7 3523 3663 3475
8 226973 221529 223145
9 331790 360906 358474
10 17947 18619 18263
11 892285 872989 877973
12 1347768 1315540 1300488
13 20082 22594 21566
14 745356 705356 720372
15 1178216 1169420 1141932
16 13325 12161 11549
17 231105 232401 234077
18 1183511 1186391 1162199
19 18598 19386 19390
20 758941 746257 731077
21 1985123 1967011 1982571
22 17832 17848 17608
23 792250 795614 798750
24 1303365 1298277 1279021
25 18072 17420 16972
26 353681 358121 353605
27 1328002 1331646 1341578
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Tabela 4.10 - ANOVA da resposta do sistema (Tabela 4.9) nas experiéncias do

planeamento factorial completo (Tabela 4.7)*.

Sumadrio SS df MS F
Modelo 2,395x10™ 26 9,213x10" 9178
Erro 5,420x10° 54 1,003x108

Total ajustado 2,396x10" 80

Varidvel

\Y2 2,816x10" 2 1,41 x 10" 14026
' 9,036x10" 2 4,52 x 10" 4501
Ccepas 1,691x10" g 8,45x 10" 84217
Vix V. 9,853x10" 4 243 % 1p* 245
Vi x CcEpas 1,897x10" 4 4,74 x 10" 4726
VL x Ceepan 6,164x10" 4 1,54 x 10" 1535
Vi x VL X Cerpas 7.153x10"! 8 8,94 x 10" 891

* Ver rodapé da Tabela 4.5.

Tabela 4.11 - ANOVA da regressdo da resposta do sistema em funcéo dos niveis dos

factores V;, Vi e Ccepag®.

Modelo SS df MS F
Regressido 2,03x10" 3 6.77x10'* 142,449
Residual 3,66x10" 77 4,75x10"

Total 2,40x10" 80
R =0,921

* Ver rodapé da Tabela 4.5
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Tabela 4.12 — Valores experimentais dos factores estudados para o sistema optimizado

Factores Unidades Valor 6ptimo

Vi uL 315

Qr mL/min 3.2

VL uL 840
Ccepap M 2,00 x 107
Cpey % 10 %
Chus M 0,15

Cr M 6,00 x 107
TEPA M 4,00 x 107
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4.2.3 - Caracteristicas de resposta do sistema optimizado

Para avaliar a sensibilidade do sistema optimizado efectuaram-se medicdes da
resposta a solugdes padrdo na gama de 1 x 10" M a 1 x 107 M utilizando dois tempos
de contagem (tempos de acumulagdo ou tempo de abertura da janela) do tubo
fotomultiplicador, 30 e 70 ms. Na Fig. 4.2 apresentam-se as respostas tipicas do sistema
a série de solugdes padrio e a dgua desionizada para um tempo de acumulagdo de 70
ms. A andlise destas duas figuras evidencia a existéncia de uma resposta significativa 2
solugdo utilizada como branco (dgua desionizada com 4cido cloridrico) para ambos o
que mostra a existéncia de Cu(Il) na dgua desionizada usada como branco.

A presenga desta quantidade de Cu(Il) no branco dard origem a um limite de
detec¢do do método relativamente elevado. Quando se usa um tempo de contagem de 30
ms o limite de detecgdo encontra-se préximo dos 10" M. O valor deste limite para um
tempo de contagem de 70 ms é préximo de 10! M.

A anilise da Fig. 4.2 mostra que a reprodutibilidade da resposta do sistema é
boa. Por exemplo uma solugdo padrio de 10" M de Cu(ll) di origem a uma
intensidade de resposta (70 ms) de 2859217926 (3 ensaios) enquanto a 4gua desionizada
dd origem a uma intensidade de resposta de 1497695320 (3 ensaios). Uma andlise mais
pormenorizada da reprodutibilidade da resposta pode ser observada na Fig. 4.3 onde se
apresenta uma série de respostas do sistema (70 ms) a Cu(I) 10°® M — o valor obtido foi
147709012952 (22 ensaios) a que corresponde um desvio padrio relativo de 0,88%. A
andlise destas figuras mostra também que o sistema permite efectuar os ensaios com
elevada frequéncia de amostragem, da ordem das 200 amostras/hora.

Por dltimo nas Figuras 4.4. e 4.5 encontram-se representadas respectivamente
uma sequéncia tipica de calibragdo do sistema optimizado com tempo de integracio de
70 ms e a respectiva curva de calibragdo. A andlise da Fig. 4.5 mostra que o sistema
apresenta resposta linear na gama de concentraciio de Cu(Il) entre 1 x 107 e 1 x 10'°M

e que o limite de deteccio é 8,26x10™"".
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Fig. 4.2 — Sequéncia de calibracdo do sistema optimizado com tempo de integragao de
70 ms.
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Fig. 4.3 — Reprodutibilidade da resposta do sistema optimizado para um tempo de

integragdo de 70 ms e para uma concentragio de 10 nM de Cu(Il).
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Fig. 4.4 — Sequéncia de calibragdo do sistema optimizado com tempo de integracéo de

70 ms.
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Fig. 4.5- Curva de calibracao do sistema optimizadb.
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4.3 - CONCLUSOES

O sistema quimioluminescente para detec¢do e andlise de catido Cu(Il) baseado
na oxidacio do complexo que se forma entre o Cu(Il) e a 1,10-fenantrolina pelo
peréxido de hidrogénio em meio micelar foi implementado e optimizado com sucesso.

O sistema montado e optimizado neste trabalho permite detectar concentragdes
de catido Cu(Il) a niveis vestigiais. Nas condicOes experimentais utilizadas € dificil
diminuir o limite de deteccao do método porque para isso seria necessdrio utilizar
procedimentos para andlise ultra vestigial, nomeadamente: reagentes ultrapuros,
operacoes de limpeza de material adequadas aos niveis de concentragdo em estudo,
cimaras de fluxo laminar, etc. No entanto, as caracteristicas de resposta do sistema
atribuem-lhe o potencial para a sua incorporagdo em procedimentos de detec¢do rapida,

particularmente apropriados para ser incluido em instrumentos portateis.
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5 - SISTEMA DE ANALISE DE CLORO LIVRE
5.1 -INTRODUCAO

A concentragdo de cloro livre (Cl;, HOCl e OCI') na dgua potével e industrial é
um parametro de grande importéncia na avaliacdo da sua qualidade. O cloro que na
dgua sofre hidrélise originando o 4cido hipocloroso e o ido hipoclorito, é o desinfectante
quimico mais usado para o tratamento de dgua em todo o mundo. Essa utilizacio
exaustiva € justificada pelas caracteristicas intrinsecas desta espécie [1]: grande
toxicidade para os microorganismos a temperatura ambiente, alta solubilidade em 4gua,
grande capacidade de penetrar através das superficies, grande tendéncia para a remogao
de odor durante a desinfeccio e o seu baixo prego.

Muitos métodos analiticos para a determinagdo do cloro livre tém sido
introduzidos, incluindo titulagdes volumétricas e técnicas espectrofotométricas em
regime de partida e em sistemas de fluxo [2-7]. Diversos métodos quirnioluminescentes
tém sido apresentados como alternativas analiticas a outros métodos devido aos seus
elevados limites de deteccdo [8-14]. Algumas atencdes tém sido dadas & reaccéo
quimioluminescente entre os corantes da classe dos xantenos com o cloro livre [10-14].

A reaccdo quimioluminescente do hipoclorito com o corante rodamina 6G (da
classe dos xantenos) origina luz suficiente para permitir o desenvolvimento de
metodologias de detecgdo sensiveis para a rdpida quantificacdo de hipoclorito em agua
[12,14]. Contudo, a optimizacdo multivaridvel de um sistema de injec¢do em fluxo com
este tipo de procedimento nido foi ainda executada. Por outro lado, também nio foi
ainda avaliado o efeito da presenca de espécies surfactantes na producdo de
quimioluminescéncia.

O objectivo deste trabalho foi desenvolver um método expedito de andlise do
cloro livre em dgua baseado na reacgdo entre o hipoclorito e a rodamina 6G. Para o
efeito foi montado um sistema de fluxo (ver Fig 3.4) e a sua optimizacdo foi efectuada
por andlise factorial, considerando os seguintes factores experimentais: caudal total
(Qr), concentragio de rodamina 6G (Cg), volume de injecgdo (V;) e temperatura (T). A
funcdo de resposta considerada para a optimizagdo foi a altura de pico. Um estudo

prévio destes quatro factores foi efectuado com um planeamento factorial completo com
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dois niveis para cada factor. De seguida, e ap6s selecc@o dos factores com maior efeito,
for utilizado um planeamento factorial constituido pela sobreposicdo de um
planeamento factorial com dois niveis e um planeamento em estrela [15] — este
planeamento permite estudar trés niveis para os factores. Apds a optimizagio do sistema
de andlise de cloro livre estudou-se o efeito da presenca de surfactantes no sinal de
quimioluminescéncia. Para o efeito foi utilizado um planeamento de experiéncias
factorial para os factores concentragdo do surfactante cloreto de cetilpiridina CPC
(Ccpe), concentragdo de rodamina 6G e caudal total utilizando trés niveis para cada
factor. Por ultimo, foram avaliadas as caracteristicas de resposta do sistema ao cloro

livre.
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5.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 - Estudo prévio do sistema

Com base numa andlise prévia do sistema de fluxo (Fig. 3.4) e da literatura
foram seleccionados os factores apresentados na Tabela 5.1.

Uma vez que, o nimero de factores seleccionados ndo é muito elevado, a sua
andlise foi feita utilizando um planeamento factorial completo com dois niveis (Tabela
5.2). Desta forma pretendeu-se verificar quais os factores mais significativos e detectar

interaccdes para posteriormente efectuar um estudo mais pormenorizado.

Tabela 5.1 - Factores estudados e suas abreviaturas.

Factores Abreviatura
Caudal total Qr
Volume de injecgio L'
Temperatura T
Concentracio de rodamina 6G Cr
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Tabela 5.2 — Matriz do planeamento factorial completo com quatro factores a dois

niveis representados pelos algarismos (0) e (1).

Factores
Experiéncia

a b B d

1 1 1 1 1
2 1 1 1 0
3 1 1 0 1
4 1 1 0 0
3 1 0 1 1
6 1 0] 1 0]
7 1 0 0 1
8 1 0 0 0
9 0 1 l l
10 0 | 1 0
11 0 1 0 1
12 0 1 0 0
13 0 0 1 1
14 0 0 1 0
15 0 0 0 |
16 0 0 0 0

Tabela 5.3- Factores experimentais e valores a que correspondem os niveis no

planeamento da Tabela 5.2.

Niveis
Factores |Unidades
0 |
Qr mL/min 2.6 2l
Vi uL 50 100
T °C 45 75
Ck | M 3x 107 1.3 1B
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Na Fig. 5.1 encontram-se representados alguns dos picos obtidos nessas

-

experiéncias. Os picos Fig 5.1 mostram que a resposta do sistema € rdpida sendo

necessdrio apenas 30 segundos por cada injec¢io

500000 -

400000

1

Sinal

300000

200000

0 ; ‘
0 100 200 300

Tempo (s)

Fig. 5.1 — Resposta do sistema obtida em algumas experiéncias do planeamento da

Tabela 5.2.

Os valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do planeamento da Tabela
5.2 encontram-se na Tabela 5.4. Estes valores, correspondentes a cada uma das 16
experiéncias (Tabela 5.4), foram sujeitas a andlise de varnidncia (ANOVA) e os
resultados estdo desta encontram-se resumidos na Tabela 5.5. A andlise da tabela, em
particular os valores da coluna de MS e os valores de F, permite fazer as seguintes
interpretacdes: o volume de injec¢io(Vi) tem um pequeno efeito na resposta (F = 24), a
temperatura (T) tem uma grande importancia (F = 6488) e os outros dois factores caudal
total (Q,) e concentragdo de rodamina 6G (Cg), tém igualmente um efeito significativo
(FF = 3789 ¢ F = 3661 respectivamente). No que se refere as interacgdes entre factores a
mesma Tabela mostra que as interacgdes entre os trés factores com maior efeito sdo as

mais significativas, com valores de Fentre 197 e 2121.
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Tabela 5.4 — Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento factorial da Tabela

5.2 para uma solucdo de hipoclorito 6,35 x 10™* M.

Altura de pico

Experiéncia
a b C
1 196173 204305 189917
2 371989 377653 373057
3 36896 39672 45492
4 127522 112862 128962
5 186725 206837 201469
6 430636 412596 416436
7 62044 65804 69128
8 93816 91380 97244
9 55779 58903 55607
10 170889 173129 177365
11 36851 35423 32251
12 53862 57914 63406
13 54077 46021 52649
14 173325 166597 176889
15 39516 31132 33024
16 84102 100158 86238
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Tabela 5.5 — ANOVA da resposta do sistema (Tabela 5.4) nas experiéncias do

planeamento da Tabela 5.2%.

Sumadrio SS df MS F b DPy
Modelo 15125107 16 9,452 x 10" 2697,520 0 0
Erro 1,121 x10° 32 3,504 x 107
Ajuste total 6,184 x 10" 47
Varidvel
Intercepcio
Qs 1,328 x 10" 1 1,328 x 10" 3789,022 151 0,000
Vi 8,574 x 10° 1 8,574 x 10 24,470 -0,023 0,214
T 2,273 x 10" 1 2,273 x 101 6488,355 435 0,000
¢ 1,283 x 10" 1 1,283 x 10" 3661,086 - 174 0,000
Qr*V; 7,04 x 107 1 7,049 x 107 2,012
QT 7432x 1070 1 7,432 x 10" 2121,005
Vi*T 2,718 x 10 1 2,718 x 107 0,776
Qr*V*T 1,511 x 10° 1 1,511 x 10° 43,112
Q:+*Cx 6,916 x 10” I 6,916 x 10° 197,369
Vi*Cg 1,292 x 10° I 1,292 x 10° 3,687
Qr*Vi*Cg 4,056 x 10 | 4,056 x 10° 11,575
T*Cx 3,756x 10" 1 3,756 x 10" 1072,036
Qr*T*Cy 3,127 x 10° 1 3,127 x 10° 89,240
Vi*T*Cy 9,351 x 10° 1 9,351 x 10° 26,686
Qr*V*T*Cy 2,981 x 10° I 2,981 x 10° 85,072
R*=0,999 R, = 0,999

* §S — Soma dos quadrados; df — graus de liberdade; MS — média dos quadrados ; F - razio de Fisher;

b — coeficiente beta; DP}, — desvio padrao de b.

A anilise dos coeficientes de correlagio (R aproximadamente igual a 1) mostra
que os dados experimentais ajustam-se ao modelo. A Tabela 5.6 mostra a ANOVA para
0 mesmo conjunto de dados na Tabela 5.4, mas neste caso, apenas foram considerados

os factores Q, T e Cg e as interacgdes de segunda ordem.
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Tabela 5.6- ANOVA dos dados da Tabela 5.4 de dados considerando apenas os

factores caudal total (Qr), temperatura (T) e concentragio de rodamina

6G (Cg) *.
Efeito SS df MS F
Modelo 1,502 x 102 7 2,146 x 10'° 788, 1
Q 1,328 x 10" 1 1,328 x 10" 487.6
T 2,273 x 10" 1 2,273 x 10" 834.9
C 1,283 x 10" 1 1,283 x 10" 471,1
Q*T 7,432 x 10" 1 7,432 x 10" 272,9
Q*Cg 6,916 x 10° 1 6,916 x 10° 25,4
T*Cy 3,756 x 10'° 1 3,756 x 10'° 137,9
Falta de ajuste 3,127 x 10° 1 3,127 x 10° 15,6
Erro 1,116 x 10'° 32 2,723 x 10°
Total 1,513 x 10" 48
Total corrigido | 6,184 x 10" 47

R*=0,993 R,*=0,991

* Ver rodapé da Tabela 5.5

Os resultados desta tabela confirmam que estes trés factores sdo na realidade

suficientes para descrever a variacdo dos dados obtidos. Para além dos valores dos

coeficientes de correlagdo elevados (proximo de 1), a falta de ajuste é pequena quando

comparada com a contribuigdo dos efeitos do modelo.

A anilise dos coeficientes do modelo linear (coeficientes beta padronizados, B,

Tabela 5.5), usados para ajustar os dados experimentais mostra que quando T (B=0,435)

e Q (B=0,151) aumentam, o sinal quimioluminescente também aumenta, mas quando o

Cr (B=-0,174) aumenta o sinal diminui. Pelo facto do volume de injecgdo ndo

apresentar nenhum efeito de realce na resposta, foi utilizado um V=50l (escolhido

com base na economia de reagente) durante o restante estudo.
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5.2.2 - Estudo dos factores mais significativos

Para obter informacdo sobre possiveis efeitos nao lineares dos trés factores (T,
Qr e Cg) na resposta do sistema foi utilizado um planeamento de experiéncias (ver
Tabela 5.7) que corresponde 4 sobreposi¢do de um planeamento factorial completo com
trés factores a dois niveis (8 experiéncias que definem os vértices de um cubo) com
mais 6 experiéncias correspondentes ao centro das faces do cubo. Na Tabela 5.8
encontram-se os valores experimentais a que correspondem os niveis dos factores do
planeamento da Tabela 5.7. Os dados desta Tabela, quando comparados com os da
Tabela 5.3, mostram que as gamas dos valores experimentais dos factores em estudo
foram reajustadas: os valores do caudal total e da temperatura foram incrementados,

enquanto a gama de valores da concentracio de rodamina 6G em investigacdo diminuiu.

Tabela 5.7 — Matriz do planeamento de experiéncias utilizado para detectar efeitos néo
lineares dos trés factores usando trés niveis representados pelos algarismos

(-1.(0) e (1).

Niveis dos factores
Experiéncia

a b c
1 -1 -1 -1
2 | -1 -1
3 1 -1 1
4 -1 -1 I
5 -1 1 -1
6 1 1 -1
7 | 1 1
8 -1 1 1
9 0 0] -1
10 1 0 0
11 0 0 1
12 -1 0 0
13 0 1 0
14 0 -1 0
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Tabela 5.8 - Factores e respectivos niveis utilizados no planeamento experimental da

Tabela 5.7.
Niveis
Factores | Unidades
-1 0 1
Qr mL/min 2,6 5,1 7,6
Ck M 1x107 7x 107 1,4 x 102
T " 60 70 80
Factores fixos
¥ plL 50

Os resultados obtidos nas experiéncias do planeamento da Tabela 5.7

encontram-se na Tabela 5.9 e os resultados da sua ANOVA estio resumidos na Tabela

210

Tabela 5.9 — Valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do planeamento da

Tabela 5.7 para uma solugio 6,35 x 10 M de hipoclorito.

Altura de pico

Experiéncia
a b B
l 161516 172688 168572
2 281641 276617 277597
3 208207 211359 209971
4 76817 85509 84021
5 458662 436458 466150
6 516770 532538 520570
7 534822 519054 522854
8 139118 131026 126586
9 356076 371356 366860
10 437550 436578 447158
11 270156 253460 269428
12 143702 153774 162290
13 443125 447073 438537
14 273134 270454 285282
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Tabela 5.10 - ANOVA dos resultados da Tabela 5.9 *.

Efeito SS df MS F b DP,
Modelo 4,869 x 10'2 14 3,478 x 10'"  5868.850
Q 3,083 x 10" 1 3,083 x 10" 5202,737 577 0,000
T 3,052 x 10" 1 3,052x 10" 5151,328 621 0,000
Ce 9,089 x 10' 1 9,089 x 10'°  1533,854 -335 0,000
QFT*Cx 3.536 x 10" 1 3,536 x 10" 596,83 200 0,000
QT 1,884 x 10" 1 1,884 x 10" 317,87  ,146 0,000
Q¢*Cr 4,348 x 10" | 4348 x 10" 733,76 222 0,000
T*Cg 1,021 x 10" 1 1,021 x 10" 17226  -108 0,006
Erro puro 1,659 x 10° 28 5,925 x 10
Total 4.870 x 10" 42

R’=1,000  R,’=09

* Ver rodapé da Tabela 5.5.

A andlise da Tabela 5.10, mostra que a variancia dos dados € descrita em grande

extensdo com um modelo linear completo em que se incluem os efeitos principais e as

correspondentes interacgOes de segunda e de terceira ordem. As Figuras 5.2 e 5.3.

mostram, como exemplo, duas superficies de resposta em que se representa a altura de

pico em func¢ao, respectivamente, dos niveis de T e de Q (Fig. 5.2) e dos niveis de T e

de Cy (Fig. 5.3).
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Fig. 5.2 - Representagio de uma superficie de resposta do sistema: altura de pico em

funcao da temperatura e do caudal.
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Fig. 5.3 - Representacdo de uma superficie de resposta do sistema: altura de pico em

fungdo da temperatura e do caudal.
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Tomando em consideragdo que as interaccbes tém uma contribuicio
relativamente pequena para o modelo quando comparadas com as restantes
contribuigdes dos efeitos principais (ver Tabela 5.10) e para tentar avaliar melhor o
efeito da rodamina 6G no sistema foi feito um estudo univaridvel deste factor. Todos os
restantes factores foram mantidos nos seus valores 6ptimos (Tabela 5.10) e foi analisado
o sinal quimioluminescente de uma solucgio 6,20 x 10 M de hipoclorito em fungio da
concentragio de rodamina na gama de valores entre 1,31 x 102 e 1,41 x 10*M (Fig

5.4). a andlise da figura mostra que o ponto éptimo para a concentra¢io de rodamina 6G

fica situado em 1,41 x 107 M.
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Fig. 5.4 - Representagio da variagdo do sinal com a concentragdo de rodamina.

Em face dos resultados obtidos, as condi¢des optimas para o sistema foram

determinadas e encontram-se resumidas na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11- Factores e respectivos niveis optimizados para o sistema.

Factores Unidades | Valores 6ptimos
T °C 80
Vi uL 50
Cr mM 1,41
Q ml/min. 7,6
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5.2.3 - Caracteristicas de resposta do sistema optimizado

Utilizando as condigdes 6ptimas determinadas no estudo anterior (Tabela 5.11),
que maximizaram a resposta do sistema, passou-se a avaliacdo dos parimetros de
calibragdo.

A Fig. 5.6 mostra uma sequéncia de calibracdo tipica para o sistema de
hipoclorito com concentragdes compreendidas entre 1,55 x 10° M e 3,10 x 10™
enquanto a Fig. 5.7 mostra a curva do logaritmo da altura de pico em funcdo do
logaritmo da concentrag@o de hipoclorito. Pode-se verificar na Fig. 5.7 que existem duas
regides com relagdo linear entre o logaritmo da altura de pico e o logaritmo da
concentragdo de hipoclorito. Deste modo, podemos observar uma regido de resposta
linear na gama de valores de concentracdo entre 1,55 x107 e 6.20 x 1= M, e outra na
gama de valores 9,30 x 107”2 3,10 x 10* M. O valor do coeficiente de correlagio para a
primeira regido (entre 1,55 x10™ ¢ 6,20 x 10”° M) é de 0,9996 e os valores do declive e
da intercepcdo da recta de regressdo sdo respectivamente -1,57 e 11,458. Para a
segunda regido (entre 9,30 x 107 e 3,10 x ™ M) o coeficiente de correlacao é de 0,96

e os valores do declive e da intercep¢do da recta de regressdo sdo respectivamente

-0,867 e 8,483.

350000 -
3.10x104 M
300000 -
E 250000 -
i 1.55x104M
200000 -+
6.20x105 M
100000 - 4.65x10° M
3.10x105M
| 1.55x105M
50000 U
O T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Fig. 5.5 - Representacdo de uma sequéncia de calibragio tipica para o sistema nas

condigdes Gptimas.
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Fig. 5.6 - Representacdo do logaritmo do sinal quimioluminescente em funcio do

logaritmo da concentragao de hipoclorito

A partir do desvio padrdo da linha de base do sistema obteve-se o limite de

deteccdo (LD) de 6,60 x 10” M, calculado como trés vezes o referido valor.
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5.2.4 - Estudo do efeito dos surfactantes

Segundo a literatura, o sinal quimioluminescente resultante da reac¢io com a
rodamina 6G aumenta na presenca de um agente tensioactivo (surfactante). Contudo,
este efeito apenas foi observado em experiéncias efectuadas em regime de partida, nio
tendo sido detectado em sistemas de fluxo. Para avaliar o efeito do surfactante no sinal
quimioluminescente (Fig. 5.7) do sistema optimizado foram efectuados alguns ensaios
com dois surfactantes cationicos: cloreto de cetilpiridina (CPC) e brometo de
cetilpiridina (CPB). Foi observado que a altura de pico aumentou nos dois casos, mas o

CPC foi o que originou 0 maior incremento.

5000000 - —_—

4500000 -
4000000 -
3500000 -
3000000 -
2500000 +
2000000 - Com CPB
1500000 -
1000000 -

Sinal

Sem surfactante

500000 - L_J

T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (s)

Fig. 5.7 - Efeito de dois surfactantes no sinal de do sistema para uma concentracio de

hipoclorito de 3,10 x 10 M.

Para investigar o efeito da concentragdo de CPC na resposta do sistema foi
efectuado um estudo em que foram avaliados em simultineo o efeito da concentracio de
CPC (Ccpc) e dos factores concentragdo de rodamina 6G (Cy) e caudal (Qr). Neste

estudo o volume de injecgdo e a temperatura foram mantidos nos seus valores 6ptimos
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determinados anteriormente, respectivamente de 50 pL e 80 °C. Este estudo dos trés
factores em simultineo € necessario porque sdo possiveis interacgdes quimicas e
cinéticas da reacgido quimioluminescente com o surfactante. Para levar a efeito o estudo
fol usado um planeamento factorial completo com trés factores a trés niveis (Tabela
5.12). Na Tabela 5.13 encontram-se resumidos os valores experimentais a que
correspondem os niveis da Tabela 5.12. Por dltimo, nas Tabelas 5.14 e 5.15 encontram-
se respectivamente os valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do planeamento

da Tabela 5.12. e a ANOVA desses valores.
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Tabela 5.12 - Matriz do planeamento factorial, com trés factores a trés niveis

representados pelos algarismos (-1), (0) e (1).

Experiéncia Factores

A b .
1 1 5 -
2 0 3 )
3 | » )
4 1 i p
5 0 . )
6 I o p
7 1 | ;
8 0 1 1
9 ; : .
10 1 | .
11 0 P ;
12 1 i .
13 y . .
14 0 5 .
15 | . .
16 2 | .
17 0 ] .
18 | 1 .
19 y ) |
20 0 i |
21 | P l
22 r " |
23 0 i 1
24 | " 1
25 y | |
26 0 : ]
27 l i 1
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Tabela 5.13 - Valores a que correspondem os niveis dos factores no planeamento da

Tabela 5.12.
Niveis
Factores |Unidades P " i
Qr mL/min 5,2 6.4 7,6
Cr M 1x107 7x 107 1,4 x 107
Cepe M 2,52 x10™ 3,76 x 107 5x 107
Factores fixos

i uL 50

T °’C 80
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Tabela 5.14 — Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento experimental da

Tabela 5.12 para uma solugdo de hipoclorito 6,35 x 10 M.

Altura de pico

Experiéncia
a b C
! 1222214 1313566 1378746
. 1293642 1126566 1369178
3 792375 1001263 9647394
4 1496162 1530350 1565702
2 952756 1030772 951940
: 1827237 1829717 1841565
! 1729384 1784880 1696132
8 2026574 2275254 2230774
9 2565723 2585731 2594303
12 1123040 1200080 1183616
H 1341166 1249502 1274222
k2 871847 861595 805247
13 1396546 1529574 1511442
14 2202689 2130469 2117029
13 1986478 1986994 1958838
1 1696535 1886027 1801331
17 2080140 2166796 2116996
L& 2557315 2840235 2855135
L2 1102116 1076868 1099772
20 1663000 1453524 1283156
&l 834075 961094.9 813246.9
4 1424776 1584768 1442864
23 2174569 2391609 2335809
“ 1487166 1519306 1673066
2 1784933 1751645 1624401
26 2259668 2050784 2156572
a7 2279222 2338022 2614070
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Tabela 5.15 — ANOVA dos resultados da Tabela 5.14.

Effect SS df MS F
Modelo 2,473 x 10" 504 9,158 x 10" 1065.386
Qr 2,635 x 10" g 1,318 x 10" 15,329
e 1,407 x 10" ¢) 7,122 x 10" 81,830
Cora 1,424 x 10" g 7,122 x 10" 828,531
O Gy 1,286 x 10" 4 3,216 x 10" 37,410
Qr*Cepe 7178 » TOM 4 1,794 x 10" 20,874
O 3241 x 10" 4 8,103 x 10" 94,260
Cepc*Cr* Qr 1,490 x 10" 8 1,862 x 10" 21,660
Erro 1,121 x 10° 32 3,504 x 10’
Total 1,513 x 10" 48
Total corrigido 6,184 x 10" 47
Erro puro 4,642 x 10" 54 8,596 x 10’

R?=0,998 R,*=0,997

* Ver rodapé da Tabela 5.5

A analise dos resultados da Tabela 5.15 mostra que a concentracdo de CPC é o
factor com maior efeito na resposta do sistema e que as suas interacgdes com outros
factores representam uma pequena contribuicio para a variincia total dos dados. Nestas
condi¢des a optimizacdo da concentragdo de surfactante pode ser efectuada de forma
univariavel. O valor 6ptimo da concentra¢io de CPC neste estudo corresponde ao valor
maximo utilizado, 5 x10™ M.

As caracteristicas de resposta dos sistema com rodamina 6G e CPC na solugio
indicadora foram também avaliadas. A Fig. 5.8, mostra respostas tipicas do sistema a
uma série de injec¢des da solucdo indicadora em duas solugdes de hipoclorito com
valores de concentragio de 3,10 x 10* M e 6,20 x 10° M. A andlise da precisido da
altura de pico dos dois conjuntos mostra um desvio padrido relativo de 3% e 6%
respectivamente para o maior € menor nivel de concentragdo. Estes valores reflectem

uma boa precisio da resposta do sistema.
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Fig. 5.8 — Resposta do sistema com solucdo indicadora com rodamina 6G e CPC para

amostras de hipoclorito com a concentrago indicada.

A Fig. 5.9 mostra uma sequéncia de calibrag@o tipica para o sistema de
hipoclorito com concentragdes compreendidas entre 6,20 x 10° M e 3,10 x 10™M,
enquanto a Fig. 5.10 mostra a curva do logaritmo da altura de pico em fungdo do
logaritmo da concentragdo de hipoclorito. Pode-se verificar que existe uma relagdo
linear na gama de valores de concentracio de hipoclorito entre 6,2 x 10° e 6,2 x 107 M,
com um coeficiente de correlagdo de 0,995, e os valores do declive e da intercepcéo da
recta de regressdo sdo respectivamente de -1,285 e del2,635.

A partir do desvio padrdo da linha de base do sistema obteve-se um limite de

deteccao (LD) de cerca de 5 x 10® M, calculado como trés vezes o referido valor.

105



Capitulo 5 — Sistema de andlise de cloro livre

3.10E-04 M

5000000
£ 4000000
w
} 1.55E-04 M
3000000 -
2000000 | 5-20E-06 M
1.55E-05 M 9.30E-05 M
1000000 - 3.10E-05 M
6.20E-05 M
4.65E-05 M
0 T _.l\' T 1 T T T — _‘\ U :J L/ I_‘l—l
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (s)

Fig. 5.9 - Representacido de uma sequéncia de calibragdo tipica para o sistema de andlise

de hipoclorito na presenc¢a de CPC.
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Fig. 5.10 - Representagio do logaritmo da altura de pico em fungio do logaritmo da

concentracdo de rodamina 6G.
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5.3 - CONCLUSOES

O sistema quimioluminescente para deteccdo € andlise de cloro livre baseado na
oxidagdo da rodamina 6G pelo hipoclorito em meio micelar foi implementado e
optimizado com sucesso.

As caracteristicas de resposta do sistema atribuem-lhe o potencial para a sua
incorporagdo em procedimentos de detecgdo rdpida, particularmente apropriados para
ser incluido em instrumentos portateis.

Este sistema € particularmente simples e econémico. De facto, como € baseado
num sistema de fluxo invertido (o reagente de desenvolvimento da
quimioluminescéncia € injectado no transportador, que é a amostra), a quantidade de
reagentes gasto em cada andlise € muito pequena. De uma maneira geral a quantidade
de amostras de dgua tratada, como por exemplo dgua potivel ou dguas residuais, nao

constitui uma limitagao pelo que o sistema de fluxo invertido € a solug@o apropriada.
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6 — SISTEMA DE ANALISE DE ANIAO BROMATO

6.1 -INTRODUCAO

O anido bromato aparece na 4gua potdvel como produto secundirio da
desinfec¢dio com ozono [1]. Devido a toxidade do ido bromato, que foi classificado
como potencialmente carcinogénico [1-4], os niveis deste ido na dgua depurada com
ozono devem ser monitorizados. Os valores maximos admissiveis de bromato na idgua
para consumo humano variam entre 10 pg/L (directiva europeia e americana) e 25 pg/L
(directivas da Organizagdo Mundial de Saiude, OMS) [3,4]. As preocupacdes sobre o
impacto deste 120 na satide humana tém originado a procura e o desenvolvimento de
novas tecnologias para a sua eliminagdo [2-4]. Consequentemente sdo necessirios
métodos analiticos com limites de detecgdo na ordem dos ppb para a sua monitorizagio
0 que ¢ facilmente implementado se estivermos na presenca de um método sensivel,
rapido e com baixos custos de aquisi¢ao e manutengio.

Os métodos existentes para a detec¢do de bromato em dgua potivel estdo
restringidos a cromatografia iénica [5-10], cromatografia gasosa [11] e espectroscopia
de massa [I2]. Embora alguns destes métodos permitam detectar o bromato em
quantidades perto do décimo de ppb geralmente exigem grandes tempos de andlise por
amostra e tém que ser realizados em laboratérios com custos elevados de
funcionamento. No caso da cromatografia i6nica, para que se atingirem limites de
detec¢ao baixos [5], o processo de separagdo na coluna € seguido de uma reacgio do ido
bromato (na maioria das vezes com cloropromazina [13]) o que inevitavelmente torna o
processo de andlise mais complexo.

Na pesquisa de novos métodos, verificou-se que a oxida¢do em meio acido do
sulfito pelo bromato na presenga de esterdides, que agem como amplificadores, produz
luminescéncia suficiente para se desenvolver um método para a detec¢io de bromato
[14]. Na verdade os sistemas quimioluminescentes possuem propriedades que fazem
deles métodos muito atractivos em processos de monitorizagao [15,16] das quais se
destacam: facil implementagdo em equipamentos portdteis, permitindo efectuar analises
em campo, com baixo custo de operacdo, com grande sensibilidade e com elevada

frequéncia de anilise.
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O objectivo deste trabalho foi desenvolver um método expedito de andlise do
bromato em dgua baseado na reac¢io em meio 4cido entre o ido bromato e o sulfito, na
presenca de hidrocortisona. Para o efeito foi montado um sistema de fluxo (ver Fig. 3.5)
e a sua optimizacdo foi efectuada por andlise factorial, considerando os seguintes
factores experimentais: caudal da solucdo indicadora (sulfito, hidrocortisona e acido
sulftirico) (Q),concentragdo de sulfito (Cg), concentracio de hidrocortisona (Cy) e
concentragao de dcido (Cp), caudal do fluxo de dgua (Q,), volume de injecgdo (V;) e
volume do reactor (V.). A funcdo de resposta considerada para a optimizacgio foi a
altura de pico. Dado o nimero relativamente elevado de factores experimentais (sete
factores) a estudar, a primeira etapa da estratégia de optimizagdo consistiu em efectuar
um “screnning” dos factores utilizando um planeamento experimental de Plackett-
Burman. Seguidamente, considerando apenas os factores com maior influencia na altura
de pico, foram realizadas experiéncias planeadas segundo trés desenhos factoriais
completos. A andlise dos resultados obtidos permitiu optimizar a resposta do sistema.
Por ultimo, foram avaliadas as caracteristicas de resposta do sistema ao 1o bromato e a

selectividade do método desenvolvido foi investigada.
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6.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 - Estudo prévio do sistema

O numero de factores potencialmente importantes para o sistema estudado, que
se encontra esquematizado na Fig. 3.5, € sete. Na Tabela 6.1 encontra-se a lista desses
factores e as respectivas abreviaturas utilizadas para os referir ao longo do texto.
Devido ao elevado numero de factores apresentado recorreu-se ao planeamento

experimental de Plackett-Burman que permite o estudo de 7 varidveis a 2 niveis.

Tabela 6.1 - Factores estudados e suas abreviaturas.

Factor Abreviatura
Caudal da solugio indicadora Qi
Caudal do fluxo de dgua Q2
Volume de injeccio \A
Volume do reactor VL
Concentracao de sulfito Cs
Concentracio de hidrocortisona Cy
Concentracdo de dcido sulfirico Ca

A sequéncia de experiéncias foi repetida para duas concentracdes de bromato
(4,97 x 107 e 4,97 x 10™ M). Nas Tabelas 6.2 e 6.3 encontram-se respectivamente a
matriz do planeamento de Plackett-Burman utilizado e os valores a que correspondem

os niveis dos factores experimentais da Tabela 6.2.
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Tabela 6.2 — Matriz do planeamento de experiéncias de Plackett-Burman com sete

factores a dois niveis representados pelos algarismos (0) e (1).

Factores
Experiéncia

a b c d e f g
1 | l l 0 1 0 0
2 0 1 1 1 0 1 0
3 0 0 1 1 1 0 1
4 1 0 0 1 | 1 0
5 0 1 0 0 1 1 1
6 1 0 1 0 0 1 2
. 1 1 0 1 0 0 l
8 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 6.3- Factores experimentais e valores a que correspondem os niveis no

planeamento da Tabela 6.2.

Niveis
Factores |Unidades
0 1

Q mL/min 2,5 4,5

Q. mL/min 3,0 5,0

Vi uL 236 387
\'y uL 140 195
(8 M 5,00 x 107 5,00 x 10™
Cn M 7,53 x 10° 557 x10°°
Cy, M 0,1878 0.3756
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Fig. 6.1 - Resposta do sistema as variagdes impostas, para as duas concentragdes de

bromato: 4,97x10™*(----) e 4,97x 107 M(—).

Na Figura 6.1. encontram-se alguns fiagramas obtidos na realizacdo destas
experiéncias. Nas Tabelas 6.4 ¢ 6.5 encontram-se resumidos os valores da altura de pico

obtidos nas experiéncias ao injectar respectivamente solugdes de bromato 4,97x107 e
4,97x10* M

Tabela 6.4 — Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento de Plackett-Burman

com sete factores a dois niveis, ao injectar solugdo de ido bromato 4,97x10‘5 M.

Experiéncia Altura do pico
1° 2° 3°
1 122739 110503 119883
2 158706 156718 158714
3 78797 771925 17157
4 128857 131049 129801
5 286338 294506 296042
6 191174 198978 192082
7 107459 112043 115835
8 106983 104647 105111
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Tabela 6.5 — Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento de Plackett-Burman

com sete factores a dois niveis, ao injectar solugdo de ido bromato 4,97x10™* M.

Experiéncia Altura do pico
1° i 3
1 470421 466133 468561
2 1073881 1049641 1016701
3 169312 167320 170248
4 994962 10755358 1078914
5 1849995 1722507 1840259
6 1444819 1452443 1439103
7 708146 703282 716322
8 688972 689676 631988

O tratamento dos dados foi efectuado para os sinais obtidos com as duas
concentragdes de bromato (Tabelas 6.6 e 6.7) e também para a diferenca existente entre
cles (Tabela 6.8). A analise das Tabelas 6.6 a 6.8 mostra que os factores Cy e Vr sdo os
que possuem maior valor de razdo F nos trés estudos de ANOVA. Da anilise dos
coeficientes correspondentes ao modelo linear (coeficientes beta nas Tabelas 6.6, 6.7,
6.8) podemos verificar que o aumento da concentragio de hidrocortisona provoca um
aumento no sinal quimioluminescente enquanto que o volume do reactor provoca um
efeito contrario. Os resultados obtidos estao de acordo com o esperado uma vez que, 0
efeito amplificador aumenta com o incremento da concentragio da espécie
amplificadora, a hidrocortisona. Por outro lado, o aumento do volume do reactor
provoca uma maior dispersdo da zona da amostra no sistema de fluxo o que provoca a
diminui¢do do méximo do sinal quimioluminescente. Pode acontecer também que a
reac¢do termine antecipadamente, ndo coincidindo com o momento de detecgdo quando
0 volume do reactor aumenta.

Uma andlise detalhada dos resultados para os outros factores mostra que o
volume de injec¢do tem um efeito relativamente grande na resposta do sistema para a
solucado 4,.97x10* M de ido bromato (Tabela 6.7) e na sensibilidade (diferenca entre o
sinal de resposta obtido para os dois niveis utilizados) (Tabela 6.8). Verifica-se também

que para a concentra¢cdo mais baixa de ido bromato os factores Qe C tém uma
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Tabela 6.6 - ANOVA dos valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do

planeamento de Plackett-Burman para a solugiio de ifo bromato 4,97x10™ M.

Sumadrio SS df MS F b DPy
Modelo 9,69x10™ 7 1,385x10"  1,019x10°

Erro 2,174x10® 16 1,359x10’

Total ajustado 9,714x10"° 23 4,223x10°

Varidvel

Intercepgio 5,287x10" 1 5,287x10"  3.800x10*  1,48x10° 752,508
Q) (A) 2,425x10° 1 2,425x10° 178,426 -2,01x10° 1,51x10°
Q. (B) 1,113x10" 1 1,113x10" 819,238 4,31x10 1,51x10°
V, (C) 3,158x10° 1 3,158x10° 232,355 -2,29x10" 1,51x10°
V, (D) 2,018x10" | 2,018x10"  1,485x10°  -5,80x10" 1,51x10°
Cs (E) 8,778x10° | 8,778x10" 64,591 1,21x10" 1,51x10°
Cy (F) 4,895x10" | 4,895x10"  3.602x10°  9,03x10° 1,51x10°
Ca (G) 1,019x10" 1 1,019x10" 750,079 4,12x10° 1,51x10°

* §S — Soma dos quadrados; df - graus de liberdade; MS — média dos quadrados ; F - razdo de Fisher;
b - coeficientes de regressdo; DPg — desvio padrdo de b.

Tabela 6.7 - ANOVA dos valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do

planeamento de Plackett-Burman para a solugéo de iio bromato 4,97x10™* M*.

Sumadrio SS df MS F b DPg
Modelo 5.897x10" 7 8,425x10"
Erro 1,861x10'° 16 1,163x10° 724,362

Total ajustado | 5,916x10 23 2,572x10"

Varidvel

Intercepcio 2,033x10" 1 2,033x10%  1,748x10° 9,20x10°  6,96x10°
Qi (A) 1,128x10° 1 1,128x10°  9,701x107 -4,34x10*  1,39x10"
Q, (B) 1,807x10" 1 1,807x10" 155,404 1,74x10°  1,39x10*
V; (C) 4,570x10" 1 4,570x10" 392,937 -2,76x10°  1,39x10°
V, (D) 7,493x10"! 1 7,493x10" 644,301 -3,53x10°  1,39x10°
Cs (E) 5,424x10" 1 5,424x10" 46,640 9,51x10°  1,39x10?
Cy (F) 4,157x10% 1 4,157x10"  3,574x10° 8,32x10°  1,39x10*
€, (G 2,989x10" 1 2,898x10" 257,036 2,23x10°  1,39x10*

* Ver rodapé da Tabela 6.6.
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Tabela 6.8 - ANOVA da diferenga dos valores da altura de pico obtidos nas

experiéncias do planeamento de Plackett-Burman *.

Sumadrio SS df MS F b DPg
Modelo 4,58x10" 7 6,55x10" 550,099
Erro 1,90x10" 16 1,19x10°

Total ajustado 4,60x10" 23 2,00x10"

Variavel

Intercepcao 1,43x10" 1 1,43x10" 1,20x10° 7.72x10°  7,04x10°
Qi (A) 1,49x10° 1 1,49x10° 1,250 1,58x10°  1,41x10°
Q. (B) 1,02x10" ] 1,02x10" 85,839 131x10°  141x10°
V; (C) 3,84x10" 1 3,84x10" 322,816 -2,53x10°  1,41x10*
V(D) 5,24x10" 1 5,24x10" 439,953 -2,95x10°  1,41x10*
Cs (E) 6,89x10'° I 6,89x10' 57,913 -1,07x10°  1,41x10*
Cy (F) 3,30x10" 1 3,30x10" 2,78x10° 742x10°  141x10*
Cx (G) 1,99x10" I 1,99x10" 166,987 1,82x10°  1,41x10*

* Ver rodapé da Tabela 6.6.

importancia que ndo € observada para concentracbes mais elevadas de bromato, nem
para a sensibilidade (Tabela 6.7 e 6.8). Por esta razdo estes dois factores ndo foram
considerados no subsequente processo de andlise e passaram a factores fixos com os
valores que originavam o maior sinal de resposta (Q, = 5,0 ml/min.; C4 = 0,38 M). Da
mesma forma, no resto do estudo efectuado, os niveis dos factores Q; e Cg passaram aos
seguintes valores fixos: Q; = 2,5 ml/min.; Cs = 1,0 mM.

Em conclusdo, depois de analisados os dados obtidos nas experiéncias deste
estudo prévio do sistema verificou-se que os factores com maior efeito na resposta do
sistema sdo apenas trés, designadamente: o volume do reactor (Vp), o volume de

injec¢do (V; )e aconcentragao de hidrocortisona (Cy).
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6.2.2 — Estudo dos factores mais significativos

Para se obter mais informagdo sobre o feito dos factores Vi V; e Cy na resposta
do sistema fo1 utilizado um planeamento factorial completo, com trés niveis para cada
factor, cuja matriz do planeamento se encontra na Tabela 6.9. O intervalo dos valores
experimentais dos trés factores foi ajustado em func¢do dos resultados obtidos nos
estudos preliminares. Com efeito, os valores experimentais correspondentes aos niveis
indicados na Tabela 6.9 que se encontram na Tabela 6.10, mostram que a concentracio
de hidrocortisona (Cy) aumentou e que o volume do reactor (V) e o volume de injecgio
(Vi) diminuiram. As experiéncias deste planeamento foram efectuadas para trés niveis
de concentracdo de ido bromato (5,0x 10, 5,0x107 ¢ 5,0x10™ M), e os valores da altura
de pico obtidos encontram-se resumidos nas Tabelas 6.11 a 6.13.

Nas Tabelas 6.14, 6.15 e 6.16 estao resumidos os resultados da ANOVA dos
resultados das experiéncias para os trés niveis de concentracdo de ido bromato usados.
Estas tabelas também incluem os coeficientes beta e o correspondente desvio padrio

resultantes do ajuste da resposta do sistema a um modelo linear.
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Tabela 6.9- Matriz do planeamento de experiéncias factorial completo com trés factores

e trés niveis representados pelos algarismos (-1), (0) e (1).

Experiéncia Factores

a b c
1 -1 -1 -1
2 0 1 1
3 1 -1 l
4 -1 0 -1
3 0 0 |
6 1 0 -1
7 -1 1 -1
8 0 1 1
9 1 1 1
10 -1 -1 0
11 0 -1 0
12 l -1 0
13 -1 0 0
14 0 0 0
15 1 0 0
16 -1 1 0
17 0 1 0
18 1 1 0
19 1 -1 l
20 0 -1 1
21 1 -1 1
22 -1 0 1
23 0 0 |
24 1 0 1
25 1 1 1
26 0 1 1
27 | 1 I
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Tabela 6.10 - Factores experimentais e valores a que correspondem os factores fixos e

os niveis no planeamento da Tabela 6.9.

Niveis
Factores |Unidades
-1 0 |
Vo uL 125 180 236
\' uL 70 105 141
Cy M 3,31x107 1,08x10™ 7,26x10™
Factores fixos

Q ml/min 2,5
Q> ml/min 5,0
Cs M 1,04x10”
Ca M 0,3756
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Tabela 6.11- Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento de factorial com trés

factores a trés niveis, ao injectar solucio de ido bromato 5,0x10°° M.

Altura do pico

Experiéncia
ey 2 3
] 13611 13803 14503
2 18386 17246 17170
= 8655 8791 8535
% 16800 15332 15688
> 17501 16857 17385
4 9393 9285 9405
7 16824 16724 17628
£ 16264 16064 15136
9 10180 10244 10624
0 25783 24559 26347
1 19738 19714 20186
12 15870 15850 15666
5 21542 20922 21226
A 22671 23359 23771
L 12295 13051 12083
1o 23043 23879 23043
1 16668 16556 16760
8 14243 14407 14183
19 27895 26223 27451
20 28563 27575 28203
al 19807 17911 18967
2 30889 30409 30489
23 28975 27499 26751
4 17380 17736 17300
23 27198 26994 29505
26 30099 31163 31299
a 20324 20904 20604
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Tabela 6.12 - Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento de factorial com trés

factores a trés niveis, ao injectar solucdo de ido bromato 5,0x10” M

Altura do pico

Experiéncia
in 2° 3
! 160311 149223 152431
& 166726 173878 176282
3 109799 112967 115791
4 151028 154444 150088
I 165657 170465 169097
b 110657 113293 113561
7 167948 170420 166320
. 156548 157772 155480
4 115616 117792 121168
10 230583 246147 227155
1 202634 209686 201218
L2 179978 182114 170978
L 201410 204114 194818
b 223671 227051 222771
£ 146939 136439 131291
16 227879 230143 217023
17 205524 200916 206428
9 167567 166043 166879
19 273499 267931 274063
2 268723 270775 275995
Al 217719 222551 214427
22 258145 281909 286461
23 274311 277143 275499
& 197560 187180 198208
25 278741 267889 260873
45 282091 291079 278631
i 223048 221524 215788
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Tabela 6.13- Resultados obtidos nas experiéncias do planeamento de factorial com trés

factores a trés niveis, ao injectar solugao de ido bromato 50x10° M

Altura do pico

Experiéncia
1° 2° 3
: 1276335 1273499 1247963
4 1539150 1467550 1539498
3 1106919 1094891 1120751
. 1266996 1216172 1281780
2 1440953 1482961 1503093
© 1126513 1132405 1130885
7 1321300 1317312 1298636
° 1299324 1286528 1370228
? 1154168 1172564 1190520
10 1899063 1851131 1875775
i 1775478 1723938 1812394
12 1729758 1623290 1563326
& 1536476 1574826 1546758
1% 1875739 1781575 1881987
13 1516391 1470875 1463571
e 1638939 1635031 1643907
= 1756780 1717788 1765528
. 1567951 1533671 1545779
< 2038339 2025203 1964087
= 2304999 2215279 2240815
2 2102631 2033975 1916979
% 2041113 2055453 1995993
23 2178131 2260851 2095075
= 1872520 1825428 1776592
= 1883653 1843409 1772693
26 2345827 2372235 2247071
4l 2027328 2012400 2050724
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Tabela 6.14 — ANOVA dos valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do

planeamento factorial para a solugdo de ido bromato 5,0x10° M *,

Capitulo 6 - Sistema de andlise de anido bromato

Sumadrio SS df MS F b DPg
Modelo 2,97x10° 9 3,30x10° 89,621

Erro 2,62x10° 71 3,69x10°

Total ajustado 3,24x10° 80 4,04x107

Variavel

Intercepgio 5,33x10° 1 5,33x10° 1,45x10° 2,15x10° 564,439
En 9,34x10° 1 9,34x10° 253,437 -4,16x10° 261,284
Vo 2,34x10° 1 2,34x10° 6,34x107 65,778 261,284
Vv, 1,78x10° 1 1,78x10° 482,981 574x10° 261,284
Cux Vi 2,77x10* | 2,77x10* 7,51x10™ 18,713 216,005
Enx Vi 2,55x10’ 1 2,55x10’ 6,926 -568,481 216,005
VXV 1,18x10° 1 1,18x10° 0,319 122,006 216,005
Ch x Cy 2,26x10° 1 2,26x10" 61,158 -2,39x10° 305,477
VXV 1,92x10° 1 1,92x10° 5,21X107 69,75 305,477
Vix V; 6,05x10° 1 6,05x10° 1,642 391,463 305,477
Verificacao do modelo

Efeitos principais 2,72x10° 3 9,05x10"

Interacgdes (Int) 2,67x107 8,91x10° 2,418 0,0734 0,0734
Int+Termos quadriticos | 2,32x10° 3 7.72x107 20,951

Termos quadriticos 2,32x10° 3 7.72x107 20,951

Erro 2,62x10° 7 3,69x10°

Falta de ajuste (LOF)

LOF 2,42x10" 17 1,43x10 39,775

Erro puro 1,94x10’ 54 3,59x10°

Erro total 2,62x10° 71 3,69x10°

* Ver rodapé da Tabela 6.6.

123



Capitulo 6 - Sistema de andlise de anifio bromato

Tabela 6.15 — ANOVA dos valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do

planeamento factorial para a solucdo de iio bromato 5,0x10™° M *.

Sumario SS df MS F b DPg
Modelo 2,97x10° 9 3,30x10° 89,621
Erro 2,62x10° 71 3,69x10°
IRER 324x10° 80 4.04x107
Variavel
Intercepgio 5,15x10" 1 51810 4,09x10° 2,11xi0° 3,30x10°
Cy 4,02x10" 1 4,02x10" 319,549 -2,73x10° 1,53x10"
Vi 5,01x10° 1 5,01x10° 3,98x10 -304,704 1,53x10°
\' 1,55x10" 1 1,55x10" 1,23x10° 5,37x10° 1,53x10°
Cyx VL 7.83x10° 1 7,83x10° 6,22x10* -314,85 1,26x10°
ChxV; 7.11x10° 1 7.11x10°% 5,642 -3,00x10° 1,26x10°
VixV, 1,38x10’ ] 1,38x10’ 0,11 418,594 1,26x10°
Ciy 3Gy 1,47x10" 1 1,47x10" 116,889 -1,93x10° 1,79x10°
Vix Vi 1,22x10° 1 1,22x10° 9,68 5,55x10° [,79x10°
V.xV,

1,07x10* 1 1,07x10* 0,851 1,65x10° 1,79x10°
Verificacao do modelo
Efeitos principais 1,96x10" 3 6,52x10'
Interacgdes (Int) 7.32x10° 3 2,44x10° 1,938 0,1312 0,1312
Int+Termos . g
—— 1,61x10 3 5,35x10 42,472
Termos quadriticos 1,61x10" 3 5,35x10° 42,472
Erro 8,94x10° 71 1,26x10°
Falta de ajuste (LOF)
LOF 7,24x10° 17 4,26x10° 13,483
Erro puro 1,7’1)(109 54 3,l6x10-"
Erro total 8,94x10” 71 1,26x10°

* Ver rodapé da Tabela 6.6.
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Tabela 6.16 — ANOVA dos valores da altura de pico obtidos nas experiéncias do

planeamento factorial para a solugéo de iio bromato 5,0x10™* M *,

Sumario SS df MS F b DPg
Modelo 9.26x10" 9 1.03x10' 138.417

Erro 5.28x10" 71 7.44x10°

Total ajustado 9.79x10" 80 1.22x10"

Variavel

Intercepgio 3.75x10° | 3.75x10"  5.05x10° 1.80x10° 2.54x10°
Cu 1.12x10" 1 1.12x10" 15.061 -4.55x10° 1.17x10"
Vi 4.69x10'" 1 4.69x10" 6.31 -2.95x10° 1.17x10°
\'A 8.04x10" 1 8.04x10"  1.08x10° 3.86x10° 1.17x10°
CyxVy 3.12x10" 1 3.12x10" 4.19 1.99x10* 9.70x10°
Gy %'V, 4.47x10" 1 4.47x10" 6.017 2.38x10* 9.70x10"
Vox V 2.67x10’ 1 2.67x10"  3.59x10° -581.081 9.70x10°
Ch x Cy 9.46x10" 1 9.46x10" 127.184 -1.88x10° 1.37x10°
Ve x V. 3.77x10" | 3.77x10™ 5.07 3.09x10* 1.37x10"
Vix V; 1.29x10° 1 1.29x10° 0.174 -5.72x10° 1.37x10*

Verificacao do modelo

Efeitos principais 8.20x10" 3 2.73x10"

Interacgdes (Int) 7.59x10" 3 2.53x10" 3.404 0.0222 0.0222
Int+Termos 9.85x10" 3 3.28x10" 44,144

quadraticos

Termos quadriticos 9.85x10" 3 3.28x10" 44.144

Erro 5.28x10" 71 7.44x10°

Falta de ajustg (LOF)

LOF 4.23x10" 17 2.49x10" 12.832
Erro puro 1.05x10" 54 1.94x10
Erro total 5.28x10" T 7.44x10°

* Ver rodapé da Tabela 6.6.
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A andlise dos resultados das Tabelas 6.14 a 6.16 mostra claramente que o
volume do reactor (V) ndo tem influéncia sobre o sistema (valor de F entre 0,04 e 6).
Por outro lado, o volume de injecgio (V;) tem um grande efeito (valor de F entre 480 e
1200) tal como a concentragdo de hidrocortisona (Cy) (valor de F entre 15 e 320) e os '
seus termos quadriticos (valor de F' entre 62 €127). Na verdade, para além da
intercepgio, os termos Cy x Vi e Cy x Cy sdo os tinicos com peso estatistico. A falta de
ajuste tem um valor de F relativamente alto (valor de F entre 13 e 40). Contudo este
valor deverd estar provavelmente relacionado com a elevada precisio das medic¢des
experimentais e nao com uma falta de ajuste ao modelo.

A Fig. 6.2 mostra a superficie de resposta em funcdo dos dois factores com
maior efeito na resposta, o volume do reactor e a concentragdo de hidrocortisona, para o
nivel de concentragio de bromato intermédio (5,0x10™ M). Através da observagio desta
figura podemos verificar que a resposta tem uma dependéncia quadratica em relagio 2
concentragio de hidrocortisona e que para Cy = 6x10™ M (correspondente ao nivel 0), o
méximo de superficie de resposta corresponde ao maximo experimentalmente exequivel

de V. Na Tabela 6.17 estao resumidas as condigdes ptimas para o sistema investigado.
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. Response Surface

9.435e+03 1.346e+04

-1 748e+04.

2.150e+04 . 2552e+D4.

© 9 B54e+04

RESULTY, Y-var: Sinal, (4-var = value): Val. réactur(B) = 2.0000

Fig. 6.2 — Superficie de resposta do sistema em funcéo do volume de injeccdo e da

concentracao de hidrocortisona.

Tabela 6.17- Factores e respectivos niveis optimizados para o sistema.

Factores Unidades Valores optimos
Vi uL 180
Vi ne 141
Cu mM 0,060
Qi ml/min. 2:5
Q. ml/min. 5,0
Cs mM 1,0
Ca M 0,38
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6.2.3 — Caracteristicas de resposta do sistema optimizado

Na Fig. 6.3 estd representada uma resposta tipica de uma série de injec¢des no
sistema para duas solucdes de ido bromato (9,00)(10'6 e 5,00){10’4 M). A andlise da
precisdo para o mdximo de sinal dos dois conjuntos, mostra um desvio padrdo do sinal
quimioluminescente é de cerca de 2 % para a concentragio mais alta e de 3 % para a
mais baixa. Estes resultados mostram que o sistema optimizado possui um boa precisdo
da resposta ao anido bromato.

A andlise da resposta do sistema quimioluminescente permite verificar que esta

¢ bastante rdpida e conseguem-se obter velocidades de medigdo superiores a trés

amostras por minuto.

3000000 - IBrO;1=5,00x10“ M
& 2000000 -
5
1000000 -
IBrOs1=9,00x10° M

T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600

Tempo (s)

Fig. 6.3 - Representacao de uma resposta tipica de uma série de injec¢des no sistema.
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Na Fig. 6.4 esta representada uma sequéncia de calibragdo tipica do sistema
para concentracdes de bromato num intervalo de 3,6x107 a 5,0x10* M e na Fig. 6.5 esta
representada uma curva do logaritmo do sinal quimioluminescente em funcio do
logaritmo da concentragdo de bromato. A observagido desta curva de calibracio mostra
uma resposta linear em todo o intervalo de concentragdes estudado, que abrange mais de
trés décadas de concentragdo com um declive de —0,96, intercep¢ao de 9,6 e um
coeficiente de correlacdo de 0,998.

A partir do desvio padrao do sinal da linha de base o limite de detecgdo (LD),
calculado como trés vezes esse sinal, foi obtido um LD = 8,20)(10'8 M (equivalente a 11
ug/l). Este valor de LD estd dentro do nivel mdximo de contaminacgio da igua potavel
para consumo humano, sendo compardvel a limites de detecgdo atingidos pela

cromatografia 16nica com detec¢do condutimétrica.

3000000 -
5,00x10"
2500000 -
2000000 - .
- 3,00x 10"
£
7]
1500000 -
1000000 005107
7 -6 5,00x10®
1,20x10 X 5.00x10°
7 2,00x10° -
500000 | 3:60x10 ,00x 2,00x10
l l l 9,00x10°®
add [T1Y L) LI
T T -5 = T T T =3
250 750 1250 1750 2250 2750 3250

Tempo (s)

Fig. 6.4 - Representagio de uma sequéncia de calibragao tipica.
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Log (Sinal)

2 3 4 5 6 7 8

Log. IBrOs1

Fig. 6.5 — Representacdo da curva do logaritmo do sinal quimioluminescente como

funcdo do logaritmo da concentracdo de bromato.

6.2.4 — Caracteristicas de selectividade da resposta do sistema

Neste estudo avaliaram-se possiveis efeitos no sinal quimioluminescente
provocados por alguns interferentes quimicos. Deste modo, foram preparadas solugdes
aquosas 5,00x107 e 5,00x10° M de bromato, contendo os ides cloreto, brometo,
perclorato, nitrato, nitrito e fosfato (1,00x10° M de cada um dos i0es). O sinal de
quimioluminescéncia foi medido nestas solucdes (Fig. 6.6) e comparado com o sinal
obtido em solucdes de anido bromato com a mesma concentracdo mas sem os ides
eventualmente interferentes (coluna da Fig. 6.6 denominada de inicial).

A andlise dos resultados obtidos (Fig. 6.6) revelou que os ides perclorato,

nitrato, e fosfato nao provocavam nenhum efeito na amplitude de sinal do sistema de
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bromato. A presenca dos ides brometo, cloreto e nitrito traduziu-se numa redugio de

sinal demonstrando a existéncia de interferéncia.

Sinal ( x10)

inicial  NOz Br cr ClOs  NOjy PO,*

Fig. 6.6 - Interferéncia dos ides (1,00)(10'2 M) no sinal do sistema para uma

concentra¢io de bromato de 5,00x10™ M.

Foi realizado um estudo mais detalhado do efeito no sinal quimioluminescente
dos trés ides interferentes. Partindo de uma solugdo 5,00x10° M de bromato foram
preparadas misturas com quantidades crescentes destes trés ides (5,00x10° a 5,00x107
M). A Fig.6.7 mostra a evolugdo do sinal obtido com a variagdo da concentracio das
espécies interferentes. Para o ido nitrito, o efeito negativo no sistema inicia-se para
concentracdes equimolares as do bromato, com uma redu¢do de sinal perto dos 3 %.
Contudo, acima desse valor o efeito provocado ¢ de tal forma marcante que para
concentragdes na ordem dos 5,00x10* M a redugio chega a ser de 92 %. Este efeito
estd principalmente relacionado com a redugdo do nitrito pelo bromato, transformando-
0 em espécies quimicas inertes. Os ides cloreto e brometo quando em concentragdes 10
vezes superiores em relacdo ao bromato comegam a reduzir o sinal de

quimioluminescéncia.
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400
350 -
300 -
250 -
200 -
150 +
100
50 A

Sinal (x 10%)

O 1 1 T . 1 _‘
0 5,00x10°  5,00x10°  5,00x10*  5.00x10°

Conc.sal (M)

Fig. 6.7 — Variagdo do sinal com a concentragéo dos principais interferentes para uma

concentracio de bromato de 5,00x10” M (m - cloreto; ¢ - brometo; A— nitrito).
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6.3 - CONCLUSOES

O sistema quimioluminescente para deteccdo e andlise de bromato baseado na
oxidacao do anido sulfito pelo bromato usando a hidrocortisona como amplificador foi
implementado e optimizado com sucesso.

As caracteristicas de resposta do sistema atribuem-lhe o potencial para a sua
incorporagdo em procedimentos de detecgdo rapida, particularmente apropriados para
ser incluido em instrumentos portateis. No entanto, o pré-tratamento de amostras com o
objectivo de eliminar alguns interferentes poderd ser necessirio em algumas aplicacdes
reais.

A configuracdo do sistema estudado permite a fécil inser¢@o de dispositivos de
tratamento das amostras. De facto, a amostra € injectada num transportador que no
sistema estudado € a dgua mas que pode ser substituido por uma solugdo contendo
reagentes para eliminacdo de interferentes. Por outro lado, unidades de pré-tratamento
de amostras podem ser facilmente incluidas no sistema em fluxo apds o local de
injeccdo da amostra. Deste modo, a eliminac@o dos interferentes € efectuada em fluxo o

que nido compromete a versatilidade deste sistema.
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7 - CONCLUSOES

Neste dissertacdo descreve-se a montagem de um sistema para deteccdo de
quimioluminescéncia. Assim, foi possivel a integracdo de diversos componentes
comerciais com outros construidos no laboratério, tendo resultado num sistema de
deteccdo ultra-sensivel de luz na zona do visivel.

Foram construidos trés sistemas com interesse em monitorizagdo ambiental para
a andlise de catido Cu(Il), cloro livre e anido bromato em dguas. A estratégia usada no
estudo do efeito dos factores experimentais na resposta dos sistemas € na sua
optimizagdo envolveu técnicas de planeamento de experiéncias que se mostraram
adequadas ao estudo. Em concreto, foram aplicados planeamentos factoriais completos
e fraccionados e de Plackett-Burman.

As respostas dos trés sistemas desenvolvidos permite desenvolver metodologias
de andlise quimica quantitativa para catido Cu(II), cloro livre e anido bromato em aguas
com tempos por andlise muito curtos (da ordem de algumas dezenas de segundos por
andlise). As caracteristicas de resposta dos trés sistemas torna-os compativeis com 0s
niveis de sensibilidade necessdria para as andlises com interesse em quimica ambiental.

Um dos aspectos mais interessantes do tipos e sistemas de andlise desenvolvidos
¢ a facilidade com que podem ser transformados em equipamentos portéteis. Este tipo
de detectores possibilitam a execu¢do de andlises quimicas quantitativas nos locais de

amostragem por injec¢ao directa de amostra nos sistemas.
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