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RESUMO

Aguas de producdo sdo caracterizadas pela alta salinidade e sua composicéo
complexa. Dependendo da sua origem, as aguas de producdo podem conter uma
variedade de substancias quimicas, tais como sais organicos, hidrocarbonetos
alifaticos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), metais potencialmente
toxicos e materiais radioativos. Portanto, o descarte dessas aguas de producéao pode
ser considerado um grande problema para a indastria petrolifera, visto que as aguas
de producao tém de ser caracterizadas e tratadas antes de serem rejeitadas no mar.
Essa caracterizacdo inclui a avaliacdo da concentracdo de elementos inorganicos,
entretanto, a determinacdo desses elementos ndo é um procedimento simples
devido a complexidade da matriz da amostra, a qual possui alta salinidade
provocando espalhamento e supressdo de sinal analitco em andlises
espectrométricas. No presente trabalho € proposto um procedimento para a
determinacao ferro em agua de producdo derivada da indastria do petrdleo por
espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS). O procedimento baseia-se
na extracdo em ponto nuvem (EPN) utilizando PAN como agente complexante e
Triton X-114 como surfactante. Os parametros que podem influenciar na EPN foram
estudados e otimizados utilizando-se um planejamento Box-Behnken a fim de obter
as melhores condigOes para extragcdo de Ferro. A EPN tem como vantagens ser um
método simples, de baixo custo, em acordo com a quimica verde, seletivo e com
fator de pré-concentracdo compativel com outros métodos tradicionais. O método
proposto foi validado obtendo um limite de quantificacdo de 0,010 mg L%, limite de
detecgdo 0,003 mg L. Resposta linear foi observada no intervalo de 0,02 a 0,40 mg
L-t. A precisdo do método foi verificada em termos de repetitividade, obtendo um
coeficiente médio de variacdo (CVm 0,67 %). A exatiddo do método foi averiguada
por meio de ensaios de recuperacdo, onde foi realizada a fortificacdo em trés niveis
de concentracdo apresentando Rm 101,58 %. O meétodo foi aplicado com bons
resultados para determinacao de ferro em aguas de producao.

Palavras-chave: Extragdo em ponto nuvem, Ferro, Box-Behnken, FAAS.



ABSTRACT

Produced water from petroleum industry is characterized by their high salinity and its
complex composition. Depending on its origin, the produced water may contain a
variety of chemicals such as organic salts, aliphatic hydrocarbons, polycyclic
aromatic hydrocarbons (HPA), potentially toxic metals and radioactive materials.
Therefore, the disposal of these production waters can be considered a major
problem for the oil industry, since the produced water must be characterized and
treated before being discarded at sea. This characterization includes evaluating the
concentration of inorganic elements; however, the determination of these elements is
not a simple procedure because of the complexity of the sample matrix, which has
high salinity causing scattering and suppression of analytical signal in spectrometric
analysis. This work proposes a methodology to iron quantification in saline produced
water from oil industry by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) after cloud
point extraction (EPN). The procedure is based on the cloud point extraction using
PAN as complexing agent and Triton X-114 as surfactant. The parameters that can
influence the CPE were studied and optimized using a Box-Behnken design in order
to get the best conditions for iron extraction. The CPE has the advantage of being a
simple, low cost, in accordance with the green chemistry, selective and pre-
concentration factor compatible with other traditional methods. The proposed method
was validated by obtaining a limit of quantification of 0.010 mg L and detection limit
of 0.003 mg L. Linear response within 0,02 and 0,40 mg L. The precision of the
method was evaluated in terms of repeatability, obtaining a coefficient of variation of
CVm 0.67 %. The accuracy of the method was assessed by recovery experiments of
Fe fortification in three concentration levels that presented recovery of Rm 101.58 %.
The method applied with satisfactory performance to determine iron production

waters.

Keywords: cloud point extraction, iron, Box-Behnken, FAAS.
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1 INTRODUCAO

A exploracdo de petréleo é uma das mais importantes atividades
industriais da sociedade moderna, e seus derivados tem inameras aplicacdes
relacionadas aos processos industriais. A exploracéo de petroleo de jazidas em terra
(onshore) ou no mar (offshore) exigiu o desenvolvimento de novas tecnologias para
a exploracdo, processamento e controle do petréleo, juntamente com 0s seus

derivados e os residuos gerados por essa atividade.

Um dos residuos mais importantes obtidos no processo de extracdo do
petrdleo é a agua de producdo. Ela é gerada quando grandes quantidades de agua
contidas nas rochas subterrdneas sao produzidas junto com o petroleo. Uma das
suas principais aplicacbes esta na propria extracdo do petrdleo, uma vez que é
injetada nos pocos para manter a pressdo e auxiliar o fluxo do petréleo para a
superficie aumentando sua producdo. Dependendo das dimensdes do reservatorio,
a area explorada e a capacidade da unidade de exploracdo, o volume de agua de
producdo extraida pode atingir cerca de 2000 - 40000 m3/ dia (CASSELLA,
OLIVEIRA; MAGALHAES, 2006).

Essa agua contém altos teores de sais, em muitos casos a salinidade é
muito superior & da 4gua do mar, além disso, esta agua possui em sua composi¢cao
uma mistura complexa de compostos organicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno (BTEX), naftalenos, fenantrenos e dibenzotiofenos (NFD), hidrocarbonetos
poliarométicos (HPA) e fendis) e espécies inorganicas (Na, K, Ca, Mg, Ba, Sr, Fe,
Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni, Ag e Zn) (YEUNG et al., 2011). Portanto, a agua produzida
somente podera ser descartada, direta ou indiretamente, no mar desde que obedeca
as condicdes, padrdes e exigéncias dispostos na Resolugdo CONAMA N° 393/2007
(CONAMA, 2007).

O ferro esta presente principalmente em aguas subterraneas devido a
dissolucéo do minério pelo gas carbdnico da agua. Apesar de néo se constituir em
um metal toxico, traz diversos problemas como o desenvolvimento de depdsitos em
canalizagBes e crescimento de ferro-bactérias, provocando a contaminacgéo biolégica
da agua. Em relacdo a concentracdo de ferro soluvel, a Resolucio CONAMA N°
393/2007 estabelece o maximo de 0,30 mg L (FURTADO, 2007; CONAMA, 2007).
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A espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS), mesmo sendo
uma técnica monoelementar, € largamente empregada para analise de elementos
inorganicos, uma vez que € seletiva, rapida, pode ser facilmente automatizada,
apresenta baixos custos de aquisicdo e manutencéo, é robusta e pouco susceptivel
a problemas causados por interferéncias (KUBAN; GUCHARDI; HAUSER, 2005). No
entanto, a quantificacdo de elementos inorganicos em aguas de producdo por essa
técnica ndo € uma anadlise simples, pois a alta salinidade dessa matriz complexa
provoca espalhamento de radiacdo e supressao de sinal analitico, dificultando assim
a andlise de analitos em menores concentracdes. O procedimento de diluicdo da
amostra poderia amenizar as interferéncias causadas pela salinidade, porém,
compromete a deteccdo do analito. Desse modo, procedimentos de separacdo e
pré-concentracdo devem ser empregados visando garantir que os analitos sejam
extraidos a partir da matriz complexa, o que permite medi¢cdes confiaveis usando
FAAS (BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005; FREIRE; SANTELLI 2012).

A extracdo em ponto nuvem (EPN) € um método de extracdo e pré-
concentracdo eficiente, de baixo custo e opera de acordo com 0s principios da
quimica verde. Quando comparada a extracao por solvente convencional, a EPN
apresenta fatores de extracdo e pré-concentracdo compativeis, além disso, tem
como vantagens a seguranca operacional, em razdo da baixa flamabilidade do

surfactante e a baixa toxicidade para o analista e para o ambiente.

Na literatura, ndo héa relatos de métodos de determinacdo de ferro em
agua de producdo utilizando a EPN. Desse modo, este trabalho objetiva desenvolver
e validar uma metodologia para determinacéo de ferro em aguas de producdo por

FAAS usando extracdo em ponto nuvem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um procedimento analitico
para extracdo e pré-concentracdo de ferro solivel em amostras de agua de
producdo usando extracdo em ponto nuvem para tornar viavel a determinacéo desse

analito pela técnica de FAAS.
2.2 Objetivos especificos

» Estudar o uso do reagente PAN como agente complexante do ferro para a

extracdo deste elemento por EPN;

» Com auxilio da andlise multivariada, determinar as condi¢cbes Otimas de
trabalho da extracdo de ferro em amostras de dgua de produgdo empregando
EPN;

» Determinar o fator de extracdo de ferro por EPN nas condi¢cGes de trabalho

escolhidas apds a andlise multivariada;

» Fazer uso de testes estatisticos visando avaliar a validade e a qualidade da

analise de regressao linear,

» Validar o método proposto, fazendo uso dos parametros de validacao, tais
como: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e

precisao;

» Avaliar a magnitude do efeito matriz causado por substancias presentes na

agua de producao;

» Aplicacdo do método desenvolvido para a quantificacdo de ferro em amostras

de aguas de producéo.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Producéo de petrbleo

O petréleo como fonte de energia exerce um papel essencial na economia
produtiva mundial, e os paises que detém a sua producéo e distribuicdo apresentam
destacado desempenho econémico em setores vitais, tais como transporte, inddstria
e geracdo de energia, além de serem responsaveis pelo abastecimento do mercado
internacional. A producdo brasileira de petroleo alcancou em 2006 a sua
autossuficiéncia, quando a empresa Petrobras (Petréleo Brasileiro S.A.) atingiu a
sua maior producao até aquele momento, com o maior lucro obtido em toda a sua
histéria nos ultimos 20 anos entre as empresas de capital aberto da América Latina.
Esse fato impulsionou a economia nacional, causando forte impacto no mercado
internacional de petréleo (RIBEIRO et al., 2013).

O petréleo é formado a partir da decomposi¢cdo da matéria organica ao
longo do tempo, sendo encontrado nos poros de determinadas camadas
sedimentares conhecidas como “rochas reservatério”. Trata-se, portanto, de uma
fonte de energia ndo renovavel, tal fato aumenta a importancia da descoberta de
novos campos produtores ou de novas regides produtoras (PORTAL BRASIL, 2011).
Em 2012 a Petrobras investiu cerca de 84 bilh6es de reais na extracdo do 6leo,
atingindo uma producao de petrdleo, liquido de gas natural (LGN) e gas natural da
ordem de 2,4 milhdes de barris por dia (bpd), dos quais, 300 mil bpd foram extraidos
da camada do pré-sal. Entre Janeiro/2012 e Fevereiro/2013, 53 novas reservas de
petréleo foram descobertas pela empresa, dentre as quais 25 encontram-se no mar
e 28 em terra, sendo que das 25 reservas maritimas, 15 estdo localizadas na
camada do pré-sal. Esses resultados transformaram a Petrobras na lider mundial na
exploracdo de petrdleo em aguas profundas, representando uma significativa
contribuicdo para a economia brasileira, colocando o Brasil num patamar de

destaque no cenério econébmico mundial (RIBEIRO et al., 2013).

A extragdo do petréleo envolve inimeras atividades, dentre elas pode-se
citar a extracdo, armazenamento, transporte e o processamento para a producédo de
derivados. Essas atividades séo responsaveis pela geracdo de diferentes tipos de

residuos, originarios das impurezas presentes na composicdo natural do 6leo ou
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provenientes de seu processamento. Entre os residuos gerados destaca-se a agua
de producgéo, principalmente pelo grande volume gerado (BARROS, 2009).

3.2 Agua de producéo

A agua de producdo € a agua aprisionada nas formacdes subterraneas
que é trazida a superficie juntamente com petréleo e gas durante as atividades de
exploracdo desses fluidos. Entre os aspectos da agua de producdo que merecem
atencdo estdo os seus elevados volumes e a complexidade da sua composicao.
Esses aspectos fazem com que o gerenciamento da agua de producdo demande
cuidados especificos, ndo apenas relacionados com aspectos técnicos e
operacionais, mas também os ambientais. Como consequéncia, 0 gerenciamento da
agua de producdo resulta em custos consideravelmente elevados e que
representam um percentual significativo dos custos de exploracdo e producdo do
petréleo (AMINI et al., 2012).

A agua de producdo representa a corrente de efluentes liquidos de maior
volume das atividades de producdo de petrdleo. Estima-se que o mundo produziu
em 2011 260 milhdes de barris por dia de agua de producdo, considerando-se a
citada producdo mundial de 2011 - 83,58 milhdes de barris por dia, conforme
BPStatistical Review of World Energy (2012), e a relacéo entre os volumes de agua
de producdo e petrdleo de 3,12. No Brasil, a producdo aproximada de agua de
producéo é de 3,8 milhdes de barris por dia (MOTTA et al., 2013).

A agua de producéao é segregada do petréleo ou gas no topo do vaso de
producédo, onde, 65 % desta dgua é reinjetada no vaso para manter a pressdo do
mesmo, 30 % desta agua pode ser injetada no poc¢o para disposicao final (se houver
condi¢cBes geoldgicas adequadas) e o restante é descartado nas aguas superficiais
(OLIVEIRA; SANTELLI; CASELLA, 2005; CAKMAKCI; KAYAALP; KOYUNCU,
2008).

A &gua é encontrada naturalmente na propria formagédo geologica
produtora, devido a existéncia de aquiferos subjacentes ao petréleo residente nos
poros das rochas-reservatorio (AMINI et al., 2012). Por outro lado, no mecanismo
artificial, quando o poc¢o esta esgotando, a agua € injetada artificialmente, para

manter as condi¢cdes de pressao na rocha reservatorio, forcando o petréleo a migrar.
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Este método conhecido por recuperacdo secundaria de petrdleo (ou recuperagao
convencional) € um método utilizado para o aumento do fator de recuperacdo de um
campo, sendo em grande parte dos casos responsavel pela viabilidade econémica
do seu projeto de desenvolvimento. Esta viabilidade pode ser medida pela
quantidade de &gua produzida associada ao 6leo, alcancando valores na ordem de 5
% em volume, no inicio da producdo, ou até mesmo atingindo valores bastante
préoximos de 100 % ao fim da vida econémica do poc¢o (FIGUEREDO, 2010).

Como ja mencionado, as alternativas usualmente adotadas para o destino
das aguas produzidas séo o descarte, a injecdo e o reuso. Em todos os casos, ha
necessidade de tratamento especifico a fim de atender as demandas ambientais,

operacionais e/ou da atividade produtiva que a utilizard como insumo.

O descarte, direto ou indireto, de agua produzida deve obedecer as
condi¢cbes, padrdes e exigéncias dispostos na Resolucdo CONAMA N° 393/2007 e
nao acarrete ao mar, no entorno do ponto de lancamento, caracteristicas diversas da
classe de enquadramento para a area definida, com excecdo da zona de mistura.
Visto que as aguas salinas, na area em que se localizam as plataformas, séo
consideradas Aguas Salinas de Classe 1, os limites de concentracdo de elementos
inorganicos das aguas de producdo a serem descartadas devem obedecer ao
CONAMA N° 357/2005. Na Tabela 1 encontram-se os limites estabelecidos pelo
CONAMA para alguns elementos em aguas salinas de Classe 1. No Brasil, no ano
de 2013, foram descartados no mar cerca de 123 milhdes de m3 de agua de
producédo, volume superior ao de 6leo produzido (aproximadamente 107 milhdes de
m?3). Os empreendimentos localizados na Bacia de Campos foram responsaveis pelo
descarte de 97 % deste quantitativo e 87 % da producéo total de petréleo para o
mesmo ano (GOMES, 2014).
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Tabela 1 - Padrao para agua salina segundo as resolugdes Conama 393 e 357.

Metal Teor (mg L?)
Arsénio total 0,010
Cadmio total 0,005
Chumbo total 0,010

Cromo total 0,050
Ferro dissolvido 0,300
Zinco total 0,090

Fonte: Adaptado do CONAMA (2005).

3.2.1 Caracteristicas da composicdo da dgua de producao

A composicdo da agua de producdo é complexa e variada, além disso,
depende fortemente do campo gerador de petréleo, dado que a agua esteve em
contato com as formagdes geoldgicas por milhdes de anos (DUDASOVA et al.,
20009).

A agua de producao possui 0S mesmos sais e metais presentes na agua
do mar, porém em concentracfes e razbes muito superiores (cerca de até 1.000
vezes maior), que refletem a idade do poco (FIGUEREDO, 2010). A salinidade da
agua de producdo pode variar de poucas partes por mil para concentragcdes muito
saturadas, acima de 300 mg L%, muito superior a salinidade normal da agua do mar
de 32 a 36 mg L, o que ocorre na maioria dos diferentes campos de producéo,
devido a dissolucdo do sal das formacgbBes rochosas durante o periodo de
represamento, contribuindo para o alto potencial de toxicidade deste efluente e

tornando-o mais denso que a agua do ambiente marinho (FARAG; HARPER, 2014).

A agua produzida apresenta composicao variada, geralmente, trata-se de
uma mistura complexa de compostos quimicos organicos e inorganicos. Os
compostos organicos sdo os mais abundantes na agua produzida, dentre eles

podemos destacar benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), naftalenos,
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fenantrenos e dibenzotiofenos (NFD), hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA), fendis
e acidos carboxilicos. Os hidrocarbonetos sdo altamente insollveis na agua, de
modo que a maior parte do 6leo presente na agua de producédo esta sob a forma
dispersa (EKINS; VANNER; FIREBRACE, 2007).

Os principais compostos inorganicos contidos na agua de produgao sao:
Sadio, Potassio, Célcio, Magnésio, Bério, Estroncio, Ferro, Cloreto, Sulfato, Sulfeto,
Carbonato, Bicarbonato. Sendo estes ions responsaveis pelo potencial de
incrustacdo dessas aguas. Além destes, estas aguas também contém tracos de
varios metais pesados tais como: Cadmio, Cromo, Cobre, Chumbo, Niquel e Prata.
Os radionuclideos encontrados nas aguas produzidas nos campos de petrdleo estao
normalmente associados as ocorréncias naturais de materiais radioativos. A
radioatividade dessas aguas se deve a presenca de tracos dos ions de Potassio-40,
Uranio-238, Torio-232, Radio-226 e Radio-228 (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000).

Durante o processamento do petréleo, uma grande variedade de produtos
guimicos, conhecidos como aditivos, sdo adicionados aos fluidos visando resolver
ou prevenir problemas operacionais. Em cada sistema de producao, estes aditivos
sdo empregados de acordo com as necessidades, gerando efluentes com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Dentre o0s aditivos adicionados durantes o0s
processos de producdo de petrdleo estdo: inibidores de incrustagdo, inibidores de
corrosdo, biocidas, desemulsificantes, aditivos para o tratamento de &agua
(coagulantes e floculantes), inibidores de deposicdo de parafinas/asfaltenos e
antiespumantes (LIMA, 2004).

A Tabela 2 apresenta os dados da caracterizacdo da agua produzida tratada
e descartada por algumas plataformas brasileiras nos anos 2005 e 2006, realizada
por Gabardo (2007).
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Tabela 2 — Caracterizacdo dos principais parametros da agua produzida.

Parametros Valores Minimos (mg LY) Valores Maximos (mg L)
Salinidade 38.182 179.766
Sulfatos 17 2.243

Cloretos 23.170 109.089
Bicarbonatos 115 730
Benzeno 0,625 13,462
Tolueno 0,484 5,979
Total BTEX 1,397 19,991
Acido acético 45 783
Bario 0,4 45,0
Céadmio <0,001 <0,02
Cobre 0,01 0,29
Ferro 0,04 17,0
Manganés 0,04 5,89
Prata <0,001 <0,003
Zinco <0,2 0,05
236R&dio 0,02 10,9

Fonte: Adaptado de Gabardo (2007).

3.3 Ferro

O ferro é o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, onde sua
guantidade € menor apenas que a do oxigénio, silicio e aluminio. O ferro é o metal
mais utilizado dentre todos os metais. Para as plantas e os animais, o ferro é o
elemento mais importante dentre os metais de transicdo. Sua importancia biolégica
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reside na variedade de fung¢des que seus compostos desempenham, por exemplo,
no transporte de elétrons em plantas e animais, no transporte de oxigénio no sangue
dos mamiferos, no armazenamento de oxigénio. Os principais estados de oxidacéo

de Fe séo (+2) e (+3), podendo formar diversos tipos de complexos (LEE, 1999).

O ferro usualmente ocorre como bicarbonato de ferro (Fe(HCO3)2) e
cloreto de ferro (FeCl2) ou, em porgbes moderadas, sob a forma de sulfato de ferro
(FeS0a4), quando entdo, é responsavel pela formagdo de agua éacida de natureza
muito corrosiva. Na forma idnica, ocorre como ion ferroso (Fe?*) e como ion férrico
(Fe®). De um modo geral pode-se afirmar que, Aguas que contém menos do que
0,20 mg L de ferro ndo produzirdo efeitos danosos na maioria dos fins a que se
destinam; aguas que contém de 0,20 a 0,50 mg L* de ferro, sdo de natureza
duvidosa; e aguas que contém mais do que 0,50 mg L* de ferro, certamente
causarao problemas (FIGUEREDO, 2010)

Pequenas quantidades de ferro sdo essenciais tanto para animais como
para vegetais, porém, o ferro passa a ser téxico em quantidade superior a
necessarias para estes seres vivos (LEE, 1999). O ferro pode causar alguns
problemas, tais como o desenvolvimento de depdsitos em canalizacbes e
crescimento de ferro-bactérias, provocando a contaminacdo bioldégica da agua
(FURTADO, 2007).

A determinacédo de elementos traco (< 100 mg L1) é geralmente realizada
por técnicas espectrométricas, como espectrometria de absorcdo atbmica com
chama (FAAS), espectrometria de absor¢cao atdmica com forno de grafite (GFAAS),
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). A
FAAS, apesar de ser monoelementar e ter menor sensibilidade quando comparada a
GFAAS e ICP-MS, é uma técnica relativamente de baixo custo e simples, nédo
exigindo operadores tdo especializados como as demais técnicas citadas
(BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005).

De acordo com a composicdo apresentada, as aguas de producéo
contém altos teores de sais, em muitos casos a salinidade é muito superior a da

agua do mar, isto dificulta a quantificacdo dos constituintes inorganicos por técnicas
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espectroanaliticas. Normalmente a amostra deve ser diluida, ou o analito deve
passar por um processo de separacao da matriz, para evitar problemas de obstrucao
do nebulizador, deposicdo no queimador (ou tocha do plasma) ou interferéncias
ibnicas causadas pela alta concentracdo de metais alcalinos contidos nesse tipo de
matriz. Desse modo, 0 emprego da extragdo em ponto nuvem pode ser uma
estratégia para remover o ferro da matriz complexa que constitui a agua de
producdo, possibilitando a medicdo confiavel deste analito usando a técnica de
FAAS (BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005).

3.4 Extragcdo em ponto nuvem

Mesmo com os grandes progressos alcancados no desenvolvimento de
equipamentos analiticos altamente sensiveis, seletivos e com elevada frequéncia
analitica, poucas sao as técnicas que possibilitam a andlise direta de uma amostra,
ou seja, sem que esta tenha que passar por qualquer tratamento prévio. Uma matriz,
a depender de sua complexidade, pode danificar o instrumento utilizado para sua
analise ou inviabilizar a determinacédo do analito presente na amostra. Além disso, a
espécie de interesse pode estar presente em uma concentracdo muito abaixo do
limite de deteccao da técnica disponivel para analise (BEZERRA; FERREIRA, 2006).
Para algumas matrizes € necesséario um elevado fator de diluicdo a fim de minimizar
as interferéncias, o que ocasiona aumento do limite de deteccdo (LD) do método
utilizado (COELHO; ARRUDA, 2005). Desse modo, no desenvolvimento de um
método analitico para determinacédo de espécies quimicas em amostras complexas
e em concentracfes abaixo do limite de deteccdo da técnica, as etapas de
separacdo e pré-concentracdo tornam-se imprescindiveis. Estas etapas visam
minimizar ou até mesmo eliminar os efeitos causados por contaminantes ou por

espécies interferentes presentes na matriz da amostra.

Entre as técnicas de separacdo e extracdo, destacam-se a extragdo em
fase soélida (SPE), a coprecipitacédo, a extracdo liquido-liquido convencional (LLE) e
a extracdo liquido-liqguido ndo convencional, por membranas ou ponto nuvem. No
entanto, em grande parte dos procedimentos baseados na LLE convencional sao
empregadas elevadas quantidades de solventes (PEREIRA; ARRUDA, 2003).
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A técnica de extragdo em ponto nuvem (EPN) €& uma técnica de
separacdo, pré-concentracdo e extracdo. Essa técnica é caracterizada por ser
eficiente, de baixo custo e esta de acordo com 0s principios da quimica verde.
Dentre suas vantagens, destaca-se o uso de surfactante como uma alternativa aos
solventes organicos (DURUKAN et al., 2011). Quando comparada a extracao por
solvente convencional, a EPN apresenta fatores de extracdo e pré-concentracdo
compativeis, além de vantagens como seguranca operacional, em razédo da baixa
flamabilidade do surfactante, baixa toxicidade para o analista e para o ambiente.
Esse método de extracdo vem sendo aplicado na separagdo e pré-concentracdo de
metais e compostos organicos em amostras complexas, tais como amostras
ambientais e bioldgicas por apresentar um elevado fator de pré-concentracdo
guando o analito é transferido a partir de um grande volume de solucéo original para

um volume reduzido de fase rica em surfactante (BEZERRA et al., 2007).

O principio da EPN baseia-se no fendmeno em que uma solu¢do aquosa
de surfactante torna-se turva por adicdo de uma substancia apropriada ou por
alteracdo de algumas de suas propriedades, tais como a temperatura ou a pressao.
O surgimento da turbidez ocorre porque o surfactante atinge seu ponto nuvem.
Neste ponto, a solugcdo separa-se em duas fases distintas: uma rica em surfactante
e de pequeno volume, contendo o analito orgéanico ou inorganico desejado, e outra
fase aquosa (a solucdo da matriz) de grande volume, que deve ser descartada
(BEZERRA et al., 2006).

Também chamados de tensoativos, os surfactantes sdo de fundamental
importancia no processo de EPN. Essas substancias tém a capacidade de modificar
0 meio reacional, permitindo solubilizar espécies de baixa solubilidade ou promover
um novo meio que pode modificar a velocidade reacional. As principais
caracteristicas do uso de surfactantes estdo relacionadas a formacao de ambientes

organizados, também conhecidos como ambientes micelares (BALIZA et al., 2009).

Os surfactantes sao substancias organicas anfifilicas, apresentando uma
cadeia longa de hidrocarboneto hidrofébico e um pequeno grupo polar. Um
surfactante tipico tem uma estrutura RX, onde R € uma cadeia hidrofébica, que pode
ter de 8 a 18 atomos de carbono, e X € o grupo polar (hidrofilico) ou i6nico.

Dependendo de X, os surfactantes podem ser classificados como nao-iénicos,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X11000828
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catibnicos, anibnicos ou anféteros. Um surfactante catidnico possui em geral a
formula RnX*Y", onde R representa uma ou mais cadeias hidrofébicas, X é um
elemento capaz de formar uma estrutura catibnica e Y € um contra ion. Em principio,
X pode ser N, P, S, As, Te, Sb, Bi e os halogénios. Dentre os surfactantes aniénicos
mais frequentemente utilizados, estdo aqueles que possuem sais de &acidos
carboxilicos monopréticos (a4cidos graxos) ou polipréticos com metais alcalinos ou
alcalinos terrosos, éacidos como sulfurico, sulfénico e fosférico contendo um
substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado. Para os anfoteros (os quais
possuem grupos anibénicos e catidnicos no meio hidrofébico), e dependendo do pH
da solucéo e da estrutura, pode prevalecer a espécie anibnica, catibnica ou neutra.
Os surfactantes néo-ibnicos sdo derivados do polioxietileno e polioxipropileno (de
compostos com alquil fenol e alcool, ésteres de acidos graxos, alquilaminas, amidas
e mercaptanas) ou polidlcoois, ésteres de carboidratos, amidas de alcoois graxos e
oxidos de amidas graxas (MANIASSO, 2001). Na Tabela 2 estdo os principais
surfactantes empregados para o estabelecimento de ambientes organizados visando

melhoria de desempenho em métodos analiticos.

Tabela 3 - Agentes tensoativos de uso comum em Quimica Analitica. (Continua).

Tipo Surfactante

CHs(CH2)15N (CH3)SBr

Brometo de hexadecil-trimetilamoénio (CTABT)

CH,(CH,),,CH,N (CH3)2CH2—© cr

Cloreto de benzil-hexadecil-dimetilamdnio (CBzCl)

Catibnicos
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Tabela 2 - Agentes tensoativos de uso comum em Quimica Analitica. (Concluséo).

Tipo Surfactante
CH,(CH,),,SO,Na
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
Anidnicos )
[CH,(CH,),CH(C,H,)CH,OCQO],CHSO, Na+
Bis(2-etil-hexil)sulfossuccinato de sodio (AOT)
+ .
CH,(CH,),,N (CH,),(CH,),0SO,
3-(dodecildimetil amonio) propano 1 sulfato (SB -12)
Anfoteros N .
CH,(CH,) ,N (CH,),(CH,).,COO
4-(dodecildimetil amonio) butirato (DAB)
CH,(CH,),,(OCH_CH,),.OH
Polioxietileno (23) dodecanol (BRIJ 35)
N&o idnicos

CH3C(CH3)ZCHzc(CHz)g—QO(CHZCHZO)MH

Eter(1,1,3,3tetrametilbutil)fenil-(7-8)-polioxietilénico (Triton X-114)

Fonte: Adaptado de Maniasso (2001).

A combinacdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula

fornece ao surfactante uma propriedade de dissolucdo em agua e em outros

solventes. Essa caracteristica oposta (por¢cédo hidrofobica e por¢cédo hidrofilica) em

uma mesma molécula leva a um fendmeno de associacdo espontanea, a partir de

uma determinada concentracdo do surfactante, que é conhecida como concentragédo

micelar critica (CMC). Acima dessa concentracdo sdo formados agregados
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denominados micelas (BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005). Embora o
fenbmeno de separacdo de fases possa ocorrer com surfactantes anféteros e em
alguns casos com surfactantes ibnicos, ele € mais observado com surfactantes do
tipo nao-ibnicos. Os surfactantes nao-ibnicos apresentam uma cadeia
hidrocarbénica suficientemente grande que reduz sua solubilidade em &gua e o seu
grupo polar ndo € extremamente ativo, evitando interacfes eletrostaticas resultantes
de uma repulsédo entre as partes hidrofilicas das moléculas, facilitando a formacéao
de micelas. Na Tabela 3 s&o citadas as propriedades de solucdes aquosas de

alguns dos surfactantes ndo idnicos empregados na EPN (QUINA et al., 1999).

Tabela 4 - Propriedades das solu¢des aquosas de alguns surfactantes empregados para a EPN.

Surfactante CMC (mmol L) Temperatura de ponto nuvem (°C)
Triton X-100 0,17 -0,30 64 - 65
Triton X-114 0,20-0,35 23-25
PONPE 7,5 0,085 5-20
PONPE 10 0,07 - 0,085 62 - 65
Brij 35 0,06 - 0,10 > 100
Brij 56 0,0006 64 - 69

Fonte: Adaptado de Bezerra; Bruns; Ferreira (2006).

Os surfactantes nao-ibnicos do tipo éteres octilfendxipolioxietilenados,
também conhecidos como Tritons, sdo os mais empregados para andlise de metais
utilizando EPN. Estes surfactantes apresentam baixa temperatura de ponto nuvem,
biodegradabilidade, ndo sao volateis, baixa toxidade e disponibilidade comercial
(ALTUNAY; GURKAN, 2015). A Figura 1 ilustra a férmula estrutural do Triton X-114,

surfactante que foi empregado neste estudo.
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Figura 1 - Formula estrutural do surfactante Triton X-114 (octilfenoxipolietoxietanol).

(OCH,CH,), ;OH

Fonte: Elaborada pela a autora.

A CMC néo é uma concentracdo Unica e sim uma estreita faixa de
concentragcdo. Abaixo da CMC, o surfactante esta predominantemente na forma de
mondmeros ndo associados. Porém, quando a CMC é ultrapassada, o processo de
formacdo dos agregados micelares é favorecido (Figura 2). As micelas ndo séo
estruturas estaticas, mas um equilibrio dindmico entre micelas e mondémeros
mantém aproximadamente constante a concentracdo depois de atingida a CMC. A
CMC é uma propriedade intrinseca do surfactante e depende de alguns fatores,
incluindo a estrutura do surfactante (tamanho da cadeia hidrocarbénica, presenca de
ramificacbes, duplas ligacdes ou aneéis aromaticos) e condicBes experimentais
(temperatura, contraions, entre outros) (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS,
2005). As micelas sdo termodinamicamente estaveis e facilmente reprodutiveis, mas
podem ser destruidas pela diluicdo em agua, quando a concentracdo atingida estiver
abaixo da CMC (BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005). A presenca de eletrolitos
na fase aquosa pode interferir na formacdo das micelas, dependendo das
caracteristicas do eletrolito. Segundo Hinze e Pramauro (1993), eletrolitos como
nitratos, iodetos e tiocianatos tém efeito salting-in, aumentando a temperatura do
ponto nuvem, enquanto que eletrélitos tais como cloretos, sulfatos e carbonatos tem
efeito salting-out, reduzindo a temperatura de ponto nuvem, facilitando assim o

processo de separacao de fases.
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Figura 2 - Formac&o de um agregado micelar.
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Fonte: Bezerra (2006).

Apoés a formacao de micelas, isto €, tendo atingido a CMC, as suspensdes
aguosas de surfactantes ndo-ibnicos e anféteros quando aquecidas acima de uma
determinada temperatura, tornam-se turvas. Essa temperatura é conhecida como
ponto nuvem ou ponto de turbidez. Acima dessa temperatura a suspensao separa-
se em duas fases isotropicas: uma de pequeno volume, rica em surfactante; e outra
fase aquosa com pequena quantidade de surfactante em concentracao igual a CMC
(CORDERO et al., 1993; SAMADDAR; SEN, 2014). O ponto nuvem é muito sensivel
a presenca de aditivos no sistema, estes podem modificar a interagdo com o
surfactante, alterar a CMC, o tamanho das micelas e o comportamento das fases
(SHARMA,; PATIL; RAKSHIT, 2003). Tais aditivos incluem: outros surfactantes, néo-
ibnicos ou ibnicos, eletrdlitos dissolvidos (GU; GALERA-GOMEZ, 1995; SCHOTT,
1997) ou aditivos organicos (LOPEZ-GRIO et al., 2000).

A separacao fisica das fases é facilitada pela diferenca de densidade
entre ambas. Esse processo é reversivel: ao resfriar a mistura a uma temperatura

abaixo do ponto nuvem o sistema deixa de ficar turvo (QUINA; HINZE, 1999).

O mecanismo de formacédo do ponto nuvem nao esta completamente
elucidado e ainda é motivo de controvérsias na literatura cientifica. Alguns autores
sugerem que o fendbmeno ocorre em fungdo do aumento no numero de agregagao
da micela quando a temperatura ¢ aumentada (LINDMAN; WENNESTROM, 1991).
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Segundo Kjellander e colaboradores, em temperaturas abaixo do ponto nuvem, cada
molécula de surfactante € envolvida por uma camada de moléculas de agua bem
organizada, formando ligagbes de hidrogénio com os grupos polares dos
surfactantes nao-ibnicos. Em temperaturas elevadas, 0 aumento da entropia causa a
desidratacdo das cadeias de polioxietileno, destruindo a camada de moléculas de
agua, predominando entéo as fracas forcas de van der Waals entre as moléculas de
surfactante. Isso leva a formacao de aglomerados micelares e, consequentemente, a
separacdo das fases (STALIKAS, 2002). Corti e Mineiro (1984) justificam que o
aumento do tamanho das micelas e a desidratacdo da camada externa das mesmas
sdo ocasionados pelo aumento da temperatura, tal fato é responsavel pelo
fendbmeno de separacdo das fases. Quina e Hinze descrevem que a separacao das
fases ocorre devido a competicdo entre a entropia, que favorece a miscibilidade das
micelas em agua, e a entalpia, que favorece a separacdo das micelas da agua.
Estudos praticos e tedricos recentes envolvendo surfactantes ndo iénicos indicaram
gue a separacao ocorre devido a formacdo de redes micelares, ou que interacbes
fortemente dependentes da orientacao (ligacdo de hidrogénio) entre as moléculas de
agua e as moléculas do surfactante podem ser responsaveis por esse fenbmeno
ainda pouco elucidado (MUKHERJEE et al., 2011).

3.4.1 Extracdo em ponto nuvem para determinacdo de espécies inorganicas

A EPN para separacédo de analitos inorganicos vem sendo aplicada quase
exclusivamente a espécies metalicas (BEZERRA; FERREIRA, 2006). A pré-
concentracdo e a extracdo de metais, utilizando a EPN, baseia-se nas seguintes
etapas: formacdo do complexo metdlico, adicdo do surfactante, aquecimento,
centrifugacéo, separacdo das fases e pequena diluicdo da fase rica em surfactante
(Figura 3). Cada uma dessas etapas é desenvolvida e otimizada de forma
especifica, com base nos metais a serem determinados, tendo por objetivo uma
maior eficiéncia de extracdo e pré-concentracio (BEZERRA; CONCEICAO;
FERREIRA, 2006; SAMADDAR; SEN, 2014).
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Figura 3 - Representacao esquematica de uma EPN de metal para pré-concentracédo: (A) solugéo
original com metais (circulos) em baixa concentracdo; (B) quelatos (Quadrados), formado por adicédo
de reagente de complexacdo na solucdo da matriz, (C) surfactante na solucdo para aprisionamento
dos quelatos metalicos para formar ndcleos micelares; e (D) na fase micelar segregada apo6s o

aguecimento e separacao, apds a centrifugacéo.
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Fonte: Bezerra; Arruda; Ferreira (2005).

A etapa de complexacdo do metal se faz necessaria no caso de pré-
concentracdo de ions metalicos, visto que para ser capturado no ndcleo das micelas,
0 qual é também altamente hidrofobico, € necesséaria a formagdo de uma espécie
sem cargas. Quando estdo envolvidas espécies com caracteristicas metalicas, as
quais sao hidrofilicas, agentes complexantes sdo usados para produzir espécies
hidrofébicas (STALIKAS, 2002).

Diversos parametros experimentais devem ser avaliados quando a EPN é
empregada, incluindo o pH, as concentragbes do agente complexante e surfactante,
dentre outros. Nesse sentido, a otimizacdo dos experimentos de forma multivariada
€ uma boa maneira de encontrar as melhores condi¢cbes experimentais, permitindo
obter o maximo de informacao a respeito das possibilidades de interacdes entre as
variaveis. Ela representa também uma abordagem mais econdmica, visto que 0
namero de experimentos pode ser significativamente reduzido. Por outro lado, a
otimizacdo univariada tradicional pode ser um processo demorado e trabalhoso,
requerendo varios experimentos para ser executada e pode negligenciar as
possiveis interacBes entre as variaveis (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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Além disso, as caracteristicas da técnica de determinacdo e quantificacéo
também devem ser levadas em consideracdo no desenvolvimento do método. Apos
a obtencédo da fase rica em surfactante, diversas técnicas podem ser utilizadas para
a quantificacdo do analito, incluindo ICP OES, ICP-MS, FAAS, GFAAS e a
espectrometria de absorcado atdbmica com geracdo quimica de vapor (VGAAS). As
técnicas de espectrometria de absorcdo atbmica sdo bastante empregadas para a
determinacdo de elementos em solucdo submetida a EPN. Principalmente a FAAS,
pela maior simplicidade de uso e mais baixo custo de operacdo em relacdo as outras
técnicas (BEZERRA; FERREIRA, 2006).

3.4.2 Aplicagao da Extragdo em Ponto Nuvem

O primeiro trabalho com respeito a aplicagdo da EPN foi publicado por
Watanabe e Tanaka em 1978. Nesse trabalho foi utilizado 1-(2-pirodilazo-2-naftol)
(PAN) como agente complexante, enquanto que o surfactante foi o PONPE 7,5 para
concentrar ions metélicos em &agua potavel. Os autores constataram que O0S
complexos metalicos foram efetivamente pré-concentrados em um pequeno volume
da fase rica em surfactante. A EPN foi aplicada pela primeira vez para biomoléculas
hidrofébicas por Bordier em 1981, em que foram separadas proteinas hidrofébicas
de uma membrana celular, mediante uso de um surfactante da série dos Tritons
(Triton X-114).

Deste entdo, esse método de extracdo vem sendo aplicado na separacao
e pré-concentracdo de metais em amostras complexas, tais como amostras
ambientais e biolégicas por apresentar um elevado fator de pré-concentracao
quando o analito é transferido a partir de um grande volume de solucéo original para
um volume reduzido de fase rica em surfactante (BEZERRA et al., 2007). Na
literatura sdo encontrados diversos trabalhos aplicando a EPN, utilizando o PAN
como agente complexante, o Triton X-114 como surfactante, analisando ferro e
outros elementos inorganicos em diversas matrizes, incluindo a agua de producéo e
utilizando diversas técnicas espectrométricas, tais como 0s que estao representados

na Tabela 4.
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Tabela 5 - Diversas aplicacGes da EPN relatadas na literatura. (Continua).

Adente Técnica
Analito 9 Surfactante Matriz de Referéncia
complexante 0
anélise
Aqua de BEZERRA,;
Mg TAR Triton X-114  /\9ua & FAAS  FERREIRA,
producao
2006
BEZERRA;
Cd, Cr, Cu, : Agua de ICP BRUNS;
Mn,Nie pp DI-PADAP Triton X-114  hjicio OES ~ FERREIRA,
2006
Cd, Co, Cr . : ] Agua de IPC BEZERRA et
e Mg Ditizona Triton X-114 producio OES al., 2007
ESCALEIRA;
Ni, Cd,Cu e : ] Agua de ICP SANTELLI;
Pb NabDTC — Triton X-114 ) ducio  OES OLIVEIRA,
2009
Mg quinalizarin ~ Triton X-114 _~guae FAAS  GOUDA, 2014
alimentos
Cu PAN Triton X-114  Soro Faas ~ ARAINetal,
2014
GALBEIRO;
. , Alimento e GARCIA;
Cd, Nie Zn PAN Triton X-114 agua FAAS GAUBEUR,
2014
As, Cd, Ni Saliva ARAIN et al
L APDC Triton X-114 artificial de ETAA v
e Pb 2014
fumantes
Urina, soro
SHOKROLLAHI
ZneCd TTDM Triton X-114 sanguineoe FAAS
etal., 2013

agua


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142514008683
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Tabela 4 — Diversas aplicacdes da EPN relatadas na literatura. (Concluséo).

Técnica
) Agente _ )
Analito Surfactante Matriz de Referéncia
complexante .
analise
, EZODDIN;
Especiacao SDS e i
DPC _ Agua ETAA SHEMIRANI;
de Cr Triton X-114
KHANI, 2010
) ) ULUSOQY et al.,
Al XB Triton X-114 Agua FAAS
2011
DURUKAN et
Fe e Cu ECR Triton X-114  Alimentos FAAS
al., 2011
FILIK; GIRAY,
Fe 5-Br-PADAP  Triton X-114  Cerveja FAAS
2012
SAHIN;
Neutral Red, _ _
Fe e Cu NR Triton X-114 Pimenta FAAS TOKGOZ;
BEKTAS, 2010
. ICP WUILLOUD et
Hg 5-Br-PADAP  PONPE 5,0 Agua

OES al., 2011

Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Técnicas de planejamentos experimentais e otimizagao

No planejamento de qualquer experimento, 0 primeiro passo € decidir
quais sao os fatores e as respostas de interesse. Os fatores, em geral, séo variaveis
que o experimentador tem condicdes de controlar. Podem ser qualitativos ou

guantitativos. As respostas sdo as variaveis de interesse e que serdo, ou nao,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X11000828
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afetadas por modificacdes provocadas nos fatores. Também podem ser quantitativas
ou qualitativas (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Na otimizacdo de um procedimento analitico existe a necessidade de
ajustar muitas variaveis para obter as melhores condicdes para a analise. Para isso,
existem duas metodologias de otimiza¢do de métodos analiticos: a univariada, onde
cada fator é otimizado por vez, fixando-se em um determinado valor e variando os
outros fatores envolvidos no processo. Este método € relativamente simples e de
facil interpretacéo, porém requer uma demanda maior de tempo de estudo, um maior
gasto de reagentes, além de ndo considerar as interacdes que ocorrem entre 0s
fatores. A outra maneira de otimizar um método € através da otimizacdo
multivariada, onde todos os fatores sdo variados simultaneamente, e as condicdes
otimas de trabalho sdo encontradas através de recursos matematicos e estatisticos.
Essa otimizagdo multivariada permite reconhecer se existe alguma interacao entre
os fatores estudados, além de ser mais efetivo e mais econdmico, pois 0 numero de
experimentos é reduzido. A desvantagem dessa otimizacdo estd na maior
dificuldade de interpretacdo dos dados gerados, entretanto muitos softwares
possuem recursos que facilitam a interpretacdo desses dados (FERREIRA et al.,
2003).

Uma das ferramentas multivariadas mais utilizadas é o planejamento
fatorial, no qual estdo envolvidos k fatores, ou variaveis, cada um deles presente em
n diferentes niveis. Assim, na existéncia de k fatores, cada um com n niveis tem-se
nk ensaios a serem realizados. Este € usado para verificar a significancia preliminar
das variaveis sobre a resposta no sistema em estudo. Neste procedimento, 0s
efeitos principais e de interacdo das variaveis no intervalo estudado sao estimados
sendo essa uma das maiores vantagens da otimizacdo multivariada comparada a
univariada. Entretanto, se o nimero de variaveis a ser investigado se tornar grande,
isto também aumentara o numero de experimentos. Para evitar o custo financeiro e
também o tempo na realizacdo do grande numero de experimentos necessarios no
planejamento fatorial, utiliza-se outros planejamentos experimentais, tais como o
fatorial fracionado (fracbes de experimentos completos). Fazendo a escolha
adequada, € entédo possivel determinar, ndo somente o efeito de cada fator, mas
também o modo com que cada um deles interage com os demais. A utilizacdo dos

fatoriais fracionados permite a redu¢cdo do numero de observacdo do experimento
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obtendo informacdes relevantes e confiaveis (NEVES; SCHVARTZMAN; JORDAO,
2002).

3.5.1 Planejamento fatorial completo de dois niveis

O objetivo de um planejamento fatorial completo é identificar quais fatores

tém influéncia ou ndo sobre a resposta. (LUNDSTEDT et al., 1998)

Em um planejamento fatorial completo realizam-se experimentos em
todas as possiveis combinacdes dos niveis dos fatores. Se a combinacdo de k
fatores € investigada em dois niveis (maximo e minimo), um planejamento fatorial
completo exige a realizacdo de 2 x 2 x ... X 2 = 2kensaios diferentes, sendo chamado

de planejamento fatorial 2k.

Um exemplo do calculo dos efeitos principais e secundéarios para um
planejamento fatorial completo em dois niveis com trés variaveis é apresentado

abaixo. A matriz completa do planejamento 22 é representada na Tabela 5.

Tabela 6 - Matriz completa de um planejamento 23 com as interacfes entre as varidveis duas a duas.

Ensaios A B C AB AC BC Resposta
1 ) Q) ) (+) (+) (+) Y1
2 (+) Q) Q) Q) Q) (+) Y2
3 ) (+) ) Q) (+) Q) Y3
4 (+) (+) Q) (+) Q) Q) Y4
5 ) Q) (+) (+) ) Q) Y5
6 (+) Q) (+) Q) (+) Q) Y6
7 ) (+) (+) Q) Q) (+) Y7
8 (+) (+) (+) (+) (+) (+) Y8

Fonte: Elaborada pela autora.

3.5.2 Metodologia de Superficies de Resposta

A metodologia de superficies de resposta (MSR, do inglés Response
Surface Methodology) € uma técnica de otimizacdo desenvolvida pelo inglés George
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Edward Pelham Box na década de 50 e consiste em um grupo de técnicas
matematico-estatistica utilizada para anélise e modelagem de problemas, onde uma
resposta particular € funcdo de diversas variaveis e o principal objetivo € otimizar
esta resposta (BEZERRA; MIRO; FERREIRA et al., 2009)

A MSR possui duas etapas: modelagem e deslocamento, que sao
repetidas tantas vezes quantas forem necessérias, com o objetivo de atingir uma
regido Otima da superficie investigada. A modelagem normalmente € realizada
ajustando-se modelos simples a respostas obtidas com planejamentos fatoriais ou
planejamentos fatoriais ampliados. O deslocamento se d& sempre ao longo do
caminho de maxima inclinagdo de um determinado modelo, que € a trajetéria na qual
a resposta varia de forma mais pronunciada (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A superficie trata-se de uma boa maneira de ilustrar graficamente a
relacdo entre diferentes variaveis experimentais e as respostas, oferecendo
informacdes imprescindiveis sobre o comportamento das varidveis na regido
estudada. O primeiro passo para aplicacdo da MSR é a obtencdo de uma estimativa
apropriada da relacéo funcional entre a resposta e os fatores estudados. A funcgéo
polinomial deve representar uma boa descricdo da relagdo entre os fatores e a
resposta dentro de um dominio experimental delimitado (MONTGOMERY, 1996).

Basicamente os modelos polinomiais mais utilizados sao de trés tipos.
Estes sdo discutidos e exemplificados abaixo com duas variaveis genéricas, A e B,
Equacdo 1. O modelo polinomial mais simples contém, no maximo, termos de
primeiro grau e descreve relacdes lineares entre as varidveis experimentais e as

respostas:
Y =a+ bA + cB + residuo (1)

O préximo nivel de modelos polinomiais contém termos adicionais que
descrevem a interacdo entre diferentes variaveis experimentais, Equacédo 2. Desta

forma, o modelo de segunda ordem contém os seguintes termos:
Y =a+ bA + cB + fAB + residuo (2)

Nas duas func¢des descritas acima Y € a resposta experimental, A e B

representam as variaveis a serem otimizadas, a € um termo independente, b e ¢
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representam coeficientes dos termos lineares e f & o coeficiente do termo de
interacdo. O residuo representa a diferenca entre o resultado calculado (previsto) e 0

obtido experimentalmente.

Para um modelo polinomial ser capaz de determinar um étimo (maximo ou
minimo), termos quadréaticos devem fazer parte do mesmo. Uma funcéo quadrética é
uma solucdo mais adequada, pois € um modelo simples que pode descrever uma
grande variedade de superficies. A funcédo polinomial abaixo, Equacédo 3, descreve

um modelo quadratico, para as trés variaveis A, B e C:
Y =a+bA+cB+dC+eAB + fBC + gAC + hA? + iB? + jC? + residuo (3)

Onde: Y é a resposta experimental, A, B e C sdo as variaveis a serem otimizadas, a
€ um termo independente, b, ¢ e d representam coeficientes dos termos lineares, e,
f e g séo os coeficientes dos termos de interacdo e h, i e j sdo os coeficientes dos
termos quadraticos. O residuo representa a diferenca entre o resultado calculado
(previsto) e o obtido experimentalmente (BOSQUE-SENDRA et al., 1995).

3.5.3 Planejamento Box-Behnken

Este modelo foi estabelecido por Box e Behnken, em 1960. O
planejamento Box-Behnken é uma das mais conhecidas em metodologia de
superficies de resposta e sdo obtidos pela subtracdo de pontos de um planejamento
fatorial de trés niveis original (SANTOS et al., 2007). Box-Behnken é um modelo de
segunda ordem rotativo ou quase rotativo com base em trés niveis fatoriais
incompletos, produzindo um grafico constituido por trés partes. Dentro de cada
parte, dois fatores sdo dispostos em um projeto completo de dois niveis, enquanto o
nivel do terceiro fator é fixado em zero. Os pontos estdo situados na superficie de
uma esfera centrada na origem do sistema de coordenadas e tangente ao ponto
central de cada lado do cubo (FERREIRA et al.,2007). Box-Behnken é um modelo
esférico visto como um cubo (Figura 4a), que consiste de um ponto central e os
pontos médios das arestas. No entanto, também pode ser elaborado como um
modelo 22 fatorial e um ponto central (Figura4b) (FERREIRA et al., 2007).



40

Figura 4 - Planejamento Box-Behnken: (a) modelo esférico visto como um cubo e (b) modelo 22

fatorial e um ponto central.
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Fonte: FERREIRA et al. (2007).

As principais caracteristicas do planejamento Box-Behnken sé&o
(BEZERRA; MIRO; FERREIRA et al., 2009):

> E aplicado quando o nimero de fatores é igual ou superior a trés;

» O numero de experimentos (N) necessarios a aplicacao do planejamento é
dado por N = 2k(k-1) + C, onde k é o numero de variaveis e C € o niUmero
de replicatas do ponto central,

> Os intervalos entre os niveis dos fatores estudados sao uniformes;

A\

Todos os fatores sao estudados a trés niveis (-1, 0, +1);
» Na&o ha ensaios onde as variaveis estejam todas em condi¢cdes extremas,

ou seja, todas em seu nivel positivo ou todas em seu nivel negativo.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que obtiveram sucesso na
otimizagdo de alguns parametros da EPN usando o planejamento Box-Behnken, tais
como: Maranhéo e colaboradores (2007) determinaram Pb e Cd em urina, Yamaki e
colaboradores (2011) determinam Co em remédios, Matos e colaboradores (2009)
fazem especiagdo de Cr em agua. O Box-Behnken tem a vantagem de nao usar
combinacdes de fatores em seus niveis mais baixos ou mais altos, simultaneamente.
Entdo, este modelo é util para evitar experimentos realizados sob condicdes

extremas, para 0s quais muitas vezes sao obtidos resultados insatisfatorios.
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3.6 Absorcao atbmica com chama (FAAS)

A espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS) é uma das
técnicas espectrométricas mais empregadas para determinacdes de metais em
laboratérios de rotina devido as suas interferéncias serem bem conhecidas, sua
facilidade de operacdo, seus baixos custos de aquisicdo e operacdo, em
comparacdo com as técnicas de: espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), a espectrometria de absor¢cdo atbmica com
forno de grafite (GFAAS) (PYTLAKOWSKA; KOZIK; DABIOCH, 2013).

A FAAS utiliza basicamente o principio de que atomos livres (estado
gasoso) gerados em um atomizador sdo capazes de absorver radiacdo de
frequéncia especifica que € emitida por uma fonte espectral. Como essa absorcao é
diretamente relacionada com a quantidade de atomos presentes, conforme descrito
pela lei de Lambert-Beer, ha a possibilidade de quantificacdo do analito (BORGES et
al., 2003).

Em um espectrdmetro de absorcdo atbmica com chama utiliza-se um
queimador de pré-mistura no qual a amostra, o oxidante e o combustivel
(geralmente ar e acetileno) sdo misturados antes de serem introduzidos na chama. A
amostra em solucdo € aspirada por efeito Venturi por um nebulizador pneumatico
concéntrico para o interior da camara de nebulizac&o, originando um aerossol com
particulas liquidas da solucdo da amostra dispersas nos gases que originardo a
chama. O aerossol formado é entdo direcionado em alta velocidade contra
anteparos que causam a quebra das goticulas em particulas menores (nebulizagéo).
O aerossol formado, o oxidante e o combustivel geralmente passam por defletores
gue bloqueiam as goticulas maiores do liquido e o excesso do mesmo € retirado
através de um dreno. As goticulas com didmetros inferiores a 5 um atingem a chama
e uma série de processos fisico-quimicos geram a nuvem atdémica que atenua o
feixe de radiagcéo incidente. A atenuacao do feixe, i.e., a razdo entre a intensidade
do feixe incidente e a intensidade do feixe transmitido, € medida pelo detector. A
intensidade de atenuacdo do feixe depende da concentracdo do analito, o que
possibilita a analise quantitativa por FAAS. Contudo, o processo de nebulizacéo é

ineficiente e apenas cerca de 5 - 10 % da amostra aspirada é introduzida na chama,
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sendo o restante descartado (HARRIS, 2012; SKOOG et al., 2013). Além disso, o
tempo médio de residéncia dos atomos gasosos na regido de observacdo é baixo.
Esses dois fatores afetam negativamente a sensibilidade da técnica, principalmente
para os elementos mais refratarios. Assim, trata-se de uma técnica ideal para analise

elementar em niveis de mg L quando é necessaria a determinagcdo de poucos

elementos em um grande numero de amostras.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Instrumentacao

Um espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10 S-UV-VIS com
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico foi empregado para obtencédo dos
espectros de absor¢do e estudo cinético da reacdo de complexagéo entre o ferro e 0
agente complexante PAN.

As determinacdes de Fe total foram realizadas em um espectrometro de
absorcdo atbmica com chama modelo Varian AA24DFS. Esse equipamento possuli
lampada de deutério para correc¢do do sinal de fundo. Utilizou-se lampada de catodo
oco (HCL) de ferro Varian para as quantificacbes de ferro. Os parametros

instrumentais utilizados estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 7 - Parametros utilizados no FAAS para quantificagdo de ferro.

Parametro Fe
Comprimento de onda (nm) 248,30
Resolucao Espectral (nm) 0,20
Vazao de ar (L min) 10,00
Vazao do acetileno (L mint) 2,00
Corrente da lampada de catodo oco (mA) 7,00

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a medida do pH utilizou-se um potenciémetro (pH-meter), Analyser,
modelo pH 300.

O sistema de aquecimento para a indugao do ponto nuvem consistiu em
um Becker de 1000 mL preenchido com agua e aquecido em chapa elétrica a
temperatura de 40 °C. As amostras, colocadas em tubos de polietilieno de 50 mL,
foram aquecidas para atingir o ponto nuvem nesse sistema. Para acelerar o

processo de separacao de fases, foi utilizada uma centrifuga (Quimis) para tubos.
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4.2 Reagentes e solugdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade
18,2 MQ cm) de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Todos os recipientes de vidro e polipropileno foram descontaminados em banho 10
% v v HNOs (Vetec) por no minimo 24 h e enxaguados com agua ultrapura antes de

serem usados nos experimentos. Todos reagentes usados foram de grau analitico.
Nos experimentos foram utilizados os seguintes reagentes:

1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN)(Merck) como agente complexante;
Acetato de sodio, CHsCOONa.3HsO (Vetec);

Acido acético glacial, CHsCOOH (Synth);

Alcool etilico, CHsCH20H (Synth);

Acido Nitrico concentrado, HNO365 % m v (Vetec)

Cloreto de Sédio, NaCl (Sigma);

Dihidrogénio fosfato de potassio, KH-PO4 (Vetec);

Hidréxido de sodio, NaOH (Synth);

Triton X-114, CsoHs409, (Acros Organics) como surfactante.

YV V V V V V V V V

As solucbes de referéncia de ferro foram preparadas a partir de diluices
adequadas da solucdo estoque na concentracdo de 1000 mg L (Across Organics),
todas em HNO30,1 % v vi.

4.2.1 Preparo de solucdes

As solucdes tampédo acetato de pH 3,50 a 4,50 foram preparadas em
balGes volumétricos de 100 mL, pela adicdo de uma solugéo 0,2 mol L de acetato
de sédio e de uma solucdo 0,20 mol L de acido acético, ajustando-se o volume final

com &gua ultrapura de acordo com o pH desejado.

As solugoes tampao fosfato de pH 6,0 a 8,0 foram preparadas em baldes
volumétricos de 100 mL, misturando-se uma solucdo 0,20 mol L* de dihidrogénio
fosfato de potassio com uma solucéo 0,20 mol L't de hidroxido de sédio, aferindo-se

o volume final com agua ultrapura de acordo com o pH desejado.
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A solucdo do complexante PAN 4 mmol L foi preparada dissolvendo-se
0,1 g de PAN em 100 mL de alcool etilico.

A solucdo Triton X-114 10 % (m v!) foi empregada como surfactante na
extracdo em ponto nuvem de ferro. Devido a alta viscosidade do reagente Triton X-
114, o preparo de suas solucdes através da medicdo de volumes do reagente foi
invidvel, portanto, optou-se por pesar o Triton X-114 para o preparo da solu¢do do

surfactante.

Uma solucédo de etanol 1:1 acidificada foi utilizada para diluir a fase rica
da extracao para um volume final de 5 mL, a fim de reduzir a viscosidade da amostra
para evitar problemas de transporte na analise por FAAS. Foram misturados 50 mL
de etanol com 50 mL de &gua deionizada e ao final foi adicionado 1 mL de acido

nitrico concentrado.
4.3 Amostras

As amostras de aguas produzidas na extracdo de petréleo foram
coletadas no Polo Industrial de Guamaré (Mossor6 - RN), apresentando diferentes
salinidades. As amostras foram armazenadas em frascos de polietileno, previamente

descontaminados.

Apés a coleta, as amostras foram filtradas, acidificadas com HNOs e
conservadas em geladeira (aproximadamente 10 °C) até o momento da analise.

4.4 Extracao em ponto nuvem

Os experimentos de extracdo por ponto nuvem foram realizados em tubos
de polipropileno, onde o volume inicial da amostra antes da pré-concentracéo foi de
45 mL. A este volume de amostra adicionou-se solucdo tampao para ajuste de pH e
0 agente complexante. A mistura foi submetida a agitagdo manual até a completa
reacdo de complexacdo. Em seguida, foi acrescentado surfactante, o volume foi
ajustado para 50 mL e fez-se nova agitacdo. Essa mistura foi conduzida a
aguecimento em banho-maria a 40 °C por 30 min para atingir o ponto nuvem. Para a
separacdo das fases, a amostra foi centrifugada. A fase rica em surfactante, por
diferenca de densidade, permanece no fundo do tubo. Apés a centrifugacdo, a

amostra foi resfriada a aproximadamente 6 °C em congelador por 15 min para
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facilitar a remoc¢ao da fase pobre. Com a diminuicdo da temperatura, a fase rica em
surfactante torna-se viscosa como um gel e a sua separacdo da fase aquosa foi
efetuada simplesmente vertendo os tubos. Apés a separacao, a fase rica foi diluida
para 5 mL com solucdo de etanol acidificada, com a finalidade de diminuir a
viscosidade e permitir a determinagcdo de Fe por FAAS. Na Figura 5 esta
apresentado o fluxograma do procedimento de EPN de ferro.

Figura 5 - Fluxograma do procedimento para a extracdo de ferro em ponto nuvem.

AMOSTRA

TAMPAO < PAN

Triton X - 114 -

AQUECIMENTO

CENTRIFUGACAO

BANHO DE GELO

FASE POBRE FASE RICA

I— DETECCAO POR FAAS

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Espectro de absorcéao

A fim de avaliar o comprimento de onda de maior absor¢cdo do complexo
formado entre o agente complexante PAN e o ferro, realizou-se a varredura do
espectro de absorcdo na regido de 450 a 800 nm. O espectro de absorcado do

complexo metalico com PAN foi obtido sem a extragdo em ponto nuvem. Foram
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adicionados em frascos de 15 mL, 1 mL da solucdo tampéo acetato (pH 4,0), 1 mL
de solucéo de PAN 0,05 % (m v!) e 1,5 mL de solugdo 10 mg L? de Fe. Solucédo
chamada de branco foi obtida de forma analoga, porém sem a adi¢cdo da solucéo do
ion metalico. Os espectros de absorcdo (450-800 nm) foram obtidos utilizando

cubeta de quartzo, com velocidade de varredura de 600 nm min-.
4.6 Definicado do tempo de complexacao

O tempo de complexacédo foi considerado como sendo o intervalo de

tempo entre a adicdo do complexante PAN e a adicdo do surfactante Triton X-114.

Para avaliar o tempo minimo necessério para a formacdo dos complexos
metélicos, foram adicionados em frascos de 15 mL, 1 mL da solu¢édo tampé&o acetato
0,5 mol L (pH 4,0), 1 mL de solugéo de PAN 0,05 % (m v1) e 1,5 mL de solucdo 10
mg L de ferro. Apdés homogeneizacéao, realizou-se o monitoramento da absorbancia
em funcéo do tempo, no comprimento de onda de maxima absorcdo do complexo
Fe-PAN.

4.7 Estudo da otimizacdo da EPN

Para a otimizacdo da EPN para ferro, foi realizado um planejamento
fatorial completo 2% visando identificar quais fatores tém efeito significativo sobre a
resposta, posteriormente para maximiza-la empregou-se a metodologia de superficie
de resposta com o planejamento Box-Behnken. O método de sinais e a andlise de
variancia (ANOVA) foram utilizados para estimar os efeitos significativos principais e
de interacdo dos fatores. Os dados experimentais foram processados usando 0s

programas Statgraphics e The Unscramble.

Para este estudo usou-se uma solucdo analitica de cloreto de sodio 0,17
mol L, para simular a salinidade de uma amostra real de agua de producédo. A
concentracdo da solugédo de ferro empregada na etapa de otimizacdo foi de
0,2 mg L de ferro e o procedimento usado foi o0 mesmo apresentado no subitem
4.4. Sendo esta etapa um estudo das melhores condicdes de extracdo e pre-
concentracdo, ndo foi utilizada curva analitica para as medidas, apenas avaliou-se a

intensidade de sinal das solugdes.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CEQQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.unscramblesoftware.co.uk%2F&ei=ixSaUuS_FanOsASX74Bg&usg=AFQjCNHRXMO-1AlB36ax8kV7aHFq6lBfvw&sig2=VAKW1fZLB6RM-B2h3B1PsA&bvm=bv.57155469,d.cWc
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A resposta dos ensaios foi avaliada em termos da absorbancia gerada
para o ferro na técnica de FAAS. A codificagdo dos resultados encontrados foi feita
com base em um procedimento matematico conhecido como otimizacdo de mdltiplas
respostas (Multiple Response Optimization), este permite que a resposta seja obtida
como um resultado da combinacao das respostas individuais através de uma medida

adimensional.
4.7.1 Planejamento Fatorial Completo

Inicialmente, realizou-se um planejamento fatorial completo a fim de
avaliar a influéncia de alguns fatores na extracdo em ponto nuvem. Os fatores
estudados foram: pH de complexacdo, concentragdo do complexante (PAN),
concentracdo do surfactante (Triton X-114) e tempo de centrifugacdo. Como o
objetivo dessa etapa foi verificar o nivel de influéncia dos fatores, foram escolhidos
somente dois niveis para cada fator avaliado, o nimero de experimentos foram 24,
todos os experimentos foram realizados em duplicata para estimar o erro
experimental. A fim de evitar a distorcdo estatistica dos resultados, a ordem de
realizacdo dos mesmos foi aleatéria. O procedimento usado foi o0 mesmo
apresentado no subitem 4.4, utilizando uma solucdo de 0,2 mg L de ferro. A Tabela
7 apresenta a matriz do planejamento fatorial com niveis estudados para cada

variavel.

Tabela 8 - Matriz de Planejamento Fatorial Completo 24. (Continua).

Ensaios pH  [PAN] (mmol LY [T”“1&§414] cennﬁﬂgggg??mnn
1 3,5 () 0,03 () 0,05 (-) 10
2 85+ 0,03 () 0,05 (-) 10
3 3,5 () 0,3 (+) 0,05 (-) 10
4 85(%) 0,3 (+) 0,05 (-) 10
5 3,5 () 0,03 () 0,2 (+) 10
6 85+ 0,03 () 0,2 (+) 10

7 3,5 (-) 0,3 (+) 0,2 (+) 10
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Tabela 7 - Matriz de Planejamento Fatorial Completo 24. (Concluséo).

Ensaios pH  [PAN] (mmol LY [TritogA)))('ll“] Centrﬁirggga‘;e(mm)
8  85(+ 0,3 (+) 0,2 (+) 10
9 35 () 0,03 () 0,05 () 20
10 85(%) 0,03 () 0,05 () 20
11 35() 0,3 (+) 0,05 () 20
12 85(%) 0.3 (+) 0,05 () 20
13 35() 0,03 () 0,2 (+) 20
14 85(%) 0,03 () 0,2 (+) 20
15 35() 0,3 (+) 0,2 (+) 20
16 85(%) 0,3 (+) 0,2 (+) 20

Fonte: Elaborada pela autora.

4.7.2 Planejamento Box-Behnken

ApOs avaliacdo das variaveis significativas, a otimizagdo do método foi
realizada através da metodologia de superficie de resposta, baseada na modelagem
por minimos quadrados, utilizando Planejamento Box-Behnken para trés variaveis
independentes. As variaveis estudadas foram: o pH de complexacdo, a
concentragdo do surfactante (Triton X-114) e a concentragéo do complexante (PAN).
Esses fatores foram estudados em diferentes niveis escolhidos com base no
resultado do planejamento fatorial completo realizado. O procedimento usado foi o

mesmo apresentado no subitem 4.4.

Foram escolhidos trés fatores, realizados 12 ensaios, todos em duplicata
para estimar o erro experimental e o ponto central foi realizado em triplicata. A fim de
evitar a distorcdo estatistica dos resultados, a ordem de realizagdo dos
experimentos foi aleatoria. A Tabela 8 representa a matriz de planejamento utilizada,

“ N

sendo indicado por “-” 0 nivel minimo e “+” o nivel maximo dos fatores e “0” o ponto
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central. O ponto central para cada varidvel foi & média aritmética entre os niveis

maximo e minimo de cada variavel.

Tabela 9 - Fatores e niveis utilizados no Planejamento Box-Behnken.

Ensaios pH [PAN] (mmol L) [Triton X-114] (%)
1 3,5 () 0,008 (-) 0,125 (0)
2 6,5 (+) 0,008 (-) 0,125 (0)
3 3,5 () 0,30 (+) 0,125 (0)
4 6,5 (+) 0,30 (+) 0,125 (0)
5 3,5 () 0,154 (0) 0,05 (-)
6 6,5 (+) 0,154 (0) 0,05 (-)
7 3,5 () 0,154 (0) 0,2 (+)
8 6,5 (+) 0,154 (0) 0,2 (+)
9 5 (0) 0,008 (-) 0,05 (-)
10 5 (0) 0,30 (+) 0,05 (-)
11 5 (0) 0,008 (-) 0,2 (+)
12 5 (0) 0,30 (+) 0,2 (+)
13 5 (0) 0,154 (0) 0,125 (0)
14 5 (0) 0,154 (0) 0,125 (0)
15 5 (0) 0,154 (0) 0,125 (0)

Fonte: Elaborada pela autora

4.8 Fator de pré-concentragcéao

A fim de avaliar a eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo do ferro

foram construidas duas curvas analiticas de calibracdo, sem e com pré-
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concentragcdo para o ferro. O fator de pré-concentragcdo (FE) real foi determinado
com base na relacédo entre as inclinacdes das curvas de calibracdo (FERREIRA et
al., 2000), Equacao 4, e comparado com o fator de concentracéo tedrico, definido

como a razao entre o volume da solucdo usada e o volume da fase rica.

—bp
FE = — ©)

Onde:
bp = coeficiente angular da curva de calibracdo com a etapa de pré-
concentracao;
bs = coeficiente angular da curva de calibracdo sem a etapa de pré-

concentragéo.

A avaliacao entdo é feita com base no aumento da resposta do detector e
ndo no aumento da concentracdo verdadeira. No entanto, os valores de FE
deduzidos concordardo com o valor verdadeiro, se as condicBes analiticas
caracteristicas, que incluem a resposta do detector, permanecerem as mesmas para

as duas curvas de calibragéo.

Na preparacao da curva de calibracdo com pré-concentracdo, a solucéo
padrao de referéncia foi preparada a partir da solu¢éo de cloreto de sédio 0,17 mol
Lt adicionando-se ferro, em uma mesma solucéo, em faixas de concentragdo entre
0,025 a 0,40 mg L* Foram tratadas como se fossem amostras, seguindo a
metodologia otimizada, tanto estas solu¢cdes como o branco, composto somente por
solucédo de cloreto de sédio 0,17 mol L. Para a elaboracéo da curva de calibragdo
sem pré-concentracdo fez-se todo o procedimento analitico utilizando somente a
solucéo de NaCl 0,17 mol L como amostra e a adicdo do ferro, de modo a obter

solucdes com faixa de concentracdo de 1 a 7 mg L Fe.
4.9 Validacao da metodologia

Definidas as melhores condi¢cdes para as variaveis que afetam a extracao

e pré-concentracdo de ferro por ponto nuvem, foram avaliadas algumas
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caracteristicas analiticas para o método proposto como, linearidade, preciséo,
exatidao e limites de deteccéo e quantificagéo.

49.1 Linearidade

A linearidade da curva analitica, construidas na solucdo salina

0,17 mol L-l, foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo (R) proveniente da
andlise de regressao linear. Visando avaliar a qualidade e consequentemente a
validade da equacdo de regressdo linear, fez-se a Andlise de Variancia (ANOVA).
Além disso, aplicou-se o teste t de Student visando avaliar a significancia estatistica

dos coeficientes angular e linear da equacgao que representa a curva analitica.

4.9.1.1 Teste de validacdo da analise de regressédo linear (significancia da

regressao)

A fim de comprovar a significancia da curva analitica, comparou-se o valor
de Fcalculado (EQuacéo 5), com o valor de Feritico tabelado, no nivel de confianca de 95
% (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

M
F = QRegr

== 5
MQResid ©)

Onde:

MQgegr = Média dos quadrados da regresséo;

MQp,sig = Média dos quadrados do residuo;

A comparacao é realizada baseada em duas hipoteses: Fcalculado = Feritico €

Fcalculado < Feritico.

» Se Fcalculado 2 Feritico, S€ aceita no nivel de confianga estabelecido, que a # 0,
sendo assim a inclinacdo da reta da regressdo nao € nula, nesse caso a

regressao € significativa.

» Se Fcalculado < Feritico, NA0 h& indicacao de existéncia de relacéo linear entre as

variaveis x e y, nesse caso ndo tem sentido utilizar a regresséao.
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4.9.1.2 Teste de significancia dos parametros de calibracao

A avaliacdo da significAncia dos pardmetros estatisticos (coeficiente
angular (a) e linear (b)) nas curvas analiticas foi realizada mediante uso do teste t de
Student. De modo que para que 0 parametro seja estatisticamente significativo, a
razao entre o valor do parametro e o desvio (Equagdes 6 e 7) deve ser maior que 0
valor tabelado para o t de Student (DANZER; CURRIE, 1998; NETO; PIMENTEL;
ARAUJO, 2002; LIGIERO et al., 2009).

_a
tcalculado - S_ (6)
a
b
Cecalculado = g (7)

Onde:

a = coeficiente angular;
b = coeficiente linear;
S, = desvio do coeficiente angular;

S} = desvio do coeficiente linear;

4.9.2 Limite de deteccgao (LD) e Limite de quantificagéo (LQ)

A sensibilidade foi avaliada por meio da estimativa de parametros do
limite de deteccéo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ) definidos respectivamente
pelas Equacdes 8 e 9 (IUPAC).

LD = B.Z (8)

LQ =10.= 9)
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Onde:
0 = desvio padrao de 10 medidas consecutivas do branco (solucéo de cloreto

de sbédio 0,17 mol L* que passou pelo processo de extracdo em ponto

nuvem);

a = coeficiente angular médio de trés curvas analiticas.

4.9.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade, onde
foram expressas através do Coeficiente de Variacdo (CV, %) (Equacdo 10). A
precisdo do método, em termos de repetitividade foi executada procedendo-se a
extracdo e analise das amostras fortificadas. Foram realizadas trés extracbes em
cada nivel de fortificagédo (0,05; 0,10 e 0,20 mg L?), contemplando o intervalo linear
do método.

CV (%) = - .100 (10)

XRilw

Onde:

S = estimativa do desvio padrdo das medidas;

X= concentracdo média;
4.9.4 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada em funcdo dos ensaios de
recuperacao, os ensaios foram conduzidos conforme as recomendacdes da ANVISA
(ANVISA, 2003). Os ensaios de recuperagdo foram conduzidos por meio de
fortificacdo de amostra de 4gua de producdo em trés niveis de fortificacdo (0,05;

0,10 e 0,20 mg L), de modo que cada nivel de fortificacado foi extraido em triplicata.
4.10 Avaliacéo do Efeito Matriz

A avaliagdo da possivel existéncia de efeito matriz causado pelos
componentes oriundos da matriz foi executada mediante comparacdes entre as
inclinacdes das curvas analiticas preparadas na solucdo salina 0,17 mol L' e na

amostra de agua de producéo. O calculo da magnitude do efeito matriz foi executado
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por meio da Equacdo 12 (MARTINS, 2010; ORSO, 2011; SALVIA; CREN-OLIVE;
VULLIET, 2013):

Onde:

X1—X;

Efeito Matriz (%) = .100 (12)

2

X, = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucbes analiticas de ferro,
preparadas na matriz;

X,= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solu¢des analiticas de ferro,
preparadas em solucgéo salina 0,17 mol L;
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Espectros de absorcéo

Os ions metalicos para serem separados e pré-concentrados através da
técnica de EPN devem formar primeiramente um complexo com hidrofobicidade
suficiente para serem extraidos para as micelas. Isto acontece porque, para ser
capturado no nucleo das micelas, o qual também € altamente hidrofébico, faz-se
necessario a formacdo de uma espécie sem carga. Sendo assim, a eficiéncia da
extracdo esta diretamente relacionada a formacdo do complexo (QUINA; HINZE,
1999).

Entre os complexantes que tém sido amplamente utilizados para a
extracdo em ponto nuvem, 0s corantes azo merecem atencéo especial devido a sua
capacidade de formar complexos hidrofébicos com diversos ions metalicos, formar
complexos coloridos estaveis e apresentar baixo custo. Dentro desse grupo destaca-
se 0 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), Figura 6. A unidade —N=N- refere-se ao grupo
azo e é o0 responsavel pela cor desses compostos. Esses corantes sao
considerados ligantes tridentados e formam quelatos com os ions metalicos atraves
do &tomo de oxigénio do grupo orto-hidroxila, atomo de nitrogénio da piridina e um
dos atomos de nitrogénio do grupo azo. Em determinacdo de ferro em amostras
ambientais, o PAN se apresenta como um 6timo complexante, sendo mais seletivo,
pois ndo forma complexos com os metais alcalinos e alcalino terrosos, Ge(lV), As,
Se e Te (PYTLAKOWSKA; KOZIK; DABIOCH, 2013).

Figura 6 - Representa¢do da estrutura quimica do complexante PAN.

= N—/—N

HO

Fonte: Elaborada pela autora.
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A fim de investigar o comprimento de onda de maxima absor¢cdo do
complexo Fe-PAN, realizou-se um espectro de absor¢cdo do complexo em pH 4,0
(Figura 7), a partir do qual foi identificado o comprimento de onda de maxima

absorcgao de radiacao (Amax).

Figura 7 - Espectros de absorcdo dos complexos de ferro com PAN e espectro da solugdo branco.
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Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com o espectro de absorcao apresentado, o complexo formado
com o ferro apresenta maximo de absorcao na regido de 555 nm. Assim sendo, esse
foi o comprimento de onda escolhido para a realizacdo do estudo cinético do
complexo Fe-PAN.

5.2 Definicdo do tempo de complexacéao

A velocidade de formacdo dos complexos € um parametro que deve ser
considerado para maximizar a eficiéncia de extracdo, pois a adicdo do surfactante
no processo de EPN s6 deve ocorrer depois de completada a reacdo de
complexacao entre o analito e o agente complexante. Visto que algumas reacdes de
complexacao necessitam de um tempo para se completarem e atingirem o equilibrio,
foi realizado um estudo para definicho do tempo da reagdo de formacgédo do
complexo Fe-PAN. Para isso, a absorbancia da reacdo de complexacédo Fe-PAN foi
monitorada por 30 min, gerando o grafico ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 - Curvas de absorbancia x tempo para a reacdo de complexacdo de ferro com o PAN.
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Fonte: Elaborada pela autora.

E possivel observar que a reacdo de complexacdo entre o PAN e o ferro
atinge o equilibrio em torno de 20 min. Dessa maneira, durante os procedimentos de
extragcdo de ferro por EPN, empregou-se o tempo de 20 min na etapa de

complexacao entre o ferro e o PAN.
5.3 Estudo da otimizacdo da metodologia de EPN de Fe
5.3.1 Planejamento Fatorial Completo

No desenvolvimento de métodos que utilizam a extragdo em ponto huvem
(EPN), deve-se avaliar o efeito de diversos parametros operacionais, tal como
propostos por Bezerra e colaboradores (2006). Para estudar o efeito de qualquer
fator sobre a resposta € necessario fazé-lo variar e observar o resultado dessa
variagdo. Isto implica na realizagdo de ensaios em pelo menos dois niveis desse

fator (méximo e minimo).

Assim, para avaliar a influéncia de alguns fatores na extragdo de Fe
através da EPN, um planejamento fatorial completo foi aplicado na avaliacdo dos
seguintes fatores: pH, concentracdo do complexante PAN, concentracdo do
surfactante Triton X-114 e tempo de centrifugacdo. O resultado da andlise de
variancia (ANOVA), admitindo-se um nivel de confianca de 95 % e considerando-se

a resposta como a absorbancia gerada na medida do Fe por FAAS, esta
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representado em um grafico de Pareto (Figura 9). Para podermos comparar 0s
efeitos e avaliar quais sdo os mais significativos, ou seja, os efeitos que exercem
influéncia na eficiéncia da extracdo, o comprimento das barras é proporcional ao

valor absoluto dos efeitos estimados.

Figura 9 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Através da analise do gréafico de Pareto (Figura 9), avaliaram-se quais 0s
fatores sado significativos, além disso, observaram-se quais as interacbes entre as
variaveis foram significativas, indicando que uma avaliacdo individual das variaveis
(otimizacd@o univariada) ndo € apropriada para o0 método uma vez que esse tipo de

otimizacao nédo fornece informacgdes sobre as interacoes.

Conforme pode ser observado no grafico acima, o efeito das interacdes
entre pH e concentracdo do complexante PAN é significativo, provavelmente devido
a influéncia do pH de complexacéo na resposta final. A separacdo do ion metalico
através da EPN envolve a formacdo prévia de um complexo com hidrofobicidade
suficiente para ser extraido pelo surfactante. O PAN pode-se apresentar nas trés
formas quimicas ilustradas na Figura 10, envolvidas no comportamento acido-base,
sendo que a presenca de cada espécie é uma funcdo do pH. As reacdes entre PAN
e 0s ions metalicos ocorrem numa faixa de pH compreendida entre 2,5 e 12, na qual

0 mesmo encontra-se na forma neutra (PONCE, 1995). Segundo Shibata a faixa de
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pH compreendida entre 4,0 e 8,0 seria a mais favoravel para complexacao do Fe(lll)
com o complexante PAN. A formacdo do complexo ocorre preferencialmente em

uma faixa determinada de pH, o que justifica o resultado encontrado.

Figura 10 - Formas quimica envolvidas no equilibrio acido-base do PAN

v D O—n O
l_l_/ —y—— \' ——— \‘[

" “N=N N N=N N N=N
H

HO HO 0
pH<2,5 pHentre25e12 pH >12

Fonte: Adaptada de PONCE (1995).

A interacdo entre o pH e a concentracdo do surfactante Triton X-114 é um
fator cujo efeito € bastante significativo (Figura 9), o que ja era esperado pois, como
ja foi mencionado, o analito em estudo sO interagira com o agregado micelar na
forma de um complexo hidrofébico, o que por sua vez tem sua completa formacao

dependente do pH do meio.

Através da avaliacao do grafico de Pareto, podemos inferir que o pH é um
fator critico na EPN de ferro que afeta tanto a reacdo entre ions metélicos e
moléculas do complexante e a estabilidade do complexo metalico na fase rica em

surfactante.

A interacdo da concentracdo de PAN e da concentracdo do Triton X-114
gerou um efeito negativo significativo. Segundo Nascentes e Arruda (2003), deve-se
evitar uma concentracdo muito alta de complexante, pois uma quantidade excessiva
de complexante ocasiona uma redugdo do fator de pré-concentragdo, devido a
competicdo entre as moléculas livres de complexante e o complexo hidrofébico

formado com o metal pela interacdo com o surfactante.

A concentracdo do PAN gerou um efeito significativo negativo de menor
intensidade. Segundo Shibata (1961) a estequiometria da reacéo entre Fe(lll)-PAN

sera 1:2. O complexante exerce influéncia na pré-concentragdo porque ele é



61

responsavel pela formagdo do complexo metalico hidrofobico que ira se unir as
micelas do surfactante. A concentracdo do agente complexante deve ser suficiente
para complexar todos os metais de interesse e compensar a complexacao de alguns
ions interferentes que possam existir na amostra (STALIKAS, 2002). Contudo, como
ja foi mencionado, altas concentra¢des podem formar complexos com carga e dessa
forma interferir na extragéo, que ocorre preferencialmente no nucleo hidrofébico das
micelas (SILVA; FRESCURA; CURTIUS, 2000). Desse modo, os resultados
indicaram que menores valores de concentracdes de complexante devem ser

estudadas a fim de melhorar a extracao do Fe(lll).

No intervalo escolhido da concentragédo do surfactante Triton X-114 (0,05
- 0,20 %), a variavel apresentou efeito principal ndo significativo (Figura 9), porém, a
interacdo entre concentracdo de Triton X-114 e concentracdo de PAN mostrou-se
bastante relevante. Para altas concentracdes de surfactante ha4 um decréscimo no
sinal analitico, uma vez que com aumento da quantidade de surfactante ocorre
também um aumento no volume da fase rica, fazendo com que o Fe(lll) complexado
esteja distribuido em um volume maior. Entretanto, para baixas concentracdes de
Triton X-114 a quantidade de micelas formadas pode ser insuficiente para extracao
quantitativa do complexo formado o que acarreta em uma baixa eficiéncia de pré-
concentracdo. O estudo da concentracdo do surfactante € necessario porque esse
precisa estar acima da CMC e em quantidade suficiente para extracdo quantitativa
do complexo formado. Sendo assim, para otimizacdo do sistema manteve-se as

mesmas concentracdes de surfactante empregadas neste estudo.

O tempo de centrifugagcdo ndo pode ser considerado um efeito
significativo sobre a resposta. Esta conclusdo confirma os resultados apresentados
por Frankewich e Hinze (1994) e Silva e colaboradores (1997), onde foi observado
um aumento insignificante no fator de pré-concentracdo a partir do aumento do
tempo de centrifugacdo. Dessa forma, o tempo de centrifugacdo de 10 minutos foi

escolhido para os ensaios posteriores.

No procedimento de EPN de Fe, a etapa de aguecimento ocorreu a uma
temperatura de 40 °C, durante 30 min, essas variaveis nao foram estudadas porque
ja foram empregadas em trabalhos anteriores para determinacdo de metais em

aguas de producédo envolvendo o surfactante Triton X-114, entre os quais podemos
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citar Bezerra et al., (2007). A temperatura usada no aquecimento foi acima da
temperatura de ponto nuvem do Triton X-114, contudo, de acordo com Frankewich e
Hinze (1994), um fator maior de pré-concentracdo € alcancado quando a extracéo
no ponto nuvem é realizada a uma temperatura acima da temperatura do ponto
nuvem. Safavi e colaboradores (2004) afirmam que o aumento da temperatura de
aquecimento diminui o volume do surfactante aumentando o fator de pré-

concentracao.

ApoOs a separacao das fases, a fase rica em surfactante se apresentou
muito viscosa e com volume insuficiente para detecgéo por FAAS, por isto a fase rica
foi diluida para 5 mL com solugcdo de etanol acidificada com HNOs. Com esse

procedimento, adequou-se a viscosidade da amostra a técnica de FAAS.
5.3.2 Planejamento Box-Behnken

Tendo por base os resultados obtidos no planejamento fatorial completo,
foi realizada uma segunda etapa de otimizacdo do método por uma metodologia de
superficie de respostas com o auxilio do planejamento Box-Behnken objetivando
otimizar as variaveis independentes (pH, concentracdo de PAN e concentracdo de
Triton X-114). Realizou-se 15 experimentos em duplicata, para avaliar a melhor
condicdo a ser empregada na pré-concentracdo de Fe por EPN. A escolha do
intervalo para cada variavel foi baseada na significancia de cada uma de acordo com

o resultado do planejamento fatorial completo.

O planejamento Box-Behnken permite modelar matematicamente a
resposta analitica em funcéo das varidveis estudadas. Uma equacdo quadratica é
gerada, da qual se obtém um ponto critico, que pode ser de maximo, minimo ou de
sela. Esta verificacdo também pode ser feita visualmente através da superficie de

resposta obtida.

Inicialmente as variaveis envolvidas foram pH na faixa de 3,50 - 6,50;
concentracdo do agente complexante PAN na faixa de 0,008 - 0,200 mmol L* e

concentracdo do surfactante Triton X-114 na faixa de 0,05 - 0,20 % m v!

O planejamento Box-Behnken realizado resultou em 3 superficies de

resposta, relacionando-se os parametros dois a dois. Nas Figuras 11, 12 e 13
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encontram-se as superficies de resposta tridimensionais geradas a partir do modelo

ajustado.

Figura 11 - Superficie de resposta da etapa de otimizacdo, pH versus concentracdo de PAN,

mantendo-se a variavel concentracédo de Triton X-114 em 0,15 % m v1.

441702 5877a.02 7 336a.02 7186002 103
SOCee———
. N
N
~ "}
-
~ N
S
-
—_— N
g —
=" A
-~ ~ \\\
=~
F R
N
= N
o,
A i
N
\
>
=\ S
N\ g
\ et
\ P f
\ P
B 05\ e o
- \, P
\ e S
"—‘__ -

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 12 - Superficie de resposta da segunda etapa de otimizagdo, pH versus concentracdo de

Triton X-114, mantendo-se a variavel concentracdo de PAN em 0,104 mmol L.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 13 - Superficie de resposta da segunda etapa de otimizagdo, concentracao de Triton X-114

versus concentracdo de PAN, mantendo-se a variavel pH em 5.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As relagbes entre as varidveis pH, concentracdo de agente complexante
PAN, concentracdo de surfactante Triton X-114 e sinal analitico (Abs) estédo
descritas pela Equacao 13. Os valores calculados através desta equacéo estdo em
concordancia com os valores encontrados, apresentando coeficiente de correlacao
igual a 0,9560.

Abs = 0,107 — 1,9 x 10 2pH — 1,4 x 10~2[pH]? + 5,4x 1072 PAN - 3,1 x 10~3[PAN]?
+2,1x 1072[TX — 114] — 4,4x 1073[TX — 114]®> — 1,3 x 10~3[pH][PAN]
— 8,7 x 1074[pH][TX — 114] + 1,6 x 10"3[PAN][TX — 114]
(13)

Nas Figuras 11 e 12 pode-se visualizar a influéncia do pH, que afeta tanto
a reacao entre o ferro e o agente complexante quanto a extracdo do complexo
metalico formado para a fase rica em surfactante, confirmando as informagfes do
grafico de Pareto. As Figuras 11 e 12 apresentam o pH com um maximo relativo
nestas funcées nos valores de 3,50 a 5,00. Observou-se também que a faixa de
concentracdo escolhida para o complexante PAN ndo apresentou uma regido de
maximo e minimo bem definida, consequentemente a faixa de concentracao
escolhida do Triton X-114 apresentou 0 mesmo comportamento pois para extracao
do ferro pelo surfactante se faz necessario a formacédo de um complexo hidrofébico,
sendo assim, necessario um estudo em diferentes faixas de concentracdo a fim de

melhorar a extragcéo do ferro.

Na Figura 13 é observado que para altas concentracdes de surfactante ha
um decréscimo no sinal analitico uma vez que com aumento da quantidade de
surfactante ocorre também um aumento no volume da fase rica, fazendo com que o
ferro complexado esteja distribuido em um volume maior. J& para baixas
concentracbes de Triton X-114 a quantidade de micelas formadas pode ser
insuficiente para extracdo quantitativa do complexo formado o que acarreta em uma
baixa eficiéncia de pré-concentracdo. Baixas concentracbes de surfactantes sao
importantes para um aumento da eficiéncia da pré-concentracdo. Todavia, o volume
deve ser variado em fungdo da solubilidade do agente complexante, da reacao
produzida e do volume adequado para a analise (STALIKAS, 2002). Logo para 0s
proximos ensaios decidiu-se manter a mesma faixa de concentragdo do surfactante
Triton X-114.
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Desse modo, visando a otimizacdo do método proposto, realizou-se um
segundo ensaio de otimizagdo através de metodologia de superficie de resposta
com o auxilio do planejamento Box-Behnken envolvendo as mesmas trés variaveis,
onde, manteve-se a mesma faixa de pH (3,50 - 6,50) e a concentracdo do
surfactante Triton X-114 (0,05 - 0,20 %) variando apenas a concentragao de PAN
na faixa de 0,008 - 0,300 mmol L. Decidiu-se por variar apenas a concentracéo de
PAN, pois nos estudos anteriores ndo se visualizou uma regido o6tima (condicao
otimizada) na faixa escolhida da concentracdo de PAN. Nas Figuras 14, 15 e 16
estdo representadas as superficies de respostas obtidas neste novo experimento

com regides de maximos e minimos bem definidas.

Figura 14 - Superficie de resposta da segunda etapa de otimizagdo, pH versus concentracdo de

Triton X-114, mantendo-se a variavel concentracdo de PAN em 0,154 mmol L1,
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15 - Superficie de resposta da etapa de otimizacdo, pH versus concentracdo de PAN,

mantendo-se a variavel concentracdo de Triton X-114 em 0,15% m v-1,

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 - Superficie de resposta da segunda etapa de otimizagdo, concentracdo de Triton X-114

versus concentracdo de PAN, mantendo-se a variavel pH em 5,00.

Fonte: Elaborada pela autora.
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As relacbes entre as variaveis pH (pH), concentracdo de agente
complexante (PAN), concentracdo de surfactante (TX-114) e sinal analitico (Abs)
estdo descritas pela Equacdo 14. Os valores calculados através desta equacao
estdo em concordancia com os valores encontrados, apresentando coeficiente de

correlacao igual a 0,9483.

Abs = 0,109 — 9,2 x 103pH — 8,0 x 10"2[pH]? + 6,9x 1073 PAN - 1,4 x 10"2[PAN]?
—0,121[TX — 114] — 3,9x 1073[TX — 114]% — 3,5 x 10~3[pH][PAN]
— 1,5 x 10-3[pH][TX — 114] + 1,2 x 10"3[PAN][TX — 114]
(14)

Apds 0 novo estudo das variaveis visualizamos nas Figuras 14, 15 e 16
condigcbes de minimos e maximos bem definidos, podendo assim otimizar as

melhores condi¢des para a maxima extracao de ferro através da EPN.

Na Figura 15 observou-se um decréscimo na absorbancia de Fe com um
aumento da concentracdo de PAN, tal fato é decorrente de um decaimento na
eficiéncia da formacgdo do complexo PAN-Fe na faixa ideal do pH. A eficiéncia da
EPN depende da hidrofobicidade do complexo formado. A aplicacdo do modelo
matematico indica a presenca de ponto de sela, este foi utilizado como valores
otimos. Sendo assim, os valores otimizados para variaveis pH, concentracédo de PAN

e concentragéo de Triton X-114 estédo descritos na Tabela 9.

Tabela 10 - Pardmetros otimizados para a determinacéo de ferro através do método proposto.

pH [PAN] (mmol LY) [Triton X-114] (% m v?Y)

4,50 0,16 0,09

Fonte: Elaborada pela autora.

Estes valores otimizados foram entdo utilizados nos préximos ensaios de

EPN para determinacao de ferro em 4gua de producao.

Na Figura 17 podem ser visualizadas trés etapas da extracdo e pré-
concentracdo dos metais no ponto nuvem nas condi¢cdes otimizadas: formacao do

complexo, ponto nuvem e separagdo das fases isotropicas.
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Figura 17- Etapas do processo de EPN do ferro nas condi¢des otimizadas usando PAN como agente

complexante e Triton X-114 como surfactante. Onde (a) € a amostra com a adicdo do PAN, (b)

formagé&o do ponto nuvem e (c) separacao das fases isotropicas.

(@) (b) (c)

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Fator de pré-concentracao

O volume de amostra utilizado na EPN de ferro foi de 45 mL e o volume
final da solugéo foi de 5 mL. A partir da razdo entre os volumes inicial e final
podemos calcular o fator de pré-concentracdo teérico de analise, que neste caso

corresponde a aproximadamente 10 vezes.

Para avaliacdo da eficiéncia real da pré-concentracdo, o fator de pré-
concentragdo (FE) foi determinado pela construcdo de curvas analiticas de
calibracdo, uma pré-concentrada, preparada a partir de solugdes de ferro na faixa de
0,10 - 0,40 mg L que passaram pelo procedimento de EPN utilizando as condicdes
otimizadas e outra sem pré-concentracdo preparada a partir de solucdes de ferro na
faixa de 1,00 - 7,00 mg L%, as medicdes de absorbancia de ferro em ambas as
curvas foram realizadas no FAAS. Uma aproximacdo do FE é aceita pela sua
definicdo como a razéo dos coeficientes angulares das curvas de calibragdo com e
sem a pré-concentracdo (STALIKAS, 2002). Na Tabela 10 encontram-se as

equacdes da reta e o FE calculado.
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Tabela 11 - Equagfes das curvas analiticas e o fator de pré-concentragdo encontrado.

Curva analitica com pré- Curva analitica sem preé- e
concentracéo concentracéo
y = 0,450x + 0,0073 y =0,047x + 0,0217
9,6
(R =0,9975) (R =0,9945)

Fonte: Elaborada pela autora.

O FE calculado foi de 9,6 estando proximo ao FE real (Tabela 10)

provando que a pré-concentracdo de Fe utilizando a EPN foi eficiente.
5.5 Validag&o da metodologia

A validacdo de um procedimento analitico tem a finalidade de comprovar
gue o mesmo é adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0s parametros de
validacdo avaliados atendem aos critérios de aceitacdo preconizados. Visa ainda
garantir a qualidade metrolégica dos resultados analiticos, conferindo-lhes

rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para a tomada de decisdes.

Os parametros analiticos normalmente determinados na validacdo de
métodos analiticos sao: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
precisdo e exatiddo. Estes termos sao designados como parametros de
desempenho analitico, caracteristicas de desempenho ou figuras analiticas de
mérito (ANVISA, 2003; INMETRO, 2011).

5.5.1 Validagao da curva analitica e linearidade

Utiliza-se a analise por regressdo linear para avaliar a calibracao
instrumental e suas incertezas associadas. Esta é frequentemente utilizada para
indicar o0 quanto a reta pode ser considerada adequada. Os calculos estatisticos sédo
utilizados com o propdsito de aprimorar os julgamentos relacionados a qualidade de
medidas experimentais (COSTA,; OLIVEIRA; LUNA, 2006; SKOOG et al., 2013).

De posse dos resultados obtidos neste estudo provenientes do processo
da EPN de Fe e a quantificacdo deste por FAAS em solugdo salina 0,17 mol L?,

plotou-se as concentragcdes conhecidas (x), contra as respostas do FAAS
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(absorbancia) (yi). Desse modo, construiu-se uma curva de calibragdo que melhor
representa o conjunto de pontos obtidos (i, yi), onde obteve-se mediante o uso do
método dos minimos quadrados a equacao que fornece a melhor linha reta entre o
conjunto de pontos (i, yi). Por meio do método dos minimos quadrados, obtém-se
os valores dos parametros a (coeficiente angular) e b (coeficiente linear), além disso,
calcula-se o coeficiente de correlacéo linear (R) (CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG, 2001,
SKOOG et al., 2013). A Figura 18 ilustra o gréfico da curva de calibracdo de Fe no

processo de EPN.

Figura 18 - Curva de calibracdo do Fe no processo de EPN.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O processo de validacdo da curva de calibracdo foi iniciado com o
parametro de linearidade acompanhado da analise estatistica da curva, visando
garantir a linearidade da curva de calibracdo. Tal parametro € sugerido pelo
INMETRO e pela ANVISA para a validagdo de métodos analiticos (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2011). Os resultados obtidos para curva analitica utilizando padréo

externo na EPN estéo representados na Tabela 11.
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Tabela 12 - Resultados obtidos para a curva analitica.

Intervalo linear

Amostra Equacédo (y =ax +b) R (mg L)

Solucéo salina 0,17 mol L? y = 0,4597x + 0,0044 0,9976 0,02-0,40

Fonte: Elaborada pela autora.

O valor do coeficiente de correlacédo (R) da curva analitica construida por
padréo externo (solucéo salina 0,17 mol L) foi adequado, considerando que é maior
que 0,99 (Tabela 11), estando de acordo com as orientacbes da ANVISA e do

INMETRO que recomendam R igual a 0,99 e acima de 0,90, respectivamente.

No que diz respeito a faixa linear, ou seja, intervalo que melhor
compreende a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito, observa-se que o intervalo linear adequado
estda compreendido entre 0,02 a 0,40 mg L.

O conceito estatistico de R em muitas vezes € mal interpretado e utilizado
como critério de aceitacdo da linearidade da regresséo por alguns analistas, quando
utilizado em analise quimica. Ainda que se observem os altos valores de R, ou seja,
proximos de um, porém abaixo de 0,99, € possivel que a curva de calibracédo
apresente erros determinados. Um valor de R igual a 0,99 (isto é, R? = 0,98) é
obviamente muito alto, porém significa apenas que 98 % da variacdo total em torno
da média foi explicada pelo modelo, logo é possivel que os 2 % restantes estejam
concentrados em uma Unica porcao da curva, e isso indicaria uma falta de ajuste do
modelo. Sendo assim, deve-se verificar a significancia da regressao por meio de
testes estatisticos de comparacdo de variancias, tais como o teste F (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

5.5.1.1Teste de validacdo da analise de regressao linear (significancia da regresséao

linear)

Uma regressao significativa é aquela na qual a variacdo nos valores de y
decorrentes da relacdo linear prevista € grande quando comparada com aquela

devido ao erro (residuos). Dessa maneira, basta comparar os valores de Fcalculado €
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Feriico, onde um grande valor de Fcalculado indica que a regressdo € altamente
significativa (PIMENTEL; NETO, 1996; SKOOG et al., 2013). Na Tabela 12

observamos o teste de linearidade da curva analitica proveniente da EPN.

Tabela 13 - Teste de linearidade das curvas analiticas.

F calculado F critico Teste F

835,89 6,39 Fcalculado > Feritico

Fonte: Elaborada pela autora.

Sendo assim, a indicacdo da existéncia de relacdo linear entre as
variaveis x e y foi altamente significativa, dado o elevado valor de Fcaiculado (Tabela
12).

5.5.1.2 Teste de significancia dos parametros de calibragao

Idealmente as curvas de calibracdo deveriam passar pela origem,
entretanto, tal fato ndo foi observado para as curvas analiticas obtidas neste estudo.
Desta forma, levou-se em consideracdo o valor dos desvios referentes a cada
parametro das equacdes das retas (coeficientes lineares e angulares) (LIGIERO et
al., 2009). Além disso, a importancia da realizacdo dos testes estatisticos para os
parametros das curvas analiticas esta relacionada com o fato de que se os testes
forem negligenciados, serao feitas estimativas erroneas da concentracédo do ferro,
dado que os parametros associados as equacfes que representam as curvas

analiticas podem néao ser significativos estatisticamente.

Sendo assim, € recomendado realizar o teste t, onde o valor de tcaiculado
para os parametros foi comparado com o valor de teritco tabelado, para o nivel de
confianca de 95 % e o numero de graus de liberdade (GL) é dado por GL = N — 2,
sendo N o numero de pontos das curvas. Quando tcritco € maior do que tcalculado @
hipotese de que o desvio é insignificante estatisticamente & aceita, sendo o
parametro de calibracdo excluido da equacéo da curva analitica para o calculo das

concentracbes dos analitos (LIGIERO et al.,, 2009). A Tabela 13 contém os
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resultados do teste estatistico de significAncia dos parametros das curvas de

calibracéo na solucéo salina 0,17 mol L.

Tabela 14 - Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das curvas de calibracao.

) Desvio Curva
Parametro Valor padrdo  tcalculado teritico Teste t analitica
(s) corrigida
Coeficiente
0,4597 0,0159 28,91 tea>terit
angular (a)
278 y = 0,4597x
Coeficiente
. 0,0044 0,0036 1,24 teal<terit
linear (b)

Fonte: Elaborada pela autora.

O resultado da analise estatistica do parametro da curva analitica (Tabela
13) evidencia que o coeficiente angular é significativo (tcaiculado > teritico), POr outro
lado, o coeficiente linear ndo apresenta significancia estatistica (tcaiculado < teritico).
Sendo assim, o coeficiente linear da curva preparada na solucéo salina 0,17 mol L
foi desconsiderado na equacao, de modo que a equacgédo corrigida estatisticamente

esta exibida na Tabela 13.
5.5.2 Limite de deteccédo (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da
substéancia em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. Por outro lado,
o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida com preciséo e exatidao aceitaveis (IUPAC). Na Tabela

14 séo apresentados os valores referentes as estimativas do LD e LQ.
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Tabela 15 - Limites de deteccéo e quantificacéo de ferro do método proposto.

Parametro Valor obtido (mg L)
Limite de Deteccéo (LD) 0,003
Limite de Quantificacédo (LQ) 0,010

Fonte: Elaborada pela autora.

O LD e LQ do método estdo abaixo do nivel de concentracdo de ferro
estabelecido pelo CONAMA. Deste modo, o método proposto se mostra viavel a

determinacao e quantificacdo de ferro em agua de producao.
5.5.3 Preciséao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade, onde o
resultado foi expresso por meio do coeficiente de variacao (CV, %). De acordo com
as orientacdoes do ANVISA, na avaliacdo de métodos analiticos € admitido um valor
méaximo de CV %, de 15 % (ANVISA, 2003). Dessa maneira, é observado que 0s

valores correspondentes a repetitividade estédo apresentados na Tabela 15.

Tabela 16 - Precisdo do método em termos de repetitividade.

Repetitividade (%)

0,05 0,10 0,20 oV
(mg LY (mg LY (mg LY )
1,14 0,59 0,33 0,67

Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de CV obtidos estdo dentro do limite recomendado para os
trés niveis de fortificacdo (0,05; 0,10 e 0,20 mg L1), menor que 15 %, vale salientar
ainda que o coeficiente de variacdo meédio (CVm) correspondente aos trés niveis de
fortificacao.
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5.5.4 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacédo, onde foi realizada a fortificacdo em trés niveis de concentracao (0,05;
0,10 e 0,20 mg L1), sendo um nivel baixo, um intermediario e um alto.
Posteriormente a fortificacdo, foi executado o método de extracdo seguida da
andlise por FAAS.

Na Tabela 16 sédo apresentados os resultados dos percentuais de
recuperacdo nos trés niveis de fortificacdo, além disso, pode ser observada a

recuperacdo media (Rm) referente aos trés niveis.

Tabela 17 - Percentuais de recuperacdo de Fe ap6s EPN em trés niveis de fortificagdo e Rm

associada aos trés niveis.

Recuperacéo (%)

0,05 0,10 0,20 R
(mg LY (mg L) (mg L) )
108,33 +1,23 104,41+ 0,62 92,01+ 0,31 101,58 + 8,52

Fonte: Elaborada pela autora.

De modo geral, é observado que o percentual de recuperacdo entre 0s
niveis de fortificacdo variou de 92 a 108 %, quando é considerado o percentual de
recuperacdo médio (Rm) o valor € de 101 %. Dentre os critérios estabelecidos pela
ANVISA para validacdo de métodos analiticos, a porcentagem de recuperacao
aceita para os niveis de concentracdo estudados é de 80 a 120 % (ANVISA, 2003).
Desse modo, quando séo considerados os percentuais de recuperacao média (Rm),

€ observado que o percentual estd de acordo com os parametros estabelecidos.
5.6 Avaliagcéo do Efeito Matriz

Para desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos de
matriz na analise devem ser levados em consideracdo, visando comprovar a

auséncia ou presenca do fendmeno sobre uma larga faixa de concentracdo do
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analito na matriz. Sabendo disso, foram concebidas curvas analiticas na matriz e na

solucéo salina 0,17 mol L.

O efeito de matriz comeca a exercer influéncia significativa nas analises quando o
resultado € maior que 10 % (ZROSTLYKOVA et al., 2001, apud ANDRADE, 2009). A
influéncia significativa do efeito matriz na quantificacdo de Fe por FAAS apds a EPN

esta ilustrada na Tabela 17.

Tabela 18 - Estudo do efeito matriz na quantificacdo de Fe por FAAS ap6s EPN.

Inclinacdo da curva Inclinacdo da curva

Analito padrdo externo adi¢éo de padréo

Efeito matriz (%)

Ferro 0,4597 0,5494 -16,33

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi verificada influéncia significativa do efeito de matriz, onde o efeito se
pronunciou de forma negativa, de modo que se o ferro for quantificado através da
curva analitica obtida na solucdo salina (padronizacdo externa), a concentracdo do

analito seria suprimida.

A Figura 19 ilustra a comparacéo visual das curvas analiticas preparadas
por adicdo de padrédo e padrao externo. Observando-se o coeficiente angular “a” da
equacdao da reta obtida por adicdo de padrdo apresenta maior sensibilidade do que a
curva preparada por padrédo externo (Tabela 17). Tal fato, associados com o0s
resultados do efeito de matriz, sugerem a utilizacdo das curvas analiticas

preparadas na matriz para a quantificacao do ferro.



78

Figura 19 - Comparacao visual entre as inclinagdes das curvas analiticas de Fe preparadas por
adicdo de padrdo e padréo externo.

0,25 &
s 02
(&)
£0,15 =
e
S 01
2
0,05
0
0 0,1 0,2 0,3
Concentracao de Fe (mg L)
¢padrao externo Madicdo de padréo

Fonte: Elaborada pela autora.

5.7 Andlise de amostras de 4gua de producéo

Apos a validacdo do método, o mesmo foi aplicado para quantificacao de
ferro na agua produzida na extracdo de petroleo. Realizou-se a quantificacdo de
ferro pela curva de padrao externo e pela curva de adicdo de padréo (Tabela 18). O
efeito matriz foi comprovado na diferenca entre as duas curvas, logo faz-se

necessario a quantificacéo pela curva de adicdo de padrao.

Tabela 19 - Resultados das analises de amostras de agua de producéo.

Método de Intervalo de

-1 . .
Quantificacao MOstra Fe(MI L) i nsianca (1C) 95 95 DESVI0 padréo (s)

~ 1 0,1403 0,0826 0,0092
Padréo
externo 5 <LD i )
Adicio de 1 0,1702 0,2991 0,0333
padrao 5 <LD i )

Fonte: Elaborada pela autora.
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Como pode ser verificado, a quantidade de ferro presente na Amostra 2
esta abaixo do limite de quantificacdo do método proposto. Por outro lado, na
Amostra 1 a quantidade de ferro estad abaixo do limite estipulado pelo CONAMA,
desse modo, com relacdo ao ferro a amostra estaria apta ao descarte. Todos o0s
resultados aqui apresentados estdo expressos como a meédia de trés determinacfes
acompanhadas de seus respectivos desvios padréo e do intervalo de confianca de
95 %.
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6 CONCLUSOES

O agente complexante PAN se mostrou eficiente na formacdo do
complexo hidrofobico Fe-PAN, possibilitando a extracdo do ferro pelo uso do

surfactante Triton X- 114.

A metodologia desenvolvida utilizando extracdo em ponto nuvem e
espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama para deteccdao do ferro, se
apresentou como uma alternativa interessante para determinacdo de ferro em baixas
concentracbes nas amostras de agua de producdo, em relacdo as técnicas
comumente utilizadas. O método é simples, de baixo custo, minimiza a utilizacdo de

solventes organicos, reduz o consumo de reagentes e amostras.

O emprego do planejamento experimental e metodologias de superficie
de respostas se mostraram como uma importante ferramenta para a otimizacao do
método de extracdo, uma vez que foi possivel atingir a condicdo O6tima de
experimentacdo com reduzido numero de experimentos, que diminuiu o tempo,

custos e geracao de residuos.

Na validacdo do método, a avaliacdo da linearidade das curvas analiticas
indica que o método apresenta linearidade na concentracao de ferro estudada. Além
disso, as curvas analiticas apresentam significancia estatistica. E verificado ainda
que o método apresenta boas caracteristicas de desempenho (linearidade, limites de

deteccao e quantificacéo, precisdo e recuperacao).

O método proposto se mostrou viavel para determinacdo de ferro em
agua de producéo, pois o LD e LQ do método estao abaixo do nivel de concentracéo
de ferro estabelecido pelo CONAMA.

O efeito de matriz se pronunciou de forma significativa de forma negativa,
fazendo-se necessario a quantificacdo de ferro em agua de producdo pela curva

analitica de adicao de padrao.

Os resultados obtidos permitem afirmar que a metodologia proposta pode

ser aplicada para a determinacéo ferro em amostras de agua de producéo.
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