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RESUMO

O N-nitrosoglifosato (NNG) é uma impureza altamente toxica inerente aos produtos a
base de glifosato, que é obtida durante a sintese deste herbicida. Org&os reguladores
nacionais e internacionais estabeleceram o limite maximo de 1,0 mg kg™ de NNG nos
produtos técnicos de glifosato. Apesar desta relevancia existem poucos métodos para
essa determinacdo e que ainda sdo baseados em técnicas e procedimentos de
derivatizacdo complexos e demorados. Este trabalho tem por objetivo o
desenvolvimento de um método alternativo baseado na determinacéo indireta do NNG
pela reacdo de Griess, com automacdo de duas etapas de preparo de amostra
através de um sistema de andlises por injecdo sequencial — SIA, que proporciona ao
procedimento analitico rapidez, simplicidade e maior sensibilidade. As etapas de
preparo de amostra automatizadas consistiram na derivatizacdo por fotélise e
extracdo em fase solida. A fotélise do NNG apresentou expressivas vantagens frente
a derivatizacdo quimica, através da utilizacao da radiacao ultravioleta em 254 nm para
a clivagem da ligacdo N-NO que forma espécies NO,. Esses ions foram
concentrados em uma fase solida de troca anifnica e eluidos com o préprio reagente
de Griess para posterior determinagdo em 540 nm. O método sequencial estabelecido
com fotoderivatizacdo e extracado em linha apresentou resposta linear para uma ampla
faixa de trabalho de 0,05 a 0,75 mg L™ NNG. O limite de deteccéo foi estimado em 3,1
x 102 mg L™ , cerca de 32 vezes menor que o limite maximo estabelecido pela
normativa e o coeficiente de variacdo para trés injecées de 0,05 mg L™ de NNG foi de
3,74%. O fator de pré-concentracdo da fase solida igual a 12 vezes e
reprodutibilidade da mesma foi de 48 extracdes sucessivas sem mudancas
significativas no sinal analitico. Ensaios de recuperacdo de NNG em diferentes
propor¢cdes de amostras de produto técnico de glifosato (1:10, 1:100 e 1:1000)
apontaram que pode ser possivel a determinacdo de NNG em baixas concentracdes

de glifosato como, 10 mg L™.
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ABSTRACT

N-nitrosoglyphosate (NNG) is considered a highly toxic impurity originated during the
glyphosate synthesis process. National and international regulatory agencies fixed the
maximum limit of 1.0 mg kg™* of NNG in technical glyphosate. In despite of this
relevance, there are few methods for this determination based on complex procedures
and time-consuming derivatization techniques. In this way, the aim of this work is to
develop an alternative method based on indirect determination of NNG by Griess
reaction, with automation of two sample treatment steps through of a sequential
injection system - SIA, that adds a fast and simple analytical procedure besides
increase of sensitivity. Automated sample treatment steps consisted of derivatization
by photolysis and solid phase extraction. The photolysis of NNG presented significant
advantages over chemical derivatization, because of ultraviolet radiation at 254 nm
that provides the cleavage of the N-NO, producing NO, species. These ions were
concentrated in an anion exchange solid phase and eluted with Griess reagent for
subsequent determination at 540 nm. The sequential method with online extraction
and photoderivatization provided a linear response in a concentration range of 0.05 to
0.75 mg L™ NNG. A detection limit was estimated as 3.1 x 102 mg L™, that is
approximately 32 times higher than the maximum limit established by the regulatory
agencies. The coefficient of variation to three injections of the 0.05 mg L™ of NNG was
estimated in 3.74%. The preconcentration factor of the solid phase resulted in 12 times
and reproducibility was 48 sucessive extractions without significant changes in the
analytical signal. Recovery tests of 1.0 mg L™ NNG for different amounts of technical
glyphosate solid samples (1:10, 1: 100 and 1: 1000) showed that can be possible to
determine NNG at lower concentrations of glyphosate as, 10 mg L™.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Com o fomento e as constantes inovag¢des da producéo agricola no mundo, o
uso e comeércio dos herbicidas crescem exponencialmente. Neste montante, pode-se
destacar o glifosato (N-fosfonometil—glicina), que € o herbicida organofosforado mais
utilizado mundialmente para o controle de ervas daninhas em diversos tipos de
plantacdes, como: arroz, banana, cacau, café, cana-de-acucar, citrus, coco, feijao,
fumo, eucalipto, macd, mamao, milho, nectarina, pastagens, péra, péssego,

seringueira, soja, trigo, uva, dentre outras 2.

As formulagdes comerciais dos herbicidas a base de glifosato sdo misturas de
ingredientes ativos e aditivos extras como, tensoativos e surfactantes, denominados
componentes inertes, dos quais sdo protegidos por sigilo industrial 3. Entretanto
existem compostos derivados do processo de sintese do glifosato presentes nas
formulagbes que sdo altamente toxicos. Diante disso foram estabelecidos por lei
teores maximos dessas impurezas nos produtos técnicos deste herbicida *°. Dentre
as impurezas toxicologicamente relevantes do herbicida glifosato, a principal é o N-
Nitrosoglifosato (NNG). Essa espécie pertence ao grupo das N-nitrosaminas,
compostos organicos, que apresentam efeitos toxicolégicos acentuados,

principalmente relacionados carcinogenicidade em animais °.

O NNG é gerado em meio reacional através de rea¢des intermediarias com o
produto majoritario da sintese, o glifosato. Diante dessa propensao do glifosato a se
converter a NNG em pontuadas situacbes, a determinacdo deste analito nos
produtos comerciais de glifosato € comumente condicionada a procedimentos de
separacdo da espécie, mediante o uso de técnicas analiticas de alto custo e longos
e complexos procedimentos de preparo de amostra. Além disto, sdo poucos o0s

métodos existentes que exploram a determinacado deste analito * "% °.

O preparo de amostras € uma das etapas de maior relevancia na sequéncia
analitica. As técnicas empregadas disponibilizam por meio de transformacdes
guimicas ou fisicas, aliquotas de amostra na qual o analito apresenta-se disponivel e
com menor quantidade de interferentes. Assim, este processo viabiliza ou melhora a
deteccado do analito '°. Este procedimento exige, muitas vezes, varias etapas como,
digestdo, diluicdo, decomposicdo, que despende muito tempo de andlise. A

automacao dessas etapas apresenta expressivas vantagens para as determinacdes,
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proporcionando métodos mais simples, rapidos, com menor producao de residuos e
menos suscetiveis a perdas por manipulagdo da amostra por realizar o

procedimento em ambiente fechado **.

O preparo de amostra comumente empregado para a determinacdo de NNG
consiste na prévia separacdo do composto por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), seguida da derivatizacado quimica por meio de acidos fortes como
HBr e HCl * "% ° A automacdo desse procedimento de derivatizacdo em fluxo
apresenta-se desvantajosa devido aos reagentes utilizados que proporciona alto
aguecimento e requerem materiais resistentes para suportar as condi¢cdes reacionais

apresentadas *2.

Em alternativa a esse procedimento, a derivatizacdo por fotblise apresenta
maior  simplicidade operacional, menor complexidade, com principios
ambientalmente amigaveis. Esta técnica utiliza fétons como reagentes para a quebra
das ligacbes quimicas de compostos fotossensiveis e 0s converte em outras

espécies determinaveis por métodos de deteccdes mais simples **

, suprindo as
expressivas desvantagens apresentadas pela derivatizacdo quimica convencional.
Muitas vezes apoOs o procedimento de derivatizacdo, sédo utilizadas técnicas de

separacéo que proporcionam melhorias na detectabilidade do analito **.

Uma das técnicas de separacdo mais utilizadas em preparo de amostras e
gue se apresenta bastante compativel com a automacdo € a extracdo em fase
sélida, SPE (do inglés, Solid Phase Extraction). A SPE é vastamente utilizada para
separar ou concentrar analitos que se encontre em baixas concentragcdes em suas

matrizes *°

ou em amostras que contenham espécies em sua composi¢cdo que
reajam diretamente com o analito. O uso deste procedimento proporciona para a
determinacdo analitica maior seletividade, sensibilidade e menor complexidade

operacional *°.

Para a automacdo de moédulos de processamento de amostras, como a
fotoderivatizacdo e a SPE, os sistemas de analises em fluxo, como o Sistema de
Andlise por Injecdo Sequencial, SIA (do inglés, Sequential Injection Analysis)
apresenta-se como alternativa promissora. Esse instrumento possibilita a insercéao e
manipulacdo de uma ou mais etapas de preparo de amostra atraves das diversas

vias presentes neste sistema *’.
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Tendo em vista os aspectos descritos, o presente trabalho de dissertacdo
teve como objetivos principais a automacao e otimizagdo de duas etapas de preparo
de amostras, a derivatizacao por fotdlise e a extracdo em fase sdlida, em um sistema

SIA, para a determinacéo indireta do NNG pelo método de Griess.

Assim, esta dissertacao foi dividida em seis capitulos, dos quais, este primeiro
capitulo expde uma breve introducdo e os objetivos gerais desta dissertacdo. No
capitulo 2 sdo explorados os conteudos bibliograficos e tedricos a respeito dos
principais aspectos deste trabalho como, o0 NNG e suas propriedades fisico-
quimicas, a automacdo do preparo de amostras, o sistema SIA e caracteristicas
principais da fotoderivatizacdo e extracao em fase sélida para o preparo de amostra.

O capitulo 3 explora a primeira etapa experimental deste trabalho que
consiste no desenvolvimento de um sistema SIA para determinacdo e extracdo de
nitrito em linha explorando a reacdo de Griess. A Ultima etapa experimental
abordada no Capitulo 4, compreende os estudos de otimizacdo da automacdo da
fotoderivatizacdo para a determinacao indireta do NNG, no sistema resultante do

Capitulo 3.

Por fim, o Capitulo 5 apontam as conclusfes gerais e perspectivas futuras
deste trabalho de dissertacdo e o Capitulo 6 lista as referéncias bibliogréaficas

utilizadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE O HERBICIDA GLIFOSATO

O glifosato, N-(fosfonometil)glicina (C3HsNOsP), € um herbicida ndo seletivo
amplamente utilizado no combate as plantas infestantes (ervas daninhas) em
diversos tipos de cultivo. Este composto € um dos herbicidas mais produzidos e
utilizados em escala mundial. Suas aplicacbes abrangem desde a jardinagem
doméstica a enormes plantacdes. O uso deste herbicida foi também fomentado nos
altimos anos, através do advento de culturas geneticamente modificadas resistentes
a este produto, proporcionando assim maior seletividade para as culturas de

interesse 1819,

7z

O glifosato € normalmente comercializado em forma de sal, de trés tipos:
isopropilaménio-glifosato, glifosato-sesquisddio e glifosato trimesium. Os dois

20

primeiros citados sdo patenteados pela Companhia Monsanto < comercializados

como Round up® , o glifosato trimesium é comercializado pela empresa Syngenta?..

As formulagdes sdo comercializadas nas formas: liquida, solida e “ready-to-

use” 1

. Normalmente, nas composi¢cdes do herbicida comercial sdo adicionados
outros componentes, com objetivo de aumentar a eficacia do produto. Dentre estes
compostos adicionais é possivel encontrar surfactantes e outras substancias que
contribuem para a fixacdo do herbicida na planta ou aumentar a atividade do
glifosato, porém essas informacfes sao frequentemente omitidas pelos fabricantes

para protecdo da formulagado.* .

As especificacfes para ensaios quimicos de 2014, disponibilizadas pela FAO
- US (Food and Agriculture Organization — United States) * classifica o glifosato
como um produto que apresenta baixa toxicidade aguda sem efeitos adversos aos
seres humanos, relacionados a  carcinogenicidade, mutagenicidade,
teratogenicidade, e/ou toxicidade reprodutiva *. Entretanto, em marco de 2015, a
IARC (International Agency of Research on Cancer) avaliou a toxicidade de alguns
herbicidas organofosforados, dentre eles o glifosato. Apés as realizacbes dos testes
adequados e da constatacdo de niveis de glifosato no ar, agua, alimentos, no
sangue e urina dos trabalhadores agricolas, a IARC classificou o produto como

classe 2-A (provavel cancerigeno em humanos) *® 2. Essa nova classificagéo para o
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glifosato apresenta-se preocupante para o mundo, principalmente para paises com

alto consumo deste herbicida como o Brasil %

, uma vez que além da potencial
toxicidade aliada ao glifosato, as formulacdes ja possuiam algumas impurezas com
caracteristicas expressivamente toxicas em suas composicdes. Esses
contaminantes e seu relativo controle por 6rgdos governamentais serdo melhores

abordados no préximo tépico.

2.1.1 Controle do teor de impurezas toxicologicamente relevantes

em formulacdes de glifosato, com énfase no N-nitrosoglifosato

Durante a sintese do glifosato sdo produzidas, por reacfes concomitantes,
varias impurezas como: glifosina, acido  hidroximetilfosfénico,  &cido
iminobismetilfosfénico, acido aminometilfosfénico (AMPA), N-metilglifosato, e
algumas sao consideradas mais toxicas que o proprio glifosato, como o N-Nitroso-

fosfonometil-glicina ou N-Nitrosoglifosato (NNG) e formaldeido *.

O NNG e o formaldeido séo classificadas como toxicologicamente relevantes
por agéncias internacionais como a FAO * EPA-US (Environmental Protection

Agency of United States) 2

e nacionais como, ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Santiraria) em conjunto com IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

e dos Recursos Renovaveis) °.

Para a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) as
impurezas toxicologicamente relevantes sdo substancias que tem potencial de
apresentar efeitos toxicos intensos ao se comparar com o ingrediente ativo, que
podem aumentar a fitotoxicidade, alterar as propriedades fisicas do produto, liberar

residuos indesejaveis nos alimentos ou causar contaminacdo ambiental %°.

Devido a comprovada toxicidade do formaldeido e do NNG aos seres
humanos e meio ambiente, 0os niveis maximos permitidos dessas substancias nos
produtos técnicos de glifosato sdo de 1,3 g kg™t e 1,0 mg kg™, respectivamente * °.
Os limites normatizados sdo comuns & agéncias internacionais como a FAO * e
para agéncias Brasileiras ANVISA e IBAMA °. Desta maneira, os produtos técnicos
em gue os teores dessas impurezas estejam superiores aos limites vinculados pelas
normativas, ndo podem ser utilizados para a fabricagdo dos produtos formulados

(herbicidas comerciais). Dessa maneira assegura-se que nos produtos formulados, a

v
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concentracdo dessas impurezas sejam menores que 0s limites regulatorios. Assim,
as formulacdes de glifosato em que as concentracbes de formaldeido e NNG
estejam acima desses limites de regulacdo ndo podem ser comercializadas ou

exportadas.

Para o formaldeido ndo hé& registros claros na literatura de como essa
substancia € formada nos produtos finais de glifosato. Alguns estudos apontam que
a obtencdo desta impureza pode estar relacionada a degradacdo do AMPA ?'. Ja
para 0 NNG, a literatura pontua possiveis causas para a presenca deste
contaminante no meio, que pode estar relacionada a reagbes concomitantes que

ocorrem durante o processo de sintese do herbicida *.

Existem diversas rotas sintéticas para obtencdo do glifosato, sendo que o
procedimento mais utilizado baseia-se na reacdo com trés fases, sendo elas sintese,
condensacdo e hidrélise 2. Um esquema simplificado para a sintese do glifosato
esta ilustrado na Figura 1.

CH,OH/ Et,N (40°C, 60 min; 50°C 60 ,min) o

0 ? (MeO), P(=0)H (65°C 95 min) H/\ ,(?

'éH + H N/\[\ HCIH,O (120°C) > N P—CH
2 2 OH NaOH HO H (l)

NH,

Figura 1. Esquema simplificado da sintese do herbicida glifosato. Adaptado de Zhou e colaboradores
28

A nitrosacao do glifosato € uma reacdo que ocorre de forma concomitante
com a sintese do herbicida e é a principal responséavel pela presenga do NNG nos
produtos finais. A ocorréncia desta reagdo no meio esta relacionada com a presencga
de espécies nitrosantes, [NO]Jx, na agua e/ou no ar que séo utilizados nas etapas

reacionais “.

O NNG faz parte do grupo das N-nitrosaminas que apresenta efeitos
conhecidamente carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos em animais. Estudos
realizados por Magee e Barnes ® demonstraram a relacéo direta da exposicéo a uma
das nitrosaminas mais simples, a NDMA (N-nitrosodimetilamina), com a ocorréncia

de tumores hepaticos em ratos. Segundo os autores, através de ensaios realizados
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com mais de 300 espécies de nitrosaminas foi possivel comprovar que 90 % das

espécies testadas, apresentaram efeitos carcinogénicos em diferentes animais °.

As nitrosaminas S40 compostos organicos que possuem O grupo nitroso [-
NO] ligado diretamente ao sitio nitrogénio da amina. A forma mais comum de
obtencdo de N-Nitrosaminas é reacdo de nitrosacdo de aminas secunddrias, com
agentes nitrosantes, como: NO3, NO, e NO %°.

As N-nitrosaminas podem estar presentes em diversos produtos, como:
detergentes, corantes, produtos carneos, formulacdes cosméticas e herbicidas,
como o glifosato. Devido a sua elevada toxicidade, a literatura aborda alguns
procedimentos que buscam a eliminacdo destas espécies, através de técnicas de
destruicdo segura, baseadas na sua denitrosacdo de forma a descaracterizar a

nitrosamina 2°.

A denitrosacédo consiste na retirada do grupo [NO] da amina. Para esta reagéo
sdo utilizados comumente &cidos minerais fortes como HCI, HBr, HI e mais
raramente, a fotélise direta da espécie ** . A denitrosacédo acida de N-nitrosaminas,
chamada também de derivatizacdo quimica (Figura 2), leva a formacdo de uma
amina secundéaria e um grupo nitroso, sendo assim a reacdo de ordem inversa da
nitrosacéo. A adicdo de acido no meio deve ser realizada de modo que favorega o
equilibrio da reacéo para formacédo dos produtos, desta maneira, desfavorecendo a
ocorréncia da nitrosacéo 2°. A denitrosacdo por fotélise serd melhor abordada no

topico 2.2.1 deste capitulo.

\}\l NH (|)|

lll + H + X R R T N—y
P
R R

Figura 2. Esquema reacional da denitrosacao acida de uma N-nitrosamina. R= radicais, X = anion

derivado do &cido. Adaptado de Loeppky e Michejda *°.

O NNG possui estrutura molecular semelhante a do glifosato, o que acarreta,
também, em uma similaridade nas suas caracteristicas fisico-quimicas *. A diferenca
das duas moléculas encontra-se apenas no grupo [NO], ligado ao sitio da amina,
caracteristico das N-nitrosaminas (Figura 3). Com isso, a separacdo desses
compostos muitas vezes € dificultada devido a grande semelhanca associada a
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essas espécies *. Sendo assim, a maioria dos métodos para a determinacdo do
NNG apresentam uma etapa destinada a separacdo destes compostos, que sera

melhor abordada no proximo topico.

HO Y HO 7
NH B N B

/ SOH |/ oH

e} HO O _N HO

O/

(1) (2)
Figura 3. Estruturas moleculares do glifosato (1) e N-Nitrosoglifosato (2).

2.1.2 Determinagdo de N-nitrosoglifosato em formula¢cdes a base

de glifosato

A determinacdo de NNG tem sido pouco abordada na literatura * "9 3% 3233

Essa escassez de informacBes pode estar relacionada com o sigilo industrial * a
respeito da rota produtiva do herbicida, uma vez que o NNG é uma impureza
inerente apenas aos produtos técnicos de glifosato ou de formulagdes que

contenham o glifosato ou seus sais™ *.

Dentre os métodos existentes na literatura, a maioria realiza uma separacao
prévia do NNG da matriz de glifosato. Esta necessidade de isolamento do analito
estd relacionada, dentre outros aspectos, a auséncia de métodos seletivos para

essa determinacao.

O método indicado pela FAO * para determinacdo de NNG em formulagées de
glifosato é similar ao método oficial da companhia Monsanto ’. Este procedimento é
destinado a formulacdes solidas e utiliza Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para a separacdo do NNG da amostra em forma anidénica em uma coluna
SAX (Strong Anion exchanger). A eluicdo é realizada com uma solugéo de fosfato de
amonio/metanol (pH 2,1). Apds a separacdo, o NNG é submetido a derivatizagéo
quimica liberando as espécies nitrosil (NO+) e NO,. A denitrosacdo do NNG é
realizada com uso de acido bromidrico (HBr) em concentraces elevadas 48 % (v/v)
e temperatura de 95 °C, por aproximadamente 15 minutos. Ap0s essa reacgdo é
adicionado o reagente de Griess (RG), que consiste numa solucdo formada por
Sulfanilamida (SAM) 1,0 g L™ em HCI 1,2 mol L™ e de 1-Naftiletilenodiamina (NED)
4,35 g L™ em HBr (48 %) em meio Acido. Esta solucdo reage com NO e NO, e

10
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forma um composto de coloracéo rosa, que absorve radiacéo visivel na faixa de 540

nm 4.

O RG é amplamente utilizado para a determinacdo espectrofotométrica de
espécies NO, ** *°. Diante da seletividade apresentada pela reacéo de Griess para
espécies nitrito, este método tem sido bastante utilizado para a determinacéo

indireta de espécies que possam gerar nitrito, como nitratos e N-nitrosaminas.

O método mais recente para determinacdo de NNG da companhia Monsanto
(AQC 1140-E) é destinado a formulacdes liquidas e segue 0 mesmo procedimento
citado acima ®. Ambos os métodos possuem expressivas desvantagens, como alto
namero de etapas que favorece a propagacdo de erros analiticos, uso de alta
concentracdo de acidos e alta temperatura do reator pés-coluna (95 °C). Além disto,
esses métodos apresentam o inconveniente da possivel formacdo de espécies NO3
e da reacdo concomitante entre NO, e HBr, gerando a espécie NOBr ,que em
ambos casos ocasiona subestimagcdo no produto gerado no meio reacional para

deteccéo *.

Uma tentativa de simplificacdo dos métodos descritos acima foi proposta por
Kim e colaboradores ?, destinada a amostras de produto técnico (PT) de glifosato. O
procedimento emprega a CLAE com coluna SAX e deteccao espectrofotométrica. A
proposta abordou a realizacéo de todo o procedimento em fluxo continuo. O preparo
de amostra foi realizado com adicdo de acido sulftrico 0,1 mol L™ nas amostras de
glifosato, que auxiliou na separacdo do NNG e do glifosato em fase estacionaria
SAX. A eluicao foi realizada com Na,SO, em pH 11,5. O eluato foi direcionado ao
mesmo fluxo da solucdo carregadora que era composta por porcentagens de NED e
de SAM em HCI 4,5 mol L. Dessa maneira a solucdo carregadora, além de
denitrosante, era também o reagente colorimétrico. O eluato e a solugéo
denitrosante/reagente foram mantidos em aquecimento a 95 °C por 15 minutos. Em
seguida o produto foi enviado a um banho gelado antes de seguir para a cela de

deteccao espectrofotométrica °.

Esta proposta apresentou alta complexidade operacional, uso de
equipamentos de custo elevado e tempo de procedimento relativamente longo, nao
abolindo grande parte dos inconvenientes relacionados aos meétodos oficiais.

Entretanto, o método apresenta a substituicdo do HBr por HCI em menor
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concentragéo e a realizacdo do procedimento em linha proporcionou a diminuigdo no
consumo de reagentes e também o aumento da sensibilidade analitica quando em

comparacao aos métodos oficiais.

Outro método que explora a determinacdo de NNG em amostras de PT de
glifosato foi proposto por Pastore e colaboradores *. Primeiramente, foi realizada
uma extracao prévia do NNG por meio da diluicdo de 5,0 g da amostra em 25 mL de
solucéo de H,SO,com agitacao, repetindo o procedimento até completar 100 mL. O
tempo total do preparo de amostra fora da CLAE foi de 30 minutos. Logo apés o
extrato foi inserido em uma coluna Dionex de troca anionica e a separacao dos
compostos foi realizada. A deteccéo foi realizada por condutimetria. Os autores
relataram a presenca de dois conférmeros para o NNG, em que a presenca de uma
das estruturas depende do pH da solucdo. Como desvantagem o método
apresentou um tempo longo de preparo de amostra e 0s autores relataram o
inconveniente da saturacao dos sitios da fase estacionaria com grandes quantidades

de glifosato que pode prejudicar a retencdo de NNG na fase estacionaria.

Young e colaboradores ¥, realizaram um dos primeiros estudos que abordam
a fot6lise do NNG com radiacao ultravioleta (UV). A espécie alvo deste trabalho foi o
glifosato presente em raizes e folhas. Desta maneira, o glifosato foi submetido a
nitrosacao, para obtencdo do NNG, para isso uma solucao de glifosato foi misturada
a uma solucédo de NaNO, em pH 3. O NNG foi entédo separado por cromatografia de
coluna delgada (CCD), e a clivagem fotolitica do NNG foi realizada por meio da
exposicdo da solucdo a radiacdo UV por 10 minutos. Os produtos derivados da
clivagem como AMPA e glicina, foram misturados a reagentes fluorescentes, como
fluorescamina ou cloreto de difenilamina-paladio. As amostras foram preparadas
com extracéo por solventes e foram fortificadas com o NNG e o procedimento seguiu
como descrito acima. Este trabalho relata o primeiro registro encontrado na literatura
com o emprego da radiacdo UV na derivatizacdo do NNG. Mesmo que a aplicacao
nao foi direcionada ao NNG, os autores apontam que esse método pode ser
explorado para esta finalidade devido ao baixo limite de deteccdo (LD) = 0,2 ng e
elevadas recuperacdes desta espécie nas amostras. Assim, este estudo confirma

gue a denitrosacéo do NNG pode ser realizada por meio da fotélise dessa espécie.
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Outra alternativa para a determinagdo indireta do glifosato por meio da
formacéo de NNG, foi proposta por Bronstad e Friestad *®. A matriz deste estudo
foram aguas naturais. O procedimento utilizou amostras de agua fortificadas com
glifosato (1:1) em meio acido e a separacao foi realizada por meio de uma coluna
Dowex 1X-8. Apds a separacdo, o eluato contendo glifosato, foi submetido a
nitrosacdo por meio da adicdo de uma solugdo de NaNO, 0,2 mol L™ em meio &cido.
As medidas do NNG formado foram realizadas por polarografia de pulso diferencial.
Este estudo baseou-se na eletroatividade apresentada pelo NNG, enquanto o
glifosato ndo apresentou essa caracteristica. Assim 0 método apresentou
recuperacdo de 58 %, tempo de andlise relativamente alto, de 3 — 4 h para somente
uma amostra. O autor relata a boa seletividade para o NNG por parte do sistema de
deteccdo, uma vez que outros compostos mais abundantes da matriz ndo séo
nitrosados pela reacdo, como o AMPA e ndo se apresentam como interferentes na
deteccdo. Entretanto, apesar desta vantagem apresentada pelo método, seria dificil
a automacédo desse sistema de deteccdo utilizado em um sistema de analises por

injecdo sequencial.

Observa-se pelos trabalhos citados que a determinagcdo de NNG é
influenciada diretamente pela presenca de glifosato no meio, a medida que um pode
ser convertido no outro por reacbes de denitrosacdo e nitrosacdo. Quando a

quantidade de NNG no meio é maior em relacdo ao glifosato " ®

percebe-se pouca
influencia do glifosato na determinacdo. Entretanto, quando da presenca de
elevadas quantidades de glifosato e baixas de NNG sao exigidos procedimentos de
preparo de amostra mais elaborados que visam separar as duas espécies para

posterior quantificagéo.

Algumas matrizes apresentam componentes que interferem na obtenc&o do
sinal para determinado analito, como é o caso do glifosato e NNG. Esse fendmeno é
denominado efeito de matriz e é dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos
componentes da amostra ou a solventes e/ou reagentes utilizados no preparo das
solucdes de trabalho *°. Quando da ocorréncia deste efeito, & necessério o uso de
técnicas que tornem o analito disponivel e apropriado para quantificacdo. Diante
disto, a etapa de preparo de amostra apresenta-se como ferramenta indispensavel e
a automacdo dessa técnica possibilita procedimentos analiticos mais simples,
rapidos e reprodutiveis.
13
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2.2 AUTOMACAO DO PREPARO DE AMOSTRAS

O preparo de amostra € um procedimento que visa isolar e/ou concentrar
analitos de uma determinada matriz e/ou realizar a limpeza da amostra (clean up). O
namero de etapas destinadas para o preparo de uma amostra depende diretamente

do analito, da sua concentracdo no meio e da composicdo da matriz *°.

As técnicas de preparo de amostra podem ser divididas em dois modos de
processamento: off-line (fora da linha) e on-line (em linha). No modo off-line todo o
procedimento de concentragcdo e/ou extracdo do analito € realizado fora do
instrumento de andlises. No modo on-line, o procedimento é realizado nos modulos
analiticos inseridos em linha no sistema *°, caracterizando assim, a automacéo do

procedimento de preparo de amostra.

Em geral, a automacdao visa realizar todas as etapas requeridas pelo método
no modo on-line e com a menor intervencdo humana possivel. Isto possibilita a
obtencéo de resultados analiticos fidedignos e com maior rapidez, por meio do uso
de equipamentos mecanicos ou roboticos. Uma alternativa que apresenta excelentes
resultados para a automacao de preparos de amostra sado os sistemas de analises
por injecdo em fluxo, FIA (do inglés, Flow Injection Analysis) devido as
caracteristicas inerentes a esses equipamentos que Sao essenciais para automacao

de procedimentos **.

Os sistemas FIA sdo instrumentos analiticos empregados em analises
quimicas que utilizam de movimentos caracteristicos de fluidos (disperséo,
conveccao e difusdo) para a determinacdo de uma espécie. Aliquotas definidas de
amostra e reagente sao introduzidas em um fluido transportador, que forma a zona
de amostra. Esse fluido tem como funcdo conduzir esses segmentos das solugcdes
até o sistema de deteccdo “°. Quando a zona de amostra passa pelo detector é
gerado um sinal transiente, proporcional ao gradiente de concentracdo, formado pela
dispersdo da amostra nos segmentos de fluxo. Assim, a temporizacao reprodutivel
da analise quimica, permite com que as reacdes ocorram em condi¢cdes controladas
de formacao dos produtos, minimizando o tempo de analise, uma vez que néo ha
necessidade da ocorréncia do equilibrio da reacao 40 Assim, no percurso analitico
podem ser adicionadas soluc¢des reagentes e modulos de preparo de amostra como:
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2

a SPE *, extracdo liquido — liquido %, camaras de diluicbes ** e lampadas para

reacbes fotoquimicas **.

Os sistemas SIA sdo considerados uma segunda geracao dos sistemas FIA,
nao em guestao de avanco da técnica, mas de complementariedade de funcdes. Os
analisadores sequenciais s&o instrumentos com maior versatilidade que apresentam
simplicidade nos comandos operacionais e manipulacédo das diversas vias por meio
de uma valvula multiportas. Devido a presenca dessa valvula € possivel o
acomodamento de diversas solucdes reagentes, como também, varias unidades de

processamento de amostra *2.

Basicamente, os sistemas SIA possuem uma seringa como sistema de
propulsdo, uma valvula multiportas de 8 vias, uma bobina de retencéo, do inglés,
Holding coil (HC) e um sistema de deteccdo (Figura 4). A seringa realiza dois
movimentos: aspiracdo e bombeamento dependendo do seu sentido. Na ponta da
seringa ha uma valvula bidirecional que a partir de um comando via software abre a
porta IN ou OUT (Figura 4). A valvula multiportas possui oito portas para insercéo de
solucdes e/ou modulos, que se comunicam individualmente com a via central (Figura
4). Nesta via central estd conectado o HC que se liga a porta OUT da seringa. Desta
maneira, para a formacdo dos segmentos da zona de amostra, primeiramente 0s
volumes séo aspirados pela seringa para a bobina de retencao (direcédo da seta azul,
Figura 4) e em seguida, através da reversao do sentido do fluxo (seta verde, Figura

4) a mistura é bombeada para o sistema de deteccdo *” *°.
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Holding Coil

IN out
VB (HC)
“r

Solugdo = 3 E
Transportadora S B O B
Solughes reagentes

Saringa

Figura 4. Diagrama de um sistema SIA. VB = vélvula bidirecional, IN/OUT = posi¢des de valvula

bidirecional para bombeamento/aspiracdo de VB, D = descarte. As setas indicam a dire¢éo do fluxo.

Dentre os diversos modulos de processamento de amostra que podem ser
acomodados nos sistemas em linha, como os sistemas FIA e SIA citados acima,
encontram-se os moédulos de fotoconversdo “°. O uso da radiacédo tem sido bastante
explorado como procedimento de preparo de amostras. Assim, procedimentos de
conversdo fotoquimica, como a derivatizacdo por fotdlise ou fotoderivatizacédo
apresenta-se como alternativa para o preparo de amostra de espécies que sejam
fotossensiveis, ou seja, apresentem mudangas em sua estrutura molecular quando
expostas a radiacdo eletromagnética. A automacao deste modulo para preparo de
amostra € bastante comum em instrumentos analiticos, principalmente em modo de
derivatizacdo pés-coluna (CLAE) de compostos farmacéuticos 13 ou com menor
aplicacdo, em sistemas FIA % O préximo tépico aborda a utilizacdo da
fotoderivatizagcdo como preparo de amostra, em especial para as N-nitrosaminas e a

automacao deste procedimento em alguns instrumentos analiticos.

2.2.1 Fotdlise aplicada a procedimentos de derivatizagcdo, com

énfase em N-Nitrosaminas

Em geral, a fotoquimica aborda estudos reacionais de moléculas

eletronicamente excitadas e suas propriedades quimicas e fisicas, desde a absorcao
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da radiac&o na regi&o ultravioleta e visivel, até o retorno ao estado fundamental *’. O
preparo de amostra envolvendo radiagdo eletromagnética, normalmente é
direcionado para a decomposicdo, degradacdo e rompimento de ligacbes quimicas
de determinadas espécies. A radiacdo UV é vastamente utilizada para o preparo de

amostras e abrange a regido do espectro eletromagnético de 190 a 380 nm 2.

Procedimentos direcionados a derivatizacdo de espécies permite obter novos
compostos que apresentam-se melhores adequados a sistemas de deteccdo mais

simples 3.

As espécies quimicas fotossensiveis podem ser submetidas a
procedimentos de derivatizacdo por fotolise que proporciona maior detectabilidade a
espécie. A fotoderivatizacao € uma técnica ambientalmente amigavel, que aliada aos
principios de quimica verde, produz minima quantidade de residuos ao utilizar fotons
nas reacoes, em alternativa aos reagentes quimicos comumente utilizados nas

derivatizagdes convencionais 2.

O uso de reacdes fotoquimicas no preparo de amostra, proporciona diversas
vantagens ao procedimento analitico, como, flexibilidade, rapidez, simplicidade,
seletividade e minimizacdo na geracdo de residuos *. Em comparacdo com as
derivatizacdes quimicas convencionais, a fotoderivatizacdo apresenta as seguintes
vantagens: i) a utilizacdo dos fétons como reagentes, sem precisar de preparo,
armazenamento e controle de degradacdo de solucdes, ii) especificidade para
guebra energética da ligacdo, devido a sensibilidade que algumas ligacdes da
estrutura molecular do analito apresenta para determinados comprimentos de onda,
iil) ndo ha necessidade da reacéo atingir o equilibrio reacional quando a eficiéncia de
conversdo for considerada reprodutivel *. Além disso, fotoderivatizacdo tem sido

apontada como um dos agentes de derivatizacdo mais baratos atualmente 13

Para utilizacdo desta técnica, os modulos empregados sdo simples,
normalmente fotorreatores, constituidos de lampadas de mercuario, nos quais por
meio de tubos de diametro reduzido, as solu¢cbes sdo expostas a radiacdo para
ocorréncia da reacdo quimica **.Os fotorreatores tem sido miniaturizados, aliando

ainda mais os principios da quimica verde para a técnica > *°

A fotoderivatizacdo pode ser facilmente adaptada em equipamentos que
possuam linhas de conexdo continua como cromatografos e analisadores em fluxo.

Para o acoplamento em linha nestes sistemas, utiliza-se comumente tubos de PTFE
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(Politetrafluoretileno) para expor as solucdes a radiagdo e consequentemente

realizar as conexdes do fotorreator com o instrumento analitico *> °°.

Assim, para compostos que apresentem a fotolabilidade, como as N-
nitrosaminas, a fotoderivatizacdo pode ser adequadamente aplicada como preparo
de amostra. Dessa forma, através dos compostos derivados da fotolise podem ser
aplicadas reacbes sequenciais, como a reacao de Griess, que podem proporcionar

determinacbes seletivas dessas espécies °.

Entretanto, para a utlizacdo da
fotoderivatizacdo é necessario conhecer alguns comportamentos basicos do analito
de interesse quando da exposicdo a radiacdo. As N-nitrosaminas sS40 compostos
fotossensiveis e as caracteristicas fotoguimicas relacionadas a exposicdo da

espécie a radiacdo UV serdo melhores exploradas abaixo.

As propriedades fotoquimicas das N-nitrosaminas tem sido extensamente
estudadas desde as décadas de 1960 e 1970 % °*>* O crescimento nos estudos
das propriedades dessas espécies foi fomentado com a descoberta da sua alta
toxicidade apresentada nos estudos publicados por Maggee e Barnes em 1956 °. As
N-nitrosaminas sdo compostos fotolabeis, que sofrem clivagens de algumas ligacdes
de sua estrutura quando expostas a radiagdao UV, em comprimento de onda de
especifico. Os compostos formados pela clivagem das N-nitrosaminas sé&o

comumente: NO,", NO-, glicina *3.

Apesar da dificuldade na indicacdo de rotas reacionais, a literatura apresenta
alguns trabalhos que propbe mecanismos para a fotoderivatizacdo de N-
Nitrosaminas simples, como a NDMA *°. Outros estudos abordam a fotoquimica
geral dessas espécies, expondo propriedades e explicando os diferentes tipos de
reacdes que podem ocorrer com outras nitrosaminas, como, a N-nitrosopiperidina,
N-nitrosodipentilamina e N-nitrosohidroxilamina >2. Além disso, a forma e 0 meio em
gue essas espécies se encontram sao etapas definitivas para o bom rendimento da

converséo fotoquimica.

by

Devido a estrutura ressonante presente nas N-nitrosaminas, essas Sao
classificadas como zwiterions (Figura 5). Essas espécies apresentam a densidade
de carga eletrénica concentrada no atomo de oxigénio, favorecendo com que a

protonacado da espécie ocorra na terminacdo em que o oxigénio se encontra 2.

18



REVISAO BIBLIOGRAFICA

R R OH
\ //O Ny 7/
/ /

R R

Figura 5. Estrutura ressonante de uma N-nitrosamina. Adaptado de Chow 2.

Segundo Chow 3

, as N-nitrosaminas desprotonadas (Figura 6, A) ou
protonadas (Figura 6, B) sofrem pouca ou nenhuma fotolise. Em A (Figura 6), devido
a concentracdo de carga no oxigénio essa espécie tem tendéncia a converter-se em
B. A formacdo de B (Figura 6) estd condicionada a presenca de elevadas
concentracdes de acidos, como HCl e H,SO,4, com aproximadamente 4 mol L™ (pH
menor que 1). Assim, o autor aponta que as N-Nitrosaminas em forma de complexo
acido (Figura 6, C), que é formado na presenca de menores concentracdes 4cidas, 2

mol L™ (pH maior que 2), sdo as mais suscetiveis a clivagem fotolitica de suas

ligacoes *3.
E
G R — " O—HX
R & H* \ ,O—H \NO
W == N=N Nz=NT
R R R
A) (B) ©)

Figura 6. Estruturas de uma N-nitrosamina desprotonada, protonada e complexo acido. X = anion do
acido utilizado. Adaptado de Change Lee e colaboradores °.

Estudos para a fotélise de uma das N-nitrosaminas mais simples, a NDMA,
indicam a existéncia dois mecanismos reacionais de quebra de ligacéo: a clivagem
homolitica e heterolitica *>. A clivagem homolitica consiste na quebra da ligagédo N-
NO, conforme € possivel observar na Figura 7, na qual os radicais amino derivado e
nitrosil sdo formados. O nitrosil, por sua vez, sofre rapida oxidacdo a NO,” em meio

aquoso >°.
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Figura 7. Esquema reacional para a clivagem homolitica de uma N-nitrosamina.

O segundo mecanismo consiste na clivagem heterolitica da ligagdo N-NO,
gue tem como produtos uma amina e o ion NO; (Figura 8), proveniente da

dissociacéo do &cido nitroso *°.

R
R s~ _O—H hv NI
NN > _NH, + HNO, (N,0,)

H,0 (H *INO,) R

Figura 8. Esquema reacional para a clivagem heterolitica de uma N-nitrosamina.

Como resultados dos seus estudos, Wang % e colaboradores apontam que de
acordo com principios termodinamicos, a clivagem homolitica € mais favorecida que
a heterolitica. Entretanto, outros estudos evidenciam o favorecimento da clivagem
heterolitica devido ao ataque nucleofilico da agua ao grupo nitroso da espécie °2.
Desta forma, ambas as reacdes podem ocorrer em meio aquoso, sendo que nos

% e colaboradores

dois casos h4 a formacdo de NO; no meio. Ademais, Lee
realizaram estudos de otimizacdo da clivagem fotolitica da NDMA. Os resultados
demonstraram que o comprimento de onda responsavel pela quebra da ligacdo N-
NO se encontra em torno de 254 nm e que em pH maior que 2 até o neutro, a NDMA
apresentou maior eficiéncia de conversdo em produtos °°. Assim, de uma forma
geral, pode-se atribuir essas caracteristicas e mecanismos reacionais ao NNG, uma
vez que na literatura ndo ha registros para a fotélise dessa espécie.

Em cromatografia liquida, a fotoderivatizacdo pds—coluna € bastante utilizada

49,5758  alimentos °% % %1 62 dentre outros. Desta forma,

para analises de farmacos
espécies complexas sdo separadas e convertidas a novos produtos, por meio da
incidéncia de radiacdo. Essas novas espécies, apresentam propriedades que
possibilitam a determinacdo em detectores comuns como: UV-Vis , fluorescéncia ou

eletroquimicos.
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Uma aplicacéo interessante da fotoderivatizagdo de N-nitrosaminas em CLAE
foi o procedimento proposto por Lee e seus colaboradores *!. O estudo consistia na
determinacdo espectrofotométrica do NO, gerado pela fotélise de algumas N-
nitrosaminas, como a NDMA, N-nitrosodietanolamina (NDELA) e mais outras sete
nitrosaminas presentes em agua. Os compostos eram previamente separados em
uma fase estacionaria SEC (Size — Exclusion Chromatography), e com o
procedimento em linha, o eluato era exposto a radiacdo em um fotorreator composto
por uma lampada UV e uma bobina reacional de capacidade para 1 mL. Um sistema
pés-coluna foi empregado para adicdo do reagente de Griess e posterior deteccéo.
Os autores relacionam dados importantes de eficiéncia para a fotdlise, dos quais a
NDELA apresentou 80 % de liberagcdo de NO,  em 15 minutos de exposicdo e para
N-nitrosaminas aromaticas, como a N-dimetilnitrosoanilina, a conversdo foi de
apenas 10 % em 30 minutos de exposicdo °'. Assim, para esse estudo essas N-
nitrosaminas ndo foram classificadas como fotoldbeis. Os autores ainda realizaram a
determinacdo de outros compostos nitrosados como nitrito e nitrato, que
demonstraram que para esta matriz a fotolise apresentou-se como seletiva para as

N-nitrosaminas.

Outra aplicacdo para a fotoderivatizacdo de N-nitrosaminas em CLAE foi
proposta por Bellec e colaboradores ® na qual a determinacéo foi realizada também
por espectrofotometria pela reacdo de Griess com o nitrito proveniente da fotélise
das espécies. A aplicacao foi direcionada a amostras de cerveja e de suco gastrico.
Os compostos foram separados em fase estacionaria reversa e o eluato da coluna
foi enviado, em linha, a um fotorreator com uma bobina reacional com capacidade
de aproximadamente 1,7 mL, que foi envolta na lampada UV. A linha que levava o
produto fotoderivatizado foi conectada a linha em que o0 RG era bombeado formando
0 produto para a deteccdo. O estudo demonstrou valores de conversdo de 90 %
quando da presenca de pequenas concentracdes para as nove N-nitrosaminas

analisadas (5 — 9 nanogramas - ng), dentre elas o NDMA em concentracdo de 1 ng.

Os trabalhos supracitados evidenciam o0s excelentes resultados da
fotoderivatizagdo como preparo de amostra de diferentes N-nitrosaminas que
possuem estruturas moleculares proximas a do NNG, proporcionando a esses
métodos maior sensibilidade, seletividade e eficiéncia. Porém o0s métodos
apresentados utilizam de técnicas de custo elevado e com tempo de andlise
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relativamente altos, dos quais apenas para a separacdo das espécies na fase
estacionéaria sao gastos de 30 a 50 minutos.

Os sistemas de analises em fluxo apresentam-se como uma excelente
alternativa para suprir as desvantagens apresentadas pela técnica citada acima,
uma vez que sdo equipamentos mais simples, versateis com custo relativamente

menor e apresentam alto processamento amostral.
2.2.1.1 Fotoderivatizacdo em sistemas de analises em fluxo

Métodos analiticos que envolvem o uso de radiacdo tem sido bastante
empregados em sistemas FIA, para fins diversos como, degradacdo de residuos

32, 65, 66

toxicos reacionais ®, na derivatizacéo de espécies , especiacdo de metais °,

digestdo de amostras ®® ou digestdo e especiacdo conjunta de espécies quimicas .

A utilizacdo de lampadas como moédulos de preparo de amostra nos sistemas
FIA é facilitada adaptando os fotorreatores em linha. Normalmente esses modulos
sdo compartimentos fechados que minimiza a exposicao do analista a radiacdo UV e
diminui perdas do analito por manipulacdo ou contaminacdo das solucbes, que
comumente acontecem nos preparos de amostra em ambiente aberto. Além disso,
dependendo do tipo de lampada utilizada, o aquecimento é menor do que o gerado
pelas derivatizacbes quimicas convencionais e devido a temporizacdo controlada
dos sistemas FIA, é possivel explorar o uso de reacées incompletas “°. Diante disto,
os trabalhos abaixo relacionados demonstram o0s excelentes resultados para
algumas aplicacoes de fotorreacdes em fluxo aliadas a derivatizagéo do analito.

O uso da radiacdo foi aplicado para fotoderivatizacdo dos ions cloreto
presente em aguas e urinas em um sistema FIA por multi-impulsdo desenvolvido por
Rocha e colaboradores ®°. A amostra era bombeada juntamente com uma solucéo
de persulfato de potassio em meio acido, para um fotorreator UV com 375 uL de
volume interno (v.). Com a inversdo do solendide, era acionado um tempo de
parada de fluxo de 15 s da solugcdo no fotorreator. A radiacdo possibilitou a
conversdo de cloreto a Cloro que reagiu com a solucdo de alaranjado de metila
promovendo descoloracéo do reagente, proporcional a sua concentracdo. O método
além de apresentar caracteristicas analiticas satisfatérias, como baixo LD. e alta
frequéncia analitica de 75 det h™ (determinaces por hora), apresentou-se como
7

 que utilizam reagentes
22
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altamente téxicos, evidenciando os preceitos ambientalmente amigaveis associados
a fotoderivatizacdo. Além disto, esta técnica corrobora o sucesso da automacao da

fotoderivatizacéo, aliada a determinacdes espectrofotométricas nos sistemas FIA.

Um sistema FIA por multicomutacdo foi proposto por Pérez-Ruiz e
colaboradores, no qual empregava a fotoderivatizacdo do NDMA ™ com deteccéo
por quimiluminescéncia. A aplicagdo do método foi destinada a aguas naturais e
produtos carneos "*. Dois fotorreatores foram utilizados no procedimento, um para a
fotélise da ligacdo N-NO da N-nitrosamina e outro para a foto-oxidacdo de 3-
(2,2"bipiridil)ruténio 1l com peroxidissulfato de potassio que gerou a espécie 3-
(2,2"bipiridil)ruténio 11l que reagia com a dimetilamina (DMA), proveniente da fotolise
de NDMA gerando um composto quimiluminescente. Com isso duas bombas
peristalticas gerenciaram as solucdes. Uma era destinada para bombear as soluces
para a foto-oxidacdo do reagente, e a outra para fotdlise do NDMA. Para a foto-
oxidacdo, o reagente era bombeado juntamente com um tampéo (pH 7,0) para o
fotorreator com lampada UV onde a espécie era foto-oxidada. A fotoderivatizacao do
NDMA foi realizada em um fotorreator em linha, composto por uma lampada UV e
uma bobina de 600 pL v.i. onde a solucéo era exposta por 30 s. Apos a fotdlise, foi
realizada uma etapa de clean - up da amostra, com uma minicoluna, on-line
recheada com resina de troca anibnica Dowex, para retencdo das espécies NO- e
NO, provenientes da fotolise de NDMA, antes da mistura com o0 reagente
quimiluminescente, evitando a provavel nitrosacdo da DMA a NDMA. Assim, por
uma confluéncia a DMA e o 3-(2,2"bipiridil)ruténio Ill eram direcionados ao detector
guimiluminescente. Como desvantagens, o método apresentou-se bastante sensivel
a mudancas de pH, pois utilizou trés tampdes diferentes, além de reagentes com
custo relativamente altos como o 3-(2,2 bipiridil)ruténio Il. Para o fotélise de NDMA
0s autores relatam que apenas 30 s de exposicao foi suficiente para conversédo de
quase 100 % da NDMA com frequéncia analitica satisfatéria de 50 det h?,
entretanto, ndo expuseram dados sobre o potencial aguecimento que pode ser

ocasionado no sistema quando do uso de dois fotorreatores.

Uma aplicacéo interessante para fotoderivatizacdo seguida da extracdo em
fase sélida de N-nitrosaminas em um sistema FIA por multicomutacao foi realizada

por Luque-Pérez e colaboradores 2.

O método proposto foi direcionado a
determinacdo de NDMA em produtos alimenticios, mediante a conversédo
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fotoquimica da espécie em ions NO,, que foram determinados por
espectrofotometria pelo método de Griess. O sistema proposto abordava todo o
preparo da amostra em fluxo e era composto por duas bombas peristalticas. A
primeira bomba, tinha por funcdo levar a mistura da amostra para filtracdo e logo
apos transporta-la até uma minicoluna de extracdo de 2 cm preenchida com resina
trocadora de anions (Dowex), que era destinada ao clean — up do NO;" que fosse
inerente a amostra. Assim o0 extrato da coluna seguia para a camara de quartzo
onde a solucédo era exposta a radiacdo UV por dez minutos. A segunda bomba
peristaltica era conectada na camara de radiacdo que aspirava a solucdo
fotoderivatizada, rumo a uma coluna de extracédo (1 cm), recheada completamente
com alumina onde ficavam retidos os ions nitrito. A eluicdo do nitrito foi realizada
diretamente com o reagente de Griess seguindo para o detector. A técnica proposta
possuia um arranjo operacional complexo e por consequéncia o tempo de analise foi
bastante demorado, sendo destinados dez minutos somente para a fotélise do
NDMA. Porém a realizacdo de todo o procedimento em linha, demonstrou maior
reprodutibilidade nas varias etapas que compdéem o método. Essa aplicacéo
evidencia a grande versatilidade inerente aos sistemas FIA ao comportar trés
ma&dulos de preparo de amostra diferentes.

O unico trabalho que aborda a fotoderivatizacdo de NNG em sistemas FIA foi

realizado por Lins *

empregando multicomutacdo. O método foi baseado na
conversdo fotoquimica do NNG a espécies NO- e NO;', pela radiacdo UV (254 nm),
gue reagiram em linha com o RG e foram determinadas espectrofotometricamente.
O autor conseguiu uma resposta linear satisfatoria para fotoderivatizacdo de NNG
em linha, com apenas 20 segundos de exposicdo e frequéncia analitica de
aproximadamente 46 det h™. Entretanto nas aplicacdes com amostras reais, um
efeito de interferéncia matriz acentuado foi identificado e de acordo com o autor
haveria a necessidade da realizacdo de estratégias de preparo de amostras, que
ndo foram realizadas. Este estudo confirma a hipotese da aplicacdo da
fotoderivatizagéo para determinacdo de NNG, que com o devido preparo de amostra
permite estabelecer um método inovador e seletivo para este analito.

Os meétodos citados acima evidenciam os 6timos resultados que os sistemas

FIA %7 seja por multcomutagdo "', " ou multi-impulsdo ™

apresentam na
acomodacdo de reagbes fotoquimicas em linha. Embora os trabalhos citados
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apresentem bons resultados foi possivel notar que alguns sistemas necessitaram de
arranjos operacionais mais complexos quando do uso de varias etapas de preparo
de amostra em linha. Desta forma, o sistema SIA pode ser considerado uma
alternativa eficaz para a manipulacdo desses procedimentos mais complexos,
devido a maior quantidade de vias disponiveis no sistema que podem acomodar de
forma simples diferentes médulos de preparo de amostra *2.

No entanto, na literatura existem poucos trabalhos que abordam reacdes
fotoquimicas empregando os sistemas SIA “°. Os estudos encontrados abordam
diversas matrizes e diferentes procedimentos fotoquimicos, como: especiacdo de
carbono em aguas por fotooxidacdo “°, digestdo fotoquimica de matéria organica em
aguas °8, otimizacdo da reacéo foto-Fenton em fluxo ’°, fotoinducdo da fluorimetria
de farmacos ’’, sintese de nanoparticulas por fotélise "® e a oxidacdo fotocatalitica
do fosforo em leite . De acordo com a pesquisa realizada nenhum trabalho foi
encontrado abordando a fotolise de N-nitrosaminas ou do NNG em sistemas SIA,
demonstrando assim, a inovacgao inerente ao objetivo deste trabalho de dissertacao.

Os métodos descritos acima para determinacéo de N-nitrosaminas 3% ™ 2

em
fluxo com uso da fotoderivatizagcdo apontaram a necessidade de que uma etapa de
separacdo dos produtos derivados da clivagem seja realizada para melhorias na
seletividade do método. Uma das estratégias de separacdo mais utilizadas e que
apresenta otimos resultados para automacao em sistemas FIA é a extracdo em fase
sélida. Esta ferramenta tem seu uso consolidado como médulo de preparo de
amostras nesses sistemas, devido a facilidade encontrada para a insercao dos
suportes contendo as fases sélidas nas vias destes equipamentos. A SPE apresenta
excelentes resultados como estratégia de separacdo de analitos em pequenas
concentracbes e para o isolamento de espécies em meios que Sao propicios a

apresentar eventual efeito de interferéncia matriz, como o NNG.

2.3 EXTRACAO E PRE-CONCENTRACAO EM FASE SOLIDA

A SPE é uma das técnicas mais utilizadas no preparo de amostra para o
isolamento do(s) analito(s), a remocao de interferentes ou a concentracdo de
espécies presente em baixas concentracfes na amostra. Sua aplicacdo baseia-se
na interacdo de espécies em solugdo com uma fase sélida porosa que tem por
funcao isolar/reter a espécie de interesse e/ou potenciais interferentes da amostra *°.
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A SPE vem sendo estudada desde 1970 como técnica complementar em
outros procedimentos instrumentais de separacdo como: cromatografia gasosa,
CLAE ou eletroforese capilar. A juncdo da SPE a essas técnicas proporciona
amostras mais limpas e por consequéncia maior seletividade e sensibilidade para os

métodos analiticos *°.

Para grande parte das aplicacdes, os dispositivos SPE mais empregados séao
os cartuchos de extracdo, em forma de seringa, preenchidos com massas variadas
de fase solida. Nas extremidades do cartucho séo dispostos filtros que evitam a
saida do material sélido do dispositivo. Os materiais sorventes empregados sao
similares aos utilizados nas colunas de cromatografia liquida, fazendo com que os

mecanismos de separacéo e eluicdo possuam certa semelhanca *°.

As fases solidas sao fabricadas de forma a obter um sélido rigido, poroso mas
com elevada area superficial. Alguns sdo compostos por bases poliméricas porosas,
como: metacrilato por ligacdes entrecruzadas, copolimero de poliestireno e
divinilbenzeno, outros por silica ou silica modificada e carbono grafitizado *°.
Atualmente existem uma diversidade de fases soélidas disponiveis comercialmente,
dentre as principais estdo: compostos de grupos organicos como C18, C8, C2, ciclo
exil, fenil, responsaveis por realizar ligagcbes com espécies apolares e de média
polaridade, cianoaminopropil, aminopropil (NH,) que faz ligacbes com espécies
polares por meio de interagdes hidrofilicas e trocadores ibnicos como, aminopropil
ligado a silica ou &acido sulfénico que séo caracterizados por interacdes ibnicas com

espécies carregadas (anions e cations) *°.

Para a extracdo das espécies de determinada matriz, a solucéo é percolada
através do solido e a(s) espécie(s) de interesse sao retidas na fase soélida por meio
das interacbes com 0S grupos presentes 8 Assim, pode-se isolar determinada
espécie e/lou outras espécies que facam parte da matriz e que eventualmente
possam também ter afinidade com a fase sélida. Para a retirada da(s) espécie(s) da
fase sélida sdo comumente empregadas solugbes para eluigdo, que tem por funcéo

retirar as espécies da fase sélida.

O analito é extraido da amostra por meio de processos quimicos, fisicos e
mecanicos de separacdo, como: adsorcédo, particdo (fase normal e reversa), troca

ibnica e exclusdo ®'. Assim, cada tipo de interacdo dependera da ligacdo seletiva
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das espécies de interesse com o0s grupos funcionais dispostos na superficie do
sélido ' %, Para as extracdes de compostos organicos s&o comumente empregadas
fases solidas polares (fase normal) para separacdo de espécies organicas que sao
polares, ou fases sdlidas apolares (fase reversa) para separacdo de compostos
apolares. Os mecanismos aplicados nestes casos sao de particdo e adsorcao
conduzidos por forcas de Van der Waals '°. As fases sélidas de troca idnica sdo
geralmente utilizados na separacdo de espécies anibnicas e catibnicas por meio de

interacdes eletrostaticas *°.

A extracdo em fase sélida possui quatro etapas béasicas, que estdo ilustradas
na Figura 9 e podem ser enumeradas da seguinte forma: 1) condicionamento,
destinado a ativacdo dos grupos da fase sélida ajustando-a para interagir com
determinada forca com os solventes da amostra e forcas diferentes para o solvente
de eluicdo, € utilizada também para regenerar a fase sdlida ao realizar sucessivas
extracoes, 2) extracdo do analito, através da percolacédo da solucado de amostra pelo
sorvente que promove a retencdo do analito e/ou de impurezas, 3) lavagem com
solvente, na qual utiliza-se uma solucdo de lavagem apropriada para remover as
impurezas e nao o analito e 4) eluicdo do analito e/ou impurezas que acontece por
meio de mecanismos que interrompam a interacao do analito com a fase sélida por
meio da acdo quimica de uma solucdo eluente. Apés a eluicdo, o analito se

encontrard como componente do eluente e disponivel para a determinacéo .
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Figura 9. Passos para extracdo em fase sélida das espécies de interesse. (1) condicionamento e
ativacdo do sorvente, (2) percolacdo da amostra no cartucho e retengcdo do analito e impurezas, (3)

lavagem com solvente, (4) eluicdo do analito.

Em amostras que contém pequenas concentracdes do analito de interesse,
normalmente é utilizado o procedimento de pré-concentracdo das espécies que
consiste na passagem de maiores volumes pela fase sélida e a eluicao € realizada
com volume reduzido de eluente que remove a espécie de interesse,
proporcionando a quantificacdo de analitos em baixas concentracbes e 0 aumento

da sensibilidade do método *°.

z

Considerando estes aspectos € possivel observar que a extragdo em fase
sélida apresenta-se como uma técnica de facil operacdo e com consumo moderado
de reagentes, quando comparada a outros métodos de separagdo, como a extracao
liquido-liquido. Como o objetivo deste trabalho de dissertacdo envolve a separagao
do anion nitrito proveniente da denitrosacdo do NNG, a extracdo por troca idnica

sera abordada em mais detalhes no préximo topico.
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2.3.1 Extracdo em fase solida de troca anidnica

As primeiras constatacfes a respeito de materiais trocadores de ions foram
realizadas por Way e Thompson em 1850 . Através de testes realizados com
amostras de solo, os autores comprovaram a eficiéncia do mesmo na remocéo de
espécies idnicas de solucdes reagentes de amébnia e potassio. Atualmente, as
resinas trocadoras sao constituidas por material poroso, natural ou sintético, inerte,

insolivel em agua e solventes organicos. %

Resinas trocadoras baseadas em matrizes organicas com alto grau de
polimerizagao e ligagbes cruzadas sdo comumente utilizadas na fabricagéo de fase
sélida de troca ibnica através de ligacBes covalentes com 0s grupos trocadores
ibnicos. Estas fases solidas apresentam elevada capacidade de troca e estabilidade
de pH .Entretanto, a presenca das muitas ligacées cruzadas na resina afeta sua
capacidade e seletividade de troca para ions volumosos devido ao dificil acesso
dessas espécies aos grupos trocadores que se encontram dentro dos poros do

suporte 3% 8,

As fases solidas fabricadas a base de silica sdo bastante utilizadas devido a
alta resisténcia desse material, que ndo sofre com facilidade alteracbes em sua
estrutura devido a processos térmicos ou mecéanicos. Os grupos silandis presentes
em sua superficie podem realizar ligacdes com uma variedade de grupos trocadores
como: C18, NH, dentre outros *°, apresentando-se como uma fase sélida bastante

versatil aplicada para extracdo de ions em diversas matrizes.

O mecanismo de troca i6nica ocorre por meio de interacdo eletrostaticas do
grupo trocador com solugbes liquidas ou gasosas que contenham analitos
carregados positivamente ou negativamente. Os trocadores idnicos sao classificados
em catidnicos e anibnicos a depender do grupo trocador ligado covalentemente a
matriz. Os trocadores catibnicos possuem grupos com carga negativa ligados ao
suporte e um contra - ion de carga oposta ligado a esse grupo. Por sua vez os
trocadores anibnicos possuem grupos com carga positiva ligados a matriz e um

contra — fon de carga negativa ligado a este grupo. *> %

A extragdo de um anion em uma determinada matriz ocorre por meio da
permuta entre essa espécie com o contra-ion, como o Cl representado na Figura 10,
ligado na fase sélida ®. Este fon encontra-se ligado a um grupo trocador, que por
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sua vez estd ligado ao suporte sélido, que possui 0s sitios carregados positivamente
para a retencdo do anion na fase sélida. Para a eluicdo do anion podem ser
utilizados alguns mecanismos como, neutralizacdo das espécies dispostas nha
superficie da fase soélida, aumento da concentracdo de anions que provoca a
competicdo pelo sitio do grupo trocador e “forga” a saida do anion de interesse para
a solucéo eluente, uso de solugbes tampéo ou a adicdo de um anion que contenha

melhor afinidade pelo grupo trocador do que o anion retido .

Yo
—0, /\/\/ﬁ’< cr
oy
i— OH

0]
Ve

Figura 10. llustracédo da ligacdo do grupo trocador de amina quaternaria ligada quimicamente a silica.

Adaptado de Phenomenex ®.

Os grupos trocadores podem ser classificados em trocadores ibnicos fracos,
meédios e fortes de acordo com sua dissociacdo no meio reacional. A dissociacao
dos trocadores ibnicos fracos € dependente do pH, ocasionando restricbes na
estabilidade da troca que varia em funcao do pH. Por sua vez os grupos trocadores
fortes possuem maior estabilidade e apresentam-se dissociados em ampla faixa de
pH 8. Trocadores baseados em aminas e amdnio quaternario sdo os que tem maior
utilizacdo para extracdo de espécies anibnicas. As aminas alifaticas primarias,
secundarias e terciarias séo classificadas como trocadores fracos, exigindo
mecanismos de controle de pH do solvente e do eluente para extracdo  ®. Ja o
amonio quaternario é classificado como um trocador forte de anions, assim como o
tetrametilamoénio (Figura 10) que possui estabilidade de dissociacdo em ampla faixa
de pH. O mecanismo de troca para esse tipo de fase sélida, baseia-se na permuta
do contra-ion, geralmente cloreto, com o anion de interesse. Baixas recupera¢cdes do

analito podem acontecer na presenca de outros anions no meio que tenham maior

30



REVISAO BIBLIOGRAFICA

afinidade ao sitio trocador do que o analito ou quando da presenca de elevada forca
ibnica no meio (competicdo pelo sitio). A afinidade dos anions pelos grupos
trocadores normalmente obedecem a seguinte ordem: I'> Br> NO3z> CI'> H,PO,4 >
CH3;COO™> F %%,

O volume de amostra a ser percolado no sorvente pode variar de microlitros
(uL), mililitros (mL) até litros (L) a depender do interesse da aplicacdo. As fases
sélidas possuem quantidades especificas de sitios ativos para realizar interacfes. O
volume de breakthrough #, é atingido quando todos os sitios disponiveis na
superficie do sorvente foram ocupados e ndo ha perda para a retencdo do analito
contido na amostra %. Esse dado é encontrado no laudo especifico do fabricante da
fase solida e apresenta bastante relevancia para relacionar o volume de amostra e a
massa de fase solida, além de estimar a quantidade de eluente para retirar todo o

analito, sem perdas ou efeito de meméria .

A massa adequada de fase sélida para determinada extracdo é aquela que
fornece um numero suficiente de sitios habeis para realizar a troca com a
guantidade de analito contido na amostra. A Tabela 1, relaciona alguns valores de
massa de sorvente de troca iGnica com sua respectiva capacidade de retencédo e o
volume minimo de eluente a ser utilizado para retirar todo o analito da fase soélida. E
possivel observar que a capacidade de retencédo da fase sélida ndo ultrapassa 5%

da massa total de material sorvente utilizada °.

Tabela 1. Relacao da massa de fase sélida com capacidade de retencéo e volume de eluente. Dados

extraidos do guia Phenomenex *°

Massa de fase s6lida (mg) Capacidade de retencédo de espécie Volume minimo de
média (mg) eluicdo (uL)
50 25 125
100 5 250
200 10 500
500 25 1200
1000 50 2400

? Breakthrough: Para a SPE indica o volume que contém quantidade maxima de massa em
miligramas do analito que pode ser pré - concentrada na fase sélida de acordo com a massa e
capacidade de retencdo da fase sélida e/ou por falta de otimizagdo dos parametros da SPE.
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Em geral, os dispositivos para SPE mais comuns, seringas, cartuchos ou
discos sao utilizados quando o modo de conducgdo da técnica analitica € realizada
de forma off-line (ou em batelada). Para procedimentos automatizados, o ideal é que
a extracdo ocorra em linha com uso de componentes especificos que acomodem a

fase sélida para serem inseridos no percurso analitico **.

A automacao da extracdo em fase sélida, torna-se atrativa como médulo de
preparo de amostra nos sistemas SIA por diversas vantagens, como: a reducao
significativa nas perdas das amostras por contaminacdo e manipulacdo, reducéo no
consumo de amostras e massas de fase sélida, reducdo dos erros analiticos,
reutilizacdo da fase solida, reducéo dos custos e da quantidade de residuos gerados

e maior processamento amostral *°.

2.3.2 Extracdo em fase solida nos sistemas SIA

Procedimentos de extracdo em fase sélida em sistemas de andlises em fluxo
foram propostos com objetivo de suprir as desvantagens da SPE em batelada *°. A
insercdo de mddulos para SPE em sistemas em fluxo, proporciona maior controle
das etapas de extracao, refletindo em maior reprodutibilidade para os resultados
obtidos. Ademais, o procedimento é realizado em ambiente fechado, com melhor
gerenciamento do tempo de analise, minimizando possiveis evaporacdes, 0 que

torna a extracdo mais eficaz, dinamica e com menor consumo de reagentes ** 73,

Em geral, os procedimentos SPE em fluxo englobam as mesmas etapas da
extracdo em batelada (Figura 9), porém com o material sorvente inserido em linha
por meio de um suporte. Este suporte deve ter tamanho adequado para acoplar-se
nos tubos de didmetro reduzidos que integram o0s sistemas em fluxo.
Frequentemente s&o utilizadas minicolunas como suporte para 0 sorvente,
normalmente em formatos cilindricos, fabricadas manualmente ou comercializadas,

permitindo a automac&o da SPE em fluxo, principalmente nos sistemas SIA e FIA **,

Para construgdo manual dos suportes para a fase solida sédo utilizados
materiais comuns em laboratérios, como: seringas, ponteiras de micropipetadores,
tubos de vidro, tubos de PTFE, algodéo, 1a de vidro, dentre outros. O primordial &

garantir que a vedagéo das extremidades da coluna impeca o escoamento da fase
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sélida pelas tubulacdes, mas permita a passagem do fluxo sem a elevacdo da

pressdo hidrodinamica **.

Nos sistemas SIA, a minicoluna pode ser inserida em diferentes locais do
percurso analitico, por meio de conexdes com 0s tubos das varias vias do sistema.
Essa versatilidade permite a realizacdo de procedimentos que exijam mais de uma
etapa de extracdo ou da extracdo de produtos derivados de outro procedimento de

preparo de amostra também alocado ao sistema *2.

Uma aplicacéo interessante para automacdo da SPE em sistemas SIA (SIA -
SPE), para determinagdo espectrofotométrica de ions nitrito em aguas naturais, foi
realizada por Mir6 e colaboradores ®”. A minicoluna utilizada consistia de um tubo de
vidro (1,5 cm x 0,4 mm d.i.) preenchido completamente com 55 mg de fase solida
C18, e as extremidades preenchidas com |a de vidro. A minicoluna foi conectada em
linha depois da bobina de reacado e antes do sistema de deteccdo. Assim, a zona de
amostra aplicada foi em formato “sanduiche”, na qual uma aliquota de amostra
encontrava-se disposta entre duas aliquotas do reagente RG. Essa zona de amostra
foi enviada para a minicoluna para retencdo do composto colorido da reacdo de
Griess. Em uma confluéncia antes da minicoluna, era injetada a solugcdo eluente
(metanol 80 %), através de outra seringa acoplada ao sistema que era acionada
apos a etapa de SPE. Para cada extracao foi realizado o condicionamento da fase
sélida com a mesma solucédo usada como eluente. O método apresentou baixo LD =
0,32 ug L™ e um fator de pré-concentracdo de 170 vezes, para 10 mL de amostra.
Os autores indicaram que a eficiéncia para reutilizacdo da fase sdlida foi de 45
injecdes e que o volume de breakthrough foi de 10 mL de uma solu¢do de NO, 0,01
mg L*, sendo considerado um baixo volume diante da concentracdo de NO,
empregada. Entretanto o método apresentou adequadas recuperacfes de nitrito

maiores que 93 % e alta sensibilidade.

Outra estratégia que abordou a automacdo da SPE em sistema SIA foi
proposta por Zhang e colaboradores ® para a determinacdo espectrofotométrica de
NO," em nmol L™* em &gua do mar. Neste procedimento foram utilizados 200 mg
fase solida HLB (do inglés, Hidrofilic-Lipofilic Balance), da qual foi acomodada em
uma coluna comercial de SPE. A minicoluna, por sua vez, foi acoplada ao sistema

antes do detector e depois da bobina de reacdo. Uma outra linha conectava a
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minicoluna a um frasco com as aliquotas da amostra misturadas ao RG. O produto
colorido era percolado pela fase sélida e posteriormente eluido com uma solucéo de
etanol 25 % em meio acido. Os autores ndo citam informacdes a respeito do volume
de breakthrough da fase sdélida nem sobre fatores de pré-concentracdo, apenas
apontam que a reutilizacdo da fase sélida foi satisfatéria resultando em 55
extracdes. O método apresentou LD satisfatdrio, igual a 0,5 nmol L™ e recuperacdes
de 92,2 a 108,4 %. Os autores relataram a presenca do efeito Schlieren nas
medidas em que utilizaram solucdes eluentes com concentracdes mais elevadas dos
reagentes, maior que 50 % de etanol e maior que 0,25 mol L™ de H,SO,. Assim, o
efeito foi minimizado nos sinais pela diminuicdo da concentracdes dos reagentes e
pelo preenchimento da linha que liga a detec¢cdo a SPE com uma solucao de etanol
50%.

Quando da insergédo da SPE em fluxo, comumente ocorrem perturbagcdes nos
sinais oticos que séo atribuidas ao efeito Schlieren. Esse fendmeno € decorrente do
uso de eluentes constituidos por diversos reagentes em elevadas concentracfes
gue por consequéncia possuem diferentes indices de refracdo. Essas diferencas
proporcionam mudancas na direcao do feixe de radiacdo gerando distor¢des no sinal
analitico. Assim, quando da ocorréncia desse efeito, faz-se necessario o uso de
ferramentas de compensacédo ou correcdo de forma a impedir a interferéncia desse

efeito no sinal para o analito .

Uma aplicacdo abordando a extracdo de uma espécie na forma anibnica por
SIA — SPE foi proposta Vidal e colaboradores *° para a determinacao fluorimétrica de
acido 2-fenildenzimidazol-5-sulfénico (Eusolex) em amostras de urina. A minicoluna
foi construida em laboratério e consistia de um tubo de PTFE 20 cm x 3,0 d.i
preenchido com 150 mg de fase sélida de troca anidnica SAX Lichrolut. A minicoluna
foi entdo conectada antes do sistema de deteccao e depois da bobina de reacéo do
sistema. O método utilizou a técnica de adicdo de padrdo nas quais os padrbes e
amostras foram preparados em solucéo de hidréxido de sédio 1 %. Primeiramente, a
amostra era percolada pela fase solida. Em seguida era percolada uma solucéo de
lavagem (NaCl) da fase sélida e a eluigo foi realizada por HCI 0,1 mol L™. O método
apresentou baixo limite de deteccdo 12 ng mL™ e elevada sensibilidade para a
resposta linear. Os autores abordam que a etapa de lavagem neste estudo foi de

extrema importancia para a seletividade do método devido a presenca de outros
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anions na amostra que ficavam também retidos na fase soélida. Além da lavagem, o
autor ndo aborda outros dados sobre a otimizagao da SPE.

Além dessas aplicacdes, a literatura apresenta um acervo diversificado para a

aplicacdo SIA-SPE para outros analitos em diversas matrizes, ambientais % 9% %

alimentos %, monitoramento do corpo humano % % % farmacos %, cosméticos *°
dentre outras. Essas aplicacbes confirmam o éxito da automacdo da SPE em

sistemas SIA.

Os trabalhos supracitados demonstram as caracteristicas benéficas da
aplicacdo e os excelentes resultados da estratégia SIA-SPE na obtencdo de
métodos com maior sensibilidade, obtida através de elevados fatores de
concentracdo, com reutilizacdo da fase sdlida para consecutivas extracfes e
principalmente com baixos limites de deteccdo possibilitando determinacdes em
baixas concentracdes, como pg L™ ou mg L™ Essa caracteristica atribui uma
vantagem especial para a aplicacdo proposta neste trabalho de dissertacdo, que
propde o uso da SPE para a retencdo do NO, proveniente da fotoderivatizacdo do

NNG, que normalmente encontra-se em sua matriz em concentracdes muito baixas.

Considerando os aspectos abordados acima, conclui-se que o sistema SIA
apresenta vantagens expressivas para manipulacdo de procedimentos em linha
acomodando diferentes modulos de preparo de amostra destinados a um mesmo
analito, como a fotoderivatizacdo e a extracdo em fase sélida. Diante disto, propde-
se nesta dissertacdo o emprego da fotoderivatizacdo e extracdo em fase sélida
como modulos de preparo de amostra em linha em um sistema SIA para a

determinacao indireta de N-nitrosoglifosato.
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CAPITULO 3

Desenvolvimento de um sistema SIA para extracao e

determinacé&o de nitrito em linha

36



DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA SIA PARA EXTRACAO E
DETERMINACAO DE NITRITO EM LINHA

3. DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA SIA PARA EXTRACAO E
DETERMINACAO DE NITRITO EM LINHA

A literatura abrange um acervo de inUmeros métodos para a determinacao de
NO, em diferentes matrizes utilizando diversas técnicas analiticas, como:
cromatografia gasosa (CG), CLAE, analise em fluxo, eletroforese capilar, aliados a
diferentes sistemas de deteccdo como, eletroquimicos, fluorescéncia, UV-Vis %, e
até mesmo a determinac&o direta por sensores eletroanaliticos '°*. Essa diversidade
de métodos esta relacionada, dentre outros aspectos, a presenca abundante deste

ion em diferentes meios como, alimentar, industrial, corpo humano e meio ambiente
100

Dentre esses métodos, o0 mais utilizado para determinacdo
espectrofotométrica de NO, é a reacdo de Griess (Figura 11) desde que Johann
Peter Griess em 1879, demonstrou a seletividade dessa reacgéo para fons nitrito 3*
192 A Figura 11 demonstra um esquema simplificado para essa reacdo que consiste
na diazotizacdo do SAM seguido do acoplamento de NED que produz um produto

cromoéforo azo proporcional a concentracdo do ion no meio que absorve em 540 nm
102
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Figura 11. Esquema simplificado da reac&o de Griess para a forma¢&o do azo composto.

Métodos para determinacédo de NO, baseados em sistemas FIA, apresentam-
se ambientalmente amigaveis devido a diminuicdo no consumo do reagente de
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Griess proporcionada pela realizacdo de procedimentos em tubos de diametro
reduzido. Essa reducdo apresenta-se benéfica devido as propriedades toxicas e

cancerigenas atribuidas aos compostos presentes nessa solucdo °* 1%,

O método de Griess também se apresenta como alternativa para
determinacao indireta de moléculas maiores que possam gerar nitrito como produto
reacional. Desta maneira, relaciona-se, por estequiometria as concentracdes da
espécie alvo e do NO, gerado. Assim, é possivel determinar espécies complexas,
por meio de deteccdes mais simples como a espectrofotometria UV-Vis " & % °! Esta
estratégia apresenta-se promissora para as N-nitrosaminas, como o NNG, que

789 gu fotoquimicas >'. Devido as

geram nitrito por meio de reac¢des quimicas
baixas concentracdes de nitrito geradas por esses procedimentos de converséao, o
uso da SPE em linha, alia maior sensibilidade e seletividade para a determinacéo

deste ion.

O desenvolvimento de métodos que abordam a estratégia SIA-SPE exploram
diversos parametros que influenciam na eficiéncia da extragdo. Os principais
aspectos a serem avaliados sdo: volume da amostra, composicdo e volume da
solucédo eluente, reprodutibilidade da fase solida, dentre outros a depender da
aplicacao de interesse. Assim, a otimizacado dos parametros da SPE torna-se uma
etapa de extrema importancia para o sucesso da aplicacdo **.

Nesta dissertacdo foram desenvolvidos trés sistemas em fluxo para
determinacdo de nitrito. O primeiro sistema objetivou a otimizacdo das variaveis
hidrodindmicas explorando a reacdo de Griess para determinagao
espectrofotométrica do NO,". Os dois sistemas restantes empregaram a insercao da
SPE para extracdo e determinagéo de nitrito em linha, que devido ao uso de duas
solugdes eluentes diferentes foram necesséarias duas configuracdes de fluxo

distintas.
3.1 PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 Equipamentos e materiais

O instrumento utilizado para automacgéo da SPE e manipulacdo dos reagentes
foi o sistema FlAlab 3500 (FIAlab Instruments, USA). Este equipamento € composto

por uma valvula seletora de oito portas — valvula multiportas, um sistema de
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propulsdo de seringa (CAVRO XL 3000) no qual foram utilizadas seringas com
capacidades volumétricas de 5 mL e 10 mL, e uma bomba peristaltica. Para o
gerenciamento das programacdes e aquisicdo dos dados foi utilizado o software
FlIAlab 5.0 versdo para Windows. Para construgcdo do percurso analitico foram
utilizados tubos de PTFE com 0,8 mm de d.i. (diametro interno) e quando do uso da
bomba peristaltica foi utilizado um tubo de Tygon branco-branco (1,02 d.i, 30 cm de
comprimento). O sistema de detecgédo consistiu de um espectrofotometro UV-Vis
USB 2000 (Ocean Optics) com fonte USB-ISS UV-Vis (Ocean Optics) composto por
lampada de tungsténio — halogénio e deutério. A cela de deteccdo consistiu em uma
cubeta de fluxo em quartzo (Hellma) com caminho 6tico del0 mm e 80 L de volume

interno.

Foram utilizados cartuchos de extracdo em fase sélida de amina quaternaria
Stracta — SAX (Phenomenex ®), 100 mg — 5 mL. Esses cartuchos foram abertos e a
fase solida contida no seu interior foram retiradas. Para a automacdo da SPE no
sistema SIA foi construida uma minicoluna, para suportar a fase soélida, baseada na

proposta de Dias e colaboradores ** (Figura 12).

Ponteira de plastico ‘ = ‘ e |
{100, 200 ou 1000 L) | [ St e -———| Fase solida
| | | ! \ 120 | BT loaa |

Cortar uma [ | Preencher
das ponteiras [

- La de vidro

Encaixar a ponteira cortada
dentro da outra ponteira

Figura 12. Esquema de construcdo de uma minicoluna SPE com uso de ponteiras de micropipeta

para acoplamento no sistema SIA. Imagem adaptada de Dias e colaboradores "

Foram utilizadas duas ponteiras de micropipetas de 10 — 100 pL, das quais

em uma das ponteiras a parte superior foi cortada de modo a acoplar uma na outra.
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As extremidades afuniladas das ponteiras foram preenchidas com uma pequena
quantidade de algoddo de modo a impedir o vazamento da fase soélida. Uma
quantidade de 80 mg de fase sdlida foi inserida em uma das ponteiras. Logo apés,

as duas ponteiras foram coladas com auxilio de uma resina polimérica.

3.1.2 Reagentes e solucgdes

As solugbes utilizadas foram preparadas com reagentes de grau analitico e
agua destilada/deionizada. A solucdo corante de azul de bromotimol 0,1 % foi
preparada a partir da dissolucédo de 0,1 g de azul de bromotimol (Vetec) em 10 mL
de etanol e o volume foi completado com 100 mL de agua em um baldo volumétrico.
Em seguida foi adicionado aproximadamente 2,0 mL de uma solucdo de hidréxido

de sédio 1,0 mol L™ de modo a permanecer a coloracéo azul.

A solucéo de acetonitrila 10 % (v/v) foi preparada a partir da diluicdo de 10 mL
de acetonitrila (Merck) em um baldo volumétrico de 100 mL que foi completado com
agua até o volume. A solucdo de metanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™ foi preparada
adicionando-se 50 mL de metanol (J. T. Baker) em um pouco de agua, seguido da
adicdo de 1 mL de HCI concentrado (Vetec), sendo o volume completado até 100
mL com &gua. A solucdo de etanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™: preparada
mediante a adicdo de 50 mL de etanol (Merck) em um volume de agua, em seguida

foi adicionado 1 mL de HCI concentrado e volume foi completado até 100 mL.

A solucéo de cloreto de sédio 1,0 mol L™ foi preparada mediante a dissolucao
de 5,844 g de NaCl (J. T. Baker) em 100 mL de agua aferida em um baldo
volumétrico. A solucdo estoque de NO, 1000 mg L™ foi preparada a partir da
dissolugcédo de 0,3865 g de NaNO, (Aldrich, 297 %) em 250 mL de agua destilada.
Foi realizada uma segunda diluicdo de forma a obter uma solucdo padréo de 45 mg
L™ e uma terceira diluicdo resultou na solucédo estoque intermediaria de 23,5 mg L™,
A partir da diluicdo dessa solucédo foram preparadas as solucdes padrdo de NOy

utilizadas para as curvas analiticas.

A solucéo estoque do RG composta por SAM 7,0 g L ™, NED 1,0 g L™* em HCI
0,12 mol L™ foi preparada a partir da dissolucdo de 0,7 g de sulfanilamida (Synth) em
80 mL de agua e adicdo de 1 mL de HCI concentrado (Vetec). Esta solucéo
permaneceu em agitacgdo magnética por 10 minutos. Apds esse periodo, foi
adicionado 0,1 g de 1-naftiletilenodiamino bicloridrato - NED (Vetec) e o volume foi
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completado com agua até 100 mL. Foram realizadas diluicbes apropriadas do RG

gue seréo citadas ao longo do texto.

3.1.3 Procedimentos experimentais

3.1.3.1 Otimizacdo do sistema SIA para determinacdo de NO, via

reacao de Griess

O diagrama de fluxo da Figura 13 apresenta o sistema SIA utilizado para a

determinacao de nitrito explorando a reacéo de Griess.

D
D

N ouT Holding Coil BR

& VB = (HC)

.~ 4

Detector
|
Agua .
Destilada A RG
Beringa

Figura 13. Diagrama de fluxo do sistema SIA para determina¢&o de nitrito. VB = Valvula Bidirecional,
IN/OUT = posi¢Bes da valvula bidirecional para bombeamento e aspiragdo, HC = Holding coil ou
bobina de retencéo, A = solucdo padrédo de NO, 0,15 — 0,55 mg L", RG = Reagente de Griess (1:2),
BR = Bobina de Reac¢éo , Detector = espectrofotbmetro UV-Vis, D = Descarte. As setas indicam a
direcdo do fluxo.

Para aspiracao e propulsédo dos reagentes foi utilizada uma seringa de 5 mL e
como solugédo transportadora, 4gua destilada. Todos os procedimentos de aspiracéo
foram realizados em vazéo de 200 pL s™ com uma seringa de 5 mL. Inicialmente,
com vélvula da seringa na posicdo IN foi aspirado 1000 pL da solucdo
transportadora. Com a mudanca da valvula para a posi¢cdo OUT, 200 pL do padrédo
de NO, foram aspirados para o HC. Em seguida, 600 pL do RG 1:2 (v/v) foram
aspirados também para o HC, formando a zona de amostra. Com a posi¢do da
seringa em OUT, no modo de bombeamento, o sentido do fluxo transportador foi

invertido e a zona de amostra foi conduzida pela bobina de reacéo até o sistema de
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deteccdo com vazdo de 50 pL s™. Todas as medidas de absorbancia para o azo

composto neste trabalho foram realizadas em 540 nm.

Testes envolvendo a formagdo de zona de amostra com variagdes nos
segmentos, volumes de reagentes e solucbes padrdo foram realizados. Para a
formacdo da zona de amostra, foi avaliada a estratégia sanduiche através da
aspiracdo intercalada de uma aliquota de RG, em seguida aliqguota de solugéo
padrdo de NO; e outra aliquota de RG de 300 pL. Os volumes da solucéo padrédo de
NO, foram avaliados de 100 a 350 pL. Vazbes do fluxo transportador para
bombeamento da zona de amostra foram estudadas de 50 a 80 pL s™ Bobinas
reacionais foram estudadas de 30 a 80 cm. Para constru¢do das curvas analiticas
foram utilizados solug¢des padrao nas concentracoes de 0,15, 0,25, 0,35, 0,45 e 0,55
mg L™ de NO,

Cabe salientar que para as modificacbes das variaveis hidrodinamicas do
sistema SIA foram realizados testes com o corante azul de bromotimol 1%, em todos
0s procedimentos experimentais desse trabalho de dissertacdo, para a avaliagéo da

capacidade volumétrica dos tubos empregados.

3.1.3.2 Automacdo da SPE para extracao de NO, explorando
como eluentes solucdes alcb6olicas em meio acido e solucao

concentrada de NacCl

Com base no sistema obtido no topico anterior foi inserida a minicoluna para
SPE construida conforme demonstrado na Figura 12. A insercao foi realizada na
linha do sistema de deteccédo antes da bobina de reacédo pos-extracdo do sistema,
conforme pode ser observado no diagrama de fluxo da Figura 14. Além disso,
inseriu-se mais um componente ao sistema, a bomba peristdltica da qual foi
interligada ao percurso analitico por meio de uma confluéncia em forma de “T” na
linha apds a minicoluna. Para aspiracao e propulsao dos reagentes foi utilizada uma
seringa de 10 mL. Todos os procedimentos de aspiracéo foram realizados na vazéo
de 100 pL s*. Apenas no inicio das atividades diarias era realizado o
condicionamento da fase solida, no qual, com a seringa na posi¢cdo IN eram
aspirados 1500 pL de solucéo transportadora e em seguida na posicdo OUT eram
aspirados 2000 pL de solucdo condicionante (acetonitrila 10 % v/v) da porta 4, para

o HC. Através da inversdo do fluxo, este segmento era bombeado para a mini-
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coluna de SPE que estava acoplada na porta 7 da valvula seletora (Figura 14), em
vazdo de 40 pL s™. Para percolacéo da solucdo padrdo, com a valvula na posicdo IN
eram aspirados 1000 pL de solucdo transportadora e em seguida na posicdo OUT
eram aspirados 1800 pL do padrdo de NO, 0,55 mg L™ para o HC. Através da
inversdo do fluxo, estes segmentos eram bombeados para minicoluna (porta 7,
Figura 14) com vazdo de 40 pL s™. Logo ap6s a bomba peristaltica era acionada e o
RG (1:2) era bombeado para a linha apds a minicoluna por 10 s para preencher toda
a linha. Em seguida para eluicdo do NO>, na posicao IN foram aspirados 2000 pL de
solucéo transportadora e na posicdo OUT 300 puL das solucdes eluentes para o HC.
A bomba peristéltica era acionada novamente e o reagente de Griess era bombeado
para a linha em vazdo de 40 pL s durante 60 s. Através da inverséo do fluxo, o
segmento de eluente disposto no HC era bombeado pela porta 7, em vazao de 40
uL s™ para eluicdo do nitrito e consequente mistura como RG. A mistura do eluato
com o RG ocorria na bobina reacional pés-extracdo de 50 cm e seguia até o sistema
de detecc¢édo para aquisi¢cao do sinal analitico.

b BPE

N e out
N
|
Agua I 3 T
Destilada - — — .
c A E RG
Saringa

Figura 14. Diagrama de fluxo do sistema SIA para determinagcdo de NO, com SPE em linha e
propulsao do reagente colorimétrico via bomba peristéltica. VB = Valvula Bidirecional, IN/OUT =
posicdes da valvula bidirecional para bombeamento e aspiracdo, C = solucdo de condicionamento
(acetonitrila 10 % v/v), A = solucdo padrdo NO, 0,55 mg L?, E= solucdes eluentes [1-etanol 1:1 (v/v)
em HCI 0,12 mol L™, 2 - metanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™, 3 - NaCl 1,0 mol L], BP = Bomba
Peristaltica, RG = Reagente de Griess, SPE = minicoluna de extragdo, T = confluéncia, BPE = Bobina
reacional Pds-Extracdo, Detector = espectrofotémetro UV-Vis, D = Descarte. As setas indicam a

direcdo do fluxo.
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3.1.3.3 Sistema SIA para extracdo e determinacao de NO, em

linha explorando o reagente de Griess como eluente

Uma configuragdo alternativa a anterior foi proposta para resolver alguns
problemas que serdo discutidos no item 3.2.2 e 3.2.3, deste capitulo. Um sistema
similar ao da Figura 14 foi usado, inutilizando-se a bomba peristaltica e inserindo o
RG como solucdo eluente do nitrito retido na minicoluna (Figura 15). Assim a
minicoluna permaneceu posicionada na porta 7 (Figura 15) que também se ligava a
bobina de reacdo e detector. Para aspiracéo e propulséo dos reagentes foi utilizada
uma seringa de 10 mL e os procedimentos de aspiracdo das solucdes foram
realizadas a uma vazdo de 100 pL s™. O condicionamento da fase sélida foi
realizado igual ao citado no item anterior, com a diferenca que neste sistema essa
etapa foi inserida no procedimento a cada extracdo realizada. Em seguida, para
extracdo de NO, foram aspirados sequencialmente 2000 pL de solucéo
transportadora (IN) e 1800 pL de solugdo padrao (OUT). Através da inversédo de
fluxo o segmento foi transportado para a minicoluna em vaz&do de 40 pL s™. Para
eluicdo foram aspirados 3800 uL de transportador (IN) e uma aliquota de 300 uL do
RG (OUT) para o HC. O fluxo foi invertido e o segmento foi percolado pela fase
sélida em vazdo de 40 pL s™ passando pela bobina pés-extracdo seguindo para o

sistema de detecc¢do para aquisi¢cao do sinal analitico.

Nesta configuragdo foram avaliados: volumes para o reagente de Griess de
100 a 400 pL, proporcdes do RG (v/v), bobinas reacionais pds-extracdo em
comprimentos de 60 a 100 cm, os efeitos da insercdo de duas etapas de lavagem e
da etapa condicionamento da fase solida entre as extragbes, volume de
breakthrough para a fase solida, fator de pré-concentracdo obtido e eficiéncia da

coluna apds sucessivas injecoes.
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Figura 15. Diagrama de fluxo do sistema SIA para extracdo e determinacédo de NO, em linha e
eluicdo via reagente de Griess. VB = Valvula Bidirecional, INJOUT = posi¢8es da valvula bidirecional
para bombeamento e aspiragdo, C = solugcdo de condicionamento (acetonitrila 10%), A = solucdes
padrdao NO, 0,05 - 0,55 mg L', RG = Reagente de Griess (1:4) — eluente, SPE = minicoluna de
extracdo, T = confluéncia, BPE = Bobina reacional Pds-Extracdo, Detector = espectrofotbmetro UV-

Vis, D = Descarte. As setas indicam a direcéo do fluxo.

Para estimar o volume de breakthrough da massa de fase soélida utilizada, foi
realizado um teste qualitativo baseado no sistema SIA da Figura 15 sendo que foi
desconectada a linha entre a minicoluna e a bobina reacional pos-extracao, da qual
a solucao proveniente da extracdo era coletada em um béquer de 50 mL. Em uma
minicoluna que ndo havia sido realizada nenhuma extragdo foram foi feito o
condicionamento com 2000 pL de solugdo condicionante e em seguida foram
percolados 10 mL de solucdo de NO, 45 mg L™, e na solucdo remanescente
recolhida no béquer foi adicionado 1 mL da solucdo estoque do RG para verificacdo
da formacédo de cor. Esse procedimento foi repetido cinco vezes, sendo que apos a

quinta vez, a solucéo foi percolada de 1 em 1 mL repetindo por mais cinco vezes.

Com intuito de avaliar as melhores condi¢gbes e as contribuicées de algumas
variaveis para a pré-concentracdo e extracdo de NO;’, aplicou-se um planejamento
fatorial 2% para otimizacéo. Os fatores e niveis avaliados estdo listados na Tabela 2.
O procedimento analitico foi realizado com base também no sistema obtido da
Figura 15 e com 0 mesmo procedimento descrito no item 3.1.3.3.
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Tabela 2. Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 2° para a otimizagdo da extragdo em

fase sélida de NO,

Niveis
Fatores -1 1
1 Diluicdo da solugdo estoque do RG (v/v) (1:2) (1:3)
2 Volume RG (pL) 300 600
3 Volume de solucdo padrdo NO, (uL) 1800 2400

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Otimizacdo do sistema SIA para determinacdo de NO, via

reagente de Griess

A otimizacdo das variaveis hidrodinamicas do sistema SIA para adequar o
meétodo de Griess a determinacdo de NO; foi iniciada com o estudo do comprimento
da bobina reacional, que variou em 30, 50 e 80 cm nas condi¢cbes do sistema da
Figura 13 utilizando uma solucdo padrdo de NO, 0,25 mg L™. Testes iniciais
indicaram que a vazdo ideal de bombeamento da zona de amostra (solugéo
padrdo/RG), era de 60 pL s™. As absorbancias obtidas estdo plotadas na Figura 16 e

€ possivel observar a menor magnitude de sinal obtida com o uso da bobina de 30

cm.
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Figura 16. Efeito do comprimento da bobina de reacdo para determinacdo de NO, 0,25 mg L™ .

Volume da solugao de NO, = 200 uL, RG 1:2 (v/v) da solucdo estoque = 600 L.
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Essa menor absorbancia pode estar relacionada a presenca de picos duplos
(Figura 17), que ocorre comumente quando h& mistura ineficiente dos reagentes que
compdem a zona de amostra na bobina reacional (Figura 17). Quando o
comprimento da bobina foi aumentado para 50 cm, o sinal analitico dobrou sua
intensidade. Este aumento esta relacionado ao maior tempo de residéncia que
favorece a mistura das aliquotas reagentes. Assim, a bobina reacional de 50 cm foi
escolhida para realizacdo dos proximos testes devido a de 80 cm apesentar um

pequeno decréscimo em magnitude.
0,06
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Absorbancial u.a.
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0,00 . : . - .
185 190 195

Tempo (s)
Figura 17. Perfil do pico obtido indicando falta mistura entre os segmentos da zona de amostra.
Solugéo de NO, 0,25 mg L™= 200 pL, RG 1:2 (v/v) da solucdo estoque = 600 pL, bobina reacional =
30 cm.

A vazdo de bombeamento da zona de amostra para a cela de deteccéo foi
avaliada de 50 a 80 pL s™. Vazées mais altas como 70 e 80 pL s™ proporcionaram a
formacao de picos duplos devido ao pouco tempo para a mistura dos segmentos na
bobina de reacéo, que resultou em menor magnitude do sinal analitico. A vazéo de
50 uL s™ foi escolhida para os proximos ensaios, ja que foram obtidos sinais com
perfil e intensidade satisfatérios, obtendo ainda uma frequéncia analitica adequada
(Figura 18).

47



DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA SIA PARA EXTRACAO E
DETERMINACAO DE NITRITO EM LINHA

0,12 - -

0,10

u.a.

0,08 - — =m

Absorbancia/

0,06

Vazio de bombeamento/ pL s™

Figura 18. Efeito da vazdo de bombeamento da zona de amostra para deteccdo de NO, 0,25 mg L™
Volume da solugcdo de NO, = 200 pL, RG 1:2 (v/v) da solugéo estoque = 600 L, bobina reacional =
50 cm.

Em um terceiro ensaio, foi avaliada a influéncia da estratégia de formacéo da
zona de amostra sob o sinal analitico. A estratégia alternativa de formacéao abordada
denomina-se amostragem sanduiche e é realizada por meio da insercdo de uma
aliguota de amostra/padrao intercalada por duas por¢ces de reagente, obtendo a
seguinte ordem no percurso analitico: reagente, amostra e reagente *°® (Figura 19).
Desta maneira, uma aliquota de padrdo de NO, em concentracdo de 0,55 mg L™ foi
intercalada entre duas aliquotas iguais de reagente colorimétrico, conforme é
ilustrado na Figura 19. Os volumes estudados de RG e da solucdo padrao de nitrito

estdo descritos na Tabela 3.

Reagente -1 yn .- Reagente
o e

Figura 19. Esquema ilustrativo da estratégia de formacéo da zona de amostra sanduiche.

Testes com a estratégia de formacdo com aspiracdo sequencial foram
realizados para obter uma comparacdo dos valores de absorbancia para a solucéao
padrdo de 0,55 mg L, que foi empregada na estratégia sanduiche. O ensaio seguiu
conforme o procedimento experimental descrito no item 3.1.3.1 no qual foram
utilizados 200 pL solucdo padrdo de NO, 0,55 mg L™ e o sinal obtido para esta

estratégia foi em média 0,1998 u.a., para n = 3.
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A estratégia sanduiche aumentou o sinal analitico de 35 a 65 % quando em
comparacdo com a estratégia de aspiracdo sequencial das duas aliquotas A/RG.
Este tipo de amostragem proporciona maior dispersdao do segmento da solugcao
padrdao nas duas aliquotas de reagente, favorecendo a mistura. Desta maneira
proporciona um sinal analitico de maior magnitude. Pdde-se observar que ao
aumentar o volume da aliquota da solucdo padrdo de nitrito, ndo houve alteracbes
significativas nos sinais a partir do segundo ensaio (Tabela 3). Sendo assim, para a
realizacdo da curva de calibracdo foram utilizados os volumes encontrados para o

ensaio 2 na Tabela 3.

Tabela 3. Volumes utilizados para avaliagao da estratégia sanduiche. RG = Reagente de Griess (1:2),

solucédo padréo de NO, 0,55 mg L™

Ensaio Volumes de RG (uL)  Volume do padrdo NO, (uL) Sinal analitico (u.a.)

1 300 100 0,27
2 300 200 0,33
3 300 300 0,32
4 300 350 0,33

Com estes parametros otimizados, foi realizada uma curva analitica que
abrangeu a faixa de 0,15 a 0,55 mg L™* de NO, com incrementos de 0,1 mg L™ a
cada padrdo. Os sinais analiticos foram obtidos pela média das trés medidas da
altura dos picos para cada concentracao (Figura 20). O sinal do branco para esta
curva resultou em 0,0102 u.a e foi subtraido dos valores para as respectivas alturas
dos picos para cada concentracdo de NO,. A resposta linear (Figura 21) foi

satisfatoria para os objetivos desta primeira etapa, na qual R? = 0,9833.
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Figura 20. Registro dos sinais analiticos para determinacdo de NO, pelo método de Griess utilizando

a amostragem sanduiche. Os volumes das solu¢des estdo listados na Tabela 3 e a bobina reacional

utilizada foi de 50 cm.
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Figura 21.Curva analitica para determinacdo de NO, pelo método de Griess utilizando a amostragem

sanduiche.

Com os mesmos volumes e com a zona de amostra sanduiche, foi avaliada

outra estratégia para melhoramento da mistura reacional e consequente aumento na

magnitude do sinal analitico. A técnica denominada parada de fluxo (do inglés,

stopped flow) foi empregada parando-se o fluxo por 10, 20 e 30 s no momento em

que a zona de amostra encontrava-se no HC. O sinal analitico diminuiu quando
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aumentou-se o tempo de parada de fluxo, com de 10 s o pico apresentou magnitude
de 0,2422 u.a., com 20 s foi de 0,1992 u.a. e com 30 s foi de 0,2042 u.a Essa
reducdo em maiores intervalos de parada de fluxo, pode estar relacionada com leve
dispersédo da zona de amostra. Foi possivel constatar que o stopped flow favorece a
presenca de picos mais definidos, pois favorece maior tempo de contato entre as
aliguotas. Assim, assegurando que o tempo de 20 s apresentou um perfil de pico
adequado e o tempo de 30 s apresentou minima diferenca de sinal, foi empregado o
intervalo de 20 s como estratégia de parada de fluxo. O fiagrama e a curva de
calibracdo com o procedimento de parada de fluxo estdo representados na Figura 22
e 23, respectivamente.

0,55
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0,45
mg L
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Figura 22. Registro dos sinais analiticos para determinacdo de NO, com zona de amostragem
sanduiche e parada de fluxo de 20 s. Os volumes das solugdes estéo listados na Tabela 3 e a bobina

reacional utilizada foi de 50 cm.
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Figura 23. Curva analitica para determinacdo de NO, com zona de amostragem sanduiche e parada
de fluxo de 20 s.

Ao comparar as duas curvas analiticas (Figuras 21 e 23) é possivel observar
gue a sensibilidade diminui ao utilizar a estratégia de parada de fluxo, devido ao
aumento da dispersdo da zona de amostra. Assim, para o proOXimo sistema sera
mantido o de procedimento de movimento do fluxo, pois apresentou maior
sensibilidade, que possibilita 0 emprego do sistema para determinacdo de menores

concentracdes de nitrito.

3.2.2 Automacdo da SPE para extracdo de NO, explorando

eluentes alcéolicos em meio acido e solucdo concentrada de NacCl

Para a extracdo e concentracdo dos ions NO, almejadas nesse trabalho, foi
acoplada uma minicoluna de SPE (Figura 14) no sistema SIA otimizado no item
anterior (Figura 13). Assim, para a recuperacdo do nitrito em linha, foi necessério
realizar um estudo prévio de potenciais solugbes para eluir esse anion da fase
sélida. Segundo o fabricante da fase sélida utilizada neste trabalho , para o modo
de eluicdo, sdo indicados os seguintes reagentes: solventes organicos polares,
solugdes com grande quantidade de ions ou com elevada forca idnica. De acordo
com Fritz e Gjerde '%, as solucées de acidos fortes sdo excelentes eluentes, pois
além de fornecer mudancas no pH no meio, disponibiliza alta quantidade de anions

para realizar a troca *°. Por sua vez, solucdes que contenham solventes organicos
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polares na sua composicdo favorecem a solvatacdo das espécies facilitando a

permuta aliada a presenca de ions de outras fontes em solucéo .

Considerando estas informacdes foram realizados testes em batelada (fora do
sistema SIA) para avaliacdo qualitativa de potenciais eluentes. Através desses
ensaios foram encontradas as seguintes solucdes que apresentaram resultados
satisfatérios para a eluicdo do NO,: metanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L, etanol 1:1
(viv) em HCI 0,12 mol L™ e NaCl 1 mol L. As solucdes alcodlicas apresentaram
eficiéncia para eluir o nitrito somente na presenca de acido cloridrico. Tal fato pode
estar relacionado com a contribuicdo do ion cloreto fornecida pelo HCI para troca
com o nitrito retido, uma vez que concentracdes do acido menores que 0,12 mol L™
ndo conseguia de retirar todo NO, da fase sélida. Ja a solu¢cado de NaCl apresentou
bons resultados quando do uso concentracdes ndo menores que 1 mol L™ devido a

grande quantidade de anions que essa espécie libera no meio reacional.

As solugbes alcdolicas em meio acido foram avaliadas como solucdes
eluentes no procedimento descrito no item 3.1.3.2. A Figura 24 demonstra o registro
de sinais obtido para o branco e duas solucdes de nitrito quando a eluicdo foi
efetuada com etanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™. Pode-se observar que os sinais
analiticos apresentaram a mesma magnitude com solu¢cdes de concentracdes
diferentes de NO,". Para a solu¢cao de metanol em meio acido o resultado obtido foi
similar ao representado na Figura 24. Considerando estes resultados, nao foi viavel
utilizar estas solucdes como eluente de NO,. Além disso, foi observado no registro
dos sinais analiticos (Figura 24) uma distor¢éo no perfil que poderia ser resultado de
perturbacdes oOpticas a partir da falta de mistura das solucbes. Para averiguar, foi
realizado o mesmo procedimento com leituras em outro comprimento de onda (700
nm). Nesse comprimento ndo era esperado a obtencédo de sinal analitico para nitrito,
entretanto, se observou gque 0s sinais analiticos apresentaram a mesma intensidade
e perfil de pico daqueles obtidos em 540 nm. Desta forma, pode-se confirmar a
presenca do efeito Schlieren ®, que promove uma variacdo no percurso normal do
feixe de radiacdo quando este atravessa uma interface de solugcdes de composicao
quimica diferentes, variando o indice de refracdo do meio. Este efeito é bastante
comum quando se utiliza extragcdo em fase soélida em linha, que requer o uso
solucdes de diferentes composi¢cdes em altas concentracfes. Por muitas vezes este

efeito encobre o sinal do analito ndo possibilitando a quantificagéo deste.
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Figura 24. Registro de sinais obtido para diferentes concentracdes de solucdo de NO, em mg L™
(1800 pL). Solucéo eluente = 300 pL de etanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™, bobina reacional pos-

extracdo = 50 cm.

Na intengdo de diminuir o efeito Schlieren foram realizados testes para
equilibrar a quantidade de acido no meio, realizando um ajuste na concentracdo das
solucdes 2°. A solucao transportadora foi substituida por HCI 0,12 mol L%, igualando
assim a concentracdo do acido em todo percurso analitico. Este ajuste ndo foi
efetivo para minimizacdo do efeito, e outros ajustes como a diminuicdo da
guantidade de alcool ou acido utilizados, também ndo apresentaram resultados
positivos. Diante disto as solu¢des de metanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™ e etanol
1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L™ foram descartadas como possiveis eluentes, devido a

incompatibilidade com o sistema de detec¢ao escolhido.

Para a solucdo de NaCl 1,0 mol L™, o efeito Schlieren apresentou-se na forma
de lente para as medidas do branco (Figura 25). Isto ocorre devido a variagao no
indice de refracdo da interface dos segmentos, formando os fenébmenos de lente ou
espelho. O efeito de lente acontece por que a radiacédo € concentrada no detector e
por consequéncia a absorbancia diminui ®. E possivel verificar, também, que os
sinais referentes a concentracdo de NO; utilizada apresentam magnitude bem
inferior ao que deveria ser. Neste caso, 0 sinal do analito pode ter sido encoberto
pelo efeito. Assim, ndo foi possivel utilizar essa solucdo como eluente sem que uma

estratégia de correcdo seja empregada.
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Figura 25. Registro dos sinais obtidos com a elui¢cdo de nitrito com 300 pL de solugédo de NaCl 1,0

mol L™, bobina reacional pés extracdo = 50 cm.

Diante desses impasses, foi testada uma alternativa para a corre¢ao do efeito
com base nos estudos realizados por Dias e colaboradores . Esta estratégia de
correcéo foi realizada por meio da subtracdo do valor do sinal relativo ao efeito pelo
sinal da soma do analito mais o efeito. Assim, durante a realizacdo das medidas pelo
detector, aquisicbes em dois comprimentos de ondas foram realizadas
concomitantemente, uma com o comprimento de onda relativo ao composto de
interesse (540 nm) e outra em um comprimento de onda distante (700 nm), no qual o

analito ndo absorve radiacao.

ApoOs a obtencéo dos dados, os sinais foram subtraidos manualmente. N&o foi
possivel obter uma correcdo satisfatéria devido a pequena diferenca entre o sinal
relativo ao branco, do sinal relativo ao padréo de 0,55 mg L™ de NO, que resultou
em 0,0348 u.a.. Desta forma néo seria possivel obter uma curva de calibragdo com
boa sensibilidade, com este pequeno aumento de absorbancia para um alto

incremento na concentracdo da solucdo padréo.

3.2.3 Sistema SIA para extracdo e determinacdo de NO, em linha

explorando o reagente de Griess como eluente

Devido aos problemas apresentados no item anterior, foi avaliada a
possibilidade de eluir o nitrito com o proprio reagente de Griess. Essa escolha se

deu por conta dos estudos realizados por Lins *, onde o RG era empregado como
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eluente, que ja removia o nitrito na propria fase sdlida e formava o azo composto.
Entretanto, o autor realizou apenas alguns testes preliminares que apontaram que
essa estratégia poderia funcionar se todos os parametros da SPE fossem

otimizados.

Para isto, o sistema da Figura 15 foi utilizado para as otimizacfes. A
influéncia do volume de RG foi estudada em uma faixa de 100 a 400 pL (Figura 26).
Ao aumentar o volume 100 para 300 pL foi possivel observar que a absorbancia
praticamente dobrou. E provavel que 100 pL seja insuficiente para retirar todo o
nitrito isolado, eluindo apenas parte das espécies e outra permanecendo ainda retida
na fase sélida. Este teste confirma os dados expostos na Tabela 1 na qual estima-se
que volume minimo de eluente para 80 mg de fase soélida, se encontraria entre 125 e
250 pL, ou seja, em média 200 pL. A medida que o volume foi elevado, a magnitude
do sinal aumentou estabilizando na faixa de 300 e 400 uL, dos quais apresentaram
absorbancias muito proximas. Desta maneira, objetivando a reducdo da quantidade
de residuos aliada a maior sensibilidade, o volume do eluente foi mantido em 300 pL

para realizacdo da curva de calibracao.
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Figura 26. Efeito do volume de RG para a eluicdo de NO, 0,55 mg L™ (1800 uL). Condicdes

experimentais especificadas no item 3.1.3.3.

Testes de variacdo da concentracdo do RG (v/v) foram realizados com
objetivo de reduzir os sinais do branco (dgua destilada) e minimizar possiveis
perturbacdes relacionadas ao efeito Schlieren. Assim os sinais obtidos para o branco

(n = 2) com 300 pL de RG diluidos da solucéo estoque estéo relacionados na Tabela

56



DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA SIA PARA EXTRACAO E
DETERMINACAO DE NITRITO EM LINHA

4. E possivel observar que o menor valor apresentado para o branco encontra-se
para a diluicdo 1:4 que também apresenta menor efeito Schlieren (Figura 27). Cabe
salientar que este maior fator de diluicdo pode diminuir também as absorbancias
obtidas para 0 azo composto quando da extracdo de NO,’, entretanto, a otimizacéo
outros parametros do sistema, como o tamanho da bobina reacional, pode auxiliar
para melhor formacdo do produto mantendo a sensibilidade do método com
menores LD e LQ provenientes de menores sinais relativos ao branco. Dessa forma,

a concentracdo do RG em 1:4 foi utilizada para os proximos estudos de otimizacao.

Tabela 4. Variacdes na concentracao do reagente de Griess através da diluicdo da solugdo estoque
(viv)

Concentracdo do RG (v:iv) Absorbancia (u.a.) Desvio padréao

(1:1) 0,062 1,4x10°
(1:2) 0,043 2,1x10°7°
(1:3) 0,040 6,5x 10 ™
(1:4) 0,021 25x107
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Figura 27. Registro do sinal obtido para o branco com 300 pL do RG 1:4

Os comprimentos da bobina de reacéo foram avaliados de 50 a 100 cm. Para
esta nova condicdo, foi necessario aumentar o tamanho de bobina devido o
emprego da diluicdo do RG em 1:4 (v/v). Desta forma no instante em que reagente e
o NO, saem da coluna, a mistura desses dois reagentes necessita de percurso
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maior para a ocorréncia da reacdo, assim, 0s sinais analiticos apresentaram

melhores resultados no comprimento de bobina de 100 cm.

Durante os testes para extracdo em linha de NO;" foi verificada visualmente a
presenca de uma leve coloracdo rosa dentro da minicoluna, que poderia ser
residuos de RG e/ou produtos da reacdo. Considerando estes aspectos, foram
realizados testes para averiguar a possivel presenca de efeito de memdria entre as
sucessivas extracdes Um dos fatores que pode causar efeito meméria na SPE em
linha é a auséncia de etapas de lavagem entre as extracfes ou condicionamento
inadequado da fase sodlida. Para avaliar esses fatores, duas minicolunas iguais
foram utilizadas em dois testes com condi¢Oes de extracdo diferentes. No primeiro
teste, o condicionamento foi realizado apenas no inicio das atividades e uma etapa
de lavagem era realizada apds a eluicdo passando 2000 pL de agua pela fase
sélida. No segundo teste, o condicionamento foi realizado entre as extracdes com a
adicdo de mais uma etapa de lavagem que consistiu no aumento do volume de
solugéo transportadora para conduzir a solugdo padrdo de nitrito de 1000 pyL para
2000 pL e o aumento da aliquota de lavagem apos a elui¢do utilizada do primeiro
teste, de 2000 pL para 3800 pL.

Para o primeiro teste, foram realizadas trés extracbes da solucdo de NOy
0,25 mg L™ seguida de trés medidas para o branco, para melhor visualizacéo de
potenciais residuos do produto na fase sélida. A Figura 28 demonstra os sinais
analiticos obtidos. Foi possivel observar que o primeiro sinal do branco apresentou
0,0308 u.a., enquanto o segundo e terceiro apresentaram 0,0114 u.a e 0,0075 u.a,
respectivamente. O primeiro sinal relacionado ao branco apresentou magnitude
maior do que os outros dois e € possivel perceber a diminuicdo gradativa entre os

sinais, isso é um fator relevante que pode indicar efeito de memdria pela fase sélida.
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Figura 28. Registro de sinais para verificacdo do efeito de memdria para a extragdo de NO, (1800
pL) e imagem da minicoluna pigmentada apds sucessivas extragdes. Solugdo eluente = 600 pL RG

1:4, bobina reacional pos extragédo = 100 cm.

A repetibilidade entre os sinais foi avaliada em termos de coeficiente de
variacdo (CV), sendo que para o branco resultou em 75,31 % (n = 3) e para o padréao
de nitrito 5,04 % (n = 3). A repetibilidade inadequada para os sinais relativos ao
branco reforca ainda mais a ideia de que os residuos de extracbes anteriores
estariam sendo acumulados na fase sélida, apontando possivel efeito memoria.
Outro fator que evidencia esse efeito € a coloracdo da fase soélida dentro da
minicoluna SPE, que indica a presenca de produto da reacdo de Griess no solido
(Figura 28).

O segundo teste foi realizado inserindo uma etapa de condicionamento entre
os procedimentos de extracdo e duas etapas de lavagem. Desta maneira, antes de
iniciar a percolacdo da amostra, uma aliquota de acetonitrila 10 % (v/v) era
percolada pela fase sélida. Neste ensaio foi utilizado o padrdo de NO, 0,55 mg L™

com objetivo de aumentar o potencial de acimulo do analito.

Neste teste foram realizadas medidas do branco antes e depois da extragao
do nitrito para constatar possiveis diferencas entre os sinais. Observa-se na Figura
29 que o primeiro sinal do branco apds as extracdes ndo apresentou aumento na
magnitude como observado no teste anterior. Tal fato aponta que possivelmente o
efeito de memdria pode ter sido minimizado através da realizacdo das etapas de

lavagem e condicionamento da fase sdlida. Para as primeiras replicatas do branco, o
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sinal médio resultou em 0,0165 u.a. com CV = 2,62 %, n = 4. Para as replicatas do
branco ap6s o padrdo o valor médio foi de 0,0183 u.a. com CV = 2,10 %, n = 4,
Comparando-se os valores do sinal do branco com os do teste anterior, pode-se
perceber melhorias na precisdo. As medidas para a solucdo padrao de NO, (CV =
1,72 %, n = 4) também apresentaram melhor precisdo. Estes resultados
demonstraram a importancia das etapas de condicionamento e lavagem quando

sucessivas extracfes sdo realizadas com a mesma fase sélida.

0,55
0,6 T mg L -

0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbancia/ u.a.

0,1 1

] Branco
0’0 1 \\JM \\A/B:ijor_‘]\
b
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1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Figura 29. Registro de sinais para verificagdo do efeito de memadria com condicionamento entre as
extracdes. O valor indica a concentracdo de NO, em mg L™ . Solucdo eluente = 600 pL RG 1:4,

bobina reacional pos extragédo = 100 cm.

Segundo Poole e colaboradores, o condicionamento da fase sélida é uma
etapa de extrema importancia para a eficiéncia da extragdo, pois proporciona
melhores condi¢cdes ao procedimento por meio da ativacdo das espécies dispostas
na superficie do sélido e da retirada de possiveis interferentes que possam

194" Desta maneira, para este

permanecer entre os intersticios da fase solida
procedimento que considera o uso da mesma fase solida em sucessivas extracoes,
o0 condicionamento torna-se essencial para obtencdo de resultados com maior
preciséo e exatiddo. ApoOs essa constatacdo, em todas as extracdes realizadas neste
trabalho foi realizado um condicionamento prévio da fase solida e foram mantidas as

etapas de lavagem adicionais.
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Uma estimativa de reprodutibilidade da fase solida foi realizada da qual

resultou que em média 67 extragdes foram realizadas com a mesma fase solida sem

mudancas expressivas no sinal analitico.

Com os parametros otimizados, foi obtida uma curva de calibracéo na faixa de

0,15 — 0,55 mg L™ de NO, seguindo o procedimento descrito no item 3.1.3.3. O

registro de sinais obtidos e a curva analitica estdo apresentados na Figura 30 e 31,

respectivamente. A curva apresentou R?= 0,9954 e o LD foi estabelecido conforme o

seguinte critério '’ y — yb = 3.Sg em que y = sinal para o LD, yb = sinal do branco,

Sg = desvio padrdo do branco, no qual resultou em 8,81 x 10° mg L™ de NO, e o
limite de quantificacdo (LQ) de 8,1 x 102 mg L™ de NO,.

0,55
0,7 mgL”
0,45
0,6 1 mg L’
d 0,5 0,351
=] mg L
=
8 0,4+
o
g 0,25_1
<
£ 037 0,15 "t
2 ] gL’
2 0,2 g
<
011 000
mg L
0,0 — » . L—LLL* — et \
(] 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo/ s

Figura 30. Registro de sinais para determinacdo de NO, com SPE em linha e eluicdo direta pelo

reagente de Griess. Solucao eluente = 600 uL RG 1:4, bobina reacional p6s extracdo = 100 cm,
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Figura 31. Curva analitica para a determinacdo de NO, com SPE em linha e eluicdo direta pelo

reagente de Griess.

Devido a alta sensibilidade obtida na curva analitica anterior, foi possivel
ampliar a faixa de trabalho para menores concentracées. Uma nova curva foi
construida com os padrées NO, 0,05 mg L™, 0,10 mg L™, 0,15 mg L™, 0,20 mg L™,
0,25 mg L™. O registro de sinais obtido estad demonstrado na Figura 32 e a curva de

calibracdo na Figura 33.
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Figura 32. Registro de sinais obtido da pré-concentracdo de NO, com a ampliacdo da faixa de
trabalho para menores concentracdes. Solucdo eluente = 600 pL RG 1:4, bobina reacional pés

extracdo = 100 cm.
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Figura 33. Curva analitica para determinacdo de NO, com ampliacdo da faixa de trabalho para

menores concentracdes.

A curva apresentou linearidade adequada (R? = 0,9973) e mesmo com a
reducado da faixa de trabalho, a sensibilidade do método néo foi prejudicada. O LD e
LQ foram estimados em 1,8 x 10° mg L™ e 1,86 x 102 mg L™ respectivamente,
demonstrando a adequacao do sistema desenvolvido para determinacdo de nitrito
em baixas concentracdes. A frequéncia analitica foi estabelecida em 8,3 deth™ e o

fator de pré-concentracdo para extracao foi estimado 6 vezes.

Testes direcionados a estimar o volume de breakthrough da fase sélida foram
realizados conforme o procedimento descrito no item 3.1.3.3 e avaliados de forma
qualitativa. Para os primeiros 50 mL de solucdo de NO,” 45 mg L™ percolados pela
fase solida, ndo houve formacdo de cor na solucdo coletada no béquer. Apés a
passagem de 50 mL , a solugéo padréo foi percolada de 1 em 1 mL de solucao, até
que em 55 mL, houve a formacgéo do produto rosa no béquer, conforme pode ser
observado na Figura 34, indicando que a fase sélida comecou a deixar de reter os
anions provenientes da solucéo e os mesmos comecaram a ser perdidos na solugéo

remanescente coletada no béquer.

63



DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA SIA PARA EXTRACAO E
DETERMINACAO DE NITRITO EM LINHA

Z— ——
N S o
N .
v.“( -
; /
\"i\!‘,_?:?-

Figura 34. Produto colorido formado apds a percolagcdo de 55 mL da solugédo de NO, 45 mg L' na

fase sélida

Assim, a massa estimada de retengao de nitrito foi de 2,430 mg de NO,™ que
apresenta-se bem proxima da capacidade de troca da fase sélida indicada no
certificado de andlise do fabricante ®° que é de 0,8 meq g™, resultando em 2,944 mg

de nitrito para 80 mg de fase sélida.

Para avaliar a resposta obtida quando da variacdo de alguns fatores que
foram considerados importantes para a extracdo de nitrito em linha no sistema SIA,
foi aplicada a ferramenta de planejamento fatorial completo 2° em triplicata. Essa
ferramenta foi escolhida para avaliagdo desses parametros pois possibilita a
otimizacdo multivariada, identificando os fatores que possuem maior influéncia na
resposta de interesse, permitindo assim escolher melhores condi¢des para o sistema
por meio de um numero reduzido de ensaios. Neste teste, a Unica diferenca do
procedimento experimental descrito no item 3.1.3.3, € a vazdo de percolagdo do
padrdo na fase sélida que foi de 10 pL s™ para garantir o maior contato da solucéo

padrdao com a fase sélida.

Os testes foram realizados em triplicata para a estimativa do erro dos ensaios

e os valores dos efeitos principais e de interagao obtidos estéo listados na Tabela 5.
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Tabela 5. Tabela dos resultados do planejamento fatorial 2° contendo os valores das replicatas e as

respectivas médias

Diluico do Volume Volume de
Experimento RGg(v/v) reagente  padrdo NO,  Sinal analitico (altura) Média
RG (uL) (uL)
1 -1 -1 -1 0,0826 0,0946 0,0769 0,0847
2 1 -1 -1 0,1292 10,1425 10,1322 0,1346
3 -1 1 -1 0,2938 0,3010 0,2918 | 0,2955
4 1 1 -1 0,2324 0,2262 0,2303 0,2297
5 -1 -1 1 0,2240 10,2361 0,1927 0,2176
6 1 -1 1 0,0239 0,0312 0,0343 | 0,0298
7 -1 1 1 0,3896 0,4328 0,3956 | 0,4060
8 1 1 1 0,2556 0,2506 0,2512 0,2525

Diante dos resultados obtidos na Tabela 5 foi construida uma tabela de
coeficientes de contraste e foi aplicada a operacdo com matrizes para obter um vetor
coluna (X™Y) que permitiu o céalculo dos efeitos para os ensaios realizados. Os
resultados estéo expostos na Tabela 6.

Tabela 6. Valor dos efeitos obtidos para o planejamento fatorial 23

Efeitos X'*y Valor efeito
Média 1,6505 0,2063
1 -0,3572 -0,0893
2 0,7169 0,1792
3 0,1614 0,0403
12 -0,0815 -0,0204
13 -0,3254 -0,0813
23 0,1052 0,0263
123 0,1501 0,0375

Para avaliacdo dos efeitos significativos foi realizada a analise por meio da
estimativa de erros da qual o intervalo de confianga obtido para a distribuicdo t de
Student a 95 % com oito graus de liberdade, foi igual a (+/-) 0,0144. Assim, foi
possivel observar que os efeitos principais e as interacdes, até mesmo a interacao
de trés niveis apresentam-se significativos para o estudo, demonstrando assim que

todas as variaveis sédo importantes para a extracdo de NO,". A interacéo principal 1,
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que se refere a diluicdo do RG apresenta melhor eficiéncia da extracdo em menor
diluicdo (1:2), indicada pelo nivel baixo do planejamento (-1), entretanto, deve-se
assegurar que este menor fator de diluicdo seja aliado a outras caracteristicas do
sistema para ndo gerar aumento para o branco analitico e perturbacdes decorrentes
do efeito Schlieren. Ja os efeitos principais 2 e 3 apresentam melhores resultados
para a extragdo nos niveis altos (1), ou seja, maiores volumes para o RG e de
solugcéao padréo de NO;, respectivamente. Esses valores indicam as condi¢cdes que
conduzem a um aumento na recuperacdo do nitrito retido na fase sélida e seréo

considerados nos estudos de otimizacao do proximo capitulo.

Considerando todos os aspectos abordados, observa-se que cada sistema
estudado neste capitulo foi importante para a automacado da SPE no sistema. O
sistema SIA obtido no item 3.1.3.3 possibilitou explorar as caracteristicas da reacéo
de Griess para determinacao de nitrito em fluxo permitindo conhecer as variaveis
necessarias para a inserir a SPE no sistema SIA. Apés a insercéo da SPE, a maioria
das faixas estudadas foram modificadas para 0s outros dois sistemas obtidos. O
altimo sistema apresentado no item 3.1.3.3 demonstrou melhores condi¢des para a
extracdo do nitrito em linha, sendo este mantido para prosseguir com 0s estudos no
proximo capitulo com determinacao indireta do nitrito gerado pela fotélise de NNG. A
Tabela 7 apresenta um resumo das faixas estudadas para os sistemas com SPE em

linha e as respectivas variaveis escolhidas.

Tabela 7. Faixas estudadas e variaveis selecionadas para os sistemas SIA com SPE em linha

Variavel Faixas estudadas Var!avel
selecionada

So_Iugoes eluentes (sem Etanol ou metanol em HCI ", NaCl 1 mol L™}, RG RG
unidade)

Diluicdo do RG (v/v) 1:1-1:4 (1:4)
Comprimento de bobina (cm) 50 - 100 100
Volume de eluente (uL) 100 - 600 600
Condicionamento entre Sim ou N&o Sim

extracdes (sem unidade)
50 mL dos alcoois diluidos em 50 mL HCI 0,12 mol L™
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3.3 CONCLUSOES DO CAPITULO

Os estudos realizados permitiram a insercdo de uma unidade de extracdo em
fase solida em um sistema SIA para determinacdo de nitrito, com reducdo de
reagentes toxicos e de residuos. As caracteristicas analiticas apresentadas foram
satisfatorias e a automacao desse procedimento de preparo de amostra acrescentou
diversas vantagens ao método, como menor suscetibilidade para erros sistematicos,
melhorias na precisdo assim como a possibilidade de se determinar baixas
concentracbes de nitrito devido ao fator de pré-concentracdo satisfatério obtido.
Considerando os aspectos abordados neste capitulo, pode-se concluir que o sistema
desenvolvido constitui uma alternativa simples, rapida e precisa para a determinagéo
de nitrito. Assim, no proximo capitulo, sera abordada a utilizacdo deste sistema para
determinacao indireta de NNG por meio da retencédo do nitrito gerado pela fotolise

dessa espécie.
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CAPITULO 4

Determinacéo indireta de N — Nitrosoglifosato com
fotoderivatizacao e extracado em fase sélida em linha no sistema
SIA
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4. DETERMINACAO INDIRETA DE N-NITROSOGLIFOSATO POR
FOTODERIVATIZACAO E EXTRACAO EM FASE SOLIDA NO
SISTEMA SIA

Conforme destacado na sec¢éo 2.1.2 do capitulo 2, os poucos procedimentos
para a quantificacdo de NNG em formulagdes a base de glifosato, baseiam-se na
determinacao indireta desse composto pelo método de Griess, ap0s sua conversao
em nitrito por derivatizacédo quimica * " ® 9. Na literatura ndo foram encontrados
trabalhos que realizem a quantificacdo de NNG em outras matrizes, nem alternativas
ao preparo de amostra severo e complexo que os métodos envolvendo CLAE

demandam.

Em geral, os métodos para determinacdo de NNG exploram técnicas
analiticas de alto custo, além de exigirem procedimentos de preparo de amostras
complexos e morosos, com grande consumo de reagentes. Assim, O
desenvolvimento de novos métodos para esta determinagéo explorando os sistemas
FIA apresenta-se como alternativa expressivamente vantajosa, diante do menor

custo, alto processamento amostral e simplicidade inerente a esses sistemas .

Outra vantagem relevante é a versatilidade em automatizar diversos médulos de
preparo de amostra no mesmo sistema, como a derivatizacdo por fotolise e SPE,
proporcionando assim, métodos rapidos, menos suscetiveis a erros sistematicos e
com maior reprodutibilidade para o preparo de amostra. Além disso, esses sistemas
possuem compatibilidade com varios detectores, possibilitando utilizar deteccdes
mais simples e por consequéncia reagdes bem consolidadas analiticamente, como a

reacdo de Griess 2.

Considerando esses aspectos, neste capitulo foi desenvolvido um sistema
SIA explorando a automacédo da fotoderivatizacdo e extracdo em fase solida como

modulos de preparo de amostra sequenciais para determinacgao indireta de NNG.

4.1 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 Equipamentos e materiais

Foram utilizados os mesmos equipamentos da se¢do 3.1.1 do capitulo 3,

sendo que para a construcdo do fotorreator foi utilizada uma lampada UV — 11 W *
69



DETERMINAQAQ INDIRETA DE N-NITROSOGLIFOSATO COM
FOTODERIVATIZACAO E EXTRACAO EM FASE SOLIDA EM LINHA

de baixa presséo, fluorescente (Sylvania), codigo: GCF11DS/G23/SE/OF. Interruptor
200 V para acionamento da lampada, papel aluminio, caixa em madeira MDF
(Medium Density Fiberboard) dimensfes (cm): 10 x 17 x 26 , termbmetro de
mercurio -10 a 50 °C, 0,1 °C (Incoterm), fita de pH O - 14 (Macherey — Nagel),
centrifuga de bancada KC5 (Kindly) velocidade maxima 4000 rpm, seringas para
insulina de 1 mL (Descarpack), tubo de PTFE (1,58 d.i.), cooler com ventoinha,
dimensdes (cm) 11,5 x 11,5.

Para a insercdo da fotoderivatizacéo no sistema SIA foi construido um suporte
(Figura 35) para acomodar a lampada e para protecdo do analista a radiacdo UV.
Foi utilizada uma caixa de madeira, da qual foi revestida com papel aluminio e uma
bobina reacional composta por um tubo de PTFE, foi envolta na lampada. O reator

permanecia sempre fechado e a lampada permanecia ligada durante todas as

etapas do procedimento analitico para a determinacédo de NNG.

Figura 35. Visdo interna da estrutura do suporte construido para acoplamento do fotorreator no
sistema SIA, mostrando a lampada UV (A) e a bobina reacional para fotélise (B). Dimens&es (cm):

caixa =10 x 17 x 26, lampada UV = 23 cm.
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4.1.2 Reagentes e solucodes

Foram utilizados os mesmos reagentes da secédo 3.1.2 do capitulo 3, com
excecdo das seguintes solucdes: metanol 1:1 (v/v) em HCI 0,12 mol L, etanol 1:1
(viv) em HCI 0,12 mol L e NaCl 1,0 mol L. Ademais as seguintes solu¢des foram
preparadas com agua destilada/deionizada.

A solucdo estoque de NNG 500 mg L™ foi preparada por meio da dissolucao
de 0,05 g do padrao analitico 100 % (Monsanto) em uma quantidade de agua que foi
transferida para um baldo volumétrico e completado até o volume de 100 mL. A
solucéo foi mantida em frasco ambar e refrigerada para evitar a decomposi¢céo. Uma
solugdo intermediaria de 50 mg L™ foi preparada e as solucdes da curva de
calibracdo foram obtidas a partir da diluicdo dessa com agua, conforme o propdsito.
A solucéio estoque de glifosato 1000 mg L™ foi preparada a partir da dissolucdo de
0,1036 g do glifosato PT, 96,5 % (Monsanto) em uma quantidade de &agua, este
volume foi transferido para um bal&o volumétrico e completado até o volume de 100
mL. Devido a alta toxicidade inerente ao NNG, faz-se necessario destacar que
durante o preparo e manuseio das solucdes deste composto foram utilizados os
seguintes equipamentos de protecdo individual: luva nitrilica, 6culos de protecao,

jaleco e méascara.

4.1.3 Procedimentos experimentais

4.1.3.1 Testes em batelada para avaliacao da fotolise

Primeiramente foram realizados alguns testes em batelada para explorar os
efeitos quando da insercéo da unidade de fotdlise no sistema. Assim, foi avaliado o
tempo de estabilizacdo e variacdo da radiagdo emitida pela lampada UV no
comprimento de onda de 254 nm, e a temperatura do fotorreator sem e com 0

sistema de ventilagéo.

A avaliacdo da estabilidade da radiacdo do fotorreator foi realizada por meio
de medidas espectrofotométricas da radiagdo da lampada UV. O espectrémetro UV-
Vis USB 2000 (Ocean Optics) foi conectado ao suporte do fotorreator por meio de
um tubo. Esse tubo possuia o caminho 6tico da largura do colimador do

equipamento e a intensidade que a radiacdo chegava no detector foi controlada pelo
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comprimento do tubo inserido, que foi de 11 cm. Assim que a lampada foi acoplada,
0 espectrdmetro comecou a realizar a aquisicdo dos espectros da radiacdo emitida.
As medidas foram realizadas pelo software Spectra Suite 2.0, versdo para Windows
(Ocean Optics), durante 40 minutos, sendo que a cada 1 minuto um espectro da
lampada era armazenado, assim n = 40. Para avaliacdo da temperatura interna do
suporte construido para acomodar o fotorreator foi inserido um termémetro de
mercurio proximo a lampada e as medidas de temperatura foram realizadas de 5 em
5 minutos durante 50 minutos, que resultou em n = 10. As medidas foram realizadas

sem e com ventilacao.

4.1.3.2 Insercdo da fotoderivatizagcdo no sistema SIA — SPE para

determinacéo indireta de NNG

Com base no sistema obtido no capitulo anterior, o fotorreator construido
conforme descrito no item 4.1.1 foi inserido em linha no sistema SIA. A inser¢ao foi
realizada em uma via da valvula multiportas que foi interligada a linha da SPE por
meio de uma confluéncia em forma de “T”. Assim, a fotoderivatizagédo e a SPE eram
realizadas de forma sequencial, porém para cada um dos modulos foram
acomodados em vias distintas. A Figura 36 demonstra as disposi¢des dos
equipamentos utilizados no sistema SIA.

Figura 36. Fotografia do sistema SIA com fotoderivatizacdo e SPE acoplados em linha. (1) solucdo
transportadora, (2) seringa, (3) Holding Coil, (4) valvula seletora multiportas, (5) fotorreator, (6)

minicoluna para SPE, (7) bobina de reacéo pds coluna, (8) sistema de deteccéo.
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O sistema SIA empregado para as determinacdes de NNG esta apresentado
na Figura 37, no qual apdés a insercdo da fotoderivatizacdo em linha foram
exploradas as duas etapas para o0 preparo da amostra do analito de forma
sequencial. Este sistema teve como base os mesmos parametros hidrodinamicos e
fisico-quimicos do sistema SIA obtido no capitulo anterior, item 3.1.3.3. O principio
deste método foi baseado na denitrosacdo do NNG por meio da fotdlise da espécie
gerando nitrito, do qual estimou-se que por estequiometria que 1,00 mg L™ de NNG
converte-se em 0,25 mg L™ de NO,". O nitrito gerado é retido em fase sélida (SAX) e
posteriormente eluido pelo RG para determinacdo por espectrofotometria. O

procedimento experimental detalhado esta disposto na Tabela 8.

BPE

Vawula
. ) multiportas N
N  ouT Hotging Colf <~ Fotorreator
& VB & (HE}
~ 7

=)

| |
—
Agua I = :
Destilada — T
c A RG
Saringa

Figura 37. Diagrama de fluxo do sistema SIA para determinacao indireta de NNG com automacao da
fotoderivatizagéo e extracdo em fase soélida. VB = Valvula Bidirecional, IN/OUT = posi¢fes da valvula
bidirecional para bombeamento e aspiracdo, C = solu¢édo de condicionamento (acetonitrila 10 %), A =
solucdes padrao NNG- 0,05 - 1,25 mg L-1, RG = Reagente de Griess (1:3) — eluente, R = Bobina de
reacdo para a fotélise, SPE = minicoluna de extra¢édo, T = confluéncia, BPE = Bobina de reag&o Pos-
Extracdo, Detector = espectrofotdmetro UV-Vis, D = Descarte. As setas indicam a direcdo do fluxo. A

seringa de 10 mL foi utilizada em todos os procedimentos deste capitulo.
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Tabela 8. Procedimento operacional para determinagéo indireta de NNG

Porta Vazdo SR Direcdo Volume

Etapa Operacdo valvula  (uL s SR (L)
1  Aspiracao da solucdo transportadora - 100 In 4000
5 le?é?gao da solucéo condicionante da fase 4 100 out 2000
3 Bombeamt_anto da solucéo condicionante 8 40 out 6000

para a minicoluna
4 Aspiracao de solucédo transportadora - 100 In 4000
5 Aspiracao da solucdo padréo de NNG 5 100 Out 3600 [1]
6 Bombe_amt_antoNda solucdo de NNG para 7 20 out 7600
fotoderivatizacéo
7  Aspiracdo de solucdo transportadora 100 In 4000
8  Aspiracdo do RG 6 100 Out 600
9 Aquisi¢d@o do sinal analitico pelo i i i i
espectrofotdmetro
10 Bombeamento do RG para elui¢éo 8 40 Out 4600
11 Fim da aquisicédo do sinal analitico pelo i i i i
espectrofotdmetro
12  Aspiracdo da solugéo transportadora - 200 In 1000
13 Asplragao da solygao de NNG para 5 200 out 800
ambientar o caminho [2]
14  Bombeamento da solugdo para o descarte 1 200 Out 1800

SR = seringa,[1] = para a segunda curva analitica foi de 7200 pL, [2] = a cada triplicata de sinais

Testes para avaliar a aplicacdo da estratégia de parada de fluxo durante a
fotoderivatizacdo do NNG foram realizados. O procedimento operacional teve inicio
de forma similar ao descrito acima (Tabela 8), com uma diferenca na etapa de
fotélise (OperacOes 4-6, Tabela 8), que consistia na aspiracdo de 600 pL de solugéo
transportadora com a valvula bidirecional na posicdo IN e 3600 pL de solugéo
padrdo de NNG 0,25 mg L™ na posicdo OUT para o HC. Com a inversdo do fluxo
este segmento era impulsionado para o fotorreator (Porta 7) em vazado de 80 pL s™.
Apés o bombeamento, toda a bobina reacional do fotorreator encontrava-se
preenchida com solucdo de NNG e o fluxo era parado. Foram testados de forma
univariada tempos de parada de 30 a 180 s de parada de fluxo. ApOs isso, eram
aspirados 4800 pyL de carregador (IN) e o fluxo era invertido para bombear apenas
agua destilada no caminho da lampada (porta 7, Figura 37) em vazéo de 40 pL s,

que tinha por funcao transportar a solugao fotoderivatizada para a percolar a fase
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sélida e limpar o caminho reacional. As outras etapas seguiram conforme o

procedimento citado na Tabela 8.

Volumes do padrdo/amostra foram estudados de 1800 — 7200 pL. O
comprimento de bobina pos-extracdo foi estudado em conjunto com diferentes
diluicdes para o RG. Os comprimentos foram variados de 100 a 200 cm e as
diluicbes do RG foram de 1:2 — 1:4 (v/v). O comprimento de bobina reacional para
fotolise foi estudado de 100 a 500 cm. Foram avaliados fatores relativos a SPE,
como: massas de fase sdélida da minicoluna na faixa de 40 a 120 mg, estimativa da
reprodutibilidade entre sucessivas extracfes e fator de pré-concentracao nas curvas
de calibragdo. A eficiéncia de conversdo de NNG a NO, foi avaliada em duas
concentracdes de NNG 0,75 e 1,00 mg L™,

Foram avaliados também, diferentes formatos para a minicoluna que
acomodava a fase solida, além daquela citada na Figura 12. Os formatos testados
foram os seguintes: um tubo de vidro 8,5 cm e 0,5 d.i., seringa de insulina com
capacidade de 1 mL e um tubo de PTFE de comprimento de 25 cm e 1,58 d.i. O
procedimento de confec¢do seguiu de forma similar a descricdo do item 3.1.1, do
capitulo 3 (Figura 12), com pequenas alteracdes. No tubo de vidro, somente uma
das extremidades foi adaptada com um segmento de ponteira de micropipeta (200 —
1000 pL). Em seguida as duas extremidades foram preenchidas com algoddo e
aproximadamente 80 mg de fase solida foram transferidos para seu interior. A
extremidade com a ponta de plastico foi selada ao tubo de vidro com resina
polimérica (Figura 38, A). A minicoluna da Figura 38 (B) foi construida a partir de
duas seringas de 1 mL que foram cortadas na graduacao referente a 200 uL (Figura
38, B), as extremidades foram preenchidas com algoddo, a massa de fase sdélida foi
transferida para o interior e as partes foram acopladas e coladas com resina
polimérica (Figura 38, C). A minicoluna coluna com tubo de PTFE foi confeccionada
a partir do preenchimento com algoddo de uma das extremidades seguida da
transferéncia da massa de fase sélida (80 mg) para dentro do tubo e em seguida a
outra extremidade do tubo também foi preenchida com algoddo. Dessa forma, as
diferentes minicolunas foram avaliadas no sistema SIA proposto com a solugao
padrédo de 0,05 mg L™* NNG.
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Figura 38. Imagens da minicoluna de vidro e producao da minicoluna com seringa de 1 mL: (A)
minicoluna de vidro, (B) cortes realizados para a produc¢do da minicoluna, (C) minicoluna com

seringas.

4.1.3.3 Estudos de interferéncia do glifosato com ions nitrito de

diferentes fontes na presenca da radiacdo UV

Testes em batelada foram realizados para avaliar a interferéncia no sinal
analitico que o glifosato proporciona aos ions nitrito de diferentes fontes, utilizando a
fotélise como parametro investigativo. As fontes de nitrito utilizadas foram uma
solucdo concentrada de sal de nitrito (NaNOy) e o nitrito advindo da fotolise do NNG.
Para isso, solu¢gbes de 10 mL de PT de glifosato foram fortificadas com solugdes de
NO, 1000 mg L™* e NNG 500 mg L™. A solugdo do PT de glifosato foi obtida
mediante o procedimento de extracdo aquosa proposto por Bioagri Laboratérios 1%.
Assim, pesou-se 3,0010 g de PT em um béquer que foram homogeneizados em 10
mL de &gua destilada (aferido em uma micropipeta 1000 — 5000 uL). Esta
suspensao foi submetida ao banho ultrassom por 10 minutos e logo apés foi
centrifugada por mais 10 minutos em 2500 rpm. A parte superior foi aspirada e
transferida para um béquer de 50 mL.

Dessa forma, trés solucdes testes foram preparadas por meio da mistura das
solucdes de glifosato com solucdes padrédo de NO, e NNG conforme a descricédo a
seguir: em dois béqueres foram adicionados 10 mL da solucdo de PT e 50 pL da
solucéo padrédo de NO,". No terceiro béquer foi adicionado 10 mL do extrato do PT

com 400 pL da solucdo padrdo de NNG. Assim, as concentracdes finais obtidas para
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as solucdes fortificadas com NO, foi de aproximadamente 5,0 mg L™ e de NNG foi
de 20 mg L™

Das solucgdes fortificadas com nitrito, somente uma foi submetida a fotdlise
por dez minutos juntamente com a solucdo fortificada com NNG. A outra solucéo
fortificada com NO; nao foi submetida a fotdlise, com objetivo de investigar se a
reagdo do nitrito com o glifosato ocorreria da mesma forma durante os mesmos dez
minutos sem a presenca da radiacdo UV. Para a fotoderivatizagcdo os béqueres
foram dispostos logo abaixo da lampada, para garantir a incidéncia da radiacdo na
solucédo. Logo apds o término dessa etapa, foi adicionado 2 mL de reagente de
Griess 1:2 (v/v) em todas as solugdes. Os espectros dos produtos formados foram
adquiridos através do software Spectra Suite 2.0, versdo para Windows (Ocean
Optics). Adicionalmente, foi preparada uma solucdo para comparacdo dos sinais
obtidos nos ensaios, na qual foram adicionados 50 pL de solucéo padrdo de NO, em
10 mL da solucdo do PT, em seguida foi adicionado 2 mL de RG 1:2 e 0 espectro
dessa solucdo foi adquirido imediatamente. Foram realizadas medidas qualitativas

de pH em todas as solucdes desse ensaio.

4.1.3.4 Aplicacao do sistema SIA com fotoderivatizagcdo e SPE em
linha para determinacdo de NNG em produto técnico e amostras de

herbicidas comerciais a base de glifosato

As amostras utilizadas neste trabalho foram cedidas pela companhia
Monsanto, das quais todas possuiam certificados de analises e a concentracdo de

NNG encontrava-se bem abaixo do permitido pela legislacéo que é de 1 mg kg™.

Primeiramente foi realizado um estudo para verificar a interferéncia de
diferentes quantidades de PT de glifosato em uma concentracdo fixa de NNG.
Assim, as solucdes foram preparadas através da adicdo de diferentes quantidades
de glifosato de 10, 100 e 1000 mg L™ em 100 mL de solucées de NNG 1,0 mg L™
Para a realizagdo das medidas foi construida uma curva de calibragdo conforme o
procedimento analitico citado no item 4.1.3.2 deste capitulo. Os sinais analiticos
foram obtidos em triplicata e a recuperacéo do NNG adicionado foi estimada para os

trés ensaios.
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Através do sistema SIA obtido foram realizados ensaios para a determinacao
de NNG em formulagcdes comerciais do herbicida e posteriormente no PT de
glifosato. Para isto, foram selecionadas duas amostras liquidas: Round up transorb
R ®, Round up original ®, duas soélidas: Round up WG ®, Round up ultra ® e uma de
glifosato PT. A Tabela 9 relaciona os principais dados a respeito das amostras

utilizadas.

Tabela 9 Especificacdes do PT e das amostras comerciais de glifosato utilizadas.

Amostra do Principio ativo Concentracéo de Concentracéo
herbicida Glifosato (%) de NNG (mg L'l)
Round up original ~ Sal de isopropilamina de glifosato 30,6 0,1
Round up transorb r ~ Sal de isopropilamina de glifosato 36,2 0,2
Round up WG Sal de amonio de glifosato 65,7 0,2
Round up ultra Sal de amonio de glifosato 65,7 0,2
Glifosato técnico Glifosato 96,5 0,2

As solugbes com as amostras comerciais foram preparadas diluindo-se 5 mL
de cada amostra liquida e 5 g de cada amostra sélida em 50 mL de agua, que em
seguida foram fortificadas com o equivalente a 1,0 mg L* de NNG em sua
concentracédo final. Essas solucdes foram injetadas diretamente no sistema analitico
obtido. Para o produto técnico, foi utilizado o mesmo método de extracdo aquosa do
PT de glifosato descrito no item 4.1.3.3. Desse modo foram preparadas quatro
solu¢cbes com de 3,0 g do PT que resultaram em quatro aliquotas de 10 mL para
leitura. Esses extratos foram fortificados com a solucédo estoque de NNG de forma
que duas solucdes obtiveram concentracdo final de 2,0 e duas de 3,0 mg L™ do
analito, respectivamente. Essas solu¢cdes foram analisadas segundo o procedimento

analitico descrito na Tabela 8.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Estudos relacionados a fotolise

Como abordado na secdo 2.2.3 do capitulo 2, as N-nitrosaminas em geral,

sofrem alteracBes em sua estrutura molecular quando expostas a radiacdo UV.>* As
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reacoes fotoquimicas na regido UV se processam normalmente na regidao UV - C

(190 a 280 nm) *8, que é a faixa mais energética do espectro UV.
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Figura 39. Espectro da lampada UV de mercurio de baixa presséo utilizada.

A lampada UV de baixa pressao utilizada nos estudos de fotoderivatizacao
deste trabalho de dissertacdo foi empregada devido aos bons resultados obtidos por
Lins, na utilizacdo deste aparato para a fotdlise do NNG 2. Como pode ser
observado no espectro obtido dessa lampada (Figura 39), o comprimento de onda
mais intenso de emissdo da radiacdo é em 254 nm, que € justamente o responsavel
pela clivagem das N-nitrosaminas °*>*. Isso demonstra a adequac&o dessa lampada
para os propésitos deste trabalho, uma vez que 80% da radiacdo emitida encontra-

se no comprimento de onda ideal para a fotélise do NNG “%,

4.2.1.1 Avaliacdo da estabilidade e temperatura da fotdlise

Para avaliar alguns fatores relacionados a lampada UV foram realizados o0s
testes descritos na se¢do 4.1.3.1 deste capitulo. Através da obtengédo dos espectros
e andlise do CV (%) da intensidade de radiacdo no comprimento de onda de
interesse, 254 nm, foi possivel avaliar apdés quanto tempo a emissdo da radiacao
estabilizou-se e também o CV da emissdo ap6s 40 minutos. Os valores de
intensidade foram plotados no grafico ilustrado na Figura 40. A linha vermelha
apresenta o valor médio de intensidade obtida. O CV total do procedimento foi 3,36

%, n = 40, que representa pequena variacao para as medidas.
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Figura 40. Grafico da intensidade da radiacdo emitida pela lampada UV em 254 nm pelo periodo de

40 minutos.

Para as 11 primeiras medidas, a reducdo da intensidade de emisséo
apresentou-se gradativa, e depois estabilizou-se em 12 minutos (Figura 40). Assim,
para as 29 medidas restantes, o CV = 1,37 % foi obtido até o final do estudo (40
min). A reducgdo gradativa da intensidade para os primeiros 11 minutos ocasionou
maior variacdo nas medidas (CV = 2,71 %). Tal fato indica que a lampada necessita
desse periodo de tempo para estabilizar a intensidade de emissdo da radiacéo.
Sendo assim, foi estabelecido que em todos os procedimentos realizados, a
lampada ficaria ligada por no minimo 15 minutos antes da realizagdo das atividades.

A temperatura de aquecimento da lampada UV foi avaliada durante 50
minutos e os valores aferidos estdo apresentados na Tabela 10. Foi possivel
constatar que a temperatura elevou-se durante 0s primeiros 25 minutos,
estabilizando-se em média 45 °C até o final do estudo. Para certificar das
consequéncias que o0 aumento de temperatura poderia proporcionar ao
procedimento fisico-quimico de extracdo, foram realizadas algumas extracdes no
sistema SIA, com o procedimento analitico otimizado no item 3.1.3.3, empregando
2400 pL de solucdo de NO, 0,50 mg L™. Para as sucessivas extragdes foi obtido CV
= 25 %, n = 4, confirmando assim a hip6tese de que o0 aquecimento influenciava
negativamente no procedimento de extragdo, demonstrando que uma estratégia

para diminuir este aquecimento deveria ser empregada.
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Tabela 10. Medidas da temperatura préxima a lampada UV em °C

N° de medidas Tempo (minutos) Temperatura (°C)
1 5 37
2 10 39
3 15 41
4 20 42
5 25 45
6 30 45
7 35 46
8 40 48
9 45 46
10 50 45

Diante disso, foram realizados pequenos furos no suporte do fotorreator e um
cooler com ventoinha foi acoplado logo a frente desses furos. Uma abertura maior foi
realizada no lado aposto para circulacdo do ar. Este sistema permanecia ligado
durante todos os ensaios, juntamente com a lampada UV. Para verificacdo de sua
eficiéncia, foram realizadas medidas de temperatura interna do reator com o sistema
de ventilacdo empregado, que resultaram em diminuicdo de 10 °C da temperatura
interna e o valor médio constatado foi de 33,3 °C, n = 10. Assim, foi repetido
novamente o procedimento de extracdo para a solucdo de NO, 0,50 mg L™ e o CV
obtido foi de 2,35 %, n = 4. Portanto a inser¢cdo de um sistema de ventilagdo no
suporte do fotorreator promoveu a reducdo da temperatura interna do fotorreator

possibilitando que o procedimento de extracao fosse realizado adequadamente.

4.2.2 Otimizacdo do procedimento analitico de fotoderivatizagéo
no sistema SIA-SPE

A fotoderivatizacdo empregada como preparo de amostra para o NNG foi
escolhida devido a clivagem que a radiagcdo UV em 254 nm proporciona na ligagcao
N-NO liberando ions NO,, que sao determinaveis por espectrofotometria UV-Vis.
Todavia, de forma a proporcionar maior seletividade ao método, os ions advindos da
fotolise foram extraidos em fase solida de troca anidnica. A unidade de
fotoderivatizacédo foi inserida no sistema SIA-SPE pré-estabelecido no capitulo 3

(Figura 15), que ja possui suas variaveis hidrodinamicas e fisico-quimicas
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otimizadas. Porém com o0 emprego de mais uma etapa no sistema, alguns

parametros teriam de ser novamente avaliados.

O primeiro parametro avaliado foi o volume de solugéo padréo de NNG a ser
fotoderivatizado. Os resultados do planejamento fatorial descritos na secao 3.2.3 do
capitulo 3, indicaram que o aumento do volume da solu¢cdo padrdo de NOy
apresentam melhores resultados para a extracdo do ion. Partindo deste resultado,
pode-se considerar que o aumento do volume da solucéo padrdo de NNG a ser
fotoderivatizada, aumentara por consequéncia a quantidade de NO;" disponivel para
a SPE. Dessa maneira, os volumes foram variados em 1800, 2400, 3000 e 3600 uL
para a solucdo padrdo de 1,0 mg L™ NNG. A bobina reacional para fotélise foi fixada
inicialmente em 50 cm e a bobina reacional pdés-extracdo manteve-se igual a
otimizada no sistema SIA-SPE (100 cm). O volume de eluente foi fixado em 600 pL
(RG 1:4) e o padrao de NNG foi bombeado através da bobina reacional para fotélise
a uma vazdo de 20 pL s™. Por meio da transparéncia dessa do tubo de PTFE a
radiacdo UV emitida pela lampada entrava em contato com a solugéo promovendo a
fotélise e o revestimento de aluminio empregado no suporte garantiu reflexdo da
radiacdo, fazendo com que mais fotons participem da fotoderivatizagcdo. Assim,
neste teste, o tempo de exposi¢ado da fotolise foi controlado pelo tamanho da bobina
reacional para fotdlise, sendo fixo para todos os volumes empregados. Para uma
bobina de 50 cm, em vazdo de 20 pL s*, estimou-se que o tempo de exposicao foi

igual a 12,5 s. O grafico para o efeito do volume estéa exposto na Figura 41.

A tendéncia do aumento do volume de solucéo obtido para NO, (item 3.2.3,
capitulo 3) também foi obtida para este ensaio com NNG. Foi possivel perceber que
0 aumento ou decréscimo do sinal analitico neste ensaio estd relacionado
diretamente com a quantidade de espécies nitrito que sao liberadas pela
denitrosacédo do NNG por fotélise. Como € possivel observar no grafico (Figura 41),
o sinal aumenta de forma proporcional ao aumento no volume de solucéo. Dessa
maneira, a resposta analitica obtida para 3600 pL aumentou aproximadamente
guatro vezes mais do que a obtida para o volume de 1800 pL. Assim, o volume de

solucdo padréo estabelecido para os proximos ensaios foi de 3600 pL.
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Figura 41. Efeito da fotoderivatizacéo de diferentes volumes da solucéo padrdo de NNG 1,00 mg L™
Volume da solucéo eluente = 600 pL RG 1:4, bobina reacional para fotdlise = 50 cm, vazdo da

fotoderivatizacdo = 20 pL s, bobina reacional pés extracdo = 100 cm.

Em um segundo teste foi avaliado o efeito do comprimento da bobina
reacional para fotdlise. A faixa avaliada foi de 100 a 500 cm e foi utilizada uma
solucdo padrdo de NNG 0,25 mg L™. Neste ensaio, foi empregada uma solucéo de
NNG menos concentrada com objetivo de avaliar a eficiéncia da fotélise para
menores concentragdes de NNG, buscando abranger menores faixas de trabalho.

Os sinais analiticos obtidos estdo demonstrados no gréafico da Figura 42.
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Figura 42. Efeito do comprimento da bobina do fotorreator para a fotoderivatizacdo de NNG 0,25 mg

L™, Volume da solucdo padrdo = 3600 pL, volume da solucdo eluente = 600 pL RG 1:4, bobina

reacional pos extragao = 100 cm.
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Para uma mesma vazao o tempo de exposicdo da solucédo a radiacdo UV é
controlado pelo comprimento do tubo empregado para a fotoderivatizagao. Portanto,
tamanhos maiores apresentam maior tempo de exposi¢cao. A Tabela 11 relaciona os

tempos de exposicdo com os comprimentos de bobina empregados neste teste.

Tabela 11. Tempos de exposicao das solugdes de NNG nas bobinas reacionais para fotélise.

Comprimento de bobina  Tempo de exposicao (s)

(cm)

100 25
200 50
300 75
400 100
500 125

Para os tempos de exposicdo de 25 e 50 s, 0s sinais analiticos apresentaram-
se similares. Houve um decréscimo expressivo da magnitude do sinal para maiores
tempos de exposicdo 75 — 125 s. Esses testes demonstram a dependéncia do
tamanho da bobina para o sucesso da conversdo de NNG em NO,’, uma vez que a
exposicdo da solucdo reagente a radiacdo depende diretamente desse fator.
Todavia, p6de-se observar que a eficiéncia de conversao/extracdo de NO, decresce
a medida que o tempo de exposicdo aumenta. Esta tendéncia pode estar
relacionada a formacdo de potenciais produtos intermediarios derivados da fotélise

das N-nitrosaminas > .

Como foi discutido no item 2.2.3 do capitulo 2, a fotélise das N-nitrosaminas
pode ser conduzida por dois caminhos reacionais, o da clivagem homolitica ou
heterolitica, sendo que ambos mecanismos conduzirdo a formacédo de NO;, seja
pela conversdo de nitrosil em nitrito ou pela dissociacdo do &cido nitroso formado *°.
Assim, a quantificacdo realizada serd de NO; seja qual for a rota estabelecida
(Figura 43).

A literatura aborda alguns possiveis mecanismos para a fotdlise de N-
nitrosaminas (Figura 43) mais simples como a NDMA. Assim, pressupde-se que 0

mecanismo reacional para a fotolise do NNG ocorra de forma semelhante.
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Figura 43. Possivel mecanismo para clivagem de NDMA e rotas subsequentes em meio aquoso.
Adaptado de Lee e colaboradores *°. (1) formacéo do estado excitado, (2) clivagem homolitica da
NDMA, (3) clivagem heterolitica de NDMA.

Considerando estes aspectos € possivel observar que a reducdo do sinal
analitico pode estar relacionada a presenca de outros produtos diferentes do nitrito
no meio reacional como, radicais livres e ions hidroxila que podem ser formados
através de exposicdes prolongadas da solucédo contendo nitrito a radiagdo UV *°.
Dessa maneira, devido ao melhor sinal apresentado e a menor suscetibilidade de
formacao de potenciais produtos intermediarios, a bobina para fotélise de 100 cm foi

empregada para os estudos posteriores.

Ainda com obijetivo de avaliar a eficiéncia da fotélise em relacdo ao tempo de
exposicdo da solugcdo padrdo foi testado o procedimento de parada de fluxo,
utilizando 3600 puL de NNG 0,25 mg L™. Diferentemente do procedimento de
fotoderivatizacdo em movimento, nesta estratégia, a exposicdo do analito é
controlada pelo tempo em que a solucédo fica parada na bobina reacional para
fotélise. O procedimento seguiu conforme descrito no item 4.1.3.2 e com algumas
mudancgas nos parametros fisicos do sistema. Para comportar o volume de 3600 pL
parado no fotorreator, foi empregada uma bobina reacional para fotdlise de
aproximadamente 720 cm, envolta na lampada UV. Assim, os tempos de parada de
fluxo foram avaliados na faixa de 30, 60, 90, 120 e 180 s (Figura 44). Percebeu-se

que apos 90 s o sinal analitico estabiliza-se, ndo apresentando melhorias
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significativas do que as obtidas no procedimento de fotoderivatizacdo por movimento

da solucdo de NNG. Este resultado confirma ainda o constatado no teste anterior
que tempos de exposi¢cdo prolongados podem favorecer a formacdo de produtos
diferentes do nitrito no meio reacional. Desse modo, foi mantido o procedimento de
derivatizacdo por movimento da zona de amostra, que apresentou resultados
similares ao procedimento de parada de fluxo com frequéncia analitica mais
adequada de 5,2 det h™ contra 3,75 det h™ para o tempo de parada de fluxo de 90 s.
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Figura 44. Efeito do tempo de parada de fluxo para a fotoderivatizacdo de NNG 0,25 mg L™. Volume
da solucéo eluente = 600 puL RG 1:4, bobina reacional para fotélise = 720 cm, bobina reacional pés

extracdo = 100 cm.

Com o objetivo de formar maior quantidade de produto da reacdo de Griess,
foram avaliados diferentes comprimentos para a bobina reacional pos-extracdo: 100,
150 e 200 cm. Como este parametro apresenta certa dependéncia para a
concentragdo do RG aplicada, foram realizados ensaios univariados com trés
diluicdes do RG, nas seguintes propor¢des (v/v), 1:2, 1:3 e 1:4. Dessa forma, para
cada diluicdo, foram avaliados os sinais obtidos com as trés bobinas citadas. Os

testes foram realizados utilizando uma solugéo de NNG 0,25 mg L™.

E possivel observar no grafico exposto na Figura 45, que os sinais obtidos
para os comprimentos de bobina de 100 e 150 cm, em todas as concentragcbes de
RG empregadas ndo apresentaram relevantes diferencas entre si, apenas no
comprimento de 150 cm para a concentracdo do RG 1:3 que pode-se perceber um
pequeno aumento de magnitude de sinal. Para a bobina de 200 cm, as diluicbes do
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RG 1:2 e 1:3 apresentaram 0s maiores sinais analiticos. Entretanto, para o RG 1:2,

foi possivel perceber um alto pronunciamento do efeito Schlieren e altos valores de
absorbancia para o branco, indicando pouca mistura das aliquotas, ja que o RG
estava mais concentrado. Dessa maneira, para 0s proOXimos ensaios, a bobina
reacional pos-extracao foi estabelecida em 200 cm e a diluicdo do RG em 1:3, por
apresentar melhores sinais analiticos para as solu¢des padrdo, menor magnitude de

sinal para o branco e praticamente nenhum efeito Schlieren.
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Figura 45. Efeito do comprimento de bobina em diferentes concentra¢des do reagente de Griess. RG
(viv) =1:2 (—), 1:3 (—), 1.4 (—) . Bobina reacional para fotdlise = 100 cm, vaz&o da fotoderivatiza¢é@o
=20puLs™

Com o objetivo de melhorar a pré-concentracdo do ions nitrito derivados da
fotélise foi avaliada a influéncia da massa de fase solida para eficiéncia de extracao.
Foram estudadas trés quantidades diferentes de fase sélida, 40, 80 e 120 mg,
inseridas nas minicolunas. O procedimento foi realizado com todas as variaveis
acima otimizadas e o padrdo utilizado foi de 0,75 mg L™ de NNG. Os respectivos

sinais analiticos estdo demonstrados na Tabela 12.

Para as massas de 40 e 80 mg foi possivel notar certa proximidade entre os
sinais obtidos, sendo que para 80 mg o sinal apresentou-se um pouco maior. Ja
para 120 mg percebeu-se apés o experimento, que ocorreram vazamentos nas
conexdes da minicoluna e até o rompimento da mesma, que pode estar relacionado
ao aumento da pressao hidrodinamica proporcionada pela maior quantidade de

massa dentro da minicoluna **. Ao comparar as absorbancias obtidas utilizando as

87



DETERMINAQAQ INDIRETA DE N-NITROSOGLIFOSATO COM
FOTODERIVATIZACAO E EXTRACAO EM FASE SOLIDA EM LINHA

minicolunas com 40 e 80 mg foi possivel perceber uma reducdo para as extracdes

utilizando 40 mg de fase sélida. Este efeito esta relacionado com o maior “volume
morto” atribuido a essa minicoluna que proporciona maior diluicdo do produto
colorido. Diante disso, ndo foi alterada a massa de fase sélida para a confeccéo da

minicoluna, sendo mantida em 80 mg.

Tabela 12. Variagdes na massa de fase sélida utilizada para construcao da minicoluna SPE, n=3.

Massa sorvente (mg) Absorbancia Média (u.a.) Desvio padréo

40 0,1846 46x107
80 0,2196 6,4x10 73
120 0,1010 8,0x 102

Considerando todos os aspectos de otimizagcdo abordados, um resumo das
faixas estudadas e dos valores otimizados estdo dispostos na Tabela 13. Estes
parametros foram utilizados para a construcdo da curva de calibragdo na seguinte
faixa de trabalho: 0,25 — 1,25 mg L™ de NNG. Assim, o registro de sinais e a curva

analitica estao representados nas Figuras 46 e 47, respectivamente.

Tabela 13. Faixas dos fatores estudados e valores selecionados para determinagéo indireta de NNG.

Variavel Faixas estudadas  Valor selecionado
Volume da solucao padrao de NNG (L) 1800 - 3600 3600
Comprimento de bobina pés-extracéo (cm) 100 - 200 200
Diluicdo do RG (v/v) 1:2,1:3,1:4 1:3
Comprimento da bobina fotorreator (cm) 100 - 500 100
Massa de fase sélida (mg) 40-120 80
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Figura 46. Registro de sinais obtido para a determinacéo indireta de NNG com fotoderivatizacéo e
SPE utilizando os valores otimizados da Tabela 13.

A curva analitica (Figura 47), apresentou linearidade adequada (R?= 0,9957)
e limites de deteccéo e quantificacdo estimados em 5,18 x 102 mg L™ e 5,18 x 10™
mg L™, respectivamente. Essa faixa linear apresenta-se adequada para
determinacdo de NNG em amostras que apresente teores da impureza acima do
permitido por lei (1,00 mg Kg* de NNG) *°, na qual o LD obtido apresenta-se 19
vezes menor do que este limite. O fator de pré-concentracdo obtido apresentou-se
em 6 vezes.
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Figura 47. Curva analitica para determinacdo de NNG na faixa 0,25 — 1,25 mg L™.
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Algumas variagdes nos sinais analiticos foram observadas no decorrer dos
ensaios, quando da reposicdo de uma minicoluna. Essas oscilagbes podem estar
relacionadas com a dificuldade de reproduzir fielmente a confecgéo das minicolunas.
Como ja salientado, as minicolunas produzidas tendem a apresentar um “volume
morto” em seu interior, que ocasiona pequenas diluicdes no produto formado pelo
RG e por consequéncia diminui o sinal analitico. Esse tipo de coluna utilizada é
denominada de fluidizada e é bastante utilizada em procedimentos de automacao da
SPE em sistemas FIA, ja que a fase soélida se encontra solta dentro da minicoluna, o
que permite a passagem do fluxo sem aumento da presséo interna em todo o

sistema analitico *°°.

A dificuldade em reproduzir manualmente a confeccdo desses suportes
podem afetar alguns parametros da minicoluna que podem acarretar em variacées
na pressdo hidrodindmica e no volume interno. Esses inconvenientes podem
proporcionar efeitos negativos para as extracdes e aos sinais analiticos obtidos de

uma coluna para outra.

Considerando esses aspectos, foi realizado um estudo para avaliar novas
estruturas de suporte para a fase soélida, para tentar garantir maior reproducédo na
confeccdo das minicolunas e menor diluicdo interna para o analito. As diferentes
minicolunas testadas estdo descritas na pagina 76 e algumas ilustradas na Figura
38.

Seguindo o mesmo procedimento para realizacdo da curva de calibracao
anterior, foram avaliados os sinais obtidos para a fotoderivatizacdo de NNG
utilizando os quatro suportes propostos. Essas minicolunas apresentaram diferentes
volumes internos (Tabela 14), assim, com o objetivo de aumentar a sensibilidade do
método e ampliar a faixa de trabalho foi empregada uma menor concentracdo para a
solucdo de NNG (0,05 mg L™) e foi realizado um pequeno aumento no volume
dessa solucéo de 3600 pL para 4200 pL.

O volume interno de todas as minicolunas foram estimados e os valores
obtidos estdo demonstrados na Tabela 14. A minicoluna fabricada com tubo de vidro
e a com tubo de PTFE apresentaram 0s menores volumes internos, por
consequéncia menores volumes mortos. Entretanto, estes suportes demonstraram

uma pressao interna muito alta, quando da passagem dos fluidos pela fase solida.
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Esse aumento de pressdo pode estar relacionado com a estrutura desses suportes,
que foram constituidos de tubos retos sem a estrutura abaloada que as minicolunas
com ponteiras possuem. Sendo assim, o percolamento da solugdo apresentou-se
com maior velocidade, levando a fase sélida para o orificio da saida do liquido que
agiu como uma tampa obstruindo o escoamento do fluido e por consequéncia,

ocasionou o rompimento das conexdes préximas a minicoluna **°.

Tabela 14. Medidas para o volume interno das minicolunas. Agua destilada = 0,9969 g cm™ a 25,5 °
C.

Material da minicoluna Volume interno (uL)
1 Vidro 286,2
2 Tubo de PTFE 2443
3 Seringas 3973
4 Ponteiras de micropipetas 10 - 100 pL 662.,0

Dessa forma, foram utilizadas nas extragdes, as minicolunas 3 e 4 (Tabela 14)
e 0s sinais obtidos, para n = 3 foram respectivamente de 0,0541 u.a. e 0,0361 u.a.
Os sinais analiticos obtidos para as extracfes realizadas com a minicoluna 3,
apresentaram maior magnitude quando em comparacdo com 0s sinais obtidos
utilizando a minicoluna 4. Esse aumento de absorbancia esta relacionado com o
menor volume interno apresentado pela minicoluna 3. Esse suporte também
apresentou caracteristicas satisfatérias relacionadas ao escoamento do fluido nesse
tipo de estrutura (cilindrica). O escoamento das solucBes dentro da minicoluna 3,
apresentou-se mais favorecido devido estrutura reta do tubo que ocasiona menor
perturbacdo no fluxo, diferente da minicoluna 4, que possui afunilamentos cénicos
na entrada e na saida do liquido que causa grande pressao interna dentro do tubo
110 favorecendo o rompimento das conexdes do sistema. Outra vantagem
apresentada para a minicoluna 3 foi a melhor reprodutibilidade na confeccéo, uma
vez que as seringas possuem marcas de graduacao (1 mL) na qual o corte pode ser
realizado sempre na mesma posi¢cédo. Considerando esses aspectos vantajosos, a

minicoluna 4 foi substituida pela minicoluna 3 para os préximos estudos.

Como foi possivel obter um sinal analitico satisfatorio com a solucdo de NNG

0,05 mg L™ e pelo fato do novo suporte para a fase sélida utilizado apresentar menor
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volume interno, foi avaliado novamente o volume do padrdo de NNG a ser
fotoderivatizado, com o objetivo de ampliar a faixa de trabalho com maior
sensibilidade. Assim os volumes foram avaliados na faixa de 3600 a 7200 pL (Figura
48), com a minicoluna 3. Como esperado, o0 sinal analitico obtido praticamente
dobrou quando o volume aumentou de 3600 para 7200 pL, ja que possui 0 dobro de
espécies de NNG (Figura 48). E provavel que volumes maiores que 7200 pL
melhorariam ainda mais a magnitude do sinal analitico, porém tornaria o

procedimento extremamente lento impactando na frequéncia analitica do método.
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Figura 48. Efeito do volume do padrdo de NNG 0,05 mg L™ sobre o sinal analitico utilizando os

valores otimizados da Tabela 13.

Sob todas as condicbes otimizadas, a faixa de trabalho foi ampliada para
0,05, 0,15, 0,25, 0,50 e 0,75 mg L™ de NNG. Assim, o registro de sinais e a curva
analitica para esta faixa linear estdo dispostos na Figura 49 e 50, respectivamente.
Durante a realizacdo deste procedimento houve imprevistos como, quedas
sucessivas na rede elétrica que impactaram em alguns registros dos sinais obtidos
para as solucdes padrdo de 0,50 e 0,75 mg L™. Desta maneira s6 foi possivel
considerar duplicata de sinais. Para o sinal do branco, houve a entrada de bolhas,
para a terceira medida, que prejudicou uma das leituras, assim sO foi possivel

considerar, também, duplicatas de sinais.
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Figura 49. Registro de sinais obtidos com a fotoderivatizagéo e extracao em fase sélida de NNG para
menores concentracdes. Os valores indicam a concentracdo empregada para a nova faixa linear. Os
parametros utilizados estao listados na Tabela 13 com excecdo do volume da solugdo padrao de

NNG que nesta aplicacéo foi de 7200 pL.
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Figura 50. Curva de calibracéo obtida para a determinacdo de NNG com menor faixa linear.

As duas curvas analiticas resultantes (Figuras 47 e 50) dos dois
procedimentos foram comparadas e foi possivel constatar que o maior volume
empregado da solucdo padrao proporcionou aumento na sensibilidade em quase 2

vezes em comparacdo a resposta linear da Figura 47. Foi possivel observar
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também, reducdo no LD para 3,1 x 10% mg L™ e mesmo com a ampliacdo da faixa
para menores concentracées, a resposta linear apresentou-se adequada com R? =
0,9987. O fator de pré-concentracdo para nesta curva analitica foi maior, estimado
em 12 vezes e CV = 3,75 % para a solucao padrédo de menor concentracdo de NNG
0,05 mg L. Uma estimativa da reprodutibilidade da fase sélida nesta aplicacéo foi
realizada, e resultou em média 48 extracdes sem mudancas no sinal analitico. Essa
menor reprodutibilidade da fase soélida, quando comparada ao sistema SIA para
determinacdo de nitrito obtido no capitulo anterior, pode estar relacionada com o
aumento da quantidade de etapas do procedimento, que por consequéncia acarreta
em maior passagem de solugdes pelo sdélido, que eventualmente podem danificar os
sitios trocadores, comprometendo a capacidade de troca do material extrator.
Apesar da quantidade de procedimentos destinados ao preparo de amostra e da
sequencialidade inerente ao sistema SIA, a frequéncia analitica se apresentou

dentro do esperado para este tipo de sistema, sendo estimada em 5,7 det h™%.

Todavia, ao comparar a frequéncia analitica obtida com o tempo gasto
somente com o preparo de amostra (separacdo e derivatizacdo) dos métodos por

CLAE para a determinacdo de NNG (em média 23 minutos) *"®

, a frequéncia
analitica de 5,7 det h™, apresenta-se satisfatéria para os objetivos propostos, uma
vez que este valor foi estimado relacionando todo o procedimento desde as etapas
de o preparo de amostra (fotoderivatizacdo e SPE) até a aquisicdo do sinal analitico.

Para os métodos convencionais ’®

relacionando todo o tempo de andlise, a
frequéncia analitica é estimada em 2 det h™. Para o método que realizou todo o
procedimento de separacdo por CLAE e derivatizacdo quimica em linha, a
frequéncia analitica nao foi relatada pelos autores, porém estima-se de acordo com

os dados expostos que seja em média 4,0 det h™*°.

Apoés a otimizacdo completa do sistema, foi realizado um procedimento para
constatar da eficiéncia de conversdo de NNG em NO,. A Figura 51 demonstra os
resultados obtidos para a fotoderivatizacdo das solugbes de NNG em duas
concentracdes: 0,75 e 1,00 mg L™ (linha azul, Figura 51), e os sinais relativos as
quantidade de nitrito, 0,1875 mg L™ e 0,25 mg L™ (linha rosa, Figura 51), que seria

liberada, teoricamente, se a taxa conversao apresentasse em 100 %.
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A solucdo de 0,75 mg L™* de NNG, apresentou eficiéncia de conversdo de

62,35 % em nitrito e para a solucdo de 1,0 mg L™ foi de 60,20 % sendo que a
diferenca entre as taxas de converséo foram de aproximadamente 2,15 % e os CV
para as solucdes padrdo de NNG 0,75 e 1,00 mg L™ foram iguais a 3,01 e 2,45 %
respectivamente. Para as solu¢des padrdo de NO, 0,1875 mg L™ e 0,25 mg L™ os
CV foram iguais a 2,88 % e 1,33 %, respectivamente. A pequena diferenca nas
taxas de conversédo encontradas entre as concentracoes diferentes de NNG pode
estar relacionada, dentre outros fatores, com a variacdo na emissdo de radiacao
pela lampada que se encontra em 1,37 %. A taxa de eficiéncia de conversao inferior
a 100 % ndao afeta a precisdo do método devido a temporizacéo controlada inerente
ao sistema SIA, que garante a aquisicdo do sinal analitico sempre no mesmo ponto

reacional.

1,00 -
—i— Sinais obtidos para NNG

] —@— Sinais obtidos para NO,, .

0,75 4

Altura do pico/ u.a.
g

0,25 T T T

[NNG)/ mg L™

Figura 51. Conversao fotolitica de NNG 0,75 e 1,00 mg L™ para NO,". As concentracdes para o sinal
esperado de nitrito sdo: 0,1875 mg L e 0,25 mg L, respectivamente. Volumes das solu¢des padréo
de NNG e de NO, = 7200 uL. Os parametros utilizados estdo listados na Tabela 13 com excecéo do

volume das solu¢Bes padrao.

Cabe salientar que o aumento de volume ndo impactou sobre a capacidade
de troca da fase sélida (volume de breakthrough), uma vez que 7200 pL de NNG

0,75 mg L liberou o equivalente 0,1148 mg de NO, em potencial conversdo de
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61,3%. Essa massa de nitrito liberada apresenta-se menor que capacidade maxima

de pré-concentracdo de 80 mg de fase sdlida que é de 2,944 mg de nitrito.

Considerando os aspectos abordados neste item, foi possivel estabelecer um
sistema SIA com automacdo da fotoderivatizacdo e extracdo em fase sodlida, com
caracteristicas analiticas satisfatorias que permite a determinacdo de NNG em
baixas concentragfes. Assim, 0s proximos topicos abordardo estudos para a
determinacao de NNG em amostras de PT e formulagdes comerciais de glifosato.

4.2.2.1 Avaliacdo da interferéncia do glifosato sobre ions nitrito

de diferentes fontes

Antes de prosseguir com as analises das amostras de glifosato no sistema
obtido, foram realizados estudos em batelada para avaliar a possivel interferéncia do
PT de glifosato nas medidas dos ions nitrito provenientes de diferentes solugdes.
Nos testes com as misturas da solucao de sal de NO;', a radiagdo UV foi empregada
como parametro avaliativo de contribuicdo para interferéncia do glifosato conforme o
procedimento descrito no item 4.1.3.3. Dessa maneira foram realizados trés testes
com as solugdes descritas na Tabela 15. As solugbes 1 e 2 (Tabela 15) foram
fortificadas com NO, em mesma concentracdo final (5,0 mg L) e somente a
solucdo 1 foi submetida a fotolise por 10 minutos. A solugéo 2 permaneceu reagindo
pelo mesmo periodo de tempo em meio externo. A solucdo 3 foi submetida a fotdlise
pelo mesmo tempo de 10 minutos, para obter o nitrito, uma vez que 20 mg L™ de
NNG converte-se teoricamente em 5,0 mg L™ de NO,. O pH das trés solucdes foi

avaliado qualitativamente.

Tabela 15. Solug@es, condi¢cbes e absorbancia obtida para os ions nitrito na presenca de glifosato

Solucso Composicio Fotdlise Absorbancia Faixa
& POsIG (10 minutos) (u.a) de pH
-1 - ~
1 5,0mg L™ de NO, em 10 mL solucéo PT de sim 1,732 2.3
glifosato
-1 - ~
> 5,0mg L™ de NO, em 10 mL solucéo PT de No 2031 2.3
glifosato
1 ~
3 20,0 mg L™ de NNG em 10 mL solucdo PT sim 0,052 2.3
de glifosato
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Foi utilizada uma solucédo para comparacao dos sinais obtidos nos testes da
Tabela 15. Dessa forma, uma solucdo de PT glifosato foi misturada a solugcéo de
nitrito, de modo a conter 5,0 mg L™ de NO, da qual foi adicionada o RG 1:2. O
espectro do produto formado foi adquirido imediatamente apds a mistura do
reagente e 0 maximo de absorbéancia apresentou-se em 2,896 u.a. Esse resultado
foi utilizado como parametro para avaliar as absorbancias obtidas nos testes das
solugdes de 1 a 3 (Tabela 15).

Ao comparar o valor de absorbancia obtida para a solucdo 1, com a
absorbancia esperada de 2,896 u.a., percebe-se um decréscimo de 40 % do sinal
que pode indicar tendéncia a nitrosacao do glifosato. Essa hipotese é reforcada ao
observar o resultado do ensaio 2, no qual o decréscimo de sinal foi de 30 % em
relacdo ao valor esperado de comparacao e 10 % a menos do que o0 ensaio 1. Esses
resultados apontam que, seja com ou sem incidéncia de radiacéo, o glifosato tende
a reagir com o nitrito por uma possivel nitrosacao e que a radiacao pode ter pequena
contribuicdo para esta interferéncia. Todavia, o decréscimo mais expressivo do sinal
foi encontrado para o ensaio 3, que resultou em 98,2 %. Esse resultado indicou que
as espécies nitrito derivadas da fotélise do NNG na presenca do glifosato, possui
efeito de interferéncia maior no sinal analitico do que o constado com o nitrito

derivado de outra fonte, como nos testes 1 e 2.

Uma das hipéteses que pode explicar este efeito de interferéncia ocorrido nos
ensaios acima € a propenséo do glifosato a reagir com espécies nitrosantes, como o
nitrito. Os resultados demonstram que a nitrosacao ocorre com o nitrito adicionado
na solucdo, porém preferencialmente com o nitrito derivado da fotdlise do NNG.
Essa potencial interferéncia pode estar relacionada, dentre outros fatores, ao pH do

11 quanto a fotélise (pH 2-8) *°.

meio que favorece tanto a nitrosagao (pH 3,0-3,4)
Assim, se essas duas reacOes ocorrerem de forma concomitante e houver pouca
dissociacao acido nitroso formado, ha maior propensédo a nitrosacao do glifosato,
devido a grande quantidade dessa espécie disponivel para a reacdo de nitrosacao.
Outra explicacdo possivel para o decréscimo de sinal do ensaio 3 (Tabela 15) pode
estar relacionada com o radical nitrosil que por ser mais reativo pode reagir também

com a grande quantidade de glifosato, antes de ser oxidado a nitrito >°. Assim, a
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ocorréncia de qualquer um desses fatores implicam na indisponibilidade de nitrito

para a determinacao, prejudicando o sinal analitico.

Uma hipétese alternativa para este efeito de interferéncia baseia-se na
potencial competicdo entre o0 NNG e o glifosato pelos fétons emitidos no
comprimento de onda de 254 nm. De modo a certificar esse possivel efeito foram
adquiridos espectros de duas solugdes nas seguintes concentracdes: NNG 390 mg
L™ e glifosato 340 mg L. Conforme é possivel observar na Figura 52, a absorcdo do
glifosato nesse comprimento de onda é minima quando comparada a absorcéo de
NNG. Dessa maneira € pouco provavel que a radiacdo UV, neste comprimento de
onda, possa provocar modificagbes na estrutura molecular do glifosato ou a
competicdo entre as duas espécies pelos fétons emitidos pela lampada UV.

1,84
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Figura 52 Espectro das solucdes de NNG 390 mg L™ e glifosato 340 mg L™

Dessa maneira, o0s resultados obtidos apontam que possivelmente a
nitrosacdo pode estar ocorrendo nesta amostra em especifico, devido a grande
guantidade de glifosato (96,5 %) presente. Para os trabalhos que exploraram a
fotOlise de outras N-nitrosaminas, ndo ha relatos sobre limites de interferéncia do
produto principal, nem de outras impurezas presentes que possam vir a reagir com o

nitrito. "% 72,

De forma a certificar este efeito de interferéncia foram realizados estudos de
fortificacdo de solugcdes de NNG com quantidades diferentes de glifosato para
verificar a proporcdo em mg L™ de glifosato, em relacdo ao NNG que proporciona
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maior interferéncia no sinal analitico. Para tanto, os testes realizados e a aplicacéo

do sistema para amostras reais serdo melhores explorados no préximo item.

4.2.3 Aplicagcao do sistema SIA com fotoderivatizacdo e SPE em
linha para determinacdo de NNG em produto técnico e amostras de

herbicidas comerciais a base de glifosato

Inicialmente foi realizado um estudo para constatar a propor¢cdo ou
quantidade de glifosato:NNG, que promove interferéncia no sinal analitico. Assim, foi
construida uma curva de calibracdo na faixa de 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 mg L™ de
NNG e trés solucbes de PT foram fortificadas nas seguintes proporcées 1:10, 1,100
e 1:1000 (NNG : glifosato) em mg L*, das quais foram avaliadas as taxas de
recuperacdo (%) de NNG na presenca de glifosato. A equacéo linear para a curva
analitica foi de y = 0,0906 + 0,2232x, a linearidade foi adequada (R? = 0,9993), o
limite de deteccdo foi estimado em 0,0274 mg L™, foram realizadas um total de 3

replicatas para cada padrao e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 16.

A recuperacgéo de NNG, para o primeiro teste, foi de 109,15 %, demonstrando
gue essa quantidade de glifosato em relacdo a de NNG nédo apresentou interferéncia
potencial relativa a nitrosacdo do glifosato. Todavia, para a propor¢cao de 1:100
percebe-se um decréscimo de 76 % na recuperacdo do NNG adicionado,
demonstrando um efeito de interferéncia no sinal mais acentuado que na proporcao
de 1:10. Este decréscimo indica maior interferéncia para o sinal analitico que pode
estar relacionada a potencial nitrosacdo do glifosato, mesmo o pH ndo estando
adequado para a ocorréncia dessa reacdo. Ja para a proporcdo de 1:1000 nado
houve recuperagdo do NNG adicionado apontando maior favorecimento da
nitrosacao do glifosato e neste caso o pH da amostra encontrava-se adequado a

essa reacao.

Tabela 16. Resultados obtidos para recuperacdo de NNG em diferentes concentracfes de glifosato.

Proporcéao de Concentracéao Concentracdo obtida Recuperacao pH
NNG:glifosato adicionada de de NNG (mg L™ (%) resultante
NNG (mg L™ da solucéo

(1:10) 1,005 1,097 + 0,015 109,15 5

(1:100) 1,005 0,237 + 0,026 23,68 4-5

(1:1000) 1,005 0,00 0,00 2-3
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Ao analisar esses resultados € factivel a interferéncia de sinal para a
determinacdo de NNG na presenca de glifosato. Os dados apontam que essa
interferéncia pode estar relacionada a grandes quantidades do glifosato como
reagente potencial a nitrosacdo. Nesta condicdo o glifosato pode reagir com os dois
produtos da fotélise de NNG, NO« e HNO; (Figura 43), que séo as fontes de nitrito

%2 aponta em seus resultados que essa interferéncia de

para esse meétodo. Lins
matriz acontece também sem a presenca da SPE, assim acredita-se que a influéncia

da etapa de extracdo para este efeito de interferéncia € minima.

No entanto, em menores proporcdes de glifosato como a de 1:10, foi possivel
recuperar todo o analito adicionado, demonstrando que nesta condigdo pode ser
viavel determinar o NNG. Todavia, ndo ha dados de formulacbes de PT que
apresentem concentracfes de glifosato menores que 90 %, ou produtos formulados
(herbicidas comerciais) que sejam compostos por menos de 30,6 % de glifosato **
2L Sendo assim, seriam necessérias diluicdes na ordem de 10° vezes, para obter
solugbes com essa concentracdo resultante do estudo, 0 que proporcionaria uma
guantidade inexpressiva de NNG, inviavel de ser determinada jA que esse se

encontra em baixas concentracfes nas formulacfes e no PT de glifosato.

Os ensaios realizados acima utilizaram PT de glifosato que é proveniente da
sintese do herbicida no qual contém 96,5% de glifosato e as impurezas advindas do
processo reacional. Tendo em vista a determinacdo de NNG nos produtos
formulados de glifosato, que possui composicdes diferentes do produto técnico,
prosseguiu-se com 0s proximos estudos explorando a andlise das amostras de

herbicidas comerciais.

Através das solucdes listadas na Tabela 9 do item 4.1.3.4, realizou-se

medidas para as amostras, fortificadas com NNG em diferentes concentragdes.

As formulagcbes comerciais solidas e liquidas apresentam em sua
composicao, surfactantes e outros ativos para formacgéao do veiculo de contato com
as plantas ** ™3 Assim, ao realizar a diluicdo dessas amostras, observou-se a
formacado de espuma. Por consequéncia, essas foram levadas ao banho ultrassénico
por 30 minutos apods a diluicdo. Mesmo apos este tratamento da amostra, ao injeta-
la no sistema SIA, ocorreu a formacgéao de muitas bolhas nos tubos que prejudicaram

a obtencdo do sinal analitico. Para solucionar este problema, foi empregada uma
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etapa de limpeza que consistia da aspiracdo de 5000 pL de solucéo transportadora
com a seringa na posicao IN e que através da inversao do fluxo (OUT) essa aliquota
foi bombeada pela bobina para fotdlise, percolou a fase sélida e seguiu rumo ao
descarte levando as bolhas e potenciais impurezas que estavam presentes nos
tubos para o descarte. Prosseguiu-se novamente com a analise, agora com outra
etapa de lavagem adicionada, entretanto, as amostras analisadas ndo apresentaram

sinais relativos ao NNG.

Como nédo foi possivel determinar o NNG nas amostras comerciais de
glifosato, tentou-se uma nova estratégia de fortificar as solu¢des de PT descritas no
item 4.1.3.4, com concentracdes maiores de NNG 2,0 e 3,0 mg L™ de forma diminuir
a proporcao de NNG : glifosato, por meio do aumento da quantidade de NNG na
solucdo. Procedeu-se a injecdo dessas amostras no sistema SIA e ndo foram
obtidos sinais relativos ao NNG, demonstrando que mesmo com o aumento da
proporcdo e quantidade de NNG nas solucdes, nao foi possivel determina-lo.
Considerando que a solucdo continha 145 mg de glifosato, as proporc¢des seriam
2:145 e 3:145 (NNG:Glifosato). Esse resultado reafirma que a interferéncia esta mais
relacionada a maior quantidade de glifosato, do que com a propor¢cédo que o NNG se

encontra em relagao a matriz.

Considerando estes aspectos, foi possivel verificar que existe um importante
efeito de interferéncia do glifosato na determinacdo de NNG. Somente em
concentracdo de 10 mg L™ de glifosato foi possivel obter um sinal que corresponde a
guantidade de NNG na solucéo preparada. Este efeito pode estar relacionado aos
varios aspectos discorridos acima, dos quais demandariam de maior tempo e

estudos mais aprofundados para sua compreensao.

4.3 CONCLUSOES DO CAPITULO

Um sistema SIA foi desenvolvido com automacéo da fotoderivatizacdo e da
extracdo em fase solida, proporcionando resultados satisfatorios e precisos para a
conversdo do NNG ao nitrito, e posterior extragcdo e pré-concentracdo dessa
espécie. A fotoderivatizacdo por movimento do fluxo apresentou caracteristicas
benéficas quando em comparacdo a estratégia de parada de fluxo, através de

melhores taxas de conversdao do NNG, com menor tempo de analise e sem a
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formacdo de eventuais bolhas nos tubos do sistema. A reprodutibilidade da fase

sélida foi reduzida em comparacao ao sistema SIA-SPE do capitulo anterior, mas
ainda apresentou-se satisfatoria. O fator de pré-concentracdo obtido permitiu obter
sensibilidade adequada e um limite de deteccdo atrativo para a determinacao.
Apesar da inviabilidade da determinacdo do NNG em formulacbes comerciais de
herbicidas a base de glifosato, foi possivel certificar que pequenas quantidades de
glifosato n&o provocam potenciais interferéncias relativas a determinagéo do analito
neste sistema. Dessa maneira, estudos mais aprofundados de outras variaveis
analiticas como o pH, parametros da fotdlise, testes com quantidades diferentes de
NNG e glifosato, podem contribuir para melhor compreensdo desta interferéncia.
Considerando todos os aspectos abordados neste capitulo conclui-se que este
método apresenta-se como uma alternativa simples e rapida aos procedimentos

oficiais para esta determinacédo * "8,
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Foi obtido um sistema para determinacao indireta de NNG com insercao da
fotoderivatizagdo e da SPE, que permitiu a realizagdo de praticamente todo
procedimento analitico em linha. A montagem do modulo de fotoderivatizacdo é
simples, assim como a sua inser¢cado no sistema SIA. A derivatizacdo por fotdlise
seguida da extracdo em fase solida mostrou-se adequada e apresenta bons
resultados para o0s objetivos propostos. Assim, a estratégia de derivatizacao
empregada neste trabalho superou as desvantagens apresentadas pela técnica de

derivatizacao quimica convencional para a mesma determinacéo.

O método obtido demonstrou vantagens relacionadas a simplicidade
operacional, configuracdes de fluxo mais simples, menor tempo de anélise e
caracteristicas limpas alcancadas pela reducdo do uso de reagentes toxicos e
acidos fortes, com procedimentos mais reprodutiveis e com menor custo do que

agueles realizados em batelada.

Sao evidentes as caracteristicas benéficas do emprego da SPE para
determinacdes em linha, uma vez que apG0s a otimizacdo das etapas de lavagem e
condicionamento da fase sélida, foi possivel realizar com éxito diversas extracdes
sucessivas, sem prejudicar o sinal relativo ao analito. A automacgédo da SPE utilizou
pequenos volumes de amostra e reagente, quando comparados a pré-concentracao
convencional. Os fatores de pré-concentracdo obtidos foram satisfatérios e
possibilitaram a obtengdo sinais com magnitudes relevantes para pequenas

concentracdes como, 50 pg L™ de NNG, que equivale a 7,65 pg L™ de NO,.

A fotoderivatizagcdo apresentou-se como uma alternativa viavel para a
clivagem da ligacdo N-NO do NNG. Ficou claro que apenas 25 s sdo necessarios
para a conversdo de aproximadamente 61 % de NNG a NO,". Essa eficiéncia de
conversdo aliada a SPE proporcionou sensibilidade satisfatéria e um limite de
deteccdo de 3,1 x 102 mg L™ menor do que o obtido por CLAE, para a mesma
determinacdo em linha que foi de 4,0 x 102 mg L™ °. Além disso, a lampada utilizada
apresenta poténcia intermediaria e tempo de vida util bastante extenso o que
minimiza preocupacgdes a respeito da reposi¢cdo desse equipamento. Cabe salientar
também que este tipo de lampada se apresenta acessivel comercialmente e de

baixo custo.
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Cabe destacar também os aspectos inovadores acerca do procedimento
desenvolvido, uma vez que a literatura ndo aborda métodos de determinacéo de N-
nitrosaminas empregando a fotélise ou SPE nos sistemas SIA e 0S poucos Sao 0s
meétodos para esta determinacdo de NNG que apresenta automacdo de maior parte

do procedimento de preparo de amostra.

Com relagdo ao efeito de interferéncia encontrado nas anélises das amostras
de glifosato, acredita-se que um melhor entendimento pode ser obtido através da
otimizacdo de outros parametros da fotoderivatizacdo de NNG na presenca de
glifosato, como: i) identificacdo dos produtos reacionais da fotélise de NNG, ii)
estudos das reacbes de fotdlise e nitrosacdo em diferentes faixas de pH. Outros
fatores podem ser empregados adicionalmente como, etapa de clean-up na amostra
para retirar ou reduzir a quantidade de glifosato presente, ou uso de fases sélidas
que possam extrair o NNG da matriz, considerando ndo reduzir a frequéncia

analitica do método.

Dessa maneira, apesar da inviabilidade encontrada para determinacdo do
NNG nas amostras escolhidas, os estudos realizados neste presente trabalho de
dissertacdo corroboram a viabilidade do método desenvolvido e apontam direcdes
para resolver os percalgcos encontrados como propostas para trabalhos futuros.
Esses estudos também abrem novas perspectivas a respeito da expansdo dessa
aplicacdo para outras N-nitrosaminas em diferentes amostras, dos quais a amina
derivada encontre-se em menor concentracdo, como: cosméticos e produtos de
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