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ABSTRACT

A procedure for espectrophotometric determination of molybdenum in plants 

tissues was developed, using a catalytic oxidation of iodide by hydrogen peroxide in 

acid médium.

In good conditions of work, a procedure used suggest aqueous Solutions of the 

H2SO4, Kl and H2O2 in concentrations of 0,010, 0,0060 and 0,0020 moldm'3, 

respectively. The reaction must be performed in a separatory funnel and, after ten 

minutes of reaction, the reaction product is iodine, wich is extracted adding 3,0x10‘3 

dm3 of metyl-isobutyl-ketone. The analytical signal is the difference between the 

absorbance obtained for catalysed reaction using molybdenum and the reaction 

uncatalysed. Individuais absorbance are obtained at 360 nm using a cuvette of 10 

mm. The effects of the interferents (Fe, Ti, W, Cr, V and PO43"), are minimized by 

means of the extraction of molybdenum with a-benzoinoxime, followed by previous 

treatment of sample.

The analytical calibration curve is linear from 10,0 to 60,0 pg.dm'3 and is 

represented by AAbs = 0,0085CMo -  0,011, with r2 = 0,9918. The relative standard 

deviation varies in a range of 18,1 - 4,35%, in a concentration internai of 10,0 and 

50,0 pg.dm'3, respectively (started of 12 experiments were performed). The limit 

detection calculated presents a standard deviation of 1,7 pg.dm'3, (started of 12 

experiments were performed ofreagent blank).

The precision and accuracy of the proposed metodology was estimated 

comparing a different method used for determination of the molybdenum in beans 

leaves Faseolus Vulgaris. Dithiol Colorimetric Methods is used as a standard method 

for comparision. The results were checked apply “F” and “t” statistic tests, wich 

shown that both methods present good results in a perfect agreement.



RESUMO

Um procedimento para determinação espectrofotométrica de molibdênio em 

tecidos vegetais foi desenvolvido, usando a oxidação catalítica de iodeto por peróxido 

de hidrogênio em meio ácido.

Em condições ótimas de trabalho o procedimento sugerido emprega soluções 

aquosas de H2SO4, Kl e H2O2 em concentrações de 0,010, 0,0060 e 0,0020 moLdrn3, 

respectivamente. A reação deve ser processada em funil de separação e, após 10 

minutos de reação, extrai-se o iodo formado com a adição de 3,0x10'3 dm3 de 

metilisobutilcetona (MIC). O sinal analítico é a diferença entre a absorvância obtida 

para reação catalisada por molibdênio e a reação não catalisada e as absorvâncias 

individuais são obtidas a 360 nm em cela de lcm de caminho óptico. Os efeitos de 

interferentes; Fe(III), Ti, W, Cr, V e PO4 são minimizados mediante extração de Mo 

com a-benzoiloxima na etapa de tratamento prévio da amostra.

A curva analítica de calibração é linear até 60,0 pg.din3 e é descrita pela 

equação AAbs = 0,0085Cmo -  0,011 e r2 = 0,9918. O desvio padrão relativo variando 

de 18,1 e 4,35% para as concentrações de 10,0 e 50,0 pg.dm"3, respectivamente, 

determinado com 12 replicatas. O Limite de detecção calculado em relação ao desvio 

padrão de 10 replicatas do branco, é de 1,7 pg.dm’3.

A precisão e exatidão da metodologia foi avaliada por comparação de 

métodos, na determinação de molibdênio em folhas de feijão Faseolus Vulgaris. 

Como método referência empregou-se o Método Colorimétrico do Ditiol. Aplicando 

os testes “F”e “t” , para cinco medidas, conlcuiu-se que os dois métodos apresentam 

precisão e exatidão equivalentes, respectivamente.



INTRODUÇÃO E OBJETIVOS

O molibdênio é um micronutriente de suma importância para os processos 

vitais das plantas1 , pois está ligado ao processo bioquímico de fixação do 

nitrogênio molecular por organismos livres e bactérias em simbiose com 

leguminosas. Participa de funções bioquímicas na redução de nitrato a nitrito2 e na 

biossíntese de ácidos nucléicos e proteínas2.

Análises dos tecidos vegetais secos, em solos deficientes de molidênio, 

revelam concentrações em tomo de 0,1 pg/g, deste elemento. Portanto, estes níveis 

de concentração exigem que o método analítico para a sua determinação seja muito 

sensível, sendo mais comum a sua determinação com concentração em solventes 

orgânicos1.

A determinação de molibdênio no solo, ou em tecidos vegetais, é muito 

importante pois sendo ele um micronutriente, os índices de sua concentração em 

tecidos vegetais que limitam as condições de carência e toxidez é relativamente 

estreito1, 0,5 e 3,0 pg/g.

Concentrações de molibdênio em tomo de 1,0 pg/g no tecido vegetal é 

considerado como adequado para a maioria das plantas cultivadas 3. Por outro lado, 

teores de molibdênio no solo na faixa de 0,5 a 5,0 pg/g são valores normalmente 

encontrados. Entretanto, em análises de solo a determinação de molibdênio ainda 

não fornece informações com grande utilidade agronômica, visto que sua 

disponibilidade não está diretamente relacionada com seu conteúdo total no solo4, 

consequentemente carência ou toxidez do vegetal é melhor verificado por análise 

foliar 5,6. Assim, tão importante quanto a análise foliar é a análise para controle de 

qualidade dos adubos vegetais, que são empregadas para efetuar o suprimento do 

molibdênio na nutrição das plantas.

Dentre os diferentes métodos para a determinação analítica do molibdênio 

destaca-se os colorimétricos que empregam a complexação do molibdênio com 

tiocianato6,7 ou com ditiol8. No entanto, emprega-se também determinação por 

espectrofotometria de absorção atômica após a complexação com tiocianato e 

extração com metilisobutilcetona9. Estes métodos apresentam um período de
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execução relativamente elevado e exigem grande quantidade de material vegetal 

para análise, dificultando sua utilização rotineira em laboratórios.

Os métodos espectrofotométricos com atomização em forno de grafite10,11 e 

emissão atômica com plasma induzido em argônio(ICP-AES)12,13 também tem sido 

propostos com bons resultados, porém o alto custo da aparelhagem impossibilita os 

laboratórios de pequeno porte de executar determinações de molibdênio com fins 

agronômicos.

Uma alternativa para a determinação de molibdênio é a utilização do seu 

efeito catalítico na formação do iodo a partir de íons iodeto, pela água oxigenada14, 

cujo processo é dado pela seguinte reação:

21 + H2O2 + 2H+ I2 + 2H2O

Estudos tem mostrado que a reação, além de ser catalisada por Mo(VI), 

também é catalisada por certos metais, tais como, W, Ti, Nb, Ta, Zr, Hf, Th e Fe, no 

seu estado de oxidação mais elevado14,15. Este efeito catalítico que possibilita a 

determinação do metal, através da quantificação do produto de reação, I2, em meio 

aquoso.

Algumas das restrições dos métodos manuais que utilizam este 

procedimento catalítico para a determinação quantitativa de molibdênio reside na 

lentidão e da apurada execução manual do analista, o que em muitos casos 

compromete a reprodutibilidade dos resultados inviabilizando a aplicação da técnica 

como método para análise de rotina.

Para tomar viável a execução do método catalítico na determinação de 

molibdênio, tem sido investigado métodos contínuos segmentados16,17,18,19, não 

segmentados ’ e monosegmentado ’ . Estes métodos apresentam uma boa 

sensibilidade, repetibilidade e limite de detecção e atingem a frequência de 100-150 

injeções de amostra por hora21. Além disso, estes métodos são simples e de baixo 

custo. Entretanto, devido a sua alta frequência analítica, colocar em funcionamento 

um sistema com estas características exige um acúmulo de amostras no laboratório 

relativamente grande para que seja economicamente viável a sua implementação.
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Assim, sua aplicação para determinações de molibdênio em laboratórios com baixa 

demanda de amostras é inviável.

Uma proposta alternativa é reunir em uma só metodologia a facilidade de 

operação e o relativo baixo custo dos métodos de extração com determinação 

colorimétrica, a alta sensibilidade e baixo limite de detecção dos métodos 

catalíticos, porém ainda viável mesmo para um número reduzido de amostras.

Assim, neste trabalho, propõe-se um procedimento para determinação 

espectrofotométrica de molibdênio, empregando o efeito catalítico de Mo(VI) na 

oxidação de iodeto por peróxido de hidrogênio em meio ácido, com interrupção da 

reação, por extração com metilisobutilcetona, do produto I2 formado na reação.
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Revisão Bibliográfica

II. 1 - O molibdênio e a agricultura

O molibdênio é um elemento considerado nutriente por ser essencial para o 

crescimento das plantas, e por se encontrar disponível em baixas concentrações é 

um micronutriente1,5. Os micronutrientes são considerados biocatalisadores 

responsáveis pela síntese das substâncias vegetais23.

O estudo da importância biológica do molibdênio teve seu início com 

Bortels em 1930, quando este mostrou que o elemento é altamente benéfico na 

fixação de nitrogênio pelas bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico Azobacter 

chroococcum e Clostridium pasteurianum e mais tarde estudos comprovaram que 

era também essencial às plantas superiores1,2,24.

A importância do molibdênio está relacionada não só com a fixação de 

nitrogênio, mas também como integrante de algumas enzimas envolvidas em 

reações bioquímicas necessárias ao metabolismo das plantas1,2,24. A sua 

disponibilidade na solução solo está relacionada à alguns fatores tais como pH e 

matéria orgânica e, principalmente, tipo da rocha matriz e o seu estágio de 

intemperização quando da utilização do solo1,5.

II.2 - O molibdênio, o solo e as plantas

A presença de molibdênio no solo está na faixa de 0,5 a 5,0pg/g, dissolvido 

na solução de solo, adsorvido nas partes carregadas do solo como molibdato, 

quelado na matéria orgânica ou retido na rede cristalina de minerais4. Apesar de 

aparecer nestas condições nem todo este molibdênio está disponível para as plantas, 

onde os níveis médios disponíveis estão em tomo de 0,2 pg/g1,6. No Brasil estudos 

realizados 25 mostram que está em tomo de 0,01 a 0,16 pg/g, porém, ainda não se 

tem condições de avaliar e comparar a quantidade de molibdênio nas varias regiões 

do País.
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O molibdênio dissolvido no solo encontra-se em maior quantidade na forma 

de ácido molíbdico, ( H2M0O4 ) não dissociado, para valores de pH abaixo de 2. 

Com o aumento de pH aparece a forma dissociada de ( HM0O4') e para pH de 

neutro a alcalino o íon molibdato (M0O4 ') predomina .

O efeito de adsorção do M0O4 ' pelas plantas é afetado pela presença de íons 

alumínio e ferro, pois estes podem formar complexos com cargas positivas, 

aderindo ao ânion molibdato, dificultando assim a sua liberação para o meio e 

consequentemente a adsorção5.

Concentrações de molibdênio encontradas nos tecidos vegetais na matéria 

seca em tomo de 1 pg/g mostram ser uma quantidade adequada do elemento, para o 

bom desenvolvimento das plantas cultivadas3. A absorção de molibdênio pela 

planta, dá-se juntamente com outros minerais e é favorecida pela presença de 

molibdato na solução de solo5. A sua ausência é notada nas folhas mais velhas, uma 

vez que a ausência do elemento no solo, faz com ele se desloque das folhas mais 

velhas para as mais novas, devido a sua grande mobilidade4.

O molibdênio, na forma de molibdato, participa como cofator das enzimas 

nitrogenase, redutase do nitrato e oxidase do sulfeto e atua no transporte de elétrons 

e hidrogênio nas reações bioquímicas das plantas, como nos processos de 

biossínteses de proteínas e ácidos nucléicos. A nitrogenase é uma enzima existente 

em organismos procariontes capazes de fixar nitrogênio molecular e nesta enzima 

existem sítios que necessitam de microelementos como o molibdênio e o ferro para 

que o processo seja ativado 2,24.

A quantidade de molibdênio no solo não necessariamente tem que ser igual 

a quantidade encontrada na planta, uma vez que a planta pode armazenar o 

elemento, ou a quantidade existente no solo não estar disponível para a planta. A 

disponibilidade do molibdênio está relacionada a alguns fatores como pH, matéria 

orgânica, concentração na solução solo, ou em clusters onde esta não será 

disponibilizada para a planta, devendo a quantidade do mesmo ser determinada com 

a finalidade de oferecer resultados satisfatórios para uma boa resposta do elemento 

às plantas3.
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A correção da deficiência deste elemento é feita pela adição de molibdatos 

na forma de adubação foliar e adição juntamente com outros fertilizantes no 

plantio25. Estudos realizados27 mostram que com o sistema de pulverização das 

plantas com molibdênio teve-se um aumento na produtividade das plantas bem 

como na resposta de molibdênio presente nos tecidos vegetais em relação ao 

controle em culturas de feijão na região de Viçosa-MG.

A inclusão de molibdênio na adubação deve ser de forma controlada, pois 

um leve excesso do elemento pode induzir à toxidez. Este excesso produz nas 

plantas o sintoma de clorose. Entretanto antes de se perceber a clorose, os animais, 

principalmente os ruminantes apresentam distúrbios nutricionais, levando a uma 

molibdenose5.

II.3 - Métodos de Determinação de Molibdênio

Devido a grande importância deste elemento, a busca por métodos para a sua 

determinação em diversas matrizes, vem sendo amplamente estudada. É possível 

encontrar vários métodos que detectam a presença de molibdênio, sejam eles 

colorimétricos, complexométricos e até os que utilizam maiores investimentos 

como absorção atômica com forno de grafite e emissão atômica com plasma 

induzido de argônio (ICP-AES).

II.3-1 - Método do Ditiol

O método baseia-se na formação de um complexo colorido obtido pela 

reação do molibdênio com 4-metil-l,2-dimercaptobenzeno (ditiol). O ditiolato de 

molibdênio [(CH3.C6H3.S2)3Mo] é extraído em acetato de butila e a absorvância do

complexo que é determinada a 680nm, indicará a quantidade de molibdênio
28presente .

O Método tem sido estudado utilizando vários extratores, como éter 

isopropílico, tetracloreto de carbono8, acetato de butila28, benzeno e clorofórmio29, e 

acetato de isoamila30, tanto para extratos vegetais como para amostras geológicas. O
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limite de detecção para o método varia de SOpg.L'1 no trabalho de Quin e Brooks30
1 11 a lOjxg.L segundo Chan e Riley .

11.3- 2 - Método do Tiocianato

O molibdênio, em meio ácido, forma com o tiocianato o complexo 

[Mo(SCN)s] que é extraído em metilisobutilcetona. A fase orgânica é então levada 

ao espectrofotômetro e determina-se a absorvância a 470 nm32. O ferro (III) é o 

principal interferente do método33,34. Ácidos como tartárico, cítrico e ascórbico tem 

sido estudados como acidificadores do meio . Os extratores como acetato de 

etila36, misturas de solventes como álcool isoamílico e tetracloreto de carbono37 e 

álcool butílico e tetracloreto de carbono6, tem sido estudados para substituir o 

metilisobutilcetona. O método usando como extrator a mistura do álcool isoamílico 

e tetracloreto de carbono, apresentou uma linearidade de 0,10-10,0 mg.L'1 de 

molibdênio .

11.3- 3 - Método Absorção Atômica

A determinação de molibdênio por absorção atômica, é feita em chama de 

óxido nitroso-acetileno, raia de absorvância 313,3, o limite de detecção38,39 em 

tomo de 30pg.L_1. Entretanto, esta técnica é de pouco interesse pois a sensibilidade 

analítica é baixa, exigindo pré-concentração do molibdênio.

Absorção atômica com fomo de grafite10 também tem sido proposto e, para 

tecidos vegetais, apresenta um desvio padrão de 10%, para determinações de 

molibdênio a um nível de 0,50 mg.L'1.
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II.3-4 - Método ICP-AES

A espectrofotometria de emissão atômica com plasma induzido em argônio 

(ICP-AES) já foi utilizado para determinação de molibdênio12’13,39. A determinação 

é precedida da extração seletiva do molibdênio com 8-hidroxiquinolina12 cujo limite 

de detecção é 0,09 mg.L'1 e para a análise multielementar sem extração seletiva12 o 

limite de detecção é 0,10 mg.L'1.

II.3-5 - Métodos Catalíticos

Uma reação que ocorre como na equação A + B ±5 Z + Y , pode ter sua

velocidade aumentada na presença de um catalisador.

Um catalisador X pode formar um complexo XA ( ou XB ) com um dos 

reagentes. O complexo formado reage então com o outro reagente, levando aos 

produtos ( Z e Y ) e o catalisador é liberado14.

A + B  + X ±5 XA + B,

XA + B ^  Z + Y + X,

A equação de velocidade de reação é dada por:

dí

A catálise homogênea é mais frequentemente usada nos métodos cinéticos 

de análise14, que podem ser divididos em métodos cinéticos catalíticos, enzimáticos 

e velocidade de reação diferencial40.

Dentre estes destacamos o método catalítico no qual busca-se a 

determinação do catalisador ou ativador / inibidor, relacionando alguma 

propriedade (Tsica do sistema com a quantidade (concentração) do catalisador.
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Os métodos quantitativos que podem ser usados para a determinação da 

concentração de substâncias em solução14 são:

a) Método das tangentes -  a concentração é determinada a partir da 

inclinação da curva obtida pela variação do tempo de reação contra uma função da 

concentração de substância indicadora.

b) Método do tempo fixo -  a determinação da concentração é feita a 

partir de dados sobre a extensão da reação, após intervalos de tempos medidos, 

regularmente.

c) Método da concentração fixa -  a determinação da concentração é 

obtida a partir de dados sobre o tempo requerido para atingir determinado ponto de 

reação.

Bejan41 estudou a oxidação de iodeto por peróxido de hidrogênio em meio 

ácido, descrito pela equação de reação:

21" + H20 2 + 2H+ ±5 I2 + 2H20,

que na presença do catalisador Mo(VI) pode ser descrita pela seguinte expressão 

cinética:

= k(CaMo C b Hfit .Cdr  ) + kx (Cé’//A  .Cd' r ), 
dt

onde ki é a constante de velocidade da reação não catalisada, k  é a constante de 

velocidade da reação catalisada, a, b e  d  indicam a ordem da reação com respeito a 

cada reagente e b’ e d’ são os coeficientes da reação não catalisada. Por outro lado 

foi verificado que a porção não catalisada da equação é praticamente zero, em 

função da reação catalisada, assim a equação que representa a expressão cinética se 

toma:
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^ [ • ^ 2  ] f~ < b  f i d  \-------- =  k { L  mo.L h1o1 .L r ) .
dt

Os coeficientes a, b e d dependem das condições iniciais da reação e foram 

determinados como 1 (reação de Ia ordem com respeito aos reagentes), ainda no 

trabalho conduzido por Bejan41 em concentrações de peróxido superiores a 1,5 x 

1(T3, b assume valor de 0, ou a ordem de reação com respeito a b é zero.

Em um estudo cinético Copper e Koubek42, mencionam a possibilidade de 

se formar complexos mono ou diperoxo. Bejan41 com base nos resultados 

experimentais confirma que com o complexo formado do tipo Mo:H202 (complexo 

mono peroxo), a reação apresenta o melhor rendimento.

Diante das reações já estudadas por outros autores, nota-se que a reação de 

oxidação do iodeto por peróxido de hidrogênio em meio ácido, pode caracterizar os 

métodos catalíticos de análise, empregados em metodologias espectrofotométricas 

determinativas de Mo, os quais tem evoluído bastante a partir de Yatsimirsky14 , 

onde aparecem métodos que determinam molibdênio na faixa de 0,1 a 8,0 pg.mL'1 

no trabalho de Huang et all43, 0,022-1000 pg.mL’1 de Ensafiet all44 e 0,002-0,036 

pg.mL'1 no trabalho de Ning45.

O método proposto por Yatsimirsky e Afanaseva46, baseia-se na mesma 

reação e para aumentar a sensibilidade da detecção, adiciona-se amido e lê-se a 

absorvância em intervalos de tempos adequados. O excesso de I' e o I2 formado na 

reação, produzirá o complexo I3' que na presença de amido permite a detecção 

espectrofotométrica a 575 nm47.

Por se tratar de método catalítico a reprodução do intervalo de tempo entre a 

mistura dos reagentes e a obtenção do valor do sinal analítico influencia de maneira 

significativa a repetibilidade dos resultados, quando o procedimento é executado em 

batelada.

Uma alternativa para aproveitar a alta sensibilidade alcançada pelos métodos 

catalíticos, sem o inconveniente de baixa repetibilidade dos resultados, é o uso de 

métodos de análise em fluxo15.
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Os métodos de análise em fluxo surgiram com Skeggs48 em 1957 e são 

métodos onde a concentração da espécie a ser analisada é medida continuamente 

sem interrupção do fluxo dos reagentes, apenas variando a amostra.

A determinação catalítica de molibdênio empregando a oxidação de iodeto 

por peróxido de hidrogênio em meio ácido e detecção de I3' a 350 nm em sistemas 

automáticos segmentados apresentam limite de detecção bastante variável, 0,003 

pg.mL'1 por Bradfield e Stickland18, 0,2 pg.L-1 no trabalho apresentado por Fuge16 e 

0,1 pg.L"1 por Eivazi et alli17.

O mesmo sistema químico, porém usando análise em fluxo não segmentado 

foi proposto para determinação de molibdênio em vegetais digeridos com limite de 

detecção de 0,7 pg.L'1 no trabalho de Zhao-lun e Shu-Kun20 e 1,0 pg.L"1 no trabalho 

de Pessenda et alli15.

O sistema de análise em fluxo contínuo mono-segmentado49 também foi 

empregado para a determinação do molibdênio em tecidos vegetais22. Com esta 

metodologia alcança-se a velocidade de injeção de amostra de 120 h'1, linearidade 

até 50,0 pg.L"1, limite de detecção de 1,0 pg.L'1.

II.4 - Extração por Solventes

Extração por solventes ou extração líquido-líquido é uma técnica de 

separação que utiliza um sistema binário de solventes, constituído por uma fase 

aquosa e uma fase orgânica idealmente imiscíveis entre si. Geralmente o sistema 

contendo as duas fases sofre agitação para aumentar a área de contato e assim 

facilitando a transferência da espécie a ser extraída para uma das fases50,51.

Na extração por solventes, 0 soluto distribui-se entre as duas fases imiscíveis 

obedecendo o equilíbrio de distribuição. A razão das concentrações do soluto nas 

duas fases é chamada coeficiente de distribuição, Kd onde50,51:

org 

J aq
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[S]org e [S]aq são as concentrações do soluto S após estabelecido o 

equilíbrio.

Na condição de equilíbrio, a razão da distribuição de S nas duas fases é uma 

constante e independente da quantidade de S. Para valor do coeficiente de 

distribuição Kj maior que 1 significa que o soluto tende a se transferir para a fase 

orgânica, e quanto maior este valor mais eficiente é a transferência.

A distribuição do soluto entre os solventes segue aproximadamente o 

princípio da solubilidade. Assim as moléculas neutras apoiares ou fracamente 

apoiares como o I2 tem fracas interações com os solventes polares como a água, 

distribuindo-se preferencialmente na porção apoiar do sistema51 (tal como o CCfi).

Em geral, quanto maior a semelhança entre as moléculas do soluto e 

moléculas do solvente extrator maior será o fator de extração e assim maior a 

quantidade do produto extraído. O fator de extração é dado por:

%E = --------------------- x l O O
lS U + [S ]org

II.5 - Metilisobutilcetona ( MIC )

Também chamado 4-metil - 2 -pentanona, MIC, ou ainda hexona, é um 

solvente orgânico polar, parcialmente solúvel em água (2,15 mL em 100 mL de 

água)52, muito empregado em extrações por solventes.

Devido à sua polaridade, quando usado como solvente extrator, tanto pode
o

participar do mecanismo de extração , como pode facilitar a extração de 

complexos polares, já que a presença do átomo de oxigênio da carbonila, como um 

doador coordenante, causa provavelmente uma interação entre o soluto extraído e o 

solvente, aumentando deste modo a eficiência da extração54. Isto mostra, por 

exemplo que MIC pode complexar inclusive metais alcalinos terrosos como um
Cl

ligante monodentado .
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Uma de suas características é a de promover a extração da espécie, U, na 

qualidade de agente polar solvatador, que como a água poderá não deslocar a região 

de absorvância do iodo no espectro de absorção, que tem o principal comprimento 

de onda a 350nm47. Por outro lado, o MIC pode reagir com iodo para formar o 

Iodofórmio, pois o MIC tem o grupo metil vizinho à carbonila, sendo que a reação 

de iodação ocorre em meio básico ou ácido55. Este efeito aumenta a eficiência da 

extração de iodo porém pode diminuir a sensibilidade de detecção 

espectrofotométrica devido ao consumo de iodo para formar o iodofórmio.
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EXPERIMENTAL

III.1- PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As soluções empregadas neste trabalho foram preparadas a partir de 

reagentes de grau analítico e suas preparações estão descritas no Apêndice 1.

Neste estudo, dois procedimentos experimentais foram empregados: 

Procedimento sem extração de L e Procedimento com extração de I2.

111.1,1- Procedimento sem extração de I2

O procedimento experimental sem extração de I2 consiste na mistura, em 

béquer de 50,0 mL, das seguintes soluções aquosas: 5,0 mL de solução de Mo(VI) 

(ou solução amostra); 1,0 mL de solução de H2SO4; 1,0 mL de solução de Kl e 1,0 

mL de solução de H2O2. A introdução do último reagente no meio define o tempo 

de referência para início de reação, isto é, tomamos este instante como tempo inicial 

(tempo zero). Pequenos movimentos circulares durante um minuto garantem a 

homogeneização da solução. Transcorrido o tempo de reação desejado, obtém-se a 

leitura de absorvância da solução à 350 nm, em um espectrofotômetro Meterteck 

SP-850, cela cilíndrica de 1,0 cm de diâmetro.

III. 1.2- Procedimento com extração de I2

Para o procedimento experimental com extração de I2, segue-se o 

procedimento anterior, substituindo o béquer para a reação por um funil de 

separação de aproximadamente 60 mL. Transcorrido o tempo de reação desejado 

adiciona-se um volume de 3,0 mL de solvente extrator, o metilisobutilcetona. 

Extrai-se o iodo e obtém-se a leitura de absorvância do iodo dissolvido em 

metilisobutilcetona a 360 nm, em um espectrofotômetro Meterteck SP-850, cela 

cilíndrica de 1,0 cm de diâmetro.
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III.2 - Estudos empregando o Procedimento sem extração de I2

111.2.1 -  Estudo do Tempo de reação

Com o procedimento sem extração de I2 e as soluções aquosas Mo(VI) a 0,1 

pgcm'3, H2SO4 a 1,0x10"2 moldm'3, Kl a 6,0x10'3 moldm'3e H2O2 a 2,0x10'3 

moldm'3, estudou-se o tempo de reação com as leituras de absorvância tendo um 

branco de reagente como referência.

111.2.2 - Estudo da concentração de H2SO4 no meio

Ainda com o mesmo procedimento e as mesmas condições empregadas no 

estudo do tempo de reação, estudou-se também a influência da concentração da 

solução de H2SO4. De acordo com resultados obtidos o tempo de reação adotado foi 

de 10 minutos.

III.3 -  Estudos empregando o procedimento com extração de I2

III.3.1 - Estudo do solvente extrator

No procedimento com extração de I2, tempo de reação de 10 minutos e 

concentrações das soluções Mo(VI) a 0,1 pgcm'3, H2SO4 a 1,0x10'2 moldm'3, Kl a 

6,0x10'3 moldm'3 e H2O2 a 2,0x10'3 moldm'3, avaliou-se o comportamento do 

sistema frente ao solvente extrator metilisobutilcetona.

Inicialmente, após adição dos 3,0 cm3 do solvente extrator e agitação por 1 

minuto separou-se as fases e obteve-se um espectro de absorção de fase orgânica 

num espectrofotômetro HP-8453, cela de 1,0 cm de caminho óptico, contra um 

branco de solvente extrator puro.

Estudou-se também o procedimento de extração avaliando o período de 

agitação após a adição do solvente extrator. As medidas de absorvância a 360 nm,
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nesse caso, foram obtidas no espectrofotômetro Meterteck SP-850 e cela cilíndrica 

de 1,0 cm de diâmetro.

HI.3.2 - Curva Analítica de Calibração

No experimento com extração de I2, variou-se a concentração de molibdênio 

nos 5,0 cm3 de solução, que foram inicialmente adicionados no funil de separação e 

empregou-se as seguintes condições: Soluções de ácido sulfurico a 1,0x10'2 mol 

.dm‘3, iodeto de potássio a 6,0x10‘3 mol.dm"3, peróxido de hidrogênio a 1,5x10'3 

moLdrn3 e adição de 3,0 cm3 de metilisobutilcetona no tempo de reação de 10 

minutos, para a extração e agitação do funil de separação para a extração.

III.3.3 -  Estudo de Precisão e Exatidão para a metodologia proposta

Este estudo foi realizado com amostras de feijão Phaseolus Vulgar is. 

Coletou-se as folhas de feijão conforme recomendação técnica56, em seguida 

procedeu-se a lavagem das mesmas com água e sabão e duas lavagens com água 

desionizada. Secou-se em estufa à 80°C e macerou-as em almofariz e 

homogeneizou-as. Após a homogeneização estocou-as em frascos de polietileno.

O estudo de validação foi feito comparando-se os resultados de 

concentrações de molibdênio obtidos nas folhas de feijão empregando o 

procedimento com extração de I2, proposto por nós, e o método Colorimétrico do 

Ditiol, descrito no Apêndice 2.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

IV.l -  CONSIDERAÇÕES INICIAIS

O sistema de análise em fluxo contínuo monossegmentado (AFCM) 

proposto por de de Andrade et alli21’22, cuja configuração do sistema está 

representada na Figura 1, foi empregado para estabelecer as condições iniciais de 

concentrações dos reagentes no desenvolvimento da metodologia determinativa 
catalítica de molibdênio, que propomos.

c

B

4.6 1 1 r
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Ls —
I

R

A X
h2o2 1.2 L,C

i.
W

W v V

h2so4 1.2 : flr
Kf 7.2

S 4.7

Figura 1- Configuração do sistema AFCM21,22

O sistema é composto por: B- bombaperistáltica; M- câmara de mistura; I- 

injetor; Li e L2- alça para introdução de bolhas de ar; Ls- alça de 

amostragem; TB- banho termostático; DC- bobina de reação; P- cela de 

permeação; SD- detector; R- registrador; W- descarte e V- vácuo.

A concentração dos reagentes propostas por de Andrade et alli21’22, na 

câmara de mistura, Figura 1, são: ácido sulfurico a 9,6x103 mol.L \  iodeto de 

potássio a 2,2lxlO'2 moLL'1 e peróxido de hidrogênio a 6,0xl0'4 mol.L'1, em um 

volume total de 8,3 mL. Observa-se ainda que os volumes dos reagentes (Kl, 

H2S04 e H20 2) são iguais e de 1,2 mL e o volume da solução padrão de molibdênio 

(ou amostra) fixado em 4,7 mL com 130 s para o tempo de reação.

Para transformar estas condições experimentais para uma metodologia de 

bancada, os volumes foram alterados para minimizar os erros operacionais. Adotou-
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se os seguintes volumes: solução de molibdênio(Mo(VI))(ou amostra), 5,00 mL e 
para as demais soluções adotamos o volume de 1,00 mL (solução de Kl, H2SO4 e 

H2O2) e as concentrações para os reagentes foram: ácido sulfurico a 7,68x10'2 mol. 

dm'3, iodeto de potássio a 1,77x1o'1 moldm'3, peróxido de hidrogênio a 4,80xl0"3 

mol dm'3, em um volume total de 8,0 x 10"3 dm3.

Efetuando um pequeno ajuste nas concentrações adotamos como 

concentrações iniciais as seguintes concentrações: ácido sulfurico a 8,0x10'2 mol 

dm'3, iodeto de potássio a 1,5x10'2 mol dm'3 e peróxido de hidrogênio a 5,0x10'3 

mol dm'3.

A ordem de adição dos reagentes em sistemas sequenciais, em fluxo por 

confluência ou bancada substituindo o sistema AFCM também é um fator 

importante. De Andrade et alli57,58 demonstraram que estes quatro reagentes podem 

ser adicionados em vinte e quatro diferentes ordem de adição e que estas 

apresentam diferença significativa nos resultados observados.

Os autores demonstram que a ordem de adição Mo, H2SO4, Kl e H2O2 é uma 

das ordens que apresentam uma maior sensibilidade57 e então adotamos esta, pois 

além da melhor sensibilidade esperada, toma-se mais fácil 0 controle do tempo de 

reação, uma vez que a reação exige a presença de H2O2. Outras ordens não seriam 

recomendadas, pois a reação entre Kl e H2O2, embora lenta, ocorre na ausência de 

Mo(VI) e também ocorre sem adição de H2S04 no meio21,58.

No procedimento sem extração de I2 (item III. 1-1) efetuamos os testes 

preliminares empregando 5,0 mL de solução padrão de 0,1 pg.mL'1; l,0mL de 

solução de H2SO4 8,0xl0'2 mol.L'1, l,0mL de solução de Kl l,5xl0'2 moLL'1 e 

l,0mL de solução de H2O2 5,0x10'3 moLL'1, adicionados nesta ordem, e tempo de 

reação de 2 minutos. Efetuou-se também um branco de reagentes, isto é, a solução 
de Mo(VI) foi substituída por água desionizada.

Observamos que tanto a reação catalisada por Mo(VI) como a reação sem 

catalisador(branco) os valores de absorvância foram bastante elevados; catalisada 

superior a 1,900 e branco superior a 0,400.

Devido à simplicidade do instrumento utilizado, estes valores são limitantes 

enquanto que para o trabalho de de Andrade et alli22,58 estes valores não eram
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limitantes. O sinal analítico (Aabs) que de fato nos interessa é a diferença de 

absorvância entre a reação catalisada e o sinal do branco. Estes valores de 

absorvância permitem obter o sinal analítico que desejamos, mas limita a variação 

da quantidade de catalisador no meio.
Uma outra observação relevante é que o desvio padrão das medidas de 

absorvância para a reação era bastante elevado, caracterizando irreprodutibilidade 

do sinal analítico ao aproximarmos da reprodução de condições experimentais do 

sistema AFCM em bancada. Passamos então a estudar o sistema com concentrações 

menores dos reagentes, diminuindo-as numa proporção, de no mínimo 2,5 vezes.

IV.2 - Estudo do Tempo de reação

Num primeiro momento reproduzimos o tempo de reação de 130 segundos, 

para a reação proposta quando empregado o sistema AFCM21,22,58, observamos uma 

irreprodutibilidade do sinal analítico(Aabs), justificada provavelmente devido ao 

pequeno intervalo de tempo de reação (130s) e a tomada do sinal analítico, uma vez 

que nos sistemas automatizados como o AFCM esta é uma variável perfeitamente 

controlável21. Entretanto toma-se inviável sua reprodutibilidade em sistemas de

bancada.
Assim, passamos a estudar o tempo de reação visando reprodutibilidade do 

sinal analítico. Portanto, o procedimento sem extração de I2, efetuamos um estudo 

do tempo de reação, isto é, período transcorrido entre a adição do último reagente 

(H2O2) e a leitura de absorvância. Este estudo foi utilizado tanto para a reação 

catalisada quanto para o branco e é apresentado na Figura 2.
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Figura 2 : Estudo do tempo de reação.

Empregando o procedimento A, com leitura de absorvância após tempo de 

adição do H20 2 nos tempos de 2, 5, 10 e 20 minutos, tanto para a reação 

catalisada quanto para o branco. O sinal analítico é a diferença de 

absorvância entre as duas situações de reação.

Observa-se que há um aumento considerável do valor de absorvância do 

sinal analítico até por volta de 10 minutos de reação. Daí em diante o aumento é 

menos acentuado, tendendo a um valor de absorvância constante por volta de 20 

minutos.
O baixo valor de sinal analítico, diferença entre os valores de absorvância 

para a reação não catalisada e a reação catalisada, obtido após 2 minutos de reação, 

pode ser o responsável pela falta de reprodutibilidade dos resultados, quando 

reproduzimos em bancada, o tempo de reação de 2 minutos proposto como ideal 

para o sistema AFCM.

Com o tempo de reação prolongado, 20 minutos , por exemplo, levaria o 

método a uma maior sensibilidade, entretanto pode tomar inviável a adoção da 

metodologia em análise de rotina. Assim, escolhemos como tempo de reação, para o 

sistema que propomos, 10 minutos. Com este tempo de reação observamos que 

pequenas variações de tempo que vierem ocorrer entre a adição do último reagente 

até a leitura de absorvância não provocarão grandes variações nos valores de
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absorvância, tomando possível a reprodutibilidade de resultados mesmo em 
bancada.

IV .3 - Estudo do Efeito de concentração de H2SO4 para a reação

O estudo quimiométrico de análise de superfície de resposta, de Andrade et 

alli58 demonstrou que numa faixa relativamente ampla de concentrações do H2S04 

no meio pode-se obter valores muito semelhantes da absorvância para as reações 

em que as variáveis concentração e tempo de reação se mantiverem constante. No 

procedimento sem extração de I2, avaliou-se o comportamento do sistema em 

bancada frente à variação de concentração do H2S04 adicionado no meio, 

comparando-o com o tempo de reação ( Figura 3 ).

Observa-se, na Figura 3, que após 10 minutos de reação o aumento do sinal 

analítico em fimção do aumento da concentração de H2S04 no meio ainda é 

evidente e para as altas concentrações de H2S04, o valor de absorvância se toma 

constante, isto é, concentrações de H2S04, superior a 0,0050 mol dm'3. Este fato foi 

descrito por Eiras21 empregando o sistema AFCM.

Ainda podemos observar, que nas altas concentrações de H2S04, haverá um 

ganho de sensibilidade quando comparamos o tempo de reação de 10 minutos com 

o tempo de 20 minutos.

O tempo de reação de 20 minutos, apesar da possibilidade de alta 

sensibilidade, apresenta alguns inconvenientes, como já mencionamos , de levar o 

sistema a altos valores de absorvância limitando o uso de instrumentos simples e 

ainda tomando o tempo de espera muito longo para obtenção de resultados para 

uma única unidade de amostra na determinação de Mo(VI).
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Figura 3: Estudo da Influência da concentração de H2S 04.

Procedimento A, com concentrações de H2S 0 4 variáveis como:

[H2SO4J [ m l  = 0,016 moldm3; IH2SO,l / ■ /  = 0,010 moldm3;

[H2SO4I [m ]  =  0,0016 m oldm 3; /H 2SC>4//m h  0,000050 m oldm 3; e 

demais regentes nas seguintes concentrações: 5,0 cm3 de solução padrão de 

0,10 pgcm'3; 1,0 cm3 de solução de K l 1,50x10'2 m oldm 3 e 1,0 cm3 de 

solução de H20 2 5,0x10 3 m oldm 3, leituras após 10 minutos de reação.

Assim adotou-se a concentração de H2S04 como sendo 0,010 moldm'3. 

Comparando o valor de concentração de H2SO4 adotado por nós com o valor 

proposto por Eiras21, observa-se uma diferença acentuada nas concentrações, porém 

com resultados de absorvância semelhantes. Isto, provavelmente, se deve a dois 

fatores: a relativa independência de concentração de H2S04 no sistema para altas 

concentrações do ácido e ainda ao fato da diferença de pH da solução de frasco 

contendo os padrões de molibdênio, já que a solução estoque de molibdênio 

Mo(VI)) empregada nos estudos realizados por Eiras21, é menos ácida do que a 

solução por nós utilizada. Assim, nosso sistema exige uma concentração menor na 

solução de trabalho de H2S04 para a reação.
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IV.4 - Estudo da Extração de Iodo ( I 2)

No trabalho de rotina é difícil manter o tempo de reação em 10 minutos 

exatos, para garantir a reprodutibilidade, assim avaliou-se a possibilidade de 

interromper a reação. Esta interrupção é feita extraindo o produto ( I2) formado.

Sendo o MIC considerado um bom extrator53 optou-se por empregá-lo no 

procedimento com extração de I2, formado.
Inicialmente avaliamos a possibilidade da manutenção do comprimento de 

onda até então empregado 350nm, para a solução aquosa e para a solução de I2 em 

MIC. Obteve-se um espectro de absorção para as duas situações experimentais 

deste trabalho. Os espectros estão apresentados na Figura 4.

Observando o espectro com MIC obtido experimentalmente e comparando 

com de outros solventes da literatura47 tais como benzeno, tetracloreto de carbono, 

vemos que o espectro de iodo em MIC mantém as características do espectro com 

água, onde há uma grande absorção a 350nm, porém com o máximo a 360 nm.

Analisando os espectros observamos, num primeiro momento, diferença 

significativa nos valores absolutos de absorvância. Entretanto devemos salientar 

que os espectros foram obtidos em volumes diferentes para uma mesma quantidade 

de iodo( h  ) formado na reação. Em MIC um volume de 3,0 mL e em solução 

aquosa um volume de 8,0 mL, assim o aumento de absorvância observado em MIC 

tem uma significativa contribuição do efeito concentração.
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Figura 4 : Espectro de absorção do produto da reação de Peróxido de 

Hidrogênio, Iodeto, Ácido Sulfúrico, e Molibdênio (VI)

(  —  )Procedimento com extração do J2 após 10 minutos de reação em 

3,0 cm3 de metilisobutilcetona.

(  —  )  Procedimento sem extração do I2 após 10 minutos de reação. 

Para os dois espectros empregou-se um branco de reagentes 
respectivamente.

Nota-se que para a absorvância de iodo em MIC a 360 nm, devemos ter um 

ganho de sensibilidade para a metodologia em relação a 350 nm. Este deslocamento 

do máximo de absorção para a região do vermelho em algumas unidades de 

comprimento de onda provavelmente é devido ao efeito do solvente MIC no meio59. 

De qualquer forma, o uso do MIC para extrair o I2 proporcionará à metodologia 

vantagens sobre a determinação de iodo na solução aquosa onde ele é gerado.

IV.5 - Considerações sobre o processo de Extração com MIC

Efetuou-se um estudo visando otimizar o processo de extração, para que o 

máximo de produto de reação, I2, esteja na (àse orgânica, e ainda observando para
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que a fase orgânica apresente-se límpida, sem formação de emulsão na superfície de 
separação das fases.

Com pouca do funil de separação estudou-se o comportamento do sistema 

para a separação das fases em função do tempo de repouso, após a adição do 

solvente extrator, MIC, apresentado na Figura 5. Neste estudo optou-se por 
acompanhar apenas a reação catalisada.

Figura 5: Estudo do tempo de repouso para a separação das fases.

Procedimento com extração do h  e agitação de 5 im ersões do fu n il de 

separação. Estudo realizado apenas para a reação catalisada.

A Figura 5, apresenta os valores de absorvância obtidos imediatamente 

transcorrido o tempo de repouso para a separação das fases e extração do 12. 

Observou-se que um período de repouso até 30 segundos a variação da absorvância 

lida é desprezível e comparando com período de repouso superior a 60 segundos, 

uma diminuição de 10%, no valor de absorvância é observada. Esta diminuição 

pode ser devido ao estabelecimento do equilíbrio de solubilidade entre MIC e água 

(2,15ml em lOOml de água) e também, e mais provável, devido à reação entre MIC 

e I2, formando iodofórmio. Embora esta reação se dê preferencialmente em meio 

básico o equilíbrio ceto-enólico do MIC pode iniciar-se em meio ácido55. Como
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existe uma pequena solubilidade de MIC em água, este fato pode alterar o pH da 

fase orgânica e assim a substituição de hidrogênio a  na carbonila é possível.

Observou-se que a transferência de I2 para o MIC é um processo bastante 

rápido e não necessita muita agitação do fimil de separação para promover a

extração.
A agitação lenta, efetuada do funil de separação apresentou resultados de 

absorvância superiores aos resultados com bruscas agitações. No decorrer do tempo 

de agitação e extração o produto de reação sofre um decréscimo, devido talvez à 

iodação do solvente extrator. Os resultados de absorvância no decorrer do tempo 

estão apresentados na Figura 6.

tempos decorridos da extração.
Procedimento com extração de h  e agitação com uma única inversão do 

funil de separação.

Aabs é dado como a diferença entre absorvância para a reação 

catalisada e a reação não catalisada.

Observa-se que, para um período de até 60 segundos de espera entre a 

separação das fases e obtenção do sinal analítico, ocorre uma diminuição do sinal 

analítico em tomo de 6%, chegando a 10% para um período de espera de 120 

segundos. Isto implica que para garantir reprodutibilidade e manter ganho de
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sensibilidade, a determinação de absorvância deve ocorrer até por volta de um 

minuto após a separação das fases, num processo de agitação efetuado com um 

único movimento de inversão do funil de separação.

Qualitativamente observou-se também que ocorre uma boa separação das 

fases, sem formação de emulsão na superfície de separação das fases, mesmo para 

um período de repouso de 10 a 15 segundos após a agitação efetuada com um único 

movimento de inversão do funil de separação. Como visto na Figura 6, para o 

período de espera de 10 a 15 segundos, a variação de absorvância não chega a 3%, 

adotamos este período de espera para a obtenção do sinal analítico de I2 extraído 

em MIC, não superior a 30 segundos.

IV.6 - Curva Analítica de Calibração

A curva analítica de calibração foi obtida variando-se a concentração de 

molibdênio(VI) na porção de 5,00 cm3 de solução que dá início ao procedimento 

com extração de I2. O procedimento consiste na mistura, em um funil de separação 

de 60 cm3, das seguintes soluções aquosas: 5,0 cm3 de solução padrão de Mo(VI); 

1,0 cm3 de solução de H2SO4 l,0xl0"2 mol.dm"3; 1,0 cm3 de solução de Kl 6,0xl0'3 

mol.dm'3e 1,0 cm3 de solução H20 22,0xl0'3 mol.dm'3. Após a adição de solução de 

H20 2, inicia-se o tempo de espera de 10 minutos para a reação. Adiciona-se um 

volume de 3,0 cm3 de metilisobutilcetona, e faz-se um movimento de inversão no 

funil de separação com a finalidade de promover a extração. Após a separação das 

fases no funil, separa-se a fase orgânica contendo o iodo e obtém-se a leitura de 

absorvância do iodo dissolvido em metilisobutilcetona à 360 nm. A curva analítica 

de calibração, apresentada na Figura 7, é obtida com os valores das diferenças de 

absorvância da reação catalisada e a reação não catalisada.
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do procedimento sem a extração de h, estudadas e as de Molibdênio 
variando de 0,0 a 112 ng.cm3.

Através da Figura 7, nota-se que a metodologia apresenta linearidade até 

60 0 ng cm'3. A precisão do método foi examinada através do desvio padrão relativo 

de dez replicatas do padrão na concentração de 10,0 ng.cm'3 e 50,0 ng.cm'3, sendo 

que o desvio padrão relativo para estas concentrações foi de 18,1 e 4,35 %, 

respectivamente. O limite de detecção 1,7 ng.cm'3 foi calculado a partir do desvio 

padrão do branco de doze replicatas. Observa-se que mesmo sendo efetuado em 

bancada, a metodologia que propomos apresenta limite de detecção apenas 

ligeiramente maior do que o conseguido por Análise em Fluxo Contínuo 
monossegmentado21’22, que foi de 1,00 ng.cm .
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IV.7 - Estudo de Precisão e Exatidão do procedimento com extração de I2

A aplicação deste procedimento na determinação de molibdênio nos tecidos 

vegetais é necessário eliminar prováveis interferentes.

Io _ A oxidação do iodeto pelo peróxido de hidrogênio em meio ácido, além 

de ser catalisada pelo molibdênio, pode também, ser catalisada pelo ferro, titânio, 

tungstênio, cromo, vanádio, zircônio, há&io, tório e tálio'4,15. Destes somente o 

ferro, titânio, cromo, vanádio e o tungstênio são encontrados nos tecidos vegetais 

portanto são interferentes para a metodologia.
2o _ O teor de fósforo também deve ser considerado, visto que o mesmo 

pode formar o ânion molibdofosfato diminuindo a concentração de molibdênio no 

meio.
Estudos de determinação do molibdênio empregando a mesma técnica deste 

trabalho15,22 concluíram que a alternativa mais viável é a separação do molibdênio 

do meio. Pessenda et alli15 propuseram o uso de um sistema de análise em fluxo 

contínuo com uma coluna de resina trocadora de íons em linha. Por outro lado, de 

Andrade et alli22 propôs a separação do molibdênio com a  - benzoiloxima e 

posterior aplicação no sistema de análise em fluxo monossegmentado. A técnica 

aqui proposta, tratou os interferentes seguindo a metodologia empregada por de 

Andrade et alli22, pois nosso objetivo é a aplicação, em bancada.
O Apêndice 3 apresenta, na forma de diagrama de blocos, o procedimento 

proposto por Eiras21 e qual foi empregado na abertura e preparação das amostras 

usadas no presente trabalho.
A precisão e exatidão do método proposto neste trabalho, foram 

determinadas comparando os resultados obtidos, em Análise de folhas de feijão 

Phaseolus Vulparis, com os resultados obtidos pelo Método Colorimétrico do

Ditiol28.
Uma amostra do tecido vegetal foi submetido ao procedimento do Apêndice 

3 e o teor de molibdênio foi determinado pelos dois procedimentos:

a) Extração do I2.
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b) Método colorimétrico do ditiol. A média dos resultados das cinco 
repetições estão na Tabela 01.

Tabela 1: Determinação de molibdênio em folhas de feijão Phaseotus 

Vulgaris

Procedimento em estudo Método do Ditiol
11

Teor de molibdênio j Estimativa de | Teor de molibdênio i Estimativa de desvio
p g k g 1 j desvio padrão ! Mgkg*i

j
padrãoí

607 |!
32 571 38

IV.7.1 -  Tratamento Estatístico

IV.7.1.1 -  Comparação de precisão dos métodos, “teste F”

ditiol

s ;

(38)2
(32)2

= 3,41

para os dois procedimentos, o grau de liberdade é 4 e o valor crítico60 de F (5%) é 

6,39. Assim, podemos afirmar que as diferenças observadas nas estimativas de 

desvio padrão dos métodos são ao acaso e que ambos podem ser considerados 

precisos.

IV.7.1.2 -  Equivalência entre os métodos, “teste “t”

A Tabela 2, contém os valores das medidas efetuadas por ambos os 

métodos. Consideraremos o Método do Ditiol como referência.
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Tabela 2: Determinações individuais de molibdênio em folhas de feijão 

Phaseolus Vulsaris

Determinação* Procedimento em 

estudo X2(pg.kg‘’)

Método do Ditiol 

xiípg.kg'1)

l 1! a d2--------

01 580 523 57 3249

02 640 615 25 625

03 610 595 15 225

04 635 540 95 9025

05 570 580 -10 100
* Replicatas de uma mesma amostra de tecido vegetal. 

Para determinação em paralelo60’61, o teste “t” é dado por:

1

: 4N,
m  - d f

( N - \ )

d = 36.4 ; Y X d - d ) 2 =6599.2 ; N= 5

W g , . / ?
6599,2V (5-1)

t = 2,004

Como t calculado = 2,004, é inferior a t90% = 2,132, podemos afirmar que, com 

90% de probabilidade de acerto, as diferenças entre os valores obtidos 

experimentalmente, são diferenças ao acaso. Portanto, os valores obtidos podem ser 

considerados representantes de uma mesma população (amostra de tecido vegetal) 

Assim, tanto pelo “teste F” como pelo “teste “t”, podemos afirmar que a aplicação 

do procedimento com extração de I2 que propomos apresenta resultados tão 

confiáveis como os obtidos pelo Método do Ditiol.
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C APÍTULO -V
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1- CONCLUSÃO

De acordo com os estudos e resultados obtidos durante o desenvolvimento e 

avaliação do presente projeto, pode-se concluir que o procedimento proposto;

a) Apresenta precisão, exatidão, facilidade e tempo de execução 

compatíveis com o Método Colorimétrico do Ditiol, porém com um custo inferior.

b) Alcança um limite de detecção semelhante ao obtido com métodos 

de Análise em Fluxo, recomendados para situações de número elevado de amostras 

a serem analisadas.
c) O procedimento proposto pode substituir satisfatoriamente, estes 

métodos. Sem perda de confiabilidade nos resultados, quando poucas amostras ou 

mesmo uma única amostra for apresentada ao laboratório de análise.
d) O procedimento proposto permite análise precisa de uma única

amostra.
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2- PRETENSÕES FUTURAS

Devido a importância do molibdênio para a agricultura, a sua determinação 

em tecidos vegetais para avaliar a condição de nutrição da planta por este 

microelemento é tão importante, quanto a avaliação do teor de molibdênio nos 

adubos empregados para a correção da deficiência como no suprimento deste 

microelemento nas plantas, ou no solo.

Assim, pretendemos dar continuidade ao estudo avaliando a possibilidade de 

aplicar a metodologia aqui proposta, para a determinação de molibdênio em 

fertilizantes bem como em tecidos de outros vegetais.
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APÊNDICES

39



APÊNDICE I :

Preparo das Soluções

a) Solução de Iodeto
A partir do sal de iodeto de potássio, pesou-se 1,0000 g, dissolveu-se o sal 

e diluiu-se em balão volumétrico de 1,0 dm3, com água desionizada.

b) Solução de Mo (VI) 1,0 mg.cm'3 ( Solução estoque)
Para a solução de Mo(VI), utilizou-se ácido molíbdico 85%, pesou-se 

1,7200 g do sal e dissolveu-se, completando o volume da solução para 1,0 dm3 com

água desionizada.

c) Solução de Mo (VI) 50 ng.cm’3
A partir da solução estoque (b) (conservada em geladeira), tomou-se uma 

alíquota 50 pL, com o auxílio de uma micropipeta, diluindo a solução para 1,0 dm3 

em balão volumétrico. Esta solução foi preparada diariamente.

-3
d) Solução de H2SO4 0,1 moI.dm'

Para posteriores diluições preparou-se uma solução contendo 0,1 mol.dm'3

de H2SO4. Tomou-se uma alíquota de aproximadamente 5,5 cm3 de H2S04 98% 

P.A., adicionou-se o ácido em aproximadamente 500 cm3 de água desionizada em 

balão de 1,0 dm3, em seguida completou-se o volume até o menisco com água

desionizada. Padronizou-se a solução.

e) Solução de H2S04 0,010 mol.dm'3 ( Solução ácida de trabalho )
Esta solução foi preparada a partir da solução (d) de onde pipetou-se 10,0 

cm3 e diluiu-se em balão volumétrico de 100 cm3 com água deionisada.
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f) Solução de H20 2 0,0015 moI.dm'3

A Solução de H20 2 foi preparada a partir de uma solução 30% m/m, em 

duas etapas:
Numa primeira etapa preparou-se uma solução 0, 15 moI.dm'3, tomando-se 

uma alíquota de 1,5 cm3 de H20 2 30% e diluiu-se para um balão volumétrico de 

100,0 cm3, com agua desionizada.
Numa Segunda etapa preparou-se uma solução 0,0015 moldm'3 de H20 2.

Para o preparo desta solução tomou-se uma alíquota de 1,0 cm3 da solução 

0,15 moldm'3 de H20 2 padronizada e diluiu-se para um balão de 100 cm3 com água 

desionizada.

Obs:
Todas as soluções que puderam ser estocadas a, b e e, foram estocadas em 

geladeira e para o início dos trabalhos esperou-se que a solução adquirisse a 

temperatura ambiente.
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APÊNDICE 2 :

M étodo colorímétríco -  ditíol56

Preparo do extrato -  incinerou-se 5,000 g de material seco e moído, a 500° 

C durante duas horas ou mais, em cápsulas de porcelana. Esfriou-se e umedeceu-se. 

Juntou-se 5mL de solução de HC16N e evaporou-se em banho-maria. Dissolveu-se 

o resíduo com lOmL de solução de HC1 2N, aqueceu-se e filtrou-se diretamente 

para funil de separação de 125mL. Lavou-se a cápsula com mais duas alíquotas de 

solução de HC1 e com água desionizada até completar o volume a aproximadamente 

45mL.

Determinação -  juntou-se ao funil de separação de 125mL, lmL de solução 

de ácido ascórbico a 5%, 2mL de solução de tiouréia a 9% e 2mL de solução de 

ditiol a 0,2%, agitando-se após a adição de cada reagente. Depois de dez minutos, 

adicionou-se 3mL de acetato de butila e agitou-se vigorosamente durante meio 

minuto.
Após a separação das fases, extraiu-se o solvente contendo o complexo 

colorido para cubetas de vidro de 1 cm de caminho óptico e procedeu-se as leituras 

em espectrofotômetro, em comprimento de onda de 680nm.

Curva - padrão -  transferiu-se 0, 1, 2 e 3mL da solução padrão contendo 

lpg/ml de Mo para funis de separação. Juntou-se lOmL de solução de HC1 6N e 

ajustou-se o volume a 45mL, adicionou-se os reagentes e prosseguiu-se como foi 

descrito para as amostras.
Cálculos -  ppm de Mo = Q x 0,20

Q = quantidade de molibdênio (microgramas ) na fase orgânica determinada através 

da curva-padrão.
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APÊNDICE 3 :

Abertura de amostra de folhas para a metodologia proposta levando em 
consideração a forma de eliminar os possíveis interferentes21

Diagrama de blocos : Preparação do Extrato de Tecido Vegetal.
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Diagrama de blocos : Extração de Molibdênio com

a-Benzoinoxima / clorofórmio.
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Diagrama de blocos : Tratamento da Fase Orgânica.
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Após este tratamento a amostra está pronta para ser analisada, neste ponto 

toma-se uma alíquota de 5,0 cm3 de amostra num funil de separação de 60mL, ou 

que comporte o volume de todos os reagentes e que tenha um certo espaço livre 

para agitações dos mesmos, adiciona-se 1,0 cm3 de ácido Sulfurico de concentração 

1,0x10'2 mol.dm'3, 1,0 cm3 de Iodeto a 6,0x10'3 moldm'3 e 1,0 cm3 Peróxido de 

Hidrogênio a 1,5x10'3 mol.dm'3, dispara o cronômetro, agita-se por 1 minuto a 

solução, para a homogeneização e aguarda até 10 minutos, após este tempo, 

adiciona-se 3 ml de metilisobutilcetona, fazendo-se com que haja a mistura das 

fases. Espera por aproximadamente 15 segundos para a separação das fases, extrai a 

fase orgânica e lê-se em X de 360nm no espectrofotômetro em cela de vidro de 

caminho óptico de 1 cm. O valor de absorvância obtido é extrapolado em uma curva 

previamente obtida com valores de padrões de Mo(VI), de 10,0 a 50,0 ng.cm'3.
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