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INTRODUCAO

Mistura € um termo usado para definir uma formulac@o ou
uma composigio de determinadas substancias. Um experimen-
to com misturas'™® é aquele no qual dois ou mais componentes
sdo misturados, em quaisquer proporg¢des, € uma resposta &
obtida para cada conjunto de componentes. Assume-se "geral-
mente que esta resposta € fungdo somente das propor¢des (mas-
sa, volume, etc.) dos componentes presentes na mistura € no
da quantidade total da mistura.

O propésito geral em um experimento com misturas é tor-
nar possivel, por meio de superficies de respostas®, a estimati-
va das propriedades de um sistema multicomponente, a partir
de um nimero limitado de observacgdes. Essas observacdes sdo
obtidas de combinac¢des pré-selecionadas dos componentes na
tentativa de se determinar quais delas, de alguma maneira,
otimizam a resposta.

Ao contririo dos experimentos com fatorial®, onde as va-
ridveis (concentragdo, pH, temperatura, etc.) sdo independen-
tes, no problema de misturas os componentes representam pro-
por¢des e, neste caso, ndo sdo independentes. Estas propor-
¢des ndo podem ser negativas e, se expressas como fracOes
da mistura, devem somar a unidade. Tais condi¢Ges reduzem
a representacdo espacial das misturas, denominada de
"simplex"3, para dimensdes iguais a (q - 1), onde q & igual ao
nimero de componentes. Portanto, para (q = 2) tem-se uma
reta, para (q = 3), um tridingulo equildtero, para (g = 4), um
tetraedro e, para (q > 4) torna-se impossivel representar a
figura no espago tridimensional.

Nestes “simplex” sdo montados planejamentos experimen-
tais os quais permitem a estimativa de modelos mateméticos
que irdo representar o comportamento do sistema de misturas,
em todo o espago experimental.

Um planejamento experimental simples, contendo os com-
ponentes, dgua, acetona e metanol, com o objetivo de maximi-
zar a separagdo de dois corantes por cromatografia em papel é
utilizado para demonstrar uma aplica¢do do método. Tais pro-
cedimentos foram elaborados para permitir uma fécil introdu-
¢do destes conceitos.

CONCEITOS BASICOS

Em experimentagio com misturas, o espago experimental,
denominado de “simplex”, terd dimensio de uma unidade a
menos do que o nimero de componentes (q) usado na formu-
la¢do, ou seja, igual a (q - 1). Esta restri¢do é consequéncia da
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interdependéncia dos conponentes (x;) da mistura dada pela
equagdo (1).

g
Z{xi=xl+x2+...+xq=l 80

Portanto a representacdo geométrica do espago experimen-
tal para “q” componentes consiste de todos os pontos (vértices,
arestas, faces, etc.) de uma figura regular de dimensio (q - 1).

Em uma mistura bindria, a equagdo (1) € representada por
uma reta (x; + X2 = 1) e cada ponto desta reta corresponde a
uma mistura diferente. Embora todo o espago dentro do qua-
drado, (Fig. 1a), possa ser estudado em experimentos nos quais
as varidveis sdo independentes, em experimenta¢io com mistu-
ras o espaco fica restrito aos pontos da reta. As variagdes nas
respostas das propriedades das misturas em fungdo das propor-
¢des dos componentes podem ser representadas por curvas
tragadas acima desta reta.

Para misturas de trés componentes, (q = 3), o “simplex”é
um tridngulo equildtero, formado por um plano diagonal con-
tido em um cubo, onde a soma das proporg¢des de xj, X3 € X3
em qualquer ponto do tridngulo também é igual a um. Sis-
temas em que x;, X3 € X3 sdo independentes, (ex. x| = con-
centragdo, X2 = temperatura e x3 = pH), todos os pontos do
cubo podem ser utilizados no experimento, (Fig. 1b). Os
pontos situados sobre os vértices do tridngulo correspondem
aos componentes puros e sobre os lados 4 misturas bindrias.
Os pontos contidos no interior do tridngulo correspondem a
possiveis misturas terndrias. As respostas provenientes das
propriedades das misturas, podem ser representadas por uma
superficie acima do tridngulo"?, que é mais facilmente ana-
lisada fazendo-se sua proje¢do no plano e mostrando-se as
linhas de contorno.

Xz X2

Xy X, Xs X3
X+ X, =1 Xy 4+ X+ Xy= 1

(A) (B)

Figura 1. Representagdo do espago experimental, “simplex”, para va-
ridveis independentes e misturas: (a) duas varidveis, (b) trés varidveis.
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Se o nimero de componentes na mistura for igual a quatro,
(q = 4), o “simplex” é um tetraedro e as mesmas inferéncias
podem ser feitas para esta figura. Com o aumento do niimero
de componentes (q), a dimensdo do “simplex” aumenta, mas as
mesmas regras continuam sendo aplicéveis.

Para ajustar modelos matemadticos, alguns conjuntos de pon-
tos pré-selecionados s@o escolhidos. A esses conjuntos de pon-
tos, que sdo combinagdes das propor¢cdes dos componentes da
mistura, denominam-se planejamento experimental. Como as
propriedades dos modelos usados para estimar a fungfo res-
posta depende do planejamento experimental, este deve cobrir
toda a regido de interesse, permitir uma estimativa do erro
experimental e testar o modelo quanto ao ajuste. Um delinea-
mento com essas caracterfsticas pode ser aquele no qual os
pontos estdo posicionados uniformemente sobre o “simplex”.
Tal planejamento é chamado de “Simplex-Lattice” e foi desen-
volvido por Scheffé®. Consiste de um arranjo simétrico de pon-
tos que sdo referidos como {q, m}, onde (q) é o nimero de
componentes na mistura e (m) ¢ o grau do polindbmio a ser
ajustado. As propor¢des assnmidas por cada componente dd
um nimero de pontos igual a (m + 1) simetricamente espacga-
dos de O até 1.

Xi=0, _l_, i,

m m
Entédo, todas as possiveis combinagdes (misturas) dos com-
ponentes podem ser consideradas, utilizando-se as proporgGes
da equagdo (2) para cada componente. Por exemplo, para um
sistema com trés componentes, (q = 3), a figura geométrica
para todas as possiveis misturas € um tridngulo equildtero.
Suponha que cada componente possa assumir os valores 0, 1/3,
2/3 e 1, onde (m = 3), sendo i = 1, 2 e 3. Pela equagdo (2)
calcula-se que o “Simplex-Lattice”’consiste de um arranjo de
dez pontos nos vértices, lados e centro do tridngulo, (Fig. 2a).
Estes pontos podem ser representados por:

(x1, X2, x3) = (1, 0, 0); (0, 1, 0); (0, 0, 1); (1/3, 2/3, 0); (1/3,
0, 2/3); (0, 1/3, 2/3); (2/3,1/3, 0); (2/3, 0, 1/3); (0, 2/3, 1/3);
(173, 1/3, 1/3) :

Os trés pontos (1, 0, 0), (0, 1, 0) e (0, 0, 1) representam os
componentes puros ¢ estdo situados nos vértices do trangulo.
Os pontos (1/3, 2/3, 0), (1/3, 0, 2/3), (0, 1/3, 2/3), (2/3, 1/3, 0),
(2/3, 0, 1/3), (0, 2/3, 1/3) representam as misturas bindrias dos
componentes e localizam-se nos lados do tridingulo e o ponto
(173, 1/3, 1/3), situado no centro do tridngulo, representa a
mistura dos trés componentes.

O total de ensaios no “Simplex-Lattice” é definido pelo nime-
ro de componentes (q) e pelo grau do polindmio (m), e podem ser
facilmente determinados por meio da seguinte expressdo:

.. londei=1,2,..4q 2)

m_(g+m-1}!
wm =S T 3

Um outro delineamento experimental, denominado “Sim-
plex-Centroid™®, (Fig. 2b), envolve observagdes consistindo de
todos os subconjuntos dos (q) componentes, mas somente nas

(1,0,0)

(1,0,0)

(2/3,1/3,0} (2/3,0,1/3)

(1/2,172,0) (1/2,0,1/2)
(1/3,1/3,1/3)
.

(1/3,2/3,0) (173,0,2/3) .

(1/3,1/3,1/3)

(0,1,0) (0,2/3,1/3) (0,1/3,2/3)

(0,0,1} (0,1,0}

(0,172,172} -

(A) (B)

(0,0,1)

Figura 2. Planejamentos experimentais: (a) “Simplex-Lattice”, (b)
“Simplex-Centroid”.
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misturas onde esses componentes aparecem em iguais propor-
¢oes. No “Simplex-Centroid” um ndmero de (2" - 1) observa-
¢Oes sdo utilizadas, o que reduz o nimero de experimentos e
ainda permite ajustar um modelo denominado ctibico especial.

Com o objetivo de obter equagdes de regressdo, modelos
matemdticos devem ser ajustados aos dados obtidos do plane-
jamento experimental. Em procedimentos com superficies de
resposta envolvendo varidveis independentes®, experiéncias tdm
demonstrado que Y pode ser estimado utilizando um poliné-
mio derivado de uma série de Taylor. Entdo para duas varii-
veis X| e X2, um modelo quadritico poderia ser:

Y(x1, X2) = by + bix; + baxa + biixi? + byxa? + biaxixa  (4)

Entretanto, quando a condigdo para misturas € aplicada ao
modelo polinomial, a equagdo (4) se torna:

Y(x1, X2) = by*x; + ba*xp + bpa*x1x2 5)

onde:
b]* = b() + b1 + b“
by* = by + by + b
bjo* = byz - by - by

Desta forma os modelos para mistura t€ém menos coeficien-
tes a serem estimados do que os polindmios comumente utili-
zados em andlise de superficies de resposta. Em particular, o
termo constante by foi removido do modelo. De uma maneira
geral, Scheffé® sugere as seguintes formas polinomiais para
misturas, omitindo os asteriscos:

Linear
Y(xi, X2, vy Xq) = bx; + b2X2 + ...+ quq
Quadritico

Y(X1, X2, .oy Xq) = bxxl + byxsy + ... +quq + bpaxixa + b13X1X3
+ ...+ bq-l ¢Xg¢-1Xg

Cibico Especial
Y(Xl, X2, «uvy Xq) = b|X1 + byxy + ... +quq + b12X|X2 + b|3X|X3
+ oo+ by gXg1Xg + bra gX1X2...Xy

Cubico Completo
Y(Xl, X2y cees Xq) =bx; + b2X2+ +quq + b|2X|X2 + b|3X1X3
+ ...+ by oXg-1Xq + C2X1X2(X] - X2) + €13X1X3(X) - X3) + ...
+ Cy-1 qu_IXq(Xq.l - Xq) + b]2“.qX|X2...Xq

Quando os valores da resposta sdo obtidos dos pontos do
planejamento experimental, os coeficientes “b” dos modelos
podem ser estimados utilizando o método dos minimos quadra-
dos, por meio da equagio matricial,

B = (X'X)LX.Y (6)

onde Y é um vetor coluna de dimensio (N x 1) contendo os
valores da resposta para cada mistura. Cada linha da matriz X,
de dimensdo (N x p), corresponde a uma mistura ¢ contém a
mesma ordem vertical no vetor Y, enquanto que B é um vetor
coluna de dimensdo (p x 1) formado pelos coeficientes do
modelo, sendo p o niimero de parimetros no modelo.

Na estimativa dos coeficientes estdo envolvidos erros que
devem ser determinados, para que se calcule o nivel de signi-
ficancia estatistica destes coeficientes. Assumindo-se que os
erros sdo independentes entre si e uniformemente distribuidos,
a estimativa das varidncias dos coeficientes podem ser dadas
pela diagonal principal da matriz de variincia e covariancia
dos elementos de B, de dimensdo (p x p).

var(B) = (X.X)"'Sp @)

€,
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s=33len) )
P n
I=lu=1 l—zl(rl __1) ®

n = nimero de conjuntos experimentais.

r = repeti¢des

t = nimero de repeti¢des dentro de cada conjunto experimental,
S'2,= varidncia global

Em um dado experimento, pode-se obter, por exemplo, 0s
modelos quadritico e cibico especial para explicar as proprie-
dades do seu sistema de misturas. Para escolher um dentre os
modelos propostos, a significincia estatistica € um dos critéri-
os mais usados, a qual pode ser avaliada fazendo-se uma and-
lise de varidncia para cada modelo. A andlise de variancia d4
informagdes separadas para cada fonte de variagio’. A varia-
¢do total no conjunto de dados é chamada de “soma dos qua-
drados total”, SQT, dada por

SQT = g(yu ~y)’ ©)

estando associada a (N - 1) graus de liberdade, enquanto que a
“soma dos quadrados dos desvios” dos valores observados, (yu),
em relacdio aos valores estimados, (y,), €&

SQD = Elj‘,l(yu -5,) (10)

com (N - p) graus de liberdade e a diferenca entre as somas de
quadrados é a “soma dos quadrados da regressdio” SQR, que
pode ser escrita como

N . 2
SQR=5QT-5QD = 37, ) i

com (p - 1) graus de liberdade.

A SQR representa a porgido da SQT atribuida a equagdo de
regressdo ajustada. Em nota¢do matricial estas férmulas séo
descritas por:

2
SQT=Y'Y- _(.Iﬂ (12)
N
SQD=Y'Y-B'X'Y (13)
2
SQR=B'X' Y—(U—;{—)— (14)

onde U é um vetor de dimensio (1xN) com todos os elementos
iguais a um. Os resultados da andlise de varidncia sdo geral-
mente mostrados em forma de tabela, assumindo-se que o
modelo ajustado contém p termos, (Tabela I).

Tabela 1. Tabela de Andlise de Variincia.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado
Variagdo Liberdade Quadrados Médio
Noo 32
Regressdo p-1 SQR= Z(yu _Y) SQR
s (p-1)
N ~ 32
Desvio N-p  soD=X(y.-%.) QD
usl (N-p)
N —\2
Total N -1 sQT= (v, -7)

u=|

O quociente [SQR/(p - )J/[SQD/(N - p)] tem distribuigﬁo F
com (p - 1) ¢ (N - p) graus de liberdade. Entdo, o valor de Fyy.
assim obtido € comparado com o Fyp, = F, |, N.p, o) Para testar a
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significéncia da regressdo sobre xi, Xz, ... Xq a0 nivel o de pro-
babilidade. Se o teste F para a regressiio for significativo, isto
significa que pelo menos uma das p varidveis estd influencian-
do significativamente a resposta ao nivel o de probabilidade.
Mas este teste ndo indica explicitamente quais os pardmetros
significativos, exceto quando p = 1. O teste t de STUDENT,
neste caso, ¢ utilizado para testar cada parimetro. A expressdo
para o teste t € definida por:

Leate. = . (15)
var(f))

n ~
associado a 2 (n-1) graus de liberdade, var(b) é obtido de var(B)=
(Xtx)! SIZ, e Sf, da equagdo (8). Desta maneira eliminam-se
os pardmetros que ndo forem significativos.

Voltando ao teste F para a regressdo, suponha-se que ambos
os modelos obtidos sejam significativos no nivel o de probabi-
lidade. Entdo outros critérios de avaliagdo deverdo ser levados
em consideragdo. Na comparacgdo entre modelos, é preciso fa-
zer um outro teste F, comparando a redugdo na soma quadra-
tica do desvio por unidade de parimetros adicionada, com a
prépria média quadrdtica do modelo contendo um maior mime-
ro de parametros. Por exemplo, quando sdo comparados os mo-
delos ciibico especial e quadritico, testa-se a seguinte hipéte-
se: Ho: P12z = 0, ou seja, verifica-se se o termo cibico byyz €
igual a zero. A equagdo (16) é usada para testar a hipétese de
nulidade para a escolha do modelo.

[(5QD.cs, - SQDemy )/ d]
[SQD, /(N -p)]

p = nimero de pardmetros no modelo completo.

d = diferenca entre p e nimero de pardmetros no modelo
reduzido.

N = nidmero total de ensaios.

SQD,.4. = soma dos quadrados do desvio no modelo reduzido.
SQD¢ompt. = soma dos quadrados do desvio no modelo completo.

(16)

Fcalc. =

A hipétese nula, Hy, é rejeitada sempre que o valor Fyy.
exceda o valor F,;, com (d e N - p) graus de liberdade. No
caso de rejeigdio da hipdtese, para o nosso exemplo o modelo
ciibico especial € escolhido.

Uma maneira mais segura de avaliar a qualidade do ajuste
dos modelos, é fazer o teste da falta de ajuste. Alguns ensaios
a mais do que aqueles necessdrios para estimar o modelo sdo
planejados e servirdo para testar o ajuste. Estes ensaios sfo
chamados pontos de verificagdo, como por exemplo os ensaios
8, 9 e 10 da figura 5. Desta maneira, o niimero total de conjun-
tos experimentais (n) é maior do que o mimero de pardmetros
(p) no modelo, de modo que a soma dos quadrados do desvio
¢ composta da soma dos quadrados da falta de ajuste e da
soma dos quadrados devido as replicatas. A soma dos quadra-
dos devido as observagdes em replicatas (chamada de SQ Erro
Puro) pode ser calculada a partir das replicatas e entfio subtra-
ida da soma dos quadrados do desvio para obter a soma dos
quadrados da falta de ajuste (SQ Falta Ajuste.). Em outras
palavras, se denotarmos a u-ésima observagéo da 1-ésima mis-
tura por yy, onde u = 1, 2, .., |, sendo r = ndmero de repli-
catas, e | = 1, 2, ..., n, entdo:

n r 2
SQ Erro Puro = ZZ(YIU —)’,) com (N-n) graus de liberdade

1=1 u=l

an
e
SQ Falta Ajuste = SQD - SQ Erro Puro, com (n - p) graus de
liberdade (18)

O teste da Falta de Ajuste é:
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(SQFaltaAjuste)(N — n)

(SQErroPuro)(n - p) (19)

Feale. =

A hipétese da falta de ajuste é aceita, a um nivel a de sig-
nificincia, quando o valor do F.. é maior do que o valor do
Fib. = Fn p, N -n, o). Neste caso o modelo ndo ¢ adequado para
representar o comportamento do sistema.

Os coeficientes do modelo obtido apés os testes de avalia-
¢do, devem ser interpretados. Para facilitar serd usada como
exemplo uma mistura de dois componentes. Se a resposta varia
linearmente com a composi¢do da mistura, os componentes
agem aditivamente tal que esta resposta seja representada por
uma reta, ¢ nos dois extremos da reta tem-se as contribui¢des
dos componentes puros.

Quando a resposta é melhor representada por um modelo
quadritico, ou seja, existe uma relagdo ndo linear entre os
componentes, temos dois casos a considerar: (i) se a resposta é
maior do que a esperada de um modelo linear, isto é, bj; > 0,
esta relagdo ndo linear é denominada de sinergismo. E na
maioria das vezes este é o caso preferido, como no trabalho de
Jacques®, em otimizagdo de misturas de solventes para croma-
tografia. (ii) Se bjz < 0, entdo a resposta é menor do que a
esperada em um modelo linear e este tipo de relagdo entre as
varidveis x) e X2 € chamada de antagonismo. A figura 3 mostra
a interpretagdo grdfica para os modelos linear e quadratico com
dois componentes. O segmento reto representa o modelo linear
e os segmentos curvos, o modelo quadritico. O valor de y;
representa a contribuigdo do componente 1 (um), dada pelo
coeficiente b; e y, representa a contribui¢do do componente 2
dada pelo coeficiente b,. O valor médio (y; + y2)/2 representa
as contribui¢des dos dois componentes na resposta, quando
estes entram com proporgdes iguais no modelo linear. Para o
modelo quadritico este valor é acrescido de b2/4.

b2 /4
Y Yiz
T b
]
a
b, N~ LA
lyi+yz)/2 c
b,
i o} 0.5 1
Xy
Xy =0 X121
X2=1 x2= 0

Figura 3. Representagdio grdfica de modelos com dois componentes:
(a) linear, (b) e (c) quadrdticos mostrando efeitos sinergisticos e
antagonisticos, respectivamente.

Interpretagdes similares sdo feitas quando se tem mais de
dois componentes, ndo sendo possivel, porém, esbogar as su-
perficies de contorno do polindmio, para modelos com mais de
quatro componentes

E muito comum comparar os coeficientes para determinar quais
sdo mais importantes. A importincia de um coeficiente depende,
em parte, da ordem do termo com o qual ele estd associado. A
tabela 2 mostra que valores elevados dos coeficientes quadraticos

Tabela 2. Importancia relativa dos coeficientes.

e ciibicos ndo implicam necessariamente em grandes efeitos
quando comparados com o coeficiente linear. Um coeficiente
cibico poderia ter 27 vezes o valor do coeficiente linear € ainda
assim estaria descrevendo o mesmo efeito.

Pseudocomponentes

Na pritica, muitas vezes ndo ¢ possivel trabalhar com otimi-
zagdo de misturas usando os pontos do “simplex” corresponden-
tes aos componentes puros. Esta restricio pode ser observada
quando trabalha-se com misturas de dgua, etanol e metil-isobutil-
cetona ¢ somente a regido de fase tnica interessa. Neste caso
trabalha-se com pseudocomponentes, que ndo sdo componentes
puros, mas uma mistura fixa dos virios componentes®. Com isto
o experimento fica limitado a uma sub-regido do “simplex”, pois
as varidveis devem obedecer 4 desigualdade:

OSIiSXiSSiSI

I = limite inferior, S = limite superior, i=1,2,..,q

Os pseudocomponentes (representados por x’;) sdo gerados
a partir dos componentes originais, ¢ definidos como se segue:

S e ¢

I-L°
Por exemplo, se: 0,35 < x; £0,73; 0,20 < x, £0,50 ¢ 0,15
<x3<045 Entio L =0,70 ¢

, x; —0,35 , X, —0,20 , x3—0,15
X = =, Xy = ———r, X3 = ————

0,30 0,30 0,30

A figura 4 ilustra este exemplo, mostrando o “simplex” com
os componentes e os pseudocomponentes. Os modelos podem
ser obtidos em fungdo dos pseudocomponentes € as interpreta-
¢Oes sdo similares aquelas com componentes originais.

L= ﬁ_'lli< 1 22)

X,=0.35 X1=0.35

/7 XN

X  X3:015 X2=0.20 Xy

Figura 4. Sub-regido do simplex original redefinida como “simplex”
nos pseudocomponentes xi’, i = 1, 2, 3.

EXPERIMENTAL

Os experimentos foram efetuados empregando-se dgua dei-
onizada e reagentes de grau analitico. As solu¢des de Rodami-
na-B, (Rod-B), e de Rodamina-6G, (Rod-6G), 0,1% m/v foram
preparadas dissolvendo-se quantidades adequadas destes com-
postos em metanol.

Os cromatogramas foram corridos em tiras de papel croma-
tografico, que pode ser substituido por papel de filtro quantita-
tivo tipo Whatman 4! ou equivalente. Obviamente os valores
das respostas poderdo variar de acordo com a qualidade do
papel empregado’®.

Termo Valor Maximo da Variadvel

Efeito Mdximo do Termo

biXi Xj = 1
binin Xin = (]/2)(]/2) =1/4
biijinXk

XiXjxk = (1/3).(1/3).(1/3) = 1/27

bix; = 1b;
binin = (]/4).bij
biij'IXij = (1/27).b1jk B
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Os eluentes sdo misturas de dgua, acetona e metanol com
composigdo varidvel em meio bdsico, neutro ou dcido, de
acordo com os planejamentos experimentais. Os meios dcido
ou bdsico foram obtidos adicionando-se dcido cloridrico ou
amdnia 2 mistura, de modo a se obter uma concentragio final
de 1% m/v de 4cido ou base respectivamente. Os detalhes de
cada etapa sdo dados a seguir.

Planejamento

As proporgdes entre os componentes das misturas que com-
pbem as fases méveis obedecem ao planejamento experimental
tipo “Simplex-Centroid”. Neste estudo, somente a 4gua entra
como componente puro, o metanol e a acetona tém seus limites
superiores iguais a 60%. Os ensaios 8, 9 e 10 ser@o utilizados
para testar o ajuste, (Figura 5). O 4cido ou base, quando neces-
sdrios, entrardio como componente dgua.

AGUA

METANOL ACETONA

Figura 5. Hustragdo do delincamento expermmental tipo " Simplex-
Centroid”. Os ensaios 8, 9 e 10 sdo utilizados para testar o ajuste
dos modelos.

Procedimento

Dez frascos de vidro, de cerca de 9 cm de didmetro, do tipo
usado para conserva de alimentos, foram cortados a uma altura
de 10 cm paralelamente as suas bases. Na borda de cada frasco
foram feitos trés sulcos equidistantes para apoiar o suporte para
o papel cromatogréfico, preparado soldando-se trés fios de
cobre uns aos outros pela extremidade, formando &ngulo de
120°. Dez quadrados com 10 cm de lado foram obtidos a partir
de vidro plano, para serem usados como tampas das cubas.
Todas as bordas dos vidros foram esmerilhadas, (Figura 6a).

O papel cromatogrifico foi cortado em tiras de 2,5 cm de
largura por 10 cm de comprimento, perfazendo um total de
trinta tiras para cada experimento completo. Depois recorta-
ram-se as pontas das tiras e marcaram-se com um lapis o local
de aplicagio das amostras e o local de chegada do solvente de
acordo com a figura 6b. Além das tiras, dez pedacos retangu-
lares de papel de dimensdo 8cm x 10cm foram cortados, para
serem usados dentro das cubas, auxiliando na saturagdo destas
com o eluente. Outros detalhes experimentais para cromatogra-
fia em papel podem ser encontrados na literatura'”.

As amostras de Rodamina-B e Rodamina-6G foram aplica-
das sobre a marca inferior do papel, lado-a-lado com o auxilio
de um tubo capilar. O experimento foi conduzido em triplicata
para cada ponto do delineamento. Depois de aplicadas as amos-
tras, os papéis foram secos antes de serem submetidos ao pro-
cesso de separagcdo cromatogréafica.

As fases mdveis constituem-se de védrias misturas de aceto-
na, metanol e dgua, todas as misturas contendo a mesma con-
centragio de hidréxido de amdnio, (meio bdsico), ou &cido
cloridrico, (meio 4cido), ou meio neutro. As proporcGes entre
os componentes foram determinadas pelo planejamento experi-
mental. Para obter todos os pontos do planejamento no meio
bésico procedeu-se da maneira como se segue. Para os meios
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/5

/— TAMPA DE
VIDRO

10cm S5cm

2 zem
AMOSTRAS

(A) (B)

Figura 6. Detalhes do equipamento utilizado: (a) Cuba cromatogrdfi-
ca com suporte para os papéis, (b) forma e dimensies do papel.

dcido e neutro o procedimento é o mesmo substituindo-se o
hidréxido de amdnio por dcido cloridrico para o meio 4cido e
pelos solventes puros para 0 meio neutro.

Solugdo 1. NH; 1% m/v;

Solugio 2, NH3 1% m/v em uma mistura de dgua e acetona
na proporgdo de 2:3 v/v;

Solugdo 3, NH; 1% m/v em uma mistura de dgua e meta-
nol na proporgao de 2:3 v/v.

Os pontos 1, 2 e 3 do planejamento foram obtidos pelas
solugdes 1, 2 e 3, respectivamente. Os pontos 4, 5 e 6 foram
obtidos das misturas em volumes iguais das solugdes 1 e 2, 2
e 3, e | e 3 respectivamente. O ponto 7, que € o ponto central
do experimento, pela mistura de volumes iguais das solugGes
1, 2 e 3. Os pontos 8, 9 ¢ 10, utilizados para verificar o ajuste
do modelo, foram obtidos da mistura das solugdes 1, 2 e 3 nas
proporgdes de 4:1:1, 1:4:1 e 1:1:4, respectivamente. Este pro-
cedimento é esquematizado na figura 7.

Figura 7. Obtengdo das misturas 4, 5, 6, 7, 8 9 e 10 a partir dus
solugdes 1, 2 e 3.

Um pedaco do papel retangular foi colocado dentro de cada
cuba, encostado na parede desta. Ele proporciona uma satura-
¢do mais rdpida do ambiente interno da cuba com a fase mo-
vel. Os fios de cobre foram adaptados em cada cuba e, sobre
eles colocadas trés tiras de papel j4 com a amostra, de modo
que as extremidades afiladas da tiras tocassem o fundo. Adici-
onaram-se entdo, as misturas dos solventes jid preparadas em
cada cuba, correspondente a cada ponto do delineamento. Os
cromatogramas foram retirados assim que a frente da fase
movel atingiu a marca superior do papel. Ainda que em uma
mesma cuba alguma replicata ndo tenha atingido a marca, é
importante que as trés replicatas sejam retiradas ao mesmo
tempo. O excesso de solvente foi eliminado com um papel
absorvente. A frente do solvente foi marcada com um ldpis
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macio e as manchas das amostras foram contornadas para pos-
teriores medidas dos Fatores de Retengéo, Rg.

O Fator de Retencdo € definido por Rg = d/dyy onde d, € a
distincia de retengéo do corante que é medida entre a linha de
aplicagdo e o centro da mancha, e dp, é a distancia de migragio
da fase mével que é medida entre a linha de aplicagdo e a
frente da fase mével'’. O valor do Ry estd compreendido entre
zero e um.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das diferengas entre os fatores de retengéo (Rp)
para Rod-B e Rod-6G sdo mostrados na tabela 3. Esta resposta
foi utilizada para estudar a separagio dos pigmentos nos meios
é4cido, bdsico e neutro. Desta maneira, para se obter misturas
de solventes que ddo melhores separacdes, buscou-se maximi-
zar a diferenga entre os valores de Rg.

Tabela 3. Respostas utilizadas nos ajustes dos modelos.
Rfr(Rod-B) - Re(Rod-6G)

Ensaio Acido Bisico Neutro
1 0.01 0.14 0.26
2 0.01 0.17 0.23
3 0.04 0.16 0.21
4 0.01 0.03 0.04
5 0.00 0.04 0.09
6 0.00 0.01 0.02
7 0.04 0.06 0.04
8 0.01 0.01 0.04
9 0.00 0.11 0.03
10 0.06 0.28 0.43
11 0.08 0.29 0.33
12 0.05 0.27 0.27
13 0.02 0.03 0.13
14 0.03 0.00 0.03
15 0.01 0.02 0.04
16 0.14 0.43 0.38
17 0.04 0.31 0.40
18 0.11 0.30 0.43
19 0.09 0.18 0.31

20 0.03 0.16 0.26
21 0.07 0.14 0.20
22 0.06 0.31 0.45
23 0.05 0.35 0.43
24 0.07 0.28 0.35
25 0.00 0.11 0.07
26 0.04 0.09 0.11
27 0.01 0.10 0.17
28 0.03 0.08 0.17
29 0.03 0.12 0.17
30 0.03 0.14 0.19

Modelos lineares, quadraticos e cibico especiais foram ajus-
tados apenas aos dados obtidos dos meios bésico e neutro, ji
que em meio dcido ndo houve separagdo dos pigmentos. Estes
ajustes foram feitos usando-se o pacote computacional

Tabela 4. Testes estatisticos dos modelos ajustados.

MATLAB, mas qualquer outro programa que faga célculos
matriciais pode ser usado para tais fins. Para todos os modelos
ajustados, o teste F para a regressdo foi significativo ao nivel
o de 0,05, ou seja, pelo menos uma das varidveis ou das rela-
¢Oes ndo lineares entre elas, estd influenciando significativa-
mente na separacio, naquele nivel de confianga, tabela 4. Ob-
serva-se também que os valores dos F.. e dos coeficientes de
correlagio miltipla (R?) sdo maiores para os modelos
quadritico e ciibico especial, nos meios neutro e bdsico res-
pectivamente, € que os menores valores para o teste Fey. da
falta de ajuste verifica-se também para estes modelos. A tabela
5 mostra o resultado do teste para a escolha entre modelos.
Este resultado sugere que o modelo ciibico especial para o meio
béasico e quadritico para o meio neutro sdo 0s mais apropria-
dos, demonstrando a coeréncia dos testes estatisticos.
Embora o teste F para a regressdo indique que exista pelo
menos um pardmetro influenciando significativamente na res-
posta, ele ndo mostra explicitamente qual ou quais destes para-
metros sdo significativos. Entdo foram feitos testes t de
STUDENT para cada coeficiente a um nivel o de 0,05 obten-
do, finalmente as formas dos modelos, (equacdes 24 e 25).

Y(X(,X2,X3) = 0,277X, + 0,459X,X; + 0,958X,X3 (24)
(+0,035) (0,139) (+0,164)

para 0 meio neutro e,

Y(X1.Xz, X3) = 0,191X; + 0,545X,X; + 0,900X,X; - 2,180X,X,X3 (25)
(+0,024) (£0,109) (+0,128) (£0,844)

para o meio bdsico. Os nimeros entre parénteses foram obti-
dos a partir da matriz de variincias e covariincias, e represen-
tam o erro envolvido nas estimativas de cada coeficiente.

Os modelos expressos pelas equagdes (24) e (25) foram
aceitos mesmo sabendo-se que o teste para a falta de ajuste
para ambos foi significativo ao nivel o de 0,05 (Tabela 4),
visto que o objetivo deste estudo € apenas encontrar a regido
do “simplex” que d4 maior separacdo dos pigmentos, ndo ha-
vendo pois necessidade de um ajuste mais rigoroso. Esta falta
de ajuste pode ser devido ao fato de nfio terem sido considera-
das as densidades de cada componente quando da elaboragio
do planejamento.

Tanto para o meio basico como para o neutro, a dgua, (com-
ponente 1), influencia significativamente o comportamento do
sistema quanto a separacio dos pigmentos. Interpretaciio simi-
lar pode ser dada aos efeitos de interacdo dos componentes
dgua-metanol e dgua-acetona. Como esses efeitos sdo positivos
conclui-se que houve sinergismo entre aquelas varidveis.

No meio bdsico existe influéncia significativa do efeito cau-
sado pela rela¢fo ndo linear de terceira ordem entre os compo-
nentes dgua, metanol e acetona, e este efeito contribui para
diminuir a separacdo dos pigmentos.

Os modelos de equagdo sugerem que melhores separagdes
dos pigmentos podem ser feitas nas regides do “simplex” deli-
mitadas pelos vértices (78% dgua, 22% metanol); (64% dgua,
7% acetona, 29% metanol) e (51% dgua, 49% metanol) para o
meio neutro € (74% 4gua, 26% metanol); (46% 4gua, 54% me-
tanol) e (60% dgua, 37% metanol, 3% acetona) para o meio
bésico. Estas regides, aqui aproximadas como tridngulos, sdo

Meio Modelo Teste F para regressdo

Coeficiente de correlagdo Teste F para falta de ajuste

Linear 14,11 0,47 17,20
Neutro Quadritico 26,38 0,81 6,05
Cibico Especial 22,94 0,79 20,54
Linear 11,25 0,41 25,97
Basico Quadritico 24,94 0,80 9,93
Cibico Especial 26,83 0,84 8,75
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Tabela 5. Teste para a escolha entre modelos.

Meios Linear X Quadrdtico Quadritico X Cibico Especial
Neutro Feue. = 17,41, Fup = F3 24 005 = 3,01 Feale. = 1,73, Fup. = F1, 23, 005 = 4,28
Bisico Feale, = 19,04, Fup, = F3, 24, 005 = 3,01 Feale. = 6,69, Fip = Fy, 23, 005 = 4,28

representadas pelas partes hachuradas da figura-8. Desta
maneira, observa-se que na pratica ndo hd diferenga das
composi¢cOes dos solventes que maximizam a resposta nos
meios neutro e bdsico. Em meio 4cido, o sistema de solven-
tes comporta-se de maneira similar para os dois pigmentos,
em todas as misturas estudadas, de modo que ndo ocorre a
separagdo, (valores de Rg muito préximos).

o
o 10 20 30 40 50 80 70 80 90 100
METANOL ACETONA

70, 30
8Q, 20
%0 10
100 ) 1 L . L ! 1 L [}
o 0 20 30 40 50 60 70 80 90 100

METANOL ACETONA

{v)

Figura 8. Projecioes das superficies de respostu sobre a regido de
experimenta¢do: (a) no meio neutro,(b) no meio bdsico.

CONCLUSOES

Os modelos de equagdo utilizados explicam, dentro das limi-
tagdes experimentais, 0 comportamento do sistema com respeito
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a separagdo dos pigmentos Rod-B e Rod-6G por cromatografia
em papel. Estes pigmentos sdo melhores separados nos meios
bésico e neutro, onde praticamente ndo hi diferenca entre as
regides do “simplex”, formadas pelas misturas de solventes que
ddo melhores respostas nestes meios.

O experimento € simples e rdpido, e pode ser facilmente
executado em aulas de laboratério, j4 que ndo necessitam de
equipamentos especiais e as cubas cromatogratficas podem ser
facilmente confeccionadas. Material adicional sobre estes e
outros conceitos quimiométricos sdo discutidos de uma manei-
ra bastante diditica em um livro texto em portugués, recente-
mente langado pela Editora da Unicamp''.

Outros experimentos similares podem ser também planeja-
dos usando-se, a separagﬁo de fons metélicos tais como Cd**,
Hg2+, C02+, Cu2+, etch- 4.
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