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INTRODUCAO

O atomo de cloro (Cl) € um micronutriente ndo metdlico, pertencente
ao grupo 7A, halogénio, juntamente com o iodo, bromo e fltor. O cloro pos-
sui sete elétrons na camada de valéncia; portanto, tende a ganhar um elétron,
adquirindo a configuracéo de um gés nobre e formando o ion cloreto, que é a
forma mais comumente encontrada na natureza. Na forma elementar, 0 gés
Cl é verde-claro, de formula molecular Cl, ocorrendo, naturalmente, como
anion cloreto (Raij, 1991).

As pesquisas evidenciam que o Cl € um micronutriente essencia na
vida vegetal (Broyer et a., 1954 e Johnson et al., 1957), sendo absorvido por
algumas espécies de plantas em quantidades muito elevadas. O interesse dos
fisiélogos em relagdo ao CI° se dirige menos para os problemas relativos a
sua eventual deficiéncia do que para as modificagdes metabdlicas provocadas
por sua presencga, em concentragdes demasiadamente elevadas, no meio nu-
tritivo (Marschner, 1986, Tisdale, Nelson e Beaton, 1986 e Mengel e Kirkby,
1987). Mas, o CI" tem uma fun¢do importante como cofator, junto com
manganés, na evolugdo do oxigénio, no fotossistema Il na fotossintese
(Broyer et d., 1954; Gouny, 1973; Marschner, 1986; Mengel e Kirkby, 1987
e Malavolta, Vitti e Oliveira, 1989).
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O Cl € um micronutriente imovel , com baixa redistribui¢do das folhas
para outros 6rgaos da planta. Gerdmente, ele se acumula nas folhas da
planta com o tempo e ha poucas evidéncias do movimento desse nutriente
dos tecidos velhos para os novos (Eaton, 1966). A toxidez de CI” manisfesta-
se pela queima da extremidade e margens das folhas, com bronzeamento
prematuro e abscisdo das folhas (Eaton, 1966; Gouny, 1973; Snoeck,
N’ Goran e Snoeck, 1986; Malavolta, Vitti e Oliveira, 1989; N’ Goran, 1990).

O anion cloreto (Cl") pode ser determinado por métodos gravimétri-
cos, volumétricos, potenciométricos e colorimétricos. Os métodos volumé-
tricos, como os métodos de Mohr e de Volhard, sdo extensivamente utiliza-
dos em andlise de cloreto em plantas e foram desenvolvidos no século XVI1I
(Gaines, Parker e Gascho, 1984). O método de Mohr é a determinagdo direta
do ion cloreto e 0 de Volhard € a determinacéo indireta (Ohlweiler, 1968ab e
Jeffery et a., 1992). O méodo de Volhard envolve a titulagdo do ion prata
em meio &cido com solucdo padréo de tiocianato de potassio, apds a preci-
pitacdo do ion cloreto, em presenca do indicador, que é uma solugdo satura-
da de sulfato de amonio e ferro I11.

A mercurimetria, um outro método volumétrico, pode ser utilizada na
determinag&o de cloreto inorgénico. O método baseia-se na titulacdo do clo-
reto com solucdo padréo de nitrato de mercurio(ll). O ponto fina da titula-
¢do é determinado com o auxilio de indicadores, como por exemplo, nitro-
prussiato de sddio ou difenilcarbazona, os quais produzem respectivamente
uma turvagao causada pela formagdo de um precipitado branco de nitroprus-
siato de mercurio e um complexo azul-violeta, que é afetado pela concentra-
¢80 do indicador. No caso da difenilcarbazona, os melhores resultados séo
obtidos com 5 a 10 gotas desse indicador (Ohlweiler, 1974).

A andlise potenciométrica € a mais difundida, sendo esse, 0 método
oficial da Association of Official Anaytical Chemists (AOAC), para determi-
nacao de cloreto em tecido vegetal (AOAC, 1970). Esse método tem elevada
preciséo, mas necessita de muito tempo por tratar-se de titulagdo manua (Gilli-
am, 1971; Adriano, Pratt e Holtzclaw, 1973 e Gaines, Parker e Gascho, 1984).

A titulagdo potenciométrica envolve a medida da diferenca de poten-
cia entre dois detrodos, sendo um, o indicador. O potencial é avaliado em
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fungdo da concentrag@o do ion a ser determinado, utilizando-se um eletrodo
de referéncia de potencial constante. O ponto de equivaléncia serd revelado
por uma abrupta alteracdo da diferenca de potencial (Ohlweiller, 1968b e
Jeffery et ., 1992).

Existe um certo interesse pelo conhecimento dos efeitos do cloreto
nas plantas, e o desenvolvimento da andlise instrumental tem contribuido
para a utilizacdo de métodos mais precisos e préticos para a quantificagdo
desse micronutriente em analise de rotina.

PREPARO DA AMOSTRA

As amostras do material vegetal sdo identificadas, lavadas, secas,
moidas e acondicionadas em frascos de vidro. A lavagem do material vegetal
€ redlizada para remover particulas de solo, poeira e residuos industriais,
de defensivos e de fertilizantes. As amostras séo lavadas com égua de
torneira e em seguida lavadas com agua destilada. Logo apds a lavagem,
s80 colocadas em sacos de papel e transferidas para estufa a 65-70°C,
com forcada circulagdo de ar, durante um periodo de 48 horas ou até peso
constante. Depois de secas, as amostras séo moidas em moinho mecéanico
com peneirade 1 mm de didmetro e armazenadas em frascos de vidro de 50
ml com tampa pléstica.

DESCRICAO DOS METODOS

1. METODO DE MOHR

A determinacdo de cloreto foi adaptada, tomando como base os tra-
balhos de Lacroix, Keeney e Walsh (1970) e Mdavolta, Vitti e Oliveira
(1989).
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1.1. PRINCiIPIO DO METODO

O cloro extraido pela solucéo de nitrato de célcio (Ca(NOs),.4H,0),
na forma de ion cloreto, € titulado com solugdo padronizada de nitrato de
prata (AgNQOs), na presenca de cromato de potéssio (K,CrO,4) como indica
dor. O ponto fina datitulacdo é identificado pela coloragdo vermelha, resul-
tante da formag&o de cromato de prata depois de toda a precipitagéo do clo-
reto (AgCl), pois, 0 cromato de prata € mais sollvel que o cloreto de prata.

1.2. EXTRACAO DE CLORETO

Para a extracéo do cloreto, proceder do seguinte modo:

a) pesar 1 g de matéria seca (MS) em erlenmeyer de 125 m;

b) adicionar 100 ml de solugdo de Ca(NOs),.4H,0 a 0,085 mol.I™;

C) agitar em agitador horizontal por 15 minutos;

d) filtrar o extrato em papel de filtro e recolher o filtrado em frasco
com tampa.

1.3. APARELHOSE REAGENTES

O preparo da solucdo e a vidraria utilizada € descrita a seguir:

a) solugdo extratora de Ca(NO3),.4H,0 a 0,085 mol.I™": dissolver 20
g de Ca(NQOs),.4H,0 e completar o volume para 1000 ml com &gua destilada
deionizada em baldo volumétrico de 1000 m;

b) padrdo de nitrato de prata 0,0282 mol.I"": dissolver 4,791 g de
AgNO;s, e completar o volume para 1000 ml com agua destilada e deionizada
em bal&o volumétrico de 1000 ml. Portanto, 1 ml dessa solugéo, equivale a1
mg de cloreto. Em seguida, padronizar essa solugdo e colocar em um er-
lenmeyer: 50 ml de &gua destilada deionizada, 25 ml de NaCl 0,030 mol.I* e
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1 ml da solug&o indicadora de K,CrO, a 0,258 mol.I™ e titular com nitrato de
prata até o aparecimento da cor vermelha clara.

¢) solugo indicadora de cromato de potéssio (KCrO,) a 0,258 mol.I™:
dissolver 5 g de K,CrO, em aproximadamente 50 ml de agua destilada e dei-
onizada.

1.4. MARCHA ANALITICA

Na marcha analitica, propriamente dita, proceder como o descrito a
seguir:

a) tomar uma aiquota de 10 ml do extrato (1 g de MS/100 ml de
solugdo de Ca(NOs),.4H,0) e transferir para um erlenmeyer de 125 m;

b) adicionar 1 ml (micropipeta de 1 ml) a solucéo de K,CrQO,, indica-
dor, no momento da titulagdo, para n&o ocorrer oxidagdo do extrato pelo
cromato;

c) titular com a solugdo padréo de nitrato de prata até formacéo de
coloragcdo vermelha, anotando-se o volume gasto (V3);

d) fazer prova em branco, titulando-se 10 ml da solugdo de
Ca(NO3),.4H,0 e anotar 0 volume de AgNO; gasto (Vo);

e) utilizar 3 repeticdes das amostras preparadas.

1.5. CALCULOS

Apés a titulagdo, calcular a porcentagem de cloreto no materia ve-
getal pelaféormula abaixo:

% CI'=(V1-Vo) * fc

V1 = Volume gasto de AgNO; na titulagdo da amostra, em ml;
Vo = Volume gasto natitulagdo da prova em branco, em ml;
fc = fator de corregdo da solucéo de AgNOs,
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2. METODO MERCURIMETRICO

A determinag&o de cloreto descrita foi uma adaptacdo das metodolo-
gias propostas por Lacroix, Keeney e Walsh (1970), Ohlweiler (1981) e
Malavolta, Vitti e Oliveira (1989).

2.1. PRINCiIPIO DO METODO

O principio de determinacdo é baseada na reacdo do ion mercurico
para formar cloreto mercuarico solavel, e quando ion mercurico for adiciona-
do em excesso, o indicador difenilcarbazona torna-se azul-violeta, mostrando
o ponto final datitulagéo.

2.2. EXTRACAO DO CLORETO

A extragdo do cloreto foi semelhante aquela descrito para 0 método
de Mohr.

2.3. APARELHOSE REAGENTES

O preparo da solucdo € descrita a seguir:

a) indicador difenilcarbazona: dissolver 100 mg de difenilcarbazona
em 100 ml de acool a 95% e guardar em frasco escuro na geladeira;

b) solucZo de nitrato de mercdrio 11 (0,0071 mol.L™): dissolver 2,66
g de Hg(NO3),.H,O em 20 ml de &gua destilada deionizada, tratados com
0,25 ml de &cido nitrico concentrado e diluir para volume de 1000 ml; de-
terminar a concentragéo exata dessa solucéo em relagdo a 10 ml da solucéo
padréo de NaCl 0,0141 mol.I"* diluida a 100 ml, com &gua destilada e deioni-
zada. Portanto, 1 ml de Hg(NO3),.H,0, equivale a 1 mg de cloreto.
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2.4. MARCHA ANALITICA

O procedimento quimico deve seguir 0s passos abaixo:

a) tomar uma aiquota de 10 ml do extrato (1 g de MS/100 ml de
solugdo de Ca(NOs),.4H,0) e a passar para erlenmeyer de 125 m;

b) adicionar 10 gotas de difenilcarbazona com uma pipetade 2 ml;

c) titular com nitrato de mercurio (I1) até formar uma coloracéo azul
violeta, ou sga, a cor desenvolvida devido a0 excesso de Hg(NOs)..H20,
gue reage com a difenilcarbazona, e anotar o volume gasto (V3);

d) fazer a prova em branco titulando-se 10ml da solugdo de
Ca(NOs),.4H,0 a 0,085 mol.I* e anotar, em seguida, o volume de
HQ(NOs),.H,0 gasto (Vy);

e) utilizar 3 repeticdes das amostras preparadas.

2.5.CALCULOS

Apés a titulagdo, calcular a porcentagem de cloreto no materia ve-
getal pelaféormula abaixo:

% ClI'=(V1-Vy) * fc

V1 = Volume gasto de Hg(NOz3),.H,O na titulagdo da amostra, em
mi;

Vo = Volume gasto natitulacéo da prova em branco, ml;

fc = fator de corregdo da solucéo de Hg(NOs3),.H20,

3. METODO DE VOLHARD

A determinagdo de cloreto baseou-se no método de Volhard (Kol-
thoff e Sandell, 1952) em suas linhas gerais, com as adaptacfes necessérias &
sua aplicacéo, em material vegetal, feitas por Catani, Moraes e Bergamin
(1969).
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3.1. PRINCiIPIO DO METODO

O método envolve a titulagdo do ion prata resdua em meio &cido com
solucdo padréo de tiocianato de potassio, gpds a precipitacéo do ion cloreto, em
presenca do indicador solugéo saturada de sulfato de amoénio eferro l11.

3.2. EXTRACAO DO CLORETO

Para a extragdo do cloreto, proceder da seguinte forma:

a) incinerar 1 g do material seco (MS) a 500-550° C em cépsula de
porcelana de 50 ml;

b) adicionar 20 ml de solugdo de HNO; 0,2 mol.L™* e homogeneizar;

c) filtrar em frasco de vidro de 100 ml, lavar o residuo com 2 porcdes
de 10 ml de solugéo de HNO; 0,2 mol .L ™.

3.3. MARCHA ANALITICA

O procedimento quimico deve seguir 0s passos abaixo:

a) adicionar 10 ml (V) de solugéo padronizada de AgNO; 0,05 mol.I"
! sobre o extrato filtrado, homogenizar e deixar em repouso por 15’ para
flocular o AgCl;

b) filtrar para erlenmeyer de 125 ml com papel de filtro, lavando o
precipitado com duas porgdes de 10 ml de solugio de HNO; 0,2 mol.I™;

c) adicionar 0,5 ml de solucio de alimen férico a 0,830 mol.l™” e
titular com solugdo padronizada de KSCN 0,05 mol.I™* até o aparecimento de
cor rosea e anotar o volume de KSCN gasto (V>).

3.4. APARELHOSE REAGENTES

Parao preparo da solugéo, os procedimentos abaixo:
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a) solugdo de AgNO; 0,05 mol.I™: dissolver 8,59 de AgNO; e com-
pletar o volume para 1000 ml com &gua destilada e deionizada em bal&o vo-
lumeétrico. Padronizar a solucdo de AgNOs, colocar 50 ml de agua destilada
e deionizada, 25 ml de NaCl 0,05 mol.I"*, e 1 ml de solucZo indicadora de
K,CrO, a 0,258 mol.I", e titular com AgNOs, até o aparecimento da cor
vermelha clarg;

b) solugio de NaCl 0,05 mol.I"™": dissolver 2,9226 g de NaCl e com-
pletar o volume para 1000 ml com &gua destilada e deionizada em bal&o vo-
[umétrico;

c) solugdo de KSCN 0,05 mol.I™": dissolver 5,0 g de KSCN e com-
pletar o volume para 1000 ml com &gua destilada e deionizada em ba&o volu-
métrico. Padronizar a solucdo de KSCN com a solucdo de AgNO;, ja padroniza:
da, usando como indicador 1 ml de solucio de admen férico a0,830 mol .| ™

d) soluco de alimen férrico a 0,830 mol.I™: dissolver 40 g de
Fe(NH,)2(S0O,), e completar 0 volume para 100 ml com &gua destilada e
deionizada em ba do volumétrico.

35.CALCULOS

Apbs atitulagdo, fazer os caculos aritméticos de acordo a férmula abai-
XO:

% CI'=0,177 *((V1 * fcy) - (V2 * fey)

V1 =volumeinicia de AgNO;, em ml;

V; = Volume gasto de KSCN natitulagdo do AgNO; residual, em m;

fc, = fator de correcéo da solucéo de AgNO;;

fc, = fator de correcéo da solucéo de KSCN.

4. METODO DE TITULACAO POTENCIOMETRICA

A determinagéo de cloreto foi baseada em Lacroix, Keeney e Walsh
(1970) e Jeffery et al. (1992).
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4.1. PRINCIPIO DO METODO

O procedimento envolve a medi¢cdo da diferenca de potencia entre
dois eletrodos: um indicador, cujo potencial é fungéo da concentracdo do ion
a ser determinada, e um eletrodo de referéncia, de potencial constante. O
ponto de equivaléncia sera revelado por uma abrupta modificagdo do poten-
cia, indicado pelas leituras em milivolt (mV), em peagametro, durante a adi-
¢80 do volume da solucéo padréo de AgNOs. O volume de AgNO; consumi-
do na titulagdo até & modificagdo abrupta € determinado por um método
pratico preconizado por Guenther (1972) e Jeffery et a. (1992), que sera
descrito a seguir

4.2. EXTRACAO DO CLORETO

Para a extracéo do cloreto, proceder do seguinte modo:

a) pesar 1 g de MS em erlenmeyer de 125 m;

b) adicionar 100 ml de solugdo de HNO; 0,1 mol.I™;

C) agitar amistura em agitador horizontal por 15 minutos,

d) filtrar a mistura em papel de filtro e recolher em frasco com tampa.

4.3. APARELHOS E REAGENTES

Os aparelhos, reagentes e preparo de solugdes utilizados séo:

a) peagametro marca DIGIMED-DMPH-2 utilizado no modulo mili-
volt (mV);

b) eletrodo indicador: um fio de prata com acoplamento no peaga-
metro;

c) eletrodo de referéncia: calomelamo saturado com KCl 1 mol.I™;

d) solugdo extratora de &cido nitrico a 0,1 mol.L™*: diluir 7,5 ml de
HNO; concentrado em 1000 ml de &gua destilada e deionizada;

€) ponte salina de vidro preparada com 3 g de &gar em 100 ml de
agua destilada e deionizada mais 40 g de nitrato de potassio;
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f) solucdio padrdo de nitrato de prata a 0,0282 mol.I™*: preparo idénti-
co aguele descrito para método de Mohr.
O esquema de montagem da aparelhagem é apresentado na Figura 1:

FIGURA 1 - Desenho esquematico da titulacdo potenciométrica com 0s
seguintes equipamentos: (A) bureta, (B) ponte salina, (C) eletrodo indicador,
(D) eletrodo de referéncia, (E) agitador magnético, (F) potenciémetro, (G)
barra magnética e (H) becker.

4.4, MARCHA ANALITICA

Para a marcha analitica, proceder do seguinte modo:
a) tomar uma aiquota de 50 ml do extrato (1 g de MS/100 ml da
solucio de HNO; 0,1 mol.I™) e passar para um becker de 50 ml;
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b) titular com nitrato de prata 0,0282 mol.I™* utilizando-se de uma
bureta de 10 ml. A torneira deve ser ligada por um fio capilar para que a so-
lucdo sga titulada diretamente sobre o extrato a determinar. A adicdo da
solucdo deve ser lenta e em espacos regulares para que se observe, com cla-
reza, a modificacéo abrupta; em sguida, deve-se continuar adicionando-se a
solucéo até que a variagdo em mV sgja praticamente constante.

c) fazer prova em branco, titulando-se 50 ml de solugdo de HNO;
0,1 mol.I"* e procedendo-se conforme feito para o extrato.

45.CALCULOS

Para a determinagdo do volume gasto de nitrato de prata, utilizar o
método pratico, adaptado para a determinagdo de cloreto em tecido vegetal,
exemplificado na Tabela 1.

Como exemplo, observa-se na Tabela 1, na coluna da derivada se-
gunda, entre os valores de -1275 e 0, que ocorre a mudanca abrupta, isto €,
o volume de AgNQO;, que reagiu equivaentemente com o cloreto contido na
amostra, é expresso entre aqueles valores. Este volume é calculado pela se-
guinte férmula:

Veq=V1+ (V2-V1)* D1/(D1+D2), onde:

Veq - Volume equivalente (ml);

V1 - Volume correspondente ao menor valor da derivada segunda (ml);

V2 - Volume correspondente ao maior vaor da derivada segunda (ml);

D1 - Menor valor da derivada segunda (mV.ml™), em valor absoluto;

D2 - Maior valor da derivada segunda (mV.ml?), em valor absoluto:.

Ex: Veq = 0,04 + (0,08-0,04)* (31875)/(31875+0)

Veq=0,08ml.

O volume equivaente obtido de cada amostra é utilizado no cdculo
do cloreto contido na matéria seca pela seguinte férmula:

% Cl = 0,2* (Veq (amostra) ~ Veq (branco)) * fc

Veq @amosrg = VOlume equivalente de AQNO; gasto daamosira, em ml;

Veq mranco) = VOlume equivaente de AQNO; gasto do branco, em m;

fc = fator de corregdo da solucéo de AgNO;;
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TABELA 1 - Titulago potenciométrica de extrato foliar de cloreto por so-
luco de nitrato de prata (0,0282 mol.L ™) com eletrodos indicador de fio de
prata e outro calomelano de referéncia.

AE/AV

VAGNO; E AV AE Derivada Volume ADerivada AVolume Derivada

médio primeira médio  segunda

(mh) — (mv) (mh) (mv) (Fr)rzl\;nr?wlr?) (ml) (mV.miY) (ml) (mv.mi?)

0 125
0,04 79 1975 0,02

0,04 204 -1275 0,04 -31875
0,04 28 700 0,06

0,08 232 0 0,04 0
0,04 28 700 0,10

0,12 260 -200 0,04 -5000
0,04 20 500 0,14

0,16 280 -150 0,04 -3750
0,04 14 350 0,18

0,20 294 -125 0,04 -3125
0,04 9 225 0,22

0,24 303 -50 0,04 -1250
0,04 7 175 0,26

0,28 310 -75 0,04 -1875
0,04 4 100 0,30

0,32 314 -25 0,04 -625
0,04 3 75 0,34

0,36 317 -25 0,04 625
0,04 4 100 0,38

0,40 321
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