UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“DETERMINACAO CATALITICA DE MOLIBDENIO(VI) EM
TECIDOS VEGETAIS EMPREGANDO DETECCAO

ESPECTROFOTOMETRICA”

SISBI/UFU

RN

1000204756
JURACI LOURENCO TEIXEIRA

Uberlandia-MG

fevereiro 2002




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DISSERTACAO DE MESTRADO




Programa de Pds Graduagio em Quimica- MESTRADO
Instituto de Quimica — UFU
Uberlandia/MG - Fone: (34) 3239-4385
e-mail: cpgquimica@ufu.br
www.cpgquimica.iqufu.ufu.br

ALUNO: JURACI LOURENGO TEIXEIRA
NUMERO DE MATRICULA: 5992406-X
AREA DE CONCENTRACAO: QUIMICA ANALITICA

POS-GRADUAGAO EM QUIMICA: NiVEL MESTRADO
TITULO DA DISSERTAGAO:

“DETERMINACAO CATALITICA DE MOLIBDENIO (Vi) EM

TECIDOS VEGETAIS EMPREGANDO DETECGCAO
ESPECTROFOTOMETRICA”.

ORIENTADOR: Prof. Dr. SEBASTIAO DE PAULA EIRAS

A Dissertacédo foi APROVADA em reunido publica, realizada no
Anfiteatro do Bloco X do Campus Santa Monica, em 19 de fevereiro
de 2002, as 14:00 horas, tendo como Banca Examinadora:

NOME: ASSINATURA
:} / \
Prof. Dr. Sebastido de Paula Eiras (IQIUFU)____ o
. S --'j’:';/"/y )
Profa. Dra. Silvana Guillardi (IQ/UFU) Sodmira. S ando
/ g
Profa. Dra. Sheyla M.C.Mas*mo Bicalho (JHS-Lab.Quim/BH)..C—= /< &5 s er ng &
~ / ,// - : ,

Uberiandia, 19 de fevereiro de 2002.



mailto:cpqquimica@ufu.br
http://www.cpgquimica.iqufu.ufu.br

AGRADECIMENTOS

A Deus
Pela vida, saude, amigos e pessoas que amo.

A meus Pais
Pelo apoio incondicional, cobrando sempre pelo melhor carater de seus filhos, pelo
bem nosso bem e da sociedade.

A meus familiares
Que mesmo estando distantes sempre querendo o melhor para a minha pessoa € o
meu Sucesso.

A Namorada Fernanda
Que sempre apoiou e esteve ao meu lado o tempo todo.

Ao Orientador Sebastido
Que muitas das vezes soube entender as dificuldades e com maestria sugeria novos
caminhos, além € claro da infinita paciéncia.

Aos amigos da repiblica tabajaras; Leonardo, Eduardo, Claudio, Tiago e Demais
Que de alguma forma contribuiram na minha formacao.

Aos colegas do LSPC; Adriana, Fabio, Francislei, Juvenal, Natal, Ricardo e Wércio
Que quando cobravam € porque sabiam que eu poderia contribuir com algo mais.

Ao Técnico; lldo
Que muito contribuiu nas aberturas de amostras.

Ao programa de pés-graduac¢io em quimica
Que tornou possivel a realiza¢fio deste sonho.

Ao Instituto de quimica/UFU
Que deu estrutura para as condi¢bes e realizagdo das experimentacdes para a
conclusio desta dissertag&o.

A Banca Examinadora
Pelas contribuig¢des finais.




AADSITACE ..ottt ettt e et e e et e vi
RESUINIO ..ottt e e et et seesae s st e e sba e s e bt eb e e st ee e se et e em e smes e e seeae e eaeenseaeas vil
CapItULO L ..o s 1
 FTE (0Ye LT o X OO OO OO RU OO POUURGOOTRPTO 2
Capitulo TL.....oi e 5
Revisdo BIbHOZrafica ............oocooiiieieiiici e 6
I1.1- O Molibdénio € a Agricultura ............ccocociiiiiiiciinic s 6
I1.2 - O Molibdénio, o Solo e as Plantas............cccoconiviiiniinicinne, 6
I1.3- Métodos de Determinagido de Molibd€nio..........o.ccoveiiivveninincncinnnn. 8
I1.3-1 - Método do DItiol .....oc.oiivieeeciccicc s e 8
I1.3-2 - Método do Tiocianato. ...........ccoeeueveeeiinniniee e 9
I1.3-3 - Método AbSOrga0 AtOMICA.........ceeiiiieiiiiciiciieeee e 9
I1.3-4 - Método ICP-AES ..ot en 10
I1.3-5 - Métodos CatalitiCoS..........ccerieriemeienieie e 10
I1.4 - EXtrag@o por SOIVENLES .........oooiiiiiieeieee et eeee v e eeee e 13
IL5 - Metilisobutilcetona ( MIC ) .........cccoooiiiviiiiiiiiccc e 14
Capitulo TIL ...ttt 16
EXPErMEntal.......ccoooiiiiiiiiieee ettt e 17
I1.1.1 Procedimento sem extracao de In .........ooooiiiiiiiiice e 17
III.1.2 Procedimento com extragdo de In..........cccoovviiiiiiiiiiiiiece e 17
II1.2 - Estudos empregando o Procedimento sem extragdo de I..................... 18
IIL2.1 - Estudo do Tempo de Reago.............cccoceeieeivieiiiiinc 18
I11.2.2 — Estudo da Concentragdo de H,SO4no meio................c......... 18
L3 - Estudos empregando o Procedimento com extragdo de I,.................... 18
III.3.1 - Estudo do Solvente EXtrator ............cccooeenieenincniecccneeene 18
I11.3.2 - Curva Analitica de Calibragfo..............c.ccovvvvveviiciiireene. 19

I11.3.3 - Estudo de Precisio e Exatiddo para a Metodologia propostal9



Capitulo TV ..o e 20

Resultados € DISCUSSTO. .. ..cuooviiiiieoiiie ittt et e eeeeceneae 21

IV .1- Consideragdes INICIATIS. ........eoviiviiieeieiirre et e 21

IV .2- Estudo do Tempo de Reagao ..........ccooeeiiiininiiiinieccceie e 23

IV .3- Estudo do Efeito de Concentrag¢do de H,SO4Para a Reagdo............... 25

IV .4- Estudo da Extragdo de Todo (12) ...ooooooiiiiiiii e 27

IV .5- Consideragdes sobre o processo de Extragdo de I com MIC............. 28

IV .6- Curva Analitica de Calibragaio ..........ccocoovviiieiiiiiice e, 31

IV.7 - Estudo de Precisdo e Exatiddo para a Metodologia proposta ............. 33

IV.7.1 — Tratamento EStatiStiCO............cocerirriieiciiiciiree e 34
IV.7.1.1 — Comparagdo de Precisio dos Métodos, teste “F”....................... 34
IV.7.1.2 — Equivaléncia entre os Métodos, teste “t”.............cccoeoiinnn. 34
CaPItULO V.ot eeet e et e e s e 36
CONCIUSTO. ...ttt ettt es e e e et st er et e bt ee s en e 37

- Pretensdes Futuras..... ... 38

APEIAICES. . ..ottt 39
Capitulo VI ..o et 48

BIbOZIafia..........cocciiiiiiiiiiiiiiic ettt 49




CAPITULO -1



ABSTRACT

A procedure for espectrophotometric determination of molybdenum in plants
tissues was developed, using a catalytic oxidation of iodide by hydrogen peroxide in
acid medium.

In good conditions of work, a procedure used suggest aqueous solutions of the
H,S04, KI and H,O, in concentrations of 0,010, 0,0060 and 0,0020 mol.dm>,
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 3,0x1 03
dm® of metyl-isobutyl-ketone. The analytical signal is the difference between the
absorbance obtained for catalysed reaction using molybdenum and the reaction
uncatalysed. Individuals 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> and is
represented by AAbs = 0,0085Cy, — 0,011, with r* = 0,9918. The relative standard
deviation varies in a range of 18,1 - 4,35%, in a concentration internal of 10,0 and
50,0 pg.dm?, respectively (started of 12 experiments were performed). The limit
detection calculated presents a standard deviation of 1,7 pg.dm?, (started of 12
experiments were performed of reagent 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 determinac¢io espectrofotométrica de molibdénio em
tecidos vegetais foi desenvolvido, usando a oxidagdo catalitica de iodeto por perdxido
de hidrogénio em meio écido.

Em condi¢des 6timas de trabalho o procedimento sugerido emprega solugdes
aquosas de H,SOy, KI e H,O, em concentragdes de 0,010, 0,0060 e 0,0020 mol.dm?,
respectivamente. A rea¢io deve ser processada em funil de separagdo e, apds 10
minutos de reagdo, extrai-se o iodo formado com a adi¢do de 3,0x10° dm® de
metilisobutilcetona (MIC). O sinal analitico é a diferenca entre a absorvancia obtida
para reagfio catalisada por molibdénio e a reagdio ndo catalisada e as absorvincias
individuais sdo obtidas a 360 nm em cela de lcm de caminho 6ptico. Os efeitos de
interferentes; Fe(Ill), Ti, W, Cr, V e PO, sio minimizados mediante extragio de Mo
com a-benzoiloxima na etapa de tratamento prévio da amostra.

A curva analitica de calibragiio é linear até 60,0 pg.dm® e ¢ descrita pela
equagio AAbs = 0,0085Cy, — 0,011 e r* = 0,9918. O desvio padriio relativo variando
de 18,1 e 4,35% para as concentragdes de 10,0 e 50,0 pg.dm™, respectivamente,
determinado com 12 replicatas. O Limite de detecgfo calculado em relagdio ao desvio
padrio de 10 replicatas do branco, é de 1,7 pg.dm™.

A precisdo e exatidio da metodologia foi avaliada por comparagdo de

métodos, na determinagdo de molibdénio em folhas de feijdo Faseolus Vulgaris.

Como método referéncia empregou-se 0 Método Colorimétrico do Ditiol. Aplicando
os testes “F”e “t” , para cinco medidas, conlcuiu-se que os dois métodos apresentam

precisio e exatiddo equivalentes, respectivamente.



INTRODUCAO E OBJETIVOS

O molibdénio é um micronutriente de suma importancia para os processos
vitais das plantas' , pois estd ligado ao processo bioquimico de fixagio do
nitrogénio molecular por organismos livres e bactérias em simbiose com
leguminosas. Participa de fungdes bioquimicas na redugfio de nitrato a nitrito® e na
biossintese de dcidos nucléicos e proteinas®.

Anélises dos tecidos vegetais secos, em solos deficientes de molidénio,
revelam concentra¢Ges em torno de 0,1 pg/g, deste elemento. Portanto, estes niveis
de concentragfio exigem que o método analitico para a sua determinagfo seja muito
sensivel, sendo mais comum a sua determinagdo com concentragdo em solventes
organicos’.

A determinac¢dio de molibdénio no solo, ou em tecidos vegetais, ¢ muito
importante pois sendo ele um micronutriente, os indices de sua concentragio em
tecidos vegetais que limitam as condi¢Bes de caréncia e toxidez ¢é relativamente
estreito’, 0,5 e 3,0 ng/g.

Concentragdes de molibdénio em torno de 1,0 pg/g no tecido vegetal é
considerado como adequado para a maioria das plantas cultivadas . Por outro lado,
teores de molibdénio no solo na faixa de 0,5 a 5,0 pg/g sdo valores normalmente
encontrados. Entretanto, em analises de solo a determinagio de molibdénio ainda
ndo fornece informagdes com grande utilidade agrondmica, visto que sua
disponibilidade ndo esta diretamente relacionada com seu contetido total no solo*,
consequentemente caréncia ou toxidez do vegetal € melhor verificado por analise
foliar 3. Assim, tdo importante quanto a andlise foliar é a andlise para controle de
qualidade dos adubos vegetais, que sdo empregadas para efetuar o suprimento do
molibdénio na nutri¢do das plantas.

Dentre os diferentes métodos para a determinagio analitica do molibdénio
destaca-se os colorimétricos que empregam a complexagdo do molibdénio com
tiocianato® ou com ditiol®. No entanto, emprega-se também determinagfio por
espectrofotometria de absor¢dio atdmica apds a complexagfio com tiocianato e

extragio com metilisobutilcetona’. Estes métodos apresentam um periodo de



execugdo relativamente elevado e exigem grande quantidade de material vegetal
para analise, dificultando sua utiliza¢éo rotineira em laboratorios.

Os métodos espectrofotométricos com atomizagio em forno de grafite!®!!

e
emissdo atdmica com plasma induzido em argdnio(ICP-AES)'*"* também tem sido
propostos com bons resultados, porém o alto custo da aparethagem impossibilita os
laboratérios de pequeno porte de executar determinagdes de molibdénio com fins
agronomicos.

Uma alternativa para a determinag@o de molibdénio é a utilizacdo do seu
efeito catalitico na formagfio do iodo a partir de ions iodeto, pela 4gua oxigenada®®,

cujo processo € dado pela seguinte reagéo:

2I° + HyOp + H = I, + 2H,O

Estudos tem mostrado que a reagfio, além de ser catalisada por Mo(VI),
também € catalisada por certos metais, tais como, W, Ti, Nb, Ta, Zr, Hf, Th e Fe, no
seu estado de oxidagio mais elevado'*'®. Este efeito catalitico que possibilita a
determinacdo do metal, através da quantifica¢do do produto de reagdo, I, em meio
aquoso.

Algumas das restricbes dos métodos manuais que utilizam este
procedimento catalitico para a determinagfio quantitativa de molibdénio reside na
lentiddo e da apurada execugdo manual do analista, 0 que em muitos casos
compromete a reprodutibilidade dos resultados inviabilizando a aplicagdo da técnica
como método para analise de rotina.

Para tornar vidvel a execugdo do método catalitico na determinagfo de

molibdénio, tem sido investigado métodos continuos segmentados'®!'718:1?

15,20

, ndo
segmentados e monosegmentado?”*. Estes métodos apresentam uma boa
sensibilidade, repetibilidade e limite de detecgdo e atingem a frequéncia de 100-150
injegdes de amostra por hora®’. Além disso, estes métodos sio simples e de baixo
custo. Entretanto, devido a sua alta frequéncia analitica, colocar em funcionamento
um sistema com estas caracteristicas exige um aciimulo de amostras no laboratério

relativamente grande para que seja economicamente vidvel a sua implementagso.




Assim, sua aplicagfio para determinagdes de molibdénio em laborat6érios com baixa
demanda de amostras € inviavel.

Uma proposta alternativa € reunir em uma s6 metodologia a facilidade de
operagdo e o relativo baixo custo dos métodos de extragdo com determinagfio
colorimétrica, a alta sensibilidade e baixo limite de detec¢do dos métodos
cataliticos, porém ainda vidvel mesmo para um niimero reduzido de amostras.

Assim, neste trabalho, propde-se um procedimento para determinagio
espectrofotométrica de molibdénio, empregando o efeito catalitico de Mo(VI) na
oxidagdio de iodeto por peroxido de hidrogénio em meio acido, com interrup¢do da

reagdo, por extragdo com metilisobutilcetona, do produto I, formado na reag#o.



CAPITULO - 11




Revisio Bibliografica
I1.1 - O molibdénio e a agricultura

O molibdénio é um elemento considerado nutriente por ser essencial para o
crescimento das plantas, € por se encontrar disponivel em baixas concentra¢des é
. . 1,5 . . ~ . . .
um micronutriente. Os micronutrientes sdo considerados biocatalisadores

responséveis pela sintese das substancias vegetais®.
O estudo da importincia bioldégica do molibdénio teve seu inicio com
Bortels em 1930, quando este mostrou que o elemento € altamente benéfico na

fixagdio de nitrogénio pelas bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico Azobacter

chroococcum ¢ Clostridium _pasteurianum e mais tarde estudos comprovaram que
era também essencial as plantas superiores'*2*,

A importincia do molibdénio esta relacionada ndo s6 com a fixa¢do de
nitrogénio, mas também como integrante de algumas enzimas envolvidas em
reacdes bioquimicas necessirias ao metabolismo das plantas'**. A sua
disponibilidade na solugéo solo esta relacionada a alguns fatores tais como pH e
matéria orginica e, principalmente, tipo da rocha matriz e o seu estigio de

intemperizagio quando da utilizago do solo”.

I1.2 - O molibdénio, o solo e as plantas

A presenga de molibdénio no solo estd na faixa de 0,5 a 5,0pg/g, dissolvido
na solugdio de solo, adsorvido nas partes carregadas do solo como molibdato,
quelado na matéria organica ou retido na rede cristalina de minerais’. Apesar de
aparecer nestas condigdes nem todo este molibdénio esta disponivel para as plantas,
onde os niveis médios disponiveis estio em torno de 0,2 pg/g"®. No Brasil estudos
realizados > mostram que estd em torno de 0,01 a 0,16 pg/g, porém, ainda nio se

tem condi¢des de avaliar e comparar a quantidade de molibdénio nas varias regides

do Pais.




O molibdénio dissolvido no solo encontra-se em maior quantidade na forma
de 4cido molibdico, ( HbMoOy ) ndo dissociado, para valores de pH abaixo de 2.
Com o aumento de pH aparece a forma dissociada de ( HMoOy) e para pH de
neutro a alcalino o fon molibdato (MoO4>) predomina®®.

O efeito de adsor¢do do MoO,* pelas plantas € afetado pela presenca de ions
aluminio e ferro, pois estes podem formar complexos com cargas positivas,
aderindo ao 4nion molibdato, dificultando assim a sua liberagdo para o meio e
consequentemente a adsorc;ﬁos.

Concentragdes de molibdénio encontradas nos tecidos vegetais na matéria
seca em torno de 1 pg/g mostram ser uma quantidade adequada do elemento, para o
bom desenvolvimento das plantas cultivadas®. A absor¢io de molibdénio pela
planta, dé-se juntamente com outros minerais e ¢ favorecida pela presenga de
molibdato na soluggio de solo’. A sua auséncia é notada nas folhas mais yelhas, uma
vez que a auséncia do elemento no solo, faz com ele se desloque das folhas mais
velhas para as mais novas, devido a sua grande mobilidade®.

O molibdénio, na forma de molibdato, participa como cofator das enzimas
nitrogenase, redutase do nitrato e oxidase do sulfeto e atua no transporte de elétrons
e hidrogénio nas reagdes bioquimicas das plantas, como nos processos de
biossinteses de proteinas e acidos nucléicos. A nitrogenase ¢ uma enzima existente
em organismos procariontes capazes de fixar nitrogénio molecular e nesta enzima
existem sitios que necessitam de microelementos como o molibdénio e o ferro para
que o processo seja ativado 224,

A quantidade de molibdénio no solo nio 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 ndo estar disponivel para a planta. A
disponibilidade do molibdénio est4 relacionada a alguns fatores como pH, matéria
orgdnica, concentragdo na solucdo solo, ou em clusters onde esta ndo sera
disponibilizada para a planta, devendo a quantidade do mesmo ser determinada com
a finalidade de oferecer resultados satisfatérios para uma boa resposta do elemento

as plantas’.



A corregdo da deficiéncia deste elemento € feita pela adi¢do de molibdatos
na forma de adubagio foliar e adicdo juntamente com outros fertilizantes no
plantio®. Estudos realizados”’ mostram que com o sistema de pulverizagio das
plantas com molibdénio teve-se um aumento na produtividade das plantas bem
como na resposta de molibdénio presente nos tecidos vegetais em relagio ao
controle em culturas de feijdo na regidio de Vigosa-MG.

A inclusdo de molibdénio na adubagfo deve ser de forma controlada, pois
um leve excesso do elemento pode induzir a toxidez. Este excesso produz nas
plantas o sintoma de clorose. Entretanto antes de se perceber a clorose, os animais,
principalmente os ruminantes apresentam distirbios nutricionais, levando a uma

molibdenose”.

I1.3 - Métodos de Determinaciio de Molibdénio

Devido a grande importancia deste elemento, a busca por métodos para a sua
determinagfio em diversas matrizes, vem sendo amplamente estudada. E possivel
encontrar varios métodos que detectam a presenga de molibdénio, sejam eles
colorimétricos, complexométricos e até os que utilizam maiores investimentos
como absor¢io atOmica com forno de grafite e emissdo atdmica com plasma

induzido de argénio (ICP-AES).
I1.3-1 - Método do Ditiol

O método baseia-se na formacio de um complexo colorido obtido pela
reagiio do molibdénio com 4-metil-1,2-dimercaptobenzeno (ditiol). O ditiolato de
molibdénio [(CH3.C¢H3.S;);Mo] € extraido em acetato de butila e a absorvancia do
complexo que ¢ determinada a 680nm, indicarda a quantidade de molibdénio
presentezs.

O Meétodo tem sido estudado utilizando varios extratores, como éter
isopropilico, tetracloreto de carbono®, acetato de butila®®, benzeno e cloroférmio®?, e

acetato de isoamila®, tanto para extratos vegetais como para amostras geologicas. O



limite de detecgfio para o método varia de 50pg.L™! no trabalho de Quin e Brooks®®

a 10pg.L"! segundo Chan e Riley’'.

I1.3-2 - Método do Tiocianato

O molibdénio, em meio acido, forma com o tiocianato o complexo
[Mo(SCN)s] que € extraido em metilisobutilcetona. A fase orgénica € entdio levada
ao espectrofotdmetro e determina-se a absorvincia a 470 nm*. O ferro (III) é o
principal interferente do método®>**. Acidos como tartérico, citrico e ascorbico tem
sido estudados como acidificadores do meio®. Os extratores como acetato de
etila®®, misturas de solventes como 4lcool isoamilico e tetracloreto de carbono®’ e
alcool butilico e tetracloreto de carbono®, tem sido estudados para substituir o
metilisobutilcetona. O método usando como extrator a mistura do dlcool isoamilico
e tetracloreto de carbono, apresentou uma linearidade de 0,10-10,0 mg.L™ de

molibdénio®”.

IL.3-3 - Método Absor¢io Atomica

A determinagdo de molibdénio por absor¢io atdmica, ¢ feita em chama de
oxido nitroso-acetileno, raia de absorvdncia 313,3, o limite de detecc;z?io”"39 em
torno de 30pg.L”. Entretanto, esta técnica é de pouco interesse pois a sensibilidade
analitica € baixa, exigindo pré-concentracdo do molibdénio.

Absor¢do atdmica com forno de grafite'® também tem sido proposto e, para
tecidos vegetais, apresenta um desvio padrio de 10%, para determinagdes de

molibdénio a um nivel de 0,50 mg.L'l.




I1.3-4 - Método ICP-AES

A espectrofotometria de emiss@o atdmica com plasma induzido em argdnio
(ICP-AES) ja foi utilizado para determinagdo de molibdénio'>"3%, A determinagao
é precedida da extragdo seletiva do molibdénio com 8-hidroxiquinolina'* cujo limite

de detecgdo ¢ 0,09 mg.L" e para a analise multielementar sem extragdo seletiva'? o

limite de detecgdo € 0,10 mg.L".

I1.3-5 - Métodos Cataliticos

Pa—

Uma reagdo que ocorre como na equagdo A+B = Z +Y, pode ter sua

velocidade aumentada na presenga de um catalisador.
Um catalisador X pode formar um complexo XA ( ou XB ) com um dos
reagentes. O complexo formado reage entdo com o outro reagente, levando aos

produtos ( Z e Y ) e o catalisador ¢ liberado'*.

A+ B+X = XA+B,

XA+B & Z +Y+X,

A equagio de velocidade de reagéo € dada por:

AX]_ ke, ctes,
dt
A catalise homogénea ¢ mais frequentemente usada nos métodos cinéticos
de andlise'*, que podem ser divididos em métodos cinéticos cataliticos, enzimaticos
e velocidade de reagdo diferencial®.
Dentre estes destacamos o método catalitico no qual busca-se a
determinagdo do catalisador ou ativador / inibidor, relacionando alguma

propriedade fisica do sistema com a quantidade (concentragdo) do catalisador.
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Os métodos quantitativos que podem ser usados para a determina¢do da
concentragfio de substincias em solugfio’* sio:

a) Método das tangentes — a concentragiio ¢ determinada a partir da
inclinagdo da curva obtida pela variagdo do tempo de reagfio contra uma fungfio da
concentragio de substdncia indicadora.

b) Método do tempo fixo — a determinagfio da concentragiio ¢é feita a
partir de dados sobre a extensdo da reagfio, apds intervalos de tempos medidos,
regularmente.

c) Meétodo da concentraciio fixa — a determinagdio da concentragfio é
obtida a partir de dados sobre o tempo requerido para atingir determinado ponto de

reacdo.

Bejan*! estudou a oxidagiio de iodeto por peréxido de hidrogénio em meio

acido, descrito pela equagéo de reagéo:

2I' + HyO, + 2H = I, + 2H,0,

que na presenga do catalisador Mo(VI) pode ser descrita pela seguinte expressio

cinética:

ﬁ’[glt;l = k(C*10.C 1,0, C* 1) + b, (C” 1,0, C*' 1),

onde k; é a constante de velocidade da reagdo ndo catalisada, k € a constante de
velocidade da reagdo catalisada, a, b e d indicam a ordem da reagdo com respeito a
cada reagente e b’ e d’ sfo os coeficientes da reagdio ndo catalisada. Por outro lado
foi verificado que a por¢iio ndo catalisada da equacdio € praticamente zero, em
fungfio da reagfo catalisada, assim a equagdo que representa a expressdo cinética se

torna:
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ar]
dt

=k(CM.C’r,0,.C%1).

Os coeficientes a, b e d dependem das condi¢cdes iniciais da rea¢do e foram
determinados como 1 (reagdo de 1* ordem com respeito aos reagentes), ainda no
trabalho conduzido por Bejan'! em concentracdes de peroxido superiores a 1,5 x
107%, b assume valor de 0, ou a ordem de reagfio com respeito a b é zero.

Em um estudo cinético Copper e Koubek*, mencionam a possibilidade de
se formar complexos mono ou diperoxo. Bejan'! com base nos resultados
experimentais confirma que com o complexo formado do tipo Mo:H,0, (complexo
mono peroxo), a reagdo apresenta o melhor rendimento.

Diante das reagdes ja estudadas por outros autores, nota-se que a reagfio de
oxidagéo do iodeto por perdxido de hidrogénio em meio 4cido, pode caracterizar os
métodos cataliticos de anélise, empregados em metodologias espectrofotométricas
determinativas de Mo, os quais tem evoluido bastante a partir de Yatsimirsky'* ,
onde aparecem métodos que determinam molibdénio na faixa de 0,1 a 8,0 pg.mL™*
no trabalho de Huang et all*’, 0,022-1000 pg.mL” de Ensafiet all** e 0,002-0,036
pg.mL™ no trabalho de Ning*’.

O método proposto por Yatsimirsky e Afanaseva, baseia-se na mesma
reacdio e para aumentar a sensibilidade da detec¢do, adiciona-se amido e 1é-se a
absorvincia em intervalos de tempos adequados. O excesso de I € o I, formado na
reagdio, produzird o complexo I3” que na presenca de amido permite a detecgfo
espectrofotométrica a 575 nm*.

Por se tratar de método catalitico a reprodugfio do intervalo de tempo entre a
mistura dos reagentes € a obten¢do do valor do sinal analitico influencia de maneira
significativa a repetibilidade dos resultados, quando o procedimento € executado em
batelada.

Uma alternativa para aproveitar a alta sensibilidade alcangada pelos métodos
cataliticos, sem o inconveniente de baixa repetibilidade dos resultados, é o uso de

métodos de analise em fluxo®.
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Os métodos de analise em fluxo surgiram com Skeggs*® em 1957 e sio
métodos onde a concentragdo da espécie a ser analisada ¢ medida continuamente
sem interrup¢do do fluxo dos reagentes, apenas variando a amostra.

A determinagdo catalitica de molibdénio empregando a oxidagio de iodeto
por peroxido de hidrogénio em meio 4cido e detecgdo de I3 a 350 nm em sistemas
automditicos segmentados apresentam limite de detecgfio bastante varidvel, 0,003
pg.mL " por Bradfield e Stickland'®, 0,2 pug.L'! no trabalho apresentado por Fuge'® e
0,1 pg.L" por Eivazi et alli’.

O mesmo sistema quimico, porém usando analise em fluxo nio segmentado
foi proposto para determinago de molibdénio em vegetais digeridos com limite de
deteccdo de 0,7 pg.L™ no trabalho de Zhao-lun e Shu-Kun?® e 1,0 pg.L no trabalho
de Pessenda et alli'’.

O sistema de analise em fluxo continuo mono-segmentado® também foi
empregado para a determinagio do molibdénio em tecidos vegetais’’. Com esta
metodologia alcanga-se a velocidade de injegdio de amostra de 120 h”, linearidade

até 50,0 pg.L", limite de detecdio de 1,0 pg.L".
IL.4 - Extracio por Solventes

Extragdo por solventes ou extragio liquido-liquido é uma técnica de
separa¢do que utiliza um sistema bindrio de solventes, constituido por uma fase
aquosa ¢ uma fase orgénica idealmente imisciveis entre si. Geralmente o sistema
contendo as duas fases sofre agitagiio para aumentar a drea de contato e assim
facilitando a transferéncia da espécie a ser extraida para uma das fases’®’!.

Na extragéio por solventes, o soluto distribui-se entre as duas fases imisciveis
obedecendo o equilibrio de distribuigdo. A razio das concentragdes do soluto nas

duas fases é chamada coeficiente de distribuiggo, K4 onde’®!;
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[Slorg € [Slag sdo as conceniragbes do soluto S apds estabelecido o
equilibrio.

Na condi¢fio de equilibrio, a razio da distribuigio de S nas duas fases é uma
constante e independente da quantidade de S. Para valor do coeficiente de
distribuigo Ky maior que 1 significa que o soluto tende a se transferir para a fase
organica, € quanto maior este valor mais eficiente ¢ a transferéncia.

A distribuicdo do soluto entre os solventes segue aproximadamente o
principio da solubilidade. Assim as mol€éculas neutras apolares ou fracamente
apolares como o I; tem fracas interacdes com os solventes polares como a agua,
distribuindo-se preferencialmente na porgfo apolar do sistema’ (tal como o CCl, ).

Em geral, quanto maior a semelhanca entre as moléculas do soluto e
moléculas do solvente extrator maior serd o fator de extracdo e assim maior a

quantidade do produto extraido. O fator de extracfio ¢ dado por:

S
WE = ——~——[—]—°—rg————— x100
(1., +[S,.

ILS5 - Metilisobutilcetona ( MIC )

Também chamado 4-metil - 2 -pentanona, MIC, ou ainda hexona, é um
solvente organico polar, parcialmente soluvel em agua (2,15 mL em 100 mL de
4gua)”, muito empregado em extragdes por solventes.

Devido & sua polaridade, quando usado como solvente extrator, tanto pode
participar do mecanismo de extragio™, como pode facilitar a extragiio de
complexos polares, ja que a presenga do dtomo de oxigénio da carbonila, como um
doador coordenante, causa provavelmente uma interagdo entre o soluto extraido ¢ o
solvente, aumentando deste modo a eficiéncia da extragio®. Isto mostra, por
exemplo que MIC pode complexar inclusive metais alcalinos terrosos como um

ligante monodentado™.
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Uma de suas caracteristicas € a de promover a extra¢do da espécie, I, na
qualidade de agente polar solvatador, que como a dgua podera ndo deslocar a regido
de absorvéncia do iodo no espectro de absorgfo, que tem o principal comprimento
de onda a 350nm*’. Por outro lado, o0 MIC pode reagir com iodo para formar o
Todoférmio, pois 0 MIC tem o grupo metil vizinho & carbonila, sendo que a reagfio
de iodagdio ocorre em meio basico ou 4acido™. Este efeito aumenta a eficiéncia da
extragio de iodo porém pode diminuir a sensibilidade de deteccho

espectrofotométrica devido ao consumo de iodo para formar o iodoférmio.
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EXPERIMENTAL
I1L.1- PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As solugdes empregadas neste trabalho foram preparadas a partir de
reagentes de grau analitico e suas preparagdes estdo descritas no Apéndice 1.
Neste estudo, dois procedimentos experimentais foram empregados:

Procedimento sem extrac¢do de I e Procedimento com extragéo de I.

I11.1.1- Procedimento sem extragio de I,

O procedimento experimental sem extragdo de I, consiste na mistura, em
béquer de 50,0 mL, das seguintes solugSes aquosas: 5,0 mL de solugdo de Mo(VI)
(ou solugdio amostra); 1,0 mL de solugdo de HySOy; 1,0 mL de solugiio de Kl e 1,0
mL de solugdo de H,O,. A introdugfio do 1ltimo reagente no meio define o tempo
de referéncia para inicio de reagéio, isto €, tomamos este instante como tempo inicial
(tempo zero). Pequenos movimentos circulares durante um minuto garantem a
homogeneizagiio da solugdo. Transcorrido o tempo de reagfo desejado, obtém-se a
leitura de absorvancia da solugdio 4 350 nm, em um espectrofotdmetro Meterteck

SP-850, cela cilindrica de 1,0 cm de didmetro.

II1.1.2- Procedimento com extracio de I,

Para o procedimento experimental com extragio de I, segue-se o
procedimento anterior, substituindo o béquer para a reagio por um funil de
separacio de aproximadamente 60 mL. Transcorrido o tempo de reagiio desejado
adiciona-se um volume de 3,0 mL de solvente extrator, o metilisobutilcetona.
Extrai-se o iodo e obtém-se a leitura de absorvincia do iodo dissolvido em
metilisobutilcetona a 360 nm, em um espectrofotémetro Meterteck SP-850, cela

cilindrica de 1,0 cm de didmetro.
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IIL2 - Estudos empregando o Procedimento sem extraciio de I,
II1.2.1 — Estudo do Tempo de reagio

Com o procedimento sem extragdo de I, e as solugdes aquosas Mo(VI) a 0,1
pgem>, HyS04 a 1,0x10% moldm®, KI a 6,0x10° moldm®e H,O, a 2,0x10°
moldm™, estudou-se o tempo de reagdio com as leituras de absorvéncia tendo um

branco de reagente como referéncia.
111.2.2 - Estudo da concentra¢io de H;SO4 no meio

Ainda com o mesmo procedimento e as mesmas condi¢des empregadas no
estudo do tempo de reacdo, estudou-se também a influéncia da concentraciio da
solugsio de H,SO4. De acordo com resultados obtidos o tempo de reagio adotado foi

de 10 minutos.

IIL3 — Estudos empregando o procedimento com extracio de I,

II1.3.1 - Estudo do solvente extrator

No procedimento com extragdo de I, tempo de reagio de 10 minutos e
concentragdes das solugdes Mo(VI) a 0,1 pgem™, H,S0; a 1,0x1072 moldm>, KI a
6,0x10° moldm™ e H,0, a 2,0x10® moldm?, avaliou-se o comportamento do
sistema frente ao solvente extrator metilisobutilcetona.

Inicialmente, apés adigio dos 3,0 cm® do solvente extrator e agitagio por 1
minuto separou-se as fases e obteve-se um espectro de absorgdo de fase organica
num espectrofotometro HP-8453, cela de 1,0 cm de caminho 6ptico, contra um
branco de solvente extrator puro.

Estudou-se também o procedimento de extragdo avaliando o periodo de

agitagdo apds a adigdio do solvente extrator. As medidas de absorvancia a 360 nm,
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nesse caso, foram obtidas no espectrofotometro Meterteck SP-850 e cela cilindrica

de 1,0 cm de didmetro.
IIL.3.2 - Curva Analitica de Calibracio

No experimento com extragdo de I,, variou-se a concentragdo de molibdénio
nos 5,0 cm® de solugéio, que foram inicialmente adicionados no funil de separacio e
empregou-se as seguintes condi¢des: Solugdes de 4cido sulfiirico a 1,0x10? mol
.dm?, iodeto de potéssio a 6,0x10° mol.dm™, peréxido de hidrogénio a 1,5x107
mol.dm™ e adi¢do de 3,0 cm® de metilisobutilcetona no tempo de reagdo de 10

minutos, para a extragdo e agitagdo do funil de separagfo para a extragéio.

I11.3.3 — Estudo de Precisdo e Exatidao para a metodologia proposta

Este estudo foi realizado com amostras de feijao Phaseolus Vulgaris.

Coletou-se as folhas de feijio conforme recomendagdio técnica®, em seguida
procedeu-se a lavagem das mesmas com agua e sabdo e duas lavagens com agua
desionizada. Secou-se em estufa 4 80°C e macerou-as em almofariz e
homogeneizou-as. Apds a homogeneizagio estocou-as em frascos de polietileno.

O estudo de validagdo foi feito comparando-se os resultados de
concentragdes de molibdénio obtidos nas folhas de feijio empregando o
procedimento com extracdo de I, proposto por nés, € o método Colorimétrico do

Ditiol, descrito no Apéndice 2.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1V.1 - CONSIDERACOES INICIAIS

O sistema de analise em fluxo continuo monossegmentado (AFCM)

proposto por de de Andrade et alli*'?

representada na Figura 1, foi empregado para estabelecer as condi¢des iniciais de

, cuja configuragdo do sistema esta

concentragdes dos reagentes no desenvolvimento da metodologia determinativa

catalitica de molibdénio, que propomos.

B R

C 46 | P
o SD
DC

H0,| 12 | ©9 350 nm

1.2

H,S0,4 - w

Ki 12 | v
s a7 |

Figura 1- Configuracio do sistema AFCM*"*
O sistema ¢ composto por: B- bomba peristdltica; M- camara de mistyra- I

injetor; L; e Ly~ alga para introducdo de bolhas de ar; I alca de
amostragem, TB- banho termostdtico; DC- bobina de reagdo; P- cela de

permeagdo; SD- detector; R- registrador; W- descarte e V- vécyo,

A concentragdo dos reagentes propostas por de Andrade et alli?'2, nq
cAmara de mistura, Figura [, sdo: dcido sulfiirico a 9,6x10” moLL™, jodeto de
potassio a 2,21x10” mol.L™ e peréxido de hidrogénio a 6,0x10* mol.L?, em um
volume total de 8,3 mL. Observa-se ainda que os volumes dos reagentes (KI,
H,S04 e H;0,) sfio iguais e de 1,2 mL e o volume da solu¢fio padrfio de molibdénio
(ou amostra) fixado em 4,7 mL. com 130 s para o tempo de reagio.

Para transformar estas condigdes experimentais para uma metodologia de

bancada, os volumes foram alterados para minimizar os erros operacionais. Adotou-
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se os seguintes volumes: solucdo de molibdénio(Mo(VI))(ou amostra), 5,00 mL e
para as demais solu¢des adotamos o volume de 1,00 mL (solugio de KI, H,SO4 e
H,0,) ¢ as concentra¢des para os reagentes foram: 4cido sulfiirico a 7,68x107 mol.
dm™, jodeto de potassio a 1,77x10™ moldm™, peréxido de hidrogénio a 4,80x107
mol dm™, em um volume total de 8,0 x 10° dm’.

Efetuando um pequeno ajuste nas concentragdes adotamos como
concentragdes iniciais as seguintes concentragdes: 4cido sulfiirico a 8,0x10? mol
dm>, jodeto de potassio a 1,5x10 mol dm™ e peroxido de hidrogénio a 5,0x107
mol dm”?.

A ordem de adi¢iio dos reagentes em sistemas sequenciais, em fluxo por
confluéncia ou bancada substituindo o sistema AFCM também é um fator
importante. De Andrade et alli’™>® demonstraram que estes quatro reagentes podem
ser adicionados em vinte e quatro diferentes ordem de adi¢gdo e que estas
apresentam diferenca significativa nos resultados observados.

Os autores demonstram que a ordem de adigio Mo, H,SO4, KI e HO; é uma
das ordens que apresentam uma maior sensibilidade’’ e entfio adotamos esta, pois
além da melhor sensibilidade esperada, torna-se mais facil o controle do tempo de
reagdo, uma vez que a reagfio exige a presen¢a de H,O,. Outras ordens ndo seriam
recomendadas, pois a reagfio entre KI ¢ H,O,, embora lenta, ocorre na auséncia de
Mo(VI) e também ocorre sem adigiio de H,SO4 no meio?'.

No procedimento sem extragio de I (item III.1-1) efetuamos os testes
preliminares empregando 5,0 mL de solugfio padrio de 0,1 pgmL?; 1,0mL de
solugdo de H,SO4 8,0x107 mol.L”!, 1,0mL de solugio de KI 1,5x102 molL™! e
1,0mL de solugiio de H,0, 5,0x10° mol.L™, adicionados nesta ordem, e tempo de
reagdio de 2 minutos. Efetuou-se também um branco de reagentes, isto é, a solugdo
de Mo(VI) foi substituida por 4gua desionizada.

Observamos que tanto a reagdio catalisada por Mo(VI) como a reagiio sem
catalisador(branco) os valores de absorvincia foram bastante elevados; catalisada
superior a 1,900 e branco superior a 0,400.

Devido a simplicidade do instrumento utilizado, estes valores sio limitantes

:22,58

enquanto que para o trabalho de de Andrade et alli"" estes valores nio eram
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limitantes. O sinal analitico (Aabs) que de fato nos interessa € a diferenca de
absorvincia entre a reagdo catalisada e o sinal do branco. Estes valores de
absorvancia permitem obter o sinal analitico que desejamos, mas limita a variag&o
da quantidade de catalisador no meio.

Uma outra observagio relevante € que o desvio padrdo das medidas de
absorvancia para a reagfo era bastante elevado, caracterizando irreprodutibilidade
do sinal analitico ao aproximarmos da reproducdo de condi¢des experimentais do
sistema AFCM em bancada. Passamos entfo a estudar o sistema com concentragdes

menores dos reagentes, diminuindo-as puma proporg#o, de no minimo 2,5 vezes.

IV.2 - Estudo do Tempo de reagiio

Num primeiro momento reproduzimos o tempo de reagéo de 130 segundos,
para a reagio proposta quando empregado o sistema AFCM21?238 observamos uma
irreprodutibilidade do sinal analitico(Aabs), justificada provavelmente devido ao
pequeno intervalo de tempo de reagdo (130s) e a tomada do sinal analitico, uma vez
que nos sistemas automatizados como o AFCM esta ¢ uma varidvel perfeitamente
controldvel?!. Entretanto torna-se invidvel sua reprodutibilidade em sistemas de
bancada.

Assim, passamos a estudar o tempo de reagdo visando reprodutibilidade do
sinal analitico. Portanto, o procedimento sem extragio de I, efetuamos um estudo
do tempo de reagdo, isto &, periodo transcorrido entre a adi¢do do ultimo reagente
(H,0,) e a leitura de absorvancia. Este estudo foi utilizado tanto para a reagfio

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

Empregando o procedimento A, com leitura de absorvdncia apés tempo de
adi¢do do H>O; nos tempos de 2, 5, 10 e 20 minutos, tanto para a reagdo
catalisada quanto para o branco. O sinal analitico é a diferenga de

absorvdncia entre as duas situagdes de reagdo.

Observa-se que ha um aumento consideravel do valor de absorvincia do
sinal analitico até por volta de 10 minutos de reagdo. Dai em diante o aumento é
menos acentuado, tendendo a um valor de absorvéncia constante por volta de 20
minutos.

O baixo valor de sinal analitico, diferenca entre os valores de absorvancia
para a reagdo nio catalisada e a reag@o catalisada, obtido ap6s 2 minutos de reago,
pode ser o responsavel pela falta de reprodutibilidade dos resultados, quando
reproduzimos em bancada, o tempo de reagdo de 2 minutos proposto como ideal
para o sistema AFCM.

Com o tempo de reagdo prolongado, 20 minutos , por exemplo, levaria o
método a uma maior sensibilidade, entretanto pode tornar invidvel a adogdo da
metodologia em analise de rotina. Assim, escolhemos como tempo de reagdo, para o
sistema que propomos, 10 minutos. Com este tempo de reagdo observamos que
pequenas variagdes de tempo que vierem ocorrer entre a adigdo do 1ltimo reagente

até a leitura de absorvincia ndo provocardio grandes variagdes nos valores de
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absorvancia, tornando possivel a reprodutibilidade de resultados mesmo em

bancada.
IV.3 - Estudo do Efeito de concentracio de HSO, para a reaciio

O estudo quimiométrico de andlise de superficie de resposta, de Andrade et
alli®® demonstrou que numa faixa relativamente ampla de concentragdes do H,S0,
no meio pode-se obter valores muito semelhantes da absorvéncia para as reagdes
em que as varidveis concentragdo e tempo de reacdio se mantiverem constante. No
procedimento sem extragdo de Iy, avaliou-se o comportamento do sistema em
bancada frente & variagio de concentragio do H,SO4 adicionado no meio,
comparando-o com o tempo de reag¢do ( Figura 3 ).

Observa-se, na Figura 3, que ap6s 10 minutos de reagio o aumento do sinal
analitico em fungio do aumento da concentragio de H,SO; no meio ainda ¢
evidente e para as altas concentragdes de H;SO4, o valor de absorvincia se torna
constante, isto é, concentragdes de H,SO4, superior a 0,0050 mol dm™. Este fato foi
descrito por Eiras?' empregando o sistema AFCM.

Ainda podemos observar, que nas altas concentragdes de H,SO4, havera um
ganho de sensibilidade quando comparamos o tempo de reagio de 10 minutos com
o tempo de 20 minutos.

O tempo de reagdo de 20 minutos, apesar da possibilidade de alta
sensibilidade, apresenta alguns inconvenientes, como j& mencionamos , de levar o
sistema a altos valores de absorvancia limitando o uso de instrumentos simples e
ainda tornando o tempo de espera muito longo para obtengfio de resultados para

uma tnica unidade de amostra na determinagéo de Mo(VI).
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Figura 3: Estudo da Influéncia da concentracio de H>SO,.

Procedimento A, com concentragoes de H>SOy varigveis como:

[H:SO4] [m ] = 0,016 moldm™; [H:SO4] [ ] = 0,010 moldm’;

[H:S04] [m ] = 0,0016 moldm”; [H:SOs][m = 0,000050 moldm”; e
demais regentes nas seguintes concentragdes: 5,0 em’ de solugdo padrdo de
0,10 pgem™: 1,0 em’® de solugdo de KI 1,50x107 moldm™ e 1,0 cm’ de

solugdo de H>0: 5,0x1 07 moldm™, leituras apos 10 minutos de reagao.

Assim adotou-se a concentragdo de H,SO4 como sendo 0,010 moldm™.
Comparando o valor de concentragdo de H,SO4 adotado por ndés com o valor
proposto por Eiras®!, observa-se uma diferenga acentuada nas concentragdes, porém
com resultados de absorvincia semelhantes. Isto, provavelmente, se deve a dois
fatores: a relativa independéncia de concentragdo de H,SO4 no sistema para altas
concentragdes do acido e ainda ao fato da diferenga de pH da solug¢do de frasco
contendo os padrdes de molibdénio, ja que a solugdo estoque de molibdénio
Mo(VI)) empregada nos estudos realizados por Eiras®', é menos 4cida do que a

solugdo por nds utilizada. Assim, nosso sistema exige uma concentragdo menor na

solugdo de trabalho de H,SO4 paraa reagdo.
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IV.4 - Estudo da Extracio de Iodo (12)

No trabalho de rotina é dificil manter o tempo de reagdo em 10 minutos
exatos, para garantir a reprodutibilidade, assim avaliou-se a possibilidade de
interromper a reagdo. Esta interrupgao ¢ feita extraindo o produto ( I, ) formado.

Sendo o MIC considerado um bom extrator optou-se por empregd-lo no
procedimento com extragdo de I,, formado.

Inicialmente avaliamos a possibilidade da manutengdo do comprimento de
onda até entiio empregado 350nm, para a solugio aquosa ¢ para a solugdo de I em
MIC. Obteve-se um espectro de absorgdo para as duas situagSes experimentais
deste trabalho. Os espectros estdo apresentados na Figura 4.

Observando o espectro com MIC obtido experimentalmente e comparando
com de outros solventes da literatura?’ tais como benzeno, tetracloreto de carbono,
vemos que o espectro de iodo em MIC mantém as caracteristicas do espectro com
agua, onde ha uma grande absor¢do a 350nm, porém com o maximo a 360 nm.

Analisando 0s espectros observamos, num primeiro momento, diferenca
significativa nos valores absolutos de absorvéncia. Entretanto devemos salientar
que os espectros foram obtidos em volumes diferentes para uma mesma quantidade
de iodo( I2 ) formado na reagdo. Em MIC um volume de 3,0 mL e em solugdo
aquosa um volume de 8,0 mL, assim o aumento de absorvéancia observado em MIC

tem uma significativa contribuicgo do efeito concentragdo.
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Figura 4 : Espectro de absor¢io do produto da reacio de Perdxido de
Hidrogénio, Iodeto, Acido Sulfiirico, ¢ Molibdénio (V)
( — )Procedimento com extragdo do I, apés 10 minutos de reagdo em

3,0 cm’ de metilisobutilcetona.
( — ) Procedimento sem extragéo do I, apos 10 minutos de reagdo.

Para os dois espectros empregou-se um branco de reagentes

respectivamente.

Nota-se que para a absorvancia de iodo em MIC a 360 nm, devemos ter um
ganho de sensibilidade para a metodologia em relagdo a 350 nm. Este deslocamento
do méximo de absorgdo para a regido do vermelho em algumas unidades de
comprimento de onda provavelmente ¢ devido ao efeito do solvente MIC no meio>’,
De qualquer forma, o uso do MIC para extrair o I, proporcionara a metodologia

vantagens sobre a determinagéo de iodo na solugfio aquosa onde ele ¢ gerado.

IV.5 - Consideragdes sobre o processo de Extragiio com MIC

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

maximo de produto de reagdo, I, esteja na fase organica, e ainda observando para
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que a fase organica apresente-se limpida, sem formago de emulsdo na superficie de

separacgdo das fases.
Com pouca do funil de separagdo estudou-se o comportamento do sistema
para a separagdo das fases em fungdo do tempo de repouso, apés a adigdio do

solvente extrator, MIC, apresentado na Figura 5. Neste estudo optou-se por

acompanhar apenas a reacdo catalisada.
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Figura 5: Estudo do tempo de repouso para a separacio das fases.

Procedimento com extragdo do I e agitagdo de 5 inversdes do funil de

separagado. Estudo realizado apenas para a reagdo catalisada.

A Figura 5, apresenta os valores de absorvancia obtidos imediatamente
transcorrido o tempo de repouso para a separagdo das fases e extragio do I,.
Observou-se que um periodo de repouso até 30 segundos a variagdo da absorvancia
lida ¢ desprezivel e comparando com periodo de repouso superior a 60 segundos,
uma diminui¢io de 10%, no valor de absorvancia é observada. Esta diminuigo
pode ser devido ao estabelecimento do equilibrio de solubilidade entre MIC e 4gua
(2,15ml em 100ml de 4gua) e também, e mais provavel, devido a reagfio entre MIC
e I, formando iodoférmio. Embora esta reagdo se dé preferencialmente em meio

basico o equilibrio ceto-en6lico do MIC pode iniciar-se em meio 4cido®. Como
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existe uma pequena solubilidade de MIC em égua, este fato pode alterar o pH da
fase orgnica e assim a substituigdo de hidrogénio o na carbonila é possivel.

Observou-se que a transferéncia de I, para o MIC € um processo bastante
rapido e ndo necessita muita agitacdo do funil de separacdo para promover a
extragao.

A agitagfio lenta, efetuada do funil de separagdo apresentou resultados de
absorvéncia superiores aos resultados com bruscas agitagdes. No decorrer do tempo
de agitagdo e extragdo o produto de reagdo sofre um decréscimo, devido talvez a

iodagdio do solvente extrator. Os resultados de absorvéancia no decorrer do tempo

estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Leitura da absorvincia do I; extraido em MIC, com leituras apos
tempos decorridos da extragio.
Procedimento com extragdo de 1> e agitacdo com uma tinica inversdo do
funil de separagdo.
Agbs & dado como a diferenga entre absorvdncia para a reagdo

catalisada e a reagdo ndo catalisada.

Observa-se que, para um periodo de até 60 segundos de espera entre a
separagdo das fases € obtengdio do sinal analitico, ocorre uma diminuigéo do sinal
analitico em torno de 6%, chegando a 10% para um periodo de espera de 120
segundos. Isto implica que para garantir reprodutibilidade e manter ganho de
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sensibilidade, a determinagio de absorvancia deve ocorrer até por volta de um

minuto apds a separagdo das fases, num processo de agitacio efetuado com um
tinico movimento de inversdo do funil de separagio.

Qualjtativamente observou-se também que ocorre uma boa separagfio das
fases, sem formagio de emulsdo na superficie de separacfo das fases, mesmo para
um periodo de repouso de 10 a 15 segundos ap6s a agitagdo efetuada com um tnico
movimento de inversdo do funil de separagfio. Como visto na Figura 6, para o
periodo de espera de 10 a 15 segundos, a variagéo de absorvancia nfo chega a 3%,

adotamos este periodo de espera para a obten¢do do sinal analitico de I, extraido

em MIC, niio superior a 30 segundos.

IV.6 - Curva Analitica de Calibracio

A curva analitica de calibragio foi obtida variando-se a concentragio de
molibdénio(VI) na porgdo de 5,00 cm’® de solugdo que d4 inicio ao procedimento
com extragdo de I,. O procedimento consiste na mistura, em um funil de separago
de 60 cm’, das seguintes solugdes aquosas: 5,0 em’ de solugdio padrio de Mo(VI);
1,0 cm’ de solugdo de HySOy4 1,0x10 mol.dm™; 1,0 cm® de solugdo de KI 6,0x10
mol.dm’e 1,0 cm’ de solugio Hy0,2,0x10” mol.dm?. Apés a adigdo de solugiio de
H,0,, inicia-se o tempo de espera de 10 minutos para a reagfio. Adiciona-se um
volume de 3,0 cm’ de metilisobutilcetona, e faz-se um movimento de inversio no
funil de separagio com a finalidade de promover a extragdio. Apés a separagio das
fases no funil, separa-se a fase orgénica contendo o iodo e obtém-se a leitura de
absorvancia do iodo dissolvido em metilisobutilcetona & 360 nm. A curva analitica
de calibragfio, apresentada na Figura 7, é obtida com os valores das diferencas de

absorvancia da reagfo catalisada e a reagfo ndo catalisada.

31




]

0.5 4
P 04 -
Q
&
4
2 03 4
<
0.2 -
Y =0,0085X ~ 0,011
R’=0.9918
0.1 4
0 g' T T T LA T m———
0 20 40 60 80 100 120
Concentragéo de Mo(V1) /| ng.cm‘%]

Figura 7: Curva Analitica de Calibra¢io
Procedimento com extragdo de I, com a absorcdo pela concentragdo de
Molibdénio em ng.cm™, seguindo todas as conceniragdes dos reagentes

do procedimento sem a extragdo de I, estudadas e as de Molibdénio

variando de 0,0 a 112 ng.cm™.

Através da Figura 7, nota-se que a metodologia apresenta linearidade até
60,0 ng.cm™. A precisio do método foi examinada através do desvio padrio relativo
de dez replicatas do padrdo na concentragio de 10,0 ng.cm? ¢ 50,0 ng.cm™, sendo
que o desvio padrdo relativo para estas concentragdes foi de 18,1 e 4,35 9%,
respectivamente. O limite de detec¢do 1,7 ng.cm™ foi calculado a partir do desvio
padrdo do branco de doze replicatas. Observa-se que mesmo sendo efetuado em
bancada, a metodologia que propomos apresenta limite de detec¢do apenas

ligeiramente maior do que o conseguido por Andlise em Fluxo Continuo

: 3
monossegmentadoﬂ’zz, que foi de 1,00 ng.cm™.
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IV.7 - Estudo de Precisiio e Exatidio do procedimento com extragiio de I,

A aplicagdo deste procedimento na determinagdo de molibdénio nos tecidos
vegetais é necessdrio eliminar provaveis interferentes.

1° _ A oxidagdio do iodeto pelo perdxido de hidrogénio em meio 4cido, além
de ser catalisada pelo molibdénio, pode também, ser catalisada pelo ferro, titanio,
tungsténio, cromo, vanadio, zirconio, hafnio, tério e talio'*!S. Destes somente o
ferro, titanio, cromo, vanadio € o tungsténio sdo encontrados nos tecidos vegetais
portanto sdo interferentes para a metodologia.

2° O teor de fosforo também deve ser considerado, visto que o mesmo
pode formar o 4nion molibdofosfato® diminuindo a concentragiio de molibdénio no
meio.

Estudos de determinagfio do molibdénio empregando a mesma técnica deste
trabalho'>*? conclufram que a alternativa mais vidvel ¢é a separagdo do molibdénio
do meio. Pessenda et alli'’ propuseram o uso de um sistema de anilise em fluxo
continuo com uma coluna de resina trocadora de fons em linha. Por outro lado, de
Andrade et alli®® propds a separagio do molibdénio com a - benzoiloxima e
posterior aplicagio no sistema de andlise em fluxo monossegmentado. A técnica
aqui proposta, tratou os interferentes seguindo a metodologia empregada por de
Andrade et alli?2, pois nosso objetivo & a aplicagdo, em bancada.

O Apéndice 3 apresenta, na forma de diagrama de blocos, o procedimento
proposto por Eiras®' e qual foi empregado na abertura e preparagéio das amostras
usadas no presente trabalho.

A precisio ¢ exatiddo do método proposto neste trabalho, foram
comparando os resultados obtidos, em Andlise de folhas de feijio

determinadas
Phaseolus Vulgaris, com 0s resultados obtidos pelo Método Colorimétrico do

Ditiol”®.
Uma amostra do tecido vegetal foi submetido ao procedimento do Apéndice

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

a) Extragdo do Ir.
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b) Método colorimétrico do ditiol. A média dos resultados das cinco

repeticdes estio na Tabela 01.

Tabela 1: Determinacio de molibdénio em folhas de feijao Phaseolus

Vulgaris

Procedimento em estudo Método do Ditiol

T ibdénio | Estimativa d ibdénio | Estimati ;
eor de molibdénio |  Estima e | Teor de molibdénio | Estimativa de desvio

padrdao

desvio padrio ugkg’

32 571 33

|
|
1 |
kg |
607 |

1
i
4
[
]
i

IV.7.1 - Tratamento Estatistico

1V.7.1.1 — Comparagio de precisio dos métodos, “teste F”

2 2
F = Sdin‘al = _Qi)_z__=l,41
S, @2

para os dois procedimentos, o grau de liberdade € 4 e o valor critico® de F (5%) &
6,39. Assim, podemos afirmar que as diferengas observadas nas estimativas de

desvio padrdo dos métodos sdo ao acaso e que ambos podem ser considerados

precisos.

1V.7.1.2 — Equivaléncia entre os métodos, “teste “¢”

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

métodos. Consideraremos o Método do Ditiol como referéncia.
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Tabela 2: Determinagdes individuais de molibdénio em folhas de feijao

Phaseolus Vulgaris
Determinagiio* | Procedimento em | Método do Ditiol | x; —x; = d; az
estudo x;(ug.kg™) xi(ug.kg™)

01 580 523 57 3949
02 640 615 25 625
03 610 595 15 375
04 635 540 95 9025
05 570 580 -10 100

* Replicatas de uma mesma amostra de tecido vegetal.

60,61

Para determinacéo em paralelo” ", o teste “t” ¢ dado por:

Z ) ]
JN, d=36.4 ;2(d-d) =6599.2 ; N=5

[ =
3d - d)
N-1)

=80 5 1=2,004

6599,2

(G-

Como ? calculado = 2,004, & inferior a togy, = 2,132, podemos afirmar que, com

90% de probabilidade de acerto, as diferencas entre os valores obtidos
experimentalmente, sdo diferencas ao acaso. Portanto, os valores obtidos podem ser
considerados representantes de uma mesma populagdo (amostra de tecido vegetal).
Assim, tanto pelo “teste F” como pelo “teste “t”, podemos afirmar que a aplicagfio
do procedimento com extragdo de I» que propomos apresenta resultados tdio

confidveis como os obtidos pelo Método do Ditiol.
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1- CONCLUSAO

De acordo com os estudos e resultados obtidos durante o desenvolvimento e
avaliagfio do presente projeto, pode-se concluir que o procedimento proposto;

a) Apresenta precisdo, exatiddo, facilidade e tempo de execugdo
compativeis com o Método Colorimétrico do Ditiol, porém com um custo inferjor.

b) Alcanca um limite de detecgio semelhante ao obtido com métodos
de Andlise em Fluxo, recomendados para situagdes de namero elevado de amostras
a serem analisadas.

c) O procedimento proposto pode substituir satisfatoriamente, estes
e confiabilidade nos resultados, quando poucas amostras ou

métodos. Sem perda d

mesmo uma Gnica amostra for apresentada ao laborat6rio de andlise.

d) O procedimento proposto permite analise precisa de uma tnica

amostra.
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2- PRETENSOES FUTURAS

Devido a importincia do molibdénio para a agricultura, a sua determinagio
em tecidos vegetais para avaliar a condicdo de nutricdo da planta por este
microelemento é tdo importante, quanto a avaliagdo do teor de molibdénio nos
adubos empregados para a corregdo da deficiéncia 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 determinagdo de molibdénio em

fertilizantes bem como em tecidos de outros vegetais.
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APENDICES
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APENDICEI:
Preparo das Solugdes

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

e diluiu-se em baldo volumétrico de 1,0 dm’, com dgua desionizada.

b) Solugiio de Mo (VD 1,0 mg.cm'3 ( Soluggio estoque)
Para a solugdo de Mo(VI), utilizou-se acido molibdico 85%, pesou-se

1,7200 g do sal e dissolveu-se, completando o volume da solugdo para 1,0 dm’® com

4gua desionizada.

¢) Solugio de Mo (VD 50 ng.cm'3
A partir da solucdo estoque (b) (conservada em geladeira), tomou-se uma

aliquota 50 pL, com 0 auxilio de uma micropipeta, diluindo a solugdo para 1,0 dm’®

em baldo volumétrico. Esta solugdo foi preparada diariamente.

d) Solugiio de Hz804 0,1 mol.dm™

Para posteriores dilui¢des preparou-
aproximadamente 5,5 cm’ de H,SO,; 98%

se uma solugdo contendo 0,1 mol.dm™

de H,S04. Tomou-s¢ uma aliquota de

P.A., adicionou-se 0 4cido em aproximadamente 500 cm’ de 4dgua desionizada em

baldo de 1,0 dm’, em seguida completou-se o volume até o menisco com dgua
desionizada. Padronizou-s¢ a solugéo.
¢) Solugdo de H2S04 0,010 mol.dm™ ( Solugdo acida de trabalho )

Esta solugdo foi preparada a
ico de 100 cm® com 4gua deionisada.

partir da solugio (d) de onde pipetou-se 10,0

cm’ e diluiu-se em baldo volumétr
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f) Solugiio de H;0,0,0015 mol.dm™

A Solugio de H,O, foi preparada a partir de uma solugdio 30% m/m, em
duas etapas:

Numa primeira etapa preparou-se uma solugdo 0, 15 mol.dm™, tomando-se
uma aliquota de 1,5 cm® de H,0, 30% e diluiu-se para um baldo volumétrico de
100,0 cm’, com agua desionizada.

Numa Segunda etapa preparou-se uma solugéio 0,0015 moldm™ de H,0,.

Para o preparo desta solugdo tomou-se uma aliquota de 1,0 cm’ da solugio

0,15 moldm™ de H,0, padronizada e diluiu-se para um baldo de 100 cm’ com dgua

desionizada.

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

geladeira e para 0 inicio dos trabathos esperou-se que a solugdo adquirisse a

temperatura ambiente.
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APENDICE 2 ¢

Método colorimétrico — ditiol®®

Preparo do extrato — incinerou-se 5,000 g de material seco e moido, a 500°
C durante duas horas ou mais, em céapsulas de porcelana. Esfriou-se e umedeceu-se.
Juntou-se SmL de solugiio de HCI 6N e evaporou-se em banho-maria. Dissolveu-se
o residuo com 10mL de solugdo de HCl 2N, aqueceu-se e filtrou-se diretamente
para funil de separagfio de 125mL. Lavou-se a capsula com mais duas aliquotas de

solu¢do de HCl e com dgua desionizada até completar o volume a aproximadamente

45mL.

Determinagio — juntou-se ao funil de separagio de 125mL, 1mL de solugfio
de 4cido ascorbico a 5%, 2mL de solugdo de tiouréia a 9% e 2mL de solugfio de
ditiol a 0,2%, agitando-se ap6s a adi¢do de cada reagente. Depois de dez minutos,

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

minuto.
Apés a separagdo das fases, extraiu-se o solvente contendo o complexo

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

em espectrofotdémetro, em comprimento de onda de 680nm.

Curva - padrio — transferiu-se 0, 1, 2 e 3mL da solugfo padrio contendo
Ipg/ml de Mo para funis de separacdo. Juntou-se 10mL de solugio de HCI 6N e

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

descrito para as amostras.
Cilculos — ppm de Mo = Q x 0,20
Q = quantidade de molibdénio (microgramas ) na fase organica determinada através

da curva-padrdo.
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APENDICE 3 :

Abertura de amostra de folhas para a metodologia proposta levando em

. 3 z s » 21
consideracio a forma de eliminar os possiveis interferentes

1,0 G DE MATERIAL SECO E MOiDO

Incinerar a 500°C, por
3horas

Esfriar o residuo

Umedecer e adicionar S5ml,
de icido cloridrico 6M

Evaporar e secar em banho maria

Adicionar 5 mL de acido
cloridrico 2M

Aquecer levemente

Filrar para  funil de
separagido de 125 ml. e lavar
o residuo com 2 porgdes de 5
mL de HC1 2M e 10 ml de
agua

Extrato do vegetal

Diagrama de blocos : Preparagiio do Extrato de Tecido Vegetal.
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EXTRATO DO VEGETAL

adicionar 4 mL de solugdo de
Ol-benzoinoxima em etanol 0.5 %

agitar levemente

adicionar 8 mL de cloroférmio pré-
saturado com HCI 1 molar

agitar por 2 min

recolher a fase orginica em
erlenmeyer de 125 mL

fase orgénica

adicionar 8 mL de cloroférmio pré-
saturado e repetir o processo
combinando as fases organicas

FASE ORGANICA

Diagrama de blocos : Extracio de Molibdénio com
o-Benzoinoxima / cloroférmio.
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FASE ORGANICA

evaporar o cloroférmio

complexo e residuo

adicionar
5 mL de HNO; conc.
1 mL de HCIOy conc.

levar a secura ( chapa )

repetir o tratamento 4cido se
residuo for amarelo

RESIDUO SOLIDO

Diagrama de blocos : Tratamento da Fase Orginica.
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RESIDUO SOLIDO
FRIO

adicionar 2 gotas de vermelho de metila
0,02 %

adicionar 0,5 mL de NH,OH conc. ou
até solugfio vermelha

transferir para baldo volumétrico de 50
mL, lavando com + 15 mL de H,0
desionisada

solugdo vermelha

neutralizar com H,SO, 1:3
adicionando gota a gota, pela
viragem de cor para amarelo
completar o volume com Aagua
desionisada

SOLUCAO AMOSTRA para a
reagdo e posterior leitura no
espectrofotometro

Diagrama de blocos : Ajuste de pH e determinacio de Molibdénio.
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Apbs este tratamento a amostra estd pronta para ser analisada, neste ponto
toma-se uma aliquota de 5,0 cm’ de amostra num funil de separa¢io de 60mL, ou
que comporte o volume de todos os reagentes e que tenha um certo espacgo livre
para agitagdes dos mesmos, adiciona-se 1,0 em’ de cido Sulfiirico de concentragdo
1,0x107 mol.dm?, 1,0 cm® de Iodeto a 6,0x10" mol.dm™ e 1,0 cm® Peréxido de
Hidrogénio a 1,5x10% mol.dm?, dispara o crondmetro, agita-se por 1 minuto a
solugdo, para a homogeneizagdo e aguarda até 10 minutos, apds este tempo,
adiciona-se 3 ml de metilisobutilcetona, fazendo-se com que haja a mistura das
fases. Espera por aproximadamente 15 segundos para a separagfio das fases, extrai a
fase orgénica e 1é-se em A de 360nm no espectrofotdmetro em cela de vidro de
caminho 6ptico de 1 cm. O valor de absorvéncia obtido é extrapolado em uma curva

previamente obtida com valores de padrdes de Mo(VI), de 10,0 a 50,0 ng.cm®.
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CAPITULO - VI
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