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RESUMO

O presente trabalho apresenta uma nova técnica de especiagdo de compostos nitrogenados em
amostra ambientais e de alimentos, utilizando a técnica de absor¢do molecular de alta
resolucdo com fonte continua (HR-CS MAS). O ion nitrito foi determinado por meio da
geracgdo de vapor (CVG) de NO acoplado a HR-CS MAS, na presenca de &cido cloridrico e de
acido ascorbico. Fatores como a temperatura da cela de quartzo, vazdo do gas de arraste,
vazdo do sistema CVG e concentracdo dos acidos foram otimizados nessa etapa. Métodos de
especiacdo de nitrito e nitrato foram estudados, empregando a fotorreducdo do nitrato a nitrito
- irradiacdo de luz ultravioleta (UV) - nas amostras contendo nitrato em meio tamponado com
cloreto de aménio em pH 7,97, na presenca de EDTA. Dessa maneira, a concentracdo de
nitrato, empregando o processo de reducdo, se soma a concentracdo de nitrito anterior, sendo
especiado por meio da subtracdo da concentracdo final da inicial. O p-nitrofenol (PNP) foi
determinado por meio da quebra da ligacdo C-N na estrutura, empregando radiacdo UV na
presenca de perdxido de hidrogénio em pH 11,8, gerando nitrito, o qual foi determinado por
meio da reducdo a vapor de NO. As condi¢Oes otimizadas para o método proposto visando as
determinacgOes (especiacdo) por meio da formacdo de NO foram, (1) Determinagéo de nitrito:
linha de absorcdo 214,803 nm, temperatura da cela de quartzo de 600 °C, vazdo do gas de
arraste de 6 L.H™, vazio do sistema CVG 8,0 mL.min, [HCI] 3,0 mol.L? e [Ac. Ascorbico]
3,5% (m.v1); (1) Determinacdo de nitrato: [NH4CI] 2,0 mol.L* em pH 7,97, [EDTA] 1,0
mmol.L e 20 segundos de irradiagdo UV (254 nm e 15 W). (11) Determinacdo de PNP:
[H20,] 1,0 mmol.Lt em pH 11,8 e 20 segundos em irradiacdo UV (254 nm e 15 W). Curvas
de calibragdo foram construidas, de maneira a avaliar o comportamento das espécies em cada
condicdo de determinacdo seletiva, e, posteriormente, o método foi aplicado nas amostras.
Foram analisadas tanto a 4gua de conserva quanto o alimento sélido, seco em estufa a 70 °C
até massa constante e logo apos, triturado em &gua deionizada ultrapura a 70 °C por 40
minutos. As amostras foram centrifugadas e filtradas em seguida. Testes de adigdo e
recuperacdo foram realizados nas amostras, para avaliar a eficiéncia do método e as possiveis
fontes de interferéncia no sistema. Os valores de R, LOD (mg.L™) e LOQ (mg.L™) foram,
respectivamente, de 0,9903; 0,047 e 0,16 para o nitrito; de 0,9904; 0,090 e 0,30 para nitrato e
de 0,9957; 0,034 e 0,11 para PNP.

Palavras-chave: Fotolitica geracdo de vapor quimico acoplado a espectrometria de absorcéo
molecular com fonte continua (UV/CVG-CS MAS). Especiacdo quimica. Nitrito. Nitrato. p-

nitrofenol.



ABSTRACT

The present work presents a new technique for the speciation of nitrogenous compounds in
environmental and food samples, using the high-resolution continuum-source molecular
absorption technique (HR-CS MAS). The nitrite ion was determined by the generation of
vapor (CVG) of NO coupled to HR-CS MAS in the presence of hydrochloric acid and
ascorbic acid. Factors such as the temperature of the quartz cell, carrier gas flow, CVG system
flow and acid concentration were optimized in this step. Nitrite and nitrate speciation methods
were studied, using the photoreduction of nitrate to nitrite - irradiation of ultraviolet light
(UV) - in the samples containing nitrate in buffered medium with ammonium chloride at pH
7,97, in the presence of EDTA. In this way, the nitrate concentration, using the reduction
process, is added to the concentration of the previous nitrite, being speciated by subtraction of
the final concentration of the initial one. P-nitrophenol (PNP) was determined by breaking the
C-N bond in the structure, employing UV radiation in the presence of hydrogen peroxide at
pH 11.8, generating nitrite, which was determined by the reduction to NO vapor. The
optimized conditions of the proposed method for the determinations (speciation) through NO
formation were: (1) nitrite determination: absorption line in 214,803 nm, quartz cell
temperature of 600 °C, carrier gas flow of 6 L.H?, CVG system flow of 8.0 mL.min, [HCI]
3.0 mol.L and [Ascorbic acid] 3.5% (m.vl); (II) Determination of nitrate: [NH4CI] 2.0
mol.L? at pH 7.97, [EDTA] 1.0 mmol.L™* and 20 seconds of UV irradiation (254 nm and 15
W). (111) Determination of PNP: [H202] 1.0 mmol.L* at pH 11.8 and 20 seconds in UV
irradiation (254 nm and 15 W). Calibration curves were constructed in order to evaluate the
behavior of the species in each condition of selective determination, and, later, the method
was applied in the samples. Both the conserve water and the solid food, oven dried at 70 °C
up to constant mass, were analysed and then crushed in ultra-pure deionized water at 70 °C for
40 minutes. The samples were centrifuged and then filtered. Addition and recovery tests were
performed in the samples to evaluate the efficiency of the method and possible sources of
interference in the system. The values of R?, LOD (mg.L!) and LOQ (mg.Ll) were,
respectively, 0.9903; 0.047 and 0.16 for nitrite; 0.9904; 0.090 and 0.30 for nitrate and 0.9957;
0.034 and 0.11 for PNP.

Keywords: Photolithic chemical vapor generation coupled to molecular absorption
spectrometry with continuum-source (UV/CVG-CS MAS). Chemical speciation. Nitrite.
Nitrate. p-nitrophenol.
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nm -Nandmetro

NaNOs -Nitrato de sodio

NaNO: -Nitrito de sddio

NaOH -Hidroxido de sodio

NH4* -Amonio

NH4CI -Cloreto de amonio

NO -Mondxido de nitrogénio

NO2 -Nitrito

NOs -Nitrato

ONOO -Peroxinitrito

pH -Potencial hidrogeniénico

PNP -p-nitrofenol

R? -Coeficiente de correlacao

UNIFAL-MG -Universidade Federal de Alfenas — Minas Gerais

uv -Ultravioleta

UV/Vis -Ultravioleta/visivel

UV/CVG-CS MAS -Fotolitica geracdo de vapor quimico acoplada a espectrometria
de absorcdo molecular com fonte continua

W -Watts

°C -Graus celsius

% -Porcentagem

pum -Micrémetro

A -Comprimento de onda
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um dos elementos mais comumente encontrados na natureza, pois, além
de representar a maior parcela dos constituintes do ar atmosférico em sua forma gasosa (N>), é
capaz de formar compostos organicos, como aminas e amidas e inorganicos, como o nitrato e
0 nitrito, os quais podem se ligar a moléculas organicas *.

Dependendo da forma quimica e da concentracdo em que Se encontram, esses
compostos, principalmente o nitrato e nitrito, sdo indicadores de poluigdo ambiental. A
presenca de tais compostos em ambientes aquaticos, deve-se, principalmente, ao despejo
irregular de industrias agricolas e alimenticias, uma vez que estdo presentes em fertilizantes e
também em alimentos, na forma de conservantes, evitando a deterioracdo do produto por acdo
bacteriana 13,

Sais de nitrito e nitrato estdo amplamente presentes em uma grande variedade de
alimentos, principalmente alimentos enlatados, carnes em conserva e molhos prontos, tipo
barbecue #®. O nitrito € um composto com elevada toxicidade, podendo gerar substancias
carcinogénicas ao ser ingerido. Quando presente no sistema circulatério, pode se ligar a
hemoglobina e formar a metahemoglobina, que ndo transporta oxigénio, causando faléncia
respiratoria celular e hipoxia nos tecidos * > 7. Por outro lado, o nitrato ndo possui efeito
toxico como o nitrito, mas, em contato com col6nias de bactérias presentes na boca, chamadas
bactérias redutoras de nitrato (BRN), € parcialmente reduzido a nitrito, apresentando assim,
efeitos toxicoldgicos apos sua reducio 8. Além disso, o nitrato causa danos ambientais como a
eutrofizacdo de lagos e rios, que pode causar a extingcdo da vida presente em ambientes
aquaticos 3.

Outra classe de compostos nitrogenados sdo 0s organicos nitrogenados, dentre 0s quais
podemos destacar o p-nitrofenol (PNP) e seus derivados, presente em corantes, pesticidas,
herbicidas, entre outros. Todas essas moléculas sdo consideradas poluentes ambientais por
apresentarem efeitos carcinogénicos e irritantes (quando em contato com a pele), além de
possuirem uma baixa degradabilidade ° *°.

Alguns fatores, como a alta toxicidade desses compostos nitrogenados, o alto teor
encontrado em alimentos e o descarte inadequado podem acarretar danos ao meio ambiente,
podendo causar inimeros prejuizos a biota local.

Muitos métodos, encontrados na literatura, para a determinacdo de compostos

nitrogenados utilizam a espectrofotometria molecular como técnica de deteccdo. Alguns



compostos formados para a determinacdo colorimétrica (agentes croméforos) empregando a
espectrofotometria, 0s chamados azo-compostos, apresentam um potencial efeito
carcinogénico, além de serem poluidores ambientais ** 2, Além disso, a espectrofotometria
ndo apresenta uma seletividade desejada, pois possui bandas de absor¢éo, e ndo linhas. Uma
alternativa, relativamente recente, para a determinacdo de compostos nitrogenados é a técnica
de absor¢do molecular a partir de uma molécula diatbmica, empregando um espectrémetro de
absorcéo atdbmica (AAS) com fonte continua 2.

Devido a alta eletronegatividade dos ametais, que eleva o potencial de ionizacéo, a
espectrometria de absorgéo atdmica com fonte de linhas (LS AAS) ndo apresenta uma fonte
de radiacdo priméria (LCO) para esse tipo de determinacdo, 0 que impossibilita a deteccdo e a
quantificacdo por um AAS convencional > 3. Além disso, o nitrogénio se encontra
naturalmente no estado gasoso, dificultando ainda mais o seu depdsito no catodo de uma
LCO.

Recentemente, a técnica de espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolucédo
com fonte continua (HR-CS MAS) vém sendo empregada, de maneira indireta, para a
determinacéo de ametais 11415, A maneira indireta envolve ligar o ametal em questio a outro
elemento, para que entdo, a molécula formada seja detectada por meio de uma linha de
absorcdo especifica (comprimentos de onda especificos). Elementos como fluor, nitrogénio,
cloro e bromo apresentam elevada eletronegatividade, o que favorece a formacdo de
moléculas diatdmicas estaveis, facilitando a determinacgéo por absorcdo molecular utilizando o
HR-CS MAS 1112,

Assim, a proposta deste trabalho é o desenvolvimento de um método para a
determinacdo de diferentes compostos nitrogenados nitrato, nitrito e PNP - utilizando a
técnica de absor¢do molecular de alta resolucdo com fonte continua, de forma a monitorar
esses tipos de compostos visando a especiacdo dos mesmos em amostras de agua naturais e

alimentos.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de um metodo seletivo, sensivel e rapido para a especiacdo das

diferentes formas de compostos nitrogenados (nitrato, nitrito e PNP), empregando a técnica de

reducdo fotolitica e geracdo de vapor com detecgdo por espectrometria de absor¢do molecular

de alta resolucdo com fonte continua (UV/CVG-CS MAS). Apo6s o desenvolvimento, o

método sera empregado para a especia¢do de compostos nitrogenados em amostras de aguas

naturais e alimentos enlatados visando a determinacéo de cada forma.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar, separadamente, o comportamento e a eficiéncia do HR-CS MAS para a
determinacéo de nitrito,empregando a técnica de formacéo de vapor de NO.

Avaliar a eficiéncia da fotdlise, na reducéo de nitrato a nitrito.

Realizar testes com nitrato e nitrito na mesma amostra, avaliando a potencialidade do
método para a especiacao.

Determinar a concentracdo de p-nitrofenol, empregando o sistema UV/CVG-CS MAS, a
partir da geracdo de ion nitrito, que é produto de degradacdo do p-nitrofenol na presenca
de luz ultravioleta e perdxido de hidrogénio.

Avaliar o comportamento das trés espécies separadas, juntas na mesma solugdo e
permutadas de duas em duas nos diferentes meios de determinacdo (tampéo
amonio/EDTA e em perdxido de hidrogénio ambas com e sem irradiacdo UV), de modo
a especiar 0s compostos em questao.

Determinar 0s compostos nitrogenados nas amostras de aguas naturais e alimentos,

realizando estudos de adicéo e recuperacdo afim de avaliar a eficiéncia da técnica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O Nitrogénio e suas espécies quimicas

O nitrogénio é um dos elementos mais abundantes na natureza, tendo em vista que a
maior parte do ar atmosférico é constituida por N2. Além disso, suas formas inorganicas, tais
como o nitrato e o nitrito, mostram-se muito presentes no nosso meio, por fontes naturais,

como mostra o ciclo biogeoquimico abaixo (Figura 1), ou por fontes antropogénicas ' .

Figura 1 - Ciclo biogeoquimico do nitrogénio.

Bactérias desmitrificantes.
| [ Nitrogénio na Atmosfera (IN2). | = —
Bactérias fivadoras
de Nz nos nodulos Assimilaciio.
de raizes de Consunidores | <o) [Plantas | <
leguminosas primdsio -
Leguminosas. G

Bacténas
Bacténias fivadoras Amenificacho. MNauificacko nitrificantes.

de Nz no solo.
= =

Bactérias nitrificantes

Fonte: Do autor.

Nitrato e nitrito s&o comumente adicionados em alimentos em conserva, embutidos,
refeicbes prontas para bebés e molhos em geral, pois além de serem conservantes, sdo
fixadores de cor e agentes de cura > 8. Muitas vezes os restos destes alimentos ou as aguas de
conserva gque 0s contém, que apresentam grandes quantidades desses ions, sdo despejados
irregularmente para 0 meio ambiente.

A presenca de nitrito e nitrato em aguas naturais, mesmo que em baixas
concentragfes, € um indicativo de poluicdo, podendo ser proveniente de fertilizantes,
defensivos agricolas, explosivos, tintas, lixo doméstico, entre outros > 3. A quantidade

maxima permitida de nitrito e nitrato em aguas naturais, segundo a resolucio CONAMA
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nimero 369 de 3 de abril de 2008, sdo de, respectivamente, 1,0 e 10,0 mg.L? expressos em
nitrogénio .

O ion nitrito, quando ingerido, pode reagir com aminas secundarias ou terciarias
formando as N-nitrosaminas, conhecidas por serem potenciais agentes carcinogénicos 3 7.
As reacOes abaixo mostram a formacdo das N-nitrosaminas através da nitrosagdo de aminas

pelo ion nitrito:

NO2 + H*2 HNO2 (D
2 HNO2 2 N203 + H20 (2)
R2NH + N203 2 R2N-NO + HNO2 3)

Fonte: RATH et al. 2009 7

Quando presente na corrente sanguinea, o nitrito pode reagir com o ferro (Il) da
hemoglobina e formar a metahemoglobina (fMetHb), que n&o apresenta capacidade de
transportar  oxigénio, levando o individuo a uma sindrome clinica chamada
metahemoglobinemia. Essa disfuncdo pode levar a faléncia respiratoria celular, anemia
funcional e hipdxia dos tecidos > 7.

A figura abaixo mostra as manifestacdes clinicas da metahemoglobinemia (MetHba)

dependendo da concentracdo percentual de metahemoglobina no sangue:

Figura 2 - Correlacéo entre a porcentagem de fMetHb no sangue e as manifestagdes clinicas no individuo.

fMetHb (%) Sinais e Sintomas
= 3 (normal) Menhum
3-15 Freqlentements nenhum
Pele acinzentada
15-30 Ciancse
Sangue marrom-chocolate
30-50 Dispnéia
GCefaléia

Fadiga, fraqueza
Tonteira, sincope
SpO, ~ B5%

50-70 Taquipnéia
Acidose metabdlica
Arritmias cardiacas
Convulsbes
Depressio do SNC
Coma

> 70 Obito

SMC — sistema nervoso central.

Fonte: NASCIMENTO et al. 2008 5.
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J& o nitrato ndo apresenta um efeito tdo toxico ao ser humano como o nitrito, porém,
guando em contato com coldnias de bactérias redutoras de nitrato, presentes na superficie
dorsal da lingua, o nitrato € reduzido a nitrito por meio da enzima nitrato redutase, tendo os
mesmos efeitos toxicoldgicos do mesmo. Tais bactérias estdo presentes na boca de todos os
individuos, pois se trata de micro-organismos pertencentes a microbiota normal do ser
humano " 8. Estima-se que a dose ingerida de nitrato pelo ser humano atinja a marca de 75 a
100 mg por dia, em que 80% a 90% desse indice seja proveniente de vegetais e 5% a 10% da
agua consumida 8

O nitrato também ¢é responsavel pelo efeito de eutrofizacdo, que surge quando se
encontra em elevada concentracdo em ambientes aquaticos, normalmente levado para lagos,
rios e represas por meio da lixiviacdo de fertilizantes nitrogenados. Com isso, a comunidade
de algas cresce anormalmente pelo fato destas terem o nitrogénio como um importante
nutriente para o seu desenvolvimento. Com o aumento das algas, o indice de turbidez na dgua
aumenta e o oxigénio dissolvido diminui, o que acarreta diversos problemas ecoldgicos,
podendo levar a extingdo da vida presente nesses ambientes aquaticos °.

Uma outra classe de compostos importantes de serem monitorados sdo 0s poluentes
organicos nitrogenados. Um exemplo dessa classe é o p-nitrofenol (PNP), comumente
encontrados em dejetos industriais. Tais compostos apresentam uma grande estabilidade
devido ao radical nitro estar ligado na posicao para em relacdo a hidroxila do anel aromatico,
o que dificulta sua degradacio através de técnicas oxidativas 1°. A imagem a seguir mostra 0s

hibridos de ressonancia do PNP, que sdo responsaveis pela estabilizacdo da molécula:

Figura 3 - Hibridos de ressonancia do p-nitrofenol.

$ e G-

o eg
Fonte: Do autor.

Assim, o emprego de técnicas complementares, ou até alternativas, visando a
determinacéo, ou seja, a especiacdo de tais compostos se mostra de grande importancia, tanto

no ambito ecoldgico como toxicoldgico.



3.2 Determinacdo de compostos nitrogenados empregando técnicas instrumentais
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A tabela a seguir traz algumas técnicas instrumentais encontradas na literatura que sao

utilizadas para a especiacdo de compostos nitrogenados, seus limites de deteccdo e a matriz

em que se realizou a determinacéo:

Tabela 1 - Técnicas instrumentais utilizadas na determinagéo de compostos nitrogenados.

Técnica Matriz LOD (uM) LOD (uM) Referéncia
NO2 NOs"
CE Fluido 1 1 (21)
Bioldgico
Espectrofotometria Agua 0,11 0,86 (22)
Espectrofotometria Agua 0,57 0,43 (22)
Espectrofotometria Agua 0,14 0,1 (22)
Espectrofotometria  Alimento/Agua 1,1 0,81 (23)
Espectrofotometria Agua 1,30 1,21 (24)
Espectrofotometria Agua 0,11 0,65 (25)
Espectrofotometria ~ Carne/Agua 2,2 1,6 (26)
Espectrofotometria Agua 71 143 (26)
CZE Agua 0,28 0,15 (27)
CZE Agua/Urina 11 8,1 (28)
FIA/ Solo 0,48 0,71 (29)

Espectrofotometria

Fonte: Tabela adaptada de Moorcroft et al. 2001 %

A determinacdo espectrofotométrica (reacdo de Griess) é utilizada na maioria das

determinagfes, entretanto, possui algumas desvantagens, como a geracdo de compostos

toxicos a0 meio ambiente, como 0s azocompostos, e uma baixa seletividade, principalemente

guando aplicado em amostras complexas, como alimentos. Outras técnicas bastante

empregadas sdo as técnicas de separacdo, como a eletroforese capilar (CE), eletroforese

capilar de zona (CZE) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) as quais possuem a

possibilidade de identificacdo de diferentes compostos ou estruturas por meio do processo de

separagdo, porém, apresentam na maiorias das vezes detec¢do pouco seletivas, como UV/Vis,

por possuirem bandas de absor¢do e ndo linhas, como por exemplo a espectrometria de
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absorcdo atdémica, que por esse fato, apresenta uma seletividade mais adequada a

determinacdo de contaminantes nas amostras mais diversas.

3.3 Espectrometria de absor¢do atdmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS
AAS)

Sabe-se que a espectrometria de absorcao atdmica (AAS) é amplamente utilizada para
a determinacdo de elementos, em baixas concentracdes relativas, em diversas amostras. A
técnica consiste na absorcdo de radiacdo eletromagnética emitida por uma fonte de radiacédo
primaria, geralmente lampadas de catodo oco (LCO), por atomos do elemento de interesse
(analito) no estado gasoso fundamental. Com isso, o0 elemento na forma atGmica absorve
energia passando do estado fundamental para o estado excitado tendo, entdo, uma menor
estabilidade. A razdo entre a quantidade de radiacdo emitida e transmitida, antes e depois do
atomizador (chama, forno de grafite ou cela de atomizacao), corresponde a absorbancia ou
absorvancia, que é mensurada tendo uma relagdo direta com a concentracdo do analito
segundo a lei de Lambert-Beer. Quanto maior o numero de atomos gerados, a partir do
elemento na amostra, maior a quantidade de radiagdo especifica absorvida 3L,

Um das caracteristicas dessa técnica é a seletividade, uma vez que cada elemento
absorve radiacdo em um comprimento de onda especifico, fazendo-se necessario uma fonte
especifica para emissdo dessa radiagdo. Além disso, esses elementos devem possuir uma
baixa energia de excitacdo, 0 que torna a técnica uma das mais empregadas para a
determinacdo de metais e semi-metais, entretanto, a determinacdo de ametais nao é possivel,
uma vez que possuem uma elevada energia de ionizacdo e ndo exista uma fonte de radiacao
primaria em um espectrdmetro de absorcdo atbmica com fonte de linhas (LS AAS) especifica
para ametais 3.

Uma alternativa bastante recente em relagdo a equipamentos AAS convencional é uma
técnica que utiliza uma lampada de xen6nio de alta intensidade, como fonte continua. Tal
técnica é chamada de espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugdo com fonte
continua (HR-CS AAS).

O primeiro instrumento de espectrometria de absor¢do atémica de alta resolu¢do com
fonte continua, semelhante ao modelo atual, tem sua origem em 1996, proposto e

desenvolvido por Heitmann et al 32 A partir dos estudos realizados por Heitmann, um
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equipamento comercial foi desenvolvido e recebeu a denominagdo de ContrAA. Esse
equipamento comercial possui uma lampada de arco curto de xenbnio de alta presséo,
operando em uma faixa continua de emissao entre 190 e 850 nm e uma poténcia de 300 W. A
lampada apresenta dois eletrodos de tungsténio, distando 1 mm entre eles. Além disso, 0
espectrometro é constituido de um monocromador duplo tipo echelle (DEMON) com uma
resolucdo de A/AL = 140.000 e um detector tipo CCD (dispositivo de carga acoplada) com
resolugdo de 2 pm por pixel na faixa do UV distante (200 nm) 3.

As Figuras 4 e 5 apresentam uma lampada de arco curto de xenénio, utilizada como

fonte continua, e um esquema demonstrando o arranjo de um HR-CS AAS:

Figura 4 - LAmpada de arco curto de xendnio.

Fonte: LEPRI, 2005 33,

Durante a determinacdo de um elemento especifico, a radiagdo incidente atravessa o
sistema de atomizacdo (chama, forno, etc.), como demonstrado na Figura 5, contendo o(s)
elemento(s) de interesse, que é entdo direcionada ao DEMON, onde incidird em um prisma
responsavel pelo efeito de pré-dispersdo para, posteriormente, atingir a rede de difracdo
echelle. Por fim, a distribuicéo espectral da radiacéo atinge o detector CCD 3.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do HR-CS AAS. (1) Lampada de arco curto de xendnio, (2) espelhos elipsoidais
focalizadores, (3) atomizador de chama ou forno de grafite, (4) fenda de entrada, (5) espelhos parabol6ides, (6)

prima Littrow, (7) fenda intermediéaria ajustavel, (8) rede echelle e (9) detector CCD.

4 .
Fornode # «

grafite

-

(5]

|3

Detector

) ')\ Lampada de arco
curto de Xenénio

Monocromador de
alta resolucio

Fonte: LEPRI, 2005 33,

Essa nova configuracdo de espectrometria de absorcdo atdmica (HR-CS AAS)
possibilita algumas vantagens como a melhora da razdo sinal/ruido - devido a elevada
intensidade de emissdo da fonte de radiacdo - correcdo simultanea da radiacdo de fundo -
devido a detec¢do por CCD - correcdo automatica de todos os eventos continuos - como o
ruido da lampada - além de apresentar uma Unica fonte de radiacdo para varios elementos,
dispensando a necessidade de uma lampada de catodo oco para cada elemento a ser analisado,
como no LS AAS 333,

Em relacBes a determinacdo direta de ametais, ou seja, a determinacdo do atomo no
estado gasoso fundamental, tal técnica apresenta certa limitacdo. Um exemplo dessa limitagéo
é a determinacdo de nitrogénio, o qual, na forma atbmica, possui as principais linhas de
absorcdo em comprimentos de onda abaixo de 150 nm, o que impossibilita a determinacdo de
maneira direta em um HR-CS AAS, porém, de maneira indireta isso é possivel, uma vez que,
ao ligar o nitrogénio a um atomo de oxigénio, formando a molécula gasosa diatdbmica NO, a
mesma absorve luz nos comprimentos de onda de 214,803 nm e 215,360 nm por meio da
molécula formada (N-O) % 1> 20 Essa nova vertente da técnica, proporcionada por essa nova
configuracdo, possibilita a determinacdo de ametais por meio da formacdo de moléculas
diatbmicas, as quais absorvem luz em comprimentos de onda especificos. A partir dessa
possibilidade a técnica ndo mais determina dtomos, e sim moléculas, recebendo agora uma

nova denominagédo: Espectrometria de Absor¢do Molecular (MAS).
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3.4 Espectrometria de absorcdo molecular com geracdo de vapor quimico (CVG-CS
MAS)

Uma das principais limitacGes da espectrometria de absorcdo atdbmica em chama
(FAAS), tanto a de fonte de linhas (convencional), como a de fonte continua, € a sensibilidade
(da ordem de mg.L), devido a incompleta introducéo da amostra, uma vez que apenas 5% da
mesma chega ao atomizador. No entanto, algumas alternativas séo encontradas na literatura
para tentar melhorar a sensibilidade do FAAS.

Uma alternativa, bastante promissora para a melhora da sensibilidade é a geracdo de
vapor quimico (CVG), que consiste na transformacdo do analito, que se encontra na forma
ndo gasosa na amostra, em espécies volateis por meio de reacBes quimicas especificas,
possibilitando assim que aproximadamente 100% do analito seja transportado ao atomizador
35,36 A geracdo de vapor quimico tem sido empregada com grande éxito, devido & melhora na
sensibilidade e na seletividade da técnica, por proporcionar a separacdo efetiva da matriz -
eliminado certos tipos de interferéncias - e pré-concentracdo do analito, obtida na cela de
atomizacdo. Outra vantagem do método é a possibilidade de hifenacdo, de maneira simples,
ao espectrémetro de absorcdo atbmica com atomizacdo em chama, 0 que nem sempre €
possivel para o modulo de forno de grafite (GF) *°. Entretanto, a técnica CVG pode ser
associada/hifenada a outros espectrdmetros, como a Espectrometria de Emissdo Otica com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) e a Espectrometria de Massa com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS).

A técnica CVG convencional inclui a geracdo de hidretos (HG), geracdo de haletos,
geracdo eletroquimica de vapor, além da geracdo de vapor do prdprio elemento, como 0 caso
do cadmio e do mercurio. Entretanto, algumas dessas técnicas apresentam um elevado custo
e/ou a desvantagem por produzir residuos toxicos, como o tetrahidroborato de sodio ¥’. Tais
técnicas sdo empregadas, na grande maioria das vezes, para a geracdo de compostos volateis
de metais ou semi-metais.

No caso dos ametais, tendo como exemplo os compostos nitrogenados apresentados
nesse trabalho, h& a possibilidade da formacdo da molécula gasosa de NO (CVG), por meio
das reacGes do ion nitrito com os acidos cloridrico e ascorbico, visando a melhora na

sensibilidade do método. As reacBes que controlam esse processo estdo descritas abaixo.
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NO2" (aq) + H" (ag) @ HNO2 (aq) (4)
HNO2 (ag) + H' (aq) + & 2 H20 () + NO (g) (5)

Fonte: BRANDAO et al. 2012 2

A importancia do emprego de um acido forte (HCI), no processo de formacao de NO,
vem da participacdo do ion H* no processo de formacdo da molécula diatdbmica (reagdes 4 e
5) afim de que o ion nitrito gere &cido nitroso para que, entdo, com os elétrons doados pelo
acido ascorbico (agente redutor), haja a liberacdo de NO na forma gasosa, como ilustra a
reacao (5), o qual sera determinado na cela de quartzo do espectrémetro.

Dessa maneira, obtendo-se a molécula diatdmica de NO como produto final das etapas
de fotorreducéo/foto-oxidacdo (UV) dos analitos estudados nesse trabalho, podemos especiar
cada composto em questdo com uma sensibilidade adequada - provinda da pré-concentragdo
do vapor de NO gerado na cela de quartzo - e uma melhor seletividade, proporcionada pela

seletiva geracdo da molécula de NO empregando a técnica UV/CVG-CS MAS.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir os reagentes, solucdes, equipamentos utilizados, a metologia aplicada e o

preparo de amostras para a realizacdo desse trabalho serdo descritos detalhadamente.

4.1 Solucdes e reagentes

SolugBes padrdo de nitrito, nitrato e PNP a 1000 mg.L™? foram preparadas pela
dissolugéo das respectivas massas de 0,150 g de NaNO (Sigma-Aldrich, EUA), 0,137 g de
NaNO3z (Sigma-Aldrich, EUA) e 0,100 g de 4-Nitrophenol (Sigma-Aldrich, EUA) em 100 mL
de é&gua deionizada ultrapura (Milli-Q 18,2 MQ.cm, Direct-Q® 3UV, Milipore), e
posteriormente, mantidas sob refrigeracdo em frascos de polipropileno de alta densidade. As
solugBes de acido ascorbico 3,5% (m.v'!) foram preparadas, diariamente, diluindo-se 3,5 g de
acido ascorbico (Sigma-Aldrich, EUA) em 100 mL de agua deionizada ultrapura. O acido
cloridrico 3,0 mol.L* também foi preparado, diariamente, diluindo-se 25,7 mL de HCI 37%
(Sigma-Aldrich, EUA) em 100 mL de &gua deionizada ultrapura . A solucdo de tampé@o
amonio foi feita dissolvendo-se uma massa de NH4Cl (Sigma-Aldrich, EUA) de 10,75 g em
100 mL de &gua deionizada ultrapura, ajustando o pH para 7,97 com NaOH 15 mol.L%, com o
auxilio de um pHmetro (Modelo LUCA-210, Lucadema). A solucdo foi estocada
semanalmente sob refrigeracdo em frasco de polipropileno de alta densidade. Todas as massas

acima foram calculadas levando em consideracdo a pureza dos reagentes.

4.2 Instrumentacéo

As determinacdes dos compostos nitrogenados foram realizadas empregando um
espectrometro de absorcao atdmica de alta resolugdo com fonte continua, modelo ContrAA
300 (Analytik Jena, Alemanha), acoplado a um sistema de geracdo de vapor quimico HS60A
(Analytik Jena — Alemanha) com fluxo carregador de arg6nio de alta pureza (White Martins

99,999%), a uma vazdo de 6 L.H' As vazdes empregadas de éacidos cloridrico, acido
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ascorbico e amostra foram de 8,0 mL.min™t. Como fonte de radiacdo primaria, utilizou-se uma
lampada de arco curto de xendnio (214,803 nm e 13 ampere) incidindo em um sistema de
atomizacdo composto por uma cela de quartzo (Figura 6.1), aquecida eletrotermicamente por
um forno (Figura 6.2) controlado pelo programa do equipamento.

Figura 6 - Fotografias da cela de quartzo (1) envolta do sistema de aquecimento eletrotérmico (2).
- CEES Y AT

@ @

Fonte: Do autor.

O sistema fotilitico (fotorreducdo e/ou foto-oxidacdo) é constituido de um reator
fotoquimico (caixa de madeira), coberto internamente com folhas de papel aluminio. Na parte
superior interna da caixa, duas lampadas germicidas (254 nm e poténcia de 15 watts) foram
fixadas. As lampadas foram enoveladas com 437 cm de tubo de PTFE (aproximadamente 15
voltas nas duas lampadas), apresentando, aproximadamente, 10 cm de didmetro cada volta do
enovelamento (Figura 7). Ap6s a exposicdo, a amostra é levada para o sistema de geracao de
vapor quimico. O sistema fotolitico foi acoplado diretamente ao CVG, como mostra a imagem

abaixo (Figura 8).
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Figura 7 - Fotografia do reator fotoquimico utilizado para a fot6lise (cAmara fotolitica).

= e = Ry 07

Fonte: Do autor.

Figura 8 - Fotografia do sistema UV/CVG para a fotolitica redugdo/oxidacdo de compostos nitrogenados visando a geragéo
de moléculas de NO.

Fonte: Do autor.
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4.3 Otimizagdo do sistema UV/CVG-CS MAS para a determinacdo de diferentes
compostos de nitrogénio

A seguir, a metodologia é descrita para cada analito em questdo e como foi realizado o
método de especiacdo entre eles, sempre buscando como produto final da fotolise de cada

analito a molécula de NO, que é determinada pelo espectrometro.

4.3.1 Determinacao de nitrito

Primeiramente, o ion nitrito foi determinado, uma vez que o mesmo gera a molécula
NO de modo direto. Com a presenca de acido cloridrico e acido ascorbico, o nitrito € reduzido
em meio acido gerando a molécula diatdmica NO, que por ser gasosa, € carreada pelo gas
argonio do sistema de geracdo de vapor quimico (Figura 9) diretamente para a cela de

quartzo.

Figura 9 - Fotografia do sistema de geracao de vapor quimico (HS60A) comercial empregado para a geragdo de NO.

= '

Fonte: Do autor.

Nessa etapa, alguns fatores foram otimizados, como a linha de absor¢do mais
sensivel, temperatura da cela de quartzo, vazdo de argbnio (gas carreador do vapor de NO
formado), concentracao dos acidos cloridrico e ascérbico e as vazdes dos reagentes no sistema
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CVG - que compreende aos acidos cloridrico, ascorbico e a amostra. As vazGes foram
verificadas utilizando uma proveta, relacionando quantos mililitros de amostra, &cido
cloridrico e acido ascorbico correspondiam as velocidades 1, 2, 3 e 4 do programa controlador
do sistema HS60A e ContrAA 300 em um minuto. As vazdes encontradas foram de 4,0; 6,0;
8,0 € 10,0 mL.mint,

4.3.2 Determinacao de nitrato

Apds a otimizacdo do sistema para a determinacdo de nitrito, foi necessaria a reducéo
do nitrato a nitrito, uma vez que o sistema ndo é capaz de gerar NO, molécula diatémica
detectavel, a partir de ions nitrato. Foram avaliados diferentes redutores quimicos como a
hidrazina, a tiouréia, o iodeto de potassio, o borohidreto de sddio e o &cido ascorbico,
entretanto, nenhum reagente se mostrou eficiente para a reducdo de nitrato. O método de
reducdo em coluna de cadmio na presenca de cobre, foi descartado devido a geracdo de
residuos toxicos. A reducdo do nitrato por meio da luz ultravioleta 3, na presenca de tampao
amonio e EDTA, foi avaliado como alternativa, priorizando a ndo utilizacdo/geracdo de
residuos nocivos a salde e ao meio ambiente. Para esse fim, o sistema fotolitico foi avaliado a
fim de reduzir nitrato a nitrito.

Quando ndo aplicado o método de reducdo (irradiacdo de luz ultravioleta), apenas o
nitrito pode ser determinado por HR-CS MAS, uma vez que o sistema ndo determina o nitrato
de maneira direta assim, a especiacdo pode ser realizada sem a necessidade de hifenagdo a
técnicas cromatogréaficas. Quando aplicado o método de reducdo do nitrato a nitrito, a
guantidade de nitrato reduzida se soma a de nitrito inicial, sendo determinada pelo
equipamento a concentracdo total de nitrito (nitrito + nitrato). Por uma simples conta de
subtracdo, foi obtida a concentragdo de nitrato na amostra. Nesta etapa, a otimizagdo do
sistema foi realizada, variando pardmetros como a concentragdo de cloreto de amoénio
presente no tampéo, tempo de exposicdo a luz UV e pH do meio reacional. Podemos ver na
figura abaixo, 0 esquema do sistema montado para a especiacdo dos ions nitrito e nitrato e a

fotografia do mesmo (Figuras 10 e 11):
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Figura 10 - Esquema do sistema de especiacdo dos ions nitrito/nitrato. (1) Luz ultravioleta. Quando desligada, o sistema
determina apenas o fon nitrito. Quando ligada, o sistema determina os fons nitrito e nitrato. (2) Processo de
acidificaco do ion nitrito original/gerado de ion nitrato. (3) Processo de redugdo do ion nitrito original/gerado do

fon nitrato. As vazdes em (a), (b) e (c) foram todas de 8,0 mL.min-%,
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Fonte: Do autor.
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Figura 11 - Fotografia do sistema empregado para a especiacdo dos ions ni
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- —

Fonte: Do autor.
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4.3.3 Determinagéo de p-nitrofenol (PNP)

Para a determinacdo de moléculas organicas nitrogenadas, como 0 PNP, empregando o
sistema proposto, a técnica de degradacdo ° (foto-oxidagdo na presenca de perdxido de
hidrogénio) foi aplicada, para que o grupo nitro, antes ligado a molécula, seja desligado da
estrutura organica. E preferivel que essa etapa ocorra sem a oxidagio do mesmo, ou seja, na
forma de nitrito, para que entdo seja convertido a NO. O processo foi testado para a
determinacédo/especiacdo de PNP e para otimizacdo dessa etapa, fatores como o tempo de
exposicao a luz UV, concentracdo de perdxido de hidrogénio e o pH do meio reacional foram
avaliados. A determinacdo de PNP foi realizada empregando o mesmo sistema fotolitico para
a determinacdo de nitrato (Figura 11), com apenas a mudanca no emprego do agente

associado a amostra, 0 emprego de H2O (Figura 12).

Figura 12 - Esquema do sistema de determinacéo de PNP. (1) Luz ultravioleta. (2) Processo de acidificagdo do ion nitrito
liberado no processo de degradagdo do PNP. (3) Processo de reducéo do ion nitrito liberado no processo de
degradacéo do PNP. As vazdes em (a), (b) e (c) foram de 8,0 mL.min",
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Fonte: Do autor.
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4.4 Preparo de amostras

Foram analisadas amostras de alimentos enlatados, adquiridas em supermercados
locais, sendo uma amostra de salsicha, duas amostras de milho e duas amostras de ervilha.
Além das amostras de alimentos, duas amostras de aguas naturais foram analisadas (adquirida
em Mariana e outra da torneira do laboratorio de preprado de amostras, da UNIFAL-MG, em
Pocos de Caldas). A especiacdo de nitrito, nitrato e PNP nas amostras de alimentos e dguas
naturais foi realizada empregando o sistema UV/CVG-CS MAS otimizado para cada espécie.
Para a analise da agua de conserva, a lata contendo o alimento foi levemente homogeneizada,
e entdo, a agua de conserva foi filtrada em papel filtro (80g 90 mm, Unifil). Logo apos, a
mesma foi diluida em tampdo amoénio/EDTA e em perdxido de hidrogénio, na proporcao de
1:4, para as determinacOes de nitrato e PNP, respectivamente. A especia¢do das amostras foi
realizada aplicando a fotorreducdo e/ou foto-oxidacdo das amostras (dgua de conserva). Ja 0s
alimentos (parte solida), foram secos em estufa, a 70 °C, até atingir massa constante e, apds
essa etapa, macerou-se 0s alimentos por quarenta segundos, em almofariz de ceramica. Em
seguida o material sélido foi disperso em agua deionizada, para, posteriormente, realizar a
extracdo quimica dos analitos. O processo de extracdo é feito agitando-se a as amostras por 40
minutos a uma temperatura de 70 °C, com éagua deionizada 3% 3% 40 41 As amostras foram
centrifugadas, e, em seguida, o sobrenadante (meio extrator) foi filtrado e diluido na
proporcao 1:4, com tampdo aménio/EDTA e com perdxido de hidrogénio. ApoOs o preparo,as
determinagOes de nitrato, nitrito e PNP foram realizadas empregando o sistema proposto.
Todas as analises e determinacdes foram realizadas em triplicata.

4.5 Especiagdo de compostos nitrogenados nas amostras

Curvas de calibragdo foram contruidas, contendo diferentes concentragbes das
espécies nitrogenadas em questdo, para que se pudesse avaliar o comportamento de cada
analito na &gua de conserva dos alimentos estudados, nos alimentos solidos e nas aguas
naturais.

Para a avaliacdo da exatiddo do método proposto, foram realizados testes de adi¢éo e

recuperacdo dos analitos. Para esse fim, as amostras de agua de conserva foram fortificadas



27

com as diferentes formas de compostos nitrogenados, visando uma concentracao final de 0,5
mg.L de cada analito, para que entdo as determinacgOes, em cada condicdo de especiacéo,
pudessem ser realizadas.

As amostras de alimentos sdlidos foram umidificadas com as diferentes formas de
compostos nitrogenados (nitrito, nitrato e PNP) no volume de 40 pL das solugbes padréo de
1000 mg.L™t. Apos a secagem dos alimentos, e, em seguida, 0 processo de extragdo, o volume
final foi de 20 mL (15 mL do meio reacional e 5 mL da agua de extracdo), levando a uma
concentracéo final de cada analito de 0,5 mg.L™?. A determinacio, das diferentes formas de
compostos nitrogenados foi realizada empregando as condi¢Oes otimizadas no estudo do
sistema UV/CVG-CS MAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento do método de especiagdo dos compostos nitrogenados neste
trabalho, a otimizacdo das variaveis para a determina¢do do nitrito, nitrato e PNP foi
realizada, separadamente, e determinagdes pontuais e conjuntas dos analitos foram realizadas
para a avaliacdo do método proposto, indicando, também, se ha algum tipo de interferéncia
nas amostras. Com isso, pode-se avaliar a eficiéncia da especiacdo dos compostos

nitrogenados nas diferentes matrizes.

5.1 Otimizacao do sistema UV/CVG-CS MAS para determinacéo de nitrito

Para o ion nitrito, as varidveis otimizadas foram a linha de absor¢do mais sensivel, a
temperatura da cela de quartzo, a vazdo do gas argbnio, a vazdo do sistema CVG - que
compreende os &cidos cloridrico e ascorbico e também a amostra - além das concentragdes
desses mesmos acidos, que sdo fundamentais para a protonacao do ion nitrito e consequente
reducdo a vapor de NO.

5.1.1 Linha de absor¢ao

A técnica HR-CS AAS (ou MAS), possibilita a escolha do comprimento de onda
monitorado para o processo de absor¢do atdmico ou molecular. Assim, realizou-se a avaliagéo
da linha de absorcdo mais sensivel para a determinacdo de NO, no equipamento. A eficiéncia
pode variar, significativamente, dependendo da capacidade de absorcdo, interferéncias
espectrais do meio e comportamento do analito. A partir de trabalhos encontrados na literatura
220 foram avaliadas duas linhas de absorcdo, para a determinacdo de nitrito, visando a
necessidade para futuras determinacdes, como interferéncias espectrais. Além da busca por
uma menor interferéncia, a sensibilidade e o comportamento do pico foram avaliados para a
escolha do comprimento de onda para a medida de absor¢do de NO. Os pardmetros iniciais

utilizados se encontram presentes na Tabela 2.



Tabela 2 - CondigGes experimentais utilizadas na determinagéo de nitrito com base no artigo de Brandao et al. 2.
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Variavel Valor
Temperatura da cela 700° C
Vazdo do sistema CVG 8,0 mL.min™?
Vaz&o de argonio 6 LH?
Concentragéo de HCI 2,0 mol.Lt
Concentracéo de Ac. Ascorbico 1,5% (mv?)

Fonte: Do autor

De acordo com o0s sinais de absorbancias, obtidos em cada linha, conforme se

encontram na Figura 13 e dos valores encontrados na Tabela 3, podemos observar que ambas

as linhas podem ser utilizadas para a determinacdo da molécula de NO, porém, a linha com o

comprimento de onda de 214.803 nm possibilitou uma maior sensibilidade para a detec¢do do

analito, e com isso, foi escolhida para a sequéncia dos estudos. A Figura 13 traz a imagem dos

espectros obtidos para cada uma das linhas selecionadas.

Tabela 3 - Absorcdo média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo obtidos nas duas linhas de absorcéo utilizadas.

Linha de absorcéao Absorbéancia SD RSD (%)
214.803 nm 0,49359 0,01639 3,3
215.360 nm 0,40337 0,00638 1,6

Fonte: Do autor
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Figura 13 - Sinais de absor¢do da molécula de NO, obtidos nos comprimentos de onda de (1) 214.803 nm e (2) 215.360 nm.

Medida realizada com uma solugdo 1,0 mg.L* de nitrito (NO2").
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Fonte: Do autor.

5.1.2 Temperatura da cela de quartzo

Foram estudadas diferentes temperaturas na cela de quartzo aquecida
eletrotermicamente, a fim de saber o comportamento da molécula de NO. Com isso, podemos
analisar os valores de absorcdo encontrados, juntamente, ao desvio padréo relativo associado,
definindo assim, a temperatura mais adequada por porporcionar maior estabilidade e
sensibilidade nas medidas. As temperaturas avaliadas foram correspondentes ao limite do

equipamento, que variaram de 600 °C a 900 °C, como mostra a Tabela 4:
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Tabela 4 - Absorcdo média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo obtidos na variacéo de temperatura de cela utilizada. As

medidas foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L™!, em 214.803nm, vazdo do sistema de 8,0 mL.min" e vazdo de

argbnio em 6 L.H1.

Temperatura (°C) Absorbéncia SD RSD (%)
600 0,49359 0,01639 3,3
650 0,44828 0,00565 1,3
700 0,43062 0,01916 4,4
750 0,40745 0,01530 3,8
800 0,39155 0,01830 477
900 0,31792 0,01605 5,0

Foram mantidas as mesmas condicOes experimentais da tabela 1, mas com a linha de absor¢do em 214.803 nm.

Fonte: Do autor

Os resultados obtidos demonstram maior absor¢do em 600 °C. A medida que a

temperatura aumenta, o sinal diminui provavelmente por se tratar de uma molécula com baixa

estabilidade térmica e/ou uma maior dispersdo gasosa no interior da cela de quartzo. A

temperatura escolhida para a determinacéo foi de 600 °C, por ter uma absorcdo mais elevada e

apresentar um baixo valor de desvio padrdo relativo. Infelizmente ndo foi possivel avaliar

temperaturas menores que 600 °C, pois 0 equipamento ndo possibilita essa opcao.

A Figura 14 ilustra os espectros obtidos com o aumento da temperatura na cela de

guartzo:
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Figura 14 - Sinais obtidos com as temperaturas de (1) 600 °C, (2) 650 °C, (3) 700 °C, (4) 750 °C, (5) 800 °C e (6) 900 °C. As
medidas foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L%, em 214.803nm, vazéo do sistema de 8,0 mL.min"! e vazdo de

argénio em 6 L.H™.,
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5.1.3 Vazles dos reagentes do sistema UV/CVG-CS MAS

As vaz0Bes dos reagentes, no sistema de geracao de vapor, foram avaliadas a fim de se
obter a quantidade necessaria dos acidos na reacao, além de se estudar a cinética de formacao
do NO por meio do aumento da vazéo dos reagentes.

Foram analisados os sinais de absorbancia referente as vazdes correspondentes aos
nameros 1, 2, 3 e 4 do programa (controle) do equipamento, como mostrado na Tabela 5,
respectivamente, de 4,0; 6,0; 80 e 10,0 mL.minl. O valores referentes as vazdes
compreendem a amostra e ambos os &cidos (cloridrico e ascérbico), utilizados na formacao de
NO. O programa ndo possibilita que as vazbes sejam diferentes entre si em cada canal

(amostra, &cido cloridrico e &cido ascorbico), ndo possuindo sistema de vaz@es independentes.

Tabela 5 - Absorcdo média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo obtidos na variagéo da vazdo da amostra e dos acidos
envolvidos do sistema CVG para a geracao de vapor de NO. As medidas foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L
1 em 214.803nm, temperatura da cela de quartzo de 600°C e vazio de argbnio em 6 L.H™.

Vazédo (mL.min?) Absorbancia SD RSD (%)
4,0 0,25501 0,08747 34,3
6,0 0,31795 0,07949 25,0
8,0 0,33721 0,02866 8,5
10,0 0,33026 0,02774 8,4

Fonte: Do autor

A Tabela 5 indica que as duas primeiras vazdes (4,0 e 6,0 mL.min!) apresentam um
desvio padrdo relativo muito elevado. Ja as duas Gltimas vazdes (8,0 e 10,0 mL.min%) s&o
estatisticamente iguais, tendo em vista a absorbancia relativa e a margem de erro presente em
ambas.

Uma possivel explicacdo para esse comportamento € que em menores velocidades
ocorre uma menor turbuléncia no sistema, o que leva a um menor choque entre as moléculas
envolvidas na reagdo, diminuindo a cinética de formagdo da molécula de NO. Dentre as
maiores velocidades estudadas, a escolhida foi a de 8,0 mL.min, devido ao menor consumo

de reagentes nas analises comparada a velocidades de 10,0 mL.min™.
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5.1.4 Vazdo de argonio

Outro fator otimizado nessa etapa foi a vazdo do gas carreador de vapor de NO, o
argonio. Foi necessario saber qual a vazdo minima ideal para se carrear o maior numero de
moléculas do analito formadas sem que a turbuléncia na cela de quartzo, devido a uma maior
vazdo do gas, prejudique a leitura, causando uma diminuicéo da absorbancia e um acréscimo
no desvio padréo relativo. O aparelho dispde de 3 diferentes vazdes de argdnio, sendo elas de

6, 25 e 31 L.H* como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 - Absor¢do média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo obtidos na variacdo da vazao de argdnio. As medidas
foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L%, em 214.803nm, temperatura da cela de quartzo em 600 °C e vazdo do
sistema CVG de 8,0 mL.min™,

Vazdo (L.H?) Absorbancia SD RSD (%)
6 0,45316 0,01902 4.4
25 0,15138 0,01051 6,9
31 0,10979 0,00787 7,2

Fonte: Do autor

Pode-se observar que a absorbancia aumenta com o decréscimo da vazdo de argénio,
possivelmente devido a uma menor dispersdo do gas NO no interior da cela, proporcionando
uma maior concentragdo da nuvem de moléculas diatdmicas. Com isso, a vaz&o escolhida foi
a menor possivel, correspondendo a 6 L.H?. As imagens abaixo ilustram, claramente, a perda

de sinal que ocorre quando aumenta-se a vazao do gas carreador para a cela de quartzo.
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Figura 15 - Sinais obtidos com as vazdes de argdnio de (1) 6 L.H?, (2) 25 L.H e (3) 31 L.HX. As medidas foram realizadas
com [NO27] = 1,0 mg.L', em 214.803nm, temperatura da cela de quartzo em 600 °C e vazdo do sistema CVG de

8,0 mL.min"L.
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Fonte: Do autor.

5.1.5 Concentracdo do &cido cloridrico

Um dos principais reagentes, responsavel pela reducdo do nitrito a NO, é o acido
cloridrico (HCI), uma vez que a reducdo ocorre quando o nitrito esta protonado, conforme
mostra a reacdo (4) da secdo 3.4. Assim, a concentracdo de HCI foi estudada no intervalo de
0,0 a 4,0 mol.L'%, com o intuito de avaliar o comportamento e a eficiéncia do processo de
reducdo do ion nitrito em meio &cido, como mostra a Figura 16, empregando a menor

quantidade possivel de HCI, visando a menor geragéo de residuo.
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Figura 16 - Absorbancias integradas médias obtidas com o aumento da concentragéo de cido cloridrico (em mol.L%) no
sistema CVG. As medidas foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L™%, em 214.803 nm, vazdo do sistema CVG de

8,0 mL.min"1, temperatura da cela de quatzo em 600 °C e vazdo de arg6énio em 6 L.H™.
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Fonte: Do autor.

Observa-se, na Figura 16, que concentracio menores que 3,0 mol.L™* de HCI resultam
em menores valores de absorbancia devido, possivelmente, a uma quantidade insuficiente de
H* para a maior protonacdo do ion nitrito, gerando acido nitroso que, consequentemente, sera
reduzido & NO. A partir de 3,0 mol.L? a solugdo fica saturada de jons H*, ndo havendo
necessidade de aumentar a concentracdo de HCI, pois a maior quantidade possivel de ions
nitrito ja foi protonada, uma vez que a absorbancia se mantém constante. Com isso, a
concentracdo escolhida foi de 3,0 mol.L, priorizando o menor consumo possivel de

reagentes quimicos.

5.1.6 Concentracdo do acido ascérbico

Assim como o acido cloridrico, o &cido ascorbico desempenha uma importante funcao
na reducdo do ion nitrito a NO, sendo responsavel pela doacéo de elétrons ao &cido nitroso. A
concentracdo de é&cido ascorbico foi estudada no intervalo de 0,0 a 5,0% (m.v?), e o sinal

relativo a absorbancia foi monitorado nesse intervalo, como mostra a Figura 17:
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Figura 17 - Sinais de absorbancia integrada médias obtidos com o aumento da concentragdo de acido ascérbico (em % m.vt)
no sistema CVG. As medidas foram realizadas com [NO2] = 1,0 mg.L™, em 214.803nm, vazéo do sistema CVG

de 8,0 mL.min"1, temperatura da cela de quartzo em 600 °C e vazéo de argonio em 6 L.H™.
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Fonte: Do autor.

De maneira semelhante ao que aconteceu na variacdo da concentracdo do acido
cloridrico, observa-se na Figura 17 que a partir de 3,5% (m.v!) a quantidade de elétrons
necessarios para a reducdo do &cido nitroso a NO se satura, uma vez que a partir dessa
concentracdo limite a absorbancia ndo varia significativamente. Com isso, a concentracdo
escolhida foi de 3,5% (m.vl), novamente priorizando o menor consumo possivel de
reagentes.

Com a otimizacdo do sistema, todas as demais determinacdes foram realizadas
utilizando os parametros apresentados na Tabela 7, uma vez que as espécies sao
primeiramente reduzidas a nitrito para geracdo da molécula de NO, a qual pode ser

determinada de maneira quantitativa.
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Tabela 7 - Varidveis otimizadas para a determinago de nitrito através do vapor de NO.

Variavel Valor
Linha selecionada 214.803 nm
Temperatura da cela de quatzo 600° C
Vazao do sistema CVG 8,0 mL.mint
Vazao de argonio 6 LH?
Concentragéo de HCI 3,0 mol.L*!
Concentracéo de Acido Ascorbico 3,5% (m.v?)

Fonte: Do autor

5.2 Otimizacao do sistema UV/CVG-CS MAS para determinacao de nitrato

Tendo realizado os testes de otimizacdo para a determinacdo de nitrito, o sistema foi
empregado para a determinacdo de nitrato. Assim, a necessidade de reducdo de nitrato a
nitrito foi verificada, uma vez que o sistema ndo gera NO a partir de nitrato. Dessa forma,
diferentes processos de reducdo foram estudados. Os principais parametros relacionados a
fotolitica reducdo foram avaliados, dentre eles a presenca de tampdo amonio/EDTA -
previamente avaliado por Tucker e Egan 2 - o pH do meio, a variacdo da concentracio de

EDTA e a concentracao de cloreto de amdnio no tampao.

5.2.1 pH do meio amoniacal (Fotorreducao)

O pH do meio amoniacal utilizado na reducdo do nitrato a nitrito foi estudado no
intervalo de 4,0 a 9,0, com a adic&o de acido cloridrico 37% (v.v!) e hidroxido de sodio 15,0
mol.L1. Assim, pode-se avaliar a reducdo do fon nitrato nos diferentes valores de pH,
conforme sua interagdo com os ions H" e OH", na presenca de radiacdo UV (254 nm). Os

resultados podem ser visualizados na Figura 18.
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Figura 18 - Valores de absorbancia integrada obtidos com o aumento do pH no meio amoniacal. A concentragéo de EDTA
no meio reacional permaneceu em 1,0 mmol.L* e a [NH4CI] do meio foi de 2,0 mol.L%. A amostra permaneceu
durante 20 segundos sob irradiagdo UV. As medidas foram realizadas com [NOs] = 1,0 mg.L! e o sistema
otimizado da Tabela 7.
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Fonte: Do autor.

Os menores sinais de absorbancia foram obtidos nos pHs mais baixos (acidos) e mais
altos (alcalinos). Em pHs mais alcalinos (maiores que 9), o meio amoniacal libera uma grande
quantidade de gas amdnia (NHs). Esse excesso de gas deixa 0 sistema muito turbulento,
diminuindo a eficiéncia do transporte do vapor de NO para a cela de quartzo, aumentando,
assim, o desvio padrdo relativo das medidas. Ja em pHs mais acidos (menores que 4), a
incidéncia da luz UV favorece a formacdo do acido peroxinitroso, que se isomeriza
rapidamente & NO3™ (reacGes 7 e 8), que ndo é determinado pelo sistema, uma vez que ndo

forma a molécula de NO #2.

NOs + hv — [NOz]* (6)
[NOs* — ONOO™ + H* 2 HONOO (7)
HONOO — NOs3 + H* (8)

Fonte: MACK, 1999 42,
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Quando o meio encontra-se em pH levemente alcalino (7,5 e 8,0), as moléculas de
acido peroxinitroso (HONOO) séo desprotonadas, levando a formacdo do peroxinitrito
(ONOO"). Acredita-se que o peroxinitrito ndo influencia na determinacdo do nitrito, pois a
irradiacdo alcalina desse ion tem como produto o nitrito e oxigénio, como observado na

sequéncia de reacdes 11 a 14.

[NO3]* — NOz* + O* — NO,* + OH® + OH" 9)

OH* + NOz* — HOONO (10)
ONOO" + OH®* — ONOO*® + OH" (12)
ONOO* — NO* + O; (12)
NO® + NO,* — N203 (13)
N203 +H,0 — 2 H"+2 NOy (14)

Fonte: MACK, 1999 4,

5.2.2 Variacdo da concentracdo de EDTA

Amostras contendo nitrito e nitrato apresentam, muitas vezes, alguns cations como
potassio e o sédio, sendo, na maioria das vezes, contraions dos mesmos. Tais contraions
(cations) podem influenciar na determinagdo. Assim uma das funcdes do EDTA é complexar
esses ions, amenizando possiveis fontes de interferéncia 2“3, Foram estudados diferentes
concentracdes de EDTA, no intervalo de 0,0 a 16,0 mmol.L? nas solugBes contendo nitrato,

conforme mostra a Figura 19.
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Figura 19 - Valores de absorbancia integrada obtidos com o0 aumento da concentragdo de EDTA (em mmol.L). A
concentragdo de [NH4CI] do tamp&o, em pH 8,0, foi de 2,0 mol.L. A amostra permaneceu durante 20 segundos

sob irradiagdo UV. As medidas foram realizadas com [NO37] = 1,0 mg.L™ e o sistema otimizado da Tabela 7.
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Fonte: Do autor.

Os valores de absorbancias integradas para as concentracdes de 1,0 e 1,5 mmol.L™*
sdo estatisticamente iguais, levando em consideracdo o desvio padrdo associado,
possivelmente, devido a uma maior eficiécia na eliminacdo de interferentes. Contudo, a
concentracio escolhida foi a de 1,0 mmol.L?, por ter o menor desvio padréo relativo além, de

proporcionar um menor consumo de reagentes.

5.2.3 Variacgado da concentracdo de cloreto de aménio (Tampao)

A concentracdo de cloreto de aménio no tampéo influencia no controle do pH do
processo de fotorreducdo, devendo assim, ser avaliada. A variagdo da massa de NH4Cl indica

qual a melhor faixa tamponante para o reagente escolhido (Figura 20)
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Figura 20 - Valores de absorbancia integrada obtidos com o aumento da concentragdo de cloreto de amdnio (em mol.L™) no
tampéo. A concentragdo de EDTA foi de 1,0 mmol.L, em pH 8,0. A amostra permaneceu durante 20 segundos

sob irradiagdo UV. As medidas foram realizadas com [NO37] = 1,0 mg.L™* e o sistema otimizado da Tabela 7.
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Fonte: Do autor.

Podemos observar na Figura 20, que em concentragdes menores que 1,5 mol.L?, a
guantidade de cloreto de aménio ndo é suficiente para manter a capacidade tamponante do
meio, fazendo que o mesmo varie mais facilmente e o ion nitrato se converta, facilmente, em
acido peroxinitroso (HONOO), como comentado no capitulo 5.2.1 (reacbes 7 e 8). J& em
guantidades mais elevadas, a formacdo de gases no sistema se mostrou excessiva, 0 que
prejudicou o transporte do vapor de NO a cela de atomizacdo, deixando o sistema mais
turbulento.

A concentragio escolhida de cloreto de amonio para o tampdo foi de 2,0 mol.L™,
levando-se em consideracdo as futuras diluicGes das amostras no meio tamponante, que
reduziria a concentragio do tampdo para 1,5 mol.L:. Na faixa de 1,5 a 2,0 mol.L?, a
capacidade tamponante ndo é prejudicada, tendo em vista os valores de absorbancia integrada
(Figura 20), levando-se em consideracdo o desvio padréo das leituras.
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5.3 Otimizagéo do sistema UV/CVG-CS MAS para determinacédo de PNP

Para a determinacdo de PNP o sistema fotolitico possibilitou um segundo processo, a
foto-oxidacdo do analito e, consequentemente, a quebra da ligacdo C-N na estrutura, levando
a liberacdo de nitrito no meio reacional. Alguns fatores foram otimizados para a
determinacdo de PNP empregando o sistema UV/CVG-CS MAS, como o tempo de

exposicdo a luz UV, o pH do meio, e a concentracao de perdxido de hidrogénio.

5.3.1 Variacao do tempo de exposicado a luz UV

Os tempos de exposicdo a radiacdo UV (254 nm) foram variados de acordo com o
comprimento do tubo de PTFE que se encontrava dentro do reator. No estudo, manteve-se 0
pH do meio em 8,0 e utilizou-se uma concentracéo de 1,0 mmol.L? de H20,. Também foram
estudadas situagdes como a auséncia de H202 no meio ou a auséncia de luz UV, mantendo-se
todos os outros parametros fixos, para comprovar a eficiéncia da quebra da ligacdo C-N na
estrutura do PNP por meio da combinacdo de ambos os fatores. Foi cronometrado o tempo de
entrada e de saida da caixa, sob radiacdo, em cada uma das seguintes situacdes, como mostra

a Figura 21.
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Figura 21 - Valores de absorbancia integrada obtidos para 1,0 mg.L* de PNP, com a variagdo do tempo de exposi¢do do
PNP a luz UV, de 15 segundos a 65 segundos. O pH do meio foi mantido préximo a 8,0 - com o auxilio de
NaOH 15,0 mol.L™* - e a concentragdo de H202 foi de 1,0 mmol.L*. Foram aplicados nessa etapa, todos os outros
fatores otimizados na anélise de nitrito, conforme descritos na tabela 7.
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Fonte: Do autor.

O tempo de exposicdo que apresentou o melhor sinal de absorbéancia, relacionado,
possivelmente, a maior “degradacdo” de PNP, com a liberacdo de nitrito, foi de 20 segundos.
Tempos menores de exposicdo geraram, possivelmente, menores quantidades de radicais
hidroxilas, resultando em menor eficiéncia na quebra da ligacdo C-N nas moléculas de PNP.
Tempos superiores a 20 segundos resultaram em menor eficiéncia do processo,
possivelmente, devido a oxidacdo do nitrito liberado como produto a nitrato, que nao é
determinado pelo sistema.

Na auséncia de perdxido de hidrogénio (apenas UV), observou-se um sinal crescente a
partir de 25 segundos, se estabilizando aos 35 segundos. Esse comportamento € observado,
possivelmente, devido ao pH do meio reacional, no qual os radicais hidroxilas, provenientes
da agua ou do NaOH, empregado no ajuste do pH, podem ser responsaveis pela degradagédo
do PNP, auxiliando no processo fotolitico. J& na auséncia de radiacdo UV, ndo obteve-se
sinal de absorbancia, demostrando assim que apenas o peroxido de hidrogénio ndo é
suficiente para a degradagdo de PNP. O tempo de exposicdo escolhido para o sistema foi de

20 segundos.
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5.3.2 Variagéo do pH no sistema

Assim como para a determinacdo de nitrato, o pH do meio reacional para a
degradacdo do PNP foi estudado, afim de avaliar o comportamento do ion nitrito, liberado no
processo, em excesso de H* e excesso de OH", uma vez que tais variagdes podem influenciar
o processo fotolitico. O pH foi ajustado com solugdo de HCI 37% (v.v') e NaOH 15,0 mol.L*
em agua deionizada ultrapura.

De acordo com o observado na Figura 22, valores de pH mais &cidos e proximos da
neutralidade produzem menores valores de absorbancias, possivelmente devido ao nitrito,
liberado como produto de degradacdo, reduzir a nitrato, devido a formacdo de é&cido
peroxinitroso (HONOO) sob radiacdo UV (reacdes 7 e 8 , se¢do 5.2.1). Como dito
anteriormente, acido peroxinitroso ndo é determinado pelo sistema, pois se isomeriza em pHs

acidos a nitrato.

Figura 22 - Absorbancia integrada obtidos para 0,5 mg.L™* de PNP com a variagdo do pH no meio reacional. O tempo de
exposicédo a luz UV nessa etapa foi de 20 segundos. Todos os outros parametros anteriores foram mantidos fixos,

como a [H202] e os parametros da tabela 7, para a determinacéo de NO.
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Fonte: Do autor.



46

Maiores valores de pH (maiores que 9) observa-se uma maior eficiéncia do processo
fotolitico (quebra da ligagdo C-N na molécula de PNP) devido a maior quantidade de ions
OH". Valores maiores que 12 resultam em uma piora nas medidas de absorbancia, devido
possivelmente a turbuléncia no sistema pela formacdo excessiva, de moléculas gasosas

associadas. Assim, o pH escolhido para as determinac6es de PNP foi 11,8.

5.3.3 Variacao da concentracéo de peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio, juntamente a exposicdo a luz UV, sdo responsaveis pela
liberacdo de uma maior quantidade de radicais hidroxilas, 0s quais promovem a degradacédo
do composto organico. Tendo isso em vista, a variagcdo da concentracdo de H>O> se mostra de
grande importancia, para que se conheca qual a quantidade necessaria para uma maior
intensidade de degradacéo quantitativa. Variou-se a concentragdo de 0,0 a 9,0 mmol.L, como
mostra a Figura 23. Pode-se observar uma queda visivel da absorbancia a partir de 1,7
mmol.L? de H,O.. Possivelmente essa queda esta relacionada a oxidacao do nitrito liberado
na degradacdo (formacgéo do NOs’) do PNP.
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Figura 23 - Valores de absorbancia integrada obtidos para 1,0 mg.L* de PNP com a variagdo da [H202] no meio reacional de
0,0 a 9,0 mmol.L1. O pH do meio foi mantido em 11,8 e o tempo de exposigdo a luz UV foi de 20 segundos.

Todos os parametros da tabela 7 foram mantidos fixos.
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Fonte: Do autor.

Em concentragdes menores que 1,0 mmol.L?, a quantidade de peréxido ndo é
suficiente para iniciar, de maneira satisfatoria, o processo quebra da ligacdo C-N na estrura do
PNP (degradacdo do PNP), apresentando entdo, baixos valores de absorbancia integrada. O
valor escolhido, tendo em vista tais fatores, foi de 1,0 mmol.L? de perdxido de hidrogénio,

priorizando 0 menor consumo de reagentes.

5.4 Determinacdo dos compostos de nitrogénio isolados empregando o sistema
UVI/CVG-CS MAS

Otimizados os sistemas para a determinacdo de cada composto nitrogenado (analito), os

mesmos foram empregados para a especiagédo de tais compostos.
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5.4.1 Determinacéo de nitrito

Afim de avaliar o comportamento de cada analito nos diferentes meios de especiacéo,
foram realizados estudos, na presenca e na auséncia de luz UV, para cada um dos analitos
(nitrito, nitrato e PNP) empregando o sistema UV/CVG-CS MAS otimizado. A Figura 24
ilustra 0 comportamento do nitrito nos diferentes meios para a especiagdo (tampéo

amonio/EDTA e peroxido de hidrogénio), ambos com e sem a incidéncia de radiacdo UV.

Figura 24 - Comportamento do nitrito nos meios reacionais em que se € determinado. Em tampao aménio [NH4ClI] 2,0
mol.L* e [EDTA] 1,0 mmol.L"* em pH 7,97 — com e sem a irradiagdo UV por 20 segundos — e em [H202] 1,0
mmol.I"t em pH 11,8 — com e sem irradiagdo UV por 20 segundos.
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Fonte: Do autor.

Na presenca de perdxido de hidrogénio em pH 11,8, as curvas analiticas possuem um
menor coeficiente angular (0,36063 contra 0,69115 em tampdo/EDTA) independente do
emprego da fotdlise, possivelmente devido a presenca de um forte agente oxidante que
converte parte do nitrito em nitrato. A incidéncia ou ndo de luz UV nesta etapa ndo fez com
que os resultados de absorbancia variassem entre si.

Abaixo, nas Figuras 25 e 26, encontram-se as curvas de calibracdo, para nitrito nas
diferentes condicdes para a especiacdo (tampdo amonio/EDTA e H>O2) sem a irradiacdo de
luz UV.
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Figura 25 - Curva de calibragéo para o nitrito em tampao amonio [NH4CI] 2,0 mol.L* e [EDTA] 1,0 mmol.L"* em pH 7,97 e

sem a irradiacdo de luz UV empregando as condicOes otimizadas (Tabela 7).
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Fonte: Do autor.

Figura 26 - Curva de calibragio para o nitrito em [H202] 1,0 mmol.L™* em pH 11,8 e sem a irradiacdo de luz UV empregando
as condicdes otimizadas (Tabela 7).
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5.4.2 Determinacéo de nitrato

A determinacdo de nitrato, em relacdo ao nitrito, se da, unicamente, na presenca ou
ndo auséncia da radiacdo UV em tampdo e EDTA. Nessas condicdes, o nitrato apresenta sinal
de absorbancia mensuravel. Assim, a especiacdo é possivel na presenca de tampdo amonio
[NH4CI] 2,0 mol.L? e [EDTA] 1,0 mmol.L* em pH 7,97 com a irradiagéo por 20 segundos de

luz UV, como mostra a Figura 27:

Figura 27 - Comportamento do nitrato em diferentes meios reacionais. Em tampao aménio [NH4CI] 2,0 mol.L%, [EDTA] 1,0
mmol.Lt em pH 7,97 — com e sem a irradiagdo UV por 20 segundos — e em [H202] 1,0 mmol.I"t em pH 11,8 —

com e sem irradiacdo UV por 20 segundos.
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Fonte: Do autor.

O emprego de tampdo aménia e EDTA com a incidéncia de luz UV possibilitou a
fotorreducdo de nitrato, sendo essa a Unica condi¢cdo em que o nitrato é reduzido a nitrito
dentro das condicdes estudadas, demonstrando a fundamental importancia da radiagédo
ultravioleta no processo. Com o emprego de perdxido de hidrogénio, o meio reacional se
torna oxidante, ndo favorecendo a converséo a nitrito e, logo, ndo possibilitando a especiagéo.

Segue abaixo a curva de calibracdo do nitrato nas condi¢des de determinagéo (Figura 28):
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Figura 28 - Curva de calibragdo para nitrato em tampao aménio [NH4CI] 2,0 mol.L, [EDTA] 1,0 mmol.L"2 em pH 7,97 e

com a irradiagdo de luz UV por 20 segundos, empregando as condic¢Ges otimizadas (Tabela 7).
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Fonte: Do autor.

5.4.3 Determinacao de p-nitrofenol (PNP)

Semelhante ao que foi feito com o nitrito e nitrato, 0 comportamento do PNP foi
analisado nos diferentes meios em que a especiacao é realizada (Figura 29).

Semelhante ao nitrato, que apresentou uma Unica condicdo ideal para a determinacao
seletiva, a Unica condicdo favoravel a quebra da ligacdo C-N, causando a saida do grupo nitro
do PNP e detecgédo do nitrito gerado foi em [H202] 1,0 mmol.L™* com pH 11,8 e irradiagéo
UV por 20 segundos. Todos 0s outros meios testados ndo registraram sinal de absorbancia
para a molécula de PNP, pois a auséncia do conjunto H.O> + UV nédo possibilita a
determinacdo do mesmo, uma vez que ndo ocorreu a saida do grupo nitro da estrutura
molecular e formacdo do nitrito. Segue, abaixo, a curva de calibracdo realizada nessas

condigdes (Figura 30).



52

Figura 29 - Comportamento do PNP em diferentes meios reacionais. Em tamp&o amonio [NH4CI] 2,0 mol.L1 e [EDTA] 1,0
mmol.L1 em pH 7,97 — com e sem a irradiagdo UV por 20 segundos — e em [H202] 1,0 mmol.I"t em pH 11,8 —

com e sem irradiacdo UV por 20 segundos.
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Fonte: Do autor.

Figura 30 - Curva de calibragéo para o PNP em [H202] 1,0 mmol.L* no pH 11,8 e irradiagdo UV por 20 segundos,

empregando as condi¢Bes otimizadas (Tabela 7).
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Fonte: Do autor.
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Realizadas as calibracbes nas condi¢fes 6timas de determinacdo de cada analito, foi
possivel, entdo, o célculo dos resultados dos parametros de desempenho, segundo a tabela

abaixo (Tabela 8), visando a determinacéo seletiva de cada analito.

Tabela 8 - Pardmetros de desempenho das diferentes condicdes aplicadas para a determinagdo dos compostos nitrogenados

abaixo citados.

Analito Coeficiente  Coeficiente R? LOD LOQ
Angular (a)  Linear (b) (mg.L?) (mg.L?)
Nitrito 0,69115 -0,04070 0,9903 0,047 0,16
(Tampéo)

Nitrito 0,36063 -0,02560 0,9953 0,12 0,39

(H202)

Nitrato 0,15593 0,01487 0,9904 0,090 0,30
PNP 0,28101 0,01231 0,9957 0,034 0,11

Fonte: Do autor

5.5 Especiacao de compostos de nitrogénio empregando o sistema UV/CVG-CS MAS

Os estudos realizados nessa se¢do compreendem a determinagéo de 0,5 mg.L™? para
cada analito separado, permutados dois a dois - contendo 0,5 mg.L™ de cada analito - e 0s trés
juntos na mesma amostra, também, com a concentragdo de 0,5 mg.L™ para cada analito. Os
meios testados foram os mesmos da secdo anterior, ou seja, em tampao aménio/EDTA em pH
7,97 e em [H202] 1,0 mmol.L em pH 11,8, ambas com e sem a incidéncia de luz UV. Os
resultados obtidos estdo resumidos nas Tabelas 9, 10, 11 e 12.

Observa-se, na Tabela 9 que apenas o nitrito apresentou absorbancia em tampéo
amoOnio/EDTA sem incidéncia de radiacdo UV, mesmo na presenca dos outros analitos. I1sso
ocorre, pois, sem a incidéncia da luz UV, nitrato e PNP ndo sdo detectaveis empregando o

sistema proposto e, também, ndo interferem no sinal de nitrito.
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Tabela 9 - Valores de absorbancia integrada, desvio padrao e desvio padrdo relativo encontrados para os diferentes analitos
em tampao amdnio [NH4CI] 2,0 mol.L* , [EDTA] 1,0 mmol.Lt em pH 7,97 sem a irradiagdo UV. Para o estudo
0,5 mg.L* dos analitos foram empregados.

Analito Absorbéncia SD RSD (%)
Nitrito 0,26672 0,02101 7,9
Nitrato 0,00124 0,00013 10,8
PNP 0,00278 0,00842 #
Nitrito+Nitrato 0,27744 0,00920 3,3
Nitrito+PNP 0,25410 0,00991 3,9
Nitrato+PNP -0,00090 0,02957 #
Nitrito+Nitrato+PNP 0,25887 0,01674 6,5

Os valores que apresentaram desvio padrao relativo maior que 100% nado foram registrados na tabela (#).

Fonte: Do autor

Observa-se na Tabela 10 que com a irradiacdo de luz UV em tampdo/EDTA, tanto o
nitrito quando o nitrato apresentam medidas de absorbancia. Quando adicionados,
conjuntamente na mesma amostra, a absorbancia dos dois analitos é a soma das absorbancias.
Assim, ao subtrair o valor determinado de nitrito é possivel determinar a concentracdo de
nitrato (especiacao redox). Outra observacédo interessante € a baixa, ou nenhuma, absorbancia

do PNP, ndo interferindo na determinacéo seletiva de nitrito e nitrato.

Tabela 10 - Valores de absorbancia integrada, desvio padréo e desvio padrdo relativo encontrados para os diferentes analitos
no meio de tamp&o amdnio [NH4CI] 2,0 mol.L* e [EDTA] 1,0 mmol.L"* em pH 7,97 com a irradiagdo UV por 20
segundos. Para o estudo 0,5 mg.L* dos analitos foram empregados.

Analito Absorbéancia SD RSD (%)
Nitrito 0,27414 0,01480 54
Nitrato 0,11155 0,01339 12,0

PNP 0,00214 0,00345 #

Nitrito+Nitrato 0,37214 0,02084 5,6
Nitrito+PNP 0,27407 0,00630 2,3
Nitrato+PNP 0,11352 0,01805 15,9
Nitrito+Nitrato+PNP 0,34773 0,02330 6,7

Os valores que apresentaram desvio padrdo relativo maior que 100% n3do foram registrados na tabela (#).

Fonte: Do autor
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De acordo com a Tabela 11, na presenca de peroxido de hidrogénio em pH 11,8 sem a
irradiacdo UV apenas a absorbancia de nitrito é registrada, embora menos acentuada, devido a

acao oxidativa do meio.

Tabela 11 - Valores de absorbancia integrada, desvio padrdo e desvio padrdo relativo encontrados para os diferentes analitos
no meio de [H202] 1,0 mmol.L"* em pH 11,8 e sem a irradiagdo de luz UV. Para o estudo 0,5 mg.L™* dos analitos

foram empregados.

Analito Absorbéncia SD RSD (%)
Nitrito 0,15303 0,02197 14,4
Nitrato -0,00442 0,00782 #
PNP 0,00002 0,01001 #
Nitrito+Nitrato 0,20146 0,02090 10,4
Nitrito+PNP 0,17102 0,01523 8,9
Nitrato+PNP 0,00695 0,0695 99,9
Nitrito+Nitrato+PNP 0,17439 0,01428 8,2

Os valores que apresentaram desvio padrao relativo maior que 100% ndo foram registrados na tabela (#).

Fonte: Do autor

J& na presenca de radiacdo UV em meio de peroxido de hidrogénio, apenas o nitrato
ndo é quantificado, sendo determinado assim, o nitrito - com sinal reduzido - e o PNP, devido
a acdo oxidativa e liberacdo do grupo nitro, conforme ilustrado na Tabela 12. Assim como
realizado para a determinacgdo de nitrato, 0 processo de subtracdo da concentracdo de nitrito,
possibilitou a determinacéo de PNP, ou seja, a especiagdo quimica.

Com os resultados obtidos nas Tabelas 9 a 12, podemos associar qual condicdo é
favoravel a determinacdo da espécie quimica do composto nitrogenado de interesse. Tais

condigdes estdo resumidas na Tabela 13.
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Tabela 12 - Valores de absorbancia integrada, desvio padrdo e desvio padrdo relativo encontrados para os diferentes analitos

no meio de [H202] 1,0 mmol.L* em pH 11,8 e com a irradiacdo de luz UV por 20 segundos.

Analito Absorbéancia SD RSD (%)

Nitrito 0,14571 0,00284 2,0
Nitrato -0,01297 0,02707 #

PNP 0,11759 0,01974 16,8
Nitrito+Nitrato 0,16374 0,02303 14,1
Nitrito+PNP 0,32669 0,01881 58
Nitrato+PNP 0,10602 0,00509 4.8
Nitrito+Nitrato+PNP 0,33281 0,00569 1,7

Os valores que apresentaram desvio padrdo relativo maior que 100% ndo foram registrados na tabela (#).

Fonte: Do autor

Tabela 13 - Resumo das condi¢bes mais favoraveis para a determinagdo de cada analito (especiagdo quimica).

Espécie (1) Tampao (2) Tampao (3) H20- (4) H202
Quimica UV On UV Off UV On UV Off
Nitrito ° ° ° °
Nitrato ° X X X
PNP X X ° X

e: Determinado.
X: Néo determinado.

Fonte: Do autor

O ion nitrito é determinado sob qualquer uma das quatro condi¢des. Como o nitrato é
determinado apenas sob a condicdo (1), quando na presenca de nitrito na mesma amostra, a
especiacdo € realizada por meio da subtracdo da concentracdo de nitrito e nitrato, encontrada
na condi¢do (1), da concentracdo de nitrito, encontrada na condicdo (2). De maneira
semelhante, é realizada a determinacdo do PNP. A concentracdo total de nitrito e PNP,
encontrada na situacdo (3) é subtraida da concentracdo de nitrito que foi determinado sob a
condigéo (4).

Com o método de especiacdo desenvolvido e avaliado em solugdo aquosa, 0 mesmo
foi empregado em amostras reais (aguas naturais e alimentos) visando a verificacdo de sua

aplicabilidade.
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5.6 Especiagdo de nitrito, nitrato e PNP nas amostras

Devido ao alto teor de matéria organica nas aguas de conserva dos alimentos, quando
processados pelo sistema, obteve-se grande formacdo de bolhas, o que acarretou sérios
problemas. O separador gas-liquido do modulo HS60A (CVG) se mostrou inadequado para a
separacdo, encaminhando bolhas para a cela de quartzo. Assim, as analises das aguas de
conserva nao puderam ser realizadas de forma direta. Procedeu-se, entdo, a analise dos
alimentos solidos e das aguas naturais, assim como os testes de adi¢do e recuperacdo dos
mesmos.

Para isso, duas curvas de calibracdo foram construidas, nitrito e nitrato em tampéo
amonio/EDTA com irradiacdo UV (Figura 31) e nitrito e PNP em peroxido de hidrogénio
com irradiagdo UV (Figura 32), sendo necessarias para o célculo da concentragdo dos analitos
somados. Foram adicionadas concentragdes iguais de cada analito, aparecendo somadas no
eixo das abscissas. As curvas contendo apenas nitrito, que serdo utilizadas na subtracdo da
concentracdo total de nitrito quantificado nas curvas das Figuras 31 e 32, se encontram na

secdo 5.4.1, correspondendo as Figuras 25 e 26.

Figura 31 - Curva de calibragdo de nitrito e nitrato em tamp&o amonio [NH4CI] 2,0 mol.L-* e [EDTA] 1,0 mmol.L* em pH

7,97 e com a irradiagdo de luz UV por 20 segundos.
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Fonte: Do autor.
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Figura 32 - Curva de calibragéo de nitrito e PNP em [H202] 1,0 mmol.L* em pH 11,8 e com a irradiagdo de luz UV por 20

segundos.
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Fonte: Do autor.
Realizadas as curvas de calibracdo nas condicdes étimas de determinacdo dos analitos

na mesma amostra foi possivel, entdo, o calculo dos resultados dos parametros de

desempenho (Tabela 14):

Tabela 14 - Pardmetros de desempenho das diferentes condic¢Ges aplicadas para a determinacdo dos compostos nitrogenados

abaixo citados empregando o sisitema proposto.

Analito Coeficiente  Coeficiente R? LOD LOQ
Angular (a) Linear (b) (mg.L?) (mg.L?)

Nitrito+Nitrato 0,34627 -0,00206 0,9953 0,071 0,24

Nitrito+PNP 0,31434 -0,00583 0,9901 0,075 0,25

Fonte: Do autor

Para todas as andlises realizadas nos alimentos sélidos, depois do preparo de amostras,
ndo foram encontrados valores significativos dos analitos de interesse nas amostras extraidas,
por estarem abaixo do limite de deteccdo do método. Com isso, seguiu-se para os testes de

adicéo e recuperacao.
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5.7 Testes de adicéo e recuperacao

Os testes de adigdo e recuperacéo, foram realizados com 0,5 mg.L™ de cada analito,
como descrito na se¢do 4.5. As recuperagfes se encontram dentro da faixa de 80,4% a
134,8%, como pode-se observar na Tabela 15, demonstrando um resultado satisfatorio para a
avaliacdo da exatiddo do método. A precisdo foi avaliada de acordo com os desvios padrdes

relativos referentes a cada leitura, encontrando-se dentro do aceitavel para o método proposto.

Tabela 15 - Concentragdo em mg.L* encontradas nos testes de adicéo e recuperagéo de 0,5 mg.L* de cada analito nos

alimentos enlatados sélidos apds a extracdo sélido-liquido.

Amostra Nitrito Nitrato PNP Recuperacdo Recuperacdo Recuperacao
(mg.LY)  (mg.L?) (mgL?l) NO2 (%) NOs (%) PNP (%)
Salsicha 0,412 + 0,674+ 0447+ 82,4 134,8 89,4
0,090 0,030 0,034
Milho 1 0442+ 0494+ 0518+ 88,4 98,8 103,6
0,086 0,034 0,022
Milho 2 0,435+ 0,436+ 0,527 + 87,0 87,2 105,4
0,077 0,031 0,041
Ervilhal 0,451+ 0,498+ 0,402 + 90,2 99,6 80,4
0,073 0,039 0,048
Ervilha2 0,466 + 0512+ 0475+ 93,2 102,4 95,0
0,077 0,047 0,054
Agua 1 0,420 + 0,446+ 0,443+ 84,0 89,2 88,6
0,076 0,037 0,053
Agua 2 0,488 + 0,573+ 0,487 97,6 114,6 97,4

0,075 0,027 0,054

Fonte: Do autor

Na amostra de salsicha, podemos observar uma diferenca significativa da quantidade
de nitrito recuperado (0,412 mg.L?) para a quantidade de nitrato (0,674 mg.L™Y).
Possivelmente, 0os componentes presentes na amostra favoreceram a oxidagdo do nitrito a

nitrato, explicando os resultados obtidos. O mesmo fato acontece na amostra de agua de
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Mariana (Agua 1), em que a quantidade de nitrito recuperada foi relativamente baixa (0,420
mg.L ™).
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6 CONCLUSAO

O método proposto nesse trabalho se mostrou eficiente para a especiacdo de
compostos nitrogenados inorganicos, no caso do nitrito e do nitrato, e também da molécula
organica de p-nitrofenol, empregando as condigOes otimizadas nas amostras selecionadas para
0 estudo, sem a necessidade de hifenacdo de técnicas cromatograficas.

Em todas as condi¢des, foram criadas possibilidades da formacdo de nitrito, visando a
formacgdo de vapor de NO, para que assim a técnica HR-CS MAS fosse utilizada, com
sucesso, na determinacdo dos analitos de interesse. Como a técnica citada acima é
relativamente recente em termos de determinagdo de ametais, o trabalho se torna interessante
e inovador, possibilitando novas abordagens, tendo em vista as qualidades do mesmo, como a
seletividade e a sensibilidade adquirida por meio do emprego da geracdo do vapor quimico e a
pré-concentracdo na cela de quartzo.

Tanto a reducdo do nitrato a nitrito como a oxidagdo do PNP foram realizados
empregando a fotolise (irradiagdo UV) - visando a fotorreducdo ou a foto-oxidacdo - apenas
variando o meio reacional e utilizando métodos alternativos, os quais possibilitam uma menor
contaminacdo do meio ambiente devido a ndo formacdo de residuos toxicos, demonstrando
ainda assim, resultados satisfatorios.

As andlises em alimentos foram realizadas com sucesso, tendo em vista 0s resultados
dos testes de adicdo e recuperacdo, com excecdo das aguas de conserva. O método se mostra
promissor para a especiacdo quimica de compostos nitrogenados e futuras analises em uma

maior variedade de amostras de alimentos, realizando-se um preparo de amostras adequado.
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