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1. RESUMO

0 presente trabalho, teve como objetivo o desenvolvimento -
de um método analitico para determinagdo simultanea dos ions nitrato e ni
trito em amostras de aguas e extratos de solos. Utilizou-se a tecnica de
automatizagao de analises conhecida como injegao em fluxo continuo, em con
figuragao confluente e com a utilizagao de zonas confluentes para economi

zar reagente.

A anadlise de nitrato foi efetuada reduzindo este ion até
nitrito, empregando-uma coluna de cadmio cobreado adaptada ao sistema de
fluxo, e posterior colorimetria de nitrito pelo metodo de GRIESS. A ané
lise simultanea, foi feita através de um dispositivo comutador que permi
te definir dois sistemas, sendo um para analise de nitrito e outro para

analise de nitrato mais nitrito.

0 sistema foi projetado de forma a obter uma velocidade
analitica de 90 amostras por hora com limite de sensibilidade de 0,02 ppm

N-NO2 e consumo de 0,17 ml do reagente complexante por amostra.

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram estudados os pa
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rametros que afetam a redugao, dispersao e complexagao.

0 método proposto foi comparado com o método do eletrodo
ion-seletivo para nitrato e foram efetuados testes de padronizacao inter
na, conseguindo-se uma recuperagao media de 99% em amostras de aguas e so
los. 0O método € caracterizado por uma preeisao de 1,8% para nitrato na

faixa de 1,0 a 5,0 ppm N-NO3 e de 0,9% para nitrito na faixa de 0,1 a 1,0

ppm N-NO2.
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2. INTRODUGAO

A importancia dos ions nitrato e nitrito nos estudos agro
pecuarios e ecologicos, leva a necessidade do desenvolvimento de métodos
analiticos mais rapidos, exatos e de menor custo. Respondendo a estas ne
cessidades, diversos métodos analiticos envolvendo principalmente espec

trofotometria e potenciometria, tem sido automatizados.

0 método potenciométrico direto para o ion nitrato que ut;
liza um eletrodo ion-seletivo, foi automatizado por RUZICKA et alii, 19786.
Este método vem sendo utilizado nas andlises de rotina do laboratorio de
Quimica Analitica do CENA, apresentando no entanto algumas limitagoes sen

do a mais significativa a interferencia produzida pelo ion cloreto.

Os métodos espectrofotométricos para nitrato, em geral ba
seiam-se na oxidagao de reagentes organicos para formar compostos colori
dos, na conversao de nitrato a nitrito ou amonia, e posterior reagac de
formagao de composto colorido ou na espectrofotometria direta na regiao
U.V.. Entre os primeiros, encontram-se o do acido disulfonico, acido cro
motropico, brucina, etc. os quais tem sido largamente utilizados para ané

lises de nitratos em aguas, extratos de solos e extratos de plantas. No
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entanto, estes métodos requerem desenvolvimento da reagao em meio fortemen
te acido o que dificulta a sua automatizagao.

A maioria dos métodos espectrofotométricos para nitrato
que tem sido augomatizados, baseiam-se na redugao quantitativa do nitrato
a nitrito com posterior colorimetria. A redugao de nitrato tem sido efe
tuada em sistemasautomaticos utilizando hidrazina ou colunas de zinco ou
cadmio cobreado ou amalgamado. Estes metodos baseiam-se no conceito de
automatizagao concebido por SKEGGS, 1957. O sistema & caracterizado pelo
bombeamento proporcional de amostras e reagentes, segmentagao do fluxo
por ar e medigao apos atingir estado estacionario. '0Os métodos automatiza
dos segundo este principio requerem um equipamento sofisticado. Além dis
so, o tempo necessario para atingir o estado estacionario, leva a uma Qi
minuigao da velocidade analitica com o consequente aumento do consumo de

reagentes.

Em 1975, este conceito foi modificado por RUZICKA ao pro
por o sistema de analises denominado Analise por Injegao em Fluxo (FIA do
ingles Flow Injection Analysis). Este sistema se caracteriza pela inje
gao da amostra liguida num fluxo nao segmentado por ar e a medigao do si
nal transiente apos os processos fisico-quimicos envolvidos. A analise
por injegao em fluxo tem sido adaptada para automatizagao de numerosos mé
todos colorimetricos (fosfato, aluminio, manganes, molibdenio, etc.) com
as vantagens de apresentar velocidade analitica e exatidao superiores aos

outros métodos automaticos.

Aumentando as vantagens da automatizagao. proporcionadas pe
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lo sistema por injecao em fluxo, BERGAMIN FQ et alii, 1978¢,desenvolveram
o conceito de confluencia de zonas (Jmerging zones”), o qual reduz bastan
te o consumo de reagentes, além de melhorar outras caracteristicas do pro

cesso.

0 presente trabalho tem como objetivo desenvolver um métg
do automatizado para determinar simultaneamente nitrato e nitrito em amos
tras de aguas e extratos de solos. A determinagdo colorimétrica & conse
guida por redugao do nitrato numa coluna de cadmio cobreado incorporada

num sistema de fluxo continuo com confluencia de zonas.
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3. REVISKO DE LITERATURA

A automatizagdo de analises quimicas baseada na idéia ori
ginal de SKEGGS. (1957), utiliza fluxos de amostras e reagentes segmenta
dos por bolhas de ar. A reagao se processa na linha de fluxo até atingir
o equilibrio dinamico, sendo em geral, neste estagio, efetuada a medigao.
A versdo de SKEGGS de automatizagdo foi amplamente utilizada para anali
ses de nitrato e nitrito em aguas naturais, aguas de mar, extratos de so
los, extratos de plantas, sangue, etc. O0s trabalhos mais relevantes, so
bre determinagao de nitrato e nitrito, desenvolvidos a partir do conceito

de automatizacgao de SKEGGS, sao comentados a seguir.

BRITT (1962) automatizou o método de analises de nitrato
que utiliza redugao deste ion com hidrazina e cobre, utilizando um fluxo
de hi&réxido de sodio como carregador da amostra. A redugao foi efetuada
a 40°C. A reacgao para medigao espectrofotometrica do nitrito formado foi
conseguida utilizando uma mistura de acetona, acido sulfanilico, acetato

de sodio e naftilamina medindo-se, o complexo colorido formado,a 530 nm.

HENRIKSEN (1965) automatizou o procedimento descrito ante

riormente por MULLIN e. RILEY (1955). Estes autores estudaram a redugao
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de nitrato em meio alcalino com sulfato de hidrazina, catalizada por co
bre. Estabeleceram as condigoes de rédugéo e aplicaram o método para ané
lises de nitrato em aguas naturais e dguas de mar. 0O nitrito formado foi
determinado pela reagao de GRIESS (1879). A redugao com hidrazina era rea
lizada em solugao tamponizado em pH 9,6 com fenato de sodio. Para comple
tagao da reagao a temperaturé ambiente, eram necessarios 24 horas e o 1i
mite de sensibilidade era de 0,3 ppm de N-NO3. HENRIKSEN conseguitd dimi
nuir o tempo de redugao para 15 minutos com temperatura de 70°c, aumentan
do a velocidade analitica para 27 amostras por hora com 85% de eficiencia

de redugao.

TERREY, (1966) determinou nitrato em amostras de solos e
plantas utilizando o procedimento de MULLIN e RILEY (1955) automatizado ,

empregando autoanalisador da Technicon e com um desvio padrao de 3 - 4 %.

LITCHFIELD (1967) utilizou coluna de zinco num sistema au
tomatizado para analisar amostras de sangue. O limite de detecgao foi de
0,2 ppm N-NO3 utilizando 1 ml de amostra. O método de analise que empre
ga zinco para reduzir o nitrato foi descrito por BRAY (1945) paraanalises

de extratos de solos e plantas.

MORRIS e RILEY (1963) apresentaram um metodo automatizado
para efetuar a redugao de nitrato em aguas de mar. Conseguiram uma efici
éncia de redugdo de 91% incluindo uma coluna redutora de cadmio no percur
so analitico. Variagoes de temperatura de trabalho entre o0-35°c, indica
ram que este parametro nao influenciava.significativamente a redugao por

sste metodo. BREWER e RILEY (1965) utilizaram coluna redutora de cadmio
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-merclUrio no sistema automatizado da Technicon.

HENRIKSEN et alii (1970) apresentaram um método automatico
para determinagao de nitrato e nitrito em aguas e extratos de solos. o
"método era baseado no procedimento descrito por WOOD, ARMSTRONG e RICHARDS
(1967) no qual a redugao & conseguida com uma coluna de cadmio cobreado
na linha de fluxo do autoanalisador. Para amostras de aguas o nitrito foi
determinado na faixa 0,01 - 1,00 ppm N-NO; e para solos 0,2 a 15,0 ppm de
N-NU;Q 0 desvio padrao calculado a partir de 45 amostras de aguas foi de
0,004 ppm N-NO3, e para 34 amostras de extratos de solos foi de 0,06 ppm

N-Nog. Conseguiu-se uma velocidade analitica de 20 amostras por hora.

LAMBERT e DU BOIS (1971) revisaram os principais trabalhos
para determinagao automatizada de nitrato envolvendo redugao. Descreve
ram o método de redugao de nitrato obtida com uma mistura catalitica de
sulfato de cobre, cloreto de amdnio e fosfato dibasico de sodio, utilizan
do cadmio em po. Este procedimento elimina a interferéencia dos cloretos.
Segundo o autor; a preserga de cloreto interfere nos métodos do eletrodo
de membrana seletiva e nos colorimetricos que utilizam acido fenoldisulfo
nico, brucina eu acido cromotropico. Nos métodos de redugao de -nitrato
gue utilizam zinco € necessario um controle dos niveis de cloreto porque

este ion causa diminuicdo da sensibilidade.

STAITON (1974) descreveu uma versao automatica do método de
MORRIS e RILEY (1953) que utiliza uma coluna de redugao construida com fio
de cadmio cobreado dentro de um tubinho de teflom. Conseguiram eficiéﬂl

cia de redugao de 100% e sensibilidade de 0,005 ppm N-NO3. A velocidade
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analitica foi de 30 amostras por hora.

USHER e TELLING (1975) apresentaram uma revisao critica
dos métodos publicados para determinagao de nitrato e nitrito em alimen
tos, especialmente em carnes. Consideraram os métodos que utilizam cadmio
cobreado para a redugao como méis vanta josos. No entanto os autores indica
ram o eféito da diluigao nas amostras de alimentos o qual impede determi
nar niveis de nitrato e nitrito abaixo de 10 ppm. Encontraram interferéﬂ

cia de sais do acido ascorbico.

RUZICKA e HANSEN (1975), apresentaram o sistema automatico
denominado FIA, onde as amostras sao injetadas num fluxo de reagentes nao
segmentado por ar. A reagao processa-se na linha de fluxo, apds injegao
da amostra sofrendo uma dispersao controlada com medigao posterior do si
nal transiente. Desenvolveram um sistema para analises de fosfato em ex

tratos de plantas conseguindo velocidade analitica de ate 400 determina

goes por hora.

Numerosos métodos analiticos foram desenvolvidos a partir

desse novo conceito de analises.

RUZICKA et alii (1976), estudaram a determinagao espectro-
fotométrica de cloreto em amostras de aguas utilizando o sistema de inje
gao em fluxo continuo. Determinaram os efeitos produzidos pelos fluxas,
comprimento da bobina de reagao, volume de amostra injetada. O metodo
proposto era caracterizado por uma velocidade analitica de 300 amostras

por hora.



.10,

STEWART et alii (1976) desenvolveram um metodo para a de

terminagao simultanea de nitrogenio é fosforo em material de plantas. A
amostra era injetada sofrendo bifurcagao, originando assim dois canais ana
liticos. A colorimetria do nitrogenio e do fosforo eram realizadas inde
pendentemente em cada um dos canais e a medigao espectrofotometrica reque
ria duas cubetas de fluxo e um detetor. Conseguiram velocidade analitica
de 200 determinagoes por hora com um espectrofotometro e com a possibili
dade de 400 determinagoes por hora utilizando dois sistemas de medigao. A
precisao do metodo entretanto nao era adequada devido a problemas de pres

sao no sistema.

RUZICKA et alii (1977) realizaram a determinagao potencio
metrica de nitrato e potassio em amostras de solos, usando eletrodos ioni
co-seletivos. O0Os sinais eram medidos compotenciometro : provido de regis
trador. A velocidade analitica foi de 125 amostras por hora com desvio

padrao de 0, 8%.

HANSEN et alii (1977) utilizaram o eletrodo ionico-seleti-
vo para analises de rotina de nitrato e potassio em fertilizantes, utili
zando amostras de 30 pl. Estudaram também a determinagao espectrofotomé-
trica de amonia e fosfato em fertilizantes. As caracteristicas analiticas

eram similares as obtidas por RUZICKA (1977).

KRUG et alii (1977) determinaram sulfato em amostras de
aguas naturais e extratos de plantas, efetuando turbidimetria no sistema
de fluxo. Uma suspensao de sulfato de bario era produzida na linha de flu

xo do sistema de injegao em fluxo continuo, e sua turbidez medida a 480nm
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Estudaram o efeito dos fluxos do sistema em tres configuragoes diferentes.

A velocidade analitica coriseguida foi de 180 amostras por hora.

JPRGENSEN et alii (1977), utilizaram a metodologia de inje
gao em fluxo continuo para determinagao de nitrito em aguas naturais. Adap
taram a reagao coloriméetrica de GRIESS-ILOSVAY com um limite de sensibili
dade de 0,02 ppm N-ND;. Estudaram também o efeito do comprimento da bobi
na de reagao, concentragao dos reagentes e temperatura, na velocidade ana

1itica e na sensibilidade.

REIS (1978) desenvolveu um método para determinagac de alu
minio em extratos de solos, material vegetal e em aguas naturais adaptado
ao sistema de FIA. Empregou a reagao colorimétrica do aluminio com Erio
cromo cianina R. Utilizou a configuragao em confluencia com um dispositi

vo para a injegao da amostra que nao produz perturbagao do fluxo.

BERGAMIN F9 et alii (1978a)apresentaram um dispositivo pa
ra amortecer o pulso causado pela injegao da amostra no fluxo. Os autores
apresentaram as vantagens de utilizagao da configuragao em confluencia pa
ra os sistemas de FIA.A amostra era injetada sobre um fluxo inerte e rece
be os reagentes por confluencia, eliminando desta forma o sinal do branco

e as distorgoes do pico.

BERGAMIN FQ et alii (1978b), desenvolveram um injetor de
amostra sem seringa. A amostra era aspirada preenchendo um volume o qual
era colocado na linha de fluxo para ser empurrado pelo carregador. Este
dispositivo permitia injetar com precisao amostras entre 0,1 e 20,0 ml sem

alterar a dinamica do sistema. Neste trabalho propuseram uma camara de
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separagao visando a determinagéo colorimétrica de molibdenio utilizando

extragao com solventes em fluxo continuo.

BERGAMIN FQ et alii (1978c), descreveram uma nova configu
ragao do sistema de injegdo em fluxo continuo, onde a amostra e o reagen
te sao injetados nos respectivos fluxos carregadores ao mesmo tempo. Des
ta forma a zona de amostra e a zona de reagente confluem, sendo o reagen
te consumido somente na presenga de amostra. Este sistema foi denominado
configuragao com confluencia de zonas ("msrging zones”) e & sua eficién
cia foi demonstrada comprovada na determinagao de fosfato em material ve
getal pelo metodo do azul de molibdenio. O consumo de acido ascorbico
foi reduzido a 9% com relagao ao consumo correspondente a configuragao ordi

ginal do sistema de injegao em fluxo continuo.

" RUZICKA et alii (1978) equacionaram o efeito da dispersao
da zona de amostra num sistema de analises por injegao em fluxo continuo.
Identificaram os parametros que permitem obter o maior grau de mistura
amostra-reagente. Estudaram a maxima ‘vVelocidade de analises considerando
o efeito de memoria entre uma amostra e outra ("carryover”). Desta forma
classificaram os metodos due empregam o sistema FIA em métodos de disper
sao limitada, controlada ou ampla. Fizeram uma revisao dos estudos reali
zados até a data sobre os efeitos dos diferentes parametros na dispersao

da amostra.

ZAGATTO et alii (1979) apresentaram a utilizagao da confi
guragao de zonas confluentes na determinagdo de calcio, magnésio e potas

sio em material de plantas por espectrofotometria de absorgao e emissao
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atomica. Foram estudados as vazbes dos fluxos para desenvolver um método
de diluiqéo automatica das amostras cém lantanio,quando fosse necessario.
Conseguiram velocidade analitica de 300 determinagoes por hora, eom repro
dutibilidade de 0,5% e consumo de reagentes de 500 ug de lantanio por de

terminagao o qual representa 1% do comumente utilizado.

BERGAMIN F9 et alii (1979), empregaram o conceito de con
fluencia de zonas para a determinagao espectrofotométrica de aluminioc em
extratos de plantas e solos. Este sistema utiliza ainda a adigao sequen

‘cial dos pulsos de reagentes.

GINE et alii (1979), utilizaram o sistema de injegdo em flu
xo continuo para determinagdo colorimétrica de manganés pelo método da for
maldoxima. Estudaram a utilizagao de fluxos mascarantes das interferen
cias. O metodo foi desenvolvido para amostras de aguas naturais e extra
tos de plantas sendo os resultados comparados com os obtidos por absorgao
atomica. Conseguiu-se sensibilidade de 0,1 ppm de manganés com boa preci

sao e velocidade analitica de 180 amostras por hora.

MEDETROS (1979) desenvolveu um método para determinagao de
molibdenio em material de plantas empregando extragao por solventes no sis
tema de injegao por fluxo continuo. A espectrofotometria foi feita atra-

ves da reagao com tiocianato-cloreto-estanhoso.

ZAGATTO et alii (1979), incorporaram ao sistema de injegao
em fluxo continuo-uma unidade de destilagao isotérmica para amonia. Estu
daram o efeito dos fluxos, alcalinidade, forga ionica, pH do fluxo cole

tor, concentragao dos reagentes e volume da amostra. Este metodo utiliza
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o principio de zonas confluentes para o reativo de Nessler, empregado na
determinagao de nitrogenio total em digeridos vegetais. Conseguiram sen
sibilidade de 2,5 ppm de nitrogenio como amonia, com velocidade analitica
de 100 amostras por hora, precisao de 3% e consumo de reagentes de 100 ul
por amostra. Descreveram tambem a incorporagao de destilagao isotermica

no sistema de injegao em fluxo continuo com medigao potenciométrica - da

amonia destilada.
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4. ASPECTOS TEORICOS

As tentativas de automatizagdo na guimica analitica,inicia
ram-se pelo desenvolvimento de instrumentagao que substitui as operacoes
classicas para medicao de alguns parametros fisicos e fisico-quimicos.
Posteriormente, automatizaram-se as técnicas utilizadas nas analises qui
micas por via Umida, tais como amostragem, diluigao, dispersao, adigao de

reagentes, titulagao, separagao de fases.

Desde 1975, predominam dois sistemas automatizados para
analises quimicas por via Umida. Ambos baseiam-se em analises em fluxo,
sendo a diferenca principal entre eles a segmentagao dos fluxos por bolhas
de ar. Algumas discussoes fem surgido quanto as vantagens desses dois sis
temas (RUZICKA et alii, 1977) e a que mais tem polarizado as opinides re

fere-se ao consumo de reativos.

A metodologia dos sistemas nao segmentados por ar, & basea
da na injegao de uma amostra liguida num fluxo, impulsionado por uma bom
ba peristaltica. Apos injegdo, a amostra define uma regido que & trans
portada ao detetor e durante esse transporte a amostra sofre disperséocqg

tinua. A amostra & misturada em forma sequencial com os outros reagentss,
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“participando de reagdes quimicas e outros processos fisico-quimicos. Con
. !

segue-se assim a formagao de uma especie quantificavel num detetor que per

mita a passagem do fluxo e cujo sinal de saida & enviado a um registrador.

As caracteristicas principais deste sistema de analise sao:
a injegao da amostra, sua dispersao controlada e o tempo de residencia re

produtivel das espécies no sistema.

Com o injetor proporcional (BERGAMIN FQ et alii, 1978¢)con
seguiu-se que a amostra fosse introduzida sem produzir perturbagoes do flu
xo. Como o fluido e incompressivel o tempo médio de residencia das
amostras no sistema fica definido pelo volume interno do percurso analiti;
co e pelas vazoes. A dispersao pode ser controlada principalmente pelos
parametros de fluxo, volume de amostra injetado e volume interno do per
curso analitico. A resposta caracteristica dos sistemas de injegao em
fluxo continuo & medida atraves dos picos registrados, cuja altura & pro
porcional a concentragao da espécie a ser determinada e sua largura, um
dos fatores limitantes da velocidade analitica, e proporcional ao grau de

dispersao.

Os sistemas nao segmentados, na sua concepgao original em
pregaram o proprio reagente como carregador da amostra injetada (RUZICKA

et alii, 1975), denominados sistemas em linha Gnica (REIS, 1978).
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FIG. 1. Diagrama do sistema de fluxo em linha unica. R fluxo do reagen
te, S representa o volume de amostra injetado, C e a bobina de
reacao, D indica o sistema de detegao, P a bomba peristaltica e

W o esgoto.

0 tipo de configuragao mostrado na Fig. 1, pode apresentar
picos distorcidos como € apresentado por BERGAMIN FQ et alii (1978a),devi
do a problemas de homogeneizagao amostra-reagente quando estes possuem po
laridade, coloragao e indices de refracao diferentes. Desta forma este
tipo de configuragao fica restrita para anélises de amostras muito concég
tradas, ou que apresentam polaridade, coloragao e indice de refragao simi
lares ao reagente, e nos casos em que alta dispersao € requerida. O volu
me da amostra deve ser tal, que permita ao reativo alcangar o centro da
amostra. Entretanto, essas desvantagens foram superadas com a adogao dos
sistemas em confluencia (BERGAMIN F? et dlii, 1978a),onde a amostra e in
jetada num carregador inerte e recebe por confluencia os reagentes, como

e mostrado na Figura 2.
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FIG. 2. Diagrama do sistema de injegao de fluxo utilizando configuragao
em confluencia. P & a bomba peristaltica, Cg o fluxo carregador
da amostra S, R o fluxo do reagente, C1 e Cz sao as bobinas de

homogeneizagao e reagao respectivamente, D o detetor e W o esgo
to.

O processo de fluxo por confluencia tende a formagao de
uma mistura homogenea entre a amostra e o reagente o que pode ser observa
do na forma do pico (BERGAMIN FQ et alii, 1978a). Este tipo de configura

¢ao nao apresenta limitagao com respeito ao volume de amostra injetado.

A configuragao de amostra infinita & obtida ao substituir
o fluxo carregador da amostra pela propria amostra. Desta forma dispoe
-se de volume suficiente para obtengao do equilibrio dinamico ou "steady
state”, no qual a dispersao e nula. Com este recurso & possivel determi

nar o grau de dispersao de um sistema e sua relagao com o comprimento do
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percurso analitico, com o volume de amostra injetado e com os fluxos.

D sistema por confluencia & um caso particular do sistema
com zonas confluentes. Nestes ha injecao de amostra no carregador da ans
tra e.injegéo do reagente no carregador do reagente. Ambas zonas confluem
conseguindo-se desta forma a reagao. Para isto o sistema deve ser proje

tado e sincronizado de forma a obter completa mistura das zonas.

. --J%V—@——éw

<1—ﬁ_?3 - ()

R

FIG. 3. Sistema de injegao em fluxo continuo com confluencia de zonas.
CS e CR sao os fluxos carregadores da amostra S e reagente com
plexante R,. R, fluxo de reagente. C,. C,, Cswséo as bobinas
de homogeneizacao, reagao e sincronizagao respectivamente. Do

detetor e W o esgoto.

A grande vantagem deste sistema reside na redugao do consu
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mo de reagente, que & consumido somente quando ha amostra na linha de flu

xo sendo recuperado na ausencia de amostra.

0 conceito da confluencia de zonas pode ser utilizado para
a adigao sequencial dos reagentes. Isto pode-se representar como um sis
tema em linha Unica com varias zonas de reagentes ao longo do percurso

analitico (BERGAMIN FQ et aliz, 1979).

0 sistema projetado para andlises de nitrato € similar ao
apresentadorna Figura 3, a amostra S € injetada sobre um fluxo carregador
e recebe por confluencia o fluxo tampaoc com pH = 8,6. Apos a bobina C a
zona da amostra tamponizada passa pela coluna redutora de cadmio cobreado
definindo o sistema B, onde o nitrato & reduzido a nitrito. Por outro la
do, ao injetar a amostra injetou-se também um volume de reagente de nitri
to R1, no fluxo carregador correspondente CR , 0 gqual conflui com o resto
do sistema apbs a passagem pela coluna. Na bobina C2 processa-se a com
plexagao do nitrito em meio acido pH = 1,5 sendo a zona colorida enviada
a leitura no espectrofotometro a 540 nanometros. Para analisar nitrito

retira-se a coluna da linha, sistema A.

A medigao conseguida pelo sistema B, corresponde ao teor
de nitrito original da amostra mais o nitrito obtido pela redugao do ni
trato. Com o sistema A obtem-se somente o teor de nitrito original da
amostra. Portanto, a concentragao de nitrato & determinada por substra
cao das alturas dos picos obtidos em ambos sistemas. Um dispositivo comu
tador permite a troca dos sistemas, obtendo-se desta forma, para uma mes

ma amostra resposta consecutiva pelos dois sistemas.
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0 sistema & simultaneo dado que para uma mesma amostra ana

lisa em forma consecutiva N-ND; e N-Nb;, podendo-se considerar como dois
sistemas superpostos. No entanto, a velocidade analitica ndo & maior gque
em outro sistema de FIA, devido a que aquela é definida pelo comprimento
do percurso analitico apos a introdugao da amostra até o detetor. A sepa
ragao dos dois sistemas através do uso de duas bobinas de reagao e dois
sistemas de detegao, leva a duplicar a velocidade analitica. No sistema
proposto, somente o modulo injetor—comutador separa os dois sistemas, ob

servando-se, por isso, duas calibragoes superpostas e duas linhas de base.
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Na Figura 4 apresenta-se o fluxograma dos processos para

efetuar analise simultanea de nitrato e nitrito. A automatizagao das ana
lises & conseguida utilizando um sistema de injegao em fluxo cohtinuo,pqg
taﬁto pode-se relacionar os processos da Figura 4 com as unidades respec
tivas no sistema de fluxo. Indicam-se as caracteristicas acido-bisicas re

gueridas para cada processo, de acordo com as necessidades das reagoes de

redugao e complexagao.

D fluxo carregador da amostra e neutro pH = 7 e mistura-se
com o fluxo tampao alcalino pH = 8,6. A redugao processa-se nha coluna de
cadmio cobreado, definindo o sistema B, em meio alcalino segundo a reagao

descrita por LATIMER (1952, p. 94).
NOz + 2 0H < ND3 + HoD + 2 & E® = -0,01

A reagao de complexagao processa-se ha bobina de reacgdo.
Trata—se de uma reagao de diazotagao e acoplamento do nitrato para formar
um azo composto colorido. O processo de complexagao do nitrito requer unme

solugao acida ja que o ion NO2 reage com a amina aromstica sulfanilamida

(NH2)CeH4SD2NH2 para produzir um sal diazomium.

A reacao de diazotagao e:

NH, Nz N

- + >
+ NO, + 2H b + 2H,0

SO2NH2 SO2NH,

Sulfanilamida Sal diazonium
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Este sal e tratado com o composto aromatico cloridrato N-1
naftilendiamonio (C;,H; ¢C1,N;) influenciando a substituigao do grupo for

mando um azo composto colorido.

Reagao de acoplamento

+
N

N NH-CH2-CHz-NH2 N =N
SO,NH»

SO2NH2 NH-CH2-CH2- NH2

Neste caso o reagente do nitrito contendo a sulfanilamida
e o cloridrato de N-1-naftiletilendiamino num meio de acido o-fosforico &
injetado num carregador de acido fosforico assegumando. as caracteristicas

acidas em que processam-se a reagao.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Instrumentos e accessorios

- Espectrofotometro Beckman, modelo 25, equipado com uma
cubeta de fluxo marca Hellma, tipo 178, passo ofico 10
mm, volume 80 ﬁl.

-~ Registrador Beckman, modelo 24-25 A CC.

- Bomba peristaltica Technicon modelo AAII.

- Balanéa analitica.

- Sistema para determinagao de pH, constituido de:
pHmetro 64, eletrodo de vidro G202, eletrodo referencia
K401, marca Radiometer.

= Agitador.

- Injetor comutador, com dois "loops” de amostra, construi
do em acrilico. "loop"= a alga feita com tubo de polieti

- %Sggé de tygon de diferentes diametros internos para a
bomba peristaltica.

~ Tubos de polietileno de diametro interno 0,8 mm.

- Bobinas construidas com tubos de polietileno emcilindros
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de acrilico de diametro ~1 cm.

= Tubo de vidro 3 mm diémetro interno para a construgao da
coluna redutora.

- La de vidro.

- Vidraria de uso comum, como provetas, buretas, frascos

erlenmeyer, baloes volumétricos, pipetas, funis, etc.

5.2. Reagentes

Foram utilizados reagentes P.A. e agua deionizada.

- Acido cloridrico HC1 36%.

- Acido ‘ortofosforico H3PO, 85%.

- Cadmio em limalhas (20-40 mesh).

- Cloreto de amonio NH4Cl.

— Cloridrato de N-1 naftil etilenodiamino §12H5C11;N2 EOTA
disodico.

- Nitrato de sodio NaNOj.

- Nitrito de sodio NaNO2.

— Sulfato de cobre CuSOy. 5H20

— Sulfanilamida CgHsN202S

Tetraborato de sodio Na2By07 . 10H20

5.3. Solucoes

5.3.1. Solucao tampao, catalizadora e mascarante. Pesaram-se 100
gramas de cloreto de amonio, 20 g de tetraborato de sodio e 1 g de EDTA,
adicionaram-se 700 ml de agua deionizada, agitou-se para dissolugao com

pleta de sais, depois completou-se o volume a 1 litro.
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5.3.2. Reagente para “it?it°t Pesaram-se 20 g de sulfanilamida,
adicionaram-se 100 ml de acido fosforico concentrado e 500 ml de agua deio
nizada. ApoOs agitagao, adicionou-se 1 g de cloridrato de N-1 naftil etile
nodiamino, agitou-se para dissolugao dos sais e completou-se o volume a
1 litro. Guardado em frasco escuro e em geladeira, este reagente € esté

vel por 1 semana.

5.3.3. Solugao carregadora.do reagente. Preparou-se uma solugao

de acido fosforico a 10%.

5.3.4. Solugao carregadora da amostra. Dependendo da natureza da
" amostra, esta solugao pode ser, agua deionizada para amostras de agua ou

solugao extratora, para as analises de solos.

5.3.5. Preparaggo de cadmio cobreado. Lavaram-se 2 g de limalhas
de cadmio com 10 ml de acido cloridrico 1 N, e em seguida com 100 ml1 de
agua. Preparou-se uma solugao de sulfato de cobre a 2%, agitou-se por 2
minutos com as limalhas de cadmio, até gque as mesmas adquiriram uma  cor

marrom. Lavaram-se as limalhas de cadmio com 100 ml de agua.

5.4. Padroes

Solugao estoque ‘de ‘nitrato (100 ppm N-NDO3). Dissolveu- se

0,607 g de nitrato de sodio em agua deionizada, transferiu-se para um ba
lao volumetrico de 1 litro e completou-se o volume com agua deionizada.
Adicionaram-se dois ml de cloroformio por litro. A solugaoc € estavel por

6 semanas.
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Solugdo estoque de nitrito (100 ppm N-ND3). Dissolveu-se

0,493 g de nitrito de sodio em agua, transferiu-se para um balao volumé
trico de 1 litro e completou-se o volume com agua deionizada. Padronizou
-se com KMnOs permanganato de potassio. Adicionaram-se 2 ml de clorofor-

mio. Guardada em geladeira esta solugao conserva-se estavel por 2 semsnas.

Solugoes intermediarias. Foram transferidos com pipeta vo

lumétrica 5 ml da solucdo estoque de N-NO3 para um baldo volumétrico de

50 ml e o volume completado com agua. Esta solugao contém 10 ppm de
N-NO3. Da mesma forma procedeu-se para obter a solugdo de 10 ppm de
N-ND>.

Padroes para analises de &guas. A partir das solugbes in

.termediaria foram preparados dois padroes de N da mesma concentragao pro
cedentes um da solugao de nitrato e outro da solugao de nitrito, para n]
calculo do fator de dispersdo e a % de redugdo, conforme discutido no item
'5.77/8. Para a obtengdo da curva de calibragdo, foram preparados padroes
mistos, as contribuigoes de N-NO3 e N-NOz, tendo -sido estabelecidas de
acordo com as faixas de ocorrencia destes ions nas aguas. Os padroes de
0,1 ppm N-NOz + 1,0 ppm N-NOs; 0,2 ppm N-NDz + 2 ppm N-NO3 ... até 0,5ppm
TN-NDZ'+ 5 ppm N-NO3, foram preparados a partir das solugBés de 100 ppm

N-NOs e 10 ppm N-NOz, completando-se o volume com agua.

Padroes para analises de solos. Estes padroes foram prepa

rados em forma analoga ao procedimento descrito para aguas, com a precau
cao de completar o volume dos padrdoes com a solugdo extratora utilizada.

As amostras apresentadas na Figura 16 foram extraidas com solugao satura
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da de sulfato de calcio e os padroes foram preparados da solugao estoque

e os volumes completados com a solugao extratora.

Solugéo branco. Foi utilizado agua destilada para obter o

nivel de referencia da linha de base.

5.5. Amostras

Aguas. As amostras de aguas provenientes da regiao de Pi
racicaba, foram coletadas em frascos de polietileno, preservadas mediante
adigao de 1 gota de cloroformio por 100 ml de amostra, sendo analisadas

dentro de um periodo de 24 horas apos a coleta.

' 'Solos. As amostras de solos provenientes da regiao de Pi
racicaba, do tipo podzol, foram extraidas com solugao saturada de sulfato

de calcio, segundo o procedimento descrito por BLACK (1965, p. 1215).

5.6. Procedimento geral

Procede-se a preparagao da coluna de cadmio cobreado, en

chendo-a com as limalhas preparadas como foi descrito no item.5.3.5.

Monta-se o sistema esquematizado na Figura 13 e colocam-se

0s necessarios reagentes para serem bombeados.

Fixa—se o comprimento de onda em 540 nm nho espectrofotﬁmg

tro e ajusta-se o registrador.

Coloca—-se o branco para ser aspirado enchendo um dos
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"loops” de amostra; comuta-se o injetor, dirigindo o branco ao fluxo car
regador da amostra e enchendo o segundo "loop” de amostra; neste ponto, o
sistema encontra-se livre de ar e so resta esperar o tempo necessario pa

ra a estabilizagao dos fluxos (aprox. 10 min).

Repete-se a injegao do branco pelos dois percursos analiti
cos. Se o branco nao origina sinal, em nenhum dos dois sistemas a respos
ta gue se observa & uma mudanga da liﬁha de base. Procede-se em forma
analoga para um padrao de N-NO2, outro de N-NO3 e para a série de padrdes
mistos que constituem a curva de calibragdo com trés repetigoes para cada

padrao. ApoOs analises de aproximadamente 40 amostras com duas determina

gOes por amostra, repete-se a curva de calibragao.

Depois das analises procede-se a limpeza interna do siste

ma bombeando-se agua destilada em todos os tubos.

Funcionamento do injetor comutador

0 dispositivo consta de 3 modulos de acrilico com borracha
entre eles (indicado em linha grossa na Fig. 5) sendo o modulo central mé_

vel.

Opera em duas posigoes: na primeira, a amostra € colocada
no passo do fluxo carregador de amostra ao mesmo tempo que a coluna & co
locada no percurso analitico. O sinal resultante corresponde a N-NO3 + N

-NO2.

Ao comutar para a segunda posigao, outro "loop"” de amostra

€ injetado e a coluna & retirada da linha, sendo substituida por uma cong
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xao simples, obtendo-se desta forma o sinal correspondente s6 a N-NO3.

el

FIG. 5. Esguema do injetor comutador, constituido de tres modulos sendo
o modulo central movel. A linha grossa entre eles corresponde a
uma borracha. S e S’ correspondem aos dois "loops” de amostra e
R e R’ os dois "loops” de reagente. C e B sao dois elementos tro
caveis, sendo C a coluna de cadmio e B um "bypass”. Ag represen
ta o aspirador da amostra (5,0 ml-min !). CS corresponde ao -Flg.

xo carregador da amostra. M medigao, W esgoto, V reservatorio.

Na posigao 1, a amostra S e carregada por CS e passa pelo
"bypass” da coluna B, ao mesmo tempo um "loop” de reagente R € carregado

por Cp, e o "loop” de amostra S e enchido.

- Ao comutar para a posicao 2, a amostra S entra na linha
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carregada por CS e passa pela coluna C que na comutagao ficou no percurso,
um novo "loop” de reagente R'e carregado e o "loop” de amostra S & enchi

do.

5.7. Caracteristicas do sistema
5.7.1. Espectro de absorgao

0 espectro de absorgao do azo composto colorido de nitrito
com a sulfanilamida e o cloridrato de N-1 naftilendiamino, foi obtido co
locando uma amostra infinita de N-NO2 na linha o. que consegue-se substi
tuindo o carregador da amostra por um padrdo de N-NO, (MEDEIROS, 1979).
Apos estabilizagao do sistema, féz-se a varredura de 650 a 400 nm, contra
um branco de agua deionizada na cubeta de referéncia. Para obter o espec
tro do branco, colocou-se agua como solugao carregadora da amostra e pro
cedeu-se a varredura de 650 a 400 nm. Ambos espectros sao apresentados

na Figura 6.
5.7.2. Tempo de redugao

A relagao entre o tempo de redugao do nitrato na coluna e
a concentragéo do nitrito obtido (Fig. 7) foi obtida através de um padréo
de N-NO3 em configuragcao infinita (com a cbluna no percurso analitico) e
bloqueando a coluna por tempos definidos. O injetor comutador descrito
no item 5.6. permite tirar a coluna do sistema pelo tempo que se julgue
convenientes, permitindo controlar a redugao dentro da coluna. Foram efe

tuados bloqueios da coluna por tempos de 15, 30, 60, 80 e 180 segundos.
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5.7.3. Comprimento da bobina de reagao

Para determinar o comprimento da bobina de reagao foi em
pregado o sistema da Fig.12, deixando o "bypass” da coluna na linha de flu
xo e substituindo a solugao carregadora da amostra por uma solugé&o padrao
de 0,2 ppm N-ND2. Foram testadas bobinas de reacgao dos seguintes compri
mentos: 20, 44, 94, 148, 200 e 250 cm. Para cada caso, a porcentagem de
processamento da reagao foi determinada parando a bomba peristaltica e

deixando a cinetica da reagao se completar na cubeta de fluxo (Fig. 10).
5.7.4. Comprimento da coluna redutora

O comprimento da coluna redutora foi determinado utilizan
do o sistema apresentado na Figura12, com a coluna de redugaoc no percurso

analitico e com uma bobina de reagao de 150 cm.

Substituiu-se a solugao carregadora da amostra por um pa
drao de 0,2 ppm N-NO3. O injetor comutador permite trocar as colunas sem
produzir perturbaqﬁeé no sistema. Foram testadas tres colunas de compri
mentos 2,05 3,5; 10,7 cm (Fig. 9). Para cada situagao, a porcentagem de
reducao foi determinada por comparagéo com o patamar obtido atraves da me
dida da absorgao correspondente a amostra infinita de uma solugao 0,2 ppm

N-NOz.
5.7.5. Volume injetado de amostra

Apos o dimensionamento do sistema indicado na Fig.12 os vo
lumes de amostras foram fixados em 75 Ul a ser injetada no sistema sem a

coluna na linha e 15 ul para o sistema com a coluna no percurso analitico,
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visando a obter condigoes adequadas de medigao, considerando a faixa de

ocorrencia dos ions NO3 e NDS em aguas e solos.
5.7.6. Sincronismo do sistema de zogas confluentes

0 sistema de zonas confluentes, requer uma boa sincroniza-

gdo para obter a mistura da amostra e reagentes.

No sistema da Figura 12 o comprimento da bobina de sincro
nizagao C3 foi definido para conseguir a confluencia das zonas. Foi inje
tado um volume definido de solugdo padrao de 0,2 ppm N-NO2 e um volume de
50 Yl do reagente por dentro e por fora da coluna, obtendo-se as absorbéﬂ
cias para cada bobina de sincronizagao. Desta forma detarmina-se a bobi
na gue consegue melhor superposigao da zona de amostra com a zona de rea

gente.
5.7.7. Porcentagem de reducao

A relacao entre as absorbancias dos padroes contendo N-NU;
e N-NO3 de mesma concentracdo de N permite calcular a porcentagem de redu

cao [Fig. 8l.
5.7.8. Fator de dispersao

0 fator de dispersao & determinado atraves da relagdo en
tre as absorbancias relativas ao volume de amostra utilizado e o volume

de amostra infinito. Foi calculado para cada um dos percursos analiticos.
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5.7.9. Concentragao dos reagentes

Foi empregado o reagente tampao, calatizador e mascarante
descrito por STAITON (1974). Foram testadas diferentes concentragoes e

sua influéncia no processo de reducgao.

0 reagente complexante de nitrito foi empregado nas concen

tragoes descritas por JPRGENSEN et alii (1977).

Para reacondicionar a coluna redutora foram utilizados os

. reagentes HCl e CuSOy nas concentragoes recomendadas por HENRIKSEN (1970).

5.8. Procedimento para calculo

Todos os resultados analiticos foram calculados em base a
medigcao das alturas de pico. A relagao entre as alturas de pico corres
pondentes a um padrao de N-NO> pelos dois percursos analiticos, & constan
te (Fig. 11) e permite calcular a contribuigao de N-NO2 no pico correspon

dente a soma de N-NO, + N-NOj,

0 calculo da concentragdo de N-NO; de uma amostra & efetua

do através da expressao:

hN_NDg = htotal - O hN_ND; e 8 s e e v o

onde:

hN-NGE € a altura do pico equivalente ao N-ND; da amostra-

htotal € a altura do pico obtido com o fluxo pela coluna,

equivalente ao N-NO3 + N-NO, da amostra
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onde:
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Bn-ND S € a altura do pico obtido com o sistema analitico
-NO2 )

sem a coluna na linha.
o € a relagao entre os fatores de dispers@s corres

pondentes aos dois sistemas.

Calculo do consumo de reagente

Reagente bombeado continuamente

(9]
n

a
i

=2
N

C =

consumo (ml/amostra)

= vazao [ml/h)

n® de amostras analisadas por hora

Reagente fornecido utilizando "merging zones”

V =

volume do "loop” do reagente (ml)

5.9. Caracteristicas analiticas

5.9.1. Velocidade analitica

Este parametro foi determinado segundo o procedimento des

crito por STEWART et alii (1976).
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A partir dos picos de alta velocidade (Fig. 14), as maximas
velocidades de analises para os diferentes graus de interpenetracgao de

amostras (do ingleés "carryover”) podem ser obtidas.
5.9.2. Precisao do metodo

A precisao do metodo proposto foi obtida através dos des
vios padroes calculados de uma série de 20 amostras de aguas e 20 amostras
de extratos de solos com 7 repetigoes de cada uma, processadas de acordo

ao descrito no item 5.6. e utilizando o sistema da Fig. 12.

5.9.3. Exatidao

Segundo FRITZ et alii (1974) ha duas maneiras para se de
terminar a exatidao numa situagdo como a do método proposto. Uma € deter
minar o teor de N-NO3 por\um método completamente diferente e comparar os
resultados. Para isto foram analisadas amostras de aguas pelo método pro
posto e comparados os resultados com a analise feita com o método do ele
trodo ion-seletivo (Tabela III). A outra forma consiste em adicionar uma
guantidade constante de um padrao na série de amostras (padronizagao in
terna) e depois calcular a porcentagem de recuperagao do padrao adiciona-
do. Este teste foi realizado para 7 amostras de Sguas (Fig. 15) e 7 amos
tras de solos (Fig. 16). A porcentagem de recuperagao & apresentada na

Tabela II.

Para efetuar a padronizagao interna nas amostras de aguas
adicionaram-se 5 ml de uma solugdo 1,0 ppm N-NO, + 10 ppm N—ND; a 45 ml
de amostra. Para as amostras de extratos de solos adicionaram-se 5 ml de

uma solugdo de 30 ppm N-NO3 2 45 ml de amostra.
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6. RESULTADOS

Os graficos e tabelas que apresentam os resultados obtidos,

seguem a mesma ordem em que foi realizada a pesquisa.

Os primeiros resultados correspondem as caracteristicas do
complexo colorido e a redugado da coluna de cadmio cobreada, seguindo-se os
referentes ao dimensionamento e caracteristicas do sistema de analise si

multaneo e por Gltimo os resultados do metodo nas analises de rotina.

0 complexo colorido apresenta o maximo de absorbancia ao
redor de 540 nm, e fol obtido de acordo ao procedimento descrito no item

5.8.

0 espectro obtido & apresentado na Figura 6.
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A
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0.0 1 1 1
440 540 640 )\

FIG. 6. Espectro de absorgao do complexo relativo a um padrao de nitrito

0,5 ppm N-NO2 e o espectro correspondente ao branco obtido em

forma similar.

A redugao de nitrato a nitrito & fungao do tempo de resi
dencia da amostra ha coluna: isto € apresentado na Figura 7, corresponden

te ao experimento descrito no item 5.7.2.
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0'4 -

0 100 T_ (s)

FIG. 7. Efeito do tempo de redugao Tr na sensibilidade do metodo. O gra
fico foi obtido para uma amostra de 0,6 ppm N-NOE, em configura
¢ao de amostra infinita. Efetuaram-se bloqueios sequenciais den

tro da coluna com duragao de 15, 30, 60, 90 e 180 segundos.

i - -
A porcentagem de redugao do sistema e calculado a partir
da Figura 8, e & dada pela relagao das alturas dos picos, de acordo ao

descrito no item 5.7.7.
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FIG. 8. Porcentagem de redugao. O sinal a direita corrésponde a uma aos
tra de 0,5 ppm N-NO, e o da esquerda a uma amostra de 0,5 ppm de

N—ND;, ambos obtidos com a coluna na linha de fluxo.
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A Figura 9, mostra o efeito do comprimento da coluna de

cadmio cobreado na reducgao de nitrata-a nitrito, de acordo com o descrito

no item 5.7.4. A linha de base corresponde a situagao de redugao nula
(coluna fora da linha de fluxo) e o patamar indica a redugao conseguida

com volume infinito de amostra.

A %R

QD <4100

-

4 cm

FIG. 8. Efeito do comprimento da coluna de redugao. Os sinais de esquer
da para a direita correspondem aos comprimentos de 10.7; 3.5 e

2 cm, cada um com tres repeticoes.

0 tamanho da babina de reacao determina a porcentagem de
completagdo da reagao. O calculo e feito atraves da relagao entre as al

turas do sinal obtido em condigoes de equilibrio dinamico (zona a direita,
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Fig. 10) e na situacao de equilibrio estatico correspondente (zona a es

guerda, Fig. 10) como foi descrito no ‘item 5.7.3.

A

1 1
5 10 cm

FIG. 10. Influencia do comprimento da bobina de reagao. As curvas a-f

correspondem aos comprimentos 20, 44, 94, 150, 200 e 250 cm, res
pectivamente. A direita, mostra-se a zona de fluxo conforme o
desenvolvimento da reagao na cubeta de fluxo. A inflexao das
curvas indicam o instante de desligar a bomba peristaltica e a
zona a esquerda indica o desenvolvimento da reagao. Velocidade

do papel: 0,5 cm/min.
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Da Figura 10 pode-se calcular a porcentagem da completagao

da reagdo e os efeitos produzidos peio aumento de uma unidade no compri
mento da bobina de reagao. A Tabela I apresenta os dados da Figura 10 pa

ra a zona de fluxo.

TABELA I. Efeito produzido pelo aumento da bobina de reagao.

X h C
Ah/bx AC/Ax
cm cm %
20 67 51,9 0,458 0,354
44 78 60,4 0,340 0,250
94 g5 72,8 0,161 0,114
150 104 79,2 0,120 0,082
200 110 83,3 0, 060 0, 028
250 113 84,7

onde:
X = comprimento da bobina
h = altura do pico, curvas a-f (Fig. 10)
C = % completagao da reagao
Ah/Ax = incremento da altura do pico por incremento unitario do com
primento da bobina de reagao
AC/Ax = incremento da completagdo da reagdo por incremento  unitario

no comprimento da bobina de reagao.

De acordo ao descrito no item 5.7.8, obtem -se um fator de
dispersao de 0,35 pelo sistema B correspondente a 15 ul do padraoc de 0,5

ppm N-NOz, e 0,05 pelo sistema A utilizando "loop” de amostra de 75 Hl do
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mesmo padrao. ‘ '

A relagcao entre os dois fatores de dispersao (o), e

calcu
lada atraves da relagao entre as alturas dos picos apresentados na. Figura
11. No item 5.8. encontra -se o metodo de calculo do fator a.
15s
I5 -
.0
FIG. 11. Efeito produzido na passagem de um padraoc de 0,5 ppm N-NDZ pe
los dois percursos analiticos. O ponto S indica o local de in
jegao do padrao.

A partir dos resultados referentes a redugao, cinetica da
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reagao e dispersao, em conjunto com o .sistema de fluxo proposto no item

4 Fig. 4, procede -se a montagem do sistema de fluxo esquematizado na Fi

gura 12.
PP i
5.0
0.6} ‘5" SR, b W
R2
\I‘-'h
10
CR1
7 W
R1
FIG. 12. Sistema de analises simultanea de nitrato e nitrito por injegao

em fluxo continuo. Apresentam-se dois sistemas, um esquematiza
do em linha cheia que determina N—ND; + N—NDE, e outro, linha
pontilhada, que serve para determinagao de N-ND2. A unidade re
presentada por PP & a bomba peristaltica, os numeros indicados
sobre as linhas de.fluxo correspondem as vazoes em ml/min. Ccs
e o fluxo carregador da amostra, R, e o fluxo tampao e catalisa
1° S..e §'

representam as amostras: C1, C2 e C3 sao as bobinas: misturado-

dor, CR1‘corresponde ao fluxo carregador do reagente R

ra (15 cm), de reagao (150 cm) e de sincronizagao (15 cm), D e

o detetor e W o esgofo.

Algumas das caracteristicas analiticas do metodo proposto,

derivam-se do conjunto de curvas de calibragao apresentados na Figura 13.
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FIG. 13. Caracteristicas do sistema proposto. A curva de calibragdo (a)

*  refere-se a padroes contendo so N-NUS nas concentragoes de 5,0;
4,0; 3,0; 2,0; 1,0 e 0,0 ppm de N-NO3, a curva de calibragao (b)
refere-se a padroes mistos contendo 5,0; 4,0; 3,0; 2,0 e 1,0ppm
de N:NO3; + 0,5 ppm de N-ND2, constante em todas elas; a curva
de calibragao (c) refere-se a padroes mistos contendo 1,0; 0,8;
0,6; 0,4; 0,2 e 0,0 ppm N-NO; + 2,5 ppm N-NO3: e a curva (d) sao
padroes contendo so N-NDZ nas concentragoes 1,0; 0,8; 0,6; 0,4;
0,2 e 0,0 ppm N-NU;.

A velocidade analitica e calculada da Figura 14, confor

me o descrito na segao 5.9.1, correspondendo a 90 amostras por hora, com

interpenetragao ("carryover") menor que 1%.
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FIG. 14. Perfil dos picos de alta velocidade. Foram conseguidos com pa
droes mistos (3,0 ppm N-ND; + 0,5 ppm N-ND;] e do.branco. S e
S* representam os pontos de injegao da amostra para as analises
de N-ND; + N-NO> e N—NDE respectivamente. Velocidade do papel:
12,5 cm/min.

A Figura 15 apresenta os resultados de uma analise de roti
na para aguas e 0 resultado do teste de adigao padrao efetuado segundo o

item 5.8.3.



FIG. 15. Grafico de rotina para 7 amostras de aguas originais e com adi
¢ao de padrao interno. A sequencia dos picos da esguerda a di
reita & a seguinte: padrao de 0,5 ppm N-NO,, padrdo de 0,5 ppm
N-NO3, curva de calibragdo com padrdes mistos (5,0-1,0 ppm N-NO3
mais 0,5-1,0 ppm N-ND;). 7 amostras de aguas originais e a cur
va de calibragao. Velocidade do papel: 0,5 cm/min. Padroes em

triplicata e amostras em duplicats.

0 grafico apresentado na Figura 16 foi obtido para 7 amos
tras de solos extraidos de acordo ao item 5.5. Apresentam-se tambem, os
resultados do teste de adigao de padrao interno de acordo ao descrito no
item 5.8.3. Estando a concentragao abaixo de 0,05 ppm N-NOz, o nitrato

foi detemminado por extrapolagao linear das alturas dos picos com uma se

rie de padroes de N-NO3.
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5 I

Il

FIG. 16. Analises de rotina para solos contendo N-ND, abaixo de 0,05 ppm
Apresenta-se a curva de calibracgao de N—ND; (1,0; 2,0; 4,0; 6,0
e 8,0 ppm N-NO3), 7 extragoes de solos com adigdo de padrao in

terno de N-NO3, 7 extratos de solos livres de adigao e a curva

de calibragao, na sequencia esguerda-direita.

A Tabela II apresenta os resultados obtidos no teste de re
cuperagao dos N-NO3; + N-ND; adicionados para aguas, e o N-NO3 adicionado

nas amostras de solos.
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TABELA II. Teste de recuperagaoc do nitrogenio adicionado como padrac in
terno em amostras de aguas e solos.
AGUAS SOLOS
N-NO2 Recuperagao N-NO3 Recuperagao N-ND3 Recuperagao
ppm % ppm % ppm %
0,11 102,6 0,84 98,3 4,39 g8,8
0,10 101, 8 0,88 97,9 3,82 95,2
0,07 99,8 0,17 100,4 1,97 98,0
0,07 88,0 0,17 98,6 3,80 102,1
0,25 99,7 0,55 97,3 2,22 100, 4"
0,17 100,0 0,46 99,8 4,02 98,9
.0,40 100,5 0,57 98,3 5,43 95,1
TABELA III. Teste de comparagao do método proposto com o do eletrodo pa

ra analises de aguas.

Método proposto
(ppm N-NO3)

0,40
0,50
0,40
0,58
0,56
0,45
0,15

Método potenciométrico

(ppm N-NO3)
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7. DISCUSSAO

A absortividade molar do coﬁplexo do nitrito com a sulfani
lamida e o cloridrato de N-1 naftil etilendiamino & bastante elevado4.10"
" (MARCZENKO, 1926, p. 395), nao sendo, portanto, fator limitante do método
proposto. A Figura 6 mostra um espectro de banda larga, podendo as leitu
ras serem efetuadas na faixa de 520 a 540 nm. Desta forma a abertura da

janela do instrumento nao & uma variavel primordial para este metodo.

Experimentos iniciais indicaram que a redugao do nitrato a
nitrito pode ser efetuada utilizando uma solugao de sulfato de hidrazina
em meio alcalino. Ao“fedor de 100% de redugao pode ser conseguido; entre
tando o aparecimento de bolhas de gas resultantes da reagao, afetavam a
medigao espectrofotométrica. Foram em vao as tentativas realizadas para
eliminar tais interferengas sem prejudicar a sensibilidade, reprodutibili
dade e velocidade analitica. Optou-se entao, por estudar a redugao efe
tuada numa coluna de cadmio cobreada. As primeiras colunas foram cons
truidas utilizando cadmio cobreado em granulos de 2 mm de diametro meédio,
conseguindo-se como maximo 60% de redugao. Focalizou-se entao a pesquisa

para obtengao de redugao proxima ao total, o qual foi conseguido utilizan
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do-se limalhas de cadmio cobreado (20-40 mesh).

No capitulo 4 foi assinalado que a reacgao de oxi-redugao do
nitrato a nitrito utilizando cadmio cobreado e caracterizada por uma ciné
tica lenta. Isto foi observado no experimento que levou a obtengao da Fi
gura 7, onde e determinada a relagdo entre o grau de redugao e o tempo de
residencia dos ions na coluna. A curva da Figura 7, relaciona ambos paqé
metros apresentando o maximo de absorbancia entre 60 e 90 segundos, com
decrescimo posterior possivelmente devido 5 continuagao da redugao para es

tados de menor oxidagao.

Foi previsto no capitulo 4, que dois parametros controlam
o tempo de residencia da amostra na colunas; um deles e o fluxo carregador
da amostra e o outro, e o tamanho da coluna de redugao. Por outro lado,
nesse mesmo capitulo, indicou-se a existencia de um compromisso entre o
fluxo carregador da amostra e a velocidade analitica. Por isto, para se
obterem melhores resultados, fixou-se um fluxo carregador de 5 ml.min ?,

considerando-se:uma velocidade analitica adequada para a cubeta de fluxo

empregada (volume interno 80 ﬁl].

Observa-se da familia de curvas da Figura 89, que ao mudar
o comprimento da coluna de 2,0 a 3,5 cm, consegue-se aumentar a redugao
de 28,7%; no entanto ao mudar o comprimento de 3,5 a 10,0 cm a redugao au
menta so de 3%. O uso de coluna de 5,2 cm provoca a diferenga de absor
bancia menor que 1% relativamente a de 10 cm, sendo este comprimento de

coluna considerado adequado para o sistema.

Nos resultados apresentados na Figura 9 nao foi  previsto
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o possivel erro devido a diferenca de compactagao do material dentro das
colunas;:no entanto foi utilizado o mesmo procedimento de cobreamento des
crito no item 5.3.5. 'Note-ée qgue nos resultados apresentados na Figura S,
para cada comprimento de coluna, a redugao & uma constante e o sinal & re
produtivel, sendo isto valido para as determinagoes realizadas num mesmo
dia. Uma das vantagens dos sistemas de injegao em fluxo continuo & que a
redugao nao precisa ser total, pois esta afeta por igual a padroes e amos
tras. A estabilidade da coluna deve ser testada antes de iniciar as ané
lises de rotina, obtendo-se os dados que permitem medir a percentagem de

redugao, conforme item 5.7.7. e Figura 8.

-

A familia de curvas da Figura 10, apresenta uma regiao a
direita correspondente aos patamares obtidos para um mesmo padrao, reagin
do em bobinas de diferentes comprimentos. Utilizou-se a configuragao de

amostra infinita, descrita no capitulo 4, para evitar a concorrencia dos

efeitos produzidos pela dispersao e a completagao da reagé@o (BERGAMIN F¢
et alii, 1978b).

Os resultados apresentados na Tabela I, indicam o grau de
completagao da reagao (C) conseguido com cada comprimento de bobina (x) .
Fazendo-se um grafico dos resultados C vs x, a curva obtida teqda a forma
assintotica, como pode ser percebido pelos valores de AC/Ax. - A medida
gue o comprimento da bobina de reagao aumenta, o valor da’tangente tende
a zero, ou seja a completagao da reéacao atinge o maximo. Considerando-se
gue o comprimento da bobina de reagao afeta a velocidade analitica do mé
todo, definiu-se o seu comprimento como 150 cm,com o que consegue-se apro

ximadamente 88% de completagao da reagao e adequada velocidade analitica.
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Na zona apresentada a esquerda na Figura 10, observa-seque

as absorbancias correspondentes aos diferentes estados de equilibrio eﬁié
tico decrescem com a diminuigao do comprimento da bobina de reagao, o que
define o tempo de reagao. Este resultado ampliou a visdo com respeito a
cinetica da reacgao, sendo de grande utilidade no projeto do sistema. Nas
reagoes muito rapidas, nao & possivel observar as curvas apresentadas na

regiao a esquerda da Figura 10 (REIS, 1978).

Ate o presente ponto, foram apenas discutidos os problemas
de dimensionamento da coluna de reducdo e da bobina de reacdos analogamen
te ao processo efetuado para um sistema simples. Nos paragrafos seguin
tes, analisa-se o sistema proposto como duas unidades independentes, com

relagao a percursos analiticos, dispersao e volumes de amostras injetadas.

Por tratar-se de dois sistemas diferentes com um detetor
comum (Figura 4), cada um dos sistemas apresenta sua linha de base carac

teristica como se pode observar nas Figuras 11, 13 e 15.

No sistema proposto por STEWART (1976) para determinagaosi
multanea de nitrogenio e potassio utilizando divisdo da amostra ("split-

ting"), também foram observadas diferentes linhas de base para cada siste

ma, causadas pelos diferentes graus de “carryover”.

Observa-se na Figura 11, que o fator de dispersao para ca
da percurso analitico & diferente. O fator de dispersao de amostra no
sistema B (com redugac) e de 0,35 e no sistema A (s0 para nitrito) e O0,05.

Estes valores referem-se a injegao de 15 ul de amostra no sistema B e
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75 ul no sistema A, originando-se desta forma dois picos cujas areas sob
as curvas sao proporcionaié aos voluﬁes de amostras injetados. Com volu
me de amostras iguais, os fétores de dispersao pelos diferentes sistemas
dependem somente do percurso analitico. Os fatores de dispersao foram ob
tidos atraves do dimensionamento dos volumes da amostra, visando a conve
niéncia de obtengao de curvas de calibragao de padroes mistos N-NO3+N-NO>
nas faixas de ocorrencia destes ions nas aguas e extratos de solos. No
entanto, isto pode ser modificado, variando os volumes das amostras, con

seguindo assim melhorar a sensibilidade.

Para efeito de calculo do N—NU;, portanto, interessa conhe
cer a relagao entre os dois fatores de dispersao obtidos da Figura 11, a
qual & utilizada na Equacao 1. Considerando-se que o fator de dispersao
do sistema A & menor que do sistema B a relagao entre eles deve ser sem
pre menor que 1. Em vista desta restrigaoc o "loop” da amostra do sistema

A nao pode ser aumentado indefinidamente.

Considerando-se a discussao feita em paragrafos anteriores
sobre o comprimento da bobina de reagao e somando o efeito da dispersao
aos resultados da Tabela I, nota-seé que: se a bobina de reagao for muito
longa, o aumento da sensibilidade nao & significativo. Se se aumentar o
comprimento da bobina de reagao, sem modificar.o volume injetado da amos
tra,.a dispersao aumenta afetando a sensibilidade (RUZICKA et aliz, 1975).
Em vista disso o Ah/Ax da Tabela I decresce acentuadamente porque o incre
mento da dispersdo & maior que o da reagdo, podendo chegar a situagdo des
favoravel onde Ah/Ax muda de sinal. Existe, portanto, um compromisso en

tre tamanho da bobina de reagao, sensibilidade, volume de amostra e velo
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cidade analitica.

A insuficiéencia do reagente complexante com respeito ao ta
manho do ”"loop” ou a concentragao da amostra,pode afetar a completagao da
reagao. Da Tabela I, a curva C vs x da a variagao do comprimento da bobi
na de reagao com o progresso da reagao, apresentando um patamar caracten@i
tico para cada volume injetado de amostra. Se o reativo complexante for
insuficiente a curva apresenta o patamar antes do previsto. Isto & visua
lizado, em geral, quando a curva de calibragao perde linearidade nos pa

droes mais concentrados.

Algumas das caracteristicas analiticas do método proposto,
podem ser observadas através dos conjuntos de curvas de calibrégéo da Fi
gura 13. A curva de calibragao (a) refere-se aos padroes so de N-NOj, cor
respondendo ao sinal gerado pelo sistema B enquanto que pelo sistema A ob

serva-se sb a mudanga da linha de base.

A curva de calibragao (d) foi obtida com padroes se de
NPND;, apresentando sinal pelos dois sistemas. Oesta curva, calculou-se o
valor 0.=0,131 (fator que relaciona as dispersoes), com coeficiente de va
riagao de 4,3%. Entre as curvas de calibragao (a) e (d) comparando-se as
alturas de pico correspondentes a 1,0 ppm de N-NO3 e 1,0 ppm de N-ND2, pe

lo sistema B, encontra-se que a redugao foi da ordem de 91%.

A curva de calibragao (b), obtida para padroes de N-ND3 com
adigao constante de 0,5 ppm N-ND2, permite determinar a contribuigao . do
N-NO2 no pico correspondente a soma. A diferenga das alturas de pico em

(b) com as dos correspondentes padroes, a situagao (a), indicam a concen
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tragao de N-NO2 adicionado, dado que ambas foram bbtidas com o mesmo fa
tor de redugao. Na Figura 13, observa-se que, os picos de N-NO2 apresen

taram um desvio padrao de 0,9%.

A curva de calibragao (c) permite calcular o desvio pa
drao correspondente as alturas de pico produzidas por adigao de 2,5 ppm
N-NO3, na série de padross de N-NO2. A diferenga de alturas entre os pi

cos,vpelo sistema B, das curvas (a) e (d) apresenta um desvio padrao de

Nofa-se gue o desvio padrao para N-NO3 & maior gue o calcu
lado para N-NU;; Este resultado era esperado tendo ém vista a teoria da
propagacao dos erros, sendo que o calculo das alturas dos picos corres
pondentes a N-NO3 & baseado em duas medigbes, uma delas a do -~ pico de

N-NO2 que ja contém em si um erro de 0, 9%.

As curvas de calibragao da Figura 13 apresentam linearida
de na faixa de 0,0-1,0 ppm N-NU; e 1,0-5,0 ppm N—NOQ, dadas pelos coefici
entes de correlagao respectivos. r = 0,999* para N = 6 pelo sistema A e

r = 0,995 para N = B pelo sistema B.

A Figura 14 apresenta os picos de alta velocidade e os pon
tos de injegao das amostras respectivas. A velocidade analitica teodrica
€ calculada através da medida da distancia entre o ponto de injegao das

amostras e o ponto onde a interpenetragao das amostras seja no maximo 1%.

Na Figura 15, apresenta-se o modelo & seguir para analises

de rotina. Os primeiros picos corfespondem a um padrao de N-NO2 que per
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mite calcular o fator o (neste caso o = 0,15). A seguir picos correspon
dentes a um padrao de N-Nd; da mesma‘ﬁoncentraqéo em N, que nbé indica a
porcentagem de. redugao do sistema (neste caso a redugao & proxima de 100%)
Em continuagao, apresenta-se a curva de calibragdo relativa a padroes mis
tos. A velocidade real das analises de rotina apresentadas nesta Figurae

de 75 amostras por hora.

A Figura 16 apresenta analises de rotina para nitratos em
extratos de solos. Entretanto existe a possibilidade de extratos de so
los apresentarem quantidades apreciaveis de N~NDZ, tornando necessario o
uso do sistema simultaneo. Como nao foram obsérvados teores de N—NU; em
solos, superiores 510,05 ppm, e considerando-se que o fator o era.0,15, nao
houve interferencias significativas do N-ND; na analise de N-NU;.' Na mes
ma Figura pode-se observar a linearidade da curva de calibragéo'o que in
dica que a redugdo manteve-se constante. O teor de N-NO3 das amostras foi
calculado por extrapolaqéﬁ linear das alturas dos .picos 6btidos para os

padroes.

Os resultados dos testes de recuperagao 6éré aguas e extra
_tosfde\solos sao apresentados na Tabela II. Para amostras de aguas obte
ve-se uma recuperagao de N—NUZ proxima a 100% em 6 amostras. Uma amostra“
apresentou um resultado discrepante, o qual pode ser rejeitado; baseando
-se no critério de rejeigao que estipula que se a relagao entre o desvio
do resultado duvidoso/desvio padrao dos outros resultados for maior que
2,5 (KOLTHOFF, 1965, p. 276) pode-se rejeitar o resultado. Neste caso
a relagao anterior deu 10,6 o que indica que o resultado, 88% de recupera

gao, pode ser rejeitado. Na recuperagao de nitrato em amostras de aguas,
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notou-se uniformidade nos resultados, consegqindo-se recuperagﬁesg} entre
97 e 100%. Nas amostras de solos a %aixa de recuperagao foi de 95 a 100%
As quantidades adicionadas bara efetuar os testes de recuperagao foram de
terminadas de forma a modificar as concentragoes dos ions N-ND; e N-NU;
nas amostras por um fator proximo a dois. Portanto o teste de adigao de
um padrao interno teve recuperagao, tanto para amostras de aguas como pa
ra extratos de solos, no intervalo de 95 a 102,6%, sendo que a média esta

proxima de 99%.

No funcionamento do sistema com confluencia de zonas, du
rante os intervalos entre duas injegoes, o reagente € enviado a um reser
vatorio sém,sofrér diluigao. .Quando o injetor & comutado (Figura 5) para
coletar a proxima amostra, o "loop” de reagente esta cheio com o respecti
vo carregador que € bombeado para o reservatorio. Desta forma durante a
comutagao do injetor o reagente esta sendo diluido, sendo esta diluigao ex
clusivamente fungao do nimero de amostras analisadas, podendo ser previs
ta antes de iniciar és analises. Esta diluigao & calculada multiplicando
-se o volume do "loop” de reagente pelo numero de amostras analisadas, pos

sibilitando seu recondicionamento para utilizagao posterior.

A utilizagao da confluencia de zonas para o reagente do ni
trito, reflete-se em 75% de economia deste reagente relativamente ao sis
tema de bombeamento continuo, calculo esse baseado numa velocidade anali
tica de 75 amostras por hora. A diluigéo do reagente do nitrito no reser
vatorio e de 6% depois de analisar 75 amostras, utilizando um "loop” de

80 ul.
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0 sistema de confluencia de zonas utiliza acido fesforico

diluido a 10% como fluxo carregador donreagente. Desta forma evitam-se os
problemas devidos a diferenéa de indiCBS'dé refragao entre reagente e car
regador bem como a diluigao do reagente com um diluente que impedisse o

" seu recondicionamento.

No que refere-se ao cadmio, o consumo & pegueno, sendo ne

cessario menos de 1 g para o enchimento da coluna.

A Tabela III apresenta o teste de comparagao entre metodos.
Nota-se que o métbdo potenciometrico nao discrimina bem entre valores ppé
ximos devido 'a resposta logaritmica do eletrodo, a analise estatistica re
velou a inexisténcia de variag@o entre os métodos ao nivel de 89% de pro

babilidade.



8. CONCLUSOES
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g.
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0 metodo proposto & aplicavel para amostras de aguas e

extratos de solos.

A sensibilidade do método pode ser aumentada até o limi

te de 0,02 ppm N—NUZ ou N-NDZ.
A coluna aumenta a dispersao ao redor de 20%.

A relagao entre os fatores de dispersao & de 0,131; in
dicando o fator de corregao aplicado no calculo do teor

de nitrato da amostra.

A existencia de duas linhas de base correspondentes aos

dois sistemas empregados, nao afeta os resultados.

D método & caracterizado por reprodutibilidade de 1,8%
para nitrato e 0,9% para nitrito. Nos casos em que are
ducao & menor este nivel de precisao persiste.No método
proposto a eficieéncia de redugdo & da ordem de 91%. E

recomendavel fazer duas determinagoes por amostra.

A redugao processa-se com cinetica lenta, o que possibi
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lita a determinagao do nitrito formado antes que seja

reduzido para outras espécies.

E recomendavel, testar a estabilidade da coluna cada

vez que se inicia a operagdo do sistema.

A cinética de complexagdo permite observar o equilibrio
estatico em base ao qual foi definida a completagao da

reagao.

A velocidade analitica tedrica do método, obtido atra
ves dos picos de alta velocidade & de 90 amostras  por
hora. E possivel duplicar esta velocidade separando os
sistemas de detecgdo. Nas analises de rotina a veloci

dade analitica média e de 75 amostras por hora.

A utilizagao do principio de zonas confluentés reflete
-se num decrescimo de ao redor de 75% do consumo de rea
gente complexante, com relagao ao sistema com bombeamen
to continuo. O consumo de reagente & de 170 ul poramos
tra, correspondentes a 3,4 Uug de sulfanilamida e 0,17 ug

de cloridrato de N-1 naftiletilenodiamino por amostra.

A recuperagao foi da ordem de 99% indicando a exatidao

do metodo proposto. Do teste de comparagao entre o mé

todo proposto e o método potenciometrico achou-se um ni

vel de significancia menor que 1%.

Nn. Ds resultados obtidos nests trabalho sugerem a possibi

lidade do desenvolvimento de outros sistemas simultaneos.
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9. SUMMARY

An automated method for the simultaneous analysis of
nitrate and nitrite in natural waters and soil extracts using flow

injection analysis in described.

Nitrate is reduced to nitrite, with a copperized cadmium
column, with further diazotation and coupling reactions to form a coloured

nitrite comples.

The merging zones aproach was used in order to minimize

nitrite reagent consumption.

A reduction column and an injetor comutator were specially
designed for this project. The comutator port defines two systems, in
one system the sample is directed through the reduction column and the
comutation switchs the column off-line. Two peaks are then obtained, one
corresponding to nitrite plus nitrate and the other to originally sample

nitrite.

A rautine sampling rate of about 75 samples per hour was

achived a precision better than 0, 8% for nitrite (between 0.1 and 1.0 ppm

N-NOz) and 1.8% for nitrate (in the range 1.0 to 5.0 ppm N-NO3)
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