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Resumo

CUNHA, Roselaine Calzavara da, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2010. Otimizacdo da metodologia de determinacdo de boro
empregando voltametria de pulso diferencial. Orientador: Efraim Lazaro
Reis. Co-orientadores: Antonio Augusto Neves e César Reis.

O propoésito deste trabalho foi otimizar, por meio de planejamentos
experimentais, a técnica de voltametria de pulso diferencial empregando
eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) na determinacdo de boro a
nivel de traco. Por ser eletroquimicamente inativo, o boro ndo pode ser
determinado diretamente por técnicas voltamétricas. Entretanto, apds a reagao
de complexacéo entre o acido borico e o vermelho de alizarina S (VAS), um
pico voltamétrico anodico € obtido correspondente a oxidacdo do grupamento
antraquinénico em -0,473 V (vs Ag/AgCl) empregando o eletrdlito de suporte
acido acético / hidroxido de aménio 0,1 mol L. Fatores instrumentais e pH
foram estudados utilizando o planejamento exploratorio de Plackett-Burman
para triagem dos fatores relevantes e, em seguida, para otimizacdo dos niveis
dos fatores um planejamento composto central (CCD) foi realizado. As
melhores respostas voltamétricas foram obtidas, quando utilizados pH 7,2,
tempo de pulso de 10 ms, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de
varredura de 6,2 mV s*. Os parametros potencial de acumulacéo, tempo de
acumulacdo foram fixados em -800 mV s e 0's, respectivamente. Com 0s
pardmetros otimizados, o sinal voltamétrico do complexo mostrou-se
linearmente dependente da concentragdo de boro em uma faixa de 0,05 a
1,47 mg L™ (n = 10). Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram 9,72 e
32,4 ng L™, respectivamente. O desvio padréo relativo (RSD) foi de 3,21% para

5 leituras independentes de uma solucéo padréo de boro de 40 pg L™,

Xii



Abstract

CUNHA, Roselaine Calzavara da, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July
of 2010. Optimization methodology for the determination of boron using
differential pulse voltammetry. Adviser: Efraim Lazaro Reis. Co-advisers:
Antdnio Augusto Neves and César Reis.

The purpose of this study was to optimize, by means of experimental
design, the technique of differential pulse voltammetry using electrode mercury
drop (HMDE) in the determination of boron at trace level. Because it is
electrochemically inactive, boron cannot be determined by voltammetric
techniques. However, after the complexation reaction of boric acid and alizarin
red S (VAS), an anodic voltammetric peak is obtained corresponding to
oxidation of the group of anthraquinone at -0.473V (vs. Ag/AgCl) using the
supporting  electrolyte  acetic acid / ammonium  hydroxide 0.1 mol L™.
Instrumental factors and pH were studied using the Plackett-Burman
exploratory planning for screening of the relevant factors and then to analyze
these factors a central composite design (CCD) was performed. The best
voltammetric response was obtained when used pH 7.2, pulse time 10 ms,
pulse amplitude of 50 mV and scan rate of 6.2 mV s™. The accumulation
potential and accumulation time parameters were set at -800 mV s™* and O s,
respectively. With optimized parameters, the voltammetric signal of the complex
was linearly dependent on the concentration of boron in the range 0.05 -
1.47mg L™ (n=10). The detection and quantification limits were 9.72 and
32.4 ug L™, respectively. The relative standard deviation (RSD) was 3.21% for

five independent readings of a standard solution of boron of 40 pg L™.

Xiii
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Introdugdo

1.INTRODUCAO

Muitos estudos procuram interagir desenvolvimento da ciéncia ao
cotidiano das praticas na agricultura. Destes estudos resultaram no consumo
de fertilizantes minerais que proporcionou elevados patamares de producéo
para abastecer o crescente aumento populacional.

Para atender as necessidades de culturas, em geral, os niveis de
adubacédo é baseada em andlises da fertiidade do solo. Esta fertilizac&o
quando feita de maneira aleatéria pode comprometer a qualidade da safra e os
gastos da producéo. Fatores como excesso ou falta de nutrientes provocam
desequilibrios fisiologicos afetando a produtividade e comprometendo toda a
producdo. Para minimizar ou mesmo eliminar tal impacto € muito importante a
realizacdo das analises dos teores dos nutrientes disponiveis no vegetal, no
solo, assim como na agua. Entretanto, com a expanséo da agricultura mundial,
h& necessidade de se obter dados mais precisos, que permitam ao mesmo
tempo, melhorar a produtividade, a qualidade dos grédos e sementes, além da
economia na adubacéo.

Dentre os nutrientes estdao os micronutrientes, que mesmo exigidos em
pequenas quantidades, sdo essenciais para o crescimento das plantas. Sua
utiizacdo tem sido cada vez mais difundida em vérias regibes, com
caracteristicas distintas, no mundo inteiro.

Um destaque pode ser dado ao boro. Sua deficiéncia limitada em vérias
partes do mundo e frequentemente observada no Brasil. Assim, a andlise deste
micronutriente é de suma importancia tanto em solos e vegetais, quanto em
agua, visto que a relacao entre deficiéncia e toxicidade é muito pequena. O seu
manejo quando efetuado de forma inadequada gera desequilibrios fisiol6gicos
na planta, alterando a absor¢cdo e promovendo deficiéncias de outros
nutrientes.

Para minimizar estes efeitos, torna-se necessario a implementacao de
uma técnica rotineira com elevada sensibilidade e seletividade para
quantificacdo deste elemento. O método mais empregado €é a
espectrofotometria por meio da reacdo colorimétrica entre o boro e a
azomethina-H, mas os métodos colorimétricos sofrem varias interferéncias e
possuem baixa sensibilidade e precisdo (SAH & BROWN, 1997).




Introdugdo

A analise de boro por métodos voltamétricos ainda é pouco explorada,
portanto, o objetivo deste trabalho foi otimizar por meio de métodos
estatisticos, a metodologia para determinagcdo de boro empregando a
voltametria de pulso diferencial utilizando o eletrodo de mercurio de gota
pendente (HMDE). A utilizacdo da voltametria para diversas finalidades tem se
mostrado um método rapido, sensivel, eficiente e de menor custo.

Por ser eletroquimicamente inativo, o boro ndo pode ser determinado por
técnicas voltamétricas. Entretanto, através da reacdo entre o acido borico e o
vermelho de alizarina S, o complexo formado pode se adsorver no eletrodo.
Assim, para determinacdo da quantidade de boro, condicbes experimentais e
parametros instrumentais foram otimizados por meio de planejamentos
experimentais. Ap0s a etapa de otimizacdo, a eficiéncia do método foi
analisada com a verificagcdo da linearidade, dos limites de deteccdo e

quantificacdo, bem como da repetitividade.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BORO

O boro é um elemento limitrofe com propriedades entre metal e ametal.
O boro, apés o carbono, apresenta uma quimica intrigante, complexa e Unica
(BOLANOS et al., 2004) ndo somente por suas propriedades quimicas, mas
também por suas fungdes biologicas (TANAKA & FUJIWARA, 2008). Por ser
demasiadamente reativo o boro ndo ocorre livre na natureza e sim associado
ao oxigénio. Sua principal origem é devido ao intemperismo da turmalina, onde
sdo liberadas formas sollveis como acido bérico e boratos, sendo também
encontrado em outros minerais como boérax (NazB;07;-10H,0), ulexita
(CaNaBs0gy-8H,0), colemanita (CazBs011-5H,0) e boracita (MgsB;013Cl)
(DAVIS et al., 2002).

O boro e seus complexos apresentam propriedades quimica e fisica
Unicas e bastante variadas. O &cido borico € um acido de Lewis fraco com
pKa = 9,2. O boro em meio neutro e acido apresenta-se na forma nao-ionizada
de acido bdrico (H3BO3) e, em altos valores de pH, encontra-se sob a forma de
ion borato [B(OH);]. Para valores de pH que variam entre 7,0 a 11,5 estas
formas estdo em equilibrio (DARBOURET & KANO, 2000; KAFTAN et al.,
2005) sendo dependentes das condicOes fisiologicas e da auséncia de
interacdes com biomoléculas (BROWN et al., 2002).

O acido borico e seus sais sdo muito utilizados ndo s6 na manufatura de
vidros, detergentes, retardante de chama, mas também como fertilizantes em
solos. Além disso, o acido bodrico pode ser utilizado como desinfetante e na
preservacado de alimentos devido as suas propriedades fungicida e bactericida
(CENGELOGLU et al., 2007; NIELSEN, 2008).

Evidéncias quanto a sua essencialidade vem aumentando tanto para
humanos quanto para animais (OZCAN & YILMAZ, 2005), sendo considerado
um mineral importante para nutricAo humana por manter a funcdo da
membrana celular e reagbes enzimaticas. Combinando com outras substancias
tais como calcio, magnésio e vitamina D, ajuda a prevenir osteosporose e

artrite. Sua deficiéncia pode causar problemas nos 0ssos, inflamatorios e
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hormonais, entretanto, em concentracdes elevadas podem levar a distUrbios de
apetite, atrofia e degeneracéo dos testiculos. A toxicidade do boro e compostos
nao sao muito evidentes, mas a assimilacdo destes pode resultar em efeitos
toxicos cumulativos na saude humana. A dose diaria recomendada €& de
3 mg dia®, enquanto quantidades superiores a 500 mg dia® podem causar
nausea, vomitos e diarréia (ECONOMOU et al., 2004).

2.1.1. Boro em solo

Varios tipos de solo, em vérias partes do mundo, sofrem com a
deficiéncia de boro (SAH & BROWN, 1997). No Brasil, e em outras regides do
mundo como Japéo, China e Estados Unidos, este € um micronutriente que os
solos apresentam maior deficiéncia devido a sua facilidade de lixiviagdo, que
estd associada a sua grande mobilidade no solo (YNAMA & PRIMAVESI, 1973)
e sua alta solubilidade (TANAKA & FUJIWARA, 2008).

O boro pode ser encontrado no solo de varias maneiras: solivel em
agua, adsorvido, preso a matéria organica e fixado nos minerais de argila.

7

Portanto, o teor total € o somatério destas formas. Segundo SUN e
colaboradores (1998) apenas o boro soliuvel em agua é disponivel aos
vegetais. Assim, nas andlises rotineiras ndo sdo avaliadas os teores totais, mas
apenas o teor disponivel no solo (MALAVOLTA, 2006).

Alguns fatores ambientais comprometem a disponibilidade de boro no
solo para as plantas e sao assim descritos, conforme GOLDBERG (1997):
textura — ocorre menor capacidade de fixacdo de boro quanto mais arenoso for
o solo; umidade — em época de seca diminui o teor de boro disponivel e € a
época em que os sintomas de deficiéncia sdo mais expressivos; matéria
organica — com o aumento da matéria organica, ha aumento do teor de boro
disponivel; pH — € o fator que tem maior influéncia na assimilacdo do boro
pelas plantas. A medida que o pH aumenta ocorre uma diminuicdo na
absorcéo.

Na maior parte dos solos os valores de pH sdo menores que 7, e 0 boro
encontra-se na forma quimica estavel do acido bérico (HsBO3) ndo ionizada.
Este composto é um acido fraco (K, = 5,8 x 10™°) e atua como &cido de Lewis,

conforme descrito na equacao:
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H3B03(aq) + ZHzo(]) = B(OH)Z(aq) + HgOE’aq) Equacédo 1

O &cido bdrico é pouco adsorvido no solo por possuir pouca afinidade
pelos minerais de argila, tornando-se mais disponivel para os vegetais. Com o
aumento do pH, prevalece a forma ionizada do ion borato [B(OH);], que possui
forte afinidade pelos minerais de argilas, resultando no aumento da adsorcao
do boro pelo solo (HU & BROWN, 1997).

A matéria organica exerce um efeito importante na disponibilidade de
boro no solo. O mecanismo para fixacdo de boro é devido a sua complexacédo
com a matéria organica. Quando a matéria organica € decomposta pelos
microrganismos, esta libera boro para a solugdo do solo, onde parte é
novamente absorvida pelas plantas, parte é perdida pela lixiviacdo e uma
porcao relativamente menor pode ser fixada pelos minerais de argilas (GUPTA,
1968; BERGER & PRATT, 1963).

KEREN & BINGHAM (1985) associam sua deficiéncia a restricdo de
diversas culturas de interesse. Na maioria dos solos a concentracdo de boro
total varia entre 2 a 100 mg L™ definido por SWAINE (1955), porém BERGER
(1949) mostra que a quantidade absorvida estd emtornode 0,1a2mgL™ e é
obtida essencialmente de matéria organica. LINDSAY & COX (1985) definem
que teores de boro em solo menores que 0,3 mg L™ apresentam deficiéncia e
teores acima de 3,0 mg L™ apresentam toxicidade.

JACKSON (1964) admite que nos solos de regides umidas, o teor de
boro total varia de acordo com a textura. Em solos argilosos, o teor de boro
total varia de 30 a 60 mg L™, e em solos arenosos, de 2 a 6 mg L™. Nas regides

semi-aridas e aridas, esses teores podem ser superiores a 200 mg L™.

2.1.2. Boro em vegetal

A presenca de boro em vegetais foi detectada em 1857 e sua
essencialidade foi determinada, apés pesquisas de WARINGTON (1923) e
SOMMER & LIPMAN (1926), devido a necessidade deste para o completo ciclo
de vida dos vegetais (ACUNA, 2005; NIELSEN, 2008).

A funcéo fisioloégica desse micronutriente ainda n&o esta bem definida,
mas atribui-se ao boro muitos processos bioquimicos e fisiolégicos da planta,

tais como: formagdo da parede celular, sintese de lignina, transporte de
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acucares, estrutura da parede celular, metabolismo de carboidratos,
metabolismos de RNA, metabolismo de &cido indolacético, metabolismo de
compostos fendlicos, metabolismo de ascorbato, fixacdo de nitrogénio,
respiracdo e diminuicdo da toxidez de aluminio (YAMADA, 2000).

A principal fonte de boro para o0s vegetais ocorre através de
mineralizacdo da matéria organica (MALAVOLTA, 2006). A absorcdo deste
micronutriente pelos vegetais pode ocorrer pelas folhas ou ainda,
principalmente, pelas raizes e é proporcional ao teor do boro na forma de acido
borico ndo dissociado no solo (GOLDBERG, 1997).

Sua deficiéncia afeta o crescimento e limita a produtividade das culturas
(ECONOMOU et al., 2004; HE et al., 2005). Devido a baixa mobilidade desse
micronutriente os indicios de deficiéncia apresentam-se inicialmente nas folhas
jovens podendo resultar em crescimento reduzido, perda de rendimento e até
mesmo a morte da cultura. Estes problemas dependem do grau da deficiéncia,
por fazer parte da estrutura da parede celular do vegetal (ASAD et al., 2003),
conforme demonstrado pela Figura 1. Os sinais dessa deficiéncia podem ser
confundidos com os causados por insetos ou viroses. Por ser de dificil
deteccdo em estagios iniciais, o diagnostico s6 € possivel quando a cultura ja
esta bem danificada (SHORROCKS, 1985).

Figura 1. Sintomas da deficiéncia de boro nos vegetais: cenoura e couve-flor

A quantidade de boro necessaria para cada espécie de vegetal é
bastante peculiar, além disso, a relagdo entre os niveis de deficiéncia e
excesso desse elemento € muito pequena (MALAVOLTA, 2006; VAN RAIJ et
al., 2001; GOLDBERG, 1997) quando comparado a outros micronutrientes.
Portanto, faz-se necessario conhecer a distribuicdo dos micronutrientes em
diferentes partes da planta para se detectar o problema com exatidao.
MENGEL & KIRKBY (2001) determinam que os niveis de boro para a maioria
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das espécies deve variar de 10 a 50 mg kg™. Quando em doses excessivas, 0
boro torna-se um herbicida (SIMSEK et al., 2003) e o acumulo em altas
concentracdes € considerado tdxico (COL & COL, 2003).

O excesso de boro é toxico as plantas e animais. Seus sintomas levam
desde a necrose de alguns 6rgaos até a morte da planta inteira dependendo da
extensdo e do grau de toxicidade, sendo perceptivel, para a maioria das
culturas, nas folhas mais velhas das plantas (GUPTA, 1993), como pode ser

observado na Figura 2.

Figura 2. Sintomas da toxicidade de boro em folhas de citrus, soja e café

2.1.3. Boro em agua

As variacdes das concentracfes de boro e possivel contaminagcdo dos
recursos hidricos podem ocorrer através de atividades antropogénicas devido a
poluicdo por efluentes de esgotos, fertilizantes enriquecidos com boro,
descarga de sabdo e fabricacdo de detergente, como também por aguas
naturais por meio de interacdo rocha-agua (OZCAN & YILMAZ, 2005;
CENGELOGLU et al., 2008).

Segundo ACCIOLY & NEVES (1976), para o crescimento de plantas,
pequenas quantidades sdo necessarias, porém, aguas com concentracoes de
1a2mgL™? ou superiores tém efeito desfavoravel sobre a vegetacdo. Quando
encontrados elevados valores de concentragdes de boro geralmente estao
associados aos residuos de agentes de limpeza e residuos industriais.

A adsorcao influencia significativamente no desempenho do boro em
aguas. Em aguas com pH entre 7,5 e 9,0, ha elevada adsorcéo de boro, assim
como, em particulas solidas, sobretudo argilas, 6xidos e hidroxidos de ferro e
aluminio e matéria organica (KEREN et al., 1981).
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De acordo com WHO (1998) a concentracdo de boro nas aguas
marinhas é de aproximadamente 4,5 mg L™, em &guas superficiais pode variar
de 0,001 a 360 mg L™, nas &guas subterraneas de 0,3 a 100 mg L™ e nas
aguas de chuva variam de 0,02 a 0,04 mgL™ A resolucido do CONAMA
(Conselho Nacional de Meio Ambiente) n® 397 (BRASIL, 2005) considera limite
o teor de boro total em 0,5 mg L. As &guas destinadas ao abastecimento
humano ou agricola apresentam concentracdes que variam entre 0,1 a1 mg L™
e conforme a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) o valor maximo deve ser
de 0,5mg L™

2.2. TECNICAS DE EXTRACAO DE BORO

2.2.1. Técnicas de extracdo de boro em solos

Para o fornecimento adequado de nutrientes aos vegetais é necessaria a
andlise do solo. Para o boro, a avaliacdo € feita para determinar o teor de boro
disponivel para as culturas e ndo os teores totais, tornando o processo de
extracao dificil (CHAVES et al., 2006). Portanto, as avaliacdes dos teores de
nutrientes sao de suma importancia, tendo em vista que o nivel de toxicidade
para um vegetal pode ser alto enquanto para outro vegetal o nivel pode ser
deficiente (ABREU et al., 2007). As solucdes extratoras séo testadas com a
finalidade de simular com eficiéncia o que ocorre no solo.

Varios extratores como o Mehlich-1, o acetato de amoénio, o manitol, o
acido acético, o NH4HCO3;-DTPA, o HCIl, o CaCl, e a agua quente sao
sugeridos para avaliacéo da fertilidade dos solos. O extrator mais empregado é
o0 sugerido por BERGER & TRUOG (1939) com agua quente através do
aquecimento sob refluxo. Este processo, no entanto, exige vidraria isenta de
boro, o procedimento é moroso inviabilizando a analise de muitas amostras ao
longo do dia e, ainda, a dificuldade de controle no tempo de aquecimento e
resfriamento da suspensao solo/solugao (VAN RAIJ et al., 2001).

Esta técnica vem sofrendo varias modificacbes com o intuito de
aperfeicoar as analises de rotina. ABREU et al. (1994) substituiram os frascos
de vidro por saquinhos plastico, forno com radiagcdo de microondas como fonte

de aquecimento e solucdo extratora de cloreto de béario a 1,25 g L™ (CHAVES
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et al., 2006). A substituicdo de cloreto de bario por cloreto de calcio apresenta
vantagens visto que os extratos obtidos sdo menos coloridos diminuindo o erro
ao utilizar métodos espectrofotométricos para determinacdo de boro e, ainda,
os filtrados dos extratos estdo livres de material coloidal (CARTER &
GREGORICH, 2008; REIS et al., 2006).

2.2.2. Técnicas de extracdo de boro em plantas

A andlise foliar é importante e auxilia no conhecimento da composicéo
nutricional da cultura. A folha é a parte da planta que melhor representa o
potencial produtivo da cultura.

Para andlise dos nutrientes da amostra, esta deve ser solubilizada, ou
seja, a matéria organica destruida e os nutrientes devem estar em solucéo.
Esse processo pode ocorrer por via seca, através da incineracdo das amostras
e dissolucdo das cinzas com &cido, a quente ou ainda, por via Umida, que

emprega um acido forte ou a combinacao de acidos a quente.

2.3. METODOS PARA DETERMINACAO DE BORO

Com a ampla utilizacdo de compostos a base de boro em varias areas
de aplicacédo, tais como tecnologia, industria e agricultura, a determinacao de
boro tornou-se importante devido a sua crescente inser¢cdo no ambiente
(SARICA & ERTAS, 2001). A determinacéo de boro é uma das mais complexas
entre os elementos quimicos (RAMOS et al., 2000) pela possivel contaminacéo
da amostra durante o seu pré-tratamento, sendo necessario o desenvolvimento
e validacdo de métodos de facil execucdo (SARKAR et al., 2010). Devido a
evolucdo da instrumentacdo, varias técnicas analiticas estdo disponiveis e
sendo aperfeicoadas e estas utiizam desde métodos eletroquimicos a
complexos métodos nucleares. Muitos destes sao oriundos de métodos
espectrofotométricos e fluorimétricos com a utilizacdo de corantes organicos.

Em métodos espectrofotométricos sdo empregados azometina-H
(DATTA et al.,, 2002; MATSUO et al., 2004), curcumina (LIU & LEE, 2009),

quinalizarina, azul de metileno e cristal violeta (GARCIA et al., 1985) e

11
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fluorimétricos - vermelho de alizarina S (CAMPANA et al., 1992) e &cido
cromotrépico (DARBOURET & KANO, 2000).

As técnicas de chama, espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) e
espectrometria de emissdo atbmica (AES), espectrometria de absorcao
atbmica com atomizacdo eletrotérmica (ETAAS), analises de ativacéo
neutrdnica (NAA), espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) e espectrometria de massas com fonte de plasma
(ICP-MS), vem sendo utilizados na determinagcdo de boro com algumas
restricdes ja que a instrumentacédo € dispendiosa (CARRERO et al., 2005).

Outra técnica interessante, mas ainda pouco difundida para andlise de
boro, é a voltamétrica. Esta técnica possui muitas vantagens operacionais
como rapidez na analise, boa seletividade e sensibilidade, excelente precisédo e
exatidao, baixo custo de instrumentacdo e manutencdo em comparacao com
outras técnicas de analise, e ainda, a possibilidade de analise simultanea de
espeécies (BELLIDO et al., 2009).

2.4. O COMPLEXANTE VERMELHO DE ALIZARINA S

O 1,2-dihidroxiantraquinona-3-sulfonato de sédio, usualmente conhecido
como vermelho de alizarina S (VAS) tem estrutura quimica apresentada na
Figura 3. Pertence ao grupo dos corantes antraquindnicos e sua estrutura €
bastante similar a propria antraquinona. O VAS é um &cido diprotico com
valores de pKa; (B-OH)=5,39 e pKa; (a-OH)=10,72. A formagdo de
complexos deste composto, com metais ou acidos é possivel devido ao
grupamento hidroxila nas posicées 1 e 2. Sua solubilidade é proveniente do
grupamento sulfénico, ndo sendo componente reativo da molécula. O VAS é
miscivel em &gua e etanol, mas imiscivel em alguns solventes organicos,

principalmente éter.

12
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0 OH
OH
I l SO;Na

Figura 3. Estrutura quimica do vermelho de alizarina S

O VAS vem sendo amplamente empregado com propdsitos analiticos
para determinacdo de varios compostos organicos e inorganicos. Este corante
€ seletivo para boro, sendo empregado pela primeira vez em 1936, para
determinacdo de acido borico através de técnicas espectrofluorimétricas. Em
estudos realizados por BROADBENT et al. (1977) foi verificado a formacéo de
ésteres ciclicos envolvendo os grupos hidroxilas com acido bérico com os
derivados de antraquinonas. A possivel reacdo com estequiometria 1:1 é

representada pela Figura 4.

OH

0 OH 0 o—B

OH o)
‘lO + H3BO3 =—= |O‘|O + 2H,0
SO; SO,

o

Figura 4. Reacdo do VAS com &cido bdrico

Esta reacdo de complexacédo ocorre rapidamente e foi verificada pelos
estudos realizados por CAMPANA et al. (1992) que a formacdo do complexo
fluorescente entre VAS e boro foi desenvolvida imediatamente em tampéao
hidrogeno / dihidrogeno fosfato em pH 7,4. A técnica foi aplicada em matrizes
de solos, vegetais e aguas com limite de deteccdo de 7,2 pg L™

Véarios agentes complexantes e de varias classes vem sendo
empregados para determinacao de varios elementos de quase todos 0s grupos
da classificacdo peridédica. Mas o grupo das alizarinas tem sido empregado
com grande destaque em técnicas voltamétricas (ALGHAMDI, 2010). H& uma

variedade de trabalhos envolvendo métodos voltamétricos onde os complexos

13
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formados com o VAS sao utilizados para quantificacdo de cobre (SHIU &
CHAN, 1995; CORDEIRO et al., 2006; DENG et al., 2008), escandio (ZHANG
et al.,, 2001), zirconio (ZITTEL & FLORENCE, 1967; HENG LI et al., 2007;
HONG DENG et al., 2008), vanadio (HENG LI et al., 2008), galio (HENG LI
et al., 2005) entre outros metais, mas também, para quantificacdo de proteinas
(SUN & JIAO, 2002).

2.5. TECNICAS VOLTAMETRICAS

A voltametria é uma técnica eletroquimica baseada na medida de
intensidade da corrente apés a aplicacdo de uma diferenca de potencial
variavel, induzindo a uma reacdo de oxidacdo-reducdo de acordo com o
analito. A resposta obtida € caracteristica ao analito em questao e € controlada
pelo potencial aplicado. A curva obtida, corrente vs potencial, € denominada de
voltamograma e possibilita a obtencé&o de dados quantitativos e qualitativos das
espécies envolvidas na reacao.

Assim, esta técnica € uma alternativa viavel na identificacdo e
determinacdo de tracos e ultratracos de espécies eletroativas de compostos
organicos, organometalicos e inorganicos. Muitas espécies sédo frequentemente
determinadas sendo inicialmente preconcentradas na superficie do eletrodo,
seguida pela redissolucdo da espécie acumulada. Esta técnica também é
interessante para compostos eletroquimicamente inativos os quais podem ser
determinados através da adi¢cdo de agente complexante, que se complexa ao
analito de interesse e é acumulado na superficie do eletrodo podendo assim,
ser determinado (BUFFLE & WAEBER, 2005), se o complexo for eletroativo.

Uma caracteristica interessante desta técnica é a possibilidade da
andlise de uma espécie diretamente na matriz quando a reacao eletroquimica é
particularmente seletiva na presenca de interferentes potenciais (ZUMAN,
2000).

Com o crescimento da demanda para analise de substancias de varias
areas, a nivel traco, as técnicas voltamétricas foram desenvolvidas e

aperfeigoadas com intuito de melhorar a sensibilidade (WANG, 1985).

14
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2.5.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica consiste na variacdo do potencial no sentido
anddico/catédico até um determinado valor e, em seguida, o potencial é
invertido no sentido catddico - anddico, ao seu valor de potencial inicialmente
aplicado. Através dos voltamogramas ciclicos sdo obtidos varios parametros
importantes tais como correntes de pico e potenciais de picos que podem ser
usados para andlises de reacdes reversiveis, quase-reversiveis ou ainda
irreversiveis. Estes voltamogramas também auxiliam na escolha da variacéo de
potencial para oxidacao ou reducédo do analito.

E um método eletroanalitico muito empregado para estudos das
espécies eletroativas e é muitas vezes um experimento preliminar a ser
realizado para avaliacdo da reacdo eletroquimica na superficie do eletrodo
(RAMESHAM & ROSE, 1997) e tornou-se muito conhecida para estudos
eletroguimicos de novos sistemas (BARD & FAULKNER, 2001). Esta técnica é
a mais utilizada para obter informacOes qualitativas sobre as reacoes
eletroquimicas. A analise das respostas de corrente fornece subsidios sobre os
processos termodindmicos de oxirreducdo, da cinética das reagdes e, ainda,
com 0s processos adsortivos e as reacfes quimicas vinculadas (WANG, 2000).

Entretanto, ndo € sensivel para quantificacdo, mas é muito utilizada para
otimizagdo das condi¢fes analiticas (BUFFLE & WAEBER, 2005).

2.5.2. Voltametria de Pulso Diferencial

Um problema associado aos dados eletroanaliticos € a presenca de
corrente capacitiva. E para diminuicdo desta contribuicdo foram desenvolvidas
técnicas baseadas na aplicacdo de pulsos de potencial (ESTEBAN et al.,
2006), os quais oferecem uma alta sensibilidade e alta discriminacéo entre a
corrente faradaica e a corrente capacitiva (COPELAND et al.,, 1973). A
diferenca de potencial € medida antes (I;) e no final da aplicacdao do pulso (l,).
Este procedimento é realizado uma vez que a corrente capacitiva decai mais
rapidamente que a corrente faradaica, portanto, a corrente medida no final do
pulso é praticamente faraddica (BARD & ZOSKI, 2000), como pode ser

observado pela Figura 5.
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Figura 5. Representacdo esquemaética da técnica de pulso diferencial

2.5.3. Utilizacdo de Técnicas Eletroquimicas na

Determinacao do Boro

Pelo fato do boro ser uma espécie eletroinativa, os métodos
voltamétricos ndo sdo adequados para sua determinagcdo (TANAKA et al,
2006) sendo necessarios agentes complexantes associados a técnicas de
adsorcéo e redissolucao.

THUNUS (1996) analisou boro empregando voltametria adsortiva por
redissolucdo, no modo pulso diferencial através do HMDE. Em plasma
sanguineo utilizando o beryllon(lll) como agente complexante. Mas para
formacao do complexo boro-beryllon(lll) foi necessaria a etapa de aquecimento
para acelerar a formacéo deste complexo.

TANAKA et al. (2006) também utilizou 0 mesmo agente complexante,
beryllon(lll), para determinagdo de boro em matrizes de ferro e aco por
voltametria adsortiva de redissolucdo catddica, no modo pulso diferencial
empregando o HMDE, com limite de deteccdo de 1 mg kg™

SAHIN & NAKIBOGLU (2006) em anélise de agua utilizaram vermelho
de alizarina S para analise direta de boro aplicando a técnica pulso diferencial
com HMDE. O método mostrou-se compativel com aquele que emprega

azometina-H e apresentou um limite de deteccao estimado de 15 ug L™.
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2.6. QUIMIOMETRIA

A evolucédo da tecnologia nos ultimos anos influenciou significativamente
o interfaceamento de computadores aos instrumentos de medicdo. Com o
grande volume de informacBes geradas nas analises quimicas surgiu a
guimiometria, que vem como alternativa para analise de dados multivariados,
qualitativo e quantitativo, produzidos simultaneamente de forma eficiente e
criteriosa (NI & KOKOT, 2008). Estes dados sdo obtidos através de poucos
experimentos e, consequentemente, um menor consumo de reagentes e
trabalho laboratorial sdo necessarios.

A utilizacdo de quimiometria em dados eletroquimicos ainda tem sido
rara se comparada a espectroscopia. Sua aplicacdo pode ser feita em
diferentes etapas do processo analitico como, por exemplo, planejamento
experimental e otimizagcdo. Através da otimizacdo de parametros
experimentais, e ainda instrumentais, € possivel obter resultados ainda mais
satisfatorios (ESTEBAN et al., 2006) e estudos minuciosos por meio de
superficie de resposta (FURNALETTO et al., 2000).

2.6.1. Planejamentos Experimentais

Por meio de métodos quimiométricos é possivel estudar varios fatores
simultaneamente e desenvolver modelos matematicos que permitam a
avaliacdo da relacdo e significancia estatistica, ndo s0 de fatores que estdo
sendo analisados, mas também de suas interacdes (TARLEY et al., 2009).

Estatisticamente um planejamento experimental multifatorial € muito
eficiente, pois sdo obtidas varias informacdes com menor esforco do que na
classica analise univariada (FURNALETTO et al., 2000) e este processo
demanda principalmente tempo e gasto de reagentes. Através da otimizacéo
das condi¢cbes operacionais é realizado um numero menor de experimentos
(BRASIL, 2007).

No planejamento experimental € possivel determinar quais fatores tém
efeitos relevantes no sinal analitico e, também, como o efeito de um fator varia
com o0s niveis dos outros fatores. O planejamento fatorial permite também,

medir as interagbes entre diferentes fatores. Essas intera¢cdes constituem
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componente principal de muitos métodos de otimizacdo. Sem 0 uso de
planejamentos experimentais, importantes interagbes de fatores ndo sé&o

detectadas e a otimiza¢do pode levar mais tempo para ser alcangada.

2.6.2. Planejamento Exploratorio de Plackett-Burman

O planejamento do tipo Plackett-Burman permite uma avaliagdo prévia
de um grande numero de variaveis simultaneamente, “Screening Design” e tem
sido utilizado no desenvolvimento e validacdo de métodos (LI et al., 2005).
Através deste planejamento é feita a selecdo das varidveis que afetam
significativamente a resposta analitica eliminando os efeitos de interacao entre
estes (SANZ et al., 1999).

A utilizacdo deste planejamento é muito eficiente para que sejam
realizados poucos experimentos, mesmo havendo um grande numero de
variaveis e obter informacgfes validas estatisticamente (KAVALCI et al., 2008).
Através deste método € possivel selecionar os fatores que influenciam
significativamente o processo e nao para otimizar 0 processo propriamente
dito. Neste planejamento, os efeitos principais de n-1 niveis sdo avaliados por n
experimentos.

Por meio de uma triagem preliminar obtém-se um conhecimento maior
sobre o sistema permitindo sua exploracdo mais detalhada (FURNALETTO
et al., 2000).

2.6.3. Metodologia para Superficie de Resposta

Em uma andlise é necessario determinar os valores dos parametros
experimentais em que a resposta atinge o seu valor 6timo. Este valor 6timo
pode ser maximo ou minimo em funcdo dos parametros. Uma das
metodologias empregadas para obtencdo destes valores € a Metodologia de
Superficie de Resposta (Response Surface Metodology - RSM) (KALAVATHY
et al., 2009).

A RSM é um conjunto de métodos matematicos e estatisticos que sdo
bastante utilizados para modelamento e analise de problemas. Esta
metodologia envolve a utilizagcdo de experimentos com medidas adequadas e

confiaveis da resposta de interesse, a obtencdo de um modelo mateméatico
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adequado e ainda os efeitos das variaveis e suas interacdes sobre 0s
parametros (ASLAN, 2008).

Os planejamentos fatoriais completos, além de fracionario e outras
formas mais complexas como o composto central entre outros, sdo muito
utiizados para obtencdo de superficie de resposta. Estes planejamentos
podem ser utilizados ndo apenas para obtencao da superficie de resposta, mas
também torna possivel a determinacdo dos fatores experimentais que sdo 0s
mais importantes na investigacdo e que afetam os resultados (FERREIRA et
al., 2007).
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. INSTRUMENTACAO

3.1.1. Equipamento para Medidas Voltamétricas

O analisador voltamétrico modelo 797 VA Computrace da Metrohm foi
utiizado para executar este trabalho. O eletrodo de trabalho utilizado foi o
eletrodo de mercuario no modo eletrodo de mercurio de gota pendente (hanging
mercury drop electrode — HMDE), o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl 3
mol L) e um fio de platina como eletrodo auxiliar, conforme apresentado na
Figura 6. O potenciostato € interfaceado a um microcomputador via USB e o
sistema €é gerenciado pelo software 797 VA Computrace, verséo 1.2. Os dados

foram processados atraves dos programas Origin Pro 7.5 e Statistica 7.0.

\

Eletrodo 1 ‘- .
auxiliar Eletrodo de

referéncia
Eletrodo

de trabalho

Figura 6. Célula voltamétrica com seus respectivos eletrodos

3.1.2. Controle de pH

Para a medida do pH das solugbes foi utilizado um pHmetro Orion-
Jundilab, modelo 720 A com eletrodo de vidro, combinado com eletrodo de

referéncia de Ag/AgCI.
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3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a 4gua utilizada
para o preparo das solugdes foi destilada e posteriormente deionizada. Todas
as solucdes foram armazenadas em frascos de polietileno.

As vidrarias e frascos de polietilieno foram lavados e, em seguida
imersos em solucdo de HNO3; (Quimex) 10% (v/v) por 24 horas e enxaguados
com agua deionizada em abundancia.

O mercurio empregado como eletrodo de trabalho foi purificado, sendo
previamente filtrado e em seguida lavado por no minimo trés vezes com HNO3
102 mol L™ e finalmente filtrado em papel de filtro.

Solucéo estoque de boro 1000 mg L™: A solucéo estoque foi preparada
pela dissolucdo de 5,7182g de H3BOs; (Merck) em agua, e o volume
completado para 1000 mL em baldo volumétrico. As solugdes padrdo em
concentragbes de 4 a 700 mg L™ foram obtidas por diluicdes sucessivas da
solucéo estoque em agua.

Solucdo estoque de vermelho de alizarina S 102 mol L™ A solucédo
estoque foi preparada pela dissolugcéo de 1,8024 g de vermelho de alizarina S
(Vetec) em agua e o volume completado para 500 mL em baldo volumétrico. A
solucdo de trabalho na concentracdo de 10™ mol L™ foi obtida por diluicéo
apropriada da solucéo estoque em agua.

Solucdo de EDTA 0,1 mol L™ A solucdo estoque foi preparada pela
diluicdo de 18,6128 g do sal dissédico do EDTA (Vetec) em agua e o volume
completado para 500 mL em baldo volumétrico.

Solucdo de &cido acético 0,2 mol L™/ hidréxido de aménio 0,2 mol L™:
Esta solugéo foi utilizada como eletrdlito de suporte sendo preparada pela
mistura da solucdo de acido acético 0,2 mol L™ (Vetec) e hidréxido de aménio
0,2 mol L™ (Vetec).

3.3. ANALISE VOLTAMETRICA DE BORO

O procedimento padrdo para determinacdo do complexo VAS-B
consistiu na adicdo de 1,00 mL de EDTA 0,1 mol L™}, 5,00 mL do eletrélito de

suporte acido acético / hidréxido de aménio 0,2 mol L™ e 4,00 mL de agua. O
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pH da solucdo foi ajustado em 7,2 com hidréxido de aménio 1 molL™*. A
solugéo foi entdo transferida para a célula voltamétrica, agitada e o oxigénio
dissolvido foi removido mediante a passagem de nitrogénio ultrapuro por 300 s.
Nas sucessivas adices da amostra ou padrdo, mantendo o tempo de purga de
60 s. Iniciou-se a varredura no modo anddico de -700 a -300 mV apds um
tempo de equilibrio de 5 s, obtendo-se o voltamograma do eletrdlito de suporte
(ensaio em branco). Apés a adicdo de 100 uL de VAS 10 mol L'* um novo
voltamograma foi adquirido. E por ultimo para obtencdo do voltamograma do
complexo VAS-B foi adicionado 100 pL de B 100 mg L™. Para cada adicéo foi
realizada quatro varreduras e a média destas foi utilizada para otimizacao das
condi¢cbes experimentais a serem seguidas por todo o estudo.

As medidas voltamétricas foram realizadas por varredura pulso
diferencial para obtencdo da melhor resposta. A resposta voltamétrica (R,) foi

obtida utilizando a Equagéo 2.

i
R,=2 Equacéo 2
lp
Sendo i, a corrente de pico em ampere (A) e |, a largura do pico a meia altura

em milivolts (mV).

3.4. PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

Com a finalidade de definir quais variaveis afetam significativamente a
resposta voltamétrica foi realizado em uma primeira etapa um planejamento
saturado de triagem do tipo Plackett-Burman. Sete varidveis foram avaliadas
com doze ensaios. Quatro repeticdes no ponto central foram incluidos para
avaliacdo do erro experimental. Alguns fatores e niveis investigados foram
baseados em estudos prévios realizados por SAHIN & NAKIBOGLU (2006). O
software Statistica 7.0 foi utilizado para gerar o planejamento experimental e
executar a andlise dos resultados.

As variaveis independentes estudadas foram: pH, potencial de
acumulacéo (PA), tempo de acumulacéo (TA), amplitude do pulso (AP), tempo

de pulso (TP), incremento de voltagem (IV) e incremento de tempo (IT). Na
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Tabela 1 sdo mostrados os niveis selecionados para estudo de cada variavel

independente no planejamento Plackett-Burman.

Tabela 1. Variaveis e niveis estudados no planejamento Plackett-Burman

Variaveis Niveis

-1 0 +1
pH 6,0 7,0 8,0
Potencial de acumulacéo (mV) (PA) - 800 - 700 - 600
Tempo de acumulacéo (s) (TA) 0 5 10
Tempo de pulso (ms) (TP) 10 20 30
Amplitude do pulso (mV) (AP) 40 50 60
Incremento de voltagem (mV) (V) 0,458 1,755 3,052
Incremento de tempo (s) (IT) 0,2 0,3 0,4

Na Tabela 2 sdo mostradas as variaveis codificadas do planejamento

na ordem em que foram executadas.

Tabela 2. Matriz do planejamento Plackett-Burman utilizado para definir as

variaveis que afetam significativamente a resposta voltamétrica

. Variaveis
Experimento*

pH PA TA AP TP v IT
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
9 0 0 0 0 0 0 0
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
12 0 0 0 0 0 0 0
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
11 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1

* ordem de execucdo do experimento
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Posteriormente a andlise dos resultados do planejamento Plackett-
Burman, realizou-se o planejamento composto central com 5 pontos centrais.
Na Tabela 3 é apresentada a faixa de valores avaliados no planejamento

composto central.

Tabela 3. Variaveis e niveis avaliados no planejamento composto central

o Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 55 6,2 7,2 8,2 8,9
Amplitude do pulso (mV) 41,6 45 50 55 58,4
Velocidade (mV s™) 3,8 6,2 9,2 12,2 14,5

A analise de variancia (ANOVA) foi empregada com o objetivo de
comparar as variaveis avaliadas e investigar a existéncia de diferencas

significativas entre estas, dentro da regido experimental estudada.

3.5. FIGURAS DE MERITO

Uma figura de mérito € um parametro de avaliacdo do desempenho e
eficiéncia de um método, desenvolvido ou aperfeicoado, em funcdo dos
resultados obtidos. Tendo em vista que estes resultados possam ser utilizados
de maneira confiavel. As figuras de mérito avaliadas para validacdo da técnica
eletroguimica utilizada para determinacédo de boro foram: linearidade, limite de

deteccao, limite de quantificacao e repetitividade.

3.5.1. Linearidade

Dentro de um intervalo de concentracdo, verificou-se a linearidade das
respostas do método por voltametria de pulso diferencial otimizado em relacéo
a concentracéo do boro.

A partir dos parametros otimizados, o teste foi realizado de maneira
aleatéria e independentemente. Apds as leituras do branco e do VAS, foi

adicionado 100 uL de solucdo de trabalho de boro em uma faixa de

25



Material e Métodos

concentracdo entre 1 e 700 ug mL™ para obtencéo da corrente no potencial

referente ao complexo VAS-B em cada medida.

3.5.2. Limites de Deteccéo e Quantificacao

Limite de deteccdo (LD) é a quantidade minima do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condicGes
experimentais adotadas (BRITO et al., 2003).

Limite de quantificacdo (LQ) € a quantidade minima do analito que pode
ser quantificada na amostra com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as
condi¢cbes experimentais adotadas (BRITO et al., 2003).

Com os parametros otimizados foi efetuada a varredura do branco
seguida pela varredura do agente complexante VAS. O valor da corrente no
potencial de meia onda referente ao complexo VAS-B foi entdo obtido. Este
procedimento foi realizado sete vezes de maneira independente. Pelas
repeticdes, o desvio padrao foi calculado e os valores dos limites de deteccéo e
quantificacdo foram calculados de acordo com as Equacbes 3e4,

respectivamente.

LD =3 X Equacéo 3

SER%

LQ =10 X Equagéo 4

S| Y

sendo “s” o desvio padrao das leituras do branco e “b” € a inclinagdo da curva

analitica.

3.5.3. Repetitividade

Pela repetitividade de um método € possivel analisar a precisao deste.
A avaliacdo da dispersao dos resultados entre sete medidas independentes
foram realizadas na amostra de agua deionizada fortificada com 40 pg L™ de

boro em um mesmo dia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DE BORO
NA PRESENCA DO VAS

Estudos preliminares usando por voltametria ciclica foram realizados
com o intuito de investigar o comportamento eletroquimico do ligante livre VAS
e do complexo VAS-B no eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE).

Na Figura 7 estdo representados os voltamogramas ciclicos, na faixa de
potencial de -0,7 a -0,3 V no eletrodo de mercurio, sem tempo de acumulacao,
com velocidade de varredura de 150 mV s™. Estes voltamogramas elucidam o
comportamento voltamétrico do VAS na presenca e na auséncia de boro.
Observa-se que durante a varredura anddica o sinal de oxidacdo do ligante
livre (Pa;) ocorre em -0,534 V e um pico correspondente a sua reducao (Pc;)
aparece em -0,539 V. Apés a adicdo de 3,92 mg L™ de boro, verifica-se uma
diminuicdo do pico Pa; e o surgimento de um novo pico anddico (Paz) no
potencial -0,473 V, enquanto um correspondente pico catodico (Pc;) com
menor sinal em -0,478 V. Isto infere que o processo de oxirreducdo é quase
reversivel em virtude da altura do pico anddico ser inferior ao pico catddico.
Estes resultados indicam que ha interacdo entre o boro e o ligante VAS. Com
adicOes sucessivas de boro ocorre um aumento tanto do pico Pa, quanto do
pico Pc,. O pico Pa, foi utilizado para analise quantitativa de boro por

apresentar maior sensibilidade que o pico Pc,.
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T Pal_ Pa,

[/ nA

Pc,

-0.7 -0.6 —OI.5 -0.4 -0.3
E /V vs Ag/AgCl
Figura 7. Voltamogramas ciclicos obtidos usando como eletrélito de
suporte &cido acético / hidréxido de aménio 0,1 mol L™ (pH
7,2) com velocidade de varredura 150 mV s, (===) 1 pmol L™

VAS; (—) 1 umol L't VAS + 3,92 mg L™ de boro

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por HENG LI et al.
(2005) que estudaram um procedimento para quantificacdo de galio, por meio
de sua complexacdo com o VAS, empregando a técnica voltamétrica adsortiva
de redissolucdo com o eletrodo de pasta de carbono. Neste estudo verificou-se
que a reducdo do ligante livre é proveniente da reducdo do grupamento
antraquinonila a dihidroantraquinonila, como representado na Figura 8 com
base no estudo realizado por SOMMER & UMLAND (1980).

o OH OH OH
OH OH
SO; SleN
o OH

Figura 8. Possivel reacdo de reducgéo do VAS, segundo SOMMER & UMLAND (1980)
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O comportamento adsortivo do complexo VAS-B foi investigado pelos
voltamogramas ciclicos repetitivos na mesma gota de mercuario utilizando
100 pL de VAS 1 umol L™ e boro 3,92 mg L™ em uma faixa de potencial de -0,7
a -0,3V em diferentes velocidades de varredura. Observou-se neste
experimento um aumento gradativo das correntes de pico em funcédo do
namero de ciclos. Este comportamento eletroquimico do complexo VAS-B é
proveniente de um processo adsortivo.

A oxidacdo do complexo VAS-B, no HMDE, é bastante rapida com
velocidades suficientemente altas, o qual € confirmado pela relacéo linear entre
a corrente de pico anddico e a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial (Figura 9), esperado para um processo controlado por transporte de

massa difusional.

-

P

< w1, =1184+0276*v""
= ) ¥ = 0,977
44 n
.-
u
T T T T T T T T
6 9 12 15 18 21

12 12 112
v /mV~© s

Figura 9. Dependéncia da raiz quadrada da velocidade de varredura no
sinal da corrente na varredura anodica

Para a determinacdo de boro, as técnicas voltamétricas podem ser
utilizadas, com facilidade, apés sua complexacdo com espécies eletroativas.
Este método é baseado nos diferentes potenciais redox para reducdo e/ou
oxidacdo do complexo ou do ligante livre. Como pode ser verificado na Figura
10, somente um pico (P;1) aparece no voltamograma de pulso diferencial de
VAS em potencial de -0,56 V. Quando uma microquantidade de boro é
adicionada a solug¢do na célula voltamétrica, um novo pico (P,), referente ao

complexo, aparece em potenciais menos negativos (-0,49 V) que o potencial de
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meia onda do ligante livre. Observa-se que ha uma diminuicdo do sinal
voltamétrico referente ao pico P; acompanhado pelo aumento do sinal
voltamétrico do pico P, com incrementos de microquantidades de boro a
solucdo. Isto indica que o aumento da corrente de pico P, € causado pela
oxidacdo do complexo VAS—B. Sendo a corrente de pico anddica, obtida em -
0,49 V, proporcional a concentracdo de boro em solugéo, o pico do complexo

pode ser empregado para determinacdo de boro em amostras ambientais.

35 4 P1
(@) VAS 1 umol L
30 4 (a) + B 686 ug L
. (@) +B 882 g L
251 (@) + B147 ug L
20
< ]
c
=~ 154
10 4
5
0 4
y T y T J T y
0.7 -06 -0.5 -04 -03

E/V vsAg/AgCl

Figura 10. Comportamento voltamétrico do VAS e do complexo VAS-B
na presenca de suporte acido acético / hidroxido de amdnio

0,1 mol L™t em pH 7,2, velocidade de varredura 6,2 mV s™.

Sendo assim é possivel inferir que a reacdo do complexo VAS-B que
ocorre na superficie do eletrodo, em potenciais menos negativos, pode ser

demonstrada pela Figura 11.
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OH OH
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0 o)
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Figura 11. Possivel reacdo de oxidacdo do complexo VAS-B

4.2. EFEITOS DO pH NA OXIDACAO DO COMPLEXO
VAS-B

Como representada pela equacéo das Figuras 8 e 11 a oxidagao do VAS
é dependente do pH. O VAS, de pKa; = 5,39 e pKa, = 10,72, pode, em solugéo

aguosa, apresentar diferentes formas como mostra a Figura 12.

) OoH o oH o o-
I I I OH o o
05~ I ‘ I SO;~ I I I S05”
o} e} o

pKa 5,39 10,72

Figura 12. Estrutura do VAS de acordo com a varia¢cédo de pH

Em meio acido, tanto o VAS quanto o H3BO3;, estdo protonados e a
reacdo de complexacdo nao é satisfatoria. Em meio suficientemente alcalino,
ambos estdo desprotonados e ocorre uma repulsao eletrostatica. Enquanto em
uma regido intermediaria a reacdo € favorecida pela desprotonacdo do
grupamento B-hidroxil, mas ndo pela desprotonacéao do acido bérico.

Como pode ser observado na Figura 13, ha um deslocamento dos
valores de potenciais frente a variacdo do pH da solucédo. Isto indica que os
ions hidrogénios fazem parte da reacdo de eletroxidacdo. Nas andlises
preliminares verificou-se que tanto os potenciais de pico do ligante livre quanto
do complexo deslocaram para potenciais mais negativos com o aumento do

pH, evidenciando esta dependéncia.
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Figura 13. Voltamogramas obtidos do complexo VAS—B em fun¢éo do pH do

eletrélito de suporte &cido acético / hidroxido de aménio 0,1 mol L™

A Figura 14 ilustra a dependéncia do potencial de pico anddico na
variagcdo de pH. Observa-se nesta figura a relagao linear entre deslocamento
para potenciais catodicos do complexo VAS-B em fun¢do do aumento de pH,
demonstrando um aumento da capacidade de oxidacdo do complexo. Este
comportamento € Nernstiano e foi confirmado utilizando-se o coeficiente
angular da relacdo linear entre o potencial de pico e o pH de -59 mV pH?,
esperado teoricamente para a reagdo eletroquimica, envolvendo uma razdo
unitaria entre protons e elétrons, assegurando a reacdo. Isto também pode ser
verificado pela Figura 11, segundo o principio de Le Chatelier, com a
diminuicdo da acidez h4 um deslocamento do equilibrio para a oxidacdo do
complexo VAS-B, ou seja, a oxidacdo fica mais facilitada, ocorrendo em

valores maiores de pH.
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Figura 14. Dependéncia do potencial do pico anddico em funcao do pH

4.3. ESTUDOS PRELIMINARES

O objetivo destes ensaios foi verificar a influéncia na resposta
voltamétrica de determinadas variaveis de processo como tamanho da gota e
tempo de equilibrio, e também as variaveis de mistura, como tipos de eletrélitos
e suas concentracdes. A triagem destes parametros foi realizada de maneira

univariada.

4.3.1. Tamanho da gota

Foram realizadas varreduras, variando o tamanho da gota de 0,15 a
0,60 mm? Visando estabelecer qual o tamanho da gota produz a melhor
resposta voltamétrica do complexo (Figura 15). Ndo houve uma variacao linear
nas respostas obtidas entre os tamanhos 0,43 a 0,60 mm?, assim sendo, o
tamanho da gota foi fixado em 0,43 mm®. A escolha da gota em tamanhos
maiores contribui para o aumento tanto da corrente faradaica quanto para a
corrente capacitiva induzindo a uma resposta da corrente elevada, mas com

grande contribuicdo da corrente capacitiva.
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Tamanho da gota / mm’

Figura 15. Variacao da resposta voltamétrica do complexo VAS-B em
funcéo do tamanho da gota na presenca de VAS 1 umol L™,
acetato de amonio 0,1 mol L™ em pH 7,0, velocidade de

varredura 4,6 mV s™.

4.3.2. Tempo de equilibrio

A varidvel de processo, tempo de equilibrio ou tempo de repouso, é
importante para que ocorra uma homogeneizacdo da espécie eletroativa apos
sua deposicado na superficie do eletrodo. O tempo de repouso permite que o
transporte da espécie eletroativa ocorra apenas por difusdo e nao por
conveccao. Para andlise desta variavel foram empregados tempos de equilibrio
de 0 a 20 s antes da varredura anddica. Os resultados, Figura 16, mostram que
em um tempo de equilibrio de 5s obtém-se um resultado oOtimo para
determinacéo de boro, com uma maior sensibilidade para o sinal voltamétrico.

Portanto, este tempo foi utilizado por todo estudo.
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Figura 16. Analise do tempo de equilibrio no sinal voltamétrico do complexo
VAS-B na presenca de VAS 1 pmol L™, acetato de aménio 0,1

mol L™ em pH 7,0.Velocidade de varredura 4,6 mV s™.

4.3.3. Eletrélito de suporte

O aumento da intensidade da corrente faradaica no potencial de meia
onda do analito, com consequente aumento na sensibilidade do método, é
funcdo também do eletrolito de suporte. Com este objetivo vérios eletrolitos em
diferentes valores de pH foram avaliados, como &cido acético / hidroxido de
amonio, acido citrico / hidrogenofosfato de sédio, carbonato / bicarbonato de
sédio, aménio / cloreto de aménio, acetato de soédio / biftalato de potassio,
acetato de amoénio / fosfato de sédio, acetato de aménio / acido cloridrico e
acetato de amonio. Dentre estes o que apresentou as melhores resolugdes no
pico voltamétrico e sensibilidade foi o &cido acético / hidroxido de aménio

0,1 mol L™, o qual foi utilizado para os estudos subsequentes.
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4.3.4. Concentracdo do VAS

Um estudo da concentracdo do agente complexante vermelho de
alizarina S foi realizado e verificou-se que, em concentragbes superiores a
1 mmol L™ ocorre um aumento da corrente de pico referente ao ligante livre.
Isto contribuiu para aumentar a base do pico ocorrendo uma sobreposi¢cdo ao
pico do complexo, inviabilizando a determinacdo de boro em amostra com
baixas concentracdes deste elemento devido provavelmente a competicdo do
ligante livre com o complexo na superficie do eletrodo. Também foram testadas
concentracdes do ligante inferiores a 0,5 pmol L™, mas a resposta de corrente
referente ao complexo ndo foi satisfatoria. Portanto, foi escolhida a
concentracdo de 1 umol L™, para todo o experimento, por apresentar o melhor
sinal voltamétrico permitindo a determinacdo de boro em uma extensa faixa de

concentracao.

4.4. EXPERIMENTO DE TRIAGEM

Diferentes parametros operacionais influenciam na resposta
eletroanalitica. Sendo assim, através do planejamento do tipo Plackett-Burman
foi realizado um screening com o objetivo de identificar quais fatores sao
importantes para a construcdo do planejamento experimental. Inicialmente
foram utilizados os fatores selecionados na Tabela 1, pH, potencial de
acumulacéo (PA), tempo de acumulacéo (TP), amplitude de pulso (AP), tempo
de pulso (TP), incremento de voltagem (IV) e incremento de tempo (IT).
Adotando a ordem aleatoria dos experimentos foi obtida a matriz do
planejamento experimental de Plackett-Burman com os valores codificados das
variaveis independentes. As respostas voltamétricas foram obtidas pela razéao
da altura pela largura a meia altura do pico do complexo VAS-B (Equacéo 2),

mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Matriz do planejamento Plackett-Burman com valores codificados das

variaveis independentes e respostas voltamétricas do complexo

VAS-B
_ Variaveis Respostas
Experimento* 1
pH PA TA AP TP IV IT (AVY)
1 - - - + + + - 431,75
2 + - - - - + + 1510,00
9 0 0 0 0 0 0 0 1238,65
4 + + - + - - - 10,00
12 0 0 0 0 0 0 0 1120,26
7 - + + - - + - 1929,73
5 - - + + - - + 877,88
11 0 0 0 0 0 0 0 1386,49
10 0 0 0 0 0 0 0 1382,97
8 + + + + + + + 420,00
3 - + - - + - + 381,75
6 + - + - + - - 207,53

* ordem de execucdo do experimento

Os voltamogramas obtidos no planejamento do tipo Plackett-Burman
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Figura 17. Voltamogramas obtidos através do planejamento Plackett-Burman (----) VAS

e (—) VAS-B, seguindo a sequéncia da Tabela 4

A melhor resposta de corrente do complexo VAS-B observada foi no
experimento 7, onde as variaveis potencial de acumulacdo, tempo de
acumulacédo, incremento de voltagem, apresentavam os maiores niveis da faixa
investigada enquanto pH, amplitude de pulso tempo de pulso e incremento de
tempo os menores niveis.

Como no planejamento do tipo Plackett-Burman é possivel estimar
apenas os efeitos principais, foi utilizado o grafico de Pareto, Figura 18, no qual
€ apresentada a analise estatistica dos efeitos das variaveis sobre a resposta
voltamétrica. Através deste gréafico podemos observar, ao nivel de 95% de
confianga, que as variaveis tempo de pulso (TP), incremento de voltagem (1V),
amplitude de pulso (AP) e pH foram estatisticamente significativas. Além disso,
observa-se que as variaveis tempo de acumulacdo, incremento de tempo e
potencial de acumulacdo ndo apresentam efeitos significativos. As variaveis
tempo de pulso, amplitude de pulso e pH exercem efeito negativo sobre a
intensidade de corrente do complexo, ou seja, os melhores valores das

respostas de corrente sdo obtidos no nivel baixo (-) estabelecido no
planejamento enquanto, a variavel incremento de voltagem exerce um efeito

positivo obtendo melhores respostas no nivel alto (+) do planejamento.
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Figura 18. Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das

variaveis testadas no planejamento Plackett-Burman

Como consequéncia dos resultados do planejamento, pode ser inferido
que o tempo de pulso foi a variavel que afetou mais significativamente a
intensidade da corrente do complexo VAS-B. O valor negativo de seu efeito
significa que a resposta foi favorecida em valores ainda menores de tempo,
mas, a diminuicdo deste tempo aumentaria a contribuicAo da corrente
capacitiva induzindo a uma resposta erronea, superestimada. Assim sendo, 0
tempo de pulso foi fixado em seu menor nivel (=), de 10 ms.

A variavel incremento de tempo nao foi significativa, sendo fixada no
menor nivel (-) de 0,2 s, para garantir um maior nimero de pontos no
voltamograma e, consequentemente, melhor resolucéo.

Como a relacdo entre os parametros incremento de voltagem e
incremento de tempo € a velocidade de varredura, e a variavel incremento de
tempo foi fixada por ndo ter efeito significativo, a varidvel velocidade de
varredura foi utilizada como parametro para otimizacdo. Isto porque variando
apenas o fator incremento de voltagem, diferentes valores de velocidade de

varredura sdo obtidos.
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Figura 19. Parametros voltamétricos utilizados em voltametria de

pulso diferencial (Manual Software — Metrohm)

Pode ser verificado que as variaveis, potencial de acumulacdo e tempo
de acumulacédo nao interferem na intensidade da corrente. Portanto, quaisquer
dos niveis estudados poderiam ser escolhidos e neste caso os niveis fixados
foram de -800 mV e 0s, respectivamente. Observou-se que empregando
qualquer tempo de acumulacao havia sobreposi¢cao do pico correspondente ao
ligante sobre o complexo, provavelmente devido a saturacéo do eletrodo.

Entretanto, alguns trabalhos foram publicados envolvendo os métodos
voltamétricos adsortivos de redissolugdo anodico e catddico (BELLIDO et al.,
2009; HENG LI et al.,, 2008; HENG LI et al.,, 2007; HENG LI et al.; 2005;
KOMURA et al.; 2000) para determinagdo de metais pela complexacao destes
com o vermelho de alizarina S. Nestas analises foram empregados tanto

eletrodos sélidos quanto os de mercurio.

4.5. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Apos a triagem dos fatores, através do planejamento do tipo Plackett-
Burman, foi executada a Metodologia de Superficie de Resposta empregando o
planejamento composto central (Central Composite Design — CCD) para as
variaveis independentes selecionadas, pH, amplitude de pulso e velocidade de

varredura, de acordo com o planejamento de triagem.
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Os niveis do planejamento composto central foram definidos conforme
mostrados na Tabela 5. Os valores codificados axiais o, foram obtidos através

da Equacao 5.

a= 2k Equacdo 5

sendo que k = 3 (numero de variaveis). A Figura 20 esboca os pontos

experimentais no sistema de coordenadas definidas pelos eixos Z,.

0,0, a)

Z3 -, , ; ......... “ (0” 0l O)

(1,1,-1)

Figura 20. Planejamentos compostos centrais: k =3 e o =+ 1,682 (e)
planejamento fatorial, (m) pontos axiais e (o) ponto central
(TEOFILO & FERREIRA, 2006)

A elaboracdo do planejamento experimental, os valores dos pontos
axiais, do ponto central e o nivel do planejamento fatorial 23, foram codificados

segundo a Equacao 6.

Zi = —x Equacao 6
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onde Z; € o valor codificado procurado para o nivel do planejamento CCD, x; o
valor experimental do nivel, x € o valor médio entre os niveis alto (+1) e baixo
(-1) e Ax é a diferenca entre os niveis +1 e -1.

A matriz do planejamento CCD realizado, na ordem de execucédo, com
valores dos niveis codificados e as respostas obtidas pela razdo da altura pela
largura a meia altura do pico encontra-se na Tabela 5. Com as repeticdes no

ponto central foi possivel fazer a estimativa do erro puro dos coeficientes.

Tabela 5. Matriz do planejamento composto central com valores codificados

e as respostas do sinal voltamétrico do complexo VAS-B

Niveis

Experimento* Respostas

pH AP v (AV7Y)

10 -1 -1 -1 1264,86
2 -1 -1 +1 1484,05
14 -1 +1 -1 1621,79
17 -1 +1 +1 1611,62
! +1 -1 -1 1272,00
15 +1 -1 +1 839,71
11 +1 +1 1 1171,71
3 +1 +1 +1 691,18
6 -1,68 0 0 487,25
5 +1,68 0 0 627,43
13 0 -1,68 0 1350,00
18 0 +1,68 0 2199,71
0 0 -1,68 2536,22

4 0 0 +1,68 1343,42
16 0 0 0 1921,71
8 0 0 0 1741,08
19 0 0 0 2017,03
12 0 0 0 2226,22
9 0 0 0 2142,57

* ordem de execugéo do experimento

Os voltamogramas obtidos, ap0s execucao do planejamento composto

central, estdo representados pela Figura 21.
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A Tabela 6 apresenta os coeficientes do modelo da regressao, erros e
limites de confianca para a resposta voltamétrica ao nivel de 95% de confianca,
0s quais foram calculados pelo software Statistica 7.0. Observa-se que para as
variaveis independentes destacadas, termo linear da velocidade de varredura e
termo quadratico do pH, influenciaram significativamente a resposta

voltamétrica.

Tabela 6. Coeficientes e erros para 0 modelo da superficie de resposta

Coeficientes + Erro puro t p
bo 2016,21 z 84,96 23,71 2x10°
pH -129,73 + 51,43 2,52 0,065
AP 121,90 + 51,43 2,37 0,077
v -196,82 + 50,53 3,89 0,018
pH? 54501 + 51,57 10,57 5x 10*
AP? -11466 + 5157 2,22 0,09
V2 -50,02 + 48,10 1,04 0,357
pH - AP -91,67 + 67,20 1,36 0,244
pH - v -140,23 + 67,20 2,09 0,105
AP -v -34,70 + 67,20 0,52 0,633

*tap (4) = 2,78

A Tabela 7 exibe a analise de variancia (ANOVA) do modelo estimado.
Com base nestes resultados, observa-se que o modelo foi satisfatorio por ser
estatisticamente significativo, ao nivel de 95% de confianca. Além disso, ndo
houve falta de ajuste garantindo um modelo quadratico bem ajustado aos
valores experimentais da resposta em cada ponto do planejamento. O modelo
apresentado na Equacao 7 descreve o comportamento da resposta em funcéo

da velocidade de varredura e do pH, dentro dos limites estudados.
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Tabela 7. Andlise de variancia do planejamento composto central

SQ GL MQ F

Regressao 5 x 10° 9 587369 5,96
Residuos 887295 9 98588

Falta de ajuste 742807 5 148561 4,11
Erro puro 144488 4 36122

Total 6 x 10° 18

% de variagdo explicada 85,63

% maxima de variancia explicada 97,66

* Frap (9,9) = 3,18
** Frap (5,4) = 6,26

A Equacdo 7 apresenta um modelo quadratico codificado ajustado que
descreve a resposta em funcéo das variaveis independentes analisadas, pH e
velocidade de varredura dentro dos niveis estudados no planejamento

composto central.

R = 2014,34 — 196,82 v — 545,01 pH? Equagéo 7

+ 84,96 + 50,53 + 51,57

Os graficos da Figura 22, mostram as respostas observadas vs
respostas previstas (A) e as respostas previstas vs residuos (B), confirmam a
gualidade do ajuste do modelo em questédo e conforme pode ser verificado os
desvios estéo distribuidos aleatoriamente, mostrando que séo devidos a erros

indeterminados e nao sistematicos.
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Figura 22. Distribuicdo dos residuos: Grafico (A) Respostas previstas pelo modelo
vs Respostas observadas no experimento; Grafico (B) Respostas
observadas vs Residuos.

Com o modelo empirico validado, foi possivel a constru¢éo da superficie
de resposta, mostrada na Figura 23.

WE)
\'_'i\\l“ 1 ERE0 ¥

Figura 23. Superficie de resposta mostrando a resposta de corrente em fungéo dos

valores decodificados de velocidade de varredura e pH
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Figura 24. Curvas de nivel da resposta de corrente do complexo VAS-B

A Figura 24 apresenta as curvas de nivel do modelo quadratico e
através dela verifica-se que a resposta maxima é obtida no menor nivel de
varredura e em de pH proximo de 7,0.

Apoés a otimizacdo dos parametros, os valores Otimos e as respostas
estimada e observada para o complexo VAS-B foram encontrados e sé&o
exibidos na Tabela 8. Através do erro relativo € possivel verificar o ajuste do
modelo matematico ao sistema voltamétrico e a contribuicdo deste modelo para

0 aumento da resposta para uma concentracao de boro na célula voltamétrica.

Tabela 8. Condigdes otimizadas da técnica de voltametria de pulso diferencial

para andlise de boro

Variaveis Nivel 6timo Resposta estimada
pH 7,2 2211,16 nAV*
Tempo de pulso (ms) 10
Amplitude de pulso (mV) 50 Resposta observada
Incremento de voltagem (mV) 1,221 2320,63 nA V*
Incremento de tempo (S) 0,2
Velocidade de varredura (mV s™) 6,2 Erro relativo: + 4,9 %
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4.5.1. Validacao da metodologia

A confiabilidade de um método, para aplicacdo em uma amostra, é
garantida através de sua validagdo. Para tanto, o método foi submetido a
andlise da linearidade, dos limites de deteccdo e quantificagdo e da

repetitividade.

45.1.1. Linearidade

Aplicando as condi¢des otimizadas, mostrados na Tabela 8, foi obtido
um sinal bem definido em potencial de aproximadamente -0,49 V. Sendo
assim, um estudo de linearidade foi realizado empregando a técnica de pulso
diferencial para determinacdo de boro em presenca do VAS. Neste estudo, a
curva analitica foi obtida com o intuito de analisar a aplicabilidade do método
otimizado. A relacdo linear foi encontrada entre a corrente correspondente a
altura do pico obtida versus a concentracao de boro na célula voltamétrica, em
22 niveis de concentracdo, com o objetivo de verificar qual a faixa de
concentracdo apresenta relacao linear com a resposta voltamétrica.

A dependéncia do sinal voltamétrico do complexo VAS-B foi obtida
através de adicbes de solucdo padrdo de boro, com concentragbes que

variaram entre 0,009 e 6,86 mg L™ na célula voltamétrica.
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Figura 25. Curva analitica da corrente pico vs concentracao de boro

para avaliacdo da faixa de trabalho

Através da analise por quadrados minimos da concentracdo de boro vs
corrente de pico, verifica-se que ha uma relacdo linear entre 0,032 a
1,47 mgL™. Através do modelo de regressdo (Equacdo 8) obteve-se um
coeficiente de determinacdo de 0,9958 para n = 11. A Figura 25 exibe os
voltamogramas de pulso diferencial obtidos do complexo VAS-B e a relagao

linear entre a concentracdo de boro e a corrente observada.
| (nA) = -2,41 + 86,9 x C (mg L™ Equacéo 8

onde | é o sinal da corrente em nanoamperes e C é a concentracdo de boro

analisado, em pg L™

4.5.1.2. Limites de deteccao e quantificacao

O desvio padrdo do branco da metodologia voltamétrica para
determinacéo de boro foi calculado através de sete repeticdes do branco (VAS
e eletrdlito de suporte) realizadas em um mesmo dia, sob as mesmas
condicdes de andlise para amostras sem qualquer residuo de boro. Os limites
foram calculados com o auxilio das Equacbes 3 e 4, obtendo-se
LD=9,72ugL*eLQ=32,4pg L™

Com os resultados obtidos verifica-se que ap0s o emprego de
planejamentos experimentais a metodologia proposta apresentou limites de
deteccao e de quantificacéo inferiores ao descritos na literatura empregando a

mesma técnica.

4.5.1.3. Repetitividade

Uma maneira de avaliar a precisdo do método € através da
repetitividade. A repetitividade das respostas voltamétricas, independentes, foi
avaliada através de cinco replicatas de uma solucdo padrdo boro de
40 pg L. As andlises foram realizadas no mesmo dia e sob as mesmas

condi¢cbes, obtendo um desvio padrao relativo (RSD) de 3,21%. Com este
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resultado verifica-se a boa repetitividade e o baixo desvio, mesmo em
concentracdo proxima ao limite de quantificacdo, mostrando a confiabilidade do

método.
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Conclusoes

5. CONCLUSOES

A metodologia empregando voltametria de pulso diferencial, juntamente
com o eletrodo de mercurio de gota pendente evidenciaram a viabilidade da
técnica na determinacdo de boro mostrando-se simples e precisa. A técnica
apresentou algumas vantagens sobre o método espectrofotométrico da
Azomethina-H, sobretudo no tempo de reacdo, ja que a reagcdo de
complexacao entre o VAS—-B se processa rapidamente.

A etapa de otimizacdo mostrou-se muito importante para a eficacia do
método na determinagdo de boro, utilizando como eletrdlito de suporte o acido
acético / hidroxido de ambnio e o agente complexante vermelho de alizarina S.
Sua importancia foi comprovada, pois através do uso da metodologia da
superficie de resposta foi possivel encontrar resultados superiores em
comparacao aqueles obtidos por SAHIN & NAKIBOGLU (2006).

Para o prosseguimento deste trabalho e aperfeicoamento da técnica
sugere-se a avaliacdo de eletrodos solidos e outros agentes complexantes,
bem como o estudo mais detalhado de eletrolitos de suporte e a aplicacao do

método otimizado em amostras ambientais, tais como solo, vegetal e agua.
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