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RESUMO

SANTOS, Juracir Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2007.
Desenvolvimento e otimizacdo de metodologias para a determinacédo de
nitrogénio. Orientador: César Reis. Co-orientadores: Efraim Lazaro Reis,
Valfredo Azevedo Lemos e Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

A determinagdo de nitrogénio inorganico e organico € um objeto de
interesse na analise de amostras biologicas, solo, agua e alimentos. Essas
analises s&do motivadas pelas perdas de nitrogénio do solo para os lengdis
freaticos e para os ecossistemas marinhos, provocando eutrofizacdo e pela
elevada toxicidade desses compostos, em homens, animais e vegetais. O
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e otimizar métodos para a
determinacao de nitrato e aménio. A metodologia proposta para a determinagéo
de amoénio foi baseada na reagdo do ion aménio com formaldeido e posterior
titulagdo com solugdo de hidréxido de sodio. A otimizagdo da metodologia foi
realizada por analise univariada, sendo estudados os efeitos da quantidade de
formaldeido, suficiente para favorecer a cinética da reacao e possibilitar a
recuperagao quantitativa do aménio, e da concentragdao de EDTA, necessario
para evitar interferentes metalicos e tamponar o meio. A metodologia para a
determinagcao de aménio com formaldeido foi validada tendo como referéncia a
metodologia de Kjeldahl e por testes de recuperagdo resultando em um
procedimento simples, rapido e de baixo custo para a determinagao de nitrogénio
na forma amoniacal, podendo ser aplicado para a analise de rotina. O método foi
aplicado com sucesso para a determinagao de nitrogénio total em amostra de
agua, solo, fertilizante e aveia. Para a determinagao de nitrato foram feitas as
otimiza¢gdes da reacdo de Griess modificada e da etapa de reducdo de nitrato a
nitrito pela hidrazina com a finalidade de obter maior rapidez nas analises, menor
consumo de reagentes e alcangar maior sensibilidade. A otimizagao foi realizada
por planejamentos fatorial e de superficie de resposta, onde foram considerados
0s seguintes parametros: concentragdes de cloreto de potassio, hidroxido de

sodio, sulfato de cobre, sulfato de hidrazina, sulfanilamida e Nafitil-etilenodiamina,

Xiii



temperatura de aquecimento e tempos de agitacao e resfriamento. A otimizagao
da determinacao de nitrato pela metodologia de Griess modificada possibilitou a
diminuicdo no tempo de analise e na temperatura, reduzindo assim, o custo das
analises. Além disso, proporcionou um aumento no sinal analitico de 34,8%. A
reacado de Griess otimizada foi aplicada com sucesso na determinagao de nitrato
em aguas naturais na faixa de 0,020 a 0,20 mg L' com um limite de deteccéo de
5,80 ug L™
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ABSTRACT

SANTOS, Juracir Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. February of 2007.
Development and optimization of methodologies to the nitrogen
determination. Adviser: César Reis. Co-Advisers: Efraim Lazaro Raeis,
Valfredo Azevedo Lemos and Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

The determination of inorganic and organic nitrogen is an interesting
subject in the analysis of biological samples: soil, water and foods. These
analyses are motivated by the losses of nitrogen of the ground to freatic sheets
and marine ecosystems, causing eutrofization, and by the elevated toxicity of
these composites, in human, animals and vegetables. This paper had as objective
to develop and to optimize methods to the determination of nitrate and ammonium.
The proposal methodology to the ammonium determination was based on the
reaction of the ammonium ion with formaldehyde and posterior tritation with
sodium hydroxide solution. The optimization of the methodology was carried
through univariated analysis. The effect of the amount of sufficient formaldehyde
to help the kinetic of the reaction and to make the quantitative recovery of
ammonium possible was studied, and the concentration of EDTA necessary to
prevent metallic interferent and to tamponate the essay was studied as well. The
methodology for the ammonium determination with formaldehyde was validated
having as reference the methodology of Kjeldahl and through tests of recovery,
resulting in a simple, fast and with low cost procedure to the nitrogen
determination in the ammoniac form, this procedure can be applied in routine
analysis. The method was successfully applied to determinate ammoniac nitrogen
in sample of water, soil, fertilizer and oats. To the nitrate determination,
optimizations of the modified reaction of Griess and the stage of nitrate reduction
into nitrite was done by hydrazine with the purpose to get greater rapidity in the
analyses, minor consumption of reagents and to reach greater sensibility. The
optimization was carried through factorial plan and through response surface,
where the following parameters were considered: potassium chloride
concentrations, sodium hydroxide, copper sulphate, hydrazine sulphate,

sulfanilamide and naphthyl ethylenediamine, temperature of heating and times of

XV



agitation and cooling. The optimization of the nitrate determination through the
modified Griess methodology made possible the reduction of the time of analysis
and the temperature, reducing, the cost of the analyses. Moreover, it provided an
increase in the analytical signal of 34.8%. The optimizated Griess reaction was
successfully applied in the nitrate determination in natural waters in the band of
0.020 to 0.20 mg L™ with a limit of detection of 5.80 pg L™

XVi
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Introdugéo

1. INTRODUCAO

O nitrogénio € um dos elementos essenciais a vida, fazendo parte dos
processos vitais de plantas e animais [1, 2]. Embora esse elemento seja
abundante, o suprimento das formas disponiveis para as plantas € escasso em
muitas partes do mundo. Onde a insuficiéncia existe, a produ¢ao de alimentos é
limitada, e as colheitas sdo muitas vezes insuficientes para suprir a demanda de
alimentos [3].

O nitrogénio é o quarto elemento mais abundante na planta, perdendo
apenas para o carbono, hidrogénio e oxigénio. O nitrogénio € considerado
fundamental no metabolismo das plantas, pois é utilizado na sintese de proteinas
e outros compostos organicos, tais como aminoacidos, nucleotideos e coenzimas.
Desta forma, estd comprovada a relacdo entre o teor de nitrogénio e o
crescimento das plantas. Um dos principais sintomas da deficiéncia do nitrogénio
€ o amarelecimento ou clorose das folhas, devido a inibicdo da sintese de
clorofila, o que resulta, principalmente, na diminuicdo da fotossintese e
consequentemente, na sintese de aminoacidos essenciais [4]. Além disso, sua
auséncia limita o crescimento vegetal e a sua disponibilidade tem sido associada
a reducgédo da divisdo e expansao celular, da area foliar e da fotossintese [5].

Desde a antiguidade, os homens aprenderam a compensar a quantidade
insuficiente de nitrogénio em muitos solos usando fezes humanas e de animais ou
o cultivo de leguminosas. Atualmente, a quantidade de nitrogénio requerida vem
sendo suprida pela utilizagdo de fertilizantes quimicos [3]. Embora o nitrogénio
possa agir como fertilizante, quantidades excessivas dos compostos deste
elemento podem causar problemas ambientais [2].

A quantidade de nitrogénio aplicado nas lavouras tem aumentado
rapidamente nas ultimas décadas ao nivel global. Dentre as consequéncias deste
aumento, estdo a elevacao das perdas de nitrato do solo para os lencéis freaticos
e para os ecossistemas marinhos e a emissao de gases que contém nitrogénio
para a atmosfera [6].

O uso excessivo de fertilizante inorganico juntamente com a utilizagéo
indiscriminada dos recursos naturais tém sido apontado como os principais

responsaveis na perturbacao global e local do ciclo do nitrogénio [7].




Introdugéo

A determinacdo de nitrogénio inorganico e organico € um objeto de
interesse na analise de solo, para verificar sua fertilidade. Além disso, a
determinagao de nitrogénio pode ser requerida para a analise de agua, alimentos
e amostras biologicas devido ao aumento na eutrofizagdo de aguas naturais e sua
elevada toxicidade em homens, animais e vegetais [8]. Desta forma, neste
trabalho é proposto o desenvolvimento de um método para a determinagao do ion
amoénio utilizando formaldeido e posterior titulagdo com NaOH para ser aplicado
em amostras de alimentos, solos, fertilizantes e agua. E proposto também,
otimizar por planejamento fatorial 0 método de determinagéo de nitrato utilizando
a reacdo de Griess modificada empregando como técnica de deteccdo a
espectrofotometria. Com a otimizagdo pretende-se obter maior rapidez nas

analises, menor consumo de reagentes e maior sensibilidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nitrogénio no Meio Ambiente

O nitrogénio é o elemento ndo combinado mais abundante acessivel ao
homem. Ele compreende cerca de 78,1% da atmosfera terrestre. Foi “descoberto”
em 1772 por Daniel Rutherford. Acredita-se também que o gas foi isolado
independentemente na mesma época por C. W. Scheele e H. Cavendish. O nome
“nitrogénio” foi sugerido por Jean-Antoine Chaptal em 1790 quando foi percebido
que o elemento era um constituinte do acido nitrico e do nitrato [9, 10 e 11].

Apesar do nitrogénio (N2) ser muito abundante na atmosfera, ele é
relativamente escasso na crosta terrestre: nesta, seu teor € da ordem de 19 ppm
(isto é, 19 g em cada tonelada), teor, igual ao do galio, 33° em ordem de
abundancia, e semelhante ao do nidbio (20 ppm) e do litio (18 ppm) [11].

O nitrogénio encontra-se no solo essencialmente na forma orgéanica
(aproximadamente 98%). A outra pequena parte encontra-se nas formas
inorganicas de amonio (NH4"), nitrato (NO3") e nitrito (NO2"). A principal reserva de
nitrogénio do solo € a matéria organica, com grande significado para o suprimento
do nutriente para as culturas através de processos quimicos e biologicos. A
mineralizagdo é a transformagao biolégica do nitrogénio organico em nitrogénio
inorganico, executada pelos microrganismos heterotroficos do solo. A
imobilizacdo refere-se ao processo inverso, ou seja, é a transformagdo do
nitrogénio inorganico em organico. A quantidade de nitrogénio inorganico no solo
depende, entre outros fatores, da disponibilidade de residuos organicos, da
relagdo C:N do solo, da umidade e do pH do solo. Em contrapartida, o teor total
de nitrogénio, no solo, praticamente n&o varia em curto prazo, ou mesmo no
periodo de alguns anos. Entre os fatores que contribuem para o aumento da
produtividade das culturas, a disponibilidade de nitrogénio € um dos fatores mais
importantes, pois este elemento é um nutriente absorvido em maiores
quantidades pela maioria das culturas e o que exerce efeito mais pronunciado na
producgao [12, 13].

O nitrogénio € um elemento fundamental para todas as formas de vida.

Este composto é empregado como, um constituinte essencial para a formagao de
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proteinas e aminoacidos, sendo o terceiro elemento mais abundante, contribuindo
com cerca de 17% da composicdo média de uma proteina. As plantas e os
microrganismos do solo assimilam as formas inorganicas de nitrogénio para
formar os constituintes organicos de suas células e tecidos [9, 12].

Na natureza, o nitrogénio € visto como se estivesse se movendo em um
tipo de ciclo fluindo da atmosfera para o solo, onde é absorvido por plantas, que
posteriormente servem de alimento para animais e seres humanos, e o nitrogénio
de todos estes tecidos retornam a atmosfera por degradagdo microbiana da
matéria organica e redugcado de nitrato a nitrogénio gasoso. A representagdo do
ciclo do nitrogénio no ambiente € mostrada na figura 1 [3].

Qualquer alteragado nos niveis de nitrogénio biologicamente disponivel no
solo pode afetar drasticamente a vida dos microorganismos, plantas e animais
[14]. Neste sentido, o conhecimento das fontes, naturais ou antrépicas, bem como
de suas grandezas, € necessario para um melhor entendimento do ciclo do
nitrogénio e avaliagdo dos impactos causados pelas atividades humanas aos

ambientes naturais [15].

ATMOSFERA

sintese de

decomposicéo proteinas

denitrificagao

Ldepésito de aménia assimilagdo imilacd
NH;, NH, assimilagdo

A R T
nltnﬁcag?o denitrificagao

depésito de nitrito |- utncagao
NO;

deposito de nitrato
NO3

denitrificagao

Fonte: http://www.ib.usp.br/ecologia/ciclos_biogeo_05_ciclo_nitrogenio.jpg

Figura 1: Ciclo biolégico do nitrogénio.

A maioria dos organismos vivos € incapaz de absorver o N, e converté-lo a
uma forma assimilavel. Nesta molécula, os atomos de nitrogénio encontram-se
unidos de uma maneira muito estavel. Por esse motivo para que o N, possa ser

convertido a uma forma assimilavel é necessario o fornecimento de temperatura e
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pressdo muito elevadas (fixagado industrial) ou a presenga de um sistema
enzimatico apropriado (fixagao bioldgica). A fixagao industrial do N,, chamada de
processo de Haber-Bosch, utiliza temperaturas em torno de 400 a 600 °C e
pressdes em torno de 100 a 200 atm, sendo dispendiosa do ponto de vista
energético. O processo de Haber-Bosch é representado na equagao 1, onde os

valores de pressao e temperatura foram omitidos [16].

Ny + 3H, —> 2NH; (1)

A fixag&o biologica do nitrogénio, processo demonstrado na equacéo 2, é
realizada apenas por alguns procariontes, denominados organismos fixadores de
nitrogénio. Do ponto de vista energético, este processo € dispendioso para o
organismo que o realiza. Devido a presenca de um sistema enzimatico, a reagao
pode ocorrer a temperatura ambiente e pressao atmosférica. Desta forma, a
fixagdo bioldgica do nitrogénio s6 ocorre gragas a uma enzima, denominada

nitrogenase [16].

N, + 16 ATP + 8¢ + 8 H'———> 2 NH; + H, + 16 ADP + 16 Pi (2)

Grandes quantidades de nitrogénio sdo consumidas nos diversos
processos de fixagdo do nitrogénio atmosférico, seja ela feita por processos
industriais ou realizada por microrganismos, tornando o nitrogénio disponivel as
plantas, na forma de NH;* e NOs™.

O unico processo de obtencgéo industrial de N, em larga escala € através
da liquefagao seguida de destilagao fracionada do ar liquefeito. Além da aplicagéo
na producéao de fertilizantes nitrogenados, o N, € empregado em varios processos
quimicos quando se deseja obter uma atmosfera inerte (sem a presenca de
outros elementos reativos, como o oxigénio) ou ainda, pode ser utilizado na forma
de nitrogénio liquido como agente refrigerante, tanto para o congelamento de
produtos alimenticios como para o transporte de alimentos [11].

Existem formas importantes de nitrogénio do ponto de vista ambiental que
se diferenciam no grau de oxidagao do atomo de nitrogénio. As mais reduzidas

sdo a aménia (NHs) e seu acido conjugado, o ion aménio (NH;"). A forma mais
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oxidada é o ion nitrato (NOg3’). A tabela 1 apresenta as formas e respectivos graus

de oxidagao dos principais compostos nitrogenados [17].

Tabela 1: Estados de oxidagao e principais compostos nitrogenados

Estados de Oxidacgéo -3 0 +1 +2 +3 +4 +5
SolugBes Aquosas e Sais  NHj, NH,* NO, NO;5
Fase gasosa NH; N, N.O NO NO,

Um composto de nitrogénio pode se converter em outro composto
nitrogenado por dois processos conhecidos como desnitrificagdo ou nitrificagao.
No primeiro, nitrogénio € reduzido principalmente para nitrogénio molecular. No
segundo, nitrogénio reduzido na forma de amdnia ou ion amdnio € oxidado quase
completamente para ions nitrito e nitrato [17].

A figura 2 apresenta os processos de nitrificagcdo e desnitrificacdo dos
compostos nitrogenados na forma mais reduzida e oxidada, bem como os estados

de oxidacao de cada espécie formada.

Estado de oxidag&o do nitrogénio

1

v

-3 -1 0 +1 +3 +5

NH, Nitrificagcéo

NH; —<_ > NO, —* NO,
“»

N, = NO-,
Desnitrificacao

Figura 2: Processos de nitrificagao e desnitrificagdo dos compostos nitrogenados [17].
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2.1.1. Fontes de contaminagdao de nitrito, nitrato e amonio

Nitrito e nitrato tém se misturado a vida doméstica, é efetivamente
impossivel encontrar no cotidiano das pessoas atividades sem a presencga desses
ions. Os ions nitrito e nitrato estdo presentes no meio ambiente, alimentos e
sistemas fisioldgicos. A versatilidade quimica desses agentes tem assegurado
sua utilizagdo em um grande numero de processos industriais abrangendo desde
a fabricacédo de fogos de artificios a produgéo de tintas. Sua agdo anti-microbial,
identificada ha séculos, ainda é usada para a preservagao de enlatados, carnes,
frios e alimentos [7, 17]. Levando em consideragcdo o grande numero de produtos
e atividades a que esses ions sdo submetidos, é o langamento ambiental que tem
despertado o interesse publico e a preocupag¢ao de uma proporgao significativa da
comunidade cientifica [6].

O depdsito de nitrito e nitrato no meio ambiente pode ocorrer através de
processos de combustdo doméstica e industrial, que geram espécies gasosas de
NOy, as quais, posteriormente, sdo convertidas em NOj™ através de conversao
fotoquimica na atmosfera. Altas concentragcdes de nitrato também podem ser
originadas de processos de nitrificagdo ou diretamente de esgoto ou fertilizantes
[18]. A grande maioria, no entanto, provém de fontes agricolas. O uso
indiscriminado de fertilizante inorgadnico combinado com a utilizagdo
indiscriminada dos recursos naturais causa como resultado a perturbacao do ciclo
local e global do nitrogénio [7].

O ion amoénio é liberado no ambiente pela matéria organica ou uréia,
pratica da aquicultura marinha ou é sintetizado por processos industriais

envolvendo fixagdo atmosférica do nitrogénio.
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2.1.2. Nitrito, nitrato e aménio em solos

A poluicdo dos solos constitui-se em um dos mais sérios problemas
ecologicos decorrentes da atividade humana na atualidade. A maioria dos
fertilizantes usados na agricultura contém grandes concentragbes de nitrogénio
(N) e fésforo (P). Esses elementos s&o importantes nutrientes para as plantas,
inclusive para as plantas aquaticas, e para algumas espécies de algas. Em
condigdes de abundancia de N e P, as plantas crescem excessivamente [19].

O ion amoénio é relativamente imével no solo e sedimentos. A carga
negativa das particulas do solo retém o amdnio de carga positiva, os quais podem
estar fracamente adsorvidos na superficie (NH;" tocavel) OU fiXos nos espagos
interlamelares dos minerais argilosos (NH;" fixo). A quantidade de aménio fixo
depende da disponibilidade do ion NH;" durante a formagdo dos minerais
argilosos e da capacidade de fixagdo desses minerais [20].

Os ions nitrito e nitrato sdo negativamente carregados, e por isso ndo sao
adsorvidos em solos eletronegativos, eles tendem a ser carreados com aguas de
escoamento superficial ou lixiviados no perfil do solo. A lixiviacdo de nitrato é um
fendmeno fisico favorecido pela baixa energia envolvida na sua adsorgao as
particulas do solo e também pela sua alta solubilidade em agua. Estes ions
podem ser carreados pela agua de percolagdo resultando em perdas deste
nutriente, contaminagao do lencgol freatico e de cursos d’agua [6, 21].

A lixiviagdo de nitratos no solo pode alcangar grande magnitude, se este
anion estiver presente no solo, em quantidades acima da capacidade de absorcao
pela cultura e quando a irrigagdo ou chuva exceder a capacidade de
armazenagem de agua do solo. Neste caso, o nitrato acompanhar a agua de
recarga dos aquiferos subterraneos, trazendo sérios riscos sanitarios para a
populagao, que utiliza essas aguas [21].

Quando o ion aménio é formado ou adicionado no solo, ele geralmente é
convertido por microorganismos a nitrato sempre que fatores favoraveis como
temperatura, acidez do solo e aeracao, estiverem presentes [3]. Em areas onde o
pH é naturalmente baixo ou nao foi devidamente corrigido, a atividade microbiana
€ baixa, impedindo a conversdao do aménio em nitrato. Nessas condigbes, os

fertilizantes nitrogenados aplicados, na forma de uréia ou como sulfato de amonio,
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nao serado transformados em nitratos, permanecendo no perfil do solo como
amonio [22].

De inicio, pensou-se que residuos oxidados de aminas, esterco,
juntamente com nitrato de aménio n&o-absorvidos e outros fertilizantes
nitrogenados eram o0s principais responsaveis pela presenga de nitrato. No
entanto, acredita-se que o cultivo intensivo da terra, mesmo sem aplicagado de
fertilizantes ou esterco facilita a oxidagdo do nitrogénio reduzido presente na
matéria organica decomposta no solo, para nitrato, pelo efeito da aeragao e da
umidade [17].

Os ions nitrito ocorrem em solos alagados, ambientes anaerdbicos, que

n&o sao redutores o suficiente para converter todo nitrogénio em amonio.

2.1.3. Nitrito, nitrato e amdnio em plantas

A maioria das espécies vegetais é capaz de absorver e assimilar nitrato e
amoénio, mas a preferéncia pela fonte varia de espécie para espécie. Sendo que, o
nitrato € a forma mais importante para o crescimento das plantas [23]. Os ions
aménio e nitratos gerados pela fixagdo ou liberados pela decomposicdo da
matéria organica do solo tornam-se objetos de intensa competicdo entre plantas e
microorganismo. Para permanecerem competitivos, os vegetais desenvolveram
mecanismo para capturar rapidamente esses ions a partir da solugao do solo.

Quando as concentragdes desses ions sdo elevadas no solo, 0 que ocorre
apos a fertilizagdo com compostos nitrogenados, a absor¢do do aménio e do
nitrato pelas raizes pode exceder a capacidade de uma planta assimilar por via
metabdlica esses ions, levando ao acumulo de nitrato. As plantas podem
acumular altos niveis de nitrato nos vacuolos para posterior utilizagdo ou podem
transloca-lo através dos tecidos sem efeitos prejudiciais, enquanto altos niveis de

amoénio sao toxicos para as plantas [5].
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2.1.4. Nitrito, nitrato e aménio em aguas

Amadnio, nitrito e nitrato sdo as principais formas de nitrogénio inorganico
dissolvidos na agua do mar e desempenham um papel importante em
ecossistemas maritimos [18]. Além das formas de contaminacio citadas no item
2.1.1. Alguns tipos de bactérias e algas podem fixar o gas nitrogénio,
convertendo-o a nitrogénio organico e fazendo-o disponivel em outras espécies.
Nitrato € a forma mais abundante e pode ser proveniente de rochas expostas ao
ar, deposigcao atmosférica, empreendimentos agricolas, lixiviados pela agua da
chuva e despejos de esgoto [18]. Em ambientes aerdbicos, como na superficie de
lagos, o nitrogénio existe na forma mais oxidada, nitrato, ao passo que, em
ambientes anaerobicos em sua forma completamente reduzida, ion aménio ou
aménia [17]. Um aumento na concentracido do ion amoénio pode,
consequentemente, aumentar a concentragcdo de amodnia que é tdxica para os
peixes, e de nitrato via nitrificagcdo. O ion nitrito, o qual, é toxico para os peixes, €
uma espécie intermediaria no ciclo do nitrogénio [18].

O ion nitrato age como principal reservatério de nitrogénio combinado nos
oceanos e exerce controle sobre a vida marinha. Altos niveis de nitrato em rios
conduzem ao elevado crescimento de algas, as quais, em seguida, diminuem o
nivel de oxigénio biologicamente disponivel, prejudicando o balango ecolégico em
rios e lagos [19, 24]. O excesso de ion nitrato nas aguas residuais que fluem para
o mar tem resultado em uma camada superpovoada de algas, que poluem o mar
apos sua morte trazendo destruicdo ao ecossistema local [7, 17].

A contaminagao de moluscos comestiveis e a ocorréncia de maré vermelha
de algas potencialmente toxicas préximas a locais de atragao turistica podem em
parte contribuir com o grau de miséria econdmica das comunidades atingidas [7].

Altas concentragdes de nitrato na agua potavel constituem um risco para a
saude, visto que pode resultar em metemoglobinemia, doenga em que ocorre o
impedimento do transporte de oxigénio dos alvéolos pulmonares para os tecidos,
0 que pode acarretar em morte [8, 17, 25].

O desenvolvimento da metemoglobinemia a partir do nitrato nas aguas
potaveis depende da sua conversao para nitrito, por bactérias, durante a digestao,

0 que pode ocorrer na saliva e no trato gastrointestinal. As criangas,

11



Revisdo Bibliografica

principalmente as menores de trés meses de idade, sdo bastante susceptiveis ao
desenvolvimento desta doenga devido as condigdes mais alcalinas do seu
sistema gastrointestinal, fato também observado em pessoas adultas que
apresentam gastroenterites, anemia, porgdes do estdbmago cirurgicamente
removidas e mulheres gravidas [26].

Varios casos fatais de metemoglobinemia ja foram verificados com criangas
com menos de seis meses, que beberam agua de pog¢o com alto conteudo de
nitrato [26].

O nitrito, quando presente na agua potavel, tem um efeito mais rapido e
pronunciado do que o nitrato. Se o nitrito for ingerido diretamente, pode ocasionar
metemoglobinemia independente da faixa etaria do individuo [27].

Alguns cientistas tém advertido que o excesso do ion nitrato na agua
potavel também pode levar a um aumento na incidéncia de cancer de estdmago
em seres humanos, dado que esses ions sao convertidos em ions nitrito no
estbmago. As nitrosaminas e nitrosamidas, compostos conhecidos por sua agéo
carcinogénica, podem surgir como produtos de reagdes entre o nitrito ingerido ou
formado pela redugdo bacteriana do nitrato, com as aminas secundarias ou
terciarias e amidas presentes nos alimentos. O pH 6timo para a reagédo de
nitrosaminagao esta entre 2,5 a 3,5, faixa semelhante a encontrada no estbmago
humano ap6s a ingestdo de alimentos. Tanto as nitrosaminas como as
nitrosamidas estao relacionadas com o aparecimento de tumores em animais de
laboratério [17, 27]. O nitrato também pode ser reduzido na cavidade bucal e,
sendo a faixa 6tima de pH para a formagao de nitrosaminas semelhante aquela
encontrada no estdmago do homem apéds a ingestéo de alimentos [28].

A forma mais eficaz de prevenir o surgimento da metemoglobinemia e do
cancer de estdmago é fazer um rigido controle das doses de ions nitrito e nitrato,
principalmente na agua de beber.

No Brasil, o limite maximo permitido de nitrogénio nas formas de nitrito,
nitrato e nitrogénio amoniacal na agua destinada ao consumo humano devem
estar em conformidade com o padrao de substancias quimicas estabelecidos pela
Portaria n°. 518/2004 e resolucdo CONAMA n°. 357/2005 [29, 30]. O Padrao de

potabilidade da agua em fungédo do valor maximo permitido de nitrito, nitrato e
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nitrogénio amoniacal que representa risco a saude humana sao apresentados na
tabela 2.

Tabela 2: Padrao de potabilidade da agua em fung¢édo do valor maximo permitido de
nitrogénio que representam risco a saude humana [29, 30]

Parametro Valor Maximo Permitido (mg L'l) Faixa de pH
Nitrato 10,0 -
Nitrito 1,0 -
3,70 pH=<7,5
2,0 75<pH<8
Nitrogénio Amoniacal
1,0 8<pH<85
- pH> 85

Fonte: Portaria n°. 518/2004 e resolugdo CONAMA n°. 357/2005

2.1.5. Nitrito e nitrato em alimentos

Nos vegetais, o nitrato esta naturalmente presente, visto que a planta
absorve nitrato como fonte de nitrogénio para o seu crescimento. Em vegetais
danificados ou em condigbes de armazenamento inadequadas, incluindo
temperatura elevada e periodo prolongado, ha uma tendéncia de redugao do teor
de nitrato, enquanto o teor de nitrito aumenta. A conversao de nitrato a nitrito
pode ser decorrente da agao de bactérias redutoras. A refrigeracéo é capaz de
retardar o processo, sem, contudo, preveni-lo [28].

Algumas plantas acumulam nitrato nas raizes e na parte aérea quando a
absorcdo excede as suas necessidades metabdlicas, sendo encontrados altos
teores nas folhas. Entre os alimentos consumidos pelo homem, os vegetais
representam entre 72 e 94% da ingest&o diaria de nitrato [31].

O teor de nitrito em vegetais crus, diferentemente do teor de nitrato, &
baixo, enquanto os vegetais fermentados ou em conserva, podem conter
elevados teores de nitrito e nitrato [28].

Em alimentos industrializados, os ions nitrito e nitrato sdo adicionados aos
processos de cura de carnes, bacon e salsicha para preservar o aroma, inibir o

crescimento de microorganismos e, principalmente, conferir e fixar a cor résea
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avermelhada, caracteristica dos produtos curados. Nesses alimentos, uma parte
dos ions nitrato é reduzida bioquimicamente para ions nitrito, 0 que impede o
crescimento do organismo responsavel pelo botulismo [17, 28].

Nitratos e nitritos podem aparecer como contaminantes do leite, embora
em concentracdes pouco elevadas. Os nitratos passam do solo para o pasto
usado na alimentagédo bovina e, apds a absor¢ao pelos animais, sdo excretados
pelo leite. Os teores de nitrato e nitrito, no leite, podem ser influenciados pelo local
de origem da amostra e pela estagdo do ano [32].

Além da formacdo de compostos N-nitroso, indutores de cancer. A
presenca de nitrito e nitrato, em altas concentragdes, nos alimentos também pode

levar a ocorréncia de metemoglobinemia.

2.2. Determinagéo de Nitrito e Nitrato

As técnicas para a determinacéo de nitrito e nitrato podem ser classificadas
como simultdnea e sequencial. Nas técnicas de determinacdo simultanea o
analito é detectado independente um do outro em uma unica medida. As
metodologias empregadas para fazer a determinagdo simultanea de nitrito e
nitrato sdo eletroquimica, eletroforese capilar, cromatografia, e espectroscopia de
Ramam [7, 33]. Ja a analise sequencial tem como fundamento a deteccéo inicial
do ion nitrito, mais versatil, seguido por uma redugdo da amostra, por um agente
redutor, para assegurar que todo nitrato seja convertido em nitrito e repetir a
analise de nitrito. Os calculos da concentragdo podem ser obtidos pela diferenca.

A maioria das estratégias para a determinagao de nitrato geralmente conta
com a deteccdo de nitrito [7]. As técnicas que utilizam o nitrito como suporte para
a determinagao de nitrato sédo eletroforese capilar [34], quimiluminescéncia [35],
espectrofotometria UV/Vis [36], fluorimetria [37], eletroforese capilar de zona [38]
e absorgao atébmica [39, 40].

A determinagdo indireta do nitrato apresenta vantagens em relagcéo a
direta. Entre elas é possivel citar: maior sensibilidade, maior precisdo e melhor
seletividade, ou seja, € menos sujeita a interferéncia de outros ions, por exemplo,
cloretos [7, 25].
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2.2.1. Determinacao de nitrito e nitrato por espectrofotometria

O método mais famoso e mais frequentemente usado para a analise de
nitrito e nitrato € baseado na reacdo de Johann Peter Griess (1829 - 1888). A
reacao de Griess foi realizada pela primeira vez em 1879 e tornou-se a técnica
mais comum para a deteccdo de nitrito. Até 1963 mais de 50 meétodos
colorimétricos foram desenvolvidos para a determinagdo de nitrito e nitrato em
uma variedade de matrizes, muitos baseados na reacéo de Griess [7, 24, 41].

Na reacao original de Griess, nitrito reage com &acido sulfanilico sob
condigdes acidas para formar um ion diazénio o qual acopla com a a-naftilamina
para formar um corante azo vermelho-violeta, soluvel em agua [24, 41]. As

reacdes envolvidas estao representadas pelas equacgdes quimicas 2 e 3.

NH, N=N CI
] HCI
N02 + _———> (3)
HO,S HO;S

12 Etapa

Acido Sulfanilico

NH
NH, 2
+
N=N
00—
HOsS
N=N SO3H
a-naftilamina

Azo-corante

Além dos reagentes originalmente usados na reagao de Griess, acido
sulfanilico e a-naftilamina, outros compostos derivados desses reagentes podem
ser usados para a reagao de diazotacdo e acoplamento, a saber, sulfanilamida e
N-(1-naftil)etilenodianina (NED ou NEDA). O uso do NED como um reagente para

o acoplamento da sulfanilamida na reacdo de Griess foi sugerido pela primeira

15



Revisdo Bibliografica

vez por Bratton e Marshall em 1939. NED apresenta varias vantagens sobre
componentes de acoplamento, tais como N,N-dimetil-1-naftilamina em termos de
reprodutibilidade, maior rapidez de acoplamento, aumento na sensibilidade e
aumento da solubilidade acida do azo corante [41].

A reacao de Griess modificada usando sulfanilamida e NED é atualmente a
reacdo mais usada para determinagdo quantitativa de nitrito e nitrato. Este
método foi estabelecido como padrao europeu para a determinacdo de nitrito em
agua [41, 42].

Numerosos ajustes tém sido feitos para o procedimento basico relativo a
condicbes de reagentes e metodologias de deteccdo final. Acido sulfanilico,
nitroanilina e p-nitroacetofenona tém sido usados com finalidade de diazotar e
fenol, naftol, 1-naftol-4-sulfonato, 1-aminonaftaleno e 1,3-diaminobenzeno tém
sido investigados como agentes de acoplamento [7].

A metodologia de Griess tem sido encontrada em numerosas aplicagoes
tanto para determinagdo de nitrito como para nitrato. Essas analises iniciam-se
com a diazotacdo de uma amina aromatica pelo nitrito em meio acido com
subsequente reagcado de acoplamento fornecendo um corante altamente colorido
no qual a concentragao de nitrito pode ser calculada. A absor¢do maxima para o
produto colorido € geralmente encontrada no intervalo de 500 a 600 nm.
(dependendo do reagente selecionado) [7, 24, 43].

O limite de deteccdo para o método de Griess tende ao intervalo de 0,02 a
2 umol L™, de acordo com o reagente especificado, apresentando uma linearidade
na faixa de 1 a 100 ymol L™ [7, 18, 44].

A técnica € um método simples e efetivo para detecgao de nitrito em uma
variedade de matrizes, mas pode ter a sua eficacia reduzida em matrizes
complexas tais como alimentos. Anti-oxidantes podem destruir o acido nitroso
antes dele reagir com a amina aromatica e conduzir a redugao na recuperagao de
nitrito [7].

A reacao de Griess pode ser usada diretamente para a determinacao de
nitrito ou indiretamente para a determinagédo de nitrato. A analise de nitrato pela
metodologia baseada na reagdo de Griess requer redugdo de nitrato a nitrito
antes da diazotagdo. Como um resultado do passo de redugdo, a metodologia de

Griess fornece a soma de nitrito e nitrato ambos em batelada ou em sistemas
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automatizados, a metodologia de Griess nao separa nitrito de nitrato, e a

quantidade de nitrito deve ser calculada pala diferenca [41].

2.3. Reducao de Nitrato a Nitrito

A maioria das estratégias de deteccao para nitrato atualmente é realizada
pela deteccdo de nitrito. Portanto, o ion nitrato, menos reativo, deve ser
quimicamente reduzido ao ion nitrito, mais reativo, antes de iniciar a sequéncia de
determinacgao [6].

Alguns metais tém sido usados em varios procedimentos analiticos por
muitos anos para reduzir nitrato em solucdo basica para nitrito. A maioria dos
procedimentos descreve a adicdo do metal a uma solugcdo altamente basica com
uma pequena concentragdo de nitrato. Alguns metais que tém sido propostos
para o uso analitico sdo: Cadmio, amalgamas de Cd, Al, liga de Devarda (50%
Cu, 45% Al, 5% Zn), zinco, zinco em Mn(OH)4 e liga de Arndt (60% Mg, 40% Cu)
[44, 45].

Os redutores quimicos mais freqliientemente usados sao: cadmio em varias
formas, tais como po, esponja, fio e colunas ativadas, e cloreto de vanadio (VCls
ou VCI3/VCly). O processo de redugcdo empregando cadmio pode ser realizado em
condi¢gdes acidas (acido cloridrico ou acético) e condi¢des alcalinas (tampao de
cloreto de ambnio, em pH 8,0). Podendo ser realizado em batelada ou
automatizado. A reducdo com vanadio € realizada sob condi¢ces acidas (HCI)
[41].

Colunas de cadmio recobertas com cobre sdo os agentes redutores mais
eficientes para reduzir nitrato a nitrito apresentando uma conversao de
aproximadamente 100%. No entanto, a principal desvantagem €& que a coluna de
reducdo precisa ser regenerada apos a passagem de algumas amostras e desta
regeneracgao resultam residuos téxicos que precisam ser descartados, bem como

0 proprio amalgama depois de um periodo de uso [46].
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2.3.1. Reducéao de nitrato a nitrito por sulfato de hidrazina catalisada
por Cu(ll)

A tendéncia atual é disponibilizar procedimentos acessiveis e que gerem
menos residuos téxicos para descarte [46]. Neste sentido, hidrazina tem sido
usada em diversos procedimentos analiticos para reduzir nitrato a nitrito (equagao
5) [45]. A hidrazina em meio basico fornece uma boa produgdo de nitrito
(aproximadamente 85%). Contudo, quando este reagente €& aplicado na
determinagao de nitrato em agua destilada, verifica-se que a redugao de nitrato a
nitrito varia de uma analise para outra. Este comportamento irregular pode ser

eliminado utilizando ion cobre(ll) [47].

N2H>
NO3 > NO, (5)
Cu(ll)

A oxidagao da hidrazina é catalisada por tragos de cobre(ll) para formar N,
e a alcalinidade média é também conveniente para completar a oxidagao [24]. O
efeito catalitico do cobre na redugdo foi investigado e verificou-se que na
auséncia de cobre nitrito ndo é produzido [47].

O agente redutor hidrazina-cobre é geralmente preparado pela mistura da
solucdo de sulfato de hidrazina com o sulfato de cobre (catalisador) e a redugéo
do nitrato é feita em pH 9,6. A reducao deve ser realizada em meio alcalino médio
desde que, em pH abaixo de 7,0, nitrito é rapidamente destruido pela hidrazina

conforme mostrado nas equagdes quimicas abaixo [24]:

H + NOy” HNO, (6)

N2H5++ HNO, —> HNj3 + H + 2H,0 (7)

3HN3 —> 4N, + NHj (8)
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2.4 Determinagdo de Amonio

O ion NH,;" tem sido determinado por diferentes métodos, sendo que os
mais utilizados sdo os métodos espectrofotométricos: método do indofenol
(reacdo de Berthelot), procedimento de difusdo de gas/indicador acido-base e do
reagente de Nessler [48]. O método colorimétrico de Berthelot, geralmente
apresenta valores altos e variaveis de branco, e na faixa de concentragcio
micromolar, a precisao é raramente melhor que cerca de 10%. Outros métodos
também utilizados sao: a titrimetria e eletrodo ion seletivo. Para analise de solos o
meétodo titrimétrico € geralmente o mais empregado [48].

A determinagao das espécies trocaveis de nitrogénio (N-NO3", N-NO,™ e N-
NH, rocaver) €M solos, rochas e sedimentos consiste geralmente de duas etapas:
(@) extracdo das espécies em fase aquosa e (b) andlise do extrato. O
deslocamento das espécies da amostra é geralmente obtido através da
suspensdo da amostra em uma solucédo eletrolitica. Um método de extracio
satisfatério precisa extrair quantitativamente a espécie a ser analisada, sendo que
o procedimento ideal depende de variaveis, tais como: composi¢ao e
concentragcdo da solugao salina, numero de extragdes necessarias e o tempo de
extracdo. O método mais vantajoso consiste na extracao de todas as espécies
trocaveis com um unico extrator [49].

Na literatura, sdo apresentados diferentes extratores para as espécies N-
NO3", N-NO2 e N-NH4 1rocavel presente nos solos, rochas e sedimentos. Entretanto,
o ion mais favoravel para a troca com NH;" é o K’ e, conseqlientemente, a
solucao extratora de KCI tem sido muito utilizada para a extracdo de todas as
espécies de N-(nitrato, nitrito e amdnio trocavel) [49].

Os métodos mais utilizados para a determinacdo de N-NHj'fxo em
folhelhos, rochas, solos e argilas baseiam-se na extragdo com HF e posterior

determinagao do ion aménio [20].
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2.4.1. Determinagdo de amonio por titrimetria

O método Kjeldahl tem sido utilizado desde 1883 para a determinagao de
nitrogénio total (N i) em diferentes materiais. E baseado na conversdo do
nitrogénio a ion aménio (NH;") por digestdo da amostra a 400 °C com acido
sulfurico concentrado, contendo catalisadores que aceleram a oxidacdo da
matéria organica.

Algumas reagdes quimicas que ocorreram durante o processo de digestao

dos compostos nitrogenados sao resumidas pelas equagodes 9, 10, 11 e 12 [50]:

Amidas: C47H35CONH, + 53 H,SO;, ——> 18 CO, + 52 SO, + 69 H,O + NHsHSO,  (9)
Aminoacidos: NH3(CH5)3COOH + 10 H,SO4 —> 4 CO, + 9SO, + 12H,0 + NH4HSO4 (10)
Nitroparafinas: C3H;NO, + 7 H,SO4, —> 3CO, + 6 SO, + 8 HbO + NH4HSO,  (11)
Aminoacidos: NHy(CH,)3COOH + 10 Hy;SO, —> 4 CO, + 9SO, + 12 H,0 + NHsHSO, (12)

De uma forma geral, o processo de digestdo de uma amostra pode ser

representado pela equacéao 13.
Amostra + HySO4 —> (NH4)2SO04 (13)

Apos a digestdo o ion NH;" é submetido a um aquecimento direto ou por
arraste a vapor, em meio basico, ocorrendo a liberagdo de NHs;, que € recolhida
em uma solucédo padrdo de acido. O ion NH4" € entdo, quantificado por titulagéo
com solucado de acido padrdo. As reagdes envolvidas no processo de adigao da
base para a conversdo do ion amdnio em amodnia e aquecimento estido

apresentados nas equacgdes 14 e 15.

(NH4),SO4 + 2 NaOH T 2 NH4OH + Nay;SO4 (14)
NHOH ——> NH3 + HO (15)
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O método titrimétrico € comumente utilizado para analise de solos, e
consiste na coleta do destilado em uma solugdo de acido bdérico contendo um

indicador apropriado:

NH; + H3BO; HNH,* + H,BO3™  (16)

A titulacado é realizada com acido sulfurico ou cloridrico diluidos, equagao
17. O indicador misto de verde de bromocresol e vermelho de metila em &acido
borico possibilita a observagdo da mudanca de cor na titulacdo, que ocorre em
intervalo menor do que uma unidade de pH (de 4,8 a 5,6) [20, 51, 52, 53].

viragem
H-,BO3 + HCI H3BO3; + CI (17)
ou ou
H,S0, S0,

2.4.2. Determinacdo de amonio por espectrofotometria aplicando a

metodologia de Nessler (reacdo de Nessler)

A metodologia foi proposta por Julius Nessler, em 1856, sendo o primeiro
meétodo colorimétrico para a determinacdo de amdnia. O principio da técnica
consiste em utilizar uma solugéo alcalina de iodeto de mercurio(ll) em iodeto de
potassio como reagente para a determinagao colorimétrica de amédnia. Quando se
adiciona o reagente de Nessler a uma solugado contendo o ion aménio, a amdnia
livre formada reage com o reagente e forma um composto castanho alaranjado
que fica em suspenséo coloidal e flocula depois de um longo periodo. A medida
da cor deve ser feita antes da floculagao [52, 54].

A reagdo com o reagente de Nessler [solucdo alcalina de

tetraiodomercurato(ll) de potassio] pode ser representada pela equacgéo 18:

2 Ko[Hgla] + 2 NH3 NH,Hgols + 4 KI + NHyl (18)
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Na verdade, a metodologia desenvolvida por Nessler ndo € um método
colorimétrico auténtico devido a caracteristica coloidal das espécies coloridas
formadas pelo reagente de Nessler, Ka[Hgls] [54].

O método de Nessler é rapido e de operacdo simples, mas esta técnica
apresenta varias desvantagens. O método tem pouca reprodutibilidade e nao é
sensivel para baixas concentracbes de aménio. O reagente de Nessler reage
somente com amoénia (n&o interage com aminas organicas e outros compostos
nitrogenados como aminodacidos), ndo é estavel e ndo deve ser estocado por
longo tempo. Nesta metodologia o tempo de reagéo, a quantidade de reagente, a
temperatura da reacdo durante o desenvolvimento da cor, a presenca de alguns
cations e anions e o pH da reacao sao fatores criticos para o desenvolvimento da
cor [51]. Para eliminar interferentes quimicos, a etapa de destilagcdo € necessaria
[54]. A quantidade de aménio que pode ser determinada pela reagao de Nessler

varia de 20 a 250 ug L™ e as medidas podem ser feitas em 425 nm [52)].

2.4.3. Determinacdo de amoénio por espectrofotometria aplicando o

método do indofenol (reacdo de Berthelot)

O método do indofenol para a determinacdo de NH4  baseia-se na
formagdo do composto azul intenso de indofenol, resultante da reagdo do ion
aménio com compostos fendlicos na presenga de um agente oxidante. Os
reagentes oxidantes mais utilizados sao: hipoclorito e dicloro isocianato de sédio
(DCIC). E os compostos fendlicos utilizados sao: fenol, o-fenilfenol e o salicilato.
Diferentes catalisadores, principalmente o nitroprussiato de sédio e o ferrocianeto
de potassio podem ser utilizados. Apesar do mecanismo da reagao nao ser
conhecido em detalhes, a mesma pode ser representada pela equagao quimica

(19) mostrada, quando sao utilizados fenol e hipoclorito [49].

NH3 + 2@0- +3CIO° — > O@N{%O + 2H,0 + OH + 3CI (19)
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O mecanismo da reacado de formacao do indofenol é dependente da luz,
temperatura, catalisador e pH. Bons resultados s&o obtidos quando se utiliza luz
ultravioleta durante o desenvolvimento da cor, na presenca do catalisador
ferrocianeto de potassio. Contudo, alguns pesquisadores descrevem que o
desenvolvimento da reagao no escuro elimina as interferéncias induzidas pela luz,
utilizando nitroprussiato como catalisador. Alguns autores preferiram a utilizagao
de ferrocianeto de potassio a nitroprussiato de sédio, devido a maior estabilidade
da cor, tanto na luz quanto no escuro. O aumento da temperatura modifica a
velocidade de formagao do indofenol, mas nao influencia no comprimento de onda
de absor¢cao maxima.

Para analise de solos e plantas, geralmente, o método do indofenol utiliza
nitroprussiato-salicilato e como oxidante, DCIC, alcangando uma faixa de
deteccdo de 5-100 mg L™ de N-NH,". Na literatura n&o foi encontrada aplicagéo do
método do indofenol, utilizando nitroprussiato-fenol e o agente oxidante

hipoclorito, para analise de solos.

2.5. Titulag&o Potenciométrica pelo Método de Gran

Existem varios métodos para determinar o ponto de equivaléncia de uma
titulagado potenciométrica, podendo ser agrupados em métodos graficos, métodos
algébricos, dentre outros. No entanto, o método da linearizagao Gran apresenta-
se como um método mais exato do que os métodos utilizados para as curvas de
titulagdo normal, e ainda apresenta a vantagem de ndo ser necessario a
calibragdo do eletrodo como nos métodos usuais, que utilizam tampdes, devido a
ndo determinacdo do valor absoluto da [H'] e sim um valor proporcional, relativo
ao potencial da solugéo.

O método de Gran esta entre os melhores métodos de linearizacéo
conhecidos devido a eficiente localizagdo do volume de equivaléncia nos métodos
titrimétricos de analises. Este método € menos afetado por fendbmenos cinéticos,
que ocorrem no eletrodo e na solugdo, do que os meétodos baseados na
localizagédo do ponto de inflexdo, apresentando assim um menor desvio padréo e

uma maior quantidade de informagao [55].
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A titulacdo potenciométrica pelo método de Gran implica em uma
linearizagdo da curva de titulagdo [55]. A linearizagdo transforma os dados
experimentais da titulagdo potenciométrica em uma funcgao linear, com o objetivo
de obter a informacgao certa por meios computacionais [56].

Nos dias atuais, o0 método de Gran também é usado em estudos de
hidrolise, dissociagado e reagdes de formacédo de complexo. Além do mais, ja
existem “softwares” comerciais que aplicam o método de Gran em instrumentos
para determinar o volume de equivaléncia da titulagédo [55].

Maiores informagdes sobre o método de Gran, como deducéo de formulas
e algumas generalidades, podem ser encontradas na revisdo escrita por
Michaowski et al, 2005 [55].

2.6. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica importante e simples.
A observacao dos efeitos de variaveis e interagcdes entre elas, € de extrema
importancia para entender os processos que estdo sendo investigados em um
determinado sistema. Quando é empregada uma otimizagdo univariada, ndo é
possivel detectar interacbes entre as variaveis estudadas. Neste tipo de
procedimento, alguns resultados e interpretagbes incompletas podem ocorrer,
devido ao fato de que os efeitos de interacdo entre as variaveis nao sé&o
explorados. Além do problema relatado anteriormente, o numero de experimentos
executados é geralmente maior se comparado com aqueles obtidos em um

planejamento fatorial [57].
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Preparo de Solugdes

Todos os reagentes utilizados na realizagcdo deste trabalho foram de grau
analitico, nao tendo sido submetidos a qualquer tratamento adicional. As solugdes
foram preparadas com agua deionizada. Toda a vidraria foi devidamente limpa

com detergente, agua, agua destilada e agua deionizada.

3.1.1. Soluc&o de cloreto de potassio 1,00 mol L™

Pesaram-se 74,56 g de KCI (Vetec), dissolveram-se em agua deionizada. A
solugdo resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 1,00 L e o volume

foi completado com agua deionizada.

3.1.2. Solucdo padrdo estoque de nitrato 50,00 mg L™

Pesou-se 0,1805 g de KNOs3 (Reagen), previamente seco em dessecador
com H,SO, por 4 horas, dissolveram-se em solucdo de KCI 1,00 mol L. A
solucao resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 500,00 mL e o
volume foi completado com solucéo de KCI 1,00 mol L™. A solugao foi mantida em
geladeira.

A partir da solugdo estoque de nitrato 50,00 mg L™ foram preparados
solucdes padrées com 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 e 5,00 mg L™
de NO;em KCI 1,00 mol L.

3.1.3. Solucéo padréo estoque de nitrito 50,00 mg L™

Pesou-se 0,0750 g de NaNO, (0,0500 g do ion nitrito), dissolveram-se em
KCI 1,00 mol L™". A solugao resultante foi transferida para um baldo volumétrico de
1,00 L e o volume foi completado com KCI 1,00 mol L. O sal foi previamente

seco em dessecador com H>SO,4 durante 4 h.
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As solugdes de nitrito usadas foram preparadas antes da realizagdo do
experimento (ndo mais que 6 h) e o uso de um reagente PA, marca Merck, foi
empregado [58].

A partir da solugéo estoque de nitrito 50,00 mg L' foram preparadas
solugdes padrées com 0; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00 e 2,00 mg L' de N-NO, em
solugdo de KCI 1,00 mol L™,

3.1.4. Solucéo de hidréxido de sédio

Todas as solugbes de NaOH foram preparadas por diluigho com agua

deionizada, a partir de uma solugéo de NaOH 8 mol L™ (marca Dinamica).

3.1.5. Soluc&o de sulfato de cobre 0,0350 g L™

Pesou-se 0,0350 g de CuSO, . 5H,O (Vetec), dissolveram-se em agua
deionizada. A solugao resultante foi transferida para um baldao volumétrico de 1,00

L e o volume foi completado com agua deionizada.

3.1.6. Solucdo de sulfato de hidrazina 0,375 g L™

Pesou-se 0,3750 g de sulfato de hidrazina (Vetec), dissolveram-se em
agua deionizada. A solugao resultante foi transferida para um baldo volumétrico

de 1,00 L e o volume foi completado com agua deionizada.

3.1.7. Soluc&o de acido cloridrico 0,120 e 2,40 mol L™

Mediram-se 10,0 e 200,0 mL de HCI concentrado (Merck), para analise,
adicionaram-se cuidadosamente em agua deionizada. A solugdo resultante foi
transferida para um baldo volumétrico de 1,00 L e o volume foi completado com

agua deionizada.

3.1.8. Solucdes de sulfanilamida 5,000 g L™

Pesou-se 0,5000 g de sulfanilamida (Vetec), dissolveram-se em 50,0 mL de

HCI 2,40 mol L. A solucéo resultante foi transferida para um baldo volumétrico de
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100,00 mL e o volume foi completado com solugdo de HCI 2,40 mol L. A solucéo

foi mantida em geladeira e substituida semanalmente.

3.1.9. Solucdo de N-(1-naftil)-etilenodiamina 2,250 g L™

Pesou-se 0,2250 g de N-(1-naftil)-etilenodiamina (Vetec), dissolveram-se
em 50,0 mL de HCI 0,120 mol L. A solucdo resultante foi transferida para um
baldo volumétrico de 100,00 mL e o volume foi completado com solugao de HCI

0,120 mol L™". A solugéo foi mantida em geladeira e substituida semanalmente.

3.1.10. Solucdo de EDTA 100,0g L™

Pesaram-se 100,0 g de EDTA (Quimex), previamente seco em estufa a 70-
80 °C por 2 h, dissolveram-se em agua deionizada. A solugdo resultante foi
transferida para um baldo volumétrico de 1,00 L e o volume foi completado com

agua deionizada.

3.1.11. Solucdes de &cido sulfarico 0,5000 mol L™

Mediram-se 27,80 mL de H»SO4 concentrado (Merck), para analise, e
adicionaram-se cuidadosamente em &agua deionizada. Apds resfriamento, a
solugdo resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 1,00 L e o volume

foi completado com agua deionizada.

3.1.12. Solucéo de cloreto de sédio 0,5000 mol L™

Pesaram-se 1,4625 g de NaCl (Proquimica), dissolveram-se em agua
deionizada. A solugado resultante foi transferida para um baldo volumétrico de

50,00 mL e o volume foi completado com agua deionizada.

3.1.13. Solucéo digestora

Pesaram-se 6,668 g de K;SO4 (Vetec) e 3,336 g de CuSO4. Os sais foram

triturados com o auxilio de um gral e pistilo. Em seguida, a mistura foi transferida
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para um béquer de 500 mL e adicionaram-se 100,0 mL de agua deionizada e
100, 0 mL de H,SO4 concentrado [20].

3.1.14. Padronizacao da solucdo de NaOH

ApO6s o preparo da solugdo de NaOH, a mesma foi titulada com solugdo de
biftalato de potassio (vetec) (massa igual a 0,2471 g previamente seca em estufa
por 2 h a 105 °C), dissolvido em 25 mL de solucdo de NaCl 0,500 mol L™'. Com o
auxilio de uma bureta adicionou-se a solugdo de NaOH de 0,50 em 0,50 mL e
registrou-se o potencial medido por um medidor de pH.

Com auxilio do programa grafico (Origin 5.0), obteve-se a linearizagao de

Gran para a curva de titulagdo do biftalato com NaOH [52, 59, 60].

3.1.15. Solucgéo estoque de sulfato de amonio

Pesaram-se 6,6067 g de sulfato de amoénio (NH4)>,SO4 (Proanalysi),
previamente seco em estufa por 2 h a 105 °C, dissolveram-se em agua
deionizada. A solucao resultante foi transferida quantitativamente para um baldo

volumétrico de 500,00 mL e o volume foi completado com agua deionizada.

3.1.16. Padronizacao da solucao sulfato de amdnio

A partir da solugao estoque de sulfato de aménio tirou-se uma aliquota de
50,00 mL. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100,00 mL. Completou-se
o volume com agua deionizada.

Tomou-se uma aliquota de 25,00 mL do baldo de 100,00 mL e titulou-se
com solugao de NaOH 0,9972 mol L. Adicionou-se a solucdo de NaOH de 0,25
em 0,25 mL, com o auxilio de uma bureta, e registrou-se o potencial medido em
cada adigao. Repetiu-se este procedimento por duas vezes.

Com auxilio de um programa grafico (Origin 5.0), obteve-se a linearizagao

de Gran para a curva de titulagao do sulfato de aménio com NaOH [52, 59, 60].
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3.2. Montagem do Sistema para a Determinacéo de Nitrogénio Total e

Amoniacal

Foi montado um sistema de titulacdo para a determinagao de ion aménio
(figura 3). Em um suporte universal foi fixado um baldo volumétrico de 100 mL
contendo solugdo de NaOH. A posicdo do baldo possibilita o preenchimento da
bureta por gravidade, sem esta estratégia é dificil encher a bureta com solucgao,
pois a mesma € muito fina ocasionando a formagdo de bolhas. A amostra, o
EDTA e o formaldeido foram colocados em um béquer de 250 mL. Um agitador
magnético marca Tecnol, modelo TE 0853 foi usado para homogeneizagao do
meio reacional e um medidor de pH marca Tecnopar, modelo mPA -210 foi

utilizado para fazer a medida do pH no momento da titulacio.

Figura 3. Sistema empregado para a determinagao de amoénio.
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3.3. Procedimento Geral para Determinacdo de Nitrogénio Total e

Amoniacal

O sistema da figura 3 foi empregado para fazer a determinagdo de
nitrogénio total. Desta forma, 5,00 mL da amostra, previamente filtrada,
juntamente com 15,0 mL da solugdo de EDTA 100 g L™ foram colocados em um
béquer de 250 mL e o pH foi ajustado entre 7,40 e 7,60 com solugédo de H,SO4 ou
NaOH, utilizando um medidor de pH. Em seguida, 10,0 mL de formaldeido (Vetec)
foram adicionados ao béquer (amostra + EDTA) causando um decréscimo no pH
do meio. A mistura foi titulada com solucdo de NaOH determinando-se o volume
do titulante quando o pH atingiu o valor ajustado anteriormente. O volume de
NaOH gasto na titulagcdo foi utilizado para o calculo da concentragdo como

nitrogénio total.

3.4. Procedimento Geral Otimizado para Determinacdo de Nitrato

Utilizando a Reacao de Griess Modificada

Para a construgdo da curva analitica foram tomadas aliquotas de 2,00 mL
das solugdes padrdes (0,20 a 5,00 mg L' de N-NO3) e da solucdo de KCI (ponto
zero da curva). Estas foram transferidas para tubos de ensaio com capacidade
volumétrica 15 a 20 mL. Em seguida, adicionou-se 1,00 mL da solu¢ao de NaOH
0,300 mol L™"; 0,50 mL da solucéo de sulfato de cobre 0,00659 g L™"; 1,00 mL da
solucdo de sulfato de hidrazina 0,375 g L™; e 3,50 mL da solugdo de KCI 0,750
mol L. (Os reagentes foram adicionados, necessariamente nesta ordem).

Apos a adicdo dos reagentes os tubos foram vedados com um filme
plastico, para evitar perdas de agua e levados para aquecimento, na temperatura
de 70 °C, em um banho-maria com circulagdo, marca Marconi, modelo MA179 por
15 minutos. Em seguida, deixou-se esfriar por 20 minutos. Depois, adicionou-se
1,00 mL da solugdo de sulfanilamida 5,000 g L, agitou-se a solugcdo em um
agitador de tubo de ensaio marca B.Braun Biotech international, modelo Certomat
MV por 20 segundos e aguardou-se por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,00

mL da solugdo de N-(1-naftil)-etilenodiamina 2,250 g L™ e apds 20 minutos mediu-
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se a absorvancia em um espectrofotdmetro UV/Visivel, marca HITACHI, modelo
U-2000 ajustado para o comprimento de onda de 532 nm. O valor real da
concentragéo de nitrato foi ajustado de acordo com a diluicdo de 10 mL durante a
adicao dos reagentes, obtendo-se valores de 0,040; 0,080; 0,12; 0,16; 0,20; 0,40;
0,60; 0,80, e 1,00 mg L™

Para as amostras, tomaram-se aliquotas de até 2,00 mL e seguiu-se todos

os procedimentos descritos para a curva padrao.

3.5. Procedimento Geral para Determinacéo de Nitrito pelo Método da
Adicao Padrao Utilizando a Reagéo de Griess Modificada

Para estabelecer a curva de adi¢ao padrdo, em cada tubo de ensaio de
capacidade volumétrica de 15 a 20 mL foram adicionados 2,00 mL da amostra,
2,00 mL da solugdes padréo (0,020 a 2,00 mg L") ou 2,00 mL de solugéo de KCI
0,750 mol L™, para o branco. Em seguida, Adicionaram-se 4,00 mL da solugéo de
KCI 0,750 mol L™ e 1,00 mL da solugdo de sulfanilamida 5,000 g L™'. Agitou-se a
solugado por 20 segundos em um agitador de tubo de ensaio e deixou-se em
repouso por 5 minutos para que ocorresse a reacao de diazotacdo. Passado este
tempo, adicionou-se 1,00 mL da solucdo de bicloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina 2,250 g L™, agitou-se e deixou-se em repouso por 20 minutos.
Logo apds, mediu-se absorvancia em espectrofotobmetro UV/Visivel, marca
HITACHI, modelo U-2000 ajustado para o comprimento de onda de 532 nm
[adaptado de 61].

32



Parte Experimental

3.6. Otimizacdo da Metodologia da Determinacédo de Nitrato Utilizando
a Reacédo de Griess Modificada Aplicando Planejamento Fatorial e
Superficie de Resposta

A determinacido de nitrato empregando a reacao de Griess modificada é
altamente dependente de variaveis como concentracdo de reagentes,
temperatura, tempo de agitagdo e resfriamento. O efeito destas variaveis foi
estudado a fim de estabelecer as condi¢cdes 6timas de trabalho.

O procedimento seguinte foi executado em todos os experimentos
realizados para a otimizagcado da resposta espectrofotométrica na determinacéo de
nitrato empregando a reagdo de Griess modificada. Nestes, os volumes das
solugdes adicionadas foram mantidos constantes e a concentragdo dos reagentes
foi variada seguindo os passos descritos: 2,00 mL da solugdo padrao de nitrato
1,00 mg L™ foi transferida para tubos de ensaio com capacidade volumétrica 15 a
20 mL. Em seguida, adicionou-se 1,00 mL da solu¢do de NaOH; 0,50 mL da
solucao de sulfato de cobre; 1,00 mL da solugao de sulfato de hidrazina; e 3,50
mL da solug¢ao de KCI. (Os reagentes foram adicionados, necessariamente nesta
ordem).

Apo6s a adigao dos reagentes os tubos foram levados para aquecimento em
um banho-maria com circulagdo, marca Marconi, modelo MA179, por 15 minutos
e em seguida, deixou-se esfriar. Depois, adicionou-se 1,00 mL da solugao de
sulfanilamida, agitou-se a solugdo em um agitador de tubo de ensaio e aguardou-
se por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,00 mL da solu¢do de N-(1-naftil)-
etilenodiamina e apds 20 minutos mediu-se a absorvancia em espectrofotdmetro.

Cada ensaio, no planejamento fatorial, foi realizado de maneira aleatéria. O
“software” Statistica 5.0 foi utilizado para calcular os valores dos efeitos, interacéo

e as superficies de resposta.

3.6.1. Planejamento fatorial fracionario 2°° de resolucéo IV

Um planejamento fatorial fracionario 2°° de resolucdo IV foi usado para

estudar a influéncia de nove fatores envolvidos nas reagdes de reducao de nitrato
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a nitrito e de formacdo do complexo p-(4-etilenodiamino-1-naftilazo)
benzenosulfanamida. O sinal analitico foi proporcional a quantidade do complexo

formado na reacéo.

3.6.2. Planejamento fatorial 2° dividido em blocos

Um planejamento fatorial em bloco 2° completo foi usado para estudar o
efeito das concentracbes de hidroxido de soédio, sulfato de cobre, sulfato de
hidrazina e Naftil-etilenodiamina, e tempo de agitacdo. O experimento foi
realizado em dois blocos de 16 ensaios, Sendo que os ensaios do primeiro bloco
foram realizados em um dia, sendo assim chamados de A, e os 16 ensaios do
segundo bloco no outro dia, B. Os experimentos foram feitos de forma aleatéria

dentro de cada bloco.

3.6.3. Planejamento composto central para trés fatores

Um planejamento em estrela do tipo composto central para trés fatores foi
usado com a finalidade de expandir a faixa de estudo para alcangar o ponto
otimo.

Para realizar a otimizagcado das concentracdes de hidréxido de sédio, sulfato
de cobre e sulfato de hidrazina, na determinacao de nitrato pela reacdo de Griess
modificada, foi empregado um planejamento fatorial com 19 experimentos. Este
fatorial possui dois niveis, relativos a menor (-1) e maior (+1) concentracao e trés
variaveis (Concentracdes de hidroxido de sdédio, sulfato de cobre e sulfato de
hidrazina).

Para a construgdo do planejamento composto central foi montado um
planejamento fatorial completo 23, com os niveis codificados em -1 e +1. Além
disso, foram realizados cinco experimentos no ponto central (com a concentragéo
dos reagentes codificados em zero) para o calculo do erro, e 6 experimentos
axiais (ou em estrela). A configuragdo dos experimentos pode ser visualizada na

figura 4, onde o cubo com circulos sélidos nas arestas representa o fatorial 2°, o
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circulo solido cinza no centro representa o ponto central, e os circulos solidos fora
das arestas do cubo representam o fatorial em composto central. Os dados
obtidos no planejamento composto central foram langados no programa Statistica

5.0 para se obter a superficie de resposta.

X3

______ -————t{ - --

Figura 4: Planejamento composto central para trés fatores. Os pontos das arestas do cubo sédo a
parte cubica — os ensaios de um fatorial 2. As bolas fora do cubo representam a parte
em estrela.

3.7. Coleta e Preparo de Amostras de Agua, Solo, Aveia e Fertilizante

para a Determinacédo de Nitrogénio Total e Amoniacal

A amostra de solo foi coletada no campus universitario da Universidade
Federal de Vigosa, situada no municipio de Vicosa-MG. A mostra de solo foi seca
em estufa a 105 °C por 4 h. Em seguida, a amostra foi pulverizada em um moinho
de bolas marca Viatest, modelo BM e peneirada em um agitador de peneiras
marca Bertel, modelo 2208 com uma peneira marca Granutest, de 100 mesh,
pesada e submetida ao processo de digestao, item 3.7.1.

O fertilizante e a aveia foram adquiridos no comércio de Vigosa-MG e nao

passaram por nenhum tratamento prévio, ou seja, foram diretamente submetidos
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ao processo de digestdo. Apds esfriar as amostras foram filtradas e os volumes
completados para 50,00 mL com agua deionizada.

A amostra de agua foi coletada na lagoa Sao Bartolomeu situada no
campus universitario da Universidade Federal de Vigosa, filtrada e armazenada

em geladeira até o momento da analise.

3.7.1. Abertura das amostras de solo, aveia e fertilizante

Na etapa de abertura das amostras para a determinagao de nitrogénio total
o bloco digestor marca LMIM, modelo OE-202 foi previamente aquecido a 150 °C.
Cerca de 0,5000 g da amostra de solo e 0,3000 g de aveia e de fertilizantes foram
transferido para tubos digestores e adicionados 15,0 mL da solugdo acida
digestora, contendo K,SO4 para aumentar a temperatura de ebulicdo do H,SO4 e
do catalisador, CuSQOy, para acelerar a oxidagédo da matéria organica. A solugéao
do tubo foi agitada para que ocorresse um melhor contato da amostra com a
solugéo e, entédo colocado no pogo, sendo a temperatura mantida a 150 °C por 1
h. Em seguida, o sistema foi mantido a 400 °C por 2 h.

No processo de digestdo o carbono contido na matéria organica foi oxidado
e o diéxido de carbono (CO,) se desprendeu da solugédo. Durante o processo da
digestéo a solugédo passou de uma coloragao escura (preto) para um verde claro

conforme esta apresentado na figura 5 [20, 53].

Figura 5: Mudanga de coloragéo da solugédo durante o processo da digestéo.
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3.8. Metodologia de Kjeldahl para Determinagéo de Nitrogénio Total

A determinagao de nitrogénio total em amostras de aveia, solo e fertilizante
empregando o método de Kjeldhal foi realizada nos laboratérios do departamento
de solos da Universidade Federal de Vigosa seguindo o seguinte protocolo:

Uma aliquota de 10,00 mL da amostra, previamente submetida ao
tratamento dos itens 3.7 e 3.7.1, foi quantitativamente transferida para um tudo de
ensaio de 15 mL. Em seguida a amostra foi levada para o sistema de destilagao e
destilada na presenca de 25 mL de NaOH 10 mol L™. O titulado foi coletado em
um erlenmeyer e 15,0 mL do indicador (mistura de acido bérico 2%, solugao
alcodlica de verde de bromocresol 0,1% m/v e solugao alcodlica de vermelho de
metila 0,04% m/v) foram adicionados. Apds esta etapa, a mistura foi titulada com
solugdo de HCI 0,1104 mol L™,

3.9. Coleta e Preparo de Amostras de Agua para Determinacdo de
Nitrato

3.9.1. Coleta e preparo de amostra de agua da lagoa Séao Bartolomeu

A amostra de agua foi coletada na lagoa Sao Bartolomeu situada no

campus universitario da Universidade Federal de Vigosa, filtrada e armazenada

em geladeira até o momento da analise.

3.9.2. Coleta e preparo de amostra de 4gua de torneira

A amostra de foi coletada diretamente da torneira, filtrada e imediatamente

submetida a analise.
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3.10. Parametros Analiticos e Validacdo do Meétodo para a

Determinac&o do ion Aménio

Para garantir a confiabilidade do método analitico proposto para quantificar
nitrogénio total foram avaliados os seguintes parametros: precisédo, limite de
deteccdo, limite de quantificagcdo e exatiddo. A exatidao foi avaliada pela
realizacdo de teste de recuperagcdo de nitrogénio amoniacal em agua e por
comparagao dos resultados obtidos pelo método proposto com o método de
Kjeldahl através da quantificagdo de nitrogénio total em amostras de solo, aveia e

fertilizante.

3.11. Parametros Analiticos Envolvidos na Determinacao de Nitrato

Para garantir a confiabilidade do método analitico otimizado para
quantificar nitrato utilizando a reagao de Griess modificada foram avaliados os
seguintes parametros: faixa linear, precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e exatiddo. A exatidao foi avaliada pela realizacdo de teste de

recuperacao através da quantificagdo de nitrato em amostras de e agua.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Reagdes Envolvidas na Determinac&o do lon Amonio

O ion ambnio em solugado aquosa encontra-se em equilibrio com a aménia,
equacao 20. Na presenca do formaldeido ocorre a formagao de uma molécula de
imina consumindo uma molécula de amoénia, o que faz com que o equilibrio se
desloque consumindo quantitativamente o amoénio e liberando uma quantidade
estequiométrica do ion H3O®", que participa na reagdo como catalisador
acelerando a formacao da imina, equacéo 21. No final da reagdo, o H;O" usado é
totalmente recuperado, conforme é apresentado no mecanismo da figura 6,
justificando assim a diminuigdo do pH apo6s a adi¢do do formaldeido. A partir da
quantidade de solugao padronizada de hidroxido de sddio consumida na titulagéo
de H3O" é possivel calcular a concentragéo do ion aménio na amostra, equagao
22.

NH,* + H,0 NH; + H3O'  (20)
H\ + 'Hzo H\ +
C=0+ NHz + H0" ——> C=NH + H;0 (21)
H H

Hs0* + NaOH —> Na* + H,0  (22)

A féormula abaixo (23) foi empregada para calcular a concentragdo do ion
amoénio das titulagdes. O valor numérico da equagao 23 engloba os volumes da
amostra e das solugdes utilizadas, em litro. Na constante, também esta embutido
o valor da concentragdo da solugdo de hidroxido de sodio, 0,1 mol L. Neste
sentido o ajuste da concentragao de hidroxido de sddio pelo fator de corregao faz-
se necessario. A utilizagao da férmula evita a necessidade de efetuar calculos

trabalhosos e diminuindo, desta forma, o tempo de analise.
-1\ —
Camc‘;nio (9 L ) - 0,28 x f.c (NaOH) xV (gasto NaOH em mL) (23)
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Em que, C amenio € a concentragédo do ion aménio, em g L', f.c o fator de
corregcao da concentracdo de hidréxido de sédio e V o volume de hidroxido de

sédio, em mL, gasto na titulagéo.

+ .e
H, ﬂ H. NHg Ho RH, o

H/C=O,. + NH; <—= H/C\§5 — H/C\(}H —
Intermediério dipolar Aminodlcool
H \ZQ]HZ -H,0 H WH Ve H
N 2 N .OH; N
(oo T ST T o e
Aminoalcool protonado fon iminio

Figura 6: Equagdo do mecanismo de reagao da amdnia com formaldeido para a formagado de
imina [62].

4.2. Padronizacdo das Solucdes de Sulfato de Amdnio e Hidroxido de

Sodio Utilizando o Método de Gran

A titulacdo convencional do ion aménio nado foi realizada devido a
inclinagdo da curva de titulagido para este ion ser mais suave em relagdo a
titulagcado acido forte x base forte, causada pelo efeito de tamponamento (acido
fraco/sal de acido fraco), de tal modo que as variagdes de pH tendiam a ser
sempre amenizadas. Outro ponto a ser observado foi que para esse tipo de
titulagdo a faixa onde ocorria a viragem do indicador foi relativamente larga,
resultando em grandes erros [63]. O método da segunda derivada foi aplicado,
mas nao apresentou um resultado satisfatério para a determinacéo do ponto de
equivaléncia, devido a grande quantidade de ruido no grafico.

Com o auxilio do programa grafico Origin 5.0 obteve-se o grafico da
linearizagdo da curva de titulagdo do ion amoénio pelo método de Gran,

apresentado na figura 7.
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Figura 7: Fungbes de Gran obtidas a partir da titulagdo da solugdo de sulfato de
amonio com solugao de hidréxido de sédio 0,09972 mol L ™,

A fungao de Gran 1 (FG1) e a fungédo de Gran 2 (FG2) foram obtidas pelas

equacgdes:

FG1=(Vo+V)*10F°°1  (24)
FG2=(Vo+V)*10 F®®  (25)

Em que: Vp € o volume inicial da solugao, V o volume do titulante e E é o potencial
medido em mV a cada adigao do titulante.
Com a intersecdo destas duas retas determinou-se o volume de NaOH

gasto no ponto de equivaléncia, onde:

(FG1) - y = 0,90358 — 0,03358 * V naoH
(FG2) —» y = 4,396 x 10° - 1,6727 x 10° * V naon

igualando-se as duas equacgdes encontrou-se um valor de V naon = 26,28, que

equivale ao volume de equivaléncia da titulagao.

C aménio = C NaoH ™ V NaoH / V' aménio
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C amenio = 0,09972 mol L™ * 26,28 mL / 25,00 x 102 L = 0,1048 mol L™

Considerando-se a diluicdo realizada durante o procedimento, a
concentracdo do fon amdnio na solugao foi de 0,2096 mol L™ e a concentragdo da
solucado de sulfato de aménio foi 0,1048 mol L™

Multiplicando-se a concentragdo em mol L' pela massa molecular
encontrou-se uma concentracdo de 13,85 g L e 3,773 g L™ para o sulfato de
amonio e ion amonio na solugdo, respectivamente.

A padronizagédo da solugédo de hidréxido de sédio foi realizada da mesma
maneira que a solucado de sulfato de aménio obtendo-se uma concentragao de
0,09972 mol L™ e um fator de correcéo de 0,9972.

4.3. Variaveis que Afetam a Reacdo de Formacdo de Imina na

Determinag&o do fon Amonio

4.3.1. Influencia do EDTA na determinacé&o do ion amdénio

O efeito da influéncia de EDTA foi estudado na faixa de valores de 0 a 15,0
mL da solugdo de EDTA 100,0 g L. Os resultados da figura 8 mostram que a
presengca de EDTA no meio reacional nao interfere na quantificagdo do ion
amonio. Desta forma, um volume de 15,0 mL de EDTA 100,0 g L™ foi utilizado
para evitar possiveis interferentes metalicos que podem precipitar durante a
titulacdo, arrastando o ion aménio por co-precipitacdo. Além da eliminagdo de
interferentes pela formagdo de complexos soluveis o EDTA tem a fungéo de
tamponar o meio, absorvendo o H3O" formado no momento da produgéo da imina.
Posteriormente, o H30" é gradativamente liberado facilitando, assim, a titulagéo
de retorno ao pH inicial. A auséncia do EDTA na determinagao do ion amdnio, por
este método, torna o ajuste do pH dificil de ser realizado, visto que, pequena
variagao no volume de NaOH pode acarretar em grade variagao no intervalo de

pH. Este efeito pode ser visualizado na figura 9.
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Figura 8: Estudo da quantidade de EDTA na determinacao de
ion aménio. A concentragdo do ion NH," é expressa
em fungao da concentracao de sulfato de aménio.
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Figura 9: Influéncia do EDTA na variacdo do pH na titulagdo de sulfato de
amonio.
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4.3.2. Estudo da quantidade de formaldeido na determinagdo do ion

amonio

O efeito da quantidade de formaldeido foi avaliado realizando-se um estudo
na faixa de 5,0 a 15,0 mL para verificar qual o volume de formaldeido necessario
para alcancar recuperacdo quantitativa do ion aménio. A concentracdo do ion
amonio foi fixada em 3,773 g L™ e os resultados foram expressos em fungdo da
concentragdo de sulfato de aménio. Quando foram utilizadas quantidades de
formaldeido inferiores a 10,0 mL observou-se que a reagao nao era quantitativa,
ou seja, a quantidade de formaldeido foi insuficiente para reagir com todo o ion
amonio presente na solugdo e que a reagcdo nao era instantadnea, demorava mais
tempo para ocorrer. Este efeito pode ser explicado pelo menor numero de
moléculas de formaldeido na solugdo. Conforme o grafico apresentado na figura
10, um volume de 10,0 mL de formaldeido foi suficiente para a recuperacgao
quantitativa do ion aménio na amostra quando a concentracdo deste ion nao
excediaa 3,773 g L.

14,5

14,0

13,5 1
13,0—-
12,5—-
12,0—-
11,5—-

11,0 1

10,5 . , . , . , . , . , .

Concentracéo de sulfato de aménio (g L)

Volume de formaldeido (mL)

Figura 10: Influéncia da quantidade de formaldeido na titulagdo de
sulfato de aménio.
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4.4. Parametros Analiticos e Validacdo do Método para a

Determinacgdo do ion Aménio
4.4.1. Parametros analiticos

Utilizando-se os valores otimizados das variaveis quimicas, obtidas nos
experimentos anteriores, foram calculados alguns paréametros relativos ao sistema
de determinagdo de NH," descrito na figura 3.

O limite de detecgéo, calculado como 3 x sp, sendo s, 0 desvio-padrao para
dez medidas do branco foi 1,83 mg L™". O limite de quantificagdo, calculado como
10 x sp, sendo s, 0 desvio-padrao para dez medidas do branco foi 6,11 mg L™

O limite de quantificagdo também foi calculado pela diminuicdo gradativa
da concentracdo de amédnio. Os resultados sao apresentados na figura 11 e
mostram que o erro relativo embutido nas analises cresce exponencialmente com
a diminuicdo da concentragdo de amoénio na solugcdo. Nestas condicbes, a
concentragdo minima que o método consegue quantificar com erros relativos
inferiores a 10% é de 0,3740 g L. Concentragbes menores que este valor
apresentam erros relativos elevados impossibilitando que o método seja aplicado
para analises quantitativas. Para concentragdes superiores a 0,3740 g L' o erro
relativo das analises diminui consideravelmente. A precisdo do método, avaliada
como o desvio-padrao relativo correspondente ao valor da concentracéo,
calculado como (s/X) x 100, sendo s o desvio-padréo para dez medidas e X o
valor médio dessas medidas, alcangou um valor de 6,0 a 0,5 %, para valores de

concentracao de aménio na faixa de 0,400 a 3,773 g L'1, respectivamente.
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Figura 11: Caélculo do limite de quantificacdo pela diminui¢do da
concentracdo do ion aménio em funcéo do erro relativo.
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4.4.2. Validagdo do método para a determinagdo do ion amonio

Para avaliar a exatidao do procedimento desenvolvido, as amostra de solo,
aveia e fertilizante foram submetidas ao tratamento do item 3.7.1, em seguida, as
amostras foram divididas em duas fragdes. Uma fracao foi enviada ao laboratério
de solo da Universidade Federal de Vigosa para que o nitrogénio total fosse
quantificado pela metodologia de Kjeldahl e a outra fracdo foi analisada
empregando a metodologia proposta para a determinagdo de amoénio. Os
resultados encontram-se na tabela 3. De acordo com a tabela, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os resultados da metodologia proposta e da

metodologia de Kjeldahl.

Tabela 3: Resultado obtido na analise de amostras de solo, aveia e fertilizante pela
metodologia proposta e pela metodologia de Kjeldahl

Metodologia proposta Metodologia de Kjeldahl
Amostra - v
Nr(mgg™) Nr(mgg™)
Solo 3,350 £ 0,07 3,050 + 0,06
Aveia 31,91+ 0,07 31,94 +£ 0,07
Fertilizante 77,04 £ 0,17 77,06 0,11

Os desvios padrao foram obtidos apds analise em triplicata.
N 1 = nitrogénio total

Pelo processo de tratamento ao qual as amostras foram submetidas sé foi
possivel quantificar o nitrogénio organico e amoniacal, pois a solugao digestora
empregada ndo apresenta resultados satisfatérios para os compostos que
apresentam ligacdes N-N e N-O. As espécies de nitrogénio contendo ligacdes
N-O s6 podem ser quantificadas se for utilizada a liga de Devarda para redugao
de nitrato e nitrito ao ion aménio, o que nao foi feito [20]. No entanto, a literatura
chamada o nitrogénio determinado por esse tratamento de digestdo de nitrogénio
total, desta forma, mesmo que n&o seja apropriado, o termo nitrogénio total sera
empregado neste trabalho [20, 51, 52, 53].
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4.5. Teste de Recuperacédo de Amonio

Além das determinagdes de nitrogénio total nas amostras de solo, aveia e
fertilizante, realizadas no item 4.4.2, a metodologia desenvolvida foi aplicada,
novamente, para a determinagao de nitrogénio total e amoniacal em amostra de
solo e nitrogénio amoniacal em amostra de agua de torneira. Os resultados sao
descritos na tabela 4. Os valores das recuperacdes que se encontram na tabela
foram calculados da seguinte forma: R (%) = {(Cm-C amenio)/m} X100, onde Cr, € 0
valor da concentragédo de ion aménio em uma amostra na qual foi feita adigdo do
analito (concentragao encontrada na solugao), C amenic € O Vvalor da concentragao
de ion amdénio em uma amostra sem adicdo, e m € a quantidade de do ion

amonio adicionada.

Tabela 4: Resultado obtido na determinagcdo de nitrogénio total e amoniacal em
amostra de solo e nitrogénio amoniacal em amostra de dgua de torneira

Nitrogénio Total (n=3)
Amostra Recuperacao (%)
Adicionado (g L ™) Encontrado (g L ™)

, 0,0 <nd -
Agua de 2,934 2.900 + 0,02 98,8
torneira
1,467 1,445 + 0,01 98,5
0,0 0,0623 + 0,01 -
Solo 1,174 1,294 + 0,02 105,0
2,934 2,928 + 0,01 97,7

4.6. Comparacado entre a Metodologia Proposta e a Metodologia de
Kjeldahl

A metodologia proposta para a determinacdo de amdnio apresentou
algumas vantagens em relagdo a metodologia de Kjeldahl, sendo que uma das
principais foi a eliminacao da etapa de destilagdo do amoénio formado e desta
forma, ndo foi necessario a presenga de equipamentos especializados ou a
montagem de sistemas complicados de destilagdo. O sistema para a

determinagdo do ion aménio pelo método do formaldeido utiliza-se de uma
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bureta, um béquer e um medidor de pH e os reagentes utilizados séao o EDTA,
formaldeido e solucdo de hidréxido de sddio, tornando o sistema extremamente
simples. Além desta vantagem, a metodologia ndo necessita da utilizagdo de
indicadores, ou seja, a deteccdo do ponto final da titulagdo n&o é visual,
eliminando assim, possiveis erros do operador.

A analise de nitrogénio pelo método proposto, assim como no método de
Kjeldahl, apresenta baixo custo, rapidez e pode ser aplicada para analises de
rotina. A figura 12 apresenta as principais diferengas nos protocolos da

metodologia proposta e da metodologia de kjeldahl.

digestéo

H,S0,

Amostra (NH4)2$O4 [ HyS0O,4

Adicdo de EDTA
< Ajuste pH 7,40 -7,60

Adicédo de formaldeido

|

Titulagdo com NaOH 0,1 mol L™ <—— Ajuste pH 7,40 - 7,60

Concentragdo de Aménio (g L) = 0,28 X FC (naoH) X V (NaOH gasto na titulagéo) A

digestao
Amostra — > (NH4)2S0,4/H»S0,
H,SO,

AN Destilacdo com excesso de NaOH 10 mol L?

Coletar em &acido b6rico «=——— |ndicador

(verde de bromocresol e vermelho de metila)

Titular com solu¢cdo de HClou H»,S0O40,1 mol L1t

|

% de nitrogénio = Fccido) X V(acido) X 0,1 x 0,014 x 100

massa da amostra (g) B

Figura 12: Etapas seguidas na determinagéo de aménio pelo método do formaldeido (A) e
de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl (B).
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4.7. Reagbes Envolvidas na Determinacdo de Nitrato Utilizando a
Reacéo de Griess Modificada

O principio do método, abordado neste trabalho, consiste na reacdo da
sulfanilamida com o ion nitrito formando o sal diazénio. Posteriormente, o
N-(1-naftil)-etilenodiamina reage com o sal diazénio para formar o p-(1-naftil)-
etilenodiamino-1-naftilazo) benzenosulfonamida (cor purpura), no qual, a
intensidade da coloracdo formada & proporcional a quantidade de nitrito [61]. A
equacgao da reacgao esta apresentada na figura 13. A reagéo de diazotagéo, como
ja foi mencionada anteriormente, é especifica para nitrito. Desta forma, neste
trabalho optou-ser fazer a reducdo do nitrato a nitrito empregando a hidrazina.
Apesar da conversao do nitrato a nitrito empregando a hidrazina apresentar um
rendimento de aproximadamente 85% ela ndo gera residuos toxicos como os
agentes redutores a base de Cd e ligas metalicas que possuem rendimento de
aproximadamente 100%.

Mecanisticamente, a reagdo de diazotagdo representa uma substituicao
eletrofilica aromatica, com o ion diazbnio (produzido da sulfanilamida) sendo o
agente eletrofilico e a segunda amina aromatica (NED) sendo a base nucleofilica.
O ataque eletrofilico do ion diazénio ocorre na posigdo-para com o respectivo
grupo amino da base aromatica (reagente de acoplamento). Reacbes de

diazotagao também sao aplicadas a aminas alinfaticas [43].

NH. NEN CI
+ 2HCI + NOy —— > © + NaCl + 2H,0
SO,NH, SO,NH;

Sulfanilamida

NEN Cr NH——(CHz)2—NH, N= NH——(CHz)2—NH;
© “ YT p— © + 2Hol
-(1-naftil)-etilenodiamina

SOzNHz SO,NH;

p-(4-etilenodiamino-1-naftilazo) benzenosulfonamida

Figuralb: Reagdo de Griess modificada. Nitrito reage com o grupo amino da sulfanilamida para formar o
cation diazonio, o qual acopla com N-(1-naftil)etilenodiamana na posigado-para para formar o p-(4-
etilenodiamono-1-naftilazo) benzenosulfonamida [24, 41, 61].
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4.8. Otimizacéo da Metodologia de Determinagcé&o de Nitrato Utilizando

a Reacédo de Griess Modificada

Para obter maiores informagdes sobre o sinal analitico fornecido pelo

método baseado na reagdo de Griess-llosvay, modificada a partir de Rider e

Mellon [64] e Mullin e Riley [47]. O experimento do item 3.6 foi realizado seguindo

as condi¢cdes da tabela 5. A partir dos resultados apresentados na figura 14

verificou-se que a concentracdo de 0,20 mg L' foi a mais indicada para os

estudos posteriores, pois apresentava uma absorvancia de 0,643 favorecendo

assim, uma melhor visualizagdo dos dados do planejamento fatorial.

Tabela 5: Condigdes experimentais, sem otimizagao, para construgdo da curva analitica

de nitrato

Condicbes experimentais

NaOH

Sulfato de cobre
Sulfato de hidrazina
KCI

Temperatura

Tempo (resfriamento)
Sulfanilamida
Agitagéo
Naftil-etilenodiamina

0,300 mol L™
0,0350 g L™
0,375gL"
0,750 mol L™
80°C

30 minutos
5,000gL"
10 segundos
3,000gL"

Absorvancia
o
[e0)
|

R =0,99671

Abs = 0,10872 + 2,5513 * C, -

T T T T T T
0,2 0,3 0,4

Concentracao de Nitrato 0,040 - 0,60 mg L™

T
0,6

Figura 14: Curva analitica baseada na reagdo de Griess-llosvay, com redugdo de nitrato a nitrito
com solugdo de sulfato de hidrazina, metodologia modificada a partir de Rider e Mellon
[64] e Mullin e Riley [47]. As medidas foram realizadas em 532 nm.
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4.8.1. Planejamento fatorial

4.8.2. Planejamento fatorial — triagem dos fatores

Na elaboracéao do planejamento de qualquer experimento, a primeira coisa

que se deve fazer é decidir quais sao os fatores e as respostas de maior

relevancia [65]. A partir do conhecimento prévio das reagbes envolvidas na

determinacdo de nitrato utilizando a reagcdo modificada de Griess, empregando

como agente redutor a hidrazina, partiu-se do pressuposto que todas as variaveis

apresentadas na tabela 6 eram importantes. No entanto, a realizagcdo de um

planejamento fatorial completo de dois niveis, 2°, exigiria a realizacdo de 512

ensaios, inviabilizando a execucdo do mesmo. Desta forma decidiu-se realizar um

planejamento fracionario, 2,,>°. A tabela 6 mostra os fatores escolhidos e seus

respectivos niveis. A tabela 7 apresenta a matriz do planejamento e as respostas

obtidas durante a realizagdo do experimento.

Tabela 6: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial fracionario

Niveis

variaveis Fatores + i Unidades
1 KCl 1,00 0,500 mol L™
2 NaOH 0,300 0,150 mol L
3 CuSQO, . 5 H,0 0,0350 0,0175 gL’
4 Hidrazina 0,300 0,150 g L’
5 Temperatura 80 60 °C
6 Tempo (resfriamento) 30 15 minutos
7 Sulfanilamida 5,000 2,500 gL’
8 Agitacao 20 10 segundos
9 Naftil-etilenodiamina 3,000 1,500 g L
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Tabela 7: Planejamento fatorial 2.\/9'5 para estudar a influéncia de nove fatores envolvidos na
reagdo de formagédo do p-(4-etilenodiamino-1-naftilazo)benzenosulfanamida, sendo a
intensidade da coloragao formada proporcional a quantidade de ions nitrato

Ensaio 1 2 3 4 5=123 6=234 7=134 8=124 9=1234 Absorvancia

1 - - - - - - - - + 0,132
2 + - - . + - + + - 0,177
3 -+ - - + + - + - 0,234
4 + o+ - - - + + - + 0,232
5 - -+ - + + + - - 0,135
6 + -+ - - + - + + 0,125
7 -+ - - - + + + 0,183
8 + + o+ - + - - - - 0,153
9 - - -+ - + + + - 0,569
10 + - -+ + + - - + 0,530
11 -+ -+ + - + - + 0,579
12 + + -+ - - - + - 0,726
13 - - t+ + + - - + + 0,586
14 + -+ 4+ - - + - - 0,626
15 -+ + 4 - + - - - 0,561
16 + + o+ o+ + + + + + 0,571

Os dados referentes a absorvancia da tabela 7 foram processados pelo
“software” Statistica 5.0, onde se realizaram os calculos para obter a estimativa
dos efeitos e das interacdes dos fatores da tabela 6. Os resultados sdo mostrados
na tabela 8.

Segundo a observagao dos dados da tabela 8 foi possivel verificar que os
efeitos principais estavam confundidos com efeitos de terceira, quarta e quinta
ordem. Supondo que os efeitos de interagdo de trés ou mais ordens foram
despreziveis. Cada contraste passou a representar simplesmente um efeito
principal, ficando evidente que as concentragdes de hidroxido de sédio, sulfato de
cobre, sulfato de hidrazina e Naftil-etilenodiamina e o tempo de agitagéo foram os
fatores mais importantes, dos nove, neste planejamento.

Quando a concentracdo do Naftil-etilenodiamina foi aumentada de 1,500

para 3,000 g L, ocorreu uma diminuicdo no sinal analitico. Sendo assim,
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resolveu-se diminuir as concentragdes dos niveis (+) e (-) do Naftil-etilenodiamina
(tabela 9).

As variaveis que nao apresentaram importancia relativa no planejamento
nao interferiram no sinal analitico, assim, seus valores foram fixados como as
médias dos somatérios dos niveis (+) e (-). Exceto para a sulfanilamida que deve
estar sempre em excesso, por isso, foi fixado o nivel de maior concentragao (+).
As variaveis e seus respectivos valores fixos estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 8: Contrastes calculados na fragado 2,>°, e suas expressdes em termos dos efeitos

principais e das interagdes binarias de um fatorial completo 2

Relacédo entre as colunas Contrastes dos efeitos Estimativas
1 =235 =248 = 347 = 2349 = 12346 t1=1+235+ 248 + 347 + 2349 + 12346 ¢ =0,0201
2=135=148 = 346 = 1349 = 12347 =2+ 135+ 148 + 346 + 1349 + 12347 €,=0,0449 "
3=125=147 = 246 = 1249 = 12348 f3=3+ 125+ 147 + 246 + 1249 + 12348 €3=-0,0299"
4 =128 =137 = 236 = 1239 = 12345 {4=4+128 + 137 + 236 + 1239 + 12345 €,=04221"
5=123 f5=123 {5 =-0,0236
6 =234 fe = 234 f6 = - 0,0256
7=134 t7=134 ¢7=0,0031
8=124 s =124 €;=0,0279"
9= 1234 o= 1234 € =-0,0304"
12 =35=48 = 349 = 1346 = 2347 t12=12+ 35+ 48 + 349 + 1346 + 2347 t12=0,0111
13 =25=47 =249 = 1246 = 3248 t13=13 + 25+ 47 + 249 + 1246 + 3248 t13=-0,0176
14 =28 = 37 = 239 = 2345 = 1236 t14=14 + 28 + 37 + 239 + 2345 + 1236 t14=0,0194
23=15=46 =149 =1247 = 1348 f3=23+15+ 46 + 149 + 1247 + 1348 €23=-0,0459"
24 =18 =36 =139 = 1345 = 1237 fo4 =24 +18 + 36 + 139 + 1345 + 1237 t24=-0,0134
34 =17 =26 =129 =1245 = 1238 f34=34+17 + 26 + 129 + 1245 + 1238 £34=0,0149
l1 =1235, I,= 2346, I3 = 1347, 1, = 1248 {=média + 2 (56789*) £,=0,3824
els =12349

" Efeitos e interacdo de maior importancia relativa

Analisando os efeitos de interagdo de dois fatores foi observado que
apenas a interagdo 23 obteve importancia relativa no planejamento. Através de
calculos realizados com base na figura 15 foi possivel afirmar que quando a
concentragédo de sulfato de cobre foi mudada do nivel (-) para o nivel (+) o sinal
analitico diminuiu desfavorecendo a reacdo de reducdo de nitrato a nitrito. Isto

pode ter ocorrido pela formagao de Cu,O [47].
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2 2
O—® (O — &
A D)
©)3 . (#)3

A

Figura 15: Estudo da interagéo 23. O calculo foi feito como a variagdo dos niveis do fator
2 dentro do nivel (+) do fator 3 menos a variagao dos niveis do fator 2 dentro
do nivel (-) do fator 3. O resultado foi dividido por 2.

Com a finalidade de melhorar o sinal analitico a concentragao de hidréxido
de sddio foi mantida e a de cobre foi reduzida gerando novos niveis. Os valores

dos niveis de hidréxido de sddio e sulfato de cobre sdo apresentados na tabela 9.

4.8.3. Planejamento fatorial 2° completo dividido em blocos

A partir dos dados obtidos no item 4.8.2, mostrados na tabela 9, montou-se

um planejamento fatorial 2° completo dividido em dois blocos (Tabela 10).

Tabela 9: Fatores e niveis determinados para a realizagdo do planejamento fatorial completo 2°
dividido em dois blocos de 16 ensaios

o Niveis Unidades
Variaveis Fatores
+ Fixos -
KCl - 0,750 - mol L™
1 NaOH 0,300 - 0,150 mol L
2 CuSO0, . 5H,0 0,0300 - 0,00100 gL’
3 Hidrazina 0,300 0,150 gL’
Temperatura - 70 - °C
Temp_o - 20 - minutos
(resfriamento)
Sulfanilamida - 5,000 - gL’
4 Agitacao 20 - 10 segundos
5 Naftil- 2,250 i 0,7500 gL'

etilenodiamina
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O experimento foi dividido em blocos porque o niumero de experimentos
era muito grande, 32 ensaios, e demandava tempo, sendo dificil a realizacdo em
apenas uma etapa. Desta forma, 16 ensaios foram realizados em um dia e 16 no
outro dia. Os resultados estdo apresentados na tabela 10. A numeracao da coluna
de ensaios da tabela 10 ndo representa a ordem de execugdo de cada
experimento, pois os mesmos foram realizados de forma aleatéria dentro de cada
bloco, mas a ordem crescente de ensaio obtida na constru¢do do planejamento
(tabela 10).

Tabela 10: Resultados obtidos para o primeiro (A) e segundo bloco (B)

Bloco Representacéo

Ensaio 1 2 3 4 5 (12345) do bloco Absorvéncia
1 - - - - - - A 0,214
4 + 4+ - - - - A 0,179
6 + -+ - - - A 0,668
7 - + o+ - - - A 0,474
10 + - - + - - A 0,271
11 -+ -+ - - A 0,153
13 - -+ o+ - - A 0,566
16 + + + 0+ - - A 0,569
18 + - - - + - A 0,281
19 - + - - + - A 0,139
21 - - + - + - A 0,553
24 + + 4+ - + - A 0,526
25 - - - + o+ - A 0,236
28 +  + -+ o+ - A 0,174
30 + -+ o+ o+ - A 0,778
31 -+ o+ o+ o+ - A 0,512
2 S + B 0,310
3 - + - - - + B 0,181
5 - -+ - - + B 0,399
8 + + 4+ - - + B 0,698
9 - - - + - + B 0,225
12 + o+ - + - + B 0,137
14 + - + + - + B 0,699
15 - + + o+ - + B 0,534
17 - - - - + + B 0,275
20 + + - -+ + B 0,202
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Tabela 10: (Continuac¢do): Resultados obtidos para o primeiro (A) e segundo
bloco (B)
Ensaio 1 2 5 (ﬂgzg) Re%rgslﬁgggéo Absorvancia
22 + - + + B 0,523
23 - + + + B 0,471
26 + - + + B 0,246
27 -4 + + B 0,103
29 - - + + B 0,714
32 + o+ + + B 0,684

A partir das respostas obtidas no planejamento fatorial 2° completo dividido

em blocos foi possivel, com o auxilio dos programas Origin 5.0 e Microsoft Excel

XP, desenvolver o algoritmo de Yates para se obter a soma de quadrado para os

efeitos, interagdes e para o bloco.

A partir da soma de quadrado obtida no algoritmo de Yates foi possivel

fazer a analise de variancia. Assumindo que as interacbes de quarta ordem nao

foram significativas no planejamento fatorial 2° dividido blocos, as mesmas foram

utilizadas para estimar o erro e, assim, estimou-se a significancia do efeito de

bloco e dos demais efeitos.

A tabela 11 apresenta a soma de quadrado dos efeitos principais, de bloco

e das interagdes envolvidas no planejamento. A tabela 12 apresenta a analise de

variancia ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 11: Algoritmo de Yates para o calculo da soma de quadrado dos efeitos e interacdes

Combinacéao de

Estimativa do

Soma de

tratamentos Respostas [1] [2] [3] [4] [5] efeito Representacdo do efeito Quadrado
1) 0,214 0,524 0,884 3,123 6,277 12,694 - - -
a 0,31 0,360 2,239 3,154 6,417 1,196 0,07475 4,470E-02
b 0,181 1,067 0,786 2,970 0,785 -1,222 -0,07637 B 4,667E-02
ab 0,179 1,172 2,368 3,447 0,411 0,008 5,00E-04 AB 2,000E-06
c 0,399 0,496 0,897 0,587 -0,427 6,042 0,37762 C 1,141E+00
ac 0,668 0,290 2,073 0,198 -0,795 0,648 0,0405 AC 1,312E-02
bc 0,474 1,265 0,759 0,094 -0,303 0,358 0,02237 BC 4,010E-03
abc 0,698 1,103 2,688 0,317 0,311 0,092 0,00575 ABC 2,645E-04
d 0,225 0,556 0,094 -0,059 2,937 0,508 0,03175 D 8,060E-03
ad 0,271 0,341 0,493 -0,368 3,105 -0,166 -0,01038 AD 8,611E-04
bd 0,153 1,076 0,030 -0,294 0,537 -0,516 -0,03225 BD 8,320E-03
abd 0,137 0,997 0,168 -0,501 0,111 0,010 6,25E-04 ABD 3,125E-06
cd 0,566 0,482 0,069 -0,143 0,313 0,980 0,06125 CD 3,001E-02
acd 0,699 0,277 0,025 -0,160 0,045 -0,062 -0,00388 ACD 1,201E-04
bcd 0,534 1,492 0,081 0,142 0,017 -0,452 -0,02825 BCD 6,380E-03
abcd 0,569 1,196 0,236 0,169 0,075 -0,070 -0,00438 ABCD 1,531E-04
e 0,275 0,096 -0,164 1,355 0,031 0,140 0,00875 E 6,125E-04
ae 0,281 -0,002 0,105 1,582 0,477 -0,374 -0,02338 AE 4,370E-03
be 0,139 0,269 -0,206 1,176 -0,389 -0,368 -0,023 BE 4,230E-03
abe 0,202 0,224 -0,162 1,929 0,223 0,614 0,03837 ABE 1,178E-02
ce 0,553 0,046 -0,215 0,399 -0,309 0,168 0,0105 CE 8,820E-04
ace 0,523 -0,016 -0,079 0,138 -0,207 -0,426 -0,02662 ACE 5,670E-03
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Tabela 11 (Continuagéo): Algoritmo de Yates para o célculo da soma de quadrado dos efeitos e interagcdes

Combinacéao de

Estimativa do

Soma de

tratamentos Respostas [1] [2] [3] [4] [5] efeito Representacdo do efeito Quadrado
bce 0,471 0,133 -0,205 -0,044 -0,017 -0,268 -0,01675 BCE 2,240E-03
abce 0,526 0,035 -0,296 0,155 0,027 0,058 0,00363 ABCE 1,051E-04
de 0,236 0,006 -0,098 0,269 0,227 0,446 0,02788 DE 6,220E-03
ade 0,246 0,063 -0,045 0,044 0,753 0,612 0,03825 ADE 1,170E-02
bde 0,103 -0,030 -0,062 0,136 -0,261 0,102 0,00637 BDE 3,251E-04
abde 0,174 0,055 -0,098 -0,091 0,199 0,044 0,00275 ABDE 6,050E-05
cde 0,714 0,010 0,057 0,053 -0,225 0,526 0,03288 CDE 8,650E-03
acde 0,778 0,071 0,085 -0,036 -0,227 0,460 0,02875 ACDE 6,610E-03
bcde 0,512 0,064 0,061 0,028 -0,089 -0,002 -1,25E-04 BCDE 1,250E-07
abcde 0,684 0,172 0,108 0,047 0,019 0,108 0,00675 ABCDE (Blocos) 3,645E-04*

*

Soma de quadrado de bloco
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Tabela 12: Analise de variancia para verificar a significAncia dos efeitos e interagdes

Fonte de Variagao Soma de Quadrado Lici)r:rlijgge Quadrado da Média Teste F
ABCDE (Blocos) 3,645E-04 1 3,645E-04 0,2630
A 4,470E-02 1 4,470E-02 32,256
B 4,667E-02 1 4,667E-02 33,677 ’
C 1,141E+00 1 1,141E+00 823,21*
D 8,060E-03 1 8,060E-03 5,8161
E 6,125E-04 1 6,125E-04 0,4420
AB 2,000E-06 1 2,000E-06 0,0014
AC 1,312E-02 1 1,312E-02 9,4675 ’
AD 8,611E-04 1 8,611E-04 0,6214
AE 4,370E-03 1 4,370E-03 3,1534
BC 4,010E-03 1 4,010E-03 2,8936
BD 8,320E-03 1 8,320E-03 6,0038
BE 4,230E-03 1 4,230E-03 3,0524
CD 3,001E-02 1 3,001E-02 21,6554 :
CE 8,820E-04 1 8,820E-04 0,6365
DE 6,220E-03 1 6,220E-03 4,4884
ABC 2,645E-04 1 2,645E-04 0,1909
ABD 3,125E-06 1 3,125E-06 0,0023
ABE 1,178E-02 1 1,178E-02 8,5005 ’
ACD 1,201E-04 1 1,201E-04 0,0867
ACE 5,670E-03 1 5,670E-03 4,0915
ADE 1,170E-02 1 1,170E-02 8,4428 ’
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Tabela 12 (Continuacéo): Analise de variancia para verificar a significancia dos efeitos e interagbes

Fonte de Variagao Soma de Quadrado Lﬁ)r:rl:jgge Quadrado da Média Teste F
BCD 6,380E-03 1 6,380E-03 4,6038
BCE 2,240E-03 1 2,240E-03 1,6164
BDE 3,251E-04 1 3,251E-04 0,2346
CDE 8,650E-03 1 8,650E-03 6,2419
e aeoe 6,920E-03 5 1,386E-03
Total 1,367 31

F5%(1, 5) = Significativo quando F caiculado > 6,61

) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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O célculo do teste F demonstrou que o efeito de bloco nao foi
estatisticamente significativo ao nivel de 5% de probabilidade para este
experimento.

Mais uma vez foi comprovada a significancia das concentragbes do
hidroxido de sédio, sulfato de cobre e sulfato de hidrazina e a interagdo entre o
hidréxido de sédio e sulfato de cobre.

Tanto o efeito da agitagdo como o da concentragao de Naftil-etiienodamina
nao foi estatisticamente significativo pelo teste F ao nivel de 5 % de significancia
por isso estes efeitos foram fixados. Para o Naftil-etilienodamina escolheu-se o
nivel + (2,250 g L™), pois o reagente deve permanecer em excesso, visto que
quando a concentragado deste reagente for menor que a de nitrito, a formagao do
complexo sera limitada, resultando em erro nas analises. Para a agitagao também
foi escolhido o nivel + (20 segundos), pois mesmo o efeito ndo sendo significativo,

o sinal apresentado para o efeito foi positivo.

4.8.4. Planejamento composto central para trés fatores e superficie de

resposta

O Planejamento composto central foi montado conforme o item 3.6.3,

utilizando os fatores fixados nos planejamentos anteriores (tabela 13).

Tabela 13: Dados experimentais para a montagem de um planejamento fatorial composto
central, com seus respectivos fatores e niveis

Variaveis Fatores Niveis Unidades
+ Fixos -
KCI - 0,750 - mol L
1 NaOH 0,300 - 0,150 mol L™
2 CuSO, . 5H,0 0,0300 - 0,00100 gL’
3 Hidrazina 0,300 0,150 gL’
Temperatura - 70 - °C
Tempo (resfriamento) - 20 - minutos
Sulfanilamida - 5,000 - gL’
Agitacéo - 20 - segundos
Naftil-etilenodiamina - 2,250 - g L’
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Com a finalidade de expandir a faixa de estudo da superficie de resposta
0s niveis das variaveis foram alterados. Os valores estdo apresentados na tabela
14.

Tabela 14: Dados experimentais ampliados para a execugdo de um
planejamento fatorial composto central

Variaveis Fatores Unidades + -
X1 NaOH mol L’ 0,400 0,200
X5 CuS0, . 5 H,0 gL’ 0,0200  0,00100
X3 Hidrazina gL’ 0,400 0,200

* Onde + e — sdo os niveis das variaveis

Aplicando a equagéao 26 foi possivel codificar as variaveis da tabela 15 e os

resultados sdo mostrados na tabela 16.

X=— (26)

onde: x representa a variavel codificada, Z as concentragdes originais (mol L™ ou

g L") e AZ a variagdo entre as concentracdes dos niveis +1 e -1.

Tabela 15: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento

Variaveis Fatores Unidades 1,683 +1 0 -1 -1,683
X1 NaOH mol L 0,4682 0,400 0,300 0,200 0,132
X2 CuSO0, . 5H,0 gL’ 0,02341 0,0200 0,0150 0,0100 0,00659
X3 Hidrazina gL’ 0,4682 0,400 0,300 0,200 0,132

*Onde: +1,683; +1; 0; -1 e -1,683 sao os niveis das variaveis

Lancando a matriz do planejamento e as respostas, em absorvancia, da
tabela 16 no “software” Statistica 5.0 foram obtidos os coeficientes e os erros
(tabela 17). Através destes dados e do teste de F ao nivel de 5 % de significancia,
mostrados na tabela 18 obteve-se o modelo mostrado na equacéo 27. Os erros
padrao calculados pelo “software” foi uma estimativa conjunta da variancia, obtida
de todos os ensaios repetidos no ponto central do planejamento. A analise de

variancia (tabela 18) mostra que a falta de ajuste foi significativa para o
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planejamento, acredita-se que este valor foi superestimado devido ao erro puro

obtido na analise de variancia ser muito pequeno. Desta forma, ndo houve a

necessidade de melhorar o modelo.

Tabela 16: Variaveis codificadas, decodificas e sinais obtidos durante a realizacdo do
planejamento composto central

Ensaio X1 Xo X3 NaOH CuSO,.5H,0 Hidrazina Absorvancia
1 -1 -1 -1 0,200 0,0100 0,200 0,132
2 +1 -1 -1 0,400 0,0100 0,200 0,177
3 -1 +1 -1 0,200 0,0200 0,200 0,234
4 +1 +1 -1 0,400 0,0200 0,200 0,232
5 -1 -1 +1 0,200 0,0100 0,400 0,135
6 +1 -1 +1 0,400 0,0100 0,400 0,125
7 -1 +1 +1 0,200 0,0200 0,400 0,183
8 +1 +1 +1 0,400 0,0200 0,400 0,153
9 -1,682 0 0 0,133 0,0150 0,300 0,569
10 +1,682 0 0 0,468 0,0150 0,300 0,53
11 0 -1,682 0 0,300 0,00659 0,300 0,579
12 0 +1,682 0 0,300 0,0234 0,300 0,726
13 0 0 -1,682 0,300 0,0150 0,132 0,586
14 0 0 +1,682 0,300 0,0150 0,468 0,626
15 0 0 0 0,300 0,0150 0,300 0,526
16 0 0 0 0,300 0,0150 0,300 0,571
17 0 0 0 0,300 0,0150 0,300 0,530
18 0 0 0 0,300 0,0150 0,300 0,545
19 0 0 0 0,300 0,0150 0,300 0,556

Tabela 17: Parametros, coeficientes e erros para estimar a equagédo do modelo

Regressao

. Erro

Variaveis ~
Parametros Coeficientes Padréo
Media bo 0,702 0,0064
X2 by -0,0309 0,0043
X3 bs 0,1300 0,0043
X, bas -0,0225 0,0044
X, bss -0,1268 0,0044
X12 bio -0,0230 0,0057
X413 b13 -0,0365 0,0057
X23 bys3 -0,0285 0,0057
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Tabela 18: Analise de variancia para o ajuste do modelo

SQ GL SM F
Xo 0,013042 1 0,013042 50,88
X3 0,230952 1 0,230952 900,9
x12 0,006720 1 0,006720 26,22
X, 0,212809 1 0,212809 830,2
X12 0,004232 1 0,004232 16,51
X13 0,010658 1 0,010658 41,58
X23 0,006498 1 0,006498 25,35
Falta de ajuste 0,059554 7 0,008508 33,19
Erro puro 0,000769 3 0,000256
Total 0,538519 17

Todos efeitos foram significativos pelo teste F ao nivel de 5% de significancia

Y = 0,702 - 0,0309x, + 0,130x,— 0,0225x2 — 0,127x5 - 0,0230x,X, — 0,0365X,X, - 0,0285x,X, 27)
+0,0064 +0,0043  +0,0043 +0,0044 +0,0044  +0,0057 +0,0057 +0,0057

A equacao do modelo para o planejamento composto central apresentou
um grande numero de coeficientes significativos, entre eles, a presenga de trés
coeficientes de segunda ordem. A superficie de resposta do modelo ndo foi obtida
diretamente devido a presenga de trés fatores independentes e do fator
dependente, desta maneira, fixou-se um dos fatores independentes (concentragcao
de NaOH) em cinco valores, correspondendo a cada nivel do planejamento e
obtiveram-se cinco superficies de resposta, uma para cada valor fixado, do fator
NaOH. As cinco superficies de respostas para cada valor da concentragdo da
solucao de hidréxido de sodio fixada estdao apresentadas nas figuras 16, 17, 18,
19 e 20.
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Variavel 1 =-1,682

3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=,0002563
DV: Var4

Var3

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 = ?0 9
Var2

Figura 16: Superficie de resposta com a concentracédo da solugdo de hidroxido de
sodio fixada em 0,132 mol L™, (Var1 = -1,682).

Variavel 1 = -1

3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=,0002563
DV: Var4

Var3

-1,0 -0,5 0,0 2,0 B o2
Var2

Figura 17: Superficie de resposta com a concentragao da solugdo de hidroxido de
sodio fixada em 0,200 mol L™, (Var1 = -1).
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Variavel 1 =0
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=,0002563

DV: Var4
2,0 e
()
1,5
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>
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, , [ Jo4
-2,0 - [ o,2
2,0 1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 B o

Var2

Figura 18: Superficie de resposta com a concentragao da solugdo de hidréxido de
sodio fixada em 0,300 mol L™, (Var1 = 0).

Variavel 1 =1
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=,0002563
DV: Var4
2,0 T T

(0]

1,5
1,0
0,5
®
c 0,0
>
0,5
Il os
o7
-1,0 B o6
[Jos5
1,5 [ Joa4
o3
B 0,2
2,0 ‘ B 0.1
2,0 1,5 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 20 gl o

Var2

Figura 19: Superficie de resposta com a concentragdo da solugédo de hidréxido de
sodio fixada em 0,400 mol L™, (Var1 = +1).
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Variavel 1 = 1,682
3 factors, 1 Blocks, 18 Runs; MS Pure Error=,0002563
DV: Var4

Var3

Bl o6
[Jos4

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 = 8’2

Var2

Figura 20: Superficie de resposta com a concentragdo da solugdo de hidroxido de
sodio fixada em 0,468 mol L™, (Var1 = +1,682).

Nas figuras 16 — 20: Var2 representa a concentragédo codificada de sulfato
de cobre, Var3 representa a concentragao codificada de sulfato de hidrazina Os
valores decodificados para as trés variaveis das superficies de resposta podem
ser encontrados na tabela 16.

A partir da anadlise das superficies de resposta foi verificado que a
superficie da figura 19 foi a que apresentou as melhores condigbes para o
aumento do sinal analitico, ou seja, melhor ponto 6timo para as variaveis. Nestas
condicbes, as concentracdes oOtimas para as solugdes de hidréoxido de sddio,
sulfato de cobre e sulfato de hidrazina foram 0,300 mol L™, 0,00659 e 0,375 g L,
respectivamente.
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4.9. Estabilidade do Complexo p-(4-etilenodiamono-1-naftilazo)

benzenosulfonamida

Aplicou-se o procedimento do item 3.4 utilizando solugéo padrao de nitrato
0,20 mg L. Apds a adicdo da solucdo de Naftil-etilenodiamina aguardou-se 20
minutos e mediu-se a absorvancia do complexo formado em 532 nm a cada 5
minutos, conforme os dados da figura 21, e verificou-se que o complexo formado

apresentou estabilidade por mais de 75 minutos.

0,8 1
O O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOO0oOOo

o
[e)]
|

Absorvancia
o
S
1

0,24

0w4+—-r—r—————r¥¥7
O 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (minutos)

Figura 21: Estudo da estabilidade do complexo p-(4-etilenodiamino-1-naftilazo)
benzenosulfonamida. As medidas foram realizadas em 532 nm.

4.10. Parametros Analiticos para Determinacdo de Nitrato

(Metodologia Otimizada)

Utilizando-se o procedimento otimizado, item 3.4, foram calculados alguns
parametros analiticos relativos a determinagao de nitrato pela reacdo de Griess
modificada. A metodologia otimizada viabiliza a determinagdo de nitrato na faixa
de 0,020 a 0,20 mg L ™. A equacdo da curva analitica (figura 22) no intervalo
considerado foi dada como Abs = 0,12443 + 3,79494 x C yjrato, ONde Abs € o sinal

analitico, medido como absrovancia, e C niato € @ concentracdo de nitrato na
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solugcdo. O coeficiente de correlagdo da curva analitica apresentou um valor de
0,998.

O limite de deteccéo, calculado como 3sp/b, sendo s, 0 desvio-padrao para
dez medidas do branco e b o coeficiente angular da secdo linear da curva
analitica, foi 5,80 ug L' e o limite de quantificagéo, calculado como 10sy/b, foi
19,20 pg L. A precisdo das medidas, avaliada como o desvio-padréo relativo
correspondente a cada valor de concentragao, calculado como (s/X) x 100, sendo
s 0 desvio-padrao para sete medidas e X o valor médio dessas medidas, alcangou
valores que variaram entre 6,1 a 1,5 %, para valores de concentragao de nitrato na

faixa de 0,020 a 0,20 mg L', respectivamente.

0,9—-
0,8—-
0,7
0,6—- Q

0,5

Absorvancia

0,4

037 Abs = 0,12443 + 3,79494 * C, .
R =0,998 3

0,2
SD =0,01797

o ¥yrr——T7——TF——T——T—
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200

Concentracao de Nitrato 0,020 - 0,20 (mg L'1)

Figura 22: Curva analitica para a determinagao de nitrato na faixa de 0,020 —
0,20 mg L de nitrato. As medidas foram realizadas em 532 nm.

4.11. Determinag&o de Nitrato Utilizando a Metodologia de Griess em

Amostra de Agua.

A reacdo de diazotagdo é especifica para nitrito, ou seja, a analise de
nitrato pela metodologia baseada na reacao de Griess requer redugao de nitrato a
nitrito antes da reacao de diazotagdo. Sendo assim, esta metodologia ndo separa

nitrito de nitrato. Como resultado, a metodologia de Griess fornece a soma de
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nitrito e nitrato e a quantidade de nitrito deve ser calculada pala diferenca. Para a
determinacao de nitrato foi aplicado o procedimento descrito no item 3.4 e as
concentracbes de nitrito e nitrato estdo apresentados na tabela 19. A
quantificacdo de nitrito nas amostras de agua estava abaixo do limite de detecgéo
do método. Para que o nitrito pudesse ser quantificado foi empregado o método
da adicado padrao, item 3.5. Os resultados da determinacdo de nitrito + nitrato,

nitrito e nitrato sdo apresentados na tabela 20.

Tabela 19: Determinagéo de nitrato + nitrito em amostras agua

Amostra (n = 3) Concentracdo de NO, + NO3™ (mg LY
Agua Torneira nd
Agua Torneira + Hidrazina 0,0194 + 7 x 107
Agua Lagoa nd
Agua Lagoa + Hidrazina 0,0417 £ 0,01

n = nimero de medidas
nd = nao detectado

Tabela 20: Determinagao de nitrato e nitrito em amostras agua

NO, + NOs (mg L™) NO, (mg L™

- 1
n=2 n=2 NOs (mg L)

Amostra

Agua Lagoa 0,0417 + 0,01 0,0100 + 0,001 0,0317 + 0,01
Agua de Torneira 0,0194 +7 x 103 0,00364 + 0,0005 0,0158 + 7,02 x 107

n = numero de medidas

4.12. Teste de Recuperacao

Os valores das recuperagcdes que se encontram na tabela 21 foram
calculados da seguinte forma: R (%) = {(Cm-C nitrato)/m} x100, onde C, € o valor da
concentracdo de nitrato em uma amostra na qual foi feita adicdo de analito
(concentragdao encontrada na solugéao), C niwato € O valor da concentragdo de

nitrato em uma amostra sem adicdo, e m € a quantidade de do nitrato adicionado.

71




Resultados e Discussao

Tabela 21: Recuperagao obtida na determinacao de nitrato em amostras agua

Adicionado Encontrado

Amostra mg L mg L1 h=3

Recuperacéo %

- 0,0855+0,01" -
Agua de Lagoa
0,040 0,1252 + 0,01 99,3
(n=3)
0,100 0,1696 + 0,005 84,1

n = nimero de medidas

) Concentragao de nitrito + nitrato
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5. CONCLUSOES

A metodologia proposta para a determinagcdo de amoénio, baseada na
reacdo de formacdo de imina pela adicdo de formaldeido foi aplicada com
sucesso para a determinagao de nitrogénio na forma amoniacal em agua, aveia,
solo e fertilizante. A metodologia apresenta algumas vantagens em relacdo a
metodologia de Kjeldahl e entre elas destacam-se a eliminagdo da etapa de
destilacdo do aménio formado, utilizacdo de equipamento especializado ou
sistemas de destilacdo e o uso de indicadores.

O sistema para a determinagcédo do ion amoénio pelo método do formaldeido
foi montado com uma bureta, um béquer e um medidor de pH e os reagentes
utilizados foram EDTA, formaldeido e solu¢do de hidroxido de sodio resultando
em um procedimento simples, rapido e de baixo custo para a determinagédo de
nitrogénio na forma amoniacal podendo ser aplicado em analise de rotina.

A determinagdo de nitrato empregando a metodologia de Griess
modificada, com reducdo de nitrato a nitrito pela hidrazina, utilizando como
técnica de deteccdo a espectrofotometria foi otimizada pela aplicagédo de
planejamento fatorial e superficie de resposta.

A utilizagao de planejamento fatorial e superficie de resposta para a
otimizacdo das condi¢cdes das variaveis na metodologia Griess possibilitou a
diminuicdo no tempo de analise, tornando o método mais rapido, diminuigdo na
temperatura, durante a etapa de reducédo de nitrato a nitrito, reduzindo custo,
devido ao menor consumo de energia durante o aquecimento. Além disso,
proporcionou um aumento no sinal analitico de 34,8%.

A reacao de Griess otimizada foi aplicada na determinagao de nitrato em

aguas na faixa de 0,020 a 0,20 mg L™ com um limite de detecgdo 5,80 g L™
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