UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DETERMINACAO DE MOLlBDENIO EM PLANTAS
COMBINANDO MICROEXTRACAO E ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA

Jenny Andrea Oviedo Villamizar *

Dissertagcdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencédo do titulo de MESTRE
EM QUIMICA, é&rea de concentragio:
QUIMICA ANALITICA.

Orientador: Prof. Dr. Joaquim de Araujo Nébrega

* Bolsista CNPq

Sao Carlos — SP
2012



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

096dm

Oviedo Villamizar, Jenny Andrea.

Determinag&o de molibdénio em plantas combinando
microextracao e espectrometria de absorgcéao atdmica em
chama / Jenny Andrea Oviedo Villamizar. -- S&o Carlos :
UFSCar, 2012.

51f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2012.

1. Quimica analitica. 2. Molibdénio. 3. Microextragdo. 4.
Espectroscopia de absorgao atbmica. 5. FAAS. I. Titulo.

CDD: 543 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de T, ecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Mestrado Académico

Assinaturas dos membros dg comissdo examinadora que avaliou e

aprovou a defesa de dissertagdo de Mestrado Académico da candidatg J enny

Andrea Oviedo Villamizar, realizada em 16 de agosto de 20]2:

R ook Tibiti

U Prdf. Dr. J oaquim de Aratijo N(’ﬂ)rega

Prof. Dr. Fabio Rodrigo Piovezani Rocha

/%Q_ %%wh /il
\-Prof. Dr. Ed

enir R«drigues Pereira Filho



“La vida no es la que uno vivio,
sino la que uno recuerda y como la

recuerda para contarla”

Gabriel Garcia Marquez



Dedicado aos meus pais, Arnulfo Oviedo e Luisa
Villamizar e meu irm&o Diego por toda ajuda e

motivagao de sempre.



AGRADECIMENTOS

A Deus por todas as coisas maravilhosas que me foram concedidas e a
todas as pessoas e amizades que ajudaram no desenvolvimento deste trabalho, em
especial:

Ao Prof. Dr. Joaquim de Araujo NObrega pela orientacdo, confianca,
conselhos e oportunidades.

Aos Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho e Dra. Ana Rita de Araujo
Nogueira pela ajuda, sugestdes e orientacao recebida.

A Dra. Lucimar Lopez Fialho pela parceria, amizade, sugestdes e
colaboracao no decorrer deste trabalho.

Aos meus pais, Arnulfo e Luisa, meu irmao Diego e minha avdo Ramona,
0S seres mais especiais e importantes que me apoiaram sempre.

Ao Jorge Armando Ardila Quintero pela linda amizade, paciéncia,
compreensao, carinho e ajuda incondicional.

Aos colegas do Grupo de Andlise Instrumental Aplicada (GAIA), Aline,
Alex, Ana Beatriz, Carla, Carol, Clarice, Erica, George, Jozemir, Luana, Poliana,
Raquel, Renata, Sidnei, Silmara e Tatiane pelo companheirismo e momentos
agradaveis.

Aos meus amigos, Lady Nifio e Juann pela amizade e 0s inesqueciveis
momentos compartilhados.

Ao Dr. Kelber Miranda pela amizade, ajuda e conhecimentos recebidos
com relacdo ao equipamento e acessorios empregados neste trabalho.

A M. Sc. Amanda Dantas pela amizade e colaboracdo durante todo meu
trabalho de pesquisa.

Ao Dr. Gilberto Batista Souza pela ajuda e as amostras de plantas
concedidas.

Aos colegas do Departamento de Quimica pelo companheirismo.

Aos professores do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da UFSCar
pelos conhecimentos e formacgéao recebida.

Aos funcionarios do DQ/UFSCar e as secretarias Ariane, Cristina e Luciani
pela atencao, ajuda e paciéncia.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pela bolsa concedida.

Aos membros da banca pelas correcdes e importantes sugestoes.

Ao Brasil pela oportunidade de estudar e por todos os beneficios
recebidos.

A todos os que de qualquer maneira me ajudaram nesta valiosa

experiéncia.

A todos,
Muito obrigada



vi

LISTA DE ABREVIATURAS

[Hmim][Tf 2N] - (21-hexil-3-metilimidazolio bis (trifluorometilsulfonil) imida) [(1-hexyl-3-

methylimmidazolium bis (trifluormethylsulfonyl) imid)]

AAS - Espectrometria de Absorcédo Atdmica (Atomic Absorption Spectrometry)

APDC - Pirrolidinoditiocarbamato de Amoénio (Ammonium Pyrrolidinedithiocarbamate)
BPHA - N-benzoil-N-fenilhidroxilamina (N-benzoyl-N-phenylhydroxylamine)

DLLME - Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (Dispersive Liquid-Liquid

Microextraction)

ETAAS - Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Atomizacdo Eletrotérmica

(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry)

FAAS - Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama (Flame Atomic Absorption

Spectrometry)

FI - FAAS - Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama Acoplada a Sistema de

Injecdo em Fluxo (Flow Injection Flame Atomic Absorption Spectrometry)

FO - LADS - Espectrofotbmetro com fibra éptica e arranjo linear de detectores (Fiber

Optic - Linear Array Detection Spectrophotometry).

GC - UECD - Cromatografia Gasosa com Microdetector de Captura de Elétrons (Gas

Chromatography Micro Electron-Capture Detector)

GFAAS - Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacdo Eletrotérmica em

Forno de Grafite (Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry)
HFME - Microextracdo com Fibra Oca (Hollow-Fiber Microextraction)

HG - AFS - Espectrometria de Fluorescéncia Atdbmica com Geracdo de Hidretos

(Hydride Generation Atomic Fluorescence Spectrometry)

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High-Performance Liquid
Chromatography)



vii

HR - CS FAAS - Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama com Fonte Continua
e Alta Resolucdo (High-Resolution Continuum Source Flame Atomic Absorption

Spectrometry)

ICP OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente

(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)

ICP - MS - Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (Inductively

Coupled Plasma Mass Spectrometry)

IUPAC - Uni&o Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry)

LC - MS - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (Liquid

Chromatography-Mass Spectrometry)

LLE - Extracdo Liquido-Liquido (Liquid-Liquid Extraction)

LOD - Limite de Deteccao (Limit of Detection)

LOQ - Limite de Quantificagao (Limit of Quantification)

LPME - Microextracdo em Fase Liquida (Liquid Phase Microextraction)

PAN - 1-(2-Piridilazo)-2-Naftol (1-(2-Pyridylazo)-2-Naphthol)

PFOS - Anion Sulfonato de Perfluorooctano (Perfluorooctane Sulfonate Anion)
RSD - Desvio Padrao Relativo (Relative Standard Deviation)

SDME - Microextragdo em gota suspensa (Single-Drop Microextraction)

SFODME - Microextragdo em Gota Organica Solidificada (Solidified Floating Organic

Drop Microextraction)
SME - Microextragdo com Solvente (Solvent Microextraction)
TTA - 2-tenoiltrifluoroacetona (2-thenoyltrifluoroacetone)

USAE - Emulsdo Assistida por Ultrassom (Ultrasound-Assisted Emulsification
Extraction)



viii

USAE - SFODME - Microextracdo em Gota Organica Solidificada por Emulsdo Assistida
por Ultrassom (Ultrasound-Assisted Emulsification Solidified Floating Organic Drop

Microextraction)

VA - SFODME - Microextragdo em Gota Organica Solidificada Assistida por Vortex

(Vortex - assisted Solidified Floating Organic Drop Microextraction)

VALLME - Microextragdo Liquido-Liquido Assistida por Vértex (Vortex-assisted Liquid-

Liquid Microextraction)

5-Br-PADAP - 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol [2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5
diethylaminophenol]

8 - HQ - 8-hidroxiquinolina (8-hydroxyquinoline)



TABELA 3.1

TABELA 3.2

TABELA 3.3

TABELA 4.1

TABELA 4.2

TABELA 4.3

TABELA 5.1

TABELA 5.2

TABELA 5.3

TABELA 5.4

TABELA 5.5

TABELA 5.6

TABELA 5.7

TABELA 5.8

TABELA 5.9

TABELA 5.10

LISTA DE TABELAS

Trabalhos publicados relacionados ao procedimento SFODME ..

Trabalhos publicados relacionados ao procedimento USAE-
SFODME ...ttt

Trabalhos reportados na literatura sobre determinagdo de Mo em

PIANTAS ...
CondigcBes experimentais Por FAAS .........uuviviviiiiiiiiiiiiineiinennnnnannnes

Programa de aquecimento para digestdo acida assistida por

radiacdo micro-ondas (UItraWaVe) .............eeeeeeimimiminmeiiiiiiiiiiininnnenee

Programa de aquecimento para digestdo acida assistida por

radiacdo micro-ondas (EthOS) .......ccooooviiiiiiiiiiiie,

Condicbes de reducdo de Mo e sinais de absorbancia obtidos por

Efeito da concentracdo de KSCN sobre o0s sinais de absorbancia
obtidos POr FAAS ...,

Efeito da concentracdo de 8-HQ sobre o0s sinais de absorbancia
obtidos POr FAAS ...,

Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2% .............c.ccceuvee....
Condicdes experimentais e resultados do planejamento fatorial 2
Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2* .............c.ccceuvee...
Condicdes experimentais e resultados do planejamento fatorial 2*
Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2° ............c.c.cocoe.e....
Condicdes experimentais e resultados do planejamento fatorial 2°

Condigdes otimas de extracdo de Mo por VA-SFODME ................

10

12

14

17

21

22

25

25

27

28

29

30

30

31

32



TABELA 5.11

TABELA 5.12

TABELA 5.13

TABELA 5.14

TABELA 5.15

Parametros das curvas analiticas obtidas a partir de solucdes em
meios aquoso e organico e medidas por FAAS usando

nebulizacdo continua e discreta ...........cccccoeeeeeiiiii 36
Parametros analiticos do procedimento desenvolvido ................... 38

Teores médios e desvios padrao (n = 6) dos digeridos obtidos por

digestdo acida assistida por radiagcdo micro-ondas (UltraWave) ... 39

Teores médios e desvios padrao (n = 8) dos digeridos obtidos por

digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (Ethos)............ 39

Procedimento oficial frente ao procedimento desenvolvido para a

determinacdo de Mo em plantas ...............eeeueviviemiinimiiniii. 40



FIGURA 3.1

FIGURA 3.2

FIGURA 3.3

FIGURA 4.1

FIGURA 4.2

FIGURA 5.1

FIGURA 5.2

FIGURA 5.3

FIGURA 5.4

FIGURA 5.5

FIGURA 5.6

Xi

LISTA DE FIGURAS

Deficiéncia de Mo em fruto de uva [1] ..ccooooeeeeiiiiiiiee e, 8
Procedimento USAE-SFODME ... 11
Procedimento oficial para a determinacdo de Mo em plantas .......... 15
Sistema de aspiragao diSCreta .......ocvvvvveiieiiiiiiieeeeeeeeee e, 18
Complexo Mo-8-HQ [71] ..ceoeiieiiiiiiieeeeeeeeeeee e 20
Efeito dos tempos de complexacdo com KSCN (acido ascérbico:

2% m v*, HCl: 0,5 mol L™, KSCN: 1 mol L) sobre os sinais de
absorbancia obtidos por FAAS ... 26

Efeito dos tempos de complexacdo com 8-HQ (8-HQ: 0,5% m v,

tampé&o acetato: pH 4,75) sobre os sinais de absorbancia obtidos

POI FAAS e 27
Absorbancia integrada em funcao do volume discreto injetado ....... 33
Perfis dos sinais analiticos obtidos para Mo para diferentes
volumes de injecdo (tempo de leitura = 10S) .......cevvvvvvvvrrrnrrenenennnnnns 34
Desvio padréo relativo em relacdo ao volume de injecdo discreta
(LI ) R U 34
Curvas analiticas de calibracdo: (A) em meio aquoso com

nebulizagdo continua, (B) em meio aquoso com nebulizagdo
discreta, (C) em meio organico com nebulizagdo continua e (D) em

meio organico com nebulizag@o discreta ..., 35



Xii

RESUMO

DETERMINACAO DE MOLIBDENIO EM PLANTAS COMBINANDO MICROEXTRACAO
E ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento para a determinacéo de
baixas concentragcdes de molibdénio em plantas utilizando a espectrometria de
absorcdo atébmica em chama (FAAS). A baixa sensibilidade tipica de medidas em
chama para elementos refratarios e os baixos teores de molibdénio em plantas exigem
uma etapa prévia de pré-concentracdo. O procedimento proposto foi baseado no
meétodo de microextracdo em gota organica solidificada. Esse método foi escolhido com
base em sua simplicidade, o alto fator de enriquecimento que pode ser atingido e o
baixo consumo de solvente extrator. Como o0 procedimento escolhido envolve
microvolumes, foi estudado o efeito da introducdo discreta de volumes no FAAS. Os
seguintes parametros de extracdo foram investigados: tipo e concentracdo de agente
complexante, tipo e volume de solvente, uso de ultrassom e voértex no processo de
extracdo e o efeito da nebulizacdo discreta. Todos esses parametros foram avaliados
considerando-se seus efeitos sobre a sensibilidade e os efeitos mais criticos foram
observados para o tipo de agente complexante, uso de agitacdo por vortex e uso da
nebulizac&o discreta. Previamente ao processo de microextracdo foram otimizadas as
condicdes de complexacdo de Mo. Uma concentracdo de 0,5% m v’ de 8-
hidroxiquinolina, pH 4,75 ajustado com tampéo acetato e um tempo de 10 min foram as
condicdes ideais de complexacdo. No processo de microextracdo, o maior fator de
enriquecimento foi obtido com 60 uL de 1-undecanol sob agitagdo com vortex por 2 min.
Ao combinar o processo de microextracdo com a introducéo discreta de amostra no
FAAS, observou-se uma melhora na sensibilidade. Um fator de enriquecimento maximo
de 67, um limite de deteccéo de 4,9 pg L™* e um limite de quantificacéo de 16,4 pg L™*
foram obtidos. A partir desses resultados, a exatidao foi demonstrada usando materiais
de referéncia certificados e efetuou-se a determinacdo de Mo em amostras de raiz e

folhas de milho.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF MOLYBDENUM IN PLANTS COMBINING MICROEXTRACTION
AND FLAME ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY

In this study, a procedure for the determination of low concentrations of
molybdenum in plants by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) was developed.
The poor sensitivity of FAAS for determination of refractory elements such as
molybdenum, and the typical low levels of this micronutrient in plants require the use of
a preliminary preconcentration step. The procedure was based on the solidified floating
organic drop microextraction strategy (SFODME). This method was selected based on
its simplicity, high enrichment factors and low consumption of organic solvents. Because
of SFODME microvolume characteristics, the effect of the discrete introduction of
samples in FAAS was studied. The following extraction parameters were evaluated: type
and concentration of complexing agent, type of solvent, solvent volume, use of
ultrasound or vortex in the extraction process, and effect of discrete nebulization. All
parameters were evaluated considering their effects on sensitivity for the determination
of molybdenum in plant samples by FAAS. The most critical effects were caused by the
type of complexing agent, the use of vortex mixing and discrete nebulization. Prior to the
microextraction procedure, Mo complexing conditions were optimized. A 0.5% m v 8-
hydroxyquinoline solution at pH 4.75 adjusted with acetate buffer and complexing time
of 10 min were the ideal experimental conditions. For the microextraction procedure, the
highest enhancement factor for Mo was obtained with 60 pL of 1-undecanol and using
the vortex mixer for 2 min. Appreciable sensitivity improvements were observed by
combining microextraction, the introduction of discrete volumes of sample, and
determination of Mo by FAAS. An enrichment factor of 67, limit of detection of 4.9 pug L™
and limit of quantification of 16.4 ug L'* were reached. The accuracy of the developed
procedure was demonstrated by determining Mo in certified reference materials. Finally,

the procedure was applied to samples of roots and leaves of corn.
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1 - INTRODUCAO

Molibdénio € um elemento trago encontrado em solos que tem um papel
importante no metabolismo do nitrogénio nas plantas, sendo requerido para
crescimento de muitos organismos bioldgicos, incluindo plantas e animais. Molibdénio é
um elemento de transicdo que pode existir em varios estados de oxidagéo variando do
elemento metalico até o oxianion hexavalente, sendo que a forma mais oxidada é a
comumente encontrada em solos agricolas. Molibdénio é utilizado por enzimas
especificas de plantas para participar em reac¢des de reducdo e oxidacdo. Algumas
caracteristicas fisico-quimicas desse elemento sdo: alto ponto de fusdo (2817 °C),
dureza, resisténcia a corrosdo e capacidade de conferir resisténcia as ligas metalicas

mesmo quando presente em baixas concentragdes [1].

Uma alta concentracdo de molibdénio em plantas pode ser prejudicial para
ruminantes, causando depressdo da absorcdo de cobre pelo figado. Por outro lado, a
deficiéncia de molibdénio em plantas eventualmente resulta em uma diminuigdo do
numero de flores e vérios distlrbios na formacdo dos 6érgaos reprodutivos. Molibdénio
também afeta o processo de autopurificacdo da agua natural. Uma concentracdo de 5
mg L™ pode inibir o processo de autopurificagcdo bioquimica e teores mais elevados

podem impedir o crescimento de alguns micro-organismos [2].

Dentre os meétodos mais comuns para determinacbes de baixas
concentragcdes de molibdénio, reportados na literatura, tém-se a espectrofotometria
ultravioleta-visivel, que é utilizada em analises de rotina, e a espectrometria de
absorcéo atdbmica em chama (FAAS), que é comumente empregada pela simplicidade e
relativo baixo custo. Contudo, a determinacdo direta de molibdénio em amostras
ambientais e de interesse agronémico é dificil devido a sua baixa concentragéao,
ocorréncia de interferéncias matriciais e formacdo de compostos de molibdénio de
natureza refrataria [3]. Porém, esses efeitos podem ser minimizados adotando etapas
de separacdao e pré-concentracao antes das medidas analiticas por FAAS. DADFARNIA
et al. (2008) desenvolveram um método de microextracdo em fase liquida (LPME) para

a determinacado de espécies inorganicas denominado microextracdo com gota organica
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solidificada (SFODME). Nesse método, um pequeno volume de um solvente organico
com ponto de fusdo proximo a temperatura ambiente € adicionado a solugdo aquosa. A
amostra é agitada, centrifugada e depois transferida para um banho de gelo visando a
solidificacdo e separacdo do solvente organico. Apos fusdo a temperatura ambiente, a

solucéo é utilizada para a determinacéo do analito [4].

Assim, considerando-se a dificuldade que existe para a determinagao
direta de molibdénio em matrizes complexas, esta dissertagdo de mestrado investigou a
associacdo da FAAS com nebulizacéo discreta e procedimento de microextracdo, como
ferramentas para melhorar a sensibilidade para a determinacdo de molibdénio em

plantas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de procedimento analitico
com potencial para aplicabilidade em anélises de rotina para a determinacéo de baixas

concentracdes de molibdénio em amostras de plantas empregando-se FAAS.

2.2 - Objetivos Especificos

» Aperfeicoar o método de microextracdo estabelecendo as melhores condi¢des para
0S seguintes parametros: tipo e concentracdo de agente complexante, tipo de
solvente, volume de solvente, uso de ultrassom ou vortex no processo de extragao,

seletividade e fator de enriquecimento;

* Investigar o desempenho analitico da nebulizagdo discreta em FAAS para a
determinacdo de molibdénio em microextratos obtidos a partir de digeridos de
plantas.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Molibdénio em plantas

Molibdénio € um elemento essencial requerido em baixas concentracdes
para o crescimento de muitos organismos, sendo que existe uma faixa estreita entre
concentragcdes que causam deficiéncia ou toxicidade. Algumas publicacbes
descreveram o papel biolégico do molibdénio como uma parte integral de um complexo
organico chamado Mo co-fator, que se une entre outros, a enzimas que participam no
metabolismo do nitrogénio (nitrato redutase), biossintese de hormoénios (aldeido

oxidase) e metabolismo de sulfeto (sulfito oxidase) [1,5,6].

As formas minerais de molibdénio encontradas em rochas geralmente sé&o
a molibdenita (MoS;), a wulfenita (PbMoQ,) e a ferrimolibdenita [Fex(MoO,4)]. Em solos
agricolas, molibdénio esta presente como diferentes complexos dependendo da
composi¢cdo quimica do solo. Molibdénio dissolvido disponivel para plantas €
comumente encontrado na forma solivel como o anion molibdato [MoO4]*. Essa
disponibilidade depende fortemente de varios fatores como, o pH do solo, a
concentracao de 6xidos adsorvedores, drenagem de agua e compostos organicos. Em

solos alcalinos, molibdénio torna-se mais soltvel e disponivel para plantas [1].

Em casos de deficiéncia, as folhas e frutos tém um menor tamanho,
apresentando clorose e manchas marrons em toda extensao da folha, surgindo regides
necrosadas na ponta da folha, que se estendem as bordas. Por ultimo, ocorre queda
prematura da folha (Figura 3.1). A deficiéncia em Mo repercute em um conteudo
anormal de nitrato em folhas e, portanto, influencia no metabolismo do nitrogénio. Por
outro lado, excesso de molibdénio em folhas pode causar toxicidade no gado ao ingerir
essas folhas. Nesse caso se produzem transtornos intestinais e molibdenose, um
distarbio que induz deficiéncias de cobre. Alguns sintomas dessa doenca sdo: animais
mais magros, com perdas de crescimento e perdas da pigmentacdo da pele. Essa
desordem pode ser controlada mantendo uma adequada relagdo Mo/Cu na dieta do

gado ou alterando a disponibilidade de molibdénio as plantas por ajustes do pH do solo.
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FIGURA 3.1 - Deficiéncia de Mo em fruto de uva [1]

3.2 - Métodos de extracéo

Devido aos efeitos de matriz e a baixa sensibilidade, etapas de separacéo
e pré-concentracao frequentemente sdo requeridas antes das medidas analiticas por
FAAS.

O método mais amplamente utilizado para separacdo e pré-concentracao
de quantidades traco de ions metalicos € a extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés
liquid—liquid extraction) [7,8]. As principais desvantagens da LLE s&o tempos longos de
trabalho e necessidade de grandes volumes de solventes organicos caros e toxicos.
Visando superar essas limitagBes, tém sido desenvolvidos novos métodos de
microextragdo nos quais se utilizam volumes pequenos de solventes organicos e,
considerando-se os fatores de pré-concentracdo atingidos, é viavel a determinacdo de

analitos em baixas concentragdes [9,10].

Idealmente, um procedimento de preparo de amostra deve ser rapido, ter
facil aplicabilidade, ter baixo custo, ser compativel com varios instrumentos analiticos,
ser passivel de simplificacdo e miniaturizagdo das etapas necessarias para 0S
procedimentos, com reducdo ou eliminacdo total dos solventes necessarios para a
extracdo e com possibilidades de automacdo. O procedimento que € comumente
empregado, e tem potencial para acolher essas caracteristicas é a microextragdo com

solvente [11,12]. Na microextracdo com solvente (SME) ou microextragdo em fase
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liqguida (LPME), a extracdo normalmente ocorre em uma pequena quantidade de um
solvente imiscivel em agua a partir de uma amostra aquosa contendo o analito [11,13-
15]. Esse procedimento pode ser dividido em trés categorias principais: (1)
microextragdo em gota suspensa (SDME) [16-21], (2) microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) [22-26], e (3) microextracdo com fibra oca (HFME) [27].

DLLME é um dos modos mais simples de SME e sua principal vantagem é
0 menor tempo de extracdo [24]. KHALILI-ZANJANI et al. (2007) reportaram um novo
método de microextracdo liquido-liquido baseado em DLLME denominado
microextragdo com gota orgéanica solidificada (SFODME, do inglés solidified floating
organic drop microextraction), que foi usado com éxito na extracdo e determinagcao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Nesse método, um pequeno volume de um

BN

solvente organico com um ponto de fusdo proximo a temperatura ambiente é
adicionado a solucdo aquosa. A fase aquosa € agitada durante certo tempo e, em
seguida, a amostra é transferida para um banho de gelo. Quando o solvente organico
solidifica, esse é transferido para um pequeno tubo conico e quando esse se funde a
temperatura ambiente, pode ser usado para a determinacdo dos analitos. Esse método
tem a vantagem de simplicidade, rapidez, baixo custo, reduzido consumo de solvente
organico e alto fator de enriqguecimento. O solvente organico utilizado para extracdo em
SFODME deve satisfazer varios critérios: (1) baixa solubilidade em agua a fim de ter
uma boa eficiéncia de extracao, (2) baixa volatilidade para impedir a perda de solvente
durante a extracdo; (3) extragdo quantitativa dos analitos, (4) apresentar densidade
menor que a densidade da agua e (5) ter um ponto de fusdo préximo a temperatura

ambiente (i.e. no intervalo de 10 a 30 C) [28].

Posteriormente, SFODME foi aplicada para a determinacdo de espécies
inorganicas utilizando diferentes agentes complexantes dependendo do analito. No
primeiro trabalho, os autores utilizaram ditizona como agente complexante do chumbo e
espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite (GFAAS) para a determinacao
[4]. Em 2009 determinaram cobalto e niquel em amostras de agua de torneira, de po¢o
e de mar por GFAAS usando como agente complexante o 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN)
[29], por ultimo, determinaram cadmio em amostras de 4gua de torneira, de poco, de rio

e de mar por espectrometria de absorcdo atdbmica em chama acoplada a sistema de
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injecdo em fluxo (FI-FAAS) [30]. O método também tem sido aplicado na determinacao

de outras espécies inorganicas (Tabela 3.1)

TABELA 3.1 - Trabalhos publicados relacionados ao procedimento SFODME

Analito Complexante Solvente Método LOD (ng L") Referéncia

Chumbo Ditizona 1-Undecanol GFAAS 0,9 [4]

Cobalto 0,4
PAN 1-Undecanol GFAAS [29]

Niquel 0,3
Cadmio MTOA 1-Undecanol  FI-FAAS 7,9 [30]
Cobre DPC 1-Undecanol  FI-FAAS 400 [31]

Chumbo Acido 10
) - ) ETAAS [32]

Cadmio undecanoico 0,5
Vanéadio 8-HQ 1-Undecanol UV - Vis 970 [33]
Cromo TTA 1-Undecanol GFAAS 6,0 [34]

_ Acido
Mercurio - ) ETAAS 70 [35]
undecanoico

Aluminio* Morin 1-Undecanol ICP OES 800 [36]

Mn, Cr, Co 100
TTA 1-Undecanol ICP OES [37]

e Cu* 300
Vanéadio* BPHA 1-Undecanol ETAAS 7 [38]

* Determinacao por microextracao liquido-liquido dispersiva baseada na solidificacdo da

gota organica (agente dispersor: acetona)

Além disso, é bem conhecido que ultrassom pode acelerar processos de
separacdo e extracdo, tais como homogeneizacdo, formacdo de emulsdo e
transferéncia de massa entre fases insoluveis, devido a formacdo de pequenas gotas
gue aumentam a superficie de contato entre as fases [39]. Por isso, 0 método de
extragdo por emulsédo assistida por ultrassom (USAE, do inglés ultrasound-assisted
emulsification extraction) foi utilizado com éxito como uma alternativa para LLE,
viabilizando o alcance da condicdo de equilibrio de extragdo em curto intervalo de
tempo [40,41]. A vantagem dos métodos previamente descritos, USAE e SFODME, é o
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uso de um pequeno volume de solvente extrator. Como uma decorréncia logica,
CHANG et al. (2010) combinaram essas estratégias e propuseram um novo método
denominado microextracdo por emulsdo assistida por ultrassom em gota orgéanica
solidificada (USAE-SFODME, do inglés ultrasound-assisted emulsification solidified
floating organic drop microextraction) (Figura 3.2) [42]. Esse método oferece vantagens
tais como simplicidade de operacédo, baixo custo, rapidez, alto fator de enriquecimento e

baixo consumo de solvente extrator.

injetar retirar

100 pL seringa —:

ultrassom centrifuga banho de gelo

-

emulsificacio

X
\/

solucio da amostra solvente de extracio ponto nuvem s g
2 SI]["EI]TE organico

FIGURA 3.2 - Procedimento USAE-SFODME

No primeiro trabalho, os autores propuseram a determinacao por FAAS de
baixas concentracées de cobre utilizando PAN como agente complexante. Outro
trabalho desenvolvido também por esse grupo foi a determinacdo de zinco por FAAS e
PAN como agente complexante [43]. Paladio foi determinado por FAAS usando
pirrolidinoditiocarbamato de amdnio como agente complexante [44]. Nesses trabalhos,
os analitos foram determinados em amostras de aguas. Recentemente esse

procedimento tem sido aplicado para a determinacéo de outros analitos (Tabela 3.2).
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TABELA 3.2 - Trabalhos publicados relacionados ao procedimento USAE-SFODME

Analito Complexante Solvente Método LOD (ug L") Referéncia
Cobre PAN 1-Dodecanol FAAS 0,76 [42]
Zinco PAN 1-Dodecanol FAAS 0,79 [43]

Paladio APDC 1-Undecanol FAAS 0,6 [44]

Cadmio PAN 1-Dodecanol FAAS 0,66 [45]

Selénio APDC 1-Undecanol HG-AFS 0,007 [46]

Teldrio APDC 1-Undecanol GFAAS 0,003 [47

Manganés 5-Br-PADAP 1-Undecanol GFAAS 0,3 [48]

A principal desvantagem do uso do ultrassom é a eventual necessidade de
uma etapa longa de separacao de fases. Assim, a agitacdo por vortex pode ser usada
como uma alternativa no processo de extracdo onde a dispersao do solvente na fase
aguosa ocorre de forma mais rapida. Recentemente a agitacdo por vortex tem sido
combinada com processos de microextracdo [49-51]. JIA et al. (2010) desenvolveram
um procedimento de microextracdo liquido-liquido assistido por vortex (VALLME, do
inglés vortex-assisted liquid—liquid microextraction) para a determinagcdo de pesticidas
em amostras de agua por cromatografia gasosa com microdetector de captura de
elétrons GC-uECD. Um volume de amostra de 20 mL, 30 pL de tolueno como solvente
organico e agitagdo por voértex por 2 min a 2800 rpm foram necessarios. Os limites de
deteccdo foram menores que 0,01 pg L™ e os fatores de enriquecimento estiveram na
faixa de 835 a 1115 [49]. Esse procedimento também foi aplicado para a determinagéo
de octilfenol, nonilfenol e bisfenol-A em amostras de agua por HPLC [50] e na
determinacdo de tracos do anion sulfonato de perfluorooctano (PFOS) em amostras de
agua por LC-MS [51]. Nesses trabalhos sO foi necessario um tempo de 2 min de
agitacdo por vortex no processo de microextracdo, evidenciando um procedimento
rapido com alta eficiéncia de extragdo e o uso do vortex como uma alternativa

interessante para o desenvolvimento de procedimentos de rotina.

Outra alternativa que tem como objetivo melhorar a sensibilidade nas
medidas por FAAS é a introducdo discreta de amostras [52-55]. A aquisicdo de sinal

analitico com uso de aspiragdo continua é realizada em altura de pico, uma vez que, a
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amostra é aspirada continuamente em direcdo ao atomizador. Alternativamente, a
introducdo discreta de amostras gera sinais transientes, o que requer a aquisicao do
sinal analitico através da area do pico. As principais vantagens da nebulizacéo discreta
como uma alternativa de introducéo de amostra sdo a maior sensibilidade analitica, que
pode ser observada com a avaliacdo dos coeficientes angulares obtidos nas curvas
analiticas de calibragdo, o menor volume de amostra necessério, diminuindo o tempo
de limpeza do sistema de introducdo de amostra e evitando possiveis entupimentos do

capilar do nebulizador do FAAS e reducédo dos depésitos de carbono no queimador.

3.3 - Determinacéo de molibdénio

Alguns meétodos para determinacdo de baixas concentragbes de
molibdénio, conforme descrito por IVANOV et al. (2002), sdo: espectrofotometria UV-
Visivel [2, 7, 25, 57], espectrometria de absor¢cdo atdbmica em chama (FAAS) [58, 59],
espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de grafite (GFAAS) [26, 60, 61],
espectrometria de emissédo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) [62,
63], espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [64] e

métodos voltamétricos [65, 66].

COMITRE e REIS (2003), estudaram a determinacéo espectrofotométrica
de molibdénio em plantas usando LLE em um sistema de multicomutacdo em fluxo. O
procedimento foi baseado na reacdo de molibdénio com tiocianato seguido pela
reducdo com cloreto estanoso e posterior separacdo usando alcool isoamilico como
solvente de extracdo. O limite de detecc&o obtido foi de 4,6 ug L™ [7]. No ano seguinte,
TUNCELI e TURKER (2004) determinaram molibdénio em plantas como um complexo
tiocianato-Mo(VI) por espectrofotometria visivel associada a extracdo em fase sélida. O
procedimento proposto foi aplicado a amostras de plantas e solos. O limite de detecg¢éo
estabelecido foi de 38 pg L™. Tiouréia foi utilizada para a reducéo quantitativa de Mo(VI)
a Mo(V). Vérios parametros analiticos que afetam a porcentagem de recuperacao foram
avaliados, tais como acidez da solucao, quantidade de agente complexante, quantidade

de agente redutor, vazdo de solucdo de amostra e ions interferentes [2]. BELLATO et
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al. (2005) determinaram molibdénio em plantas por ICP MS com dilugéo isotopica apos

extracdo em ponto de nuvem. O limite de deteccao atingido foi de 0,8 ug kg™ [64].

Recentemente foi reportado um procedimento de microextragdo liquido-
liquido dispersiva com liquidos ibnicos para a determinagdo de Mo em amostras de
plantas usando FO-LADS. Previamente ao processo de microextracao, cloreto de N-
cetil-N-N-N-trimetilamonio foi utilizado como agente complexante. O liquido i6nico
[Hmim][Tf,N] foi usado como solvente de extracdo e acetona como agente dispersor. O
limite de detecc&o atingido foi de 1,43 pg L™ [25].

Na Tabela 3.3 estdo resumidos alguns trabalhos relacionados a

determinacgédo de Mo em plantas.

TABELA 3.3 - Trabalhos reportados na literatura sobre a determinacdo de Mo em

plantas
Procedimento Sistema de deteccdo LOD (ugL™) Referéncia
Extracédo liquido-liquido Espectrofotometria 4,6 [7]
Extracdo em fase solida Espectrofotometria 38 [2]
Extracdo em ponto nuvem (CPE) ICP-MS 0,8 [64]
HR-CS FAAS 140 [59]

Microextracédo liquido-liquido

_ _ S FO-LADS 1,43 [25]
dispersiva com liquidos idnicos
Extracdo por micelas Espectrofotometria 1 [67]

Como aspecto geral pode-se apontar que o0s procedimentos de
determinacdo de molibdénio em plantas sdo dependentes de etapas prévias de
separacdo e pré-concentracdo tendo em vista a baixa concentracdo desse

micronutriente [68,69].

3.4 - Procedimento oficial para a determinacdo de m olibdénio em

plantas
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Malavolta et al. (1989) reportam o0 procedimento oficial para a
determinacdo de Mo em plantas empregando espectrofotometria (Figura 3.3). O
principio do método fundamenta-se na formacédo de um complexo colorido da reacéo do
molibdénio com o tiocianato, na presenca de cloreto estanoso como agente redutor. O
complexo € soluvel e extraido em &lcool isoamilico e tetracloreto de carbono. A cor
desenvolvida € medida espectrofotometricamente em 470 nm. No procedimento é
utilizado um elevado volume de extrato (30 mL) obtido por dissolugcdo das cinzas
geradas por incineragdo e também € utilizado um volume consideravel de fase
extratora, (3 mL). Para ajustar o pH também é necesséario um elevado volume de

solucgéo, (10 mL) [70].

Adicionar na odem com

Colocar 30 mL extrato ABItaCaoNi . o .
gitagdo vigorosa: 1 mL de
em funis de separagdo NaSCN (30% m v1), 1 mL de Alfgl’Fagzo por 2 m~|n
de 125 mL Sncl, (40% m v?!) e 3 mL da aliviando a pressao

‘ mistura de solventes ‘
|

m A | L ]

Adicionar 10 mL de HCI

6,5 mol Lt com FeCl,. R:faos:oalrg-léi ':;;2 R‘ZF;SL;ZO ::;r ;g g;'sn
Levar a 45 mL com P |PEIEE P parag
fases fases

agua desionizada ‘

| L L ]

Adicionar3mLda Leitura
mistura de §0Iventes Agitacao vigorosa por 2 Espectrofotometria
(ccl, + alcool min
‘ isoamilico) UV-Vis (470 nm)
v J J

FIGURA 3.3 - Procedimento oficial para a determinacao de Mo em plantas

Devido a esses grandes volumes de solucdes utilizadas e a consequente geracao de
residuos, torna-se necessario o desenvolvimento de novos procedimentos rapidos,
simples, de baixo custo, seguros, com elevada sensibilidade e com exatiddo aceitavel

para a determinacédo de Mo em plantas.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Instrumentacao e condi¢cdes experimentaisem F AAS

As determinacdes de molibdénio foram feitas com uso de um
espectrémetro de absorcdo atbmica em chama (Varian AA240FS, Mulgrave, Australia)
equipado com uma lampada de arco de deutério para a correcdo da radiagdo de fundo
e alimentado com acetileno e oxido nitroso (White Martins, Sertdozinho, SP, Brasil).
Como fonte de radiacdo, foi usada uma lampada de catodo oco de molibdénio. As
condicdes experimentais empregadas nas determinacdes estdo apresentadas na
Tabela 4.1.

TABELA 4.1 - Condic¢des experimentais por FAAS

Parametro
Corrente elétrica (mA) 7
Altura do atomizador (mm) 10
Resolucéo espectral (nm) 0,5
Comprimento de onda (hm) 313,3
Vazao N,O (L min™) 11,0
Vaz&o acetileno (L min™) 7,6

Altura e area de pico foram utilizadas para monitorar os sinais analiticos
para os sistemas de introducdo da amostra por nebulizacdo continua ou por
nebulizac&o discreta, respectivamente. Um tempo de leitura do sinal de 5 s foi suficiente

para obter o sinal analitico com nebulizacéo discreta.

Para a aspiracdo discreta por FAAS uma ponteira de micropipeta com
capacidade de 1000 pL foi conectada a tubulacdo do nebulizador pneumatico atraves

de um capilar de politetrafluoroetileno (PTFE) e fixada em um suporte universal (Figura
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4.1). As microinjec6es manuais foram realizadas com o auxilio de uma micropipeta de
volume variavel de 100 a 1000 pL (Eppendorf, Alemanha).

FIGURA 4.1 - Sistema de aspiracao discreta

No procedimento de microextragao foi utilizado um pHmetro (PHS-3B,
Phtek, China), um agitador tipo vortex (Thermolyne type 37600 Mixer, Dubuque, IA,
EUA) e um banho termostatizado (AquaWave 9374, Barnstead|Lab-Line, Alemanha)
para a dispersdo do solvente organico na fase aquosa e formacdo de emulsdo. Uma
centrifuga (Hermle/Labnet Z200A, Alemanha) foi necessaria para o processo de

separacéao de fases.

4.2 - Reagentes e solucdes analiticas

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solu¢cdes foram
preparadas com agua ultrapura obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipak-
40 Filter Unit 0,22 um NPT, Bedford, MA, EUA) com resistividade minima de 18,2 MQ
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cm. O material de vidro e polipropileno foi previamente lavado e mantido em banho de
acido nitrico 10% v v por 24 h e lavado posteriormente com &gua ultrapura. As
solucbes de Mo foram preparadas por diluicbes sucessivas com agua ultrapura a partir
de uma solucéo estoque de Mo de 1000 mg L™ (Qhemis High Purity, EUA).

Foram utilizadas solucbes preparadas diariamente de 8-hidroxiquinolina
(8-HQ) (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), solu¢des de tiocianato de potassio (KSCN)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), solucbes de acido ascoérbico (Sigma-Aldrich),
solugcédo tampdo em pH 4,75 preparada a partir do acetato de sédio (Labsynth, Sao
Paulo, SP, Brasil) e &cido acético glacial (Quemis, Joinville-SC, Brasil) em
concentracdes apropriadas para ajuste do pH para a formacdo do complexo com 8-HQ
e solugcbes de HCI para dissolucdo da 8-HQ e ajuste do pH para a formacdo do

complexo com KSCN.

Para os testes de microextracdo foram utilizados 1-undecanol 99% v v*
(Sigma-Aldrich) e 1-dodecanol 98% v v (Sigma-Aldrich) como solventes organicos e
etanol 99,5% v v* (Tec Lab, Sdo Paulo, SP, Brasil) para diluicdo da fase rica que

continha o analito.

4.3 - Complexacéo de molibdénio

Em um frasco de polipropileno com capacidade de 15 mL foi adicionado
120 pL de solucdo estoque de Mo contendo 100 mg L™ para ajustar a concentracio
final de Mo em 5 mg L. Em seguida, visando a complexacdo com 8-hidroxiquinolina
(Figura 4.2), foi adicionado 1 mL de tampéao acetato pH 4,75 e 2,5 mL de 8-HQ 0,5% m
vl Para complexacdo com tiocianato de potassio, foi adicionado 3 mL de &cido
ascorbico 2% m v', 1 mL de HCI 0,5 mol L e 3 mL de KSCN 1 mol L™. O volume final

foi ajustado para 8 mL. Para a formacdo dos complexos foram necessarios 10 min.
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FIGURA 4.2 - Complexo Mo-8-HQ [71]

4.4 - Microextracdo de molibdénio

Apés a formacao do complexo, 60 pL de 1-undecanol foram adicionados.
A mistura foi agitada com o uso do agitador vOrtex por 2 min para assegurar a completa
extracdo. A mistura foi centrifugada por 2 min a 2000 rpm. ApOS esse processo 0
solvente organico permaneceu nha superficie da solucdo. O tubo foi transferido para um
banho de gelo e o solvente organico solidificou na parede do tubo apdés 10 min,
formando um anel na superficie do mesmo. A solucdo aquosa (fase pobre) foi
descartada e o solvente organico foi liquefeito no mesmo tubo quando mantido a
temperatura ambiente. Finalmente, a fase que continha o analito foi diluida com 500 pL
de etanol para posterior determinacéo por FAAS.

4.5 - Amostras

As amostras de raizes e folhas de milho foram coletadas de um
experimento hidropdnico. Apos a coleta, as amostras foram lavadas agitando-as por
alguns segundos em &gua destilada contendo um pouco de detergente, em seguida
foram enxaguadas com agua destilada em porgbes sucessivas para remover todo o
detergente e depois colocadas sobre papel absorvente. Na secagem, as amostras
foram colocadas em sacos de papel perfurados e secas em estufa com circulagédo

forcada de ar, com temperatura variando de 65 a 70°C. A moagem foi feita utilizando o
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moinho de aco inoxidavel e passando a amostra em peneiras de 1 mm de malha. As
amostras foram armazenadas em frascos de polietilieno de alta densidade sob

temperatura ambiente.

O tratamento das amostras prévio as andlise foi feito seguindo o
procedimento proposto por Malavolta et al. (1989) [70].

4.6 - Digestao

O emprego de digestdo assistida por radiacdo micro-ondas [72-74] foi

investigado utilizando dois equipamentos diferentes.

Usando um forno de micro-ondas com camara de reagcdo pressurizada
(Ultrawave, Milestone, Italia), foram digeridas 500 mg de amostra, adicionando 5 mL de
HNO; subdestilado 2 mol L e 3 mL de H,0, 30% m v’ Depois de concluido o
programa de digestdo, os frascos foram resfriados e as solu¢cbes digeridas foram
transferidas para frascos de polipropileno com capacidade de 15 mL e diluidas com
agua ultrapura até um volume de 13 mL. O programa de aquecimento € mostrado na
Tabela 4.2. O pH do digerido foi ajustado entre 4 e 5 com uma solu¢cdo de NaOH 1,5

mol L.

TABELA 4.2 - Programa de aquecimento para digestdo acida assistida por radiacdo
micro-ondas (UltrawWave)

Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura () Presséo (bar)
14 1500 120 100
11 (rampa) 1500 250 100
8 (patamar) 1500 250 100

A digestao assistida por radiacdo micro-ondas também foi conduzida em
um forno Ethos (Milestone), sendo que nesse caso foram digeridas 250 mg de amostra,
adicionando 6 mL de HNOj3 subdestilado 3,5 mol L™ e 2 mL de H,0, 30% m v. Depois



Materiais e Métodos 22

de concluido o programa de digestdo, os frascos foram resfriados e as solucbes
digeridas foram transferidas a frasco de polipropileno com capacidade de 15 mL e
diluidas com &gua ultrapura até um volume de 13 mL. O programa de aquecimento esta
apresentado na Tabela 4.3. O pH do digerido foi ajustado entre 4 e 5 com uma solucéo
de NaOH 6,5 mol L.

TABELA 4.3 - Programa de aquecimento para digestdo acida assistida por radiacdo
micro-ondas (Ethos)

Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura ()
12 900 120
6 (rampa) 1100 180

10 (patamar) 1100 180




CAPITULO 5

Resultados e Discussdo
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Avaliagcédo da formagao do complexo

A separacéo de ions metalicos por USAE-SFODME e VA-SFODME requer
a formacao prévia de um complexo suficientemente hidrofébico que possa ser extraido
em um pequeno volume da fase organica, no qual a pré-concentracdo desejada pode
ser obtida. Antes de avaliar as variaveis que afetam o procedimento de microextracao,
foi estudado o efeito da complexacdo de molibdénio no sinal analitico por FAAS
utilizando um agente complexante inorganico (KSCN) e um agente complexante
organico (8-HQ).

5.1.1 - Complexacdo com tiocianato (KSCN)

As condicbes estudadas para a formacdo do complexo foram:
concentracao de agente redutor (acido ascorbico), concentracdo de HCI e concentracao
de agente complexante (KSCN). Inicialmente foi necessario reduzir Mo(VI) a Mo(V) para
possibilitar a formacdo do complexo [MoO(NCS)s]*, estudando o efeito da variacdo das
concentracdes de acido ascorbico e de HCI (Tabela 5.1). O &cido ascorbico foi utilizado
para evitar a forte reducao de Mo(VI) a Mo(lll), e assim garantir somente a presenca de
Mo(V) para uma determinacdo quantitativa. Adicdo de solucdo de acido cloridrico é
necessaria para realizar o ajuste do pH da solugédo para obter um meio reacional acido
para a reducdo e formacdo do complexo. A condicdo 4, HCI 0,5 mol L' e &cido
ascorbico 2,0% m v*, proporcionou o maior incremento no sinal analitico e foi escolhida
como uma condicdo adequada de reducdo de Mo(VI). Esse incremento no sinal é
devido a formacgdo do complexo de Mo que evita a formacdo de compostos refratarios

de Mo na chama sendo mais eficiente o processo de atomizagao.
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TABELA 5.1 - Condicdes de reducao de Mo e sinais de absorbéancia obtidos por FAAS

Condigao* Absorbancia Incremento Sinal (%)
1 Solucéo padrdo estoque Mo 5,0 mg L™ 0,0708 -
2 HCI 0,5 mol L'*; Acido ascérbico 1,0% m vt 0,1075 52
3 HCI 1,0 mol L'"; Acido ascérbico 1,0% m v* 0,0965 36
4 HCI 0,5 mol L'"; Acido ascérbico 2,0% m v* 0,1420 100
5 HCI 1,0 mol L'™; Acido ascoérbico 2,0% m v* 0,1161 64

*KSCN: 3 mol L%, tempo de complexac&o: 30 min

Apbs escolhidas as condi¢des para reduzir o Mo, o estudo sobre o efeito
de diferentes concentragdes de KSCN foi realizado. Da Tabela 5.2 pode ser observado
gue ndo had uma variacdo significativa no sinal analitico com as concentracfes
estudadas. Foi escolhida a menor concentracdo de KSCN, 1,0 mol L, para posteriores
testes de microextracdo. Esses resultados evidenciam que had uma quantidade em

excesso de KSCN e a completa complexacéo de Mo esta ocorrendo.

TABELA 5.2 - Efeito da concentracdo de KSCN sobre os sinais de absorbancia obtidos
por FAAS

Condicao* Absorbancia Incremento Sinal (%)
1 Solugéo padrdo estoque Mo 5,0 mg L™ 0,0740 -
2 KSCN1,0molL? 0,1320 78
3 KSCN3,0mol L? 0,1353 83
4 KSCN5,0molL* 0,1242 68

*4cido ascoérbico: 2% m v, HCI: 0,5 mol L™, tempo de complexacéo: 30 min

Intervalos de tempo inferiores a 30 min foram estudados para confirmar o
efeito dessa variavel sobre a formacdo do complexo. Um intervalo de 10 min foi
escolhido como o tempo de complexacao aplicado no procedimento de microextracao
(Figura 5.1).
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FIGURA 5.1 - Efeito dos tempos de complexagdo com KSCN (&cido ascorbico: 2% m v’
! HCI: 0,5 mol L, KSCN: 1 mol L) sobre os sinais de absorbancia obtidos por FAAS

5.1.2 - Complexagao com 8-hidroxiquinolina (8-HQ)

Foi estudado o efeito da variacdo da concentracdo de 8-HQ na faixa de
concentracdo de 0,25 a 1,0% m v' e pode ser observado da Tabela 5.3 que no
ocorreu significativa variacdo nos valores dos sinais de absorbancia obtidos. A
concentracdo de 0,5% m v* foi escolhida como a condicéo a ser utilizada no estudo do
processo de microextragdo por apresentar o maior incremento do sinal analitico. Essa
concentragcdo em excesso escolhida garante que o molibdénio seja completamente
complexado e qualquer elemento que possa competir com a formagédo de um complexo
com 8-HQ nao afetard na determinacdo de molibdénio por FAAS considerando-se a
prépria seletividade desse método. O pH de 4,75 ajustado com tampéo acetato foi
estabelecido no procedimento uma vez que ha um estudo prévio no qual os melhores
resultados para a formagéo do complexo Mo-8-HQ foram obtidos na faixa de pH de 3 a
6 [64].
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TABELA 5.3 - Efeito da concentracdo de 8-HQ sobre os sinais de absorbancia obtidos
por FAAS

Condicao* Absorbancia Incremento Sinal
1  Solucdo padrédo estoque 5,0 mg L™ 0,0854 -
2 8HQO0,25% mv™ 0,1043 22%
3 8HQO05%mv"’ 0,1146 34%
4  8-HQ1,0% mv* 0,0954 12%

*tampdo acetato: pH 4,75, tempo de complexacdo: 30 min

A partir da Figura 5.2 pode-se observar que tempos menores a 30 min nao
influenciaram a formacédo do complexo. Um intervalo de tempo de 10 min foi escolhido

como o tempo de complexacgao aplicado no procedimento de microextragcao.
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FIGURA 5.2 - Efeito dos tempos de complexacdo com 8-HQ (8-HQ: 0,5% m v*, tamp&o
acetato: pH 4,75) sobre os sinais de absorbancia obtidos por FAAS
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5.2 - Avaliagcédo do processo de microextracao

Todos os estudos de microextragdo com gota foram realizados em
solucées contendo 1,5 mg L™ de Mo. Foi utilizada anélise multivariada para avaliar o
efeito de algumas varidveis do procedimento sobre a eficiéncia de extracdo de

molibdénio.

5.2.1 - Microextracao assistida por ultrassom (comp  lexante: KSCN)

Na microextracdo em gota assistida por ultrassom com KSCN como
agente complexante foram avaliadas as variaveis tipo de solvente e volume de solvente
(Tabela 5.4) empregando um planejamento experimental 2° com um total de quatro

experimentos.

TABELA 5.4 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2°

Variavel Nivel (-) Nivel (+)
Solvente 1-undecanol 1-dodecanol
Volume de solvente (uL) 60 90

A resposta estudada foi o fator de pré-concentracdo (F.P). Pode-se observar na Tabela
5.5 os baixos fatores de pré-concentracdo obtidos, ndo havendo uma pré-concentracao
de Mo utilizando o KSCN como agente complexante. Isto pode ser explicado pelo maior
carater hidrofilico do complexo formado e, portanto, pela pouca afinidade com o

solvente extrator.
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TABELA 5.5 - CondigBes experimentais e resultados do planejamento fatorial 22

Absorbancia

Condicdo  Solvente Volume (uL) ) RSD % F.P*
Média (n = 3)

1 1-undecanol 60 0,0281 27,0 1,1

2 1-dodecanol 60 0,0201 13,4 0,8

3 1-undecanol 90 0,0359 36,5 15

4 1-dodecanol 90 0,0233 21,0 0,9

* F.P foi calculado pela relacédo das absorbancias médias antes e apds a microextracao.

5.2.2 - Microextracao assistida por ultrassom (comp  lexante: 8-HQ)

Na microextragdo em gota assistida por ultrassom com 8-HQ como agente
complexante, foram avaliadas as seguintes variaveis (Tabela 5.6): tipo de solvente,
volume de solvente, tempo e temperatura do banho de ultrassom através de um
planejamento experimental 2* com um total de 16 experimentos. A resposta estudada
foi o fator de pré-concentracdo (F.P). A analise dos resultados obtidos mostrou que
nenhuma variavel foi significativa a um nivel de confianca de 95%. Pode-se observar na
Tabela 5.7 que para a maioria dos experimentos foram obtidos altos valores de desvio
padrdo relativo (RSD) e baixos fatores de pré-concentracdo, entre 1,8 e 9,2. Esses
valores obtidos para o procedimento de extragdo podem ser devidos a problemas
decorrentes do uso dos banhos de ultrassom. Esses equipamentos de producdo de
ondas mecanicas apresentam distribuicdo espacial heterogénea das ondas geradas e
tém tendéncia para o declinio na poténcia com o tempo. Além disso, a degradacdo do
analito pode ocorrer sob baixas frequéncias e tempos de aplicacdo relativamente curtos
através de gradientes de pressdo e temperatura ou por geracdo de radicais livres
[75,76].

Ao comparar os resultados obtidos com a microextracdo empregando 8-
HQ, com os resultados da microextracdo empregando KSCN, pode ser observado que
hda um aumento no fator de pré-concentracdo dos sinais obtidos quando 8-HQ é

utilizado.
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Variavel Nivel (-) Nivel (+)
Solvente 1-undecanol 1-dodecanol
Volume de solvente (uL) 60 90
Tempo (min) 10 20
Temperatura (T) ambiente 45

TABELA 5.7 - Condicdes experimentais e resultados do planejamento fatorial 2*

Volume Tempo  Temperatura RSD (%)
Condicdo  Solvente ) F.P*
(HL) (min) (C) n=3
1 1-undecanol 60 10 ambiente 26,4 6,1
2 1-dodecanol 60 10 ambiente 31,8 5,7
3 1-undecanol 90 10 ambiente 26,6 2,9
4 1-dodecanol 90 10 ambiente 52,9 51
5 1-undecanol 60 20 ambiente 34,1 9,2
6 1-dodecanol 60 20 ambiente 12,4 6,9
7 1-undecanol 90 20 ambiente 4,7 7,4
8 1-dodecanol 90 20 ambiente 25,7 5,7
9 1-undecanol 60 10 45 19,0 3,9
10 1-dodecanol 60 10 45 31,0 2,5
11 1-undecanol 90 10 45 50,2 55
12 1-dodecanol 90 10 45 69,2 54
13 1-undecanol 60 20 45 27,2 8,5
14 1-dodecanol 60 20 45 33,6 2,6
15 1-undecanol 90 20 45 88,1 1,8
16 1-dodecanol 90 20 45 14,7 4,8

* F.P foi calculado pela relacdo das absorbancias médias antes e apds a microextracao.

O maior carater hidrofobico do complexo Mo(VI)-8-HQ (Figura 4.2) quando

comparado com o complexo [MoO(NCS)s]*", faz com que o primeiro complexo tenha
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uma afinidade maior com os solventes organicos utilizados, 1-undecanol e 1-dodecanol.
Geralmente, os complexos formados entre Mo(V) e o SCN™ séo extraidos facilmente

com solventes mais polares como o alcool isoamilico (1-pentanol).

5.2.3 - Microextracao assistida por vortex (complex  ante: 8-HQ)

O objetivo deste estudo foi desenvolver um procedimento de
microextragdo em gota mais rapido no qual a dispersdo da fase extratora na fase
aguosa € promovida utilizando um agitador vortex. Foram avaliadas as seguintes
variaveis: tipo de solvente, volume de solvente e tempo de agitacdo através de um
planejamento experimental 2° com um total de 8 experimentos (Tabela 5.8). A resposta
estudada foi o fator de enriquecimento (F.E). Uma andlise dos resultados obtidos
(Tabela 5.9) evidencia que a interacdo entre as variaveis solvente e volume de solvente
€ significativa a um nivel de confianca de 95%. Os valores de RSD desses
experimentos foram mais baixos e foram obtidos melhores fatores de enriquecimento
entre 6,3 e 16,1. Uma vez que o intervalo de tempo ndo teve um efeito significativo
escolheu-se trabalhar somente com 2 min de agitacdo no vortex para simplicidade e

rapidez do procedimento desenvolvido.

A condicéo 1, 60 pL de 1-undecanol com agitacado no vortex por 2 min, foi
escolhida como a condi¢do 6tima do processo de microextracdo. A condi¢cdo 4 também
apresentou alto fator de enriquecimento, mas tem a dificuldade do solvente solidificar
antes da extragdo sob a temperatura de trabalho no laboratério sendo uma

desvantagem para fins praticos e determinacdes de rotina.

TABELA 5.8 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2°

Variavel Nivel (-) Nivel (+)
Solvente 1-undecanol 1-dodecanol
Volume de solvente (uL) 60 90

Tempo (min) 2 4
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TABELA 5.9 - Condicdes experimentais e resultados do planejamento fatorial 2°

Condigao Solvente Volume (L) Tempo (min) RSD (%), n=3 F.P*

1 1-undecanol 60 2 12,1 16,1
2 1-dodecanol 60 2 10,1 10,8
3 1-undecanol 90 2 12,3 7,2
4 1-dodecanol 90 2 14,6 15,2
5 1-undecanol 60 4 1,4 15,2
6 1-dodecanol 60 4 8,6 8,2
7 1-undecanol 90 4 8,0 6,3
8 1-dodecanol 90 4 14,1 15,0

* F.P foi calculado pela relacdo das absorbancias médias antes e apds a microextracao.

TABELA 5.10 - Condicdes 6timas de extracdo de Mo por VA-SFODME

VA-SFODME
Complexante 8-hidroxiquinolina
[8-HQ] 0,5% mv™*
pH (tampé&o acetato)* 4,75
Intervalo de tempo para complexar Mo 10 min
Solvente orgéanico 1-undecanol
Volume de solvente organico 60 pL
Agitacdo em vortex 2 min
Centrifugacao* 2 min, 2000 rpm
Banho de gelo* 10 min
Diluicdo com etanol* 500 pL

* condi¢des ndo otimizadas neste trabalho

Na Tabela 5.10 estdo resumidas as condigbes 6timas de extracdo pelo
procedimento de microextracdo em gota organica solidificada assistida por vortex (VA-

SFODME). Essas condicbes foram aplicadas no estudo do efeito da nebulizacéao
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discreta sobre as medidas analiticas por FAAS e serdo utilizadas para a determinacao
de Mo nas amostras de milho e materiais certificados.

5.3 - Avaliagéo da nebulizag&o discreta

Avaliou-se o efeito do volume introduzido de amostra por nebulizacdo
discreta no FAAS. Foram testados volumes entre 50 e 300 pL. A solucdo testada
continha 1,5 mg L™ Mo. Na Figura 5.3 observa-se um aumento gradual na absorbancia
integrada para maiores volumes injetados, isso devido ao fato de aquisicdo de sinal ter
sido feita em area de pico (Figura 5.4). Para esses volumes, os desvios padréo relativos
variaram de 1,6 a 20% (n = 3), os volumes de 150 e 200 pL apresentaram a melhor
repetibilidade entre as medidas (Figura 5.5). O volume de amostra escolhido para a
microinjecdo manual foi de 200 pL, que apresentou um sinal mensuravel com boa
repetibilidade entre injecdes e se mostrou adequado para a obtencdo das curvas

analiticas de calibracao.
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FIGURA 5.3 - Absorbéancia integrada em funcao do volume discreto injetado
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FIGURA 5.4 - Perfis dos sinais analiticos obtidos para Mo para diferentes volumes de

injecdo (tempo de leitura = 10s)
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FIGURA 5.5 - Desvio padréo relativo em relagéo ao volume de injecéao (n = 3)

Para estudar o aumento na sensibilidade ap6s o método de microextracdo

com gota na determinagcdo de Mo por FAAS proporcionado pela nebulizacdo discreta,
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compararam-se 0s coeficientes angulares obtidos para as curvas analiticas de
calibracdo para Mo com solu¢cdes em meio acido (curva em meio aguoso) e meio
organico (ap6s a microextragcdo com gota), introduzindo a solu¢cdo no nebulizador de

forma discreta e continua (Figura 5.6).
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FIGURA 5.6 - Curvas analiticas de calibracdo: (A) em meio aquoso com nebulizacdo
continua, (B) em meio aquoso com nebulizacdo discreta, (C) em meio organico com

nebulizagdo continua e (D) em meio organico com nebulizacdo discreta

Na Tabela 5.11 estdo apresentados os parametros de desempenho
obtidos para as curvas analiticas de calibracdo com solu¢gdes em meio aquoso e em
meio organico para solucdes contendo de 0,3 a 4,0 mg L™. Pode-se observar quando
comparam os coeficientes angulares que ha um aumento na sensibilidade quando a
introducdo da solucdo é feita de forma discreta, sendo que esse aumento € mais

significativo quando se faz a determinacéo apds a microextracdo do molibdénio.

O limite de deteccdo para a curva analitica obtida com solugbes em meio
aguoso com aspiracao discreta € maior quando comparado com a aspiragdo continua,
contudo observa-se que a sensibilidade aumentou, mas o desvio do branco analitico é
maior devido as injecdes manuais. Para as curvas de calibracdo com solu¢cdes em meio

organico observou-se que quando se combinou a VA-SFODME com a introducéo
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discreta de amostra, teve-se um ganho de sensibilidade de 11 vezes comparado com o
obtido por nebulizagdo continua, o que leva a obtencdo de baixos limites de deteccéo
gue viabilizariam a determinacdo de baixas concentraces de molibdénio. O fator de
enriguecimento do procedimento desenvolvido combinando microextracdo e
nebulizac&o discreta foi de 67. Esse ganho de sensibilidade obtido da combinacéo do
processo de microextracdo com a nebulizagdo discreta por FAAS pode ser devido a
melhora da eficiéncia de nebulizacdo do extrato. Os extratos obtidos por microextracdo
apresentam uma matriz complexa e viscosa dificultando sua introducdo por nebulizacdo
pneumatica mesmo quando diluidos com etanol. Quando séo aspirados continuamente
por FAAS, outra desvantagem € a diluicdo da amostra pelos gases combustivel e

oxidante que transportam o aerossol da amostra em direcdo ao atomizador.

TABELA 5.11 - Parametros das curvas analiticas obtidas a partir de solu¢cdes em meios

aguoso e organico e medidas por FAAS usando nebulizacdo continua e discreta

Condicao Sensibilidade (L mg™* s) R LOD (mg L F.E
Meio aquoso com NC 0,014 0,999 0,165 -
Meio aquoso com ND 0,043 0,998 0,236 -
Meio organico com NC 0,085 0,999 0,237 6
Meio organico com ND 0,939 0,998 0,005 67

* Nebulizagdo discreta (ND), Nebulizacdo continua (NC) e Fator de Enriquecimento
(F.E) calculado pela relagdo dos coeficientes angulares das curvas analiticas de
calibracdo em meio organico com ND e NC com a curva analitica de calibracdo em

meio aquoso com NC.

5.4 - Desempenho analitico do procedimento

O desempenho analitico do procedimento desenvolvido foi avaliado

utilizando alguns parametros tais como limite de detec¢ao (LOD), limite de quantificagéo
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(LOQ), faixa linear, sensibilidade, RSD (%) e fator de enriquecimento (F.E). Os limites

de deteccao e quantificacdo foram calculados segundo a IUPAC:

LOD = 3x Stdbranco LOQ — 10x Stdbranco
m m

onde m é o coeficiente angular da curva analitica de calibracdo e Stdpranco € 0 desvio

padrédo de 10 medidas do branco.

O F.E foi calculado pela relacdo dos coeficientes angulares da curva
analitica de calibracho em meio organico com nebulizacdo discreta com a curva

analitica de calibragdo em meio aguoso com nebulizagéo continua.

A precisao do procedimento, determinado como desvio padrdo relativo
(RSD), foi baseada em 10 replicatas independentes para concentracdes de Mo de 0,05
e 1,0 mg L™. Esses valores de desvio obtidos sdo devidos principalmente ao fato das
injecdes de amostra utilizando nebulizacdo discreta serem feitas de forma manual ja
gue o controle de todas as etapas durante o processo de microextracdo € maior.
Quando a concentracdo de Mo é maior, o desvio aumenta porque no extrato obtido das
microextragbes forma-se material particulado podendo eventualmente ocorrer

espalhamento de radiacdo nas medidas analiticas por FAAS

A equacdo de calibracdo na faixa de concentracdo de 0,3 a 4 mg L™ do
procedimento de pré-concentracdo foi A = 0,939 C - 0,060 (onde A é a absorbancia
integrada e C é a concentracdo de Mo em mg L™ na fase organica) com um coeficiente

de correlacéao linear de de 0,998.

Na Tabela 5.12 estdo apresentados o0s parametros analiticos do

procedimento desenvolvido.
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TABELA 5.12 - Parametros analiticos do procedimento desenvolvido

Parametros analiticos

Faixa linear (mg L™) 0,02-4,0
Sensibilidade (L mg™ s) 0,939
Coeficiente de correlacao linear 0,998
LOD (ug L) 4,9
LOQ (ug L™ 16,5
RSD % (n = 10; 0,05 mg L™ 6
RSD % (n = 10; 1,0 mg L™?) 14,5
Volume de solvente orgéanico (uL) 60
Volume de amostra (mL) 8
Fator de enriquecimento (F.E) 67

5.5 - Avaliacéo da exatiddo e determinacdo de molib  dénio em plantas

Na Tabela 5.13 se encontram os resultados da determinacdo de
molibdénio nos digeridos obtidos com o equipamento UltraWave para os materiais

certificados de farinha de arroz e repolho e nas amostras de raiz e folhas de milho.

Com base nos resultados obtidos para os materiais de referéncia certificados e
comparando com os valores de referéncia, 1,59 + 0,35 mg kg* e 14,8 + 1,4 mg kg™,
respectivamente para farinha de arroz e repolho, foi realizado o teste t-student néo
pareado. Assim, os dois materiais de referéncia em estudo ficaram a um nivel de 95%
de confianca, ndo apresentando diferencas significativas entre os resultados obtidos e
os teores certificados. As porcentagens de recuperacdo foram de 100% e 109% para
repolho e farinha de arroz, respectivamente. Dessa forma, pode-se confirmar a exatidao

do procedimento proposto para a determinacdo de Mo em plantas.

A concentracdo determinada para a amostra de raiz de milho foi de 5,08 mg kg™ sendo
maior que a concentracdo determinada na folha, 1,17 mg kg™.
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TABELA 5.13 - Teores médios e desvios padrdao (n = 6) dos digeridos obtidos por
digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (UltraWave)

Teor determinado Teor certificado  Recuperagao
Amostra P G
(mg kg™) (mg kg™) (%)
Farinha de arroz (1568a) 1,59 +£0,35 1,46 £ 0,08 109
Repolho (BCR-679) 148+1,4 14,8 £ 0,5 100
Milho (Raiz) 1 5,08 +1,23
Milho (Folha) 1 1,17 £ 0,66

Na Tabela 5.14 estdo apresentados os resultados da determinagdo de Mo
nos digeridos obtidos com o equipamento Ethos. Devido a que a digestédo foi feita com
uma menor massa de amostra, 250 mg, a concentragao final de Mo nos digeridos foi
mais baixa e a posterior quantificacdo de Mo no material de referéncia de farinha de

arroz e na amostra de folhas de milho nao foi possivel.

TABELA 5.14 - Teores médios e desvios padrdao (n = 8) dos digeridos obtidos por
digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (Ethos)

Teor determinado Teor certificado Recuperacao
Amostra 4 4

(mg kg™) (mg kg™) (%)
Farinha de arroz (1568a) <0,68* 1,46 £0,08 -
Repolho (BCR-679) 15,2+2,8 14,8 +0,5 102
Milho (Folha) 1 <0,68*
Milho (Raiz) 1 4,83+ 1,09
Milho (Raiz) 2 1,96 £ 0,44
Milho (Raiz) 3 <0,68*
Milho (Raiz) <0,68*

* Valores abaixo do limite de deteccéo.
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A porcentagem de recuperagao de Mo no material certificado de repolho
foi de 102% evidenciando novamente uma boa exatiddo do procedimento apds a
realizacdo do teste t-student ndo pareado a um nivel de confianca de 95%. Para essa
digestao, foi feita a determinagdo de Mo em quatro amostras de raizes de milho. S6 nas
amostras 1 e 2 foi possivel a determinacdo desse elemento e nas amostras 3 e 4, a

concentracao no digerido ficou abaixo do limite de deteccéo.

5.6 - Procedimento desenvolvido frente ao procedime  nto oficial para a

determinacé&o de molibdénio em plantas

Comparando o procedimento desenvolvido neste trabalho com o
procedimento oficial para a determinacdo de Mo em plantas (Figura 3.3), podem ser
observadas varias vantagens da aplicacdo de um procedimento de microextracdo para

a determinagdo de um micronutriente em plantas, tal como o molibdénio.

TABELA 5.15 - Procedimento oficial frente ao procedimento desenvolvido para a

determinacgédo de Mo em plantas

PROCEDIMENTO OFICIAL

PROCEDIMENTO DESENVOLVIDO

Colorimetria do tiocianato VA-SFODME
Espectrofotometria UV-Vis FAAS
Reagente Volume (mL) Reagente Volume (L)

EXTRATO (incineragéo) 30 EXTRATO (micro-ondas) 3000
CCly 3 1-undecanol 60
alcool isoamilico Tampao acetato pH=4,75 1000
HCI 6,5 mol L™ com FeCls 10 8-HQ (0,5 %m v?) 2500
NaSCN (30 % m v'Y) 1 NaOH (1,5 mol L) ca. 1000
SnCl, (40 % m v 1 Etanol 500
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Algumas vantagens considerando-se 0s reagentes e residuos gerados sdo: a
necessidade de uma quantidade menor de amostra apos digestdo para fazer a analise,
3 mL frente a 30 mL, o uso de um menor volume de solvente de extracdo, 60 pL de 1-
undecanol frente a 6 mL da mistura CCl, - alcool isoamilico, um ajuste do pH com 1 mL
de tamp&o acetato frente a 10 mL da mistura HCI 6,5 mol L™ - FeCl; e a geracéo de

uma quantidade menor de residuos tal como prescrito pela quimica verde.
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6 - CONCLUSOES

Nesta dissertacdo de mestrado foi desenvolvido um procedimento simples
para a determinagdo quantitativa de molibdénio em plantas combinando microextragao
em gota organica solidificada assistida por vortex e espectrometria de absorcao atbmica

em chama com injecdo de volumes discretos de amostra.

A avaliacdo do procedimento de microextragdo mostrou o efeito
significativo das variaveis, tipo de agente complexante e uso de ultrassom ou vortex no
processo de extracao. O complexo organico 8-HQ teve mais afinidade pelos solventes
de extracao utilizados e teve uma maior eficiéncia de extracdo quando comparado com

KSCN que ndo foi efetivo para a pré-concentracdo de Mo com os solventes utilizados.

O uso de agitacdo por vortex no procedimento de microextragdo como
ferramenta para a disperséo da fase organica na fase aquosa mostrou-se mais eficiente
e rapido e atingiu fatores de enriquecimento maiores quando comparado com o uso de

ultrassom.

A nebulizacdo discreta como uma alternativa de introducdo de amostra na
chama mostrou-se eficiente e sensivel para a determinacdo de molibdénio em plantas.
As vantagens mais importantes da combinacdo da nebulizagdo discreta com o
procedimento de microextracdo sado a obtencdo de menores limites de deteccdo e a

necessidade de menores quantidades de amostra para a determinacao de Mo.

O limite de deteccdo atingido neste trabalho foi compativel com outros
trabalhos reportados na literatura para a determinacdo de molibdénio em plantas
mostrados na Tabela 3.3. A maioria desses trabalhos utilizaram métodos sensiveis para

a determinagao de molibdénio, tais como espectrofotometria e ICP-MS.

O procedimento desenvolvido €& simples comparativamente ao
procedimento oficial e & potencialmente aplicavel para andlises de rotina. As vantagens

sdo as menores quantidades de reagentes utilizados e a menor geracao de residuos.
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