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Resumo

O molibdénio é um elemento que participa dos processos de catalises
enzimaticas, da composicdo de ligas metalicas e lubrificantes e é também
considerado essencial para a nutricao de animais e plantas. Entretanto, os
niveis de concentracdo encontrados nessas matrizes, sdao muito baixos, o
gue torna dificil seu monitoramento e deteccdo. Nesses casos, isso s é
possivel quando se faz uso de métodos analiticos sensiveis, geralmente
associados a procedimentos que envolvem um grande nimero de etapas.

Desenvolveu-se um novo método eletroanalitico utilizando a técnica
de voltametria adsortiva de redissolugao (AdSV) em um sistema ternario
homogéneo de solventes (HTSS), minimizando ao maximo os problemas
encontrados na determinacao de molibdénio Mo(VI) nos diferentes tipos
matrizes. O sistema de solventes é constituido pelo tampao acetato, etanol
e N, N-dimetilformamida (DMF), que foi estudado e otimizado com o uso de
planejamentos estatisticos para misturas.

Nas condicdes otimizadas, a curva de calibracao obedece a uma
equagao polinomial do tipo I = 0,261 + 0,196[Cwmov1)] - O,OOS[CMO(VI)]2 com
r> = 0,998, para concentragdes de Mo(VI) até 5 pug/L. Para concentragdes
entre 0,2 e 2 ug/L de Mo(VI) obtém-se uma calibragao linear que segue a
equagao I = 0,386 + 0,206[Cwmoqvr)], cOM r> = 0,997. Nestas condigdes, o
limite de deteccao estimado é de 20 pg/L e o desvio padrao relativo (RSD)
é de 0,43%, calculado com base no sinal obtido para a concentracao de
0,72 ng/L de Mo(VI).

Estudos univariados mostraram que apenas ions ferro (Fe**) e ions
fosfato sao interferentes em potencial no método, desde que as razdes de
Fe/Mo e P/Mo sejam superiores a 500 e 100 respectivamente. Entretanto,
estudos multivariados mostraram que o método é mais resistente a agao
desses interferentes e que as razoes Fe/Mo e P/Mo podem chegar a valores
iguais a 8000 e 136000 respectivamente.

O método desenvolvido foi aplicado na determinacao de Mo(VI) em
amostras de aco inoxidavel e os resultados obtidos foram comparados com
determinacdes efetuadas por plasma de argbnio acoplado indutivamente
(ICP-OES). Da mesma forma, empregou-se esse método na determinacao
de Mo(VI) em plantas. Os resultados foram comparados com valores da
mediana fornecidos pelo “International Plant-analytical Exchange” (IPE)
(Wageningen Agricultural University the Nedherlands) e determinagdes por
absorcdao atomica com forno de grafite (GFAAS). Efetuou-se ainda a
determinacao de Mo(VI) em amostras farmacéuticas. Os resultados foram
comparados com os obtidos pela determinagao com forno de grafite e pelo
teste de recuperacao efetuado em amostras dopadas com 100 nug de
Mo(VI). Em todos os casos o método desenvolvido apresentou bom
desempenho e praticidade na execugao, sem a necessidade de etapas de
separagao ou pré-concentragao.
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Abstract

Molybdenum is an element that participates in enzymatic catalysis
process, is used in the production of metallic alloy and lubricants, and is
also considered essential for animals and plants nutrition. However, the
concentration levels found in these matrices are very low, which
complicates its detection and monitoring. In such cases, this can only be
possible when sensible analytical methods are used, in general involving
procedures with a large number of steps.

An electricanalytical method was developed using the adsorptive
stripping voltammetry technique (AdSV) in a homogeneous ternary solvent
system (HTSS), minimizing problems encountered in molybdenum (Mo(VI))
determinations in different types of matrices. Aided by statistic planning
procedures for mixtures the HTSS was studied and optimized, made up of
acetate buffer, ethanol and dimethylformamide (DMF).

Under the optimized conditions, the calibration curve obeys a
polynomial equation of the type I = 0.261 + 0.196[Cmovn)] — 0.005[CM0(\/1)]2
with r* = 0.998, for concentrations of Mo(VI) up to 5 pg/L. For
concentrations between 0.2 e 2 ug/L of Mo(VI), there was obtained a linear
calibration that follows the equation I = 0.386 + 0.206[Cmovr)], With r’ =
0.997. Under these conditions, the estimated detection level is 20 pg/L and
the relative standard deviation (RSD) is 0.43%, calculated based on the
obtained signal for the concentration of 0.72 ug/L of Mo(VI).

Univariate studies showed that only iron and phosphate ions are
potential interferents in the method, in the ratios of Fe/Mo and P/Mo are
higher than 500 and 100 respectively. However, multivariate studies
indicate that the method is more resistant to the action of these
interferents, and that the ratio limits are 8000 and 136000 respectively.

The developed method was applied to the determination of
molybdenum in steel samples and the results were compared with
determinations by inductively coupled plasma-atomic emission
spectrometry (ICP-OES). In the same way, this method was used to
determine molybdenum in plants. The results were compared with median
values provided by “International Plant-analytical Exchange” (IPE)
(Wageningen Agricultural University the Nedherlands) and determinations
by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS). The
determination of Mo(VI) was also carried out using pharmaceutical
samples. The results were compared with those obtained using a graphite
furnace and with the results of the recovery test, where samples doped
with 100 pg of Mo (VI). In all these cases the developed method presented
a good performance and practicality in the execution, without needing
separation and pre concentration steps.
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I - INTRODUCAO

I.1 - O molibdénio

Do grego molybdos, esse elemento é encontrado na natureza,
sempre ligado a outros elementos, principalmente na forma de MoS;
conhecido como molibdenita, e em outras formas como a powellita
(Ca(MoW)04), a molibdita (Fe;03.3M003.8H,0) e a wulfenita (PbMo0,),
nao sendo encontrado em sua forma livre. Apresenta as seguintes
caracteristicas: Simbolo quimico = Mo; Numero atdmico = 42; Peso
atomico baseado no isétopo do carbono 12 = 95,94 g/mol; Configuracao
eletrénica = [Kr] 4d°5s!; Abundancia na Terra = 1,5 ppm; Ponto de fusdo
= 2622°C; Ponto de ebuligdo ~ 4825 °C.

O molibdénio é muito utilizado na producao de acos e ligas especiais
com elevada resisténcia e dureza. Estas ligas sdo empregadas no fabrico
de pecas e dispositivos que serao sujeitos a grandes esforgos (Mishra et
al., 1990 e Konosu, 1995). Outra aplicacdo do molibdénio esta em fazer
parte da composicao de lubrificantes, andlogos ao grafite na forma de
dissulfeto de molibdénio (Wypych, 2002). Alguns outros compostos de
molibdénio sdo também utilizados como catalisadores na producdao de
gasolinas de elevada octanagem (Zhou et al., 1999), sendo ainda muito
utilizado na industria de corantes e pigmentos inorganicos (Veleva et al.,
1999). O molibdénio é também, um elemento considerado essencial as
diversas formas de organismos vivos, principalmente vegetais, onde é

encontrado na faixa de 0,1 a 3 mg/kg de matéria seca (Agri-fax, 1998),



atuando ativamente nos processos de nitrogenase, redutase de nitrato,
oxidase de sulfato, esta também relacionado ao transporte de elétrons em
diversas reagdes bioquimicas e na fixacao de nitrogénio (Burgmayer et al.,
1985; Sauer et al.,, 1998). A falta de molibdénio no solo, onde a
concentracao adequada deve estar entre 0,11 a 0,20 mg/kg, pode
ocasionar nas plantas uma menor sintese da enzima nitrogenase, com
conseqliente reducdo da fixacdao bioldgica de nitrogénio, causando sérias
complicacdes no desenvolvimento e produgao de uma lavoura, como pode
ser visto na Figura-1, que mostra na regiao mais clara da foto o efeito da
menor presenca de molibdénio no solo, o que resulta nas deficiéncias ja

comentadas.

Figura-1: Foto de cultivos de soja com o solo contendo molibdénio e na auséncia
deste elemento (EMBRAPA, 2000).



Pela grande necessidade das plantas em obter molibdénio do solo,
garantindo aos agricultores o desenvolvimento satisfatério de suas
lavouras, existe um enorme interesse em se obter uma forma de
monitoramento deste elemento em solos e plantas. Em funcao deste fato
sao encontrados na literatura varios procedimentos que sao utilizados para
a determinacao de molibdénio nos mais diferentes tipos de matrizes, em
especial nos vegetais. A seguir, encontram-se descritas algumas dessas
formas de se conseguir a quantificacdo de molibdénio e os raciocinios que
levaram ao desenvolvimento de um novo e eficiente método, com etapas
bem simplificadas para se efetuar a quantificagao do elemento em plantas

e outras matrizes complexas.

I.2 - Procedimentos de extracdao e determinacao de molibdénio

Ha um numero consideravel de métodos que possibilitam a
determinacao de molibdénio nos mais diferentes tipos de matrizes
(Welsch, 1985; Chikhalicar et al., 1997; Bejan, 1999; Mousavi e Karami,
2000; Canfranc et al., 2001). Entretanto, os valores de concentragao em
gue é encontrado nos diferentes tipos de matrizes é da ordem de ng/kg ou
ug/L (Mills et al.,, 1987; Lavado, et al.,, 1999 e Davies, 1997),
apresentando-se desta forma como um elemento que exige muito cuidado
no efetuar dos procedimentos de extracao e determinagao, o que implica,
para alguns casos, em um grande numero de etapas a serem realizadas,
tornando a maioria dos métodos desenvolvidos extremamente trabalhosos
(Sung, et al., 1997 e Zhao, 1990).



Inumeros trabalhos foram desenvolvidos nos ultimos anos (Vasquez-
Gonzalez et al., 1989; Li, et al., 1997 e Inan et al., 1999) visando a
determinacao de molibdénio nos diferentes tipos de matrizes. Dentre eles,
estdao os métodos espectrofotométricos, que tém na colorimetria (Harvey,
2000), o seu mais antigo exemplo de método de analise espectroscopica,
ja tendo sido aplicado na determinacao de molibdénio em plantas (Funge,
1970).

A maioria destes métodos requer etapas de separacao e pré-
concentragcao por diversos meios, alguns casos fazem uso de reagentes
complexantes especificos e grande parte dos métodos espectroanaliticos
utiliza mascarantes para evitar a acao de ions interferentes (Di, et al.,
2001 e Mousavi e Karami, 2000). Estas etapas tornam os métodos

espectrofotométricos muito trabalhosos.

Ha também os métodos eletroanaliticos (Hsieh e Ong, 1992; Puri et
al., 1998 e Safavi e Shams, 1999), que utilizam medidas de potencial,
corrente ou carga em uma célula eletroquimica para obter o sinal
pertinente ao analito de interesse. Dentre os métodos eletroquimicos,
destacam-se os voltamétricos, que englobam um conjunto de métodos nos
quais a informacao sobre as caracteristicas do analito é obtida através da
medida de intensidade da corrente em fungao do potencial aplicado. Estes
métodos caracterizam-se por utilizarem a gota de mercurio suspensa e de
tamanho especificado. Dentre os métodos voltamétricos destacam-se as
técnicas voltamétricas de redissolucdo, que podem ser efetuadas de trés
formas: anddica, catédica e adsortiva (AdSV), sendo esta ultima a que
mais se adequa as determinagdes para elementos que apresentam baixos
teores de concentragdo nas diferentes matrizes, como é o caso do
molibdénio. Os métodos de redissolucdo "Stripping”, estdo entre os que

apresentam maior sensibilidade para a deteccao dos mais diferentes



elementos porque incluem em sua primeira etapa uma adsorcao da
espécie a ser analisada na superficie da gota de mercurio, e uma segunda
etapa onde acontece a redissolucao do analito, pelo uso de uma técnica de
andlise adequada para a espécie (anddica ou catddica). Os limites de
deteccdo para estes métodos variam de 107° a 107? mol/L, dependendo
do elemento ou substancia que se deseja analisar.

Pelo fato de se poderem efetuar determinacdes ao nivel de tragos
para varios elementos e pela simplicidade na execugao dos meétodos
voltamétricos, que permitem, em alguns casos, a eliminacdo das etapas de
separagao e pré-concentracdao do analito (Sander, 1999), vém-se
utilizando estes métodos para os mais diferentes elementos, inclusive o
molibdénio. Aproveitando que estes métodos sdo extremamente versateis
e que podem atingir niveis de concentracdo da ordem de 107!? mol/L nas
determinacgdes, optou-se pelo uso da técnica de voltametria adsortiva de
redissolucao AdSV (Gao e Siow, 1996a, Gao e Siow 1996b e Sander,
1999), visando solucionar os problemas analiticos referentes a
determinacao de molibdénio para os diversos tipos de amostras, em

especial as plantas.

A maioria dos métodos eletroquimicos existentes é executada em
solucdes aquosas (Jonnalagadda e Dumba, 1993), porém ndo existem
impedimentos em se utilizar um meio nao aquoso para se realizar as
medidas, visto que, na literatura sao encontrados alguns trabalhos nos
quais as determinagdes sao realizadas em sistemas nao aquosos
(Nakabayashi et al., 1996 e Orlik e Gritzner, 1996).

Nas condicbes em que sao efetuadas as determinagdes por AdSV, o
uso de solventes combinados é favorecido por se obter um acréscimo no
sinal analitico para alguns elementos (Gadomska e Stojek, 1998) e pelo

fato destes possibilitarem o uso de agentes complexantes que sdo sollveis



apenas em compostos nao aquosos, agentes estes que sao seletivos e, em
alguns casos, especificos para o analito. O uso desses complexantes
proporciona as determinacdes maior sensibilidade e confiabilidade na
medida, o que torna possivel as determinagdes diretas, evitando-se etapas

de separacdo ou de pré-concentragdo no procedimento.

Dentre os solventes ndao aquosos utilizados em voltametria adsortiva
encontra-se a N,N-dimetilformamida (DMF) cuja combinacdo com &gua
incrementa o sinal analitico para varios elementos em determinacdes
eletroquimicas (Gadomska e Stojek, 1998). Optou-se entdo, pela sua
utilizacao para a determinagao de molibdénio, visando obter um acréscimo
do sinal da espécie de interesse em relagao aos métodos desenvolvidos em

sistemas aquosos.

O agente complexante a-benzoinoxima (aBO), é um reagente
bastante seletivo para o molibdénio e que ja foi empregado em
procedimentos de extracdo com determinagdao espectrofotométrica (de
Andrade et al., 1998), bem como em determinagdes eletroquimicas pelo
sinal do complexo aBO-Mo (Gao e Siow, 1996a). Este reagente nao
solubiliza em agua, mas é sollvel em etanol e parcialmente sollvel em
cloroférmio (Onishi, 1989), assim, incluiu-se o etanol como componente
da mistura de solventes a ser utilizada na determinacao de molibdénio

neste trabalho.

Desta forma, iniciou-se o desenvolvimento de um método que
permitisse a determinacdo de molibdénio através de um sistema de
mistura, utilizando uma fase aquosa constituida pelo tampdo acetato
(eletrdlito de suporte), etanol contendo o agente complexante seletivo e a
N,N-dimetilformamida que de acordo com a literatura causa um

incremento no sinal analitico da espécie de interesse.



I.3 - Uma pequena introducao a voltametria

A voltametria consiste em obter informagdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica, a partir do registro de curvas
corrente x potencial realizadas durante o processo de eletrdlise dessa
espécie numa célula eletroquimica. Esta célula é constituida de pelo menos
dois eletrodos, a saber: o eletrodo de trabalho e um eletrodo de
referéncia. O potencial é aplicado entre os dois eletrodos, variando-o a
uma velocidade constante em funcao do tempo. O potencial e a corrente
resultante sao registrados simultaneamente, obtendo-se a curva corrente
x potencial chamada de voltamograma. A seguir descrevem-se algumas
técnicas voltamétricas utilizadas em determinagdes diversas, suas

caracteristicas e a técnica adotada para a realizagao deste trabalho.

I.3.1 - Voltametria Classica

A voltametria ou polardgrafia classica de corrente continua é uma
técnica muito limitada pois, ndo consegue determinar espécies quimicas
com concentragdes abaixo de 10 a 10 mol/L. A andlise de tracos tem
exigido que as determinacdes sejam realizadas em concentragdoes da
ordem de 107!? mol/L , ou em valores inferiores. Desta forma, esta técnica

ndao é muito utilizada atualmente. (Harvey, 2000, Bond, 1999)



I.3.2 - A Voltametria de Pulso Diferencial

Uma melhoria instrumental consideravel foi conseguida com o
desenvolvimento das técnicas de pulso, principalmente a de pulso
diferencial, onde as medidas de corrente e as aplicacdes de potencial na
forma de pulsos sao realizados em pequenos intervalos de tempo. Na
técnica de pulso diferencial aplica-se um pulso de potencial superposto em
uma rampa de potencial linearmente crescente. O pulso aplicado é de
pequena amplitude (10 a 100 mV), sendo imposto durante 50 a 60 ms
perto do final da vida da gota, quando o crescimento da gota de mercurio
ja cessou. A corrente é amostrada em dois intervalos de tempo de cerca
de 15 ms cada um; o primeiro intervalo imediatamente antes da aplicagao
do pulso, e o segundo proximo do final do tempo de vida da gota. O valor
final da corrente é a diferenca entre esses dois valores medidos (Christian
e O'Reilly, 1986).

I.3.3 - Voltametria de redissolucao

Com desenvolvimento das técnicas de pulso diferencial e de onda
quadrada, chegou-se a determinagdes da ordem de 107 a 10 mol/L.
Entretanto, para a anadlise de tragos €& necessario chegar-se a limites
abaixo dos mencionados, o0 que nao se consegue apenas utilizando-se
medidas polarograficas ou voltamétricas usuais. Essas medidas, também
chamadas de medidas diretas, sao afetadas pela chamada corrente de
fundo, que é a corrente residual. Essa corrente apresenta os dois

componentes, o faradaico e o capacitivo. O faradaico, devido a impurezas



e oxigénio dissolvido pode ser minimizado pelo uso de reagentes puros e
desaerando-se a solugdo. O capacitivo é minimizado pela forma de
amostragem da corrente. Essa amostragem de fato nao zera a corrente
capacitiva, apenas a minimiza. Assim, quando a concentragao atinge
valores da ordem de 10® mol/L, a corrente faradaica torna-se muito baixa
e fica encoberta pela corrente de fundo chegando ao limite da técnica.

Uma forma de resolver esse problema é utilizar processos de pré-
concentracao da substancia a ser determinada, de maneira que a corrente
faradaica possa aumentar suplantando a de fundo, estendendo os limites
de deteccao na analise voltamétrica. A pré-concentracdao apresenta a
vantagem de poder ser feita no préprio eletrodo de trabalho, sendo, sob

este aspecto, bastante facil e conveniente a sua utilizagao.

I1.3.4 - Voltametria de Redissolucao Anddica

Uma técnica que utiliza processos de pré-concentracdo € a
voltametria de redissolugao anddica (VRA) ou do inglés, Anodic Stripping
Voltammetry (ASV) (Gongalves, 1996, Skoog et al., 1992 e Aleixo, 2003),
muito utilizada na determinacao de metais pesados, uma vez que podem
ser depositados no eletrodo de mercurio através de eletrélise de solugdes
de seus ions. Nesta técnica a etapa de pré-concentragdo consiste de uma
eletrodeposicdo em um potencial constante e controlado da espécie
eletroativa, sobre um eletrodo estacionario. Esta etapa é seguida por uma
etapa de repouso e uma de determinacdo, sendo que esta Ultima consiste
na redissolucdo da espécie anteriormente eletrodepositada tornando-a
uma solugao novamente. Inicialmente ajusta-se o potencial do eletrodo a

um valor suficientemente negativo para reduzir os ions a sua forma
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metadlica, que por sua vez é eletrodepositada sobre o eletrodo. A eletrdlise
é feita sob agitacdo constante num tempo suficiente para concentrar o
analito na superficie do eletrodo, a partir de um volume relativamente
grande da solugao sobre um volume muito menor do eletrodo de trabalho.
A seguir, deixa-se a solugao em repouso por alguns segundos para o
sistema entrar em equilibrio. Na etapa seguinte procede-se a varredura de
potencial para valores mais positivos (anddicos), o analito é redissolvido
retornando a solucdo, devido a sua reoxidacdao. Ao ocorrer a reoxidacao a
corrente varia, e como no caso da reducao, ha a formagao de um pico com
o valor de potencial anddico praticamente igual ao do potencial catddico
para um sistema reversivel. A corrente de pico obtida é proporcional a
concentracao do analito.

A pré-concentragdo faz com que a concentracdo na gota de
mercurio, devido ao seu volume mindsculo, seja muito maior que na
solucdo, obtendo-se assim um sinal analitico bem maior relativo a
concentragcao presente na solucao, explicando-se o aumento da
sensibilidade da técnica. As trés etapas envolvidas na voltametria de

redissolugdo anddica sao:

Etapa de Deposicao

Esta etapa principia por escolher o eletrodo de trabalho mais
adequado. Os mais usados sdo: os eletrodos de mercurio de gota
pendente, de mercurio de gota estatica, de filme de mercurio e de carbono
vitreo. Praticamente ndo ha diferenca entre os eletrodos de mercurio de
gota pendente e de gota estatica, apenas na maneira de amostrar a
corrente nas células modernas. Os eletrodos de merclrio sdo mais
vantajosos na determinacao de metais pesados pois muitos deles formam
amalgamas, produzindo sinais mais reprodutiveis do que os depdsitos

metdlicos formados na superficie de eletrodos soélidos. Os eletrodos
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estacionarios de gota de mercurio sao usados para concentragdes acima
de 1 ng/mL e os de filme de mercurio para concentragdes abaixo de 1
ng/mL (“"ppb”). O eletrodo de filme de mercurio é mais sensivel que o de
gota, pois ele tem um volume bem menor. Mas para concentragdes acima
de 1 ng/mL ele pode formar compostos intermetalicos, o que produz
interferéncias nas determinagoes.

Uma vez escolhido o eletrodo, a deposicao é feita eletroliticamente
aplicando-se o potencial de deposicao durante um determinado tempo e
com agitacao da solucdo. O tempo de deposicao é escolhido em funcdo da
espécie eletroativa, ficando geralmente entre 30 s e 3 min. Tempos muito
longos devem ser evitados, pois podem produzir sinais fora da regidao de
proporcionalidade entre a corrente e a concentragao. A agitagao faz com
que o transporte de massa por conveccao mantenha a concentragao da
espécie eletroativa, junto a superficie do eletrodo, igual a do resto da
solugdo, permitindo um depdsito maior do metal em um dado tempo de
deposicao do que se o processo de transporte de massa fosse difusional.
Nesta etapa, ocorrera entdao a reducao do metal e conseqlientemente a

sua deposicdo sobre a superficie do eletrodo.

Etapa de repouso ou tempo de equilibrio

Apds completar a deposicao do metal, a agitacdo cessa durante
alguns segundos deixando a solugao em repouso, para que a concentragao
do metal depositado homogeneize-se, entrando em equilibrio na superficie
do eletrodo.

No eletrodo de gota de mercurio esse equilibrio é atingido apds a
concentracao do metal uniformizar-se pela sua difusdao na gota. Isto
requer cerca de 15 a 20 segundos. Para o eletrodo de filme de mercurio

este tempo é de cerca de 5 segundos, devido ao volume bem menor do
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filme em relacdo a gota. O tempo correspondente a esta etapa € chamado

de tempo de repouso.

Etapa de Redissolugao

Nesta etapa faz-se a varredura de potencial na direcao anddica onde
o voltamograma sera registrado, obtendo-se o sinal analitico de acordo
com a técnica voltamétrica escolhida. O metal ou metais depositados se
redissolverao quando os seus potenciais de pico forem atingidos. As
técnicas voltamétricas mais comuns escolhidas nesta etapa sao a de
corrente continua (DC), chamada aqui de voltametria de varredura linear
(LSV), “"Linear Stripping Voltammetry” (Skoog et al., 1992); a voltametria
de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada. A voltametria de
varredura linear é mais rapida do que a de pulso diferencial (pode-se usar
varreduras de até 1 V/s), mas nao discrimina a corrente capacitiva, ndo
sendo portanto, adequada para concentracdes abaixo de 20 - 30 ng/mL.
Abaixo de 20 ng/mL pode-se usar o pulso diferencial, que é uma técnica
mais sensivel por discriminar a corrente capacitiva. Se a voltametria de
onda quadrada de varredura rapida for possivel, ela pode ser usada pois
relne as vantagens do pulso diferencial e da LSV, resultando em
varreduras rapidas com alta sensibilidade.

A ASV apesar de ser uma técnica muito sensivel e conveniente para
a anadlise de tracos, ela é praticamente restrita a metais que apresentam
solubilidade no mercurio, sendo aplicavel a cerca de 30 elementos. Ela
pode também ser aplicada a alguns compostos i6nicos e a algumas
substancias organicas, que formam compostos pouco sollveis com o
mercurio e ficam depositados junto a superficie do eletrodo. Nestes
ultimos dois casos a voltametria de redissolucdo é normalmente usada
com varreduras catddicas, ou seja, no modo de voltametria de

redissolucdo catédica (CSV) ou do inglés, "“Cathodic Stripping
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Voltammetry”, uma vez que as espécies acumuladas no eletrodo sofrerao
redugao. Quanto aos metais, somente alguns poucos podem ser
determinados pela voltametria de redissolucao catddica, tais como Mn e
Pb. Eles sdao determinados na forma de seus o6xidos depositados na

superficie de eletrodos sélidos, como de carbono ou platina.

I.3.5 - Voltametria Adsortiva de Redissolucao

As limitagOes apresentadas pela ASV e CSV (Skoog et al., 1992;
Harvey, 2000 e Aleixo, 2003), podem ser removidas através da técnica
voltamétrica chamada de voltametria adsortiva de redissolucdo. Esta
técnica foi desenvolvida recentemente tendo em vista justamente superar
os limites impostos pela ASV e CSV e ampliar o uso da voltametria em
analise de tragos.

Na voltametria adsortiva, a pré-concentracdo é feita pela adsorcao
da espécie eletroativa na superficie do eletrodo. No caso de metais isto é
feito através de seus ions complexos. Adiciona-se entdao a solugao
contendo o ion metalico um complexante adequado e o complexo formado
(metal-ligante) é que serda acumulado junto a superficie do eletrodo. Dessa
maneira a pré-concentracdao ndo depende da solubilidade do metal no
mercurio, como no caso da voltametria de redissolugdo convencional, e
metais pouco sollveis (no mercurio) poderao ser determinados. Devido a
essas caracteristicas, a técnica também é aplicavel a um ndmero ilimitado
de substancias organicas, bastando que elas apenas tenham propriedades
superficie-ativa, para poderem ser adsorvidas na superficie do eletrodo de

trabalho, e que sejam, evidentemente, eletroativas.
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Quanto a detectabilidade, o limite de deteccao pode chegar a valores
ao redor de 100 vezes menor dos que o0s observados na voltametria de
redissolucdao anddica. Podem ser usados eletrodos de mercurio, onde se
obtém limites de deteccdo de até 107'2 mol/L, ou eletrodos sélidos,
principalmente na regido anddica, com limites de deteccao da ordem de
10® a 10™'° mol/L. As propriedades adsortivas podem ser verificadas por
voltametria ciclica, de pulso diferencial, cronocoulometria, etc. As espécies
a serem adsorvidas necessitam possuir um coeficiente de adsorgao maior
que 10 cm.

O esquema de pré-concentragao utilizado na voltametria adsortiva
por redissolucao (AdSV, "Adsorptive Stripping Voltammetry”) é analogo ao

da voltametria de redissolugao convencional, ASV.

Etapa de pré-concentracao
Os parametros usados nesta etapa sao basicamente os mesmos ja

discutidos para a ASV, sendo apenas diferentes 0s processos de
acumulacao e de redissolucao. Para a determinacdao de um metal M na
presenca do ligante L, formando o complexo a ser adsorvido MLn. Pode-se
usar um potencial analogo ao potencial de deposicao da ASV, o potencial
de acumulagdo, para obter-se uma pré-concentracdo mais seletiva,
embora isso ndo seja necessario em muitos casos. Aqui também existira
um tempo de acumulagcdo, andlogo ao da ASV, que também ¢é
cronometrado, durante o qual a espécie de interesse sera adsorvida sobre
a superficie do eletrodo. As reagdes envolvidas nesta etapa sao:

M"" + nL 5 MLn""

Ml—nnJr - Iv“—nJr(Ads)-
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Etapa de redissolucao

Como nesta técnica o processo envolvido na interface eletrodo-
solugcdo é a adsorcao, nao ha a necessidade de um tempo de repouso ou
de equilibrio, como no caso da ASV, onde ocorre eletrodeposicdo de
metais, e difusdao dos mesmos no mercurio. Assim, apds terminar a pré-
concentragao, pode-se proceder a redissolugao, fazendo-se a varredura
usualmente na direcao catddica, usando-se a técnica voltamétrica mais
adequada. Aqui também podera ser obtido um pico, como no caso da ASV,
e a reagao pode ser representada por:

ML,"*(adsy + Ne” S M° + nL

ou seja, como o metal foi adsorvido, ele sera reduzido a partir do ponto
onde o potencial atingir o valor do potencial de decomposicao, e o valor de
potencial de pico Ep também é correspondente ao potencial de meia onda
(E1/2) da onda polarografica. Assim, a varredura de potencial aqui sera
catédica, e ndo anddica como no caso da ASV, onde o metal pré-
concentrado sera reoxidado. Na voltametria adsortiva por redissolugao
também ha a possibilidade do ligante sofrer redugdao ou oxidagdo no
processo de redissolugao do complexo adsorvido, se o ligante usado for
uma espécie eletroativa. Assim, o seu sinal também podera ser usado para
a determinacao do metal. Para o caso de substancias organicas o processo
é analogo. Experimentos para verificar propriedades adsortivas Para que
uma substdncia possa ser determinada pela voltametria adsortiva por
redissolucao (AdSV) ela precisa apresentar propriedades de adsorgao, ou
seja, a sua superficie deve ser ativa junto a superficie do eletrodo de
trabalho, além de ser, evidentemente, eletroativa em uma dada regidao de
potencial. Isto pode ser feito usando-se as préprias técnicas de voltametria
de pulso diferencial e de onda quadrada. Por exemplo, no caso de um
metal, adiciona-se um complexante na solucdao e o complexo formado

podera adsorver-se ou nao sobre a superficie do eletrodo. Se for feita a
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varredura no sentido catddico em varios tempos de "espera", ou seja, de
acumulacao, e o pico do voltamograma de pulso diferencial ou onda
quadrada aumentar a cada vez, de modo andlogo a esse tipo de estudo
com a ASV, é indicacdao de que o complexo estara sendo adsorvido.
Aumentando-se o tempo de acumulagdo, aumenta-se a adsorcao e a
concentragao do complexo na superficie do eletrodo, aumentando-se entao
a corrente de pico a cada etapa, enquanto nao houver saturacao da
superficie. Se nao houver alteracdo da altura do pico voltamétrico antes de
uma eventual saturacdo, o ion complexo formado ndo estara sendo
adsorvido e ndo apresentara coeficiente de adsorcao apropriado ao uso
desta técnica.

Pelos motivos aqui apresentados, a técnica AdSV foi adotada para o

desenvolvimento deste trabalho.

1.4 - O Complexante a-benzoinoxima («BO)

A aBO possui formula estrutural mostrada na Figura-2, apresentando
solubilidade de acordo com a literatura (Onishi, 1989) nos seguintes
solventes: é solivel em etanol na ordem de 100 g/L, em cloroféormio da
ordem de 6,0 g/L, em agua da ordem de 0,3 g/L, ndo possuindo dados

com relacdo a solubilizagdo em outros solventes.
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NOH

OH

Figura-2: Formula estrutural do reagente o-benzoinoxima (aBO).

E um reagente considerado seletivo para molibdénio, tendo j& sido
utilizado por Cuelbas (1994) na extracdo de molibdénio em cloroférmio e
posterior determinagao espectrofotométrica. Também ja foi utilizada em
determinacdes eletroquimicas (Gao e Siow, 1996a) para 0 mesmo
elemento. Por ser um reagente seletivo, e pelo fato de ja ter sido utilizado
em procedimentos de extracao e determinacao de molibdénio, e também
pelo fato do complexo Mo-aBO apresentar um sinal caracteristico
utilizando a técnica AdSV. Por estes motivos, escolheu-se a aBO para ser o

agente complexante a ser utilizado no decorrer deste trabalho.

I.5 - O planejamento simplex-centroide

A utilizagao de misturas de solventes como meio reacional nos
métodos de determinacdo tem garantido um aumento na sensibilidade e
na seletividade das determinacdes (Manjerekar e Argekar, 1995),
proporcionando a obtencdo de novos e mais robustos métodos a serem
aplicados na analise desejada. Eiras, et al. (1994), utilizaram um

planejamento de misturas para estudar os efeitos dos solventes agua,
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etanol e metilisobutilcetona na determinagcdao de cobre por
espectrofotometria de absorcao atémica, e obteve uma mistura otimizada
dos trés solvente, o que proporcionou consideravel aumento na
sensibilidade do método. Na determinacao de molibdénio, apds extracao
com aBO, Cuelbas (1994), otimizou uma mistura de agua, etanol e
cloroformio como meio reacional entre molibdénio e tiocianato, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade do método. Para isto ele utilizou um
planejamento experimental de misturas denominado de “simplex-
centroide” (Scheffé, 1963), na regido de fase Unica do sistema de
solventes.

Para maior entendimento esclarece-se que um experimento com
misturas é aquele no qual dois ou mais componentes sao misturados, em
quaisquer proporgdes, e obtém-se uma resposta para cada conjunto de
componentes, assumindo-se geralmente, que esta resposta é fungao
somente das proporgdes dos componentes da mistura e nao da quantidade
total da mistura.

Em geral um experimento com misturas tem a pretensao de tornar
possivel, através de analises de superficies de respostas, qual a estimativa
das propriedades de um sistema multicomponente, tendo como ponto de
partida um numero limitado de observagdes. Essas observacdes sao
obtidas de combinagdes pré-selecionadas dos componentes na tentativa de
se determinar quais delas, de alguma forma, realmente otimizam o
sistema.

O planejamento denominado de “simplex-centroide”, envolve
observacgoes referentes a todos os subconjuntos dos (q) componentes,
mas somente nas misturas onde esses componentes aparecem em iguais
proporgoes. No “simplex-centroide” um numero de 29 -1 observacdes é
utilizado, o que reduz a quantidade de experimentos e ainda permite

ajustar um modelo denominado de “cubico especial”.
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Para obter as equagdes de regressdo, os modelos matematicos
devem ser ajustados aos dados obtidos pelo planejamento experimental. A
equacdo de resposta Y pode ser estimada utilizando um polindmio
derivado de uma série de Taylor (Cornell, 1990). Desta forma, de uma

maneira geral, sugere-se as seguintes formas polinomiais para misturas:

Equacao linear
Y(X1, X2, eoey Xq) = b1Xy + boXa + ... + bgX,
Equacao quadratica
Y(X1, X2, eoey Xq) = b1Xy + boXo + ... + bgXq + b1aXiXs + bysXiXz + ... +
bg-1Xq-1Xq
Equacao cubico especial
Y(X1, X2, «ovy Xq) = b1X1 + b2Xo + ... + bgXq + b12X1Xo + b13X:1 X3 + ... +
bg-1Xq-1Xq + b12..qX1X2...Xq

Quando os valores da resposta sao obtidos dos pontos do
planejamento experimental, os coeficientes "b” dos modelos podem ser
estimados utilizando o método dos minimos quadrados por meio da
equacao matricial,

B = (X.X)1.xty

onde Y é o vetor coluna de dimensdao (Nx1) contendo os valores de
resposta para cada mistura. Cada linha X, de dimensao (Nxp),
corresponde a uma mistura e contém a mesma ordem vertical no vetor Y,
enquanto B é um vetor coluna de dimensao (px1) formado pelos
coeficientes do modelo, sendo p o numero de parametros do modelo.
Sendo o “simplex-centroide” um planejamento bastante utilizado na
otimizacdo de misturas, que apresenta grande suporte matematico que
permite explicar as interagdes que ocorrem no sistema, utilizou-se este
planejamento para otimizar o sistema de solventes deste trabalho,

composto por agua, etanol e DMF.
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1.6 - Pseudocomponentes

Nos experimentos realizados com misturas, muitas vezes ndo é
possivel trabalhar com otimizacdo usando os pontos do planejamento
simplex correspondentes aos seus valores de componentes puros, como é
0 caso do trabalho aqui apresentado. Neste caso pode-se trabalhar com
valores de pseudocomponentes, que nao sao 0s componentes puros, mas
uma mistura fixa dos varios componentes. Desta forma o experimento fica
restrito @ uma sub-regidao do planejamento, e as varidveis passam a
obedecer a desigualdade:

0<[=£Xj£5 <1
onde | é o limite inferior, S o limite superior, i = 1, 2, ..., q e o0s
pseudocomponentes, representados por X', sao gerados a partir dos
componentes originais, definidos da seguinte forma:
X' = (Xi = )/(1-L)
onde:
X; é o valor do pseudocomponente
X; € o valor real do componente
l; € o valor do limite inferior

L é obtido pela somatéria dos limites inferiores

L = Zq(i=1) Ii <1

Assim os modelos podem ser obtidos em funcao dos pseudocomponentes e
as interpretacbes sdao similares aquelas com componentes originais
(Cornell, 1990).
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1.7 - Sistemas ternarios de solventes

Como ja foi mencionado, na realizagdo deste trabalho utilizar-se-ha
um sistema de solventes formado por trés componentes. Esses sdo
formados por combinagdes de solventes organicos com solugdes
inorganicas em um sod sistema homogéneo de solventes. Tal fato, ndo é
novidade em quimica analitica, principalmente no que diz respeito a
extracao de elementos metalicos (Martins,1974; Silva e Martins, 1992 e de
Andrade et al., 1998). Os primeiros trabalhos envolvendo sistemas
homogéneos de solventes, foram realizados com a intencao de se ter uma
forma de extragao eficiente que pudesse ser colocada em contraposicao a
extragao liquido-liquido convencional (De et al., 1970 e Skoog et al.,
1992). O idealizador desse sistema de extracao, com finalidades analiticas
de separacao, o Dr. José Walter Martins (1974), baseou-se nos trabalhos
de Murata e Ikeda (1970). Martins utilizou uma solucdo liquida ternaria
composta de uma fase aquosa, um solvente organico imiscivel na fase
aquosa e um outro solvente organico que € mutuamente miscivel na fase
aquosa e no primeiro solvente organico. Esta composicao foi denominada
pelo autor como fase unica (FU).

A visualizagdo do sistema ternario de solventes pode ser realizada
utilizando-se o diagrama ternario de Roozeboom (Moore, 1959 e Atkins,
1991), que definira as composicdes em % m/m, do sistema dividindo-o
em duas regides, monofasica e bifasica. Uma representacao genérica do
diagrama de sistema ternario pode ser observada na Figura-3 mostrada a

seguir.
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Figura-3: Representacdao genérica do diagrama de Roozeboom para o sistema
ternario homogéneo de solventes.

Para melhor entendimento do diagrama, esclarece-se que os pontos
localizados acima da curva binodal (em vermelho), compdem a mistura
homogénea dos solventes, ou seja, a FU. ]J& os pontos localizados abaixo
da curva apresentam duas fases para os solventes. E os pontos localizados
exatamente sobre a curva binodal apresentam como caracteristica uma
solugao turva, indicando o limite entre a FU e as fases separadas, este
ponto é chamado de “ponto de opalescéncia”. Ter clareza dos fenOmenos
gue ocorrem nessas regidoes ajuda na escolha da composicao da FU para o
trabalho a ser realizado, bem como o melhor procedimento a ser adotado
na etapa de extracao.

A extragcao com sistemas FU conta com a colaboragcdao do agente

complexante solUvel apenas numa das fases e na FU, para que a extracdo
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seja o mais eficiente possivel. A solubilizacdo do complexante somente
numa fase apds a extracdo, visa a garantir que a formagao do complexo
ocorra somente na FU, e que posteriormente na separagao de fases, o
complexo formado esteja presente apenas na fase em que é soluvel.

As extracoes por FU foram utilizadas para diversos elementos
porém, em nenhum dos trabalhos menciona-se a determinacgdo direta no
sistema homogéneo de solventes. Pelo fato dos sistemas FU permitirem
um contato intimo entre um agente complexante solivel numa fase
orgénica e o ion de interesse contido numa fase aquosa, resolveu-se em
utilizar os sistemas homogéneos de solventes para determinacao de
molibdénio empregando-se métodos eletroquimicos de anadlise conforme

descrito nesta introdugao.

1.8 - Tratamento dos resultados voltamétricos neste trabalho

Os dados voltamétricos obtidos foram tratados utilizando-se os

conhecimentos descritos a seguir:

Curva Padrao:

Também conhecido como método da curva de calibracdo ou ainda
curva analitica. Com este tratamento, mede-se a corrente voltamétrica de
solugbes padrdo em varias concentracdes da substancia em estudo,
colocando-se os valores de corrente de pico ou corrente de difusdao, versus
os valores de concentracdo em um grafico de coordenadas cartesianas. A
curva obtida apresenta um comportamento linear na regiao de
concentracao de interesse, passando pela origem no caso das técnicas

classicas. No caso de técnicas mais sensiveis, devido as correntes de
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fundo, ela pode nao passar pela origem, o que nao afeta o uso do método.
A concentracao € calculada pela interpolacdo da corrente medida da
amostra na curva. Geralmente a corrente usada na curva é
correspondente a altura maxima de pico, mas pode-se também usar a

area de pico, quando isto for conveniente.(Aleixo, 2003, Harvey, 2000).

Adicao de Padrao

A adicao de padrao é utilizada com o objetivo de minimizar-se o
problema de efeito de matriz. Como uma matriz complexa geralmente tem
espécies presentes que afetam as propriedades da substancia a ser
determinada, por exemplo, amostras contendo substancias que alteraram
a forca idnica do meio ou que complexam-se com metais, mudando suas
caracteristicas eletroquimicas.A idéia é realizar as medidas experimentais
nas mesmas condicdes ou mais proximas possiveis das condicdes da
matriz.

Nesse procedimento, a amostra é adicionada a célula polarogréafica
juntamente com o eletrolito de suporte e a corrente referente a espécie de
interesse é registrada. A seguir, adiciona-se sobre a solucao da amostra
uma aliquota de alguns microlitros da solucdo padrdo do analito, de tal
modo que a variacdo do volume total seja desprezivel. Por exemplo, se a
solucdo da amostra tiver um volume de 10 mL, adiciona-se uma aliquota
do padrao de 10 pL. Apds a adicao do padrao, |é-se a corrente referente a
soma da concentragao do analito mais a concentracao adicional da solugao
padrdo do analito adicionada. Usualmente adiciona-se pelo menos trés
aliquotas da solugao padrao, registrando-se a corrente apds cada adicao.
O volume adicionado é escolhido de tal forma a nao ocorrer diluicdo
apreciavel da amostra, o que alteraria as suas condicdes originais, que
aqui sO sao alteradas praticamente pela variagcdo da concentracdo do

analito.
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Como as medidas com os padroes sao feitas em condicdoes muito
proximas das condicdes da amostra, o efeito de matriz ¢é
significativamente minimizado, ou seja, as interferéncias que afetam as
medidas da corrente referente ao analito presente na amostra, afetarao da
mesma maneira as medidas das correntes referentes ao analito mais as
aliquotas da solucao padrdo sucessivamente adicionadas sobre a amostra.
Com os valores obtidos das correntes da amostra e dos padrdes, constroi-
se uma curva corrente x. concentracao. A corrente da amostra, é colocada
no eixo "y" para o valor 0 (zero) do eixo "x". Os proximos valores da
corrente total de amostra mais padrdes, para cada adicao de padrao, sao
colocados no eixo "y" e as respectivas concentragdes no eixo "x". O grafico
resultante deve dar uma reta. Essa reta é extrapolada até cortar o eixo da
concentragao (eixo "x") no lado negativo das coordenadas. O médulo do
valor negativo obtido é o valor da concentragdo do analito da amostra na
solucdo da célula polarografica. Sabendo-se o volume total da solugcdao na
célula polarografica e o volume da amostra original adicionado a ela,
calcula-se entao a concentragao do analito na solugao da amostra original
(Aleixo, 2003; Christian e O'Reilly, 1986 e Harvey, 2000).

1.8 - Validacao das medidas voltamétricas

Os resultados obtidos nas analises das amostras foram validados de
diferentes formas, conforme a necessidade e o tipo de amostra envolvida.
Assim, as amostras de aco foram validadas utilizando medidas de
espectrometria de emissdao o6tica por plasma indutivamente acoplado
(ICPOES) (de Andrade et al, 2001). O método voltamétrico desenvolvido

foi validado ainda pela determinacao efetuada em uma amostra certificada
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do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT). As amostras de plantas
foram validadas utilizando espectrometria de absorcdo atémica por forno
de grafite (FGAAS) e os valores de referencia fornecidos pelo programa
interlaboratorial do “International Plant - Analitycal Exchange (IPE, 1997,
1999, 2000)”. Os medicamentos foram validados utilizando medidas
obtidas com FGAAS e determinacdes conhecidas como “teste de
recuperacao”. Estas determinagbes consistem do enriquecimento da
amostra com uma quantidade conhecida do padrao utilizado. A amostra
mais o padrdo passam por todo o procedimento de andlise que a amostra
sozinha passou previamente no procedimento usual de andlise. O
resultado obtido para a concentracao do analito com a amostra
enriquecida é subtraido do resultado obtido da amostra sozinha, sem o
enriquecimento. A diferenga deve dar o valor da concentracdao do padrao
adicionado para o enriquecimento da amostra dentro do erro
experimental. O resultado é expresso em termos de porcentagem de
recuperacao do padrao adicionado (Skoog et al., 1992).

Finalmente, utilizando os recursos e técnicas descritas até aqui, sera
mostrado a seguir o desenvolvimento, a otimizagao e aplicagdo do método
voltamétrico empregando um sistema homogéneo de solventes, em
amostras de aco, plantas e complexos vitaminicos (medicamentos),
juntamente com os resultados e comentarios pertinentes a cada caso,
esclarecendo que o objetivo principal deste método é de conseguir a
determinacao de molibdénio em amostras de plantas da forma mais direta
possivel. Esta foi a diretriz mestra, que norteou todos os raciocinios e

caminhos adotados no decorrer do trabalho.
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II — Parte Experimental

II.1 - Reagentes e solugdes

Todas as solugbes foram preparadas utilizando agua deionizada e
reagentes com grau analitico ou superior. Todas as solucdes estoque
foram armazenadas em frascos de polietileno de alta densidade. No
preparo das misturas ternarias foram utilizados frascos de vidro do tipo
snap cap (vidros com tampas plasticas).

A solucdo estoque de molibdénio 1000 mg/L foi preparada a partir
da diluicdo do conteiddo de uma ampola padrao Merck Titrisol contendo 1
mg de molibdénio.

Diversas solugdes de a-benzoinoxima foram utilizadas no decorrer
deste trabalho e estas foram preparadas em etanol ou em DMF. O preparo
destas foi realizado pela dissolugao de quantidades apropriadas do sal nos
respectivos solventes, em volumes previamente calculados.

Como eletrélito de suporte, foram utilizadas solugdes tampdes de
acetato/acido acético em diferentes pHs, preparadas a partir da dissolucao
de quantidades apropriadas do sal e de acido acético. Os pHs dos tampodes
foram ajustados de acordo com a necessidade empregando solucdes de
HCI 1,0 mol/L e NaOH 0,10 mol/L padronizadas.
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I1.2 - Equipamentos utilizados nas determinacoes

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um polardgrafo
Radiometer modelo POL 150 acoplado a um stand polarégrafo Radiometer
modelo MDE 150, constituido por trés eletrodos (Figura-4): o eletrodo de
mercurio como eletrodo de trabalho; o eletrodo de Ag/AgCl, KCl saturado
como eletrodo de referéncia e um fio de platina como eletrodo auxiliar,
sendo o esquema da célula polarografica mostrado na Figura-5. O
polardografo é acoplado a um microcomputador, que possui como software
o programa Trace Master versdao X9737-2.03, que ¢é utilizado para o

registro e aquisicao das medidas.

Figura-4: Stand polarografico Radiometer modelo MDE 150, utilizado nas
determinagoes voltamétricas de molibdénio.

Eletrodo de platina

Eletrodo de Mercurio

Eletrodo de Ag/AgCI
»Entrada de N,

\v

Agitador

Figura-5: Esquema de uma célula polarografica com seus respectivos eletrodos.
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Nas determinacdes utilizou-se da técnica de voltametria adsortiva de
pulso diferencial. Na célula sdo inseridos os eletrodos de trabalho, de
referéncia e o auxiliar, sendo os parametros de leitura e determinacao

ajustados nas condicdes exibidas na Tabela-1:

Tabela-1: Condigcoes e parametros utilizados no polarégrafo Radiometer para
leitura e determinacao de molibdénio.

Tempo de purga 300 s

Grau de agitacao 400 rpm
Troca de gotas de mercurio no capilar 5
antes do processo de eletrdlise

Tempo de eletrolise 150 s*

Tempo de taxa de crescimento da gota 0,5s
Intervalo de pulso 40,0 ms
Amplitude de pulso 50,0 mV

Tempo de espera para iniciar a eletrdlise 0s

Corrente minima 100 nA

Corrente maxima 1,0 mA

Duracao dos passos 1,0s
Amplitude dos passos 5,0 mV

*Este tempo de eletrdlise foi definido apds estudos de otimizagdo para a determinacdo de molibdénio com o
uso do sistema ternario de solventes.

As determinacdes realizadas por ICP-OES foram efetuadas num
equipamento da marca Jobin Yvon JY50P simulténeo, ajustado nas

condicoes operacionais mostradas na Tabela-2:
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Tabela-2: CondicOes e parametros utilizados ICPOES para leitura e determinacgdo
de diversos elementos.

Freqliéncia 40,680 MHz
Poténcia 1000 W
Monocromador Paschen-Runge

Grade hologréfica 3600 ranhuras/mm
Tempo de integracao 5s
Nebulizador CROSS-FLOW
Vazao de Argonio 12 L/min
Purga de N 0,6 L/min
Vazao de amostra 1,5 mL/min
L para o molibdénio 202,032 nm

As determinagdes por espectrometria de absorgao atdomica com forno
de grafite foram realizadas em um aparelho da Perkin-Elmer modelo AA
Winlab equipado com corretor de fundo Zeemann. As medidas foram
realizadas na linha de 313,3 nm para o molibdénio, de acordo com o
manual da Perkin-Elmer, sendo que as condicdes de queima e atomizagao
da amostra pelo FGAAS obedeceram as etapas descritas na Tabela-3.
Como modificador de matriz, foi utilizada uma solugao de Pd(0,005mg) +
Mg(NO3)»(0,003mg). Esse modificador foi adicionado para atuar como
supressor para a interferéncia de outros elementos, e também visando

alcancar uma maior sensibilidade e repetibilidade nas leituras.
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Tabela-3: CondicOes experimentais do FGAAS utilizadas na determinagao de
Mo(VI) para as amostra de complexos polivitaminicos.

Etapas Temperatura Tempo de Tempo de
(°C) rampa (s) queima (s)
Secagem -1 110 5 30
Secagem - 2 130 15 30
Pirdlise 1400 10 20
Atomizacao 2500 0 7
Limpeza 2550 1 5

Os pHs das solucbes e dos sistemas ternarios foram determinados
utilizando-se de um pHmetro Metrohm modelo 691 com eletrodo de vidro

combinado.

I1.3 - Estudos iniciais para as determinacdes voltamétricas de
Mo(VI)

I1.3.1 - Solubilidade do eletrolito de suporte e do agente
complexante nos solventes agua, etanol e DMF e em misturas

destes solventes

Verificou-se inicialmente a solubilidade do sal acetato de sodio em
agua, em etanol e em DMF, considerando-se a massa de 0,820 g do
referido sal para preparar 100 mL de uma solucao 0,1 mol/L. Verificou-se

da mesma forma a solubilidade do sal em composicdes das misturas dos
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trés solventes. E para os calculos considerou-se: digua = 0,997 g/cm® a
uma temperatura de 22 £ 1°C, dpwr = 0,950 g/cm?, deano = 0,789 g/cm?.
A solubilidade do sal foi avaliada para um valor fixo deste, inicialmente nos
solventes puros e em seguida nos solventes misturados em diferentes
valores percentuais m/m. Testou-se e avaliou-se da mesma forma a

solubilidade da aBO nas razdes utilizadas de agua, etanol e DMF.

I1.3.2 - Estudo inicial da composicao do sistema de solventes

utilizando uma mistura dos solventes agua, etanol e DMF

Na literatura sdao encontradas determinagbes voltamétricas de
molibdénio utilizando o agente complexante aBO (Gao e Siow, 1996a).
Estes trabalhos utilizam misturas bindrias, e como ja foi mencionado no
capitulo de introducao deste trabalho, a combinacdo de DMF com agua
incrementa o sinal analitico pertencente ao elemento (Gadomska e Stojek,
1998). Verificou-se entao, se o mesmo poderia ocorrer em um sistema de
solventes contendo uma fase aquosa formada por um tampao de acetato
de sédio/acido acético, etanol (contendo aBO) e DMF, da seguintes forma:
O sistema de solventes foi montado adicionando-se 5,0 mL de DMF pura,
15,0 mL de etanol contendo o complexante e 7,0 mL da solugao tampao.
Para o pH nominal do sistema e o valor de concentragcdao para a aBO,
foram usados os valores encontrados por Gao e Siow (1996a), sendo estes
respectivamente de 3,0 e de 2x10”mol/L, na célula polarografica. Os
parametros de leitura e determinacao do polarégrafo foram ajustados nas
condicdes mencionadas, exceto o tempo de eletrélise, que foi inicialmente

proposto para 60 s.
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II1.4 - Estudo da composicao do sistema composto por agua-
etanol-DMF, utilizando um planejamento simplex-centrdéide para

misturas

Visando obter a melhor composicao do sistema ternario homogéneo
de solventes (STHS), com base nos dados obtidos com os experimentos
realizados inicialmente, efetuou-se um planejamento do tipo simplex-
centroide (Barros Neto et al., 2001), onde foram consideradas as

combinacdes de solventes mostradas na Tabela-4.

Tabela-4: Composicoes dos componentes utilizados no planejamento em
massa (g), e a ordem definida por sorteio para as leituras.

Pontos do Ordem das Massa dos componentes (g)

planejamento leituras DMF Etanol Agua
1 9 1,5 0,0 28,5
2 8 0,0 1,5 28,5
3 2 0,0 22,5 7,5
4 4 22,5 0,0 7,5
5 9 12,0 0,0 18,0
6 1 11,25 11,25 7,5
7 3 0,0 12,0 18,0
8 7,10, 11 6,0 6,0 18,0
9 5 12,93 4,31 12,75
10 6 3,375 3,375 23,25

11 12 4,31 12,93 12,25
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Em funcao de nao se obter uma total solubilizacao do acetato de
s6dio em DMF ou em etanol puros, e do complexante a-benzoinoxima em
agua, fez-se necessario adotar um valor minimo para cada um dos
solventes para se conseguir a presenga de todos os reagentes necessarios
na determinagao. Os componentes envolvidos no planejamento foram
convertidos em valores de pseudocomponentes (Cornell, 1990) de acordo
com o descrito no capitulo de introducao. Isto pelo fato de ser necessaria a
presenca de todos os solventes para a realizacao dos experimentos. E para
o planejamento consideraram-se as seguintes condigoes:

Utilizaram-se 5% das misturas binarias na forma de DMF ou etanol
contendo aBO, correspondendo este valor percentual a 1,5 g de solvente,
gue na mistura total apresentaria a concentracao de oBO.

A solucao de acetato 0,1 mol/L teve seu pH ajustado em 1,5,
visando facilitar o controle do pH nominal de sistema ternario para 3,0.
Utilizando a equacao-1

Xi = (X - L)/(1-L) (Equacéo-1)
tém-se os valores dos vértices do planejamento. Onde, X; = X, X3, X3
respectivamente para DMF, etanol e dgua, sendo
L=0,05+ 0,05+ 0,25 =0,35
Desta forma, estabeleceram-se os limites do planejamento em:
0<X;<0,75
0<X, <0,75
0,25 < X3 < 0,95
Tém-se os pontos extremos (vértices) definidos na forma (X, X2, X3)
P, = (0,95; 0,05; 0)
P, = (0,95; 0; 0,05)
Ps; = (0,25; 0,75; 0)
P4 = (0,25; 0; 0,75)
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Os pontos médios das misturas binarias foram calculados utilizando-
se da equacgao-2
Pm = V2(A + B) (Equacdo-2)
sendo P, o ponto médio, A e B os pontos de vértice P; e P3, P, e P, P; e
P,. TéEm-se entdo estes pontos na forma (X1, Xz, X3)
Ps = (0,40; 0; 0,60)
Ps = (0,375; 0,375; 0,25)
P; = (0; 0,40; 0,60)
O ponto central foi calculado através da equacao-3
P = va(Py + P, + P3 + Py4) (Equacédo-3)
ficando este ponto localizado nas coordenadas
Ps = (0,20; 0,20; 0,60).

Os pontos de verificagdo, foram obtidos dividindo-se a area da
superficie compreendida entre os pontos dos vértices, em trés subareas.
Em seguida calcularam-se os pontos centrais das subdareas aplicando a
equacdo do ponto central (Equacao-3) nas 3 subdreas. Obtendo-se entdo
os pontos de verificacao na forma (X1, Xz, X3)

Py = (0,57; 0,19; 0,23)
Pio = (0,15; 0,15; 0,70)
P11 = (0,19; 0,57; 0,23)

A representacao grafica para os limites do planejamento pode ser
observada na Figura-6, nela estao localizados os 4 pontos dos vértices do
simplex, os 3 pontos médios das arestas, o ponto central do simplex e os 3

pontos de verificagdo. Em todas as situacdes, fixou-se a concentracao de

aBO em 2,0x10-5 mol/L, a de molibdénio em 3,0 ug/L e o pH nominal do
STHS em 3,0. Cada ponto do planejamento corresponde a valores em
gramas (g) para os componentes da mistura, mostrados na Tabela-4. A
grandeza massa foi escolhida para ser utilizada no experimento, pelo fato

de se poder trabalhar com um valor final fixo.
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Figura-6: Representacdao esquematica dos limites do planejamento simplex-
centroide para o sistema ternario homogéneo de solventes.

Na Tabela-5 sao mostrados os pontos do planejamento com valores
em %m/m, dos componentes participantes das misturas entre os solventes
DMF, etanol e agua. Todas as misturas foram preparadas medindo-se as
massas dos componentes em balanga analitica com precisao de + 0,1 mg,
sendo a massa total de cada mistura igual a 30,0 g. Todas as leituras
foram efetuadas em triplicata, de acordo com a ordem de execugao
definida através de sorteio. Realizaram-se todas as medidas utilizando-se o
polardografo Radiometer nas condicdes ja especificadas na Tabela-1.

Os resultados obtidos foram utilizados na modelagem do sistema
ternario homogéneo de solventes, utilizando-se o programa MIXREG
descrito por Barros Neto et al. (2001). Realizou-se a modelagem de duas
maneiras: uma utilizando o modelo quadratico completo, outra o cubico

especial. Em ambos os casos efetuaram-se a analise de varidancia dos
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modelos, obtiveram-se o0s coeficientes para as respectivas equacdes do
STHS, e com estas efetuou-se a construcdo de superficies de respostas,

chegando-se finalmente, as condi¢cdes de 6timo da mistura ternaria.

Tabela-5: Composicdao dos componentes N, N-dimetilformamida (DMF), etanol e
agua, utilizados no planejamento com valores expressos em %m/m.

Pontos do

. % m/m dos componentes
planejamento

DMF Etanol Agua
1 0 95
2 0 5 95
3 75 25
4 75 0 25
5 40 0 60
6 37,5 37,5 25
7 0 40 60
8 20 20 60
9 43,1 14,4 42,5
10 11,3 11,3 77,5
11 14,4 43,1 42,5

I1.5 - Estudos univariados do sistema de solventes para a

determinacao de molibdénio

Todas as misturas foram preparadas utilizando-se o0s seguintes
valores em massa para os componentes do STHS:
8,2 g de solucao de acetato e 3,0 ug/L de Mo(VI)
10,6 g de etanol puro
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1,5 g de DMF contendo o complexante aBO
9,7 g de DMF pura

Efetuaram-se as leituras entre o potenciais de -1050 a -1400 mV.

Nas condicdes mencionadas, e tendo-se a concentracgao final de aBO
em 2,0x10 mol/L, realizam-se as leituras das misturas para diferentes
pHs nominais, visando determinar qual o melhor pH do sistema ternario de
solventes, para se realizar as determinacdes de molibdénio. Utilizaram-se
para tanto valores de pH nominais entre 1,5 e 4,8, empregando-se
solugdes de HCI 1,0 mol/L e NaOH 0,1 mol/L para serem obtidos os pHs
desejados. Utilizou-se o melhor resultado de pH nominal obtido para os
estudos subseqlientes.

Nas condicoes mencionadas, realizou-se as leituras das misturas
para diferentes concentracdes do agente complexante aBO, e para tanto
utilizou-se valores de concentracdo compreendidos entre 10”7 mol/L e 107
mol/L. Para se conseguir atingir as diferentes concentracdes empregaram-
se diferentes solugdes de aBO preparadas em DMF. Utilizou-se nos estudos
seguintes o melhor resultado obtido para o agente complexante.

Utilizando-se as condicdes otimizadas até aqui, verificou-se qual o
melhor tempo de eletrodeposicao ou acumulagao para o STHS nos
intervalos de 15 a 230 segundos, utilizando determinacgdes efetuadas para
as concentracdes de 3, 6 e 9 ug/L de molibdénio em cada intervalo de

tempo.
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I1.6 - Curva de calibracao, figuras de mérito e densidade do
sistema ternario homogéneo de solventes (STHS) no ponto de

otimo

Nas condicdes de o6timo definidas pelos estudos multivariados e
univariados, efetuaram-se a conversao dos valores de massa para volume
de reagente, visando facilitar a montagem do STHS. A seguir, apds a
montagem do sistema em volume, obteve-se o perfil das curvas de
calibracao do STHS. Efetuaram-se estas medidas para concentracdoes de
Mo(VI) compreendidas entre 0,25 e 9,25 pug/L. Realizou-se 5
determinacbdes para cada ponto da curva, considerando-se as mesmas
condicdes instrumentais dos experimentos anteriores.

Verificou-se ainda nestas condicdes a repetibilidade do sinal analitico
para a concentracdo de 0,72 ug/L na célula polarografica, efetuando-se 12
determinagdes para tanto. Foram calculados também os limites de
detecgdo e determinagao para o sistema ternario.

Determinou-se a densidade da mistura agua, etanol e DMF, no ponto
de 6timo utilizando-se de picndmetros devidamente calibrados com agua
deionizada, a temperatura de 22 + 2°C, visando conhecer o volume final da

mistura ternaria.

I11.7 - Estudo univariado dos ions interferentes

Para as condicOes otimizadas do STHS verificou-se a interferéncia

direta na determinagdo de molibdénio dos ions AI**, Ca’*, Cd?*, Co?*,
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Cr,0,%, Cu?*, Fe3*, Mg?*, Mn?*, Ni%*, fosfato, sulfato, Pb**, VO3’, WO4*" e
Zn®t,

Verificou-se o nivel de interferéncia destes ions para uma proporcao
Metal/Mo(VI) de até 1000 vezes superior a de Mo(VI) na célula
polarografica, sendo a concentracdo de Mo(VI) fixada em 6,0 ng/L.
Realizaram-se as leituras entre os potenciais de varredura de +50 mV a -
1500 mV.

Todas as medidas foram efetuadas no STHS adicionado a célula
polarografica entre os potenciais de +50 mV e -1400 mV, desaerando-se a

mistura inicialmente por 5 minutos.

I1.8 — Obtencao da Curva de calibracao e medidas das amostras

Foi utilizado um pipetador automatico para transferir 10,0 mL do
STHS contendo o ponto da curva de calibracdo ou amostra para a célula
polarografica. Em seguida os eletrodos foram mergulhados na célula
polarografica e o programa de leitura do equipamento Radiometer foi
acionado (A descricdo completa das condicdes e utilizacdo do polardgrafo
esta descrita no Apéndice-1). A seguir efetuaram-se 0s passos para a
aquisicao dos resultados onde o valor de corrente relativo ao complexo
Mo-aBO foi utilizado para elaborar a curva de calibracao e no caso das
amostras, determinar o valor de concentracao da mesma em correlagao

com a curva analitica tracada.
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I1.9 - Determinacao de molibdénio em amostras de acos

Utilizando-se de uma balanca analitica, foram pesadas em triplicata
quatro amostras de aco, sendo trés delas com valores desconhecidos para
o molibdénio e uma com valor certificado em 2,54 + 0,03 %m/m (IPT), (O
certificado de analise desta amostra se encontra descrito no Apéndice-1).

Os valores de massa para cada amostra sao mostrados na Tabela-6.

Tabela-6: Massas aferidas para as amostras de acos.

Amostra Massa-1(g) Massa-2(g) Massa-3(g)
IPT* 0,2007 0,2129 0,2090
2 0,2036 0,2034 0,2484
3 0,4376 0,5279 0,5575
4 0,1740 0,2599 0,2954

*Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas - IPT

I1.9.1 - Abertura das amostras de agos

Apos a pesagem das amostras, estas foram transferidas para
erlenmeyer de 125 mL. Nestes recipientes, devidamente identificados,
adicionaram-se 20 mL de agua régia (HCI:HNOs na proporgao 3:1). Em
seguida as amostras foram aquecidas até a fervura em chapa de
aquecimento. A fervura foi mantida até a dissolugao total do material. A
evaporacdo foi permitida até que nos erlenmeyers restassem cerca de 5

mL de volume do material solubilizado. Apds a solubilizagdo, os 5 mL de
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solugdo final foram transferidos para baldes volumétricos de 100 mL,
completando-se os volumes de cada recipiente com agua deionizada.
Transferiu-se por fim, as amostras para frascos de plastico de alta

densidade devidamente identificados.

I1.9.2 - Determinacao de Mo(VI) nas amostras de aco utilizando

AdSV e o STHS em suas condicoes otimizadas

Efetuaram-se determinagbes por voltametria adsortiva de
redissolugao com as amostras de ago, procedendo-se primeiramente a
uma etapa de diluicao da ordem de 100 vezes para cada amostra. A seguir
efetuou-se a montagem do STHS adicionando a fase aquosa do sistema
ternario, uma aliquota de 0,300 mL da solucdao diluida da amostra,
utilizando um micropipetador automatico. A determinacao voltamétrica foi
realizada nas condigdes experimentais descritas anteriormente, para o

equipamento radiometer (Tabela-1).

I1.9.3 - Determinagdoes utilizando ICPOES para validar os

resultados obtidos por AdSV para as amostras de aco

Essas determinacdoes foram realizadas diretamente na solucao cujo
volume foi aferido para 100 mL e foi utilizado um espectrometro de
plasma de arg6nio da marca Jobin Yvon modelo JY50P, simultaneo, nas

condicdes operacionais descritas anteriormente (Tabela-2). Utilizaram-se
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os comprimentos de onda mostrados na Tabela-7, para obter os valores de

concentragao dos demais elementos contidos nas amostras de aco:

Tabela-7: Valores dos comprimentos de onda para os elementos investigados.

Elementos comprimentos de onda (1) (nm)
APPY 308,215
Cd?* 226,502
Co?* 228,616

Cr(VI) 267,716
Ccu?t 324,754
Fe3* 259,940
Mn2* 257,610

Mo(VI) 202,032
Ni2* 231,604

P (fosfato) 178,225

S (sulfato) 180,672
VO3 292,402
zZn?* 213,856

Os valores obtidos nas determinagdes com o ICPOES, foram todos
convertidos para % m/m em relacdo a composicdo do aco, e estes
resultados foram comparados com o0s conseguidos pela determinacao

efetuada com o sistema ternario utilizando o STHS.
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I1.10 - Determinacdao de molibdénio em plantas: A necessidade de
um estudo multivariado para avaliar a interferéncia de ferro e

fosfato

As determinagbes de molibdénio em amostras de ago utilizando o
STHS, nao foram afetadas pela presenca de ferro ou mesmo dos outros
elementos no resultado final, isto se deu em fungao da concentragao de
ferro nao ser suficiente para afetar as determinagdes no STHS, conforme
mostraremos mais adiante, no capitulo de resultados e discussoes.

Entretanto, os niveis de ions ferro e fosfato encontrados em plantas
(IPE, 1997, 1999, 2000) podem afetar os resultados das determinacoes de
molibdénio, de acordo com o estudo univariado realizado. A concentragao
de fosfato encontrada em plantas é da ordem de g/kg, também relatada
em mmol/kg a de ferro mg/kg e a de molibdénio estd em pg/kg como
pode se constatar na Tabela-8, com valores para macro e micro nutrientes
em amostras de plantas, fornecidos pelo “International Plant - Analytical
Exchange” (IPE, 1997, 1999, 2000).

Como pode ser visto na Tabela-8 Os valores de concentragao de
ferro e fosfato encontrados em plantas nao iriam, de acordo com o estudo
univariado, permitir a determinagao de Mo(VI) nas amostras de plantas da
mesma forma em que se efetuou para o aco. Resolveu-se entao avaliar a
interferéncia destes elementos através de um planejamento estatistico em
2 niveis e com duas variaveis, onde se adotaram os valores mostrados na

Tabela-9 para o limite inferior e superior de cada caso.
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Tabela-8: Valores de referéncia do “International Plant - Analytical Exchange
(IPE)"” para macro e micro nutrientes em amostras de plantas.

Amostra Al Ca Mg P Cu B Fe Mn Mo Zn

Nt mg/kg mmol’kg mmol/kg mmol/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg png/kg mg/kg

147 1085+212 22810 143+6 1064 10,3+0,6 12,041 757+47  67,9+2,6  808+80  37,0+2,1
148 265+43 572421 67,4+2,5 752%1,7 4,4+0,4  34,3%1,5 230%15,5 40,0£1,2  341£39 19,8+0,8
146 548+131 14246 67+2,9 1104 8,1+0,8 10,1+1 840174 272+11  1826+156  52,84+2.8
100 5161213 137£5 8242,5 12544 7,4+0,4 9,5+0,9 507£30 79,8425 1560+106 33,1+1,1
678 62,4+6,6 204£7 111+4 5412 6,3+1,3 11+0,6 90+9,7 305x16 127433 29,8+2,6
980 1219 409+15 14945 14246 4,5£0,5  32,0£1,8 179+14  92,6+3,4  848+127 55423

145 1290+104 74,9+3,8  60,7+2,6 160£7 12,3+0,6  11,7£1,3 1300+£170  82,6%5 391437 73,7423
883 2590+99  485%19 144+4 225+6 6,0+0,5  75,1+3,4 1252484 13946 1948+90 76,0+3

158 138+14 20219 85,343 37,5¢1,5  7,4+0.4 36+2,1 187£15 516£30 27£16 17,6+0,9

119 70,4+8,4 15416 67,4125 61+1,9 3,4+0,4 16+1 96,6+7.4  42,7+2,1 393441  32,0%1,5

Tabela-9: Variaveis e niveis do planejamento do tipo estrela a ser efetuado.

Concentracdao em mg/L nos niveis do planejamento

Elemento
+ - o +/2 -/2
Fosfato g/kg 18 7 12,5 20 5
Ferro mg/kg 1035 215 625 1200 45

A concentragcao de Mo(VI) manteve-se constante em 3,0 upg/L na
célula polarografica em todos os niveis estudados. Todas as solucdes
foram preparadas simulando as condicdes de extratos de plantas para
1,000g de amostra seca. As leituras foram efetuadas entre os potenciais
de -1050 a -1400 mV, mantendo-se todas as variadveis otimizadas e
condigdes do equipamento anteriormente utilizadas.

Fez-se a modelagem dos resultados obtidos utilizando o programa

MODREG (Barros Neto et al., 2001), visando avaliar estatisticamente as



46

possiveis interacdes dos ions entre si e as interferéncias em relagao ao

molibdénio.

I1.10.1 - Abertura das amostras: Procedimento geral

Todas as determinagdes voltamétricas com o STHS foram feitas
utilizando-se as amostras do programa “International Plant - Analytical
Exchange” (IPE) do Agricultural Universyt of Wageningen - The
Netherlands. A abertura das amostras foi realizada da seguinte forma:

Pesou-se uma massa de 1 g, com precisao de 1 mg do material
vegetal, em cadinhos de porcelana, colocando-se estes para queimar em
uma mufla por 30 minutos a 200°C com a porta semi-aberta. Apds este
tempo a porta era fechada por completo e as amostras calcinadas por 2,5h
a 500 - 550°C de temperatura. Apds este periodo a mufla era desligada e
o material é resfriado naturalmente, num periodo de *12h. Apds o
resfriamento, as cinzas eram umedecidas com agua deionizada, e em
seguida mineralizadas com 2,0 mL de uma solugao de HCl 6 mol/L, sob
aquecimento constante em chapa aquecedora até a evaporagao completa
do acido adicionado. A seguir, os residuos eram novamente dissolvidos
com 10 mL de HClI 2,0 mol/L (padronizado), aquecidos e filtrados
quantitativamente. O material utilizado na mineralizacdo e o residuo retido
no filtro eram lavados com outros 10 mL de HCI 2,0 mol/L (padronizado) e
por fim com 10 mL de agua. O filtrado era entdo recolhido em baldo
volumétrico de 50,0 mL e este tenha o seu volume completado com agua

deionizada.
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I1.10.2 - Montagem do STHS para a determinacao de Mo(VI) em

plantas

Em funcao do procedimento de abertura e da concentragcao de
Mo(VI) encontradas em plantas, foram realizadas algumas mudangas na
formacao da fase aquosa para que a determinacao com o STHS fosse
possivel. Estas serdao descritas, detalhadas e explicadas mais adiante, no
capitulo de resultados e discussdoes. Assim, descreve-se aqui apenas 0O
procedimento de montagem do sistema.

Foram adicionados em um frasco de vidro do tipo “snap cap”, 4,0 mL
de amostra ou da solucdo da curva de calibracao. Logo apds, adicionaram-
se 0s reagentes componentes da fase aquosa na seguinte ordem: 2,0 mL
de hidroxido de sédio 1,0 mol/L, 1,70 mL da solugdao tampdo acido
acético/acetato de sdédio 0,5 mol/L e 0,80 mL de agua deionizada. Apds a
adicao destes trés reagentes verificou-se o pH da fase aquosa. Caso o pH
esteja em torno de 2,20 (+0,05) prossegue-se o0s demais passos do
método, caso contrario ajusta-se o pH utilizando 3 gotas no maximo de
uma base ou acido 0,10 mol/L. Vale lembrar que o pH adotado deve ser o
mesmo para todos os pontos da curva de calibragdao e amostras. Feito isto,
o eletrodo do pHmetro foi lavado com 5,0 mL etanol P.A. coletando todo o
residuo resultante da lavagem no frasco snap-cap, a seguir adiciona-se os
demais reagentes componentes do sistema ternario, na ordem: 8,0 mL de
etanol P.A., 10,0 mL de N, N-dimetilformamida P.A. e 2,0 ml da solugao de
a-benzoinoxima 3,24x10™* mol/L em DMF.

Os frascos foram agitados vigorosamente, para homogeneizar o
sistema, aguardando um intervalo de tempo de +5 minutos para que o
sistema resfriasse, pois a interagcao dos solventes causa ligeiro

aquecimento do mesmo.
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I1.10.3 - Validacao dos resultados para as amostras de plantas

Validaram-se os resultados obtidos para as determinacdes realizadas
por voltametria em amostras de planta, pela comparagcdao com os valores
da mediana fornecidos pelo IPE. Também foram efetuadas determinagdes
por absorcao atdémica com forno de grafite, nas mesmas condicOes

descritas anteriormente (Tabela-3).

II.11 - Determinacao de molibdénio em complexos polivitaminicos

e poliminerais utilizando o STHS

Os complexos polivitaminicos de diferentes marcas, aqui
identificados como amostras 1, 2 e 3, foram pesados em triplicata

apresentando as massas exibidas na Tabela-10:

Tabela-10: Valores de massa aferidos para os complexos polivitaminicos.

Amostra Massa-1 (g) Massa-2 (g) Massa-3 (g)
1 1,0971 1,0988 1,1307
2 3,7768 3,8939 3,7143
3 1,2244 1,2324 1,2357

Apds as pesagens as amostras, na forma de comprimidos, foram
solubilizadas com 20 mL de HCI 1,0 mol/L e sob agquecimento constante a

60°C de temperatura. A seguir, transferiram-se as solu¢des para baldes de
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50 mL e completou-se o volume até a marca com uma solugao de HCI 0,1
mol/L.

Utilizando-se das mesmas condicdes do sistema ternario e de
determinacao adotadas para as plantas, efetuaram-se as leituras das
amostras dos complexos polivitaminicos, efetuando-se posteriormente os
calculos para as devidas comparagoes de resultados.

Efetuaram-se para cada amostra em triplicata a dopagem das
mesma com 100 ug de molibdénio, com o objetivo de validar a
determinacao realizada anteriormente. Os resultados obtidos foram
comparados com os valores fornecidos pelo fabricante e pela determinacgao
na amostra do complexo isenta de dopagem.

Também foram realizadas, a titulo de validacdo, determinacdes por
absorcao atdmica com forno de grafite, nas mesmas condicdes de

calibragcao do equipamento descritas anteriormente (Tabela-3).
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III - Resultados e Discussoes

III.1 - A solubilidade do eletrdélito de suporte, acetato de soédio,

nos diferentes solventes e em misturas

A presenca do eletrdlito de suporte na célula eletroquimica, no caso
a solucao acetato de sdédio/acido acético, garante um decréscimo na
resisténcia da solugdo e assegura que as espécies eletroativas movam-se
por difusdao na célula polarografica (Christian e O Reilly, 1986). O
eletrélito de suporte também ajuda a manter o pH em um valor desejado,
desta forma o uso de solugbes tampdo é altamente difundido para estas
situagdes. Nas medidas voltamétricas efetuadas neste trabalho foram
utilizadas solugdes tampdes de acetato de sddio/acido acético, por serem
estas largamente utilizadas nas mais diferentes formas de medidas
eletroquimicas para inumeros elementos, incluindo-se o molibdénio.

Os testes de solubilidade para o sal, acetato de sddio, apresentaram
0os seguintes resultados (Tabela-11), expressos em %m/m a 25 °C,
considerando-se digua = 0,99859 g/cm?, dpmwe = 0,950 g/cm’® e detanol =
0,789 g/cm?.

Nota-se, pelos resultados da Tabela-11 que existe uma necessidade
de se ter 25% da massa da mistura de solventes composta por agua. Isto
deve acontecer para garantir a solubilizacdao de quantidade suficiente do
sal acetato de sbédio nas misturas com etanol ou DMF, no preparo de uma

solugao 0,1 mol/L do sal.
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Tabela-11: Resultados referentes aos testes de solubilidade do acetato de sédio
em agua, etanol, N, N-dimetilformamida (DMF) e em misturas destes solventes,
apresentados em %om/m.

% Agua % Etanol % DMF Resultado
100 0 0 Solubilizou completamente
100 0 Nao solubilizou
0 100 Nao solubilizou
91 0 Nao solubilizou
0 91 Nao solubilizou
17 83 0 Solubilizou parcialmente
17 0 83 Solubilizou parcialmente
25 75 0 Solubilizou completamente
25 0 75 Solubilizou completamente

A o-benzoinoxima é um reagente seletivo para Molibdénio e muito
utilizado em extragdes do tipo liquido-liquido (Cuelbas, 1994). Ao verificar
sua solubilidade em DMF, notou-se que o complexante solubiliza
completamente neste solvente, ndo sendo necessario sequer agitar o
recipiente e nao importando qual a razao de oBO/DMF utilizada.
Entretanto, para se ter o complexante aBO numa mistura binaria do tipo
etanol-agua ou DMF-agua, € necessario que pelo menos 2% dessa mistura
seja de etanol ou DMF, o que garante quantidade suficiente de
complexante para se ligar a todo o molibdénio que esteja presente na

célula polarografica.
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III.2 - Resultados dos estudos iniciais com um sistema de

solventes utilizando uma mistura de agua, etanol e DMF

Sabe-se da literatura (Gadomska e Stojek, 1998; Orlik e Gritzner,
1996; Nakabayashi, et al., 1989) que o acréscimo de DMF a agua
incrementa o sinal analitico para varios elementos em determinacdes
eletroquimicas. Gao e Siow (1996a) utilizaram 200 uL de uma solucgao de
oaBO solubilizada em etanol, sendo este volume adicionado a 10 mL de
solugdo aquosa acetato de sodio/acido acético com pH = 3,0, para
efetuarem determinagdes de molibdénio utilizando AdSV. Com base nestas
informacdes foi verificado se poderia ocorrer um acréscimo no sinal
analitico ao se utilizar um sistema ternario de solventes formado por uma
fase aquosa (solucdo tampdo de acetato de sddio/acido acético), etanol
(contendo aBO) e DMF. O sistema ternario era composto de 5,0 mL de
DMF pura, 15,0 mL de etanol contendo o complexante e 7,0 mL de solugao
tampdo. O pH nominal do sistema manteve-se em 3,0 e a concentragao de
aBO na célula polarografica permaneceu em 2x10°mol/L, conforme o
trabalho de Gao e Siow (1996a). Nas condicdes ajustadas do equipamento
(Tabela-1) efetuaram-se as varreduras para localizar o pico caracteristico
do molibdénio entre os potenciais de -1200 a +50 mV. Realizaram-se
leituras na presenca e auséncia de molibdénio, e nestas condicdes obteve-
se um sinal caracteristico do elemento por volta do potencial de -1070 mV
(Figura-7), utilizando uma solugdao de 10,0 pg/L na célula polarografica. O
sinal obtido na regiao de -1070 mV difere do relatado por Gao e Siow
(1996a) que encontrou o pico caracteristico do complexo Mo(VI)-aBO na
regiao de -250 mV. Os resultados iniciais mostraram boa repetibilidade
para os voltamogramas nas diferentes concentracdes de molibdénio

investigadas, como pode ser visto na Figura-8, que mostra 0s picos na
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regido caracteristica para o molibdénio no sistema ternario constituido por
5,0 mL de DMF, 15,0 mL de etanol e 7,0 mL de solucao tampao de acetato
de sodio/acido acético. Estes resultados obtidos com o STHS,
apresentaram valores 10 vezes melhores aos conseguidos por Gao e Siow.
Desta forma, abriram-se perspectivas para a utilizacgdgo do STHS na

determinacao voltamétrica de molibdénio.

1 = = - Voltamograma do STHS com oBO

Voltamograma do STHS para o complexo Mo(VI)-aBO

I/ A

0,0 T T T T T T T T T T T T
-1200 -1000 -800 -600 -400 -200 0,0
Potencial / mV

Figura-7: Resultados dos estudos preliminares para localizar a regidao de pico
para o complexo Mo(VI)-oBO utilizando um sistema ternario homogéneo de
solventes.
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-7007
I —— 5 pg/L Mo(VI)
-600F, e 10 pg/L Mo(VI1)
T MooBO 20 pg/L Mo(VI)

-5007 &

-4007

I/ A

-3007
-2007

-1007

0,0 T T T T T T T T T T T T T
-1150 -1100 -1050 -1000 -950 -900 -850 -800
Potencial/mV

Figura-8: Picos relativos as concentracoes de 5, 10 e 20 ug/L do complexo Mo-
oBO na célula polarografica, apresentada com a utilizacdo do sistema ternario
homogéneo de solventes composto por agua, etanol e DMF.

Notou-se também, que os resultados conseguidos com estes estudos preliminares,
poderiam ser melhorados de maneira significativa, se fosse realizado um estudo mais
detalhado da composicdo do sistema ternario. Para efetuar estes novos estudos, optou-se
por realizar um planejamento estatistico voltado especialmente para misturas (Cornel,
1990; Scheffé, 1963; Reis e de Andrade, 1996). O planejamento foi realizado como
descrito na seqliéncia, respeitando-se os limites previamente estudados para a

solubilidade do acetato de sddio e do complexante aBO.



55

II1.3 - A melhor composicao de solventes para o sistema agua-

etanol-DMF obtida pelo planejamento para misturas

Efetuaram-se as medidas para os pontos do planejamento
mostrados na Tabela-5 de acordo com o descrito na parte experimental,
obtendo-se os resultados que sao exibidos na Tabela-12 juntamente com a

média das respostas de cada ponto.

Tabela-12: Resultados das leituras efetuadas por voltametria adsortiva para o
planejamento de misturas do sistema ternario de solventes.

Pontos do

planejamento Respostas Corrente/pA I(média)/ pA
1 -0,376 -0,374 -0,334 -0,361 £ 0,024
2 -0,277 -0,313 -0,290 -0,293 +£ 0,018
3 -0, 427 -0, 533 -0,649 -0,536 £ 0,157
4 -0,466 -0,462 -0,476 -0,468 = 0,007
5 -0,543 -0,543 -0,535 -0,540 £+ 0,005
6 -0,697 -0,666 -0,683 -0,682 + 0,016
7 -0,295 -0,316 -0,354 -0,322 £ 0,030
8a -0,416 -0,407 -0,406 -0,410 = 0,006
8b -0,319 -0,349 -0,357 -0,342 £ 0,020
8c -0,467 -0,423 -0,417 -0,440 + 0,027
9 -0,546 -0,550 -0,558 -0,551 £+ 0,006
10 -0,332 -0,323 -0,324 -0,326 £+ 0,005
11 -0,407 -0,391 -0,424 -0,407 £ 0,017

Na realizagdo da modelagem do sistema utilizou-se o programa
MIXREG, descrito e disponibilizado por Barros Neto et al. (2001). Os
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valores médios das respostas exibidos na Tabela-12 foram utilizados como
matriz de resposta, e como matriz de planejamento, utilizaram-se os
valores escalonados na forma de pseudocomponentes (Cornel, 1990), de
acordo com o exibido na Tabela-13. Na modelagem efetuaram-se
primeiramente os calculos para o modelo linear, que apresentou falta de
ajuste em funcdao da quantidade de variaveis envolvidas, indicando que
para se obter uma melhor descricao do comportamento do sistema
ternario dever-se-ia realizar modelagens mais elaboradas. E para tanto se
efetuaram calculos para o modelo quadratico completo e o cubico especial,
para avaliacao de qual o melhor modelo para descrever o comportamento

do sistema de misturas.

Tabela-13: Valores escalonados na forma de pseudocomponentes utilizados
como matriz de planejamento para o sistema ternario homogéneo de solventes.

Valores escalonados dos pseudocomponentes*

Ponto ) € Xz X3
1 0,07 0 0,93
2 0 0,07 0,93
3 0 1 0
4 1 0 0
5 0,53 0 0,47
6 0,5 0,5 0
7 0 0,53 0,47
8 0,27 0,27 0,47
9 0,57 0,19 0,23
10 0,15 0,15 0,70
11 0,19 0,57 0,23

*As seguintes equacdes foram utilizadas para se obter os valores pseudocomponentes X;
= Come/0,75, X5 = Cetano/0,75, X3 = (Cagua — 0,25)/0,75. Onde X;, X, e X3 representam
respectivamente os valores dos solventes DMF, etanol e d&gua na forma de
pseudocomponentes, € Cpwr, Cetanot € Cigua 0S Vvalores em % massa dos solventes
mostrados na Tabela-5.
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II1.3.1 - O modelo quadratico completo
Dados de entrada

Primeira coluna: Respostas

Outras colunas: Matriz de planejamento
1 -0,4680 1,0000 0,0000 0,0000
2 -0,5360 0,0000 1,0000 0,0000
3 -0,2930 0,0000 0,0700 0,9300
4 -0,3610 0,0700 0,0000 0,9300
5 -0,5400 0,5300 0,0000 0,4700
6 -0,3220 0,0000 0,5300 0,4700
7 -0,6820 0,5000 0,5000 0,0000
8 -0,4100 0,2700 0,2700 0,4700
9 -0,3420 0,2700 0,2700 0,4700
10 -0,4400 0,2700 0,2700 0,4700
11 -0,3260 0,1500 0,1500 0,7000
12 -0,4070 0,1900 0,5700 0,2300
13 -0,5510 0,5700 0,1900 0,2300

Coeficientes da modelagem

1 -0,4883
2 -0,5428
3 -0,3228
4 -0,5353
5 -0,3533
6 0,7368
Analise da variancia
Fon_te Sle Son)a_ N2 de g. I. Med’la_ Teste F
variagao quadratica quadratica
Regressao 0,1399 5 0,0280
11,348
5
Residuos 0,0173 7 0,0025
Falta de 0,0122 5 0,0024
ajuste
0,9686
Erro puro 0,0050 2 0,0025

Total 0,1571 12
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II1.3.1.1 - Verificando o ajuste do modelo quadratico

O ajuste dos modelos é realizado comparando-se o valor do Fcac
(calculado) com o Fp (tabelado) nos niveis de confianga investigados
(Barros Neto et al., 2001 e Cornel, 1990). O F..c € obtido através da
equacao-4:

Fcaic = MQra/MQep (equagéo-4)
Onde:
MQra € @ média quadratica da falta de ajuste

MQep é a média quadratica do erro puro

Diz-se que ndo ha falta de ajuste se Fcac < Frab, N0 caso deste modelo tem-
se que Feic = 0,96 e 0 Fup (5, 2) para um nivel de confianga de 95% é de
19,30. Como 0,96 < 19,30, nao ha falta de ajuste para o modelo. Verifica-
se a seguir se a regressdao do modelo é significativa utilizando um valor de
Fcaic Obtido pela equagao-5:

Fcaic = MQr/MQ; (equacdo-5)
Onde:
MQr é a média quadratica da regressao

MQ: é a média quadratica do residuo

Diz-se que a regressao é significativa se Feac > Fiap, € para este caso tem-
se Feac = 11,20 e Fwp (5, 779 = 3,97 para um nivel de 95% de confianga.
Como F,c > Frap tem-se que a regressao € significativa.

Como o modelo nao possui falta de ajuste, de acordo com a
modelagem e também apresenta uma regressao significativa, passa-se a
verificar as demais condicdes do modelo visando obter a equacao que
melhor descreve as interacdes dos componentes de mistura avaliados com

o planejamento.
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Para tanto, avaliaram-se primeiramente os erros padrao e relativo a
uma observacao. O erro padrao foi calculado com base no erro
correspondente a uma medida experimental, que é obtido através da
equacao-6 (Barros Neto et al., 2001).

Sp = (MQ,)” (equagio-6)
Onde:
Sp é o erro relativo a uma observacdo experimental.

Para se obter o erro padrao (b;*) utiliza-se a equagao-7:
(bi*) = ((Vb)xSp?)” (equag&o-7)

onde:
Vb corresponde ao valor numérico da diagonal da matriz de calculo dos
erros obtida na modelagem.
Desta forma, tem-se para o modelo de acordo com as equacodes 6 e 7:
Sp = (0,0025)” = 0,05 (erro de uma observacdo) e os erros padrdes de

cada coeficiente da equacao dada pela modelagem efetuada.

(b1*) = (0,953742 x 0,05%)" = 0,04883
(bo*) = (0,953742 x 0,05%)" = 0,04883
(bs*) = (0,741578 x 0,05%)” = 0,04306
(b12*) = (19,637425 x 0,05%)"” = 0,22157
(b13*) = (17,456357 x 0,05%)” = 0,20890
(ba3*) = (17,456357 x 0,05%)” = 0,20890

Para se garantir a significancia estatistica da equacdo é necessario
obter os intervalos de confianga para cada um dos coeficientes da equagao
(bi), e este é obtido utilizando-se a equacdo-8:

bi £ th-2 X (bi*) (equacio-8)
Tem-se de acordo com os valores tabelados (Barros Neto et al., 2001) que
th-2 = ts5, 950 = 2,571
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Assim os intervalos de confianga para os coeficientes sao:

b; = -0,61379 a -0,36284
b, = -0,66826 a -0,44734
bs = -0,43361 a -0,21199
b1, = -0,64661 a +0,03436
biz = -0,89038 a +0,18379
b,z = +0,19972 a +1,27388

Os intervalos de confianca e os erros relativos associados a cada
coeficiente, garantem a presenca de todos os coeficientes obtidos pela
modelagem na equacgao do sistema de misturas, ficando esta assim:

Y = -0,4883X; (+0,04883) - 0,5428X, (+0,04883) - 0,3228X3 (+0,04306) -
0,5353Xi1X, (£0,22157) - 0,3533X;Xs (£0,20890) + 0,7368X3X3
(x0,20890)

Onde
X1 é o pseudocomponente DMF,
X, é 0 pseudocomponente etanol

X3 é 0 pseudocomponente agua.

A equacgao mostra as interacoes e influéncias que cada componente

acarreta ao sistema ternario.
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II1.3.2 - O modelo cubico especial

Dados de entrada

Primeira coluna: Respostas

Outras colunas: Matriz de planejamento
1 -0,4680 1,0000 0,0000 0,0000
2 -0,5360 0,0000 1,0000 0,0000
3 -0,2930 0,0000 0,0700 0,9300
4 -0,3610 0,0700 0,0000 0,9300
5 -0,5400 0,5300 0,0000 0,4700
6 -0,3220 0,0000 0,5300 0,4700
7 -0,6820 0,5000 0,5000 0,0000
8 -0,4100 0,2700 0,2700 0,4700
9 -0,3420 0,2700 0,2700 0,4700
10 -0,4400 0,2700 0,2700 0,4700
11 -0,3260 0,1500 0,1500 0,7000
12 -0,4070 0,1900 0,5700 0,2300
13 -0,5510 0,5700 0,1900 0,2300

Coeficientes da modelagem

-0,4761
-0,5306
-0,3029
-0,7229
-0,6180

0,4720

2,6609

NOUuh,~,WNH

Analise da variancia
Fonte de Soma Média

o
variacao quadratica N*de g. |. quadratica Teste F

Regressao 0,1484 6 0,0247
16,983
5
Residuos 0,0087 6 0,0015
Falta de 0,0037 4 0,0009
ajuste
0,3663
Erro puro 0,0050 2 0,0025
Total 0,1571 12




62

II1.3.2.1 - Verificando o ajuste do modelo cibico

Da mesma forma que se efetuaram as andlises para o modelo
quadratico, procedeu-se para o modelo cubico. Assim tem-se:

Fealc = 0,36 e 0 Fiap (4, 2) para um nivel de confianga de 95% é de 19,25.
Sendo 0,36 < 19,25, nao ha falta de ajuste para o modelo.

A verificagdo da significancia para a regressao do modelo apresentou
para este caso um Fcc = 16,46 € Fep (6, 6) = 4,28 para um nivel de 95% de
confianca, e como Fec > Fiap tem-se que a regressao € significativa.

O modelo nao possuindo falta de ajuste e apresentando regressao
significativa, passou-se a verificar as demais condicdes do modelo para se
obter a equacao que melhor descreve as interagcdbes dos componentes do
sistema.

Primeiramente, obedecendo a seqliiéncia utilizada para o modelo
anterior, verificaram-se os erros padrao e relativo a uma observagao para
o modelo utilizando as equacbes 6 e 7, obtendo-se os resultados
mostrados a seguir.

Sp = (0,0015)"” = 0,0387

Os erros padrdes para cada coeficiente da equagao sao:

(b1*) = (0,970337 x 0,0387%)" = 0,03815

(bo*) = (0,970337 x 0,0387%)" = 0,03815

(bs*) = (0,785896 x 0,0387%)" = 0,03433

(b12*) = (23,563112 x 0,0387%)" = 0,18800

(b13*) = (25,270235 x 0,03872)" = 0,19469

(bas*) = (25,270235 x 0,03872)" = 0,19469

(b123*) = (789,409849 x 0,0387%)" = 1,0887

E utilizando-se a equagao-8, tem-se que tn.2 = t4, 9509, = 2,776

Assim os intervalos de confianga para os coeficientes sao:
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b; = -0,37020 a -0,58200
b, = -0,42470 a -0,63650
bs = -0,39820 a -0,20760
b1 = -1,24479 a -0,20101
b1z =-1,15846 a -0,07754
b,z = -0,06846 a +1,01246
bi23 = -0,36670 a +3,68166

Estes intervalos de confianca e os erros relativos associados a cada
coeficiente, garantem a presenca de todos os coeficientes obtidos pela
modelagem na equacgao do sistema de misturas, ficando esta assim: Y = -
0,4761X; (+£0,03815) - 0,5306X, (+0,03815) - 0,3029Xs (+£0,03433) -
0,7229X;X, (£0,18800) - 0,6180X;Xs (£0,19469) + 0,4720X3X3
(£0,19469) + 2,6609X1XX5 (+1,08817)

Onde:
X1 é o pseudocomponente DMF
X, é 0 pseudocomponente etanol

X3 € 0 pseudocomponente agua.

E de acordo com a equacao dada pela modelagem obtiveram-se as
interacdes do sistema estudado, podendo desta forma escolher qual o

melhor para se trabalhar doravante.
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I11.3.3. — Avaliacao dos modelos

No modelo quadratico utilizaram-se seis parametros para verificar
sua significancia estatistica, e no cubico empregaram-se sete, e nenhum
apresentou falta de ajuste, em funcdo de possuirem mesmo numero de
ensaios distintos. Devido a isto a anadlise de variancia limita-se a dividir a
variacdo total em torno da média em duas parcelas, uma sendo a
regressao e outra os residuos.

Os valores obtidos por MQr/MQ; sao 11,20 e 16,46 para os modelos
quadratico e cubico respectivamente. Comparando-se os modelos pela
utilizagdo dos valores de Fs, ; = 3,97 e Fs, ¢ = 4,28 em um nivel de
confianga de 95%, tem se que ambos sao bastante significativos. O valor
maior do modelo cubico indica que ele explica uma percentagem maior da
variancia, porém deve-se considerar que este modelo possui um
parametro a mais que o quadratico, e conseglientemente explicara melhor
as interacdes das misturas.

Para escolher da forma mais acertada possivel, qual o melhor
modelo, efetuou-se uma outra forma de comparagcao, que consiste na
reducdao da soma quadratica residual por parametros adicionados com a
propria média quadratica do modelo que contenha o maior nimero de
parametros. Se o valor encontrado ndo apresentar maior importancia
estatistica que o encontrado para o modelo cubico, é porque nao ha
necessidade de se utilizar um modelo com maior nUmero de parametros
(Barros Neto et al., 2001). Para realizar tal comparacao utilizou-se a
relacdo mostrada a seguir:

Fcaic = [(SQr, quad = SQr, cub)/d]1/MQy, cub (equagéo-9)
Onde
Os indices quad e cub indicam os modelos quadratico e cubico SQ, é a

soma quadratica, d é a diferenca no nimero de parametros entre os dois
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modelos (no caso 7 - 6 = 1) e MQ, é a média quadratica residual.

O resultado obtido para o Feac € de 5,73 e o resultado tabelado para
um nivel de 95% de confianga de F;, ¢ € 5,99. Comparando-se os valores
de F nota-se que ndo ha diferenca significativa entre os F, desta forma,
pode-se utilizar o modelo quadratico para descrever as interacdes do

sistema ternario.

II1.3.3.1 - Escolhendo o ponto de 6timo do STHS

Na regidao marcada de o6timo da superficie obtida para o modelo
quadratico escolheu-se como ponto de 6timo o centro da regido,
denominado aqui de ponto M como pode ser visto na Figura-8.

Pela Figura-9 onde Xj, X e Xs correspondem aos valores dos
solventes DMF, etanol e agua na forma de pseudocomponentes, nota-se
que o ponto M possui pequeno percentual do pseudocomponente agua e
maiores valores para etanol e DMF, correspondentes a (0,50; 0,47; 0,03)
em DMF, etanol e agua respectivamente. Estes nimeros expressam a
proporcao de cada solvente na mistura, na forma de pseudocomponente, e
estes sao convertidos para valores em % de massa utilizando-se das
equacdes 10, 11 e 12

X1 = Cpme/0,75 (equacio-10)
X2 = Cgtano/ 0,75 (equagdo-11)
X3 = (Cagua — 0,25)/0,75 (equacgdo-12)
Onde Cpmr, Cetanol € Cigua representam os valores dos solventes DMF,

etanol e dgua na proporgao em massa utilizada de cada solvente.



66

0,100
0/ \ oo
20 80
0.27
30 0.32 70
S 40 0.36 60 -
' 0.41 &
& 50 50 %
0.46
60 40
70 0.50 30
80 20

DMF

Figura-9: Localizacdao do ponto de é6timo escolhido (M), na regiao estudada e
delimitado pelo planejamento para os pseudocomponentes DMF, Etanol e Agua.

Utilizando as equacgdes 10, 11 e 12 tém-se que o ponto 6timo M,
apresenta os seguintes valores nas proporcoes: (0,375; 0,353; 0,273)
para DMF, etanol e agua respectivamente. Estes nimeros correspondem a
(11,25; 10,6; 8,2) em valores de massa em g, relativa aos 30,0 g
utilizados no planejamento.

Verificou-se experimentalmente que o sinal analitico para o ponto de
o0timo apresenta um ganho de sinal de *12% em relagdo aos estudos

iniciais e de 10% em comparagao com um terceiro ponto avaliado para
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uma concentracdo de 3 ug/L de molibdénio, como se pode comprovar
pelos resultados das leituras efetuadas com os valores do ponto M, nas
condicdes iniciais (ponto A), e um ponto B um pouco afastado de M,

mostrados na Tabela-14.

Tabela-14: Comparacao do sinal no ponto de 6timo com dois outros pontos para
uma concentracio de 3 pg/L de Mo(VI) e 2,0x10° mol/L de complexante aBO,
utilizando o STHS.

Ponto Proporcao m/m Média do sinal
A (0,422; 0,356; 0,222) - 0,799 + 0,043
M (0,375; 0,353; 0,273) - 0,902 + 0,042
B (0,338; 0,345; 0,318) - 0,810 + 0,045

Os resultados exibidos na Tabela-14 provam que o ponto escolhido é
0 que apresenta as melhores respostas para o complexo Mo(VI)-aBO, que
nao serao maiores que 5% para pequenas variacdes na montagem da
composicao do STHS, confirmando as observagdes feitas anteriormente de
que o STHS poderia ser aperfeicoado para a deteccao do complexo de

molibdénio com aBO.

III.4 - Resultados dos estudos univariados no sistema de

solventes para a determinacao de molibdénio

Tendo-se mostrado que o ponto M corresponde a melhor regidao para
se obter o sinal analitico do complexo, procederam-se estudos univariados
para verificar se as condicdes de pH nominal, concentracao de «BO e o

tempo de eletrodeposicao, encontravam-se em situacdo de otimo para a
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determinagao de molibdénio. Para tanto, efetuaram-se os experimentos
relativos ao pH nominal, a concentracao de aBO e ao tempo de
eletrodeposicao, conforme descritos na parte experimental, obtendo-se os

resultados que serao analisados e discutidos a seguir.

I/mA
o
®
<

| 1
3.0 3.5 4.0 4.5 50
pH nominal do STHS

Figura-10: Resultados dos estudos para otimizacdao do pH nominal do STHS nas
condicoes de 6timo para a mistura no potencial de -1250 mV.

Avaliou-se o pH nominal do sistema, nas condicoes de o6timo da
mistura, utilizando-se uma concentracdo de 2,0x10”° mol/L de oBO.
Realizaram-se as medidas em diferentes pHs nominais compreendidos
entre 1,5 e 4,8 obtendo-se os resultados mostrados na Figura-10. Das

leituras efetuadas observa-se que:



69

Para pHs compreendidos entre 1,5 e 2,5, nao existe um sinal
caracteristico para o molibdénio, isto em funcdo da presenca em excesso
de ions H*, que impede a formacdo do complexo e, conseqlientemente, a
sua deteccao.

A partir do pH =3,0 comegaram a surgir picos relativos ao complexo
formado entre o molibdénio e a oBO. Estes picos apresentam um
crescimento significativo do sinal analitico até o pH 3,5. Neste valor, o
sinal do complexo ocorre com maior intensidade para a concentragao de 3
ng/L de Mo(VI) na célula polarografica. E a diferenca do sinal obtido no pH
3,5 e 3,0 sdo bem visiveis, como pode ser comprovado observando-se a
Figura-11.

Para valores de pH acima de 3,5 ha um decréscimo no sinal
analitico, até ndo se ter mais um pico distinto para o molibdénio. Isto
acontece devido a formacdao do complexo ser inibida em funcdao do
aumento de pH. Tém-se entao, as melhores respostas para a
determinacao de molibdénio no pH 3,5 com o sistema ternario e adotou-se

este valor para os estudos futuros.
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Figura-11: Voltamogramas obtidos para o STHS nos pHs nominais de 3,0 e 3,5
para uma concentracgao de 3,0 ug/L de molibdénio na célula polarografica.

Tendo-se encontrado o melhor pH para se obter o melhor resultado
para uma mesma concentracdo de molibdénio, buscou-se uma forma de
controlar o pH nominal do sistema utilizando-se para tanto de um acerto
de pH da fase aquosa. Nos experimentos realizados, verificou-se que uma
solugdo aquosa de acetato de sddio/acido acético com pH em 2,1 eleva o
pH do STHS automaticamente para 3,5. Desta forma pode-se conseguir o
acerto direto do pH nominal através do pH da solugdo aquosa, efetuando-
se assim medidas nas condicdes de 6timo obtidas para a mistura no pH
nominal de 3,5, em todas as determinacgdes e estudos realizados a seguir.

O estudo que se realizou para obter a melhor concentracao do
complexante aBO a ser utilizada nas determinacdes mostra que as
melhores leituras sdo conseguidas ao se utilizar 2,0x10™ mol/L de «BO na

célula polarografica como pode-se notar na Figura-12.
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Figura-12: Resultados obtidos no estudo da concentracido de «BO no STHS
composto por DMF:etanol:agua.

A Figura-12 mostra que nas concentragdes investigadas para o
complexante, na célula polarografica, ocorre um incremento significativo
do sinal que atinge um maximo em 2x10 mol/L, e para as concentragdes
acima deste valor nota-se um decréscimo acentuado, causado
possivelmente pela saturacdo da gota de mercurio pela presenca excessiva
do complexante. Desta forma adotou-se este valor para a concentracao do
complexante na célula polarografica para os estudos e determinagdes

futuras.
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Analisou-se o tempo de eletrodeposicao nas condicdes otimizadas
até o momento para os intervalos de tempo entre 15 e 230 segundos,
utilizando-se de trés concentracdes diferentes de molibdénio. Verificou-se
qual o melhor resultado observando-se a resolugdao, definicao e
proporcionalidade de crescimento de uma concentragao para outra entre

0s picos dos voltamogramas, como os exibidos nas Figuras 13, 14 e 15.

-3,00
] — 3,0ug/L de Mo(VI)

-2,50 = = 6,0ug/L de Mo(VI) 1
J swmEENI g,ng/L de MO(VI) .':.,

2,00 - "i’l

/

- Q
Q

0

Q

0

* ,

e,

T T T T T T T T T
-1100 -1150 -1200 -1250 -1300 -1350
Potencial/mV

Figura-13: Voltamogramas obtidos ap6s 15s de eletrodeposicgao.
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Figura-14: Voltamogramas obtidos ap6s 60 s de eletrodeposicao.
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Figura-15: Voltamogramas obtidos ap6s 150 s de eletrodeposicao.
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Os melhores tempos de eletrodeposicao foram conseguidos no
intervalo de tempo de 150 segundos, pois o sinal analitico apresentou bom
desempenho para os parametros envolvidos na anadlise, e a partir deste
intervalo de tempo os voltamogramas nao apresentam melhorias
significativas, como pode ser observado na Figura-16.

Os estudos univariados efetuados de forma a se obter o maximo de
eficiéncia do sinal analitico em relacdo as condicdes de pH, concentragao
de oaBO e tempo de eletrodeposicao ou acumulagao. E os resultados
obtidos mostraram que as melhores determinagdes ocorrem quando o
sistema ternario possui pH nominal 3,5, Cuso = 2,0x10° mol/L e tempo de
acumulacao de 150s, sendo que todas essas medidas foram realizadas no
potencial de -1250 mV.

I/mA

I T T T T T T

—— .
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Tempo de acumulagao (s)

Figura-16: Resultados das determinacdes efetuadas nos diferentes intervalos de

tempo de acumulagao nas trés concentragées de molibdénio.
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Nas condicdes otimizadas para a composicao do STHS utilizando-se
do planejamento de misturas e dos estudos univariados, observou-se uma
melhoria do sinal inicialmente obtido a aproximadamente -1070 mV, e
esta melhoria pode ser observada ao se comparar o voltamograma para a
concentragao de 10 ug/L de Mo(VI) da figura-8 com o da figura-15 para
9,0 ug/L. Apesar do primeiro possuir maior valor de concentragao que o
segundo, ele apresenta menor intensidade na detecgao, pois a -—1070 mV
o pico do complexo é de -0,318 uA e no segundo caso a -1250 mV o
complexo apresenta com 9,0 pug/L um pico de -1,809 pA, que é pelo
menos 5 vezes maior que o primeiro resultado, indicando que a
sensibilidade da determinacao sofreu um acréscimo e como pode ser
notado ao analisar as Figuras 8 e 15, pois os voltamogramas apresentam
uma melhor resolugao na segunda situagao.

Tendo-se definido as melhores condicdes para o sistema ternario,
efetuou-se a conversao dos valores de massa para volume de reagente,
utilizando-se para tanto dos valores de densidade da agua (d=0,997992
g/mL), da DMF (d=0,944 g/mL) e do etanol (d=0,798 g/mL) a partir dos
valores de massa obtidos na conversao dos pseudocomponentes. Assim
tém-se os seguintes volumes para os componentes da mistura: Vpmr =
11,92 mL, Vetano = 13,28 mL e Vaigua = 8,22 mL. Para facilitar o
procedimento de montagem do STHS sem extrapolar os limites do ponto
de 6timo do sistema, arredondaram-se os valores de volume, ficando
estes assim: 12,0 mL de DMF, 13,0 mL de etanol e 8,5 mL de agua
(solucao de acetato de sdédio/acido acético).

Apds a montagem do sistema em volume, obteve-se o perfil da
curva de calibracao do STHS. Observou-se com estas medidas que a curva
obtida para corrente versus concentragcao de Mo(VI), descrevia uma
trajetéria ndo linear (Figura-17) para valores de concentracao acima de

2,0 pug/L na célula polarografica. Porém, existe uma faixa linear para as
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concentracbes de 0,2 até 2,0 pg/L de molibdénio (Figura-18). Este
comportamento foi observado para todas as curvas obtidas. Desta forma,
para se conseguir determinacdes em concentragdes maiores de molibdénio
na célula deve-se utilizar a curva analitica com caracteristicas ndo linear e

para valores menores aconselha-se o uso da curva linear.

1.4

0 ——Y=0,261 + 0,196X - 0,005X?
R2=0,998
SD =0,023

-1,01

I/mA

-0,84

-0,6

-0,4

Cuovifg/L

Figura-17: Curva de calibragdo tipica descrita pelo sistema ternario e utilizada

na determinacao de molibdénio.

Verificou-se nestas condicdes a repetibilidade do sinal analitico para
a concentracdao de 0,72 ng/L na célula polarografica, efetuando-se 12
determinagbes para este valor, obtendo-se como resultado a seguinte
média: 0,718 + 0,003 ug/L, com um RSD de 0,43%. Este resultado indica
uma boa repetibilidade e um baixo desvio entre uma determinacao e

outra, sendo portando confiaveis.
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Figura-18: Curva descrita pelo sistema ternario no intervalo linear.

Nas condigOes da faixa linear, estimou-se o limite de detecgao para o
sistema ternario homogéneo de solventes em 20 pg/L na célula
polarografica, considerando-se o valor de trés vezes o desvio padrao da
medida de um STHS puro (branco). O valor do desvio foi estimado pelo
calculo dos residuos do sinal conforme sugerido por Miller e Miller, (1990),
o limite de quantificagao obtido experimentalmente foi de 0,02 pg/L na
célula polarogréafica.

Determinou-se ainda, a densidade da mistura no ponto de 6timo
utilizando-se picndmetros. Estes foram calibrados utilizando-se a massa de
agua deionizada medida a temperatura de 22 + 2°C em balanga analitica,
considerando-se dsgua = 0,997 g/cm3 efetuando-se os calculos pelo uso da
equacao d = m/V. De acordo com os resultados mostrados na Tabela-15

obtém-se a capacidade volumétrica para cada picnometro.
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Tabela-15: Resultados das afericoes de massa de agua, realizadas com o
picndOmetro para calibracao.

Massa Massa

Massa de Volume
Picnometro picnometro picnometro )
agua/(g) calculado/(mL)
vazio/(g) cheio/(g)
1 15,0085 41,0110 26,0025 26,0548
2 13,7399 41,1083 27,3684 27,4235
3 16,6795 43,3333 26,6538 26,7074

E a partir da calibracdao efetuada realizaram-se as medidas de massa
com o STHS, para se calcular a sua densidade. Estes resultados,
mostrados na Tabela-16 e obteve-se como valor para a dstys = 0,9260 +
0,0002 g/cm?. Este resultado mostra a interagdo dos trés solventes que
permite a obtengao de um novo meio para o eletrdlito de suporte e para o
agente complexante, favorecendo a determinacdo de molibdénio. Para o
ponto de 6timo do sistema, tem-se que o volume de STHS ocupado por
30,0 g é de 32,4 mL.

Tabela-16: Resultados das afericoes de massa do STHS, realizadas para obter a
densidade da mistura de solventes.

Massa R
o A Massa picnometro Massa do
Picnometro picnometro .
) cheio/(g) STHS/(9)
vazio/(g)
15,0085 39,1306 24,1221
13,7399 39,1385 25,3986

16,6795 41,4067 24,7272
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III.5 - Resultados dos estudos univariados para avaliacao dos

interferentes na determinacao de Mo(VI)

Nas condicdes otimizadas e descritas para o STHS, verificou-se a
interferéncia direta na determinacdo de molibdénio dos fons AIP*, Ca®*,
Cd?*, Co?**, Cr(VI) como Cr,0,%, Cu®*, Fe3*, Mg?*, Mn?*, Ni**, P como
PO4%, S como S04%, Pb%*, V(V) como VO3~, W(VI) como WO4* e Zn?*.

Verificou-se o nivel de interferéncia destes ions para uma
concentracdao do metal de até 1000 vezes superior a de Mo(VI) na célula
polarografica, nas condicdes descritas. Obtendo-se os resultados

mostrados na Figura-19 e na Tabela-17.

-2,00
-1,60 -
-1,20 -
< § Mo (Vi) STHS
£ 1 | STHS
= -0,80 - i
Zn2+
i ' cut STHS
-0,40 _ ! ‘
0,00 T T T T T T T T T T T T T

|
-1400 -1200 -1000 -800 -600 -400 -200 0

Potencial / mV

Figura-19: Picos caracteristicos para o Mo(VI), Cu?* e Zn?*, no sistema ternario
otimizado, sendo Cyov1) = 6.0 pg/L e os demais ions 60 mg/L.
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Tabela-17: Comparacao dos picos em solucao aquosa com os obtidos no STHS
nas condicoes otimizadas para a determinacdao de molibdénio.

Elemento(® Potencial de pico/(mV) obs::\:::;iuA)
STHS Solucao
aquosa
APPY -1325 ND -5,64
Ca** -300 ND -0,53
cd?** -1085 -620 -1,07
Co?>* ® ND ND ND
Cr(VI) -890 ND -0,36
(como Cr,0,%)
Ccu®t -390 -240 -0,27
Fe?* -205 -10 -0,20
-1125 -230 -1,16
Mgt ®) ND ND ND
Mn?2* (®) ND ND ND
Ni2* -750 -1080 -0,26
Pb%* -315 -460 -0,66
P (como PO,*) ND ND ND
S (como S04*) ND ND ND
V(V) (como VO3) -1360 -1010 -4,16
W(VI) (como WO,%) -1300 -250 -3,26
-1390 -4,55
Zn** -865 -1040 -0,50

®) Metal/Mo(VI) = 1000
®) ND = N&o detectado

Pode-se constatar pelos valores da Tabela-17, que a interferéncia do
ferro ocorre na regiao de pico do complexo Mo(VI)-aBO, e verificando-se o
nivel em que a agao do ion ferro acontecia através de estudos univariados,
observou-se que isto ocorria quando a razdo Fe**/Mo(VI) era da ordem de

500 vezes. Os elementos vanadio e tungsténio interferem de forma
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diferente, pois os voltamogramas destes apresentam picos em regides
distintas do molibdénio, porém encobrem o sinal analitico do complexo
Mo(VI)-aBO quando a razdo Metal/Mo(VI) é de 100 vezes. Com ion AI**
ocorre um processo de interferéncia similar aos dos ions tungsténio e
vanadio, entretanto o sinal do molibdénio é afetado apenas quando a

1**/Mo(VI) é maior ou igual a 1000 vezes. Nos estudos realizados

razao A
com os ions sulfato e fosfato ndao se observou a interferéncia do ion sulfato
nas determinagdes, porém com o ion fosfato, constatou-se que o sinal
analitico do complexo de Mo(VI) sofria reducao quando a razao P/Mo(VI) é
maior ou igual a 100 vezes. Atribui-se esta inibicdo do sinal ao fato do ion
fosfato formar complexo com o molibdénio, podendo estar ocorrendo uma
competicao do fosfato com a aBO, e desta forma causando a diminuigao
do sinal caracteristico do complexo aBO-Mo(VI). Os demais elementos
investigados, até evidenciaram picos caracteristicos, como os mostrados
na Figura-19, mas nao afetaram as determinacbes efetuadas para o
molibdénio com o STHS, em fungao de seus picos estarem localizados em
potenciais diferentes do molibdénio.

As interferéncias causadas pela sobreposicdo de picos ou pela
presenca de determinada concentragao de um elemento, limitam a
aplicacdo do método a um numero reduzido de matrizes. Objetivando
avaliar a potencialidade com que os interferentes presentes na amostra
afetam a determinacdo de molibdénio, optou-se pela realizacdo de analises
em amostras de ligas de ago, onde ha grande presenca de outros metais

em relagao ao molibdénio.
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II1.6 - Resultados das determinacoes de molibdénio em amostras

de acos

Efetuaram-se determinagbes por voltametria adsortiva de
redissolucao e por ICPOES de acordo com o descrito (Tabelas 1 e 2), para
as amostras de aco. Nas determinagdes realizadas com ICPOES obteve-se
a concentracao de cada elemento componente das amostras, sendo estes
resultados mostrados na Tabela-18. Na Tabela-19 sao comparados os
resultados obtidos para o molibdénio por ICPOES, voltametria e o valor da

amostra certificada.

Tabela-18: Média dos resultados obtidos por ICP-OES para a composicao das
amostras de aco em % m/m de cada elemento.

Componente da % m/m da composicao das amostras de aco
liga Amostra 1* Amostra2 Amostra3 Amostra 4
Aluminio 0,09 0,11 0,04 0,10
Cadmio 0,02 0,02 0,01 0,02
Cobalto 0,12 0,09 0,09 0,07
Crémio 17,32 2,68 1,09 5,23
Cobre 0,09 0,22 0,20 0,12
Ferro 67,94 90,77 86,60 91,18
Manganés 1,61 0,76 0,66 0,50
Molibdénio 2,58 2,18 0,29 1,33
Niquel 11,05 0,54 3,57 0,24
Fosforo 0,02 0,02 0,17 0,08
Enxofre 0,02 0 0,03 0,01
Vanadio 0,09 0,85 0,05 1,01
Zinco 0,06 0,03 0,03 0,03

*Amostra de aco com valor certificado IPT - Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (SRM
- amostra de aco 316 - C| 01.018)
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Tabela-19: Resultados relativos as determinacoes efetuadas por ICPOES e pelo
método voltamétrico para o molibdénio, expressas em % m/m.

ICPOES Voltameétrico Valor certificado
Amostras
% m/m % m/m % m/m
Amostra 1% 2,58 £ 0,05 2,53+0,02 2,54 +0,03*
Amostra 2 2,18 £+ 0,08 2,03 +0,02
Amostra 3 0,29 + 0,03 0,30+ 0,01
Amostra 4 1,33+ 0,03 1,32+ 0,02

*Amostra de aco com valor certificado.

De acordo com o esperado para as determinagdes voltamétricas, nao
aconteceu houve interferéncia do ion ferro, assim como dos outros ions,
encontrados nas amostras de aco. O fato de se ter uma grande presenca e
variedade de ions em quantidade muito superior a de molibdénio nas
amostras, e ainda se conseguir realizar a determinagao, sem a
necessidade de procedimentos de separagao e/ou pré-concentragao,
mostrou que o sistema terndrio apresentava uma resisténcia maior a
interferéncia do ion Fe3*, e de outros ions, e que esta resisténcia deveria
ser muito superior a razao Metal/Mo(VI) revelada nos estudos univariados.
Este fato mostrou que de alguma forma o STHS estaria permitindo que o
complexo oBO-Mo(VI) fosse detectado, e que os interferentes nao
exercessem sua acao sobre o molibdénio. Uma explicacdo levantada o
caso, reside numa possivel interacdo dos ions interferentes que ocorreria
no sistema ternario e que possibilitaria a determinacdo do elemento,
mesmo em matrizes onde a razao Metal/Mo(VI) fosse muito maior que as
encontradas com o estudo univariado.

No caso de amostras onde o elemento ja se encontra na faixa de
concentragado em pg e os interferentes estejam na ordem de mg, a

determinacao ficaria comprometida, de acordo com os resultados dos
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estudos univariados. E este é o caso das amostras de plantas, onde as
quantidades de ferro e de fosfato encontradas, apresentam razoes
Fe/Mo(VI) e P/Mo(VI) muito superiores a 500 e 100 respectivamente.
Entretanto, as determinagbes conseguidas nas amostras de aco,
mostraram que o método poderia ser aplicado a outras matrizes e por
estes motivos resolveu-se efetuar um planejamento do tipo estrela
envolvendo os interferentes ferro e fosfato, no intuito de verificar o
comportamento do sinal e de procurar uma forma de aplicar o método a

determinacao de molibdénio em amostras de plantas.

II1.7 - Um estudo multivariado dos principais interferentes na

determinacao de Mo(VI) em plantas

Amostras de plantas apresentam valores de concentragao de Mo(VI)
na ordem de pg/kg, e os demais componentes como boro, cobre, ferro,
manganés e zinco (micronutrientes) sao encontrados na ordem de mg/kg
e o0s macronutrientes (célcio, fosfato, nitrogénio, potassio, magnésio e
enxofre) sao encontrados em mmol/kg de material seco (Agrifax, 1998).
Ferro e fosfato interferem diretamente na determinacdao provocando
deslocamento do pico no caso do ferro (de Andrade et al., 2001), ou
competindo com o agente complexante «BO de acordo com os estudos
univariados realizados.

Desta forma, procedeu-se o planejamento do tipo estrela (Barros
Neto et al., 2001), onde as determinacdes voltamétricas foram realizadas
com base nas concentracdes maximas e minimas de ferro e fosfato
geralmente encontradas em plantas, e mostradas na Tabela-8. Os

resultados obtidos foram submetidos a modelagem, utilizando o programa
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MODREG (Barros Neto et al., 2001) visando obter entre os tratamentos, a

melhor modelagem para os dados do planejamento.

O modelo linear estudado primeiramente apresentou falta de ajuste,
0 que o desqualificou de ser utilizado, desta forma efetuou-se a
modelagem do quadratico.

II1.7.1 - O modelo quadratico

Dados de entrada
Primeira coluna: Respostas,
Outras colunas: Matriz de planejamento

1 2,9300 -1,0000 -1,0000
2 2,6000 1,0000 -1,0000
3 2,7800 -1,0000 1,0000
4 2,4800 1,0000 1,0000
5 2,7000 0,0000 0,0000
6 2,7300 0,0000 0,0000
7 2,7700 0,0000 0,0000
8 2,8600 -1,4100 0,0000
9 2,7000 0,0000 1,4100
10 2,5300 1,4100 0,0000
11 2,7800 0,0000 -1,4100
Resultados da modelagem
Primeira coluna: Ensaio
Segunda coluna: Resposta
Terceira coluna: Resposta Prevista
Quarta coluna: Residuo

1 2,9300 2,9002 0,02979
22,6000 2,6106 -0,01056
32,7800 2,7892 -0,00922
4  2,4800 2,5296 -0,04958
5 2,7000 2,7334 -0,03341
6  2,7300 2,7334 -0,00341
7  2,7700  2,7334 0,03659
8  2,8600 12,8787 -0,01867
9  2,7000 2,6624 0,03762
10  2,5300 2,4914 0,03857
11 2,7800  2,7977 -0,01772
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Coeficientes do polindOmio ajustado

1 = termo constante
1 2,7334
2 -0,1373
3 -0,0480
4 -0,0243
5 -0,0017
6 0,0075
Analise da variancia
Fonte Sle Soma Ne de g. I. Media Teste F
variagao quadratica quadratica
Regressao 0,1725 5 0,0345
18,0601
Residuos 0,0096 5 0,0019
Falta de 0,0071 3 0,0024
ajuste
1,9150
Erro puro 0,0025 2 0,0012
Total 0,1821 10

19,30. Como Fcaic < Frab, 0 modelo ndo possui falta de ajuste para um nivel
de confianca de 95%. Na regressao o modelo apresentou um valor de
18,16 para 0 Feac, € um Fap 3, 5y = 5,41, como Feac > Frap tem-se que a

regressao € significativa para um nivel de 95% de confianga.

erros padrao e relativo sobre uma observacao. Onde Sp = 0,0436, e os
erros padrdo obtidos pela equacgdo: (bi*) = ((Vb)xSp?)”* apresentaram os

seguintes valores para cada coeficiente da equacao dada pela modelagem

O modelo quadratico apresenta um Fcyc de 2,0 e um Fep 5, 2) =

A interacao das variaveis do sistema foi avaliada, utilizando-se os

efetuada.
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(b1*) = (0,333325 x 0,0436%)” = 0,030
(b*) = (bs*) = (0,125373 x 0,0436%)” = 0,015
(bsa*) = (bs*) = (0,178515 x 0,0436°)” = 0,018
(be*) = (0,2500 x 0,0436%)"” = 0,022
A significancia estatistica da equacao e destes intervalos é garantida
utilizando-se a equacgao -8: b; * th-2 x (bi*) (Barros Neto, et al., 2001)
Tem-se que ty> = t3, 950, = 3,182
Assim os intervalos de confianca e os erros relativos associados a
cada coeficiente, garantem a presenca dos seguintes coeficientes obtidos

pela modelagem na equacao, ficando assim:

Y = 2,7334(#0,030) - 0,1373(+0,015)P - 0,0480(+£0,015)Fe -
0,0243(+0,018)P? + 0,0075(+0,022)PFe,

onde

P = fosfato

Fe = ferro

A equacao mostra que os efeitos primarios do fosfato inibem o sinal
analitico e que a interacdo destes ions compensa em muito pouco a
interferéncia causada pelos efeitos isolados. Entretanto a maior
interferéncia ocorre onde ha grande quantidade de fosfato e de ferro,
como pode ser observado na Figura-20 que mostra a superficie de

resposta obtida com a modelagem.
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Figura-20: Superficie de resposta em duas dimensdes, mostrando as interacoes
entre P(fosfato) (X1) e Fe(ferro) (X2), e os efeitos na determinacao de Mo(VI)
utilizando o STHS e AdSV. A concentracao maxima de molibdénio é de 3,0ug/L e
as de ferro e fosfato estdao em mg/kg e g/kg respectivamente.

O planejamento foi efetuado para se poder observar melhor a
interacdao dos ions e a interferéncia destes na determinacdo de molibdénio
em plantas, e que os valores extremos adotados sao raramente
encontrados em amostras reais. A faixa de concentragcao em que ferro e
fosfato sao encontrados nas plantas, encontram-se na regiao assinalada

em vermelho na Figura-20. Nas condicdes extremas do planejamento,ou
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seja, fora da regidao demarcada em vermelho, é esperado um decréscimo
de até 20% na concentracao de Mo(VI), assumindo-se o valor de 3,0ug/L
como o correto para o estudo realizado. Entretanto, na regiao demarcada
o decréscimo do sinal em relagdo a concentracdo de Mo(VI) é de no
maximo 7%, e isto se ocorrer a combinacao de ferro e fosfato necessarias
para a interferéncia.

Comparando-se os resultados dos estudos multivariados com os
univariados, observou-se que o método & muito mais resistente a acao dos
interferentes, e que as razdes Fe/Mo(VI) e P/Mo(VI) podem chegar a
valores iguais a 8000 e 136000 respectivamente na célula voltamétrica.

Desta forma, resolveu-se pela aplicacao e uso do STHS nas
determinacdes de molibdénio em extratos de plantas, sem a preocupacao
da interferéncia de fosfato e ferro, e sem a necessidade do uso de
procedimento de pré-concentragdao ou separacdao. E elaborou-se um
protocolo analitico descrito no Apéndice-1 para a determinacao de Mo(VI)

em plantas.

II1.8 — Determinacao direta de molibdénio em plantas

De acordo com os estudos de misturas e dos interferentes realizados
propOe-se efetuar a determinacao de molibdénio em amostras de plantas,
respeitando-se as condigdes otimizadas e os limites pertinentes ao sistema
ternario. Para tanto, seguiram-se as etapas descritas na Parte
Experimental e, nestas condicdes, procedeu-se a determinacgdo
voltamétrica de Mo(VI).

As amostras foram pesadas de acordo com o procedimento padrao

do Instituto Agronémico de Campinas que utiliza 1,000 g de matéria seca
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e moida nas determinaces. As plantas foram calcinadas a 500°C e
mineralizadas na seqiiéncia com HCI.

Para validar os resultados foram utilizados os valores da faixa de
aceite e mediana fornecidos pelo programa interlaboratorial IPE, e estes
foram comparados com os resultados obtidos por voltametria adsortiva em
STHS e por determinacdes efetuadas com forno de grafite. Entretanto,
devido ao procedimento de abertura adotado, para algumas determinagoes
com o forno de grafite fez-se necessario o uso da técnica de adicao de
padrao, fazendo-se a comparacao dos resultados obtidos pelo forno com
os voltamétricos e com a faixa de aceite e mediana fornecidos pelo IPE.

Na Tabela-20 sdao mostrados resultados pertinentes as
determinagdes de Mo(VI) pelos métodos voltamétricos e FGAAS, e neles
observam-se que os resultados obtidos por voltametria sao muito bons,
apresentando um baixo desvio entre as replicatas, e estes resultados
relativos a 1,000 g de amostra, apresentam também valores préximos da
mediana fornecida pelo IPE, ou seja, o método voltamétrico é muito
preciso nas determinagbes de amostras de plantas, seguindo o
procedimento de abertura utilizado pelo IAC.

A determinacao de ferro e fosfato faz parte dos procedimentos de
analises de rotina e, nestas condicdes, o ferro é encontrado na faixa de
150 a 600 mg/kg e o fosfato de 5 a 15 g/kg, o que possibilita a
determinacao voltamétrica de molibdénio com o sistema ternario
homogéneo de solventes, utilizando uma aliquota apropriada do extrato de
planta diretamente no STHS, sem a necessidade de se remover o0s
interferentes.

Caso a concentracao dos ions interferentes seja muito mais alta que
os valores normalmente encontrados, deve-se considerar uma etapa de
diluicdo da amostra. Uma outra situacdao a ser considerada é quando a

guantidade de molibdénio na amostra é muito pequena, neste caso pode-
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se utilizar 2,000 g de amostra para realizar a analise, entretanto, deve-se
observar os niveis de concentracdao dos interferentes para que estes nao
atuem na determinacao. O procedimento de abertura de amostra do IAC,
toma 1,000 g de amostra seca de planta para a analise. Porém, em alguns
casos onde os valores de molibdénio sdo muito baixos pode-se utilizar
2,000 g. Entretanto essa ndo é uma pratica recomendavel para o STHS,
visto que todo o planejamento foi efetuado considerando-se os valores de

macro e micro nutrientes presentes em 1,000 g de amostra de planta.

Tabela-20: Resultados das determinacdoes voltamétricas de molibdénio
efetuadas com amostras de plantas do programa IPE, comparados com os
valores da mediana faixa de aceite fornecidos pelo IPE, e os resultados
fornecidos por FGAAS.

Método Faixa de

IPE (plalftr:)o[sz:lao] voltamétrico® FGAAS® aceite Mediana

[Mo(VI)] ug/kg __ 9/*9 ape)  (IPE)

100(grama-GR94)[2000] 1556 + 9 1217-1903 1560
145(raiz-valeriana)[2000] 832+ 2 401-1295 848
146(grama)[2000] 1825 + 10 2306 + 352  1263-2399 1826
147(grama)[2000] 793 + 3 994 + 216  537-1079 808
678(palmeira)[1997] 144 + 4 142 + 42® 48-208 128
980(gerbera)[2000] 393+ 3 256-526 391

883(Cravo)[1996] 1991 + 6 1953 + 167 1661-2293 1977
100(grama-GR94)[2000]® 1413+ 4 1653 +55  1217-1903 1560
119(roseira) [2000]¢ 381 + 4 489 + 21 252-533 393

146(grama)[2000]© 1731+5 2083 +85  1263-2399 1826
147(grama) [2000]( 731+5 877 + 19 537-1079 808
148(lucerne-91) [2000]® 353+ 4 439 + 28 205-477 341
158(Eucalipto) [2000](® 32+1 ND* 0-99 36

*ND = Nao detectado.

@ Determinagdes efetuadas em triplicata.
®) valores encontrados pelos procedimentos utilizando adicdo de padrao.

(© Determinacgdes efetuadas com dois gramas de amostra aberta.
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Nas medidas realizadas com 2,000 g de material vegetal
encontraram-se para a maior parte das amostras, resultados distantes da
mediana. Tal fato é explicado em funcdao de como foi conduzido o
planejamento, que considerou desde o inicio a presenca de fosfato e ferro
contidos em 1,000 g de material calcinado e mineralizado com HCI, e que
apresentou um volume final de 50 mL. Ao serem utilizados 2,000 g
dobraram-se os valores de Mo(VI) e também o dos interferentes, que
acabaram por influenciar nos resultados. As amostras 119, 148 e 158
apresentaram resultados préximos a mediana, pelo fato de possuirem
concentracoes de ferro e fosfato que nao extrapolaram os valores
utilizados no planejamento fatorial, como pode ser observado na Tabela-

21, e desta forma nao interferiram na determinacdo de molibdénio.

Tabela-21: Valores de mediana e desvios absolutos das medianas fornecidos
pelo IPE para as espécies interferentes encontradas em amostras de plantas e
utilizadas neste trabalho.

Amostra Fe P (como fosfato)®

IPE (planta) [ano] mg/kg g/kg
100(grama-GR94)[2000] 551 + 28 11,9+0,4
145(raiz-valeriana)[2000] 1324 + 132 15,2 +0,2
146(grama)[2000] 851 + 59 10,4 + 0,3
147(grama)[2000] 765 + 32 10,0 + 0,3
678(palmeira)[1997] 89,7+7,7 51+0,2
980(gerbera)[2000] 179+ 9 13,5+ 0,5
883(Cravo)[1996] 1219 + 67 21,4+ 0,5
119(roseira) [2000] 97,6 + 7,4 5,8+ 0,2
148(lucerne-91) [2000] 230 + 15,5 7,1+£0,2
158(Eucalipto) [2000] 187 + 14 3,6 0,1

@ Os valores originais sdo reportados em mmol/kg de P.
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Os resultados obtidos, comprovaram que o método voltamétrico
pode ser utilizado para a determinacao de molibdénio em amostras de
plantas, que deve ser realizada, sempre que possivel, com a massa de

1,000 g de material de planta, de acordo com o planejamento efetuado.

Essas determinacdes, além de comprovar a eficiéncia do método,
mostraram a importancia de se efetuar um estudo multivariado, que
permite conhecer as melhores condicdes para a determinacao de um
elemento em particular, no caso, o molibdénio em matrizes complexas,
como ocorre com solos e plantas, e na presenca de inumeros

interferentes.

O estudo multivariado comprovou definitivamente que existe
interferéncia dos ions na determinacdao de molibdénio, e que esta pode
comprometer o resultado final. Porém, essa interferéncia ocorre quando as
concentracdes dos ions metdlicos apresentam niveis muito altos em
relacdo aos valores encontrados em plantas. E a interagcao dos
interferentes entre si, mostrada pelo estudo multivariado e visualizada na
Figura-20, também ajuda a minimizar a interagao, justificando mais uma

vez a sua aplicacao nos estudos realizados.

II1.9 - Determinacao de molibdénio em complexos polivitaminicos

e poliminerais utilizando o STHS

Utilizando-se das mesmas condicgdes do STHS adotadas na
determinacao de plantas, efetuaram-se as leituras dos complexos
polivitaminicos.

Resolveu-se realizar a determinacdo de molibdénio neste tipo de

matriz, pelo fato de que ela possui grande quantidade de outros elementos
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componentes do medicamento como por exemplo o ferro e o fosfato, que
sao considerados interferentes na deteccdo de molibdénio. E de acordo
com outros métodos, faz se necessario o uso de técnicas de separagao
e/ou pré-concentracao (Vartak e Shinde, 1996 e Bagur et al., 1995). E
considerando-se as dificuldades envolvidas e os bons resultados obtidos
com as amostras de plantas, resolveu-se utilizar o método desenvolvido
para a determinacdo de molibdénio empregando o STHS neste tipo de
amostra. Os resultados obtidos foram validados comparando-se com o0s
valores do fabricante e utilizando-se o teste de dopagem das amostras
com 100 pg/L de Mo(VI) e verificando-se o sinal recuperado para cada
uma. Efetuou-se também a determinagdo por espectrometria de absorcao
atdmica com forno de grafite nas condicdes descritas na Parte
Experimental.

Nestas condicdes obtiveram-se os resultados exibidos nas Tabelas-
22 e 23, evidenciando que o método voltamétrico possibilita a
determinacao de molibdénio nas amostras de complexos polivitaminicos de
forma mais simplificada que outras existentes na literatura (Henning et al.,
2000), visto que nao se utilizou nenhuma etapa de separacdo ou pré-
concentracao e que bons resultados foram obtidos nas determinagoes
diretas, e que estes sdo compativeis com os resultados do forno de grafite

e com os resultados dos testes de recuperacgao.

Tabela-22: Valores percentuais obtidos pelo teste de dopagem e recuperacgao
das amostras comparadas com os resultados obtidos pelo método voltamétrico.

Método Molibdénio Mo(VI) Total Valor
Amostra Voltamétrico adicionado detectado recuperado
(rg/9) (rg/g9) (rg/9) (%)
1 227,3 +4,0 100,0 326,9 + 4,5 99,7
2 78,5+ 2,0 100,0 178,3+1,1 99,8

3 48,9 + 1,6 100,0 149,1 £ 2,2 100,2
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Tabela-23: Determinacdoes de Mo(VI), pelo método voltamétrico, forno de
grafite emitidos em ug/g de comprimido, comparados com os valores
apresentados pelo fabricante.

Método Valor do
Amostra Voltameétrico Mo(\(IIg) /Fg(;AAS fabricante
(rg/9) . (29/9)®
1 227,3+4,0 221,7 £ 6,9 225,5
2 78,5+ 2,0 80,4 + 3,8 79,1
3 48,9+ 1,6 49,5+ 0,75 40,6

@ Valor de concentragdo relativo a 1,000 g, calculado a partir da massa aferida de cada
comprimido e do valor de concentracdao mencionado no rétulo pelo fabricante.

Os percentuais obtidos pelo teste de recuperagao atestam a exatidao
do método quanto a concentragao do elemento na amostra, e isto pode ser
visto nas Figuras-21, 22 e 23 que mostram os voltamogramas das
amostras puras e acrescidas de 100 pg/L de molibdénio, e nos resultados

exibidos na Tabela-23.
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Figura-21: Voltamogramas da amostra-1 pura e quando acrescida de 100/ug
de Mo(VI).
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Figura-22: Voltamogramas da amostra-2 pura e quando acrescida de 100/ug
de Mo(VI).
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Figura-23: Voltamogramas da amostra-3 pura e quando acrescida de 100/ug
de Mo(VI).

Estes resultados demonstram a que o método de determinagao
utilizando o STHS desenvolvido para plantas pode ser aplicado para

outros tipos de matrizes, sem que as medidas sejam comprometidas.
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IV - Consideracoes finais

O método desenvolvido mostrou-se simples, preciso e bastante
reprodutivel na determinacao de Mo(VI) para as diferentes matrizes a que
foi aplicado, apresentando além das caracteristicas ja mencionadas, o fato

de nao necessitar de etapas de separagao ou pré-concentragao.

Os procedimentos de otimizacao foram realizados com sucesso
gracas aos seguintes fatores: o uso da voltametria adsortiva de
redissolugao (AdSV), o uso de uma mistura de reagentes na forma de um
sistema ternario de solventes (STHS), o uso do agente complexante aBO e
o emprego de estudos multivariados. A uniao desses fatores fez com que o
método desenvolvido apresentasse resultados 1000 vezes superiores aos

conseguidos por Gao e Siow (1996a).

Vale ressaltar a importadncia dos estudos multivariados realizados,
pois sem eles a obtencao da melhor mistura do STHS e a compreensao da
interferéncia de ferro e fosfato nas determinacdes de molibdénio, nao
teriam sido atingidas da forma rapida e conclusiva mostrada no decorrer
deste trabalho. E este fato contribuiu para que o método aqui apresentado
possuisse a sensibilidade e confiabilidade demonstrada nas medidas
realizadas no decorrer deste trabalho. E de acordo com o0 que se pode
observar nas diversas anadlises efetuadas em matrizes complexas a
determinacao de Mo(VI) com o uso da AdSV e o STHS, este método pode
ser aplicado em laboratérios de anadlises de rotina de plantas, podendo

ainda ser estendido para agos e complexos vitaminicos.
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APENDICE - I

Protocolo analitico: Determinacao de Mo(VI) em
amostras de plantas utilizando voltametria adsortiva de

redissolucao

O molibdénio é considerado um elemento essencial para plantas, que
dependem da sua presenca para efetuarem diferentes processos
metabdlicos e enzimaticos, atuando principalmente na fixacdo de
nitrogénio e em alguns processos fisioldgicos. O molibdénio participa
ativamente como integrante dos processos enzimaticos que envolvem a
nitrogenase, a redutase de nitrato e oxidase de sulfato, estando também
relacionado com o transporte de elétrons no processo de varias reagdes
bioquimicas. A falta de molibdénio no solo pode ocasionar uma menor
sintese da enzima nitrogenase, com conseqiente reducdao da fixagao
bioldgica do nitrogénio pelos vegetais. Por essas razbes é importante
conhecer o teor de molibdénio em solos e plantas.

O método desenvolvido por de Andrade et al.(2001) para a
determinacao de Mo(VI) em amostras de aco, utilizando a técnica de
voltametria adsortiva de redissolucdo, mostrou-se extremamente sensivel
para o analito em questdao, apresentando uma faixa linear de 0,20 a 10
ng/mL na célula polarografica. Com base nos valores exibidos nesta faixa
de concentracdao e na alta sensibilidade e reprodutibilidade demonstrada
pelo trabalho realizado com as amostras de ago, propds-se a aplicacao do

método para amostras de plantas, efetuando-se algumas alteragdes em
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funcdo da matriz a ser analisada. E fato conhecido que, determinacdes
empregando técnicas eletroquimicas sao pouco utilizadas em laboratérios
de anadlises de rotina de solos e plantas, onde é mais comum o uso de
métodos que empregam técnicas espectrofotométricas (van Raij, et al.,
2001). Porém, esses métodos, na sua maioria, necessitam de etapas de
separagdo e pré-concentracdo para determinar niveis baixos de
concentracao de molibdénio, o que os torna extremamente trabalhosos.
Salienta-se no entanto, que além da determinacao com forno de grafite,
ndo se encontrou referéncia a métodos desenvolvidos que consigam
detectar molibdénio nos niveis de concentracdao obtidos pelo método aqui
apresentado.

Visando o maior entendimento do método e sua utilizacdo por parte
do usuario, este sera descrito seguindo a ordem de execugao, a saber:
Abertura de amostras, seguido do preparo das solugdes para uso diario e
padrdes, preparo do sistema ternario, utilizagdo correta do equipamento,
utilizacdo do software e ajustes necessarios para uma boa determinacgao,
leitura da curva de calibragdao e determinacbes em amostras reais do

analito.

I - Abertura de amostras

As amostras que serdo submetidas a analise devem ser lavadas com
dgua destilada e deionizada, secas a 60°C até peso constante, moido em
moinho tipo Willey e passadas em peneira com malha de 1 mm (16 mesh).
A fracdo de amostra que passa por essa peneira é armazenada para
analise. Caso seja oportuno, deve-se proceder a nova secagem e moagem

do material vegetal.
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Independente da origem da amostra, pesar uma massa de 1 g (com
precisdao minima de 1mg) do material vegetal em capsulas de porcelana,
sendo colocado a queimar em uma mufla por 30 minutos a 200°C com a
porta semi-aberta. Apds este tempo a porta é fechada por completo e as
amostras sofrem calcinacao por 2,5h a uma temperatura situada entre 500
- 550°C. Apods este periodo a mufla é desligada e o material sofre
resfriamento natural durante um periodo de 12h. Apds o resfriamento, as
cinzas sao umedecidas com agua deionizada, e em seguida mineralizadas
com 2 mL de HCI 6 mol/L, sob aquecimento constante em chapa

aquecedora até a evaporacao completa do acido adicionado. A segquir,

os residuos sao redissolvidos com 10 mL de HCI 2,00 mol/L
(padronizado), aquecidos e filtrados quantitativamente. O material
utilizado na mineralizagdo e o residuo retido no filtro sdo lavados com
outros 10 mL de HCI 2,00 mol/L (padronizado) e 10 mL de agua. O

filtrado deve ser recolhido em baldo volumétrico de 50,0 mL e ter o seu

volume completado com agua deionizada (Bataglia, et al., 1983).

II - Preparo das solucoes estoque e dos padroes

Solucdo estoque de o-benzoinoxima 3,240x10™* mol/L. Pesar e
dissolver 0,0185g de «-benzoinoxima P.A em 50 mL de N, N-
dimetilformamida (DMF), transferindo-se em seguida para um balao

volumétrico de 250 mL completando-se o volume com DMF.

Solugcao de trabalho de Mo(VI) 10,0 mg/L. Com uma pipeta

volumétrica ou automatica, transferir 1,00 mL da solugdo padrao estoque
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de molibdénio (1000 mg/L) para um baldo volumétrico de 100,0 mL e

completar o volume com agua deionizada.

Solucao de uso diario de Mo(VI) 1,0 mg/L. Com uma pipeta
volumétrica ou automatica, transferir 5,0 mL da solucdo de trabalho de
molibdénio (10 mg/L) para um baldo volumétrico de 50,0 mL e completar

o volume com agua deionizada.

Solucao tampao de acido acético/ acetato de sédio 0,5 mol/L. Pesar
6,8045g de acetato de sdédio P.A. e dissolver em 50 mL de &gua
deionizada, em seguida adicionar 2,0 mL de acido acético glacial,
transferindo-se o conteddo para um baldo volumétrico de 100,0 mL e
completar o volume com agua deionizada. (Esta solucao deve ser

preparada em capela)

Solucao de hidroxido de sédio 1,0 mol/L. Pesar 2,0 g de hidréxido de
sddio e dissolver em 10 ml de agua deionizada, transferir o conteldo para
um baldo volumétrico de 50,0mL, completar o volume com 4&gua
deionizada. A solucdo de NaOH é utilizada por ser de facil preparo e

apresentar boa durabilidade.

I1II - Preparo da curva de calibracao

O preparo das solugdes utilizadas na obtencao da curva de calibracao
deve seguir rigorosamente a mesma sistematica adotada no preparo das

amostras, apés a etapa de calcinacdo e resfriamento. Assim, deve-se

adicionar aos cadinhos de porcelana os volumes da solucao de preparo e
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uso diario de Mo (IV) listados no Quadro-1. Apds a execugao de todo
procedimento de abertura de amostra, 4,0 mL de cada uma dessas
solugbes serao adicionadas a composicdo de um respectivo STHS, de

acordo com o procedimento.

Quadro-1: Volumes da solugao de uso diario de Mo(VI) utilizados na obtencao da
curva de calibragao e as respectivas concentracgoes finais nos baldoes hum
volume de 50,0 mL.

Volume Mo(VI)

mL

0,10 0,20 0,40 0,80 1,60 2,00

Concentracao

2,0 4,0 8,0 16,0 32,0 40,0
Mo (VI) ng/L

Os valores de concentracao descritos no Quadro-1 correspondem em
ug/L na célula polarografica a: 0,25, 0,50, 1,0, 2,0, 4,0 e 5,0,

considerando o volume final do STHS de 32,4 mL.

IV - Preparo do Sistema Ternario Homogéneo de Solventes (STHS)

Adicionar em um frasco de vidro do tipo “snap-cap” 4,0 mL de
amostra ou da solucao da curva de calibragao. Em seguida, adicione na
ordem os reagentes:

2,0 mL de hidréxido de sédio 1,0 mol/L

1,70 mL da solucao tampdo acido acético/ acetato de sdodio 0,5
mol/L

0,80 mL de agua deionizada

Apds a adicao destes trés reagentes verifica-se o pH. Caso este

esteja em torno de 2,20 (+0,05) prosseguem-se os demais passos do
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método, caso contrario ajusta-se o pH utilizando 3 gotas no maximo de
uma base ou acido 0,1 mol/L padronizado. Vale lembrar que o pH
adotado deve ser o mesmo para todos os pontos da curva de
calibracao e amostras. Feito isto, lave o eletrodo com 5,00 mL etanol
P.A. coletando todo o residuo resultante da lavagem no frasco
snap-cap, para evitar perda de massa, a seguir adiciona-se os demais
reagentes componentes do sistema ternario.

8,00 mL de etanol P. A.

10,00 mL de N, N-dimetilformamida P. A.

2,00 ml da solugdo de a-benzoinoxima 3,24x10™* mol/L preparada
em DMF.

Agitar vigorosamente o frasco para homogeneizar o sistema,
aguardando uns 5 minutos para que o sistema resfrie, pois a interagao dos
solventes causa ligeiro aquecimento do STHS, e apds esse tempo tem-se o
sistema pronto para a analise. O volume final do STHS é igual a 32,4 mL e

nesta condicao o pH nominal do sistema deve ser 3,5+ 0,1.

V - A Curva de calibracao

Para o levantamento da curva de calibragdao, efetuam-se os
procedimentos descritos a seguir: pipetar e transferir para a célula
polarografica 10,0 mL do STHS contendo o ponto da curva de calibragao.
Mergulhar os eletrodos na célula polarografica, e em seguida acionar o
programa de leitura, o que é feito, no caso do equipamento Radiometer,
clicando sobre a seta vermelha na barra de ferramentas na parte superior
da tela. O programa acionado, inclui as seguintes etapas: tempo de purga

de 300 s, grau de agitacdo em 400 rpm, troca de 2 gotas de mercurio no
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capilar, tempo de eletrélise em 150 s, tempo de 0,5 s para o crescimento

da gota, pulsos em intervalos de 40 ms com amplitude em 50mV.

Durante a execucao da etapa de varredura o programa comeca a tracar
um grafico de corrente (i em pA) contra potencial (E em mV). O programa
finaliza com a obtencdao completa do voltamograma em um gréfico
potencial (E = mV) contra corrente (i = pA). Apds a varredura o programa
ird solicitar um nome para o grafico, para que o mesmo seja salvo,
recomenda-se criar um nome que ajude na identificagdo amostra ou do
ponto da curva de calibracdao. O pico do complexo Mo-aBO ocorre em torno
de -1260 mV, o valor da corrente relativo ao pico neste potencial sera
usado para elaborar a curva de calibragago em cada um dos pontos

apresentados no item IV.

Assim, trabalha-se os resultados em um grafico de corrente (i)
contra valores de concentracao de Mo(VI) na célula polarografica e ajusta-
se a curva, o que geralmente é feito utilizando-se o software Origin5.0 ou

similar. Um exemplo de curva é apresentado na Figura-A.
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Figura-A: Curva de Calibracao tipica para a determinacdao de molibdénio,
utilizando o STHS.

VI. Leitura das amostras

Efetuam-se as leituras das amostras de forma idéntica aos pontos da
curva de calibragdo, ou seja, pipeta-se e transfere para a célula
polarografica, 10,0 mL do STHS contendo a amostra. E a seguir efetuam-
se todos os demais passos para a aquisicao dos resultados. O pico do
complexo Mo-aBO ocorre para as amostras por volta de -1260 mV, e o
valor de corrente relativo a este pico é utilizado para determinar o valor de
concentracdo da amostra, de acordo com a curva de calibragdo, ja

elaborada.
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VII. Calculos para a concentragcdao em ng/kg de planta

A curva de calibracao fornece uma equacao do tipo [Mo(VI)]/(ng/L)
contra o sinal analitico corrente i/(uA). E pela equagdao-a obtém-se a

concentracao de molibdénio na amostra [A].

[Planta] = (([A]*32,4)/(4 * 50))*1000 (equacdo-a)

onde: 1000 é o fator de conversdo para 1 kg, 50 é o volume final da
amostra mineralizada com HCI; 32,4 é o volume final do STHS; 4 é o
volume da amostra utilizado na montagem do STHS e [A] é a
concentragdo de molibdénio encontrada no STHS em fungdo do sinal
analitico e [Planta] é a concentracdo final de molibdénio em pg/kg de
planta.

VIII - Cuidados operacionais obrigatorios

Procedimentos obrigatorios antes de ligar o equipamento

Limpeza da célula polarografica: A célula polarografica deve ser
limpa antes e nos intervalos entre as determinacdes efetuadas para
obtencao da curva de calibracao ou leitura das amostras. Para tanto,
procede-se a uma limpeza com agua deionizada em abundéancia, seguida
por uma lavagem com uma solucao de HNOs; 10%, e finalizando com

lavagens sucessivas com agua deionizada em abundancia. Usar

novamente a célula somente apdés estar completamente seca.

Limpeza dos eletrodos: Lavar os eletrodos com agua deionizada

em abundancia utilizando uma piceta, e seca-los bem com lencos de
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papel, que devem ser descartados apdés o uso, esta limpeza deve ser

efetuada com extremo cuidado.

IX - Descricao e utilizacdao do Polaréografo Radiometer

O Polarégrafo
As medidas voltamétricas sdo efetuadas em um polarografo Radiometer

modelo POL 150 acoplado a um stand polardégrafo Radiometer modelo
MDE 150, constituido por trés eletrodos: o eletrodo gotejante de
mercurio (EGM) como eletrodo de trabalho; o eletrodo de Ag/AgCl, KCI
saturado como eletrodo de referéncia e um fio de platina como eletrodo
auxiliar (ver Figura-B). O polarografo é acoplado a um
microcomputador, que possui como software o programa Trace Master
versao X9737-2.03, que é utilizado para o registro e aquisicdo das

medidas.

Eletrodo de platina

»Eletrodo de Mercurio
/ / »Eletrodo de Ag/AgCI

»Entrada de N,

/

Agitador

Figura-B: Esquema de uma célula polarografica com seus respectivos eletrodos

A técnica empregada é a de voltametria de adsorsdao de pulso
diferencial que estd baseada na relagdo existente entre corrente e
potencial, durante o processo de eletrdlise, onde o potencial aplicado entre

os eletrodos proporciona a reducao ou oxidacdo de uma espécie quimica,
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ocorrendo todas essas etapas em uma célula eletroquimica. A célula é
composta pelo eletrodo de trabalho, onde ocorre a eletrdlise, o eletrodo de
referéncia, que mede o potencial referente ao eletrodo de trabalho e o
eletrodo auxiliar, que permite a passagem de corrente durante a eletrodlise.
Os demais parametros sdo usuais e referem-se a amplitude de pulso e

velocidade de varredura mantidos em 50 mV e 5 mV/s, respectivamente.

Procedimento para ligar o polarografo

Ligando o polarégrafo.
Ligar o microcomputador, aguardando que todas as fungdes deste
estejam ativas. Ligar a interface e o stand polarografico, aguardando o OK

para acionar o software Trace Master 5 para iniciar as determinacoes.

Ajuste da pressao de gas.

Abrir a valvula principal do gas nitrogénio, ajustar a pressao de saida
do gas em 2,0 bar e a pressdo do capilar de mercurio em 0,6 bar. Ajustar
manualmente o borbulhar de N, para que as bolhas saiam de modo
continuo e constante. Em seguida acesse o programa software Trace

Master 5 que controla todas as agdes e comandos do equipamento.

Utilizacao do software Trace Master 5

O Trace Master 5 € um programa da plataforma Windows, é iniciado
via mouse com dois cliques sobre o seu icone de apresentagdo. Assim que
o programa é iniciado o operador deve ‘abrir’ o método com as condicoes
ajustadas para a determinacao do elemento de interesse, no caso o

molibdénio.
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Definindo as condigoes do método:

Clique no icone Methods, em seguida clique em new.

O programa ira apresentar uma janela com o titulo Untitled 1.

Cliqgue novamente no icone Methods, clicando em seguida em save as,
ird aparecer uma janela onde o operador nomeara o método da forma
mais pratica possivel, por exemplo: MoAmos.blk, a operacao é concluida
acionando-se a tecla OK.

As condicoes de operacdao do método sdao definidas para execugao com o
software, de acordo com as etapas a seguir:

Clique no icone Parameters, clicando a seguir no icone Initial Data. Ira
aparecer uma janela em que o operador adicionara informagoes
pertinentes ao método, a saber:

Title (informacdes a respeito do método de determinacdo) Ex:
(determinacao de Mo(VI) utilizando STHS)

Chemical conditions (condicdes em que a determinacao é efetuada) Ex:
(STHS = DMF:Etanol:Agua + ABO)

Sample reference (Tipo de amostra a ser analisada) Ex: (plantas)
Operator (nome do operador) Ex: (Joao)

Os demais itens da janela nao precisam ser preenchidos. Clique em OK e
novamente cliqgue Parameters, clicando a seguir em Operations
conditions. Ird aparecer a janela onde 4 condicdes de operacdo serao
inseridas para serem utilizadas na determinacao, a saber:

Na janela Operations conditions, indique o eletrodo MDE stand e a
técnica ASV/CSV. Em seguida clique no icone Cell parameters. Nesta
etapa serdao ajustados os parametros de cela.

Na janela Cell parameters indique os seguintes parametros:

Em Electrodes indique: Hanging Mercury Drop Electrode.



111

Em Number of drops indique: 2.

Em Stirring rate (rpm) indique: 400.

Em Purge time indique: 300s.

Em Electrolysis t. indique: 150s.

Em Waiting time indique: Os.

Em Growth time indique: 0.5s.

Em Pulse duration indique: 40 ms.

Em Pulse amplitude indique: 50 mV.
Clique em OK , o programa voltard a janela Operations conditions.
Cliqgue novamente OK e salve o método.
Na janela Signal parameters indique os seguintes parametros:

Em Techinique indique : Differential pulse polarography.

Em Minimum currente range indique: 100 nA.

Em Maximum current range indique: 1 mA.

Em E initial indique: -1150 mV.

Em E final indique: -1260 mV.

Em Step duration indique: 1s.

Em Step amplitude indique: 5 mV.

Em Pulse duration indique: 40 ms.

Em Pulse amplitude indique: 50 mV.
Cliqgue em OK, o programa voltard a janela Operations conditions.
Cliqgue novamente OK e, em seguida salve o método.
Verifique se todas as outras condicoes do equipamento estao em ordem,
em caso afirmativo clique sobre o icone seta vermelha cheia.
Caso ja tenha iniciado a determinacdo e perceba que algo esta errado
clique no icone “mao” (em forma de palma) parando imediatamente a

analise, reiniciando o procedimento assim que o erro esteja corrigido.
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