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RESUMO 

 

No presente trabalho foram desenvolvidos métodos analíticos baseados na 

geração de óxido nítrico (NO) e detecção por espectrometria de absorção molecular 

com fonte contínua de alta resolução (HR-CS MAS) para a determinação de nitrito, 

nitrato e amônio. No primeiro método, foi desenvolvido um procedimento para a 

determinação de nitrito e nitrato em forno de grafite, o qual foi baseado na diferença 

de estabilidade térmica das espécies em meio ácido. Foi observado que nitrito pode 

ser eliminado durante a etapa de pirólise com a co-injeção de 5 μL de HCl 0,35% 

(v/v), permitindo a determinação de nitrato. A determinação total foi possível após a 

oxidação de nitrito a nitrato com H2O2 0,75% (v/v), sendo nitrito obtido por diferença. 

Um limite de quantificação de 0,33 μg mL-1 de nitrogênio foi obtido sob estas 

condições. O método foi aplicado para a análise de dez amostras de água 

subterrânea. Concentrações de N-nitrato variaram na faixa de 0,58-15,2 μg mL-1, 

enquanto que as concentrações de N-nitrito ficaram abaixo do limite de 

quantificação. Estes resultados foram concordantes com aqueles obtidos por 

cromatografia de íons. No segundo método, nitrito foi determinado após a sua 

redução à NO por ácido ascórbico 1,5% (m/v) em HCl 0,4 mol L-1. O gás NO foi 

separado da fase líquida e transportado por um fluxo de gás argônio para uma célula 

de quartzo posicionada no caminho óptico do espectrômetro. Limite de quantificação 

de 0,15 μg mL-1 foi obtido para nitrito e o método aplicado para a análise de água de 

poço, água de rio e água potável. Um método espectrofotométrico empregando a 

reação de Griess também foi aplicado para a análise das amostras de água. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre os resultados obtidos por ambos 

os métodos. No terceiro método, foi proposto um procedimento para a determinação 

de nitrito e amônio a partir da geração química de NO, mediante a redução do nitrito. 

Para isso, o íon amônio foi oxidado a nitrito sob as seguintes condições 

experimentais estabelecidas: NaClO 0,0015 mol L-1, KBr 0,06% (m/v), NaOH 0,02 

mol L-1  e tempo de reação de 20 min. Limites de quantificação foram de 0,030 e 

0,060 μg mL-1 para N-nitrito e N-amônio, respectivamente. 

 

Palavras-chave: absorção molecular de NO, HR-CS MAS, nitrito, nitrato e amônio. 
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ABSTRACT 

 

In this work were developed analytical methods based on the generation of 

nitric oxide (NO) and detection by high-resolution continuous source molecular 

absorption spectrometry (HR-CS MAS) for the determination of nitrite, nitrate and 

ammonium. In the first method, a procedure was developed for the determination of 

nitrate and nitrite in graphite furnace which was based on the difference of thermal 

stability of the species in acidic media. It was observed that nitrite can be eliminated 

during pyrolysis step with co-injection of 5 µL of 0.35% (v/v) HCl, allowing the 

determination of nitrate. The total determination was possible after complete 

oxidation of nitrite to nitrate with 0.75% (v/v) H2O2, being nitrite determined by 

difference. A limit of quantitation of 0.33 mg mL-1 of nitrogen was obtained under 

these conditions. The method was applied to the analysis of ten groundwater 

samples. Nitrate-N concentrations were in the range of 0.58-15.2 mg mL-1, whereas 

the nitrite-N concentrations were below of the limit of quantification. These results 

were in agreement with those obtained by ion chromatography. In the second 

method, nitrite was determined after reduction to NO by 1.5% (w/v) ascorbic acid in 

0.4 mol L-1 HCl. The NO gas was separated from the liquid phase and transported by 

a flow of argon to a quartz cell positioned in the optical path of the spectrometer. 

Limit of quantification of 0.15 mg ml-1 was obtained for nitrite and the method applied 

to the analysis of well water, river water and drinking water. A spectrophotometric 

method using the Griess reaction was also applied to the analysis of water samples. 

No significant difference was observed between the results obtained by both 

methods. In the third method it was proposed a procedure for the determination of 

nitrite and ammonia based on the chemical generation of NO by the reduction of 

nitrite. For this, the ammonium ion was oxidized to nitrite under the following 

experimental conditions established: 0.0015 mol L-1 NaClO, 0.06% (w/v) KBr, 0.02 

mol L-1 NaOH and reaction time of 20 min. Limits of quantification were of 0.030 and 

0.060 mg mL-1 for nitrite-N and N-ammonium, respectively. 

 

Keywords: NO molecular absorption, HR-CS MAS, nitrite, nitrate and ammonium. 
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PARTE I: FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

CAPÍTULO I: NITRITO, NITRATO E AMÔNIO 

 

INTRODUÇÃO 

 

Nitrito, nitrato e amônio são importantes espécies inorgânicas de nitrogênio que 

podem causar uma série de efeitos adversos em sistemas ambientais e também 

para a saúde humana. Ambas as espécies podem ser encontradas naturalmente no 

meio ambiente, em solos, atmosfera, vegetais, águas naturais e sistemas 

fisiológicos, sendo importantes constituintes do ciclo do nitrogênio [1-23]. 

Bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrobacter) presentes em alguns solos 

realizam a oxidação da amônia a nitrito e nitrato, enquanto que bactérias 

desnitrificantes (Pseudômonas e Achromobacter) realizam a conversão de nitratos 

nos gases nitrogênio e amônia. A presença natural destas espécies em solos ocorre 

também pela decomposição de matéria orgânica [2,4]. 

Em ecossistemas aquáticos, estes íons estão naturalmente presentes como 

resultado de processos de precipitação de chuvas, dissolução de depósitos 

geológicos e também através do processo de degradação da matéria orgânica [4]. 

Na atmosfera, nitrito e nitrato se fazem naturalmente presentes principalmente por 

meio da formação de óxidos de nitrogênio (óxido nítrico e dióxido de nitrogênio), em 

pequenas quantidades, através da ação de relâmpagos e processos fotoquímicos 

pela ação da radiação UV na atmosfera superior [2]. 

Em vegetais, nitrato é um constituinte natural e pode ser encontrado em 

elevados níveis, pois esta espécie é um nutriente essencial para o desenvolvimento 

das plantas, como fonte de nitrogênio [3,5,6]. Exemplos de vegetais da dieta 

humana que apresentam altas concentrações deste íon são: espinafre, beterraba, 

rabanete, berinjela, aipo, alface, couve e nabo. Os principais fatores que podem 

favorecer o acúmulo de nitrato nos vegetais são: nível de concentração de nitrato no 

solo, ou de sua fertilização; propensão da planta em acumular nitrato; deficiência de 

certos nutrientes, como molibdênio; e condições de baixa disponibilidade de água e 

luz [6,7]. 

Nitrito e nitrato estão naturalmente presentes também em sistemas fisiológicos 

de humanos. Estas espécies configuram como os principais produtos da oxidação do 
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óxido nítrico (NO) no organismo humano. Estudos têm demonstrado que o óxido 

nítrico está envolvido em diversos processos fisiológicos, tais como: regulação do 

tônus vascular, neurotransmissão, processos inflamatórios, inibição da agregação de 

plaquetas e também em processos do sistema imunológico [1]. A medida de nitrito e 

nitrato pode ser então uma forma de se monitorar a ação do óxido nítrico no 

organismo humano [8]. Sendo assim, algumas pesquisas têm obtido informações 

importantes a cerca de determinadas enfermidades, como meningites [9], doenças 

de Parkinson e Alzheimer [10], a partir dos níveis de nitrito e nitrato. 

Nitrito, nitrato e amônio configuram também como importantes espécies para 

diversos processos industriais. Sais de nitrato e amônio são bastante empregados 

na fabricação de fogos de artifícios, explosivos e, principalmente, na fabricação de 

fertilizantes [1-3]. Por apresentarem características antimicrobianas, nitrito e nitrato 

têm sido também empregados como aditivos pela indústria alimentícia para a 

conservação de produtos cárneos. São frequentemente adicionados sob a forma de 

sais de sódio ou potássio com o objetivo de inibir o crescimento de esporos da 

bactéria Clostridium botulinum, a qual é responsável por intoxicações alimentares. 

Além disso, o processo de adição destes íons se deve em parte também para 

conferir cor e sabor característicos a estes alimentos [1-3,6]. Em ambas as 

situações, nitrito é o agente responsável tanto pela ação antimicrobiana, como 

também pela formação de cor e sabor, seja diretamente adicionado, ou 

indiretamente pela redução do nitrato adicionado [2,6]. 

Nos últimos dois séculos, atividades antropogênicas tem sido a principal forma 

de introdução de largas quantidades de espécies nitrogenadas no meio ambiente. 

Isto tem acarretado profundas alterações no ciclo do nitrogênio, seja em escala local 

ou global. O uso contínuo de fertilizantes nitrogenados em atividades agrícolas, as 

emissões de gases automotivos e o contínuo lançamento de dejetos industriais e 

domésticos, representam as principais fontes de contaminação do meio ambiente 

por nitrito, nitrato e amônio decorrentes de atividades antropogênicas [1,4]. 
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Efeitos tóxicos de nitrito, nitrato e amônio 

 

Ambientes aquáticos 

 

O principal impacto ambiental causado por compostos inorgânicos de 

nitrogênio, como nitrito, nitrato e amônio, está relacionado com a contaminação de 

ecossistemas aquáticos [4]. Como já dito anteriormente, uma das principais fontes 

atuais de introdução destas espécies no meio ambiente tem sido através da 

utilização de fertilizantes nitrogenadas na agricultura. Este fato, aliado com a alta 

solubilidade e mobilidade destes íons em solos, torna-se preocupante quando 

atividades agrícolas são realizadas nas proximidades de águas subterrâneas e 

superficiais [1]. A contaminação destes ambientes por compostos inorgânicos de 

nitrogênio tem causado efeitos significativos para muitos organismos aquáticos, além 

de contribuir para a degradação destes ecossistemas [4]. 

Altos níveis de compostos inorgânicos de nitrogênio provenientes de fontes 

antropogênicas podem estimular a proliferação de produtores primários, tais como 

fitoplânctons, algas bentônicas e macrófitas, acarretando o processo de eutrofização 

dos ecossistemas aquáticos. O baixo nível de oxigênio dissolvido nesses ambientes 

promove extensiva morte de peixes e invertebrados, além de contribuir para a 

redução da área de habitat adequado para o crescimento e reprodução de 

organismos nestes meios. Outro efeito causado pela deficiência de oxigênio em 

ambientes eutróficos é a formação de compostos reduzidos, como sulfeto de 

hidrogênio, o qual causa a mortalidade aguda de animais aquáticos devido a sua 

elevada toxicidade [4]. 

O desenvolvimento de algas tóxicas em ambientes eutróficos também é uma 

grave consequência associada com a poluição por nutrientes nitrogenados, o qual 

contribui significativamente para a mortalidade de animais aquáticos. Algas podem 

ser tóxicas devido à síntese de certas toxinas, as quais podem permanecer no 

interior das células das algas ou podem ser liberadas para o ambiente. Desta forma, 

organismos aquáticos podem estar diretamente expostos às toxinas, seja por 

absorção de água ou por ingestão de algas. Animais terrestres também podem estar 

indiretamente expostos às toxinas de algas devido ao consumo de animais 

contaminados através da cadeia alimentar, representando também riscos à saúde 

humana [4]. 
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Finalmente, a contaminação de ambientes aquáticos por espécies nitrogenadas 

se dá também através da liberação de óxidos de nitrogênio através de emissões 

automotivas e atividades industriais. Dentre estes, dióxido de nitrogênio (NO2) e 

óxido nítrico (NO) se apresentam como os principais poluidores ácidos de rios e 

lagos. Uma vez presentes na atmosfera, estes poluentes gasosos serão convertidos 

a ácido nítrico, o qual será depositado em águas superficiais, contribuindo para a 

elevação da concentração de H+ em ecossistemas com baixa capacidade de 

neutralização de ácidos. Isto pode levar ao aumento da solubilidade de 

determinadas espécies metálicas, como, por exemplo, alumínio, chumbo, cádmio, 

cobre e zinco, alterando a taxa de mobilização ou sedimentação destas espécies, 

além de interferir também no ciclo de outros elementos, como o fósforo [4]. 

Diante de tudo que foi exposto, a contaminação de ecossistemas aquáticos 

por compostos inorgânicos de nitrogênio, como nitrito, nitrato e amônio, pode levar a 

degradação desses ecossistemas, causando impactos socioeconômicos às 

comunidades locais afetadas e, também, sérios riscos à saúde humana.  

 

Saúde humana 

 

A ingestão de quantidades demasiadamente altas de nitrito e nitrato a partir da 

alimentação pode acarretar sérias implicações à saúde humana. As principais fontes 

de ingestão destas espécies na dieta humana provém do consumo de água, 

vegetais e de produtos cárneos processados [6]. 

Embora não seja o agente precursor dos efeitos adversos causados em 

humanos, nitrato torna-se potencialmente tóxico quando ingerido em quantidades 

excessivas e em condições favoráveis à sua redução a nitrito [6]. De fato, este 

processo ocorre no trato digestivo de humanos, onde as condições anaeróbicas 

favorecem a redução de nitrato a nitrito devido à ação de micro-organismos ali 

presentes [1].  Estima-se que a maior parte da exposição humana ao nitrito seja 

exatamente devido à redução de nitrato pela ação de bactérias da via oral e à sua 

formação no intestino a partir de aminoácidos [8]. Este fato torna-se ainda mais 

preocupante para crianças menores do que quatro meses de idade, as quais 

apresentam condições estomacais mais favoráveis a presença de bactérias devido a 

menor acidez estomacal [1]. Além disso, a redução de nitrato a nitrito também pode 
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ocorrer em certos alimentos, como espinafre, quando armazenados sob condições 

que favorecem o surgimento de micro-organismos [6,7]. 

Seja por ingestão direta ou indiretamente formado pela redução de nitrato, a 

toxicidade de nitrito para humanos reside no fato de que esta espécie pode reagir 

com determinadas aminas para formar as nitrosaminas. Estas substâncias são 

reconhecidas por serem agentes potencialmente carcinogênicos para humanos, 

podendo também agir como precursores de outros agentes carcinogênicos a partir 

de sua degradação metabólica [1,4,6]. O processo de formação de nitrosaminas 

pode ocorrer tanto nos alimentos processados, nos quais nitrito é adicionado para 

conservação, como também pode ocorrer de forma endógena no trato 

gastrointestinal humano, a partir de nitrito e aminas ingeridos ou seus precursores. 

Inicialmente, considerava-se que o processo de nitrosação ocorria somente com 

aminas secundárias, mas estudos recentes têm demonstrado que a formação de 

nitrosaminas ocorre também com aminas terciárias e até mesmo com compostos de 

quaternário de amônio naturalmente presentes nos alimentos [6]. Alguns estudos 

reportados na literatura têm associado a ingestão de quantidades excessivas de 

nitrito e nitrato com a incidência de câncer gástrico [1,4]. 

Quando presente na corrente sanguínea, nitrito pode oxidar o ferro (II) da 

hemoglobina a ferro (III), formando a metemoglobina, a qual não tem a capacidade 

de transportar oxigênio [1,4]. Dependendo do nível de metemoglobina no sangue, a 

metemoglobinemia pode apresentar como sintomas: cianose, dor de cabeça, fadiga, 

taquicardia, coma, convulsões, asfixia e por fim a morte [4]. A metemoglobinemia é 

particularmente preocupante para crianças, as quais possuem limitada estatura 

física e desenvolvimento neural mais susceptível a limitações de transporte de 

oxigênio [1]. Além disso, crianças com menos de 4 meses de idade são mais 

suscetíveis a ocorrência de metemoglobinemia devido aos seguintes fatores: maior 

ingestão de líquido relativo ao seu peso corpóreo; maior proporção de hemoglobina 

fetal, a qual é mais facilmente oxidada a metemoglobina; menor capacidade de 

redução para converter metemoglobina em hemoglobina; e seu pH estomacal mais 

alto, o que favorece a presença de bactérias responsáveis pela redução de nitrato a 

nitrito [3,4,11]. A metemoglobinemia também tem sido reportada na literatura como a 

“síndrome do bebê azul” em decorrência da coloração azulada da pele e mucosas 

de crianças acometidas por esta doença, em virtude da deficiência do transporte de 

oxigênio [3,12]. Diversos estudos clínicos têm reportado casos fatais de recém-
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nascidos por metemoglobinemia, estando estes casos associados com o consumo 

de água [11] e vegetais [7] contendo elevados níveis de nitrato. 

 

Legislação 

 

Em vista dos efeitos adversos que nitrito, nitrato e amônio podem causar ao 

meio ambiente, bem como do potencial tóxico que podem apresentar à saúde 

humana, limites máximos destas espécies em águas e alimentos têm sido 

estipulados e constantemente revisados por órgãos governamentais e agências 

ambientes de vários países. 

No Brasil, o Ministério da Saúde (MS) através da Portaria Nº 2.914, de 12 de 

dezembro de 2011, estabelece normas e padrões de potabilidade para a água 

destinada ao consumo humano [13]. Já a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) através da Resolução RDC Nº 274, de 2 de setembro de 2005, estabelece 

características mínimas de qualidade para água mineral natural e água natural [14]. 

Por fim, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece condições e 

padrões de qualidade para diferentes classes de água (águas doces, águas salinas 

e águas salobras) através da Resolução Nº 357, de 17 de março de 2005 [15]. 

Assim como no Brasil, vários órgãos em todo mundo também tem imposto 

através da legislação limites para níveis de nitrito e nitrato em água destinada ao 

consumo humano. Nos Estados Unidos, a Agência de Proteção Ambiental (EPA) 

determina níveis máximos de contaminantes que a água potável pode apresentar 

sem que estes representem riscos á saúde humana [16]. Na Europa, a União 

Européia (EU) estabelece normas de qualidade para a água destinada ao consumo 

humano a partir da Diretiva 98/83/CE, de 3 de novembro de 1998 [17]. Além disso, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) também tem estipulado limites máximos para 

nitrito, nitrato em água potável [18]. As Tabelas 1 e 2 apresentam os limites máximos 

estabelecidos para nitrito, nitrato e nitrogênio amoniacal total em águas e os 

respectivos órgãos regulamentadores. 
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Tabela 1. Limites máximos estipulados para nitrito e nitrato em águas por agências nacionais e 

internacionais. 

Órgão Matriz 
Teor máximo permitido (μg mL-1) 

Nitrito Nitrato N-NO2
¯ N-NO3

¯ 

ANVISA Água mineral e natural 0,02 50 - - 

CONAMA Águas doces 3,3 44 1 10 

Águas salinas 0,23 1,8 0,07 0,40 

Águas salobras 0,23 1,8 0,07 0,40 

MS Água potável 3,3 44 1 10 

EPA Água potável 3,3 44 1 10 

EU Água potável 0,50 50 - - 

OMS Água potável 3 50 - - 

 

Tabela 2. Limites máximos estipulados para amônio e nitrogênio amoniacal total em águas. 

Órgão Matriz pH 
Teor máximo permitido (μg mL-1) 

N amoniacal total Amônio 

CONAMA Águas doces ≤ 7,5 3,7 - 

 7,5 – 8,0 2,0 - 

 8,0 – 8,5 1,0 - 

 > 8,5 0,5 - 

Águas salinas - 0,40 - 

Águas salobras - 0,40 - 

MS Água potável - - 1,5* 

EU Água potável - - 0,5 

* Como NH3 

 

A adição de nitrito e nitrato como aditivos para a conservação de produtos de 

carne processada, também é objeto de controle por parte de entidades 

regulamentadoras, em âmbito nacional e internacional. No Brasil, a ANVISA através 

da Portaria Nº 1.004, de 11 de novembro de 1998 [19], e o MAPA (Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento) através da Instrução Normativa Nº 51, de 29 

de dezembro de 2006 [20], possuem regulamentos que controlam os níveis máximos 

de nitrito e nitrato adicionados em carnes e produtos cárneos, sob a forma de sais de 

sódio ou potássio. Nos Estados Unidos, esse controle é feito pela FDA (Food and 
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Drug Administration) a partir do Código de Regulamentações Federal, Título 21, 

Capítulo I, Parte 172, de 1º de abril de 2011, o qual determina os teores máximos de 

nitrito e nitrato, sob a forma de sais de potássio, que podem ser adicionados em 

carnes e produtos cárneos [21]. Na Europa, a União Européia regulamenta os níveis 

de nitrito e nitrato adicionados nas carnes e produtos cárneos por meio da Diretiva 

95/2/CE, de 5 de julho de 2006 [22]. A Tabela 3 apresenta os teores máximos para 

nitrito e nitrato em carnes e produtos cárneos. 

 

Tabela 3. Limites máximos estipulados para nitrito e nitrato adicionados em produtos cárneos 

por diferentes agências nacionais e internacionais. 

 

ANVISA: Agência Nacional de Vigilância Sanitária; MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento; FDA: Administração de Alimentos e medicamentos; EU: União Européia. 

 

Em todos os casos, observa-se que a legislação vigente é relativamente atual, 

o que reflete a preocupação das autoridades governamentais em constantemente 

realizar a revisão de suas leis diante das pesquisas científicas e descobertas 

relacionadas à toxicidade destas espécies nitrogenadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Órgão 
Teor máximo adicionado (mg Kg-1) 

NaNO2 NaNO3 KNO2 KNO3 

ANVISA 150 300 150 300 

MAPA 150 300 150 300 

FDA 200 500 - - 

EU 150 150 150 150 
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CAPÍTULO II: TÉCNICAS ESPECTROMÉTRICAS USADAS PARA A 

DETERMINAÇÃO DE NITRITO, NITRATO E AMÔNIO 

 

NITRITO E NITRATO 

 

A determinação de nitrito e nitrato em diversas matrizes tem sido o foco de 

inúmeros trabalhos, abrangendo uma ampla gama de técnicas analíticas. Dentre 

estas, as técnicas espectrométricas são as mais amplamente empregadas para a 

determinação de nitrito e nitrato por proporcionarem baixos limites de detecção, 

simplicidade de seus protocolos analíticos e baixo custo instrumental relativo. As 

principais técnicas espectrométricas que têm sido usadas para a determinação de 

nitrito e nitrato incluem: espectrofotometria de absorção molecular no UV/Vis, 

quimiluminescência, espectrofluorimetria molecular e espectrometria de absorção 

atômica (AAS). Outras técnicas que podem ser encontradas na literatura incluem: 

análise de emissão molecular em cavidade (MECA) e espectrometria de ressonância 

paramagnética de elétrons (EPR), mas estas são muito pouco exploradas [1]. 

A seguir, serão discutidos alguns aspectos gerais envolvidos na determinação 

de nitrito e nitrato quando técnicas espectrométricas são empregadas para a 

detecção destas espécies. 

 

Aspectos gerais 

 

Métodos desenvolvidos para a determinação de nitrito e nitrato podem ser 

divididos em dois tipos: métodos simultâneos e métodos sequenciais. Em métodos 

simultâneos, cada espécie é determinada individualmente numa mesma medida. Já 

a abordagem sequencial é geralmente realizada efetuando-se primeiro a medida de 

nitrito, seguindo-se pela redução do nitrato a nitrito com a medida total das espécies. 

Nitrato então pode ser quantificado pela diferença entre a medida total e a medida 

do nitrito. Os métodos pelos quais são realizadas medidas simultâneas são aqueles 

que empregam técnicas eletroquímicas ou eletroforese capilar, enquanto que 

medidas sequenciais são efetuadas em métodos que empregam técnicas 

espectrométricas para a detecção [1]. 

A medida sequencial se deve muito ao fato da diferença de reatividade que 

existe entre as duas espécies. Enquanto que nitrito apresenta uma alta versatilidade 
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química, nitrato apresenta uma maior inércia química. Desta forma, quando técnicas 

espectrométricas são empregadas para a detecção de nitrito e nitrato, existe a 

necessidade de se realizar a conversão de nitrato em nitrito e diferentes tipos de 

estratégias têm sido adotadas: uso de cádmio metálico, cádmio metálico 

amalgamado ou coperizado [23], zinco metálico [24,25] e hidrazina na presença de 

íons cobre (II) como catalisador [26-2728]. Estas abordagens de redução têm sido 

usadas tanto em procedimentos em batelada, como também em sistemas em fluxo. 

No entanto, a redução de nitrato a nitrito tem sido frequentemente realizada em 

colunas de cádmio, uma vez que este procedimento possibilita uma taxa de 

conversão de nitrato em nitrito próxima de 100% [1]. Uma elegante alternativa para a 

redução de nitrato a nitrito foi proposta por Takeda et al. [29]. Nitrato é fotorreduzido 

a nitrito pela radiação UV na faixa de comprimento de onda entre 200 e 300 nm. 

Trata-se de uma estratégia simples e ambientalmente amigável, pois não são 

utilizados reagentes tóxicos, estando em acordo com os princípios da Química Verde 

[30-3132]. 

Uma interessante estratégia analítica para a determinação de nitrito e nitrato 

empregando técnicas espectrométricas é aquela baseada na geração química de 

espécies gasosas nitrogenadas, como óxido nítrico (NO), dióxido de nitrogênio (NO2) 

e cloreto de nitrosila (NOCl). As espécies gasosas geradas são separadas do meio 

líquido através de um separador gás-líquido e transportadas para uma célula 

posicionada no caminho óptico do instrumento usado para detecção (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Diagrama esquemático para determinação de nitrito e nitrato em fase gasosa. 

 

As técnicas espectrométricas geralmente usadas neste procedimento 

alternativo são: espectrofotometria no UV/Vis, quimiluminescência e espectrometria 

de absorção atômica. A conversão de nitrito e nitrato nas espécies gasosas pode ser 

realizada por meio de soluções de ácidos ou de agentes redutores em meio ácido. 
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Essa estratégia, denominada de espectrometria de absorção molecular em fase 

gasosa (GP-MAS), oferece algumas vantagens em relação à determinação 

convencional de nitrito e nitrato em fase líquida, como: minimização de interferências 

causadas pela matriz da amostra, uma vez que ocorre a separação do analito por 

sua conversão numa espécie gasosa; eliminação do uso de reagentes tóxicos e 

potencialmente cancerígenos para o operador; maior simplicidade; e frequência 

analítica relativamente mais alta [33-34353637]. 

Métodos envolvendo sistemas de análise por injeção em fluxo (FIA) ou análise 

por injeção sequencial (SIA) têm sido extensivamente desenvolvidos para a 

determinação de nitrito e nitrato por técnicas espectrométricas. O interesse pelo 

desenvolvimento de tais métodos se fundamenta nas inerentes vantagens que estes 

procedimentos oferecem, como: reduzido consumo de reagentes e amostras, alta 

frequência analítica e possibilidade de automação do método. Além do mais, estes 

sistemas permitem o fácil acoplamento de colunas para a redução de nitrato, bem 

como o acoplamento das técnicas espectrométricas empregadas para a detecção 

destes íons [3839404142434445464748]. 

 

Espectrofotometria no UV/Vis 

 

Indubitavelmente, a espectrofotometria de absorção molecular no UV/Vis é a 

técnica espectrométrica que tem sido mais empregada para a determinação de 

nitrito e nitrato [1]. Dentre os métodos espectrofotométricos, o mais extensivamente 

utilizado é aquele baseado na reação de Griess, a qual foi estabelecida em 1879 por 

Johann Peter Griess [49]. Esta reação consiste basicamente de duas etapas: uma 

reação de diazotação entre uma amina aromática e nitrito em meio ácido, formando 

um sal de diazônio, seguida de uma reação de acoplamento para formar um 

azocomposto altamente colorido, a partir do qual é realizada a medida. Nitrato é 

convencionalmente determinado como nitrito após sua redução em uma coluna de 

cádmio, sendo a sua concentração obtida por diferença [1,49]. 

Dependendo dos reagentes utilizados para a reação, a máxima absorvância 

produzida pelo azocomposto ocorre na faixa de comprimento de onda entre 500-600 

nm. Para a reação de diazotação, a amina aromática mais frequentemente utilizada 

tem sido a sulfanilamida, enquanto que dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina 

(NED) tem sido amplamente utilizado como reagente de acoplamento, conforme a 
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sequência de reações a seguir (Figura 2). A medida do produto obtido usando estes 

reagentes é feita em 540 nm [1]. Outros reagentes também têm sido empregados 

para esta reação. Para a reação de formação de sal de diazônio, as seguintes 

aminas aromáticas têm sido usadas: ácido sulfanílico, nitroanilina e p-

aminoacetofenona; enquanto que fenol, 1-naftol, 1-naftol-4-sulfonato, 1-amino 

naftaleno e 1,3-diaminobenzeno têm sido investigados como reagentes de 

acoplamento [1,49]. 

 

Figura 2. Diagrama esquemático para a reação de Griess. 

 

 

Métodos espectrofotométricos baseados na reação de Griess apresentam alta 

sensibilidade para a determinação de nitrito, com limites de detecção entre 0,02 e 2 

μmol L-1, conforme os reagentes empregados para a reação [1]. Entretanto, a reação 

de Griess apresenta uma série de limitações. Alguns parâmetros de reação devem 

ser rigorosamente controlados, bem como temperatura, pH e concentração dos 

reagentes. O tempo de reação para o desenvolvimento da cor também deve ser 

rigorosamente controlado devido à instabilidade do corante formado e às numerosas 

reações laterais. Cuidados também devem ser tomados quanto aos reagentes 

utilizados, uma vez que estes sofrem deterioração mesmo quando estocados sob-

refrigeração. A reação sofre de interferências pela presença de determinadas 

espécies na amostra, como agentes redutores, agentes oxidantes e espécies 

coloridas. Além disso, amostras que apresentam turbidez ou opalescência acarretam 

interferências na medida, sendo imprescindível o uso de agentes clarificantes. A 

presença de íons metálicos também pode ser um sério inconveniente para esta 

reação. Íons cobre (II) promovem a decomposição do sal de diazônio, enquanto que 

diversos outros íons podem interferir por precipitação [35,37,49]. 
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Uma série de estratégias analíticas baseadas na reação de nitrito com outros 

reagentes para a formação de produtos coloridos também têm sido desenvolvidas 

para a determinação de nitrito e nitrato por detecção espectrofotométrica. Davis et al. 

investigaram reações de uma única etapa baseadas na nitrosação de nitrito com 

diferentes compostos fenólicos, como fenol, resorcinol e floroglucinol [50]. Um 

método FIA baseado na reação de nitrito com sulfato de 3,6-diamino acridina (sulfato 

de provalina) foi proposto por Guerrero et al. para a determinação de nitrito e nitrato 

em amostras de água. Nitrato foi determinado após sua redução a nitrito em coluna 

de cádmio [51]. A reação entre nitrito e ácido barbitúrico produzindo um derivado 

nitroso, o ácido violúrico, foi proposta por Aydin et al. para a determinação de nitrito 

em água [52]. Uma interessante alternativa tem sido proposta por Andrade et al. 

Nitrito é reduzido a óxido nítrico, o qual reage com ferro (II) e tiocianato em meio 

ácido, formando a espécie FeSCNNO+. Este complexo exibe um máximo de 

absorvância em 460 nm, sendo proporcional à concentração de nitrito. Nitrato foi 

determinado após sua redução a nitrito em uma coluna redutora de cádmio 

coperizado. Nitrito e nitrato foram determinados em amostras de vegetais e produtos 

cárneos por este método [53].  

Um método indireto envolvendo a determinação espectrofotométrica de nitrito 

pode também ser encontrado na literatura. Monser et al. desenvolveram um método 

espectrofotométrico FIA baseado na oxidação do complexo de azul de 

fosfomolibdênio por íons nitrito. O decréscimo do sinal de absorvância do complexo 

azul foi monitorado em 820 nm e nitrato foi reduzido a nitrito em uma coluna redutora 

de cádmio coperizado. O método foi aplicado para a determinação de nitrito e nitrato 

em amostras de água e peixe [54]. 

Métodos cinéticos também têm sido estabelecidos para a determinação de 

nitrito e nitrato usando detecção espectrofotométrica no UV/Vis. Estes métodos se 

baseiam na influência que nitrito pode causar na cinética de determinadas reações 

envolvendo compostos coloridos, tendo efeito catalítico sobre estas reações. Neste 

sentido, Pettas et al. descreveram um método espectrofotométrico cinético para 

determinação de nitrito baseado em seu efeito catalítico sobre a reação entre azul 

de timol e íons bromato na presença de ácido sulfúrico [55]. A oxidação de vermelho 

de metila por íon bromato tem sua cinética aumentada na presença de nitrito. 

Baseado neste fato, Ghasemi et al. desenvolveram um método espectrofotométrico 

catalítico para a determinação de nitrito em produtos cárneos [56]. Barzegar et al. 
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desenvolveram um método para a determinação de nitrito em amostras de água 

baseado na cinética de oxidação do ácido molibdossilícico por íons nitrito [57]. 

Métodos empregando a espectrofotometria no UV/Vis para determinação de 

nitrito e nitrato através da geração de espécies gasosas nitrogenadas têm sido 

também reportados na literatura. Haghighi e Tavassoli propuseram um método FIA 

baseado na absorção molecular em fase gasosa. Nitrito foi convertido em espécies 

gasosas, como NO, NO2, HNO2 e NOCl, após sua reação com solução de HCl 2 mol 

L-1. Os produtos gasosos foram separados da fase líquida por meio de uma corrente 

de O2 em um separador gás-líquido. Em seguida, os produtos gasosos foram 

transportados para uma célula posicionada no caminho óptico de um 

espectrofotômetro UV/Vis e a medida de absorvância realizada em 205 nm. Um 

limite de detecção de 7,5 μg mL-1 foi obtido para nitrito sob estas condições. O 

método foi aplicado para a determinação de nitrito em amostras de produtos 

cárneos, urina e amostras de água [35]. Os mesmos autores desenvolveram outro 

método envolvendo também a determinação de nitrato após a sua redução a nitrito. 

Dois procedimentos foram investigados para a redução de nitrato: reação com 

hidrazina na presença de íons Cu (II) e passagem através de uma coluna de cádmio 

coperizada. Uma relação linear entre concentração de nitrato e sinal analítico foi 

obtida usando a coluna de Cd-Cu. Este procedimento então foi adotado para a 

redução de nitrato, obtendo-se um limite de quantificação de 2,97 μg. Nitrato e nitrito 

foram determinados em produtos cárneos, vegetais, urina e amostras de água [34]. 

Embora os mais diversos tipos de estratégias apresentadas até o momento 

sejam todos baseados na versatilidade química do nitrito, métodos 

espectrofotométricos para a quantificação de nitrato, sem a necessidade de sua 

conversão a nitrito, também são reportados na literatura. Estes métodos são 

baseados em reações de nitração e diferentes compostos têm sido empregados 

como reagentes: ácido salicílico, compostos fenólicos, ácidos cromotrópicos, 2,4-

xilenol, 2,6-xilenol, 3,4-xilenol, ácido fenoldissulfônico e brucina [58,59]. No entanto, 

a maioria destes métodos requer aquecimento, demandam tempo e são bastante 

complicados [59]. 

Com o intuito de alcançar limites de detecção mais inferiores, alguns autores 

têm desenvolvido métodos que exploram procedimentos de extração e pré-

concentração. Nesse contexto, Horita et al. desenvolveram um método de pré-

concentração em coluna para a determinação espectrofotométrica de nitrito e nitrato 
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em amostras de água. O método foi baseado na retenção de azocompostos em 

adsorventes sólidos. Como reagente de diazotação foi usado o ácido sulfanílico, 

enquanto que 1-naftol-4-sulfonato de sódio, 1-naftol, e fenol foram usados como 

reagentes de acoplamento. Iodeto de naftaleno-tetradecildimetilbenzilamônio ou 

cloreto e bromato de bifenil-trioctilmetilamônio foram usados como adsorventes. 

Nitrato foi determinado como nitrito após a sua redução em coluna de Cd-Cu. A 

massa do sólido adsorvente foi dissolvida da coluna com 5 mL de solução de 

dimetilformamida e a absorvância foi medida em 526, 480 ou 418 nm, dependendo 

do reagente de acoplamento utilizado [60]. Um método SIA foi desenvolvido por Miró 

et al. para a determinação espectrofotométrica de nitrito em águas naturais usando 

extração e pré-concentração em fase sólida. O sistema realizava a formação do 

corante, a partir da reação de nitrito com sulfanilamida e NED, seguida de sua 

extração em sílica gel modificada quimicamente. O corante coletado foi eluído com 

metanol 80% (v/v) e conduzido para a medida em 540 nm. Um fator de pré-

concentração de 170 vezes e um limite de detecção de 0,32 ng mL-1 foram obtidos 

para um volume de amostra de 10 mL [61]. Abbas e Mustafa descreveram um 

simples e sensível método para a determinação de nitrito e nitrato em amostras de 

água empregando a espectrofotometria de fase sólida. O método consistia da sorção 

de um corante formado a partir da reação do nitrito com 4-nitroanilina e 1-naftol, em 

uma fina camada de espuma de poliuretano, na qual foi efetuada diretamente a 

medida espectrofotométrica. Nitrato foi reduzido a nitrito em coluna redutora de 

cádmio amalgamado. Fator de pré-concentração de 140 vezes e limites de detecção 

de 5 e 40 ng mL-1 para nitrito e nitrato, respectivamente, foram obtidos para 100 mL 

de amostra [62]. Um método baseado na extração em ponto nuvem de um corante 

formado através da reação de nitrito com Safranin O e pirrogalol foi proposto por Filik 

et al. A extração foi realizada por meio da mistura de dois surfactantes: Triton X-114 

e dodecilssulfato de sódio. Um fator de pré-concentração de 20 vezes e um limite de 

detecção de 0,5 ng mL-1 foram obtidos. O método foi aplicado para a determinação 

de nitrito em amostras de leite, água potável e água de lago [63]. 
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Quimiluminescência 

 

A maioria dos métodos quimiluminescentes reportados na literatura envolve a 

determinação de nitrito e nitrato em fase gasosa após a redução destas espécies a 

óxido nítrico (NO) [1]. O sinal quimiluminescente é produzido após a reação de NO 

com ozônio, produzindo dióxido de nitrogênio em um estado excitado (Equação 1). 

Esta espécie excitada sofre decaimento, retornando ao seu estado fundamental, 

produzindo quimiluminescência infravermelha acima de 600 nm (Equação 2).  

 

NO + O3  NO2
* + O2                                (1)  

NO2
* → NO2 + hv      (hv > 600 nm)           (2) 

 

A conversão de nitrito e nitrato a NO é feita empregando-se agentes redutores 

em meio ácido. Para nitrito, iodeto de potássio ou ácido ascórbico tem sido 

empregando como agente redutor. Para nitrato, agentes redutores mais fortes têm 

sido empregados, como o cloreto de titânio (III). A concentração de nitrato é obtida, 

então, por diferença [36,64,65]. Outros agentes redutores que também têm sido 

empregados para a redução de nitrato a NO são o cloreto de vanádio (III) e o 

molibdato de amônio com sulfato ferroso amoniacal, mas aquecimento do meio 

reacional torna-se necessário nestes casos [66-676869]. Estes métodos 

quimiluminescentes têm sido frequentemente desenvolvidos empregando-se 

sistemas de análise por injeção em fluxo, proporcionando alta frequência analítica e 

limites de detecção similares e até mesmo mais baixos do que os métodos que 

empregam espectrofotometria UV/Vis [1]. 

Métodos quimiluminescentes para a determinação de nitrito e nitrato em fase 

líquida também podem ser encontrados na literatura. Mikuska e Vecera 

desenvolveram um método FIA para determinação de nitrito e nitrato em amostras 

de água por detecção quimiluminescente. Nitrito foi determinado após sua oxidação 

a ácido peroxinítrico em uma reação quimiluminescente com luminol. A 

concentração de nitrato foi obtida por diferença após sua foto-redução a nitrito 

empregando radiação ultravioleta. Limites de detecção foram de 2 x 10-9 e 4 x 10-9 

mol L-1 para nitrito e nitrato, respectivamente [45]. Rehman et al. descreveram um 

método FIA para determinação de nitrito e nitrato em água doce baseado no efeito 

supressor de nitrito sobre o sistema quimiluminescente constituído por luminol e 
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hipoclorito. Nitrato foi reduzido a nitrito usando coluna de cádmio. Um limite de 

detecção de 4 x 10-8 mol L-1 foi obtido para nitrito [46]. 

 

Espectrofluorimetria molecular 

 

Métodos espectrofluorimétricos apresentam alta sensibilidade para a 

determinação de nitrito e nitrato, com limites de detecção similares ou até mesmo 

mais baixos do que os métodos espectrofotométricos e quimiluminescentes [70]. 

Como não poderia ser diferente, métodos espectrofluorimétricos para a 

determinação de nitrito e nitrato também são baseados na reatividade química do 

nitrito. Neste caso, íon nitrito tanto pode atuar como uma espécie quimicamente 

reativa com diversos reagentes, formando produtos altamente fluorescentes, como 

apresentar efeito supressor sobre a atividade fluorescente de diversas compostos 

que exibem fluorescência [70-717273]. 

A reação de nitrito com diversos compostos tem sido a base para o 

desenvolvimento de vários métodos espectrofluorimétricos. Dentre estes compostos 

podemos citar: resorcinol, 5-aminofluoresceína, benzidina, 4-hidroxicoumarina, 

triptofano, 2,6-diaminopiridina, 2,3-diaminonaftaleno, entre outros. No entanto, a 

maioria destes métodos requer aquecimento do meio reacional, uso de reagentes 

tóxicos, necessidade de extração, procedimentos morosos e controle de pH. Além 

disso, estes métodos podem sofrer com interferências e alguns ainda envolvem a 

síntese do reagente [70-717273]. 

Wang et al. desenvolveram um método espectrofluorimétrico para 

determinação de nitrito baseado na reação seletiva de nitrito com ácido 5,6-diamino-

1,3-naftaleno dissulfônico (DANDS) em meio ácido para formar o ácido 1-[H]-

naftotriazol-6,8-dissulfônico, o qual é um composto altamente fluorescente em meio 

alcalino. A medida da intensidade relativa de fluorescência foi realizada em 428,8 

nm, com excitação em 297,6 nm. Um limite de detecção de 0,09 ng mL-1 foi obtido e 

o método aplicado para a determinação de nitrito em amostras de água de lago e 

potável [71]. Helaleh e Korenaga descreveram um método espectrofluorimétrico 

simples, seletivo e de alta sensibilidade para determinação de nitrito. A determinação 

fluorimétrica foi baseada na reação de acetaminofeno com nitrito em meio ácido para 

formar um derivado nitroso que apresenta alta fluorescência em meio alcalino. Limite 
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de detecção de 2,7 ng mL-1 foi obtido e o método aplicado para a determinação de 

nitrito em amostras de água [72]. 

A reação de nitrito com compostos fluorescentes promovendo a supressão da 

fluorescência também tem sido a base para o desenvolvimento de métodos para a 

determinação espectrofluorimétrica indireta de nitrito e nitrato. Neste sentido, Biswas 

et al. desenvolveram um método de alta sensibilidade para a determinação 

espectrofluorimétrica de nitrito e nitrato [73]. O método foi baseado no efeito 

supressor que nitrito produz sobre a fluorescência do purpurato de amônio 

(murexida) na faixa de concentração de H2SO4 de 0,045-0,315 mol L-1. A medida da 

intensidade fluorescente foi realizada em 444,5 nm, enquanto que o comprimento de 

onda de excitação foi de 349,0 nm. A concentração de nitrito foi determinada a partir 

da diferença entre a intensidade fluorescente da solução medida na ausência e na 

presença de nitrito. Nitrato foi reduzido a nitrito com zinco em pó na presença de 

hidróxido de manganês como catalisador.  O limite de detecção do método foi de 0,6 

ng mL-1.  O método foi aplicado para a determinação de nitrito e nitrato em amostras 

de água, solos, ar e amostras forense. Um método baseado na supressão da 

fluorescência também foi desenvolvido por Jie et al. para a determinação de nitrito 

em amostras de água e alimentos [74]. O reagente usado foi o indol, o qual é uma 

espécie fluorescente que apresenta excitação e emissão em comprimentos de onda 

de 285 e 350 nm, respectivamente. No entanto, a reação de nitrito com indol forma 

um composto que não apresenta fluorescência em meio ácido. Dessa forma, o 

método foi baseado no decréscimo da fluorescência do indol devido à sua reação 

com nitrito. O limite de detecção do método foi de 2,5 ng mL-1. 

Outros métodos espectrofluorimétricos que têm sido descritos na literatura para 

a determinação de nitrito e nitrato envolvem o desenvolvimento de sensor [75], 

sondas [70,76] e também a abordagem cinética [77]. 

 

Espectrometria de absorção atômica 

 

A espectrometria de absorção atômica (AAS), seja com atomização em chama 

ou em forno de grafite, é uma técnica já bastante consagrada e bem estabelecida 

para a determinação de cerca de 70 elementos em diversas matrizes. Oferece baixo 

custo instrumental relativo, apresenta alta sensibilidade e seletividade, estando 

presente na maioria dos laboratórios que lidam com análises de rotina [78-7980]. No 
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entanto, com relação à determinação de espécies não-metálicas, tais como nitrito e 

nitrato, esta técnica não apresenta parâmetros analíticos adequados, como 

sensibilidade e seletividade, em sua forma convencional, ou então necessita de 

condições especiais para a sua aplicação prática, tornando a análise dispendiosa ou 

mesmo inviável [78,81,82]. Dentro deste contexto, algumas estratégias analíticas 

têm sido estabelecidas ao longo das últimas décadas no sentido de superar esta 

limitação e estender a faixa de aplicabilidade da AAS para a determinação de 

espécies não-metálicas. Com base nos trabalhos reportados na literatura, as 

estratégias desenvolvidas para a determinação de espécies não-metálicas, como 

nitrito e nitrato, por técnicas de AAS podem ser divididas em duas abordagens 

principais: métodos indiretos [78,83] e métodos baseados na absorção molecular 

[81,82,84]. 

 

Métodos indiretos 

 

Em métodos indiretos empregando AAS, nitrito ou nitrato interage com alguma 

espécie metálica (ou algum composto contendo um íon metálico) a partir de uma 

reação específica, a qual pode ser uma reação de oxi-redução ou complexação. A 

quantidade de metal que reagiu é então quantificada, sendo diretamente 

proporcional à concentração de nitrito ou nitrato [78]. Os trabalhos reportados na 

literatura que usam esta abordagem para a determinação de nitrito e nitrato são 

baseados em dois tipos de procedimentos: os que envolvem a extração líquido-

líquido e os que envolvem o emprego de agentes redutores ou oxidantes. 

Silva et al. reportaram um método para a determinação sequencial de nitrito e 

nitrato em produtos cárneos baseado na extração líquido-líquido contínua. Nitrato 

reage com bis(2,9-dimetil-1,10fenantrolinato) de cobre (I) para formar um complexo 

hidrofóbico, o qual foi extraído com 4-metil-2-pentanona em um sistema FIA. Nitrito 

foi determinado por diferença após sua oxidação a nitrato por sulfato de cério (IV). 

Para assegurar a quantificação de somente nitrato, nitrito foi convertido em 

nitrogênio por ácido sulfâmico. A determinação indireta foi realizada pela medida do 

sinal de cobre por espectrometria de absorção atômica em chama (FAAS) [85]. 

Houser e Fauth realizaram a determinação de nitrito e nitrato baseada na 

complexação de nitrato com neocuproína e a extração líquido-líquido do complexo 

hidrofóbico com metilisobutilcetona (MIBK). Nitrito foi oxidado a nitrato por sulfato de 
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cério (IV) ou permanganato de potássio. A medida dos íons de cobre complexado foi 

realizada por FAAS [86]. 

Métodos indiretos que utilizam agentes redutores, ou oxidantes, são 

geralmente realizados em fluxo com o emprego de microcolunas. Um simples e 

rápido método FIA foi desenvolvido por Noroozifar et al. para a determinação indireta 

de nitrito por FAAS. O método indireto foi baseado na oxidação de nitrito a nitrato 

usando uma microcoluna oxidante contendo dióxido de chumbo (IV) em uma fase 

sólida. Dessa forma, PbO2 era reduzido a íons Pb (II) por nitrito e a medida do Pb (II) 

feita por FAAS. A absorvância de chumbo era então proporcional à concentração de 

nitrito na amostra. Um limite de detecção de 0,11 μg mL-1 foi obtido e o método foi 

adequado para a determinação de nitrito em amostras de alimentos e águas 

residuais [87]. Os mesmos autores usaram esta abordagem também para a 

determinação indireta de nitrito e nitrato em produtos cárneos e amostras de água 

por FAAS. No método FIA foi utilizada uma microcoluna oxidante de dióxido de 

manganês e a concentração de nitrito nas amostras foi proporcional à concentração 

do manganês liberado da fase sólida. Nitrato foi reduzido a nitrito no mesmo sistema 

FIA pela passagem da amostra em uma coluna redutora de cádmio coperizado e 

quantificado como nitrito. Limites de detecção de 0,07 e 0,14 μg mL-1 foram obtidos 

para nitrito e nitrato, respectivamente [88]. 

Um método automatizado empregando a espectrometria de absorção atômica 

com atomização eletrotérmica (ET AAS) para a determinação indireta de nitrato 

usando uma microcoluna redutora de cádmio foi desenvolvido por Alonso et al. O 

método indireto foi baseado na redução de nitrato a nitrito usando uma microcoluna 

redutora de cádmio. Deste modo, cádmio metálico era oxidado a Cd (II), o qual foi 

medido por ET AAS na linha atômica de Cd em 228,8 nm, sendo proporcional a 

concentração de nitrato. O fato da microcoluna de cádmio ter sido integrada ao 

sistema do autoamostrador do espectrômetro, por sua inserção na ponta da 

micropipeta, faz deste método uma alternativa simples e elegante para a 

determinação de nitrato, proporcionando um sistema totalmente automatizado e 

evitando qualquer trabalho manual ao operador. O método apresentou limite de 

detecção de 0,05 μg mL-1, sendo aplicado para a determinação de nitrato em 

amostras de água mineral e água de lagoa. Técnica de adição de analito foi usada 

para minimizar efeitos de matriz, uma vez que determinados íons, como sódio, cálcio 

e magnésio, causaram interferência [89]. 



 

34 

 

Métodos baseados na absorção molecular 

 

Nesta abordagem, nitrito e nitrato são convertidos em espécies gasosos e a 

medida de absorção molecular destas espécies é realizada por equipamentos de 

AAS [81,82,84]. Poucos trabalhos usando este tipo de estratégia têm sido 

reportados na literatura. Syty e Simmons realizaram a determinação de nitrito por 

espectrometria de absorção molecular em fase gasosa empregando um 

equipamento de AAS para a detecção [37]. O espectrômetro foi modificado para 

medidas de absorção molecular em fase gasosa pela remoção do queimador e sua 

substituição por uma célula de quartzo de 15 cm de comprimento e 2,5 cm de 

diâmetro, a qual foi mantida em um suporte. Uma lâmpada de arco de deutério, que 

normalmente tem a função de correção de fundo em AAS, foi usada como fonte de 

radiação para a medida de absorção molecular das espécies gasosas de nitrogênio. 

Nitrito foi convertido em espécies gasosas, principalmente cloreto de nitrosila, após 

sua reação com HCl 8 mol L-1. Os produtos gasosos foram separados da fase líquida 

por um fluxo de gás nitrogênio em um separador gás/líquido e transportados para 

uma célula de quartzo posicionada no caminho óptico do espectrômetro. O sinal 

transiente de absorção molecular dos produtos gasosos foi medido em 195 nm. 

Limite de detecção foi de 0,23 μg mL-1 de nitrito e a curva de calibração foi linear até 

uma concentração de nitrito de 65 μg mL-1. Interferências não foram observadas 

para a maioria das espécies estudadas, tais como carbonato, nitrato, sulfato, 

brometo, cianeto, cianato e íon amônio, mas tiocianato, iodeto, sulfeto e sulfito 

ocasionaram interferências. 

Huang et al. investigaram o espectro de absorção molecular de NO produzido 

por uma solução de HNO3 5% (v/v) em chama de ar-acetileno usando um 

espectrômetro com fonte contínua de alta resolução (HR-CS) [90]. Os autores 

observaram que as bandas de absorção vibracional decorrentes da transição 

eletrônica consistiam de múltiplas linhas de absorção rotacional. Algumas destas 

linhas foram investigadas com o intuito de sua aplicação para propósitos analíticos. 

Um método para a determinação de nitrato baseado na absorção molecular de NO 

usando vaporização eletrotérmica em forno de grafite foi desenvolvido pelos autores. 

Temperaturas de pirólise e vaporização do método foram 300 e 700 ºC, 

respectivamente. Cálcio na concentração de 1% (m/v) foi usado como modificador 

químico. Sob estas condições, nenhuma interferência de natureza espectral foi 
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observada devido à baixa temperatura de vaporização. Limite de detecção de 5 ng 

de N-NO3
¯ foi obtido usando a linha de NO em 215,360 nm, sendo a curva de 

calibração linear até 3000 ng de N-NO3
¯. O método foi validado por meio da análise 

de materiais de referência certificados de água subterrânea e fertilizante. A técnica 

de adição de analito foi usada para a calibração. 

 

Outras técnicas espectrométricas 

 

A MECA e a EPR são também técnicas espectrométricas que têm sido 

empregadas para a determinação de nitrito e nitrato. No entanto, poucos são os 

trabalhos reportados na literatura referentes a estas técnicas, sendo também que 

estes trabalhos são pouco recentes. 

Na análise por emissão molecular em cavidade, nitrito e nitrato são reduzidos a 

NO e esta espécie é transportada por um fluxo de gás nitrogênio para uma chama 

de hidrogênio-nitrogênio. Usando esta técnica espectrométrica, Al-Zamil e 

Townshend desenvolveram um método para a determinação de nitrito e nitrato após 

a redução destas espécies a NO. Nitrito foi reduzido a NO por iodeto, enquanto que 

nitrato foi reduzido a NO após sua redução a nitrito usando zinco metálico com 

manganês (IV) como catalisador. A emissão produzida por NO na chama foi medida 

em 526 nm. O método apresentou limites de detecção de 0,5 e 2,0 μg mL-1 para 

nitrito e nitrato como nitrogênio, respectivamente [91]. Celik e Henden também 

realizaram a determinação de nitrito e nitrato por MECA. Nitrito foi determinado após 

sua conversão a NO por iodeto. Nitrato foi reduzido a nitrito em coluna redutora de 

cádmio coperizado e então determinado como nitrito. Limite de detecção de 0,1 μg 

mL-1 de nitrogênio foi obtido e o método aplicado para a determinação de nitrito e 

nitrato em produtos cárneos e nitrato em amostras de água potável [92]. 

Wennmalm e Petersson desenvolveram um método para a determinação de 

nitrito empregando a EPR. O método foi baseado na medida das propriedades 

paramagnéticas de NO fortemente ligado ao ferro (II) de proteínas contendo o grupo 

heme [93]. 
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AMÔNIO 

 

As principais técnicas espectrométricas empregadas para a determinação de 

amônio são: a espectrofotometria de absorção molecular no UV/Vis, a 

quimiluminescência e a espectrofluorimetria molecular. Outras técnicas reportadas 

na literatura incluem: a AAS, a MECA, a espectroscopia de reflectância difusa e a 

espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). 

 

Espectrofotometria de absorção molecular no UV/Vis 

 

Assim como nitrito e nitrato, a técnica espectrométrica mais empregada para a 

determinação de amônio tem sido a espectrofotometria de absorção molecular no 

UV/Vis. Dentre os métodos espectrofotométricos, destacam-se os métodos 

baseados no reagente de Nessler e na reação de Berthelot, sendo este último 

também conhecido como método do Azul de Indofenol.  

O reagente de Nessler é um dos mais usados para a determinação de 

nitrogênio amoniacal (íon amônio e amônia), pois se trata de um método que 

apresenta alta sensibilidade e seletividade [94]. O reagente é uma solução alcalina 

de tetraiodomercurato de potássio (K2HgI4), a qual é obtida a partir da mistura de 

soluções de iodeto de potássio, iodeto de mercúrio (II) e hidróxido de sódio. A 

reação do reagente de Nessler com amônia produz um complexo de fórmula NH2-

Hg2I3, o qual possui coloração amarelo-pálido e é pouco solúvel em solução aquosa 

[95,96]. A medida do complexo formado é frequentemente realizada entre 400-450 

nm, sendo proporcional à concentração de amônio [94]. 

Embora apresente alta sensibilidade e seletividade, este método sofre de 

diversos inconvenientes. Um deles é o fato de que o complexo formado é muito 

pouco solúvel em meio aquoso, sendo necessário um meio coloidal para a sua 

formação [94,95]. A reação necessita de condições bem controladas, caso contrário, 

a determinação pode produzir resultados errôneos. Sendo assim, alguns fatores 

devem ser bem controlados, como pH, temperatura da solução, tempo de 

desenvolvimento da cor, entre outros [95]. O método também sofre bastante com 

interferências devido à salinidade da amostra, presença de compostos orgânicos, 

espécies metálicas e turbidez da solução [95,97]. A determinação de amônio em 

baixas concentrações é bastante dificultada, porque o reagente de Nessler 
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apresenta por si próprio uma coloração amarela, mascarando o produto de reação e 

limitando sua detecção [94]. 

Cuidados com o próprio reagente de Nessler também devem ser tomados. A 

presença de metais na solução do reagente é crítico, pois causa turbidez na solução 

[95]. O reagente deve ser estocado no escuro, pois a sua exposição à luz aumenta a 

intensidade da cor do reagente, devido à oxidação de íons iodeto a iodo molecular 

[94]. No entanto, o principal inconveniente do reagente de Nessler está relacionado 

com a manipulação de um de seus componentes: o mercúrio. Trata-se, portanto, de 

um reagente altamente tóxico e poluente, gerando resíduos de difícil 

descartabilidade. 

Outro método espectrofotométrico de ampla aplicação para a determinação de 

amônio é baseado na reação de Berthelot. Reportado pela primeira vez por Berthelot 

em 1859, este método de derivatização consiste das seguintes etapas: inicialmente, 

o íon amônio reage com hipoclorito em meio básico formando monocloramina, a qual 

reage com uma molécula de fenol formando a quinonacloramina. Nitroprussiato de 

sódio tem sido frequentemente empregado para acelerar esta primeira etapa do 

processo. Em seguida, a quinonacloramina formada reage com outra molécula de 

fenol produzindo o indofenol, o qual é um composto de azul intenso em meio básico 

[9899100101102].  Devido ao produto formado, este método também é conhecido como 

método do Azul de Indofenol. O conjunto de reações anteriormente descrito está 

esquematizado abaixo (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema das etapas da reação de Berthelot. 

 

Em sua versão original, a reação de Berthelot emprega o fenol como reagente, 

mas devido à sua toxicidade, a reação vem sofrendo modificações no sentido de 

substituir o fenol por outros reagentes, como, por exemplo, o timol. Neste caso, o 
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método passa a ser denominado método do Azul de Indotimol. Salicilato de sódio 

também tem sido empregado para a reação de Berthelot em substituição ao fenol. 

Outras modificações incluem: a ordem de adição dos reagentes; o emprego de 

outros agentes oxidantes, como o diclorocianurato de sódio e a cloramina T; e o 

emprego de outros catalisadores para acelerar a reação, como manganês (II) e 

pentacianonitrosilferrato de sódio [9899100101103104105]. 

Embora apresente alta seletividade e sensibilidade para a determinação de 

amônio, a reação de Berthelot também sofre com algumas limitações. Os valores de 

branco analítico são geralmente altos e variáveis. O método apresenta uma baixa 

precisão, com desvios em torno de 10%. A reação é bastante dependente do pH, da 

temperatura, da ordem de adição e concentração dos reagentes, além de sofrer com 

interferências de metais e alguns compostos nitrogenados [98,100,104]. 

Assim como o método baseado no reagente de Nessler, a reação de Berthelot 

também envolve a manipulação de reagentes tóxicos em sua versão original, na qual 

é empregado o fenol como reagente e o nitroprussiato de sódio como catalisador. 

Trata-se de compostos tóxicos e poluentes. Além disso, compostos intermediários 

ainda mais tóxicos que o fenol são formados durante a reação, a exemplo do orto-

clorofenol [101,102]. 

Diversas estratégias têm sido desenvolvidas para aumentar a sensibilidade de 

métodos espectrofotométricos baseados na reação de Berthelot, a partir de 

procedimentos de extração e pré-concentração do indofenol ou indothimol. Métodos 

baseados na extração em fase sólida [106107108109110111], na extração em ponto nuvem [112] 

e na extração líquido-líquido [113,114] são reportados na literatura para este 

propósito. 

Métodos espectrofotométricos baseados na difusão gasosa através de 

membranas semi-permeáveis também são descritos na literatura para a 

determinação de amônio. Nestes métodos, o íon amônio é convertido em amônia 

com solução de NaOH. O gás NH3 é permeado através de uma membrana semi-

permeável para uma solução contendo um indicador ácido-base e a mudança de cor 

do indicador é monitorada, ou pode-se também usar a reação de Berthelot. Estes 

métodos têm sido frequentemente desenvolvidos em sistemas de análise em fluxo 

[109,115-116117118]. 

Uma alternativa aos métodos espectrofotométricos convencionais consiste na 

oxidação de amônio a nitrito. A oxidação é realizada com íon hipoclorito em meio 
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básico na presença de íon brometo como catalisador. O nitrito formado a partir da 

oxidação de amônio é frequentemente determinado por meio da reação de Griess 

[119-120121122]. 

A espectrofotometria em fase gasosa é também outra abordagem que tem sido 

usada para a determinação de amônio. Neste caso, o íon amônio é convertido a 

amônia pela mistura da amostra com solução de NaOH. O gás NH3 formado é 

separado da fase líquida em um separador gás-líquido e conduzido para a medida 

de absorção molecular numa célula de quartzo [123]. 

Alguns autores também tem proposto o desenvolvimento de métodos indiretos 

para a quantificação de amônio [124,125]. 

Por fim, métodos espectrofotométricos baseados em sistemas de FIA e SIA 

para a determinação de amônio são extensivamente reportados na literatura [126-

127128129]. 

 

Quimiluminescência 

 

Métodos quimiluminescentes apresentam alta sensibilidade para a 

determinação de amônio, proporcionando limites de detecção que podem ser até 

mais baixos do que os métodos espectrofotométricos convencionais baseados na 

reação de Berthelot e Nessler [130]. Os métodos quimiluminescentes mais comuns 

são aqueles baseados no sistema de reagentes hipoclorito-luminol.  

No método do luminol, o íon amônio é determinado indiretamente a partir da 

reação de oxidação com hipoclorito presente na reação quimiluminescente entre 

hipoclorito e luminol. O consumo de hipoclorito por amônio promove o descréscimo 

do sinal quimiluminescente. Diferentes estratégias usando sistemas em fluxo têm 

sido desenvolvidas empregando esta reação: luminol imobilizado sobre resina de 

troca aniônica com geração eletroquímica de cloro [131], uso de guias de onda com 

geração eletroquímica de hipoclorito [132], sistema em fluxo usando multi-bombas 

com unidade de difusão de gás [133] e sistema de análise em fluxo miniaturizado 

[134]. 

Outras reações quimiluminescentes também têm sido propostas para a 

determinação de amônio: a oxidação de amônio pelo íon hipobromito [135-136137138], a 

reação de amônio com bis(2,4,6 triclorofenil) oxalato (TCPO) [139], com N-
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bromosuccinimida (NBS) [137] e com o sistema de reagentes NBS-

diclorofluoresceína [140]. 

A determinação de amônio por quimiluminescência em fase gasosa é mais 

outra proposta reportada na literatura. Inicialmente, íon amônio é oxidado por 

hipoclorito formando cloraminas. As cloraminas são separadas da fase líquida por 

um fluxo de ar e oxidadas a óxido nítrico, na temperatura de 600 ºC, em um 

conversor de NO. Em seguida, o NO gerado reage com ozônio produzindo um sinal 

quimiluminescente [64]. 

 

Espectrofluorimetra molecular 

 

Assim como os métodos quimiluminescentes, métodos fluorimétricos 

apresentam alta sensibilidade para a determinação de amônio, com limites de 

detecção menores que os métodos espectrofotométricos convencionais [130]. O 

método fluorimétrico baseado na reação de amônio com o-ftaldialdeído (OPA) na 

presença de um agente redutor, conhecido também como método de Roth, é o mais 

amplamente usado [141]. Este método foi primeiramente descrito por Marc Roth em 

1971 [142] para a determinação fluorimétrica de aminoácidos, sendo posteriormente 

usado para a determinação de amônio [143]. 

Na reação original, Roth usou como redutor o 2-mercaptoetanol. Nesta reação, 

aminoácidos reagem com OPA na presença de 2-mercaptoetanol em meio básico 

produzindo compostos fluorescentes. De modo similar, amônio reage com OPA em 

meio básico formando um composto isoindol fluorescente, com medida da 

intensidade em 486 nm e excitação em 370 nm [141]. Atualmente, modificações na 

reação de Roth têm sido realizadas pela substituição do 2-mercaptoetanol por outros 

agentes redutores, tais como: sulfito [144-145146147], N-acetil-cisteína [130,148,149], 

tioglicolato [150] e 1-tiol-D-glucose [148]. Abaixo, está esquematizada a reação de 

amônio com OPA em meio básico, tendo-se sulfito como agente redutor (Figura 4). 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 4. Esquema da reação envolvida no método modificado de Roth. 
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Outras propostas para a determinação fluorimétrica de amônio incluem: a 

determinação fluorimétrica baseada na excitação fotodissociativa de amônia [151], o 

desenvolvimento de sensores [75,152,153], o emprego de unidades de difusão de 

gás [144,154,155] o desenvolvimento de sistema em fluxo com guia de ondas [144] 

e sistema em fluxo miniaturizado usando multi-bombas [146]. 

 

Outras técnicas espectrométricas 

 

Técnicas como a MECA, a AAS, a espectroscopia de reflectância difusa e ICP 

OES são também técnicas espectrométricas que têm sido empregadas para a 

determinação de amônio. No entanto, poucos são os métodos reportados na 

literatura que empregam estas técnicas. 

Nos métodos que empregam MECA, íon amônio é convertido em amônia pela 

mistura da solução da amostra com NaOH sólido, o qual é adicionado no recipiente 

usado para a volatilização. A amônia formada é transferida por um fluxo de N2 para 

dentro de uma cavidade, na qual é feita a medida de emissão em chama de 

hidrogênio-nitrogênio. Limites de detecção de 1,0 e 1,5 µg mL-1 de N-amônio são 

reportados na literatura quando esta técnica é empregada [92,156]. 

Semelhante à determinação de nitrito e nitrato, amônio também pode ser 

determinado por métodos indiretos ou por medida de absorção molecular quando a 

técnica de AAS é empregada. Bond e Willis [157] observaram que a absorvância de 

zircônio em chama de ar-N2O foi enriquecida na presença de amônio, sendo a 

magnitude do enriquecimento proporcional à concentração de amônio. Um método 

indireto foi desenvolvido pelos autores para a determinação indireta de amônio 

baseado na medida do enriquecimento da absorvância de Zr. A medida de absorção 

molecular tem sido realizada em fase gasosa após a conversão de amônio a amônia 

com solução de NaOH. Adaptação de equipamentos de AAS é feita pela remoção do 

cabeçote e substituição do mesmo por uma célula de absorção. Lâmpada de 

deutério ou de cátodo oco de H2 pode ser usada para a medida de absorção 

molecular [158,159]. 

Moliner-Martínez et al. desenvolveram um método baseado na extração do azul 

de indotimol em membrana de fase sólida C-18 para a quantificação de amônio, 

mediante a medida direta sobre a superfície da membrana por espectroscopia de 
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reflectância difusa. Um limite de detecção de 0,01 µg mL-1 foi obtido para amônio 

[160]. 

Métodos empregando a técnica de ICP OES também são encontrados na 

literatura. Alder et al. propuseram um método baseado na oxidação de íon amônio a 

nitrogênio por hipobromito. O gás N2 gerado foi introduzido no plasma para medida 

da emissão de NH em 336 nm. O método apresentou um limite de detecção de 0,1 

µg mL-1 de N-amônio [161]. Um sistema de geração de hidreto foi usado em 

conjunção com um ICP OES por Jaber et al. [162] para a determinação quantitativa 

de amônio. Amônia gerada a partir da reação do íon amônio com NaOH, foi 

transferida para o plasma de argônio para a detecção em 174,273 nm. Limites de 

detcção na faixa de 10-25 µg mL-1 de N-amônio. 
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CAPÍTULO III: ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO MOLECULAR COM FONTE 

CONTÍNUA DE ALTA RESOLUÇÃO 

 
O desenvolvimento de espectrômetros com fonte contínua de alta resolução 

representa o que a de mais novo e revolucionário no campo da AAS. Estes 

equipamentos utilizam uma lâmpada de arco curto de xenônio como fonte de 

radiação contínua, a qual apresenta emissão de radiação de alta intensidade em 

uma ampla faixa do espectro eletromagnético, entre 190 e 900 nm. Deste modo, 

uma única fonte de radiação é utilizada para todos os elementos, estando 

disponíveis linhas para a determinação de elementos para os quais as fontes de 

linha (lâmpadas de cátodo oco) não estão disponíveis em AAS convencional. Outra 

característica destes equipamentos é a alta resolução proporcionada por um 

monocromador duplo Echelle (DEMON) constituído por um prisma, o qual é 

responsável por uma pré-dispersão da radiação, e uma rede de difração Echelle, a 

qual realiza a fina dispersão dos comprimentos de onda, conferindo alta resolução à 

técnica. Este parâmetro torna a técnica mais livre de interferências espectrais. Além 

disso, estes equipamentos contam com um detector de arranjo linear de dispositivos 

de carga acoplada (CCD), o qual permite uma visualização do ambiente espectral ao 

redor da linha analítica, proporcionando informações analíticas bastante úteis. 

O espectro gerado pela absorção de moléculas é relativamente mais complexo 

do que aquele gerado por átomos. Um espectro atômico é gerado exclusivamente 

pela transição eletrônica de seu estado fundamento para o estado excitado. Logo, 

esse tipo de espectro é caracterizado por linhas bastante estreitas. No caso de uma 

molécula, o espectro de absorção torna-se mais complexo devido às transições 

rotacional e vibracional. Desta forma, uma molécula possui um número de estados 

energéticos muito maior do que um átomo, apresentando o espectro molecular muito 

mais linhas e/ou bandas em uma ampla faixa espectral. 

O emprego de uma lâmpada de arco curto de xenônio, como fonte de radiação, 

torna acessíveis “linhas” que são verdadeiramente de absorção de uma molécula. 

Esta característica faz da HR-CS AAS uma técnica bastante viável para a 

determinação de elementos não-metálicos a partir da medida de absorção 

molecular. No entanto, uma condição deve ser atendida: a absorção produzida pela 

molécula deve apresentar uma largura espectral compatível com aquelas produzidas 

por átomos. Esta é a situação produzida pela absorção de moléculas diatômicas, as 
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quais apresentam estrutura rotacional fina. Estas moléculas podem ser geradas a 

altas temperaturas em fornos de grafite e chamas. A técnica então passa a ser 

denominada de: espectrometria de absorção molecular com fonte contínua de alta 

resolução (HR-CS MAS). 

Recentemente, o emprego de espectrômetros de HR-CS tem sido bastante 

promissor para o desenvolvimento de métodos visando a determinação de 

elementos não-metálicos, baseados na medida de absorção da radiação por 

moléculas diatômicas geradas em fornos de grafite e chama, tais como: fósforo, 

enxofre, nitrogênio e os halogênios. As Tabelas 4 e 5 apresentam uma breve revisão 

sobre estes métodos, incluindo informações sobre a molécula diatômica gerada, o 

comprimento de onda utilizado para a medida, limite de detecção e a matriz em que 

o método foi aplicado. 
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Tabela 4. Métodos baseados na absorção molecular em chama empregando espectrômetros com fonte contínua de alta resolução. 

Elemento Molécula 

diatômica 

Comprimento de onda 

(nm) 

Limite de detecção 

(µg mL-1) 

Matriz Referência 

P PO 324,62 1,3  CRM’s de ferro fundido 163 

S CS 258,056 2,4 Vinho 164 

S CS 258,056 2,4 Vinho 165 

S CS 258,056 1,8 Vinho 166 

S CS 257,595; 257,958; e 

258,056 

15,1; 22,4; e 21.8 Fungicidas e fertilizantes 167 

S CS 258,056 21 Petróleo bruto e derivados 168 

S CS 258,056 0,03% (m/m) Carvão 169 

F GaF 211,248 1,0 CRM de Superfosfato 170 

F AlF 227,4613 5,5  Creme dental 171 

Cl InCl 267,24 3,0 CRM’s de sedimento marinho 

e leite em pó 

172 
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Tabela 5. Métodos baseados na absorção molecular em forno de grafite empregando espectrômetro com fonte contínua de alta resolução. 

Elemento Molécula 

diatômica 

Comprimento de 

onda (nm) 

Limite de 

detecção 

Massa 

característica 

Matriz Referência 

N NO 215,360 5 ng - CRM’s de águas subterrâneas 

artificiais e fertilizante 

90 

P PO Nove linhas de PO 

monitoradas 

20 μg g-1 - CRM’s de materiais biológicos 173 

S  CS 258,056 0,015 μg 18 ng CRM’s de materiais biológicos 174 

S CS 258,056 14 ng 12 ng Petróleo bruto e derivados 168 

F GaF 211,248 5,2 pg 7,4 pg Água 175 

F GaF 211,248 5,2 pg - Creme dental 176 

Br AlBr 278,914 2 ng - Sal 177 

Br CaBr 625,315 2 ng - Soporífero (Bromazepam) 177 

Br CaBr 625,315 78 pg - Retardantes de chama 

polibromados 

178 

I BaI 538,308 600 pg - Amostras farmacêuticas 179 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

47 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver novos métodos baseados na geração de óxido nítrico (NO) para a 

determinação e análise de especiação de nitrogênio inorgânico em matrizes 

aquosas, empregando a espectrometria de absorção molecular com fonte contínua 

de alta resolução para a detecção. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Desenvolver um método analítico para determinação de nitrito e nitrato em 

forno de grafite baseado na diferença de estabilidade térmica das espécies; 

Desenvolver um método analítico baseado na geração química de NO para 

determinação de nitrito; 

Desenvolver um método analítico baseado na geração química de NO para 

determinação de nitrito e amônio após a oxidação do íon amônio a nitrito; 

Aplicar os métodos desenvolvidos para análise de amostras reais. 
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PARTE II: TRABALHO EXPERIMENTAL DESENVOLVIDO 

 

CAPÍTULO I: DETERMINAÇÃO DE NITRITO E NITRATO POR 

ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO MOLECULAR COM FONTE CONTÍNUA DE 

ALTA RESOLUÇÃO USANDO VAPORIZAÇÃO ELETROTÉRMICA 

 

1.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

1.1.1. Instrumentação 

 

O equipamento utilizado para as medidas de absorção molecular foi um 

espectrômetro com fonte contínua de alta resolução, Modelo ContrAA 700 da 

Analytik Jena AG (Jena, Alemanha), equipado com uma lâmpada de xenônio de 

arco curto XBO 301 com uma potência nominal de 300 W, operando no modo hot-

spot, o qual é caracterizado pela formação de um pequeno plasma que emite 

radiação de alta intensidade (Figura 5). O equipamento dispõe de um atomizador 

eletrotérmico com tubo de grafite aquecido transversalmente e de um amostrador 

automático MPE 5 para a introdução de amostra (Analytik Jena AG). Tubos de 

grafite revestidos piroliticamente com plataforma integrada foram utilizados para as 

determinações e fornecidos pelo mesmo fabricante. Argônio (White Martins, Brasil) 

com 99,998% de pureza foi utilizado como gás de purga com uma vazão de 2,0 L 

min-1 durante todas as etapas, exceto durante a vaporização, quando o fluxo foi 

interrompido. Todas as medidas foram realizadas por absorbância integrada usando 

a linha de NO em 215,360 nm e o sinal obtido com três pixels. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Espectrômetro com fonte contínua de alta resolução usado para as medidas de 

absorção molecular de NO. 
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O equipamento utilizado para as medidas cromatográficas de nitrito e nitrato foi 

um cromatógrafo de íons, Modelo ICS-1000, da Dionex (Thermo Scientific, São 

Paulo, Brasil). A quantificação foi realizada por medida de área dos picos 

cromatográficos. 

 

1.1.2. Preparo de soluções padrões, reagentes e amostras 

 

Todos os reagentes utilizados para o preparo de soluções foram de grau 

analítico. Água ultrapura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, 

MA, EUA). Ácido clorídrico e peróxido de hidrogênio foram de qualidade Suprapur™ 

obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Toda a vidraria foi enxaguada com água 

deionizada e seca em um ambiente livre de poeira antes do uso. 

Soluções estoque de nitrato e nitrito contendo 1000 μg mL-1 de nitrogênio foram 

preparadas pela dissolução de 607,1 mg de nitrato de sódio e 492,9 mg de nitrito de 

sódio, respectivamente, em água ultrapura. O volume foi completado com água 

ultrapura para 100 mL. As soluções de trabalho foram preparadas diariamente a 

partir da diluição apropriada das soluções estoque em água ultrapura. 

A solução de modificador de Ca 1% (m/v) foi preparada pela dissolução de 

692,3 mg de cloreto de cálcio em água ultrapura para um volume final de 25 mL. 

As amostras de água subterrânea foram coletadas na Cidade de Camaçari, 

Bahia, Brasil. Antes das análises, as amostras foram filtradas para remoção de 

partículas maiores que 0,2 µm. 

 

1.1.3. Procedimento para determinação de nitrito e nitrato por cromatografia de 

íons 

 

Amostras de água subterrânea foram injetadas em uma corrente de eluente 

carbonato, o qual foi passado por uma coluna contendo um trocador de íons. Então, 

os íons de interesse foram separados com base nas suas afinidades relativas por 

um trocador de íons de baixa capacidade, fortemente básico. Em seguida, os íons 

separados foram passados por uma membrana de troca catiônica de fibra oca 

(supressor de fibra) ou por um supressor de micro membrana, banhados numa 

solução regeneradora em fluxo constante. Dessa forma, os íons separados foram 

convertidos em suas formas ácidas, altamente condutoras, enquanto que o eluente 
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carbonato foi convertido a ácido carbônico fracamente condutor. Os ânions 

separados foram identificados com base em tempos de retenção, por comparação 

com padrões, e medidos por condutividade. A quantificação foi realizada por medida 

de área dos picos cromatográficos. 

 

1.1.4. Procedimento para determinação de nitrito e nitrato por HR-CS ET MAS 

 

O procedimento para determinação de nitrato e nitrito por HR-CS ET MAS 

compreende duas etapas simples: 

1) A primeira etapa consiste na determinação de nitrato, a qual é realizada pela 

injeção de 20 µL de amostra, mais 5 μL de modificador químico CaCl2 e 5 μL de 

ácido clorídrico 0,3% (v/v) co-injetados; 

2) A segunda etapa consiste na determinação total das espécies pela oxidação 

do nitrito a nitrato, a qual é realizada pela adição de peróxido de hidrogênio na 

amostra na concentração final de 0,75% (v/v). 

A concentração de nitrito é obtida por diferença. A curva de calibração foi 

estabelecida utilizando padrões aquosos contendo nitrato. Para a análise, a solução 

de HNO3 0,5% (v/v), que é frequentemente utilizada para a limpeza do sistema do 

amostrador automático, foi substituída por água deionizada, desde que ácido nítrico 

também gera moléculas de NO, contribuindo para significativos valores do branco 

analítico. Na Figura 6, é apresentado um diagrama esquemático do procedimento 

descrito. O programa de aquecimento do forno de grafite é mostrado na Tabela 6. 

 

 

Figura 6. Diagrama esquemático do procedimento proposto para a determinação de nitrito e 

nitrato por HR-CS ET MAS. 
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Tabela 6. Programa de aquecimento do forno usado no método proposto. 

Etapa Temperatura (ºC) Rampa (ºC s-1) Permanência (s) 

Secagem1 90 3 20 

Secagem2 110 5 20 

Pirólise 150 50 20 

Vaporização 1300 1500 8 

Limpeza 2000 500 3 
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1.2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1.2.1. Otimização das condições eletrotérmicas 

 

Inicialmente, estudou-se o efeito da temperatura de vaporização sobre a 

formação de moléculas de NO para o intervalo de temperatura de 900 a 2000 ºC, 

usando uma solução de nitrato de sódio contendo 5,0 μg mL-1 de nitrogênio. A 

temperatura de pirólise foi mantida em 300 ºC para este estudo. A Figura 7 mostra a 

curva de vaporização de nitrato na faixa de temperatura estudada. Como pode ser 

observado, o sinal de absorbância integrada diminui com o aumento da temperatura 

de vaporização. Uma diminuição de aproximadamente 50% no sinal analítico foi 

observada na temperatura de 2000 ºC. Este comportamento era esperado por causa 

da baixa estabilidade térmica das moléculas de NO. No entanto, melhor perfil de 

vaporização, caracterizado por um pico estreito e sinal de fundo baixo, foi obtido 

para temperaturas acima de 1000 ºC. Desta forma, a temperatura de 1300 ºC foi 

selecionada como um compromisso entre sensibilidade e perfil de vaporização. Na 

Figura 7 também é mostrada a curva de pirólise, a qual foi obtida entre 150 e 500 ºC, 

com a temperatura de vaporização fixada em 1300 ºC. Foi observada uma drástica 

redução do sinal de absorbância com o aumento da temperatura de pirólise. Esse 

resultado também já era esperado, uma vez que os sais de nitrato apresentam baixa 

estabilidade térmica. Assim, uma temperatura de pirólise de 150 ºC foi estabelecida 

para estudos posteriores. 

 

 

Figura 7. Efeito das temperaturas de pirólise e vaporização sobre o sinal analítico de NO para 

uma solução de nitrato contendo 5 μg mL
-1

 de N e Ca como modificador. 
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1.2.2. Otimização das condições químicas 

 

Têm-se aqui os parâmetros que foram essenciais para a determinação de 

nitrito e nitrato em forno de grafite: concentração de ácido clorídrico co-injetado e 

concentração de peróxido de hidrogênio adicionado ao padrão ou amostra. 

Primeiro, o efeito da concentração de HCl sobre o comportamento térmico de 

nitrito e nitrato foi investigado no intervalo de 0 a 0,6% (v/v). Esse estudo foi 

realizado utilizando soluções de nitrito e nitrato contendo 10,0 mg mL-1 de nitrogênio. 

Os resultados deste estudo são apresentados na Figura 8. O sinal de nitrito foi de 

cerca de 80% do sinal de nitrato na ausência de ácido. No entanto, uma 

concentração de HCl de 0,1% foi suficiente para suprimir quase que completamente 

o sinal de nitrito, enquanto que o sinal de nitrato sofreu uma redução de apenas 20% 

até a concentração de ácido de 0,6% (v/v). A concentração de HCl co-injetado de 

0,3% (v/v) foi selecionado para assegurar a robustez do método, já que o sinal de 

nitrito sofreu uma redução de 95% e o sinal de nitrato foi reduzido em apenas 8% 

nesta concentração de ácido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da concentração de HCl sobre o sinal analítico de absorção molecular de NO 

de soluções de nitrito e nitrato contendo 10 μg mL
-1

 de N, em forno de grafite. 

 

 

Esta diferença de estabilidade térmica encontrada entre as espécies na 

presença de ácido pode ser explicada da seguinte maneira: íon nitrito é derivado de 

um ácido fraco, o ácido nitroso (pKa = 3,29). Quando presente em soluções de 

ácidos fortes, íon nitrito é facilmente convertido em ácido nitroso devido ao equilíbrio 

ácido-base. Ácido nitroso é uma espécie altamente volátil, sendo facilmente 
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eliminado durante a etapa de pirólise. Enquanto isso, íon nitrato é derivado de um 

ácido forte, o ácido nítrico. Assim, íon nitrato não é convertido em ácido nítrico como 

íon nitrito é convertido em ácido nitroso. 

A segunda etapa consistiu em avaliar a influência da concentração de peróxido 

de hidrogênio sobre a oxidação do nitrito a nitrato. Este estudo foi realizado no 

intervalo de concentração de peróxido de hidrogênio de 0 a 1,5% (v/v) adicionado às 

soluções de nitrito e nitrato contendo 10,0 mg mL-1 de nitrogênio. Observou-se que 

uma concentração de 0,25% (v/v) de peróxido de hidrogênio já é suficiente para a 

oxidação do nitrito a nitrato, como mostrado na Figura 9. Desta forma, uma 

concentração de 0,75% (v/v) foi escolhida para assegurar a robustez do método. 

 

 

Figura 9. Estudo da concentração de H2O2 usado para a oxidação de nitrito a nitrato em 

soluções contendo 10 μg mL
-1

 de N, como nitrito, e medida realizada por absorção molecular 

de NO, em forno de grafite. 

 

1.2.3. Estudo de interferência 

 

O estudo de interferência foi realizado pela adição de potenciais interferentes 

às soluções de nitrito ou nitrato contendo 10,0 μg mL-1 de nitrogênio. O sinal 

analítico de NO em cada uma destas soluções foi comparado com o sinal obtido a 

partir de soluções padrões de nitrito ou nitrato sem adição das espécies 

investigadas. Tolerância foi definida como a máxima proporção entre a concentração 

de nitrito ou nitrato e a concentração da espécie de potencial interferência, a qual 

produz um erro menor do que 10% no sinal de NO. Sendo assim, nenhuma 

interferência foi observada para nitrito e nitrato a partir de ânions, bem como: 
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carbonato, fosfato, sulfato, sulfito, fluoreto, brometo e iodeto, para uma proporção de 

1:100. Alguns cátions metálicos também foram investigados como potenciais 

interferentes na determinação de nitrito e nitrato. Nenhuma interferência foi 

observada para nitrito a partir de cobre, potássio, níquel e zinco, para uma proporção 

de 1:100, e de manganês, para uma proporção de 1:10. Para nitrato, nenhuma 

interferência foi observada a partir de cobre, potássio e zinco, para uma proporção 

de 1:100, e de manganês e níquel, para uma proporção de 1:10. Ácidos húmico e 

fúlvico também foram investigados e nenhuma interferência foi observada para nitrito 

e nitrato, considerando uma proporção de 1:10. 

A salinidade também foi investigada como uma fonte potencial de interferência 

na determinação de nitrito e nitrato por HR-CS ET MAS, no sentido de avaliar a 

viabilidade de aplicação do método para análises de amostras de águas salinas e 

salobras. Para isso, NaCl foi adicionado  na faixa de concentração de 1-5% (m/v) em 

soluções de nitrito ou nitrato contendo 10,0 μg mL-1 de nitrogênio, sendo adotado o 

mesmo critério de erro descrito no parágrafo anterior. Nenhuma interferência foi 

observada para ambos os analitos em todo o intervalo de concentração de NaCl 

avaliado. Isto significa que o método proposto também pode ser satisfatoriamente 

aplicado para a análise de amostras de águas salinas e salobras. 

1.2.4. Características analíticas do método 

 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram de 0,10 e 0,33 μg mL-1 

de nitrogênio, respectivamente, sendo calculados como três e dez vezes o desvio 

padrão de dez medidas do branco, divididos pela inclinação da curva obtida 

utilizando solução de nitrato. A precisão, estimada como desvio padrão relativo 

(RSD), foi de 7,5 e 3,8% (n = 10) para amostras de água subterrânea contendo 1,9 e 

15,2 μg mL-1 de N-nitrato, respectivamente. A curva de calibração foi linear de LD 

até a concentração de 200 μg mL-1 de N-nitrato. 

No sentido de verificar a eficiência de separação das espécies, bem como o 

processo de oxidação de nitrito a nitrato, três sistemas de calibração foram 

avaliados: 

1) Curva analítica obtida a partir de uma solução de nitrato contendo 10,0 μg 

mL-1 de nitrogênio; 
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2) Curva analítica obtida a partir de uma solução de nitrato mais nitrito 

contendo 20,0 μg mL-1 de nitrogênio total, e; 

3) Curva analítica obtida a partir de uma solução de nitrito contendo 10,0 μg 

mL-1 de nitrogênio mais peróxido de hidrogênio 0,75% (v/v).  

Todas as curvas analíticas foram obtidas para o intervalo de concentração de 

nitrogênio entre 2,0 e 10,0 μg mL-1, as quais são apresentadas na Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Curvas de calibração obtidas para diferentes sistemas. 

 

A Tabela 7 também apresenta as inclinações das curvas com seus respectivos 

coeficientes de correlação, como intervalo de confiança. As inclinações das curvas 

obtidas para os três sistemas avaliados não apresentaram diferenças significativas 

ao nível de confiança de 95%. A concordância encontrada entre as inclinações das 

curvas demonstra que nitrito é completamente eliminado no sistema 2 e 

completamente oxidado a nitrato no sistema 3. Estes resultados mostram que a 

calibração do método pode ser realizada utilizando uma solução de padrão contendo 

apenas nitrato para a quantificação de ambas as espécies de nitrogênio. 

 

Tabela 7. Inclinações das curvas e coeficientes de correlação. 

Sistema Inclinação (mL μg-1) Coeficiente de correlação 

Nitrato 0,0160 ± 0,0012 0,9986 ± 0,0040 

Nitrato + Nitrito 0,0170 ± 0,0012 0,9987 ± 0,0041 

Nitrito + H2O2 0,0155 ± 0,0009 0,9991 ± 0,0032 
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1.2.5. Aplicação do método proposto 

 

O método proposto foi aplicado para a determinação de nitrito e nitrato em dez 

amostras de água subterrânea. Com a finalidade de verificar a exatidão do método 

proposto, os resultados foram comparados com aqueles obtidos pelo método da 

cromatografia de ions. As concentrações de N-nitrato variaram de 0,58 a 15,2 mg 

mL-1. Em todas as amostras analisadas, as concentrações de N-nitrito foram abaixo 

do limite de quantificação de ambos os métodos. Teste de adição/recuperação de N-

nitrito também foi realizado para validação. As recuperações obtidas para nitrito 

foram na faixa de 94-116%. Todos estes resultados são apresentados na Tabela 8. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre as concentrações de N-nitrato 

obtidas pelo método proposto e aquelas obtidas pelo método da cromatografia de 

íons. Aplicando-se teste t-pareado ao nível de confiança de 95%, o t calculado foi de 

1,98, enquanto que o t crítico foi de 2,26. 

O método da regressão linear foi também aplicado para comparar os 

resultados obtidos pelo método proposto (HR-CS ET MAS) e o método da 

cromatografia de íons (IC). Nenhuma diferença significativa foi observada entre os 

resultados obtidos por ambos os métodos, uma vez que os coeficientes da 

inclinação, interseção e correlação calculados não diferem significativamente dos 

valores "ideais" de 1, 0 e 1, respectivamente, como mostrado na equação abaixo: 

 

[HR-CS ET MAS] = 0,9626 ± 0,0413 [IC] – 0,0061 ± 0,2772, r = 0,9986 ± 0,1852 

 

De acordo com a legislação brasileira, os limites máximos estabelecidos para 

nitrito e nitrato em águas doces são de 1 e 10 mg mL-1, como N-nitrito e N-nitrato, 

respectivamente [9]. Deste modo, a amostra 5 de água subterrânea apresentou uma 

concentração de N-nitrato acima do limite máximo estabelecido. 
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Tabela 8. Resultados da determinação de nitrito e nitrato em água subterrânea por HR-CS ET MAS e por cromatografia de íons. 

Amostra 
Concentração de N-NO3

¯ (μg mL-1) Concentração de N-NO2
¯ (μg mL-1) 

HR-CS ET MAS Cromatografia de Íons Adicionado Encontrado Recuperação (%) 

1 2,6 ± 0,1 2,4 2,0 2,0 100 

2 2,0 ± 0,2 2,3 2,0 1,9 95 

3 2,3 ± 0,2 2,6 2,0 2,3 115 

4 1,9 ± 0,1 2,0 2,0 2,1 105 

5 15,2 ± 0,6 16,0 5,0 4,9 98 

6 10,1 ± 0,6 10,0 5,0 5,2 104 

7 4,8 ± 0,5 4,9 5,0 5,1 102 

8 1,5 ± 0,1 1,7 2,0 2,1 105 

9 0,58 ± 0,09 0,48 1,0 0,94 94 

10 6,3 ± 0,4 6,8 5,0 5,8 116 
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1.3. CONCLUSÕES 

 

O método proposto demonstrou ser uma interessante e atraente alternativa 

para a determinação de nitrito e nitrato em água subterrânea. Embora apresente 

limite de quantificação maior do que os métodos convencionais baseados em 

cromatografia e espectrofotometria de absorção molecular no UV/Vis, o método 

proposto ainda é adequado para a análise de águas de acordo com os limites 

máximos estipulados por órgãos governamentais. Além disso, o método proposto 

oferece algumas vantagens em relação aos métodos convencionais, tais como: 

baixo consumo de amostras e reagentes, seletividade, frequência analítica 

relativamente alta e o uso de reagentes de baixa toxidade. Entretanto, a principal 

vantagem deste método reside na sua simplicidade: nenhuma etapa de separação é 

necessária antes da análise instrumental. A separação das espécies ocorre no 

próprio forno de grafite durante a medida, devido à diferença de estabilidade térmica 

entre as espécies. Além disso, o método proposto tem exatidão adequada para a 

determinação de nitrito e nitrato em amostras de água subterrânea, uma vez que as 

concentrações estavam de acordo com aquelas obtidas pelo método da 

cromatografia de íons. 
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CAPÍTULO II: GERAÇÃO QUÍMICA DE NO PARA A DETERMINAÇÃO DE 

NITRITO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO MOLECULAR COM FONTE 

CONTÍNUA DE ALTA RESOLUÇÃO 

 

2.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

2.1.1. Instrumentação 

 

O equipamento utilizado para a medida de absorção molecular de NO foi um 

espectrômetro com fonte contínua de alta resolução, Modelo ContrAA 700 da 

Analytik Jena AG (Jena, Alemanha), equipado com uma lâmpada de xenônio de 

arco curto operando em modo de hot-spot como fonte de radiação contínua. A linha 

de NO em 215,360 nm foi usada para as medidas de absorção molecular. Todas as 

medidas foram realizadas por altura de pico e o sinal obtido usando três pixels. Um 

sistema HS 50 para Hg/hidreto (Analytik Jena AG) foi usado para a geração química 

de NO (Figura 11). O sistema consiste de um recipiente com fundo cônico de PTFE 

para reação e um recipiente para distribuição do redutor com volume de 300 mL. A 

injeção do redutor foi realizada pneumaticamente em modo de batelada. A medida 

de absorção molecular foi realizada em célula de tubo de quartzo (Analytik Jena 

AG), com 140 mm de comprimento e diâmetros internos de 16 mm nas extremidades 

e 8 mm no centro. A célula foi colocada em um suporte disposto sobre o queimador 

de 50 mm. Argônio (White Martins, Brasil) com 99,998% de pureza foi usado como 

gás de purga e de transporte com vazões de 12 e 15 L h-1, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Sistema HS 50, acoplado ao HR-CS AAS, usado para a geração química de NO a 
partir da redução de nitrito. 
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Para as medidas de espectrofotometria de absorção molecular de nitrito, foi 

usado um espectrofotômetro de absorção molecular UV/Vis, Modelo SP-22, da 

Biospectro (Unity Instrumentos, São Paulo, Brasil). A reação de Griess foi 

empregada para derivatização e todas as medidas foram efetuadas no comprimento 

de onda máximo em 540 nm do azocomposto formado. 

 

2.1.2. Reagentes, padrões e amostras 

 

Todos os reagentes utilizados para o preparo das soluções foram de grau 

analítico. Água ultrapura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, 

MA, EUA). Ácido clorídrico, ácido ascórbico e iodeto de sódio foram de qualidade 

Suprapur™ obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

Solução estoque de nitrito de 1000 mg mL-1 foi preparada pela dissolução de 

150,0 mg de nitrito de sódio (Merck) em água ultrapura para um volume final de 100 

mL. As soluções de trabalho foram preparadas diariamente pela adequada diluição 

da solução estoque com água ultrapura e volume completado para 10 mL com água 

ultrapura. 

As amostras de água (água de poço, água de rio e água potável) foram 

coletadas na Cidade de Cachoeira, Bahia, Brasil. Antes das análises, as amostras 

de água de rio e potável foram filtradas em papel de filtro, utilizando aparelhagem 

para filtração por gravidade. 

 

2.1.3. Procedimento para otimização do método proposto 

 

As seguintes variáveis foram investigadas para a otimização do método: tipo e 

concentração de agente redutor, concentração de ácido clorídrico, tempo de injeção 

de redutor e pressão de gás argônio. O estudo foi realizado utilizando metodologia 

univariada para um volume de solução padrão de 10 mL contendo 5,0 mg mL-1 de 

nitrito. 
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2.1.4. Procedimento para determinação espectrofotométrica de nitrito usando a 

reação de Griess 

 

Um volume de 10,0 mL da amostra de água (água de poço, água de rio ou 

água potável) foi transferido para um frasco volumétrico. Em seguida, um volume 0,5 

mL de solução contendo sulfanilamida 1,0% (m/v) e HCl 10% (v/v) foi adicionado. 

Um tempo de reação de 10 min foi aguardado. Depois, um volume de 0,5 mL de 

NED 0,1% (m/v) foi adicionado. Após um tempo de reação de 15 min, a medida do 

azocomposto formado foi efetuada no comprimento de onda de 540 nm. 

 

2.1.5. Procedimento para determinação de nitrito pelo método proposto 

 

Uma alíquota de 8,0 mL da amostra de água (água de poço, água de rio ou 

água potável) foi transferida para o frasco de reação e 2,0 mL de HCl 2,0 mol L-1 

foram adicionados. No sistema HS 50, um volume de 2,0 mL de uma solução de 

ácido ascórbico 1,5% (m/v) foi pneumaticamente injetado no recipiente de reação 

durante um tempo de 4 s. O óxido nítrico (NO) gerado a partir da redução de nitrito 

foi transportado para a célula de quartzo por um fluxo de gás argônio e a medida de 

absorção molecular de NO foi realizada durante um tempo de 30 s. Um diagrama 

esquemático desse procedimento é apresentado na Figura 12. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Diagrama esquemático do procedimento proposto para a determinação de nitrito a 
partir da geração química de NO. 
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.1. Estudo das condições para geração química de NO 

 

O processo de geração química de NO é baseado na reação de redução de 

nitrito em meio ácido, o qual pode ser representado pelas seguintes equações: 

 

NO2¯(aq) + H+
(aq)  HNO2(aq)                         (1) 

HNO2(aq) + H+
(aq) + e-  H2O(l) + NO(g)          (2) 

  

Inicialmente, ácido ascórbico e iodeto de sódio foram investigados como 

agentes redutores na faixa de concentração de 0,5-2,5% (m/v). Este estudo foi 

realizado para uma concentração de HCl de 0,2 mol L-1, tempo de injeção de redutor 

de 4 s e pressão de gás argônio de 0,03 MPa. A Figura 13 apresenta o efeito da 

concentração do agente redutor sobre o sinal de absorção molecular de NO. Como 

pode ser observado, o sinal analítico foi aproximadamente constante em toda a faixa 

de concentração estudada para os dois agentes redutores. Ácido ascórbico foi 

selecionado para evitar a possível formação de precipitado que pode ocorrer com o 

uso de iodeto, devido à presença de alguns cátions metálicos que podem estar 

presentes na amostra, o que poderia interferir na medida. Uma concentração de 

1,5% (m/v) de ácido ascórbico foi estabelecida para assegurar a robustez do 

método. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 13. Estudo do tipo e concentração de redutor na geração química de NO. 
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Posteriormente, o efeito da concentração de HCl na geração química de NO foi 

estudada na faixa de 0,1-0,5 mol L-1. Nenhuma diferença significativa foi observada 

no sinal analítico de NO na faixa de concentração de HCl estudada (Figura 14). No 

entanto, um meio ácido é necessário para redução de nitrito a NO, como já foi 

mostrado nas equações 1 e 2. Assim, uma concentração de HCl de 0,4 mol L-1 foi 

estabelecida para os próximos estudos para assegurar a robustez do método. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14. Estudo da concentração de HCl para a geração química de NO. 

 

Após o estudo das variáveis químicas, a pressão de gás argônio e o tempo de 

injeção de redutor foram investigados. Na Figura 15 é mostrada a influência da 

pressão do gás argônio no sinal analítico de NO para os valores de pressão entre 

0,03-0,15 MPa, uma vez que o sistema permite um máximo de pressão do gás de 

transporte de 0,20 MPa. O sinal analítico permaneceu constante até a pressão de 

0,06 MPa e um aumento quase linear foi observado em pressões mais elevadas. O 

aumento do sinal analítico foi de cerca de 90% na pressão de 0,15 MPa.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Efeito da pressão do gás de transporte sobre o sinal analítico de NO gerado a partir 
da redução de nitrito. 
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O aumento no sinal analítico é provavelmente devido ao aumento da 

velocidade do transporte de moléculas de NO do frasco de reação para a célula de 

quartzo, o qual é promovido pelo aumento da pressão do gás argônio. Desta forma, 

um número maior de moléculas de NO atinge a célula de quartzo em um intervalo de 

tempo menor. Este fato também pode ser explicado pela mudança no perfil do sinal 

analítico, como mostrado na Figura 16. O sinal de NO apresenta um comportamento 

aproximadamente contínua na pressão de 0,03 MPa e, gradualmente, torna-se 

transiente com o aumento da pressão do gás de transporte. No entanto, uma 

pressão de gás muito elevada promove um fluxo mais turbulento, o que pode 

prejudicar a precisão do método. O aumento da pressão do gás de transporte é 

acompanhado por um aumento no desvio padrão da medida de NO (Figura 15). Os 

valores de desvio padrão relativo (RSD) foram de 1,8; 5,7; 12,2; 9,9 e 9,1% (n = 3), 

para as pressões de 0,03, 0,06, 0,09, 0,12 e 0,15 Mpa, respectivamente. Com base 

nesta informação, a pressão do gás argônio foi mantida em 0,03 MPa. 

 

Figura 16. Influência da pressão do gás de transporte sobre o perfil do sinal analítico de NO 
gerado a partir da redução de nitrito: (a) 0,03, (b) 0,06 (c) 0,09, (d) 0,12 e (e) 0,15 Mpa. 
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Finalmente, o efeito do tempo de injeção de redutor na geração química de NO 

foi investigado. Tempos de injeção na faixa de 2-10 s foram avaliados e valores de 

absorvância mais altos foram obtidos para tempos de injeção acima de 2 s (Figura 

17). Um tempo de injeção de redutor de 4 s foi mantido para estudos posteriores, 

havendo um compromisso entre sensibilidade e consumo de reagente. Este tempo 

de injeção corresponde a um volume injetado de 2,0 mL de solução de redutor. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
Figura 17. Influência do tempo de injeção de ácido ascórbico sobre a geração química de NO a 
partir da redução de nitrito. 

 

 

2.2.2. Estudos complementares 

 

2.2.2.1. Conversão de NO2¯ a HNO2 

 

Em meio aquoso, nitrito existe sob as formas iônica e molecular, 

respectivamente: NO2¯ (íon nitrito) e HNO2 (ácido nitroso). Ambas as espécies 

coexistem devido ao equilíbrio ácido-base, como já mostrado na equação 1. Desta 

forma, a conversão de NO2¯ a HNO2 pode ser investigada a partir da medida do 

sinal analítico de NO como função do pH do meio. O estudo foi realizado nas 

condições experimentais estabelecidas, exceto para o ácido clorídrico, o qual foi 

substituído por soluções tampão na concentração final de 0,2 mol L-1. Como pode 

ser observado na Figura 18, o sinal analítico de NO aumentou com a diminuição do 

pH do meio e tornou-se constante abaixo do pH 2,0.  
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O sinal relativo esperado da distribuição das espécies de nitrito em função do 

pH do meio também é mostrado na Figura 18. A constante de equilíbrio utilizada 

para o cálculo da distribuição das espécies foi de 5,13 x 10-4 [180]. Os valores 

experimentais obtidos a partir do sinal analítico relativo de NO concordam 

satisfatoriamente com os valores teoricamente calculados. Além disso, estes 

resultados estão em concordância com aqueles obtidos no estudo da concentração 

de HCl, a qual foi investigada no intervalo de 0,1-0,5 mol L-1, o que fornece valores 

de pH abaixo de 2,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Estudo da distribuição das espécies de nitrito a partir da medida do sinal analítico 

de NO como função do pH do meio. 

 

 

2.2.2.2. Estudo de interferentes 

 

Algumas espécies foram investigadas como potenciais interferentes na 

determinação de nitrito a partir da geração química de NO. Os seguintes ânions 

foram investigados na forma de sais de sódio ou potássio: nitrato, sulfato, sulfito, 

fosfato, carbonato, fluoreto, brometo e iodeto. Dentre os cátions metálicos, foram 

investigados: cálcio, magnésio, potássio, cobre zinco, ferro (II), ferro (III) sob a forma 

de sais de nitrato ou sulfato. Além destas espécies, ácido húmico também foi 

investigado neste estudo. Todas as espécies foram avaliadas em uma concentração 

final de 100 μg mL-1 para uma solução contendo 5,0 μg mL-1 de nitrito. O nível de 

interferência foi considerado significativo para um desvio maior do que 10% no sinal 

analítico. Todos os resultados são apresentados na Figura 19.  
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Figura 19. Estudo de potenciais interferentes na geração química de NO a partir da redução de 

nitrito. 

 

Foi observada interferência somente para iodeto, ferro (II) e sulfito. 

Obviamente, estas espécies promovem a redução de nitrito a NO antes da medida 

instrumental, causando o decréscimo do sinal analítico. Além disso, foi observada 

interferência espectral para sulfito, que é notadamente visível no espectro obtido 

com a presença desta espécie (Figura 20). A interferência deve-se a liberação do 

gás SO2 formado a partir do sulfito. Todas estas interferências estão representadas 

pelas equações mostradas abaixo: 

 

NO2
¯
 + I¯

 + 2H
+
  NO + ½I2 + H2O                  (3) 

NO2
¯
 + Fe

2+
 + 2H

+
  NO + Fe3+ + H2O             (4) 

2NO2
¯
 + SO3

2-
 + 2H

+
  2NO + SO4

2- + H2O      (5) 

SO3
2- + 2H+  SO2 + H2O                             (6) 

Figura 20. Espectros de absorção molecular obtidos durante o estudo de interferentes: (a) 

espectro obtido ao redor da linha de NO em 215,360 nm e (b) interferência espectral de SO2
 
na 

linha de NO em 215,360 nm. 
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A salinidade foi também investigada como potencial interferente na 

determinação de nitrito. Para tal, concentrações de NaCl na faixa de 1-5% (m/v) 

foram avaliadas para uma solução contendo 5,0 μg mL-1 de nitrito e o nível de 

interferência também foi considerado significativo para desvios de mais do que 10% 

no sinal analítico. A Figura 21 mostra o efeito da salinidade sobre o sinal analítico de 

NO. Sob essas condições, nenhuma interferência foi observada para nitrito em toda 

a faixa de concentração de NaCl avaliada. Este resultado demonstra que o presente 

método pode ser também aplicado para a análise de amostras salinas e salobras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeito da salinidade sobre o sinal analítico de NO. 

 

2.2.3. Características analíticas do método 

 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do método foram de 0,045 e 

0,150 μg mL-1 de nitrito, respectivamente. Estes parâmetros foram calculados como 

três e dez vezes o desvio padrão do branco, respectivamente, divididos pela 

inclinação da curva analítica. A curva de calibração (Figura 22) foi linear em uma 

faixa de concentração de nitrito de 0,5 até 15 μg mL-1 (r = 0,9989). Precisão, 

estimada como desvio padrão relativo (RSD), foi de 3,5 e 4,4% para soluções com 

concentrações de nitrito de 0,5 e 5,0 μg mL-1, respectivamente. 

Uma comparação do método proposto com outros métodos reportados na 

literatura é apresentada na Tabela 9. Todos estes métodos são baseados na medida 

de absorção molecular de espécies gasosas nitrogenadas visando a determinação 

de nitrito. No entanto, diferentes técnicas espectrométricas foram usadas para a 

detecção. O método proposto apresenta limite de detecção de 0,045 μg mL-1 e 
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tempo por replicata menor que 1 min. Estes parâmetros foram os mais baixos 

quando comparados com os métodos reportados na literatura (Tabela 9) [35-37], 

exceto para o método que emprega detecção por quimiluminescência que apresenta 

um limite de detecção menor. Embora também apresente um limite de detecção 

maior que o método espectrofotométrico convencional baseado na reação de Griess, 

o método proposto ainda oferece algumas vantagens, tais como: uso de reagentes 

menos tóxicos, maior simplicidade e menor tempo de análise. 

 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

A
b

s
o
rv

â
n

c
ia

Concentração de nitrito (µg mL
-1
)

 
Figura 22. Curva de calibração obtida para nitrito usando o método proposto. 
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Tabela 9. Comparação do método proposto com outros métodos reportados na literatura. 

Técnica de detecção LD (μg mL-1) Linearidade (μg mL-1) Tempo por replicata (min) FIA Amostra Referência 

Espectrofotometria UV 7,5 Até 1000 2 Sim Água 35 

Quimiluminescência 0,00035 0,003-0,7 1 Sim Água 36 

AAS 0,23 Até 65 Menos que 2 Não Não especificado 37 

HR-CS AAS 0,045 0,15-15 Menos que 1 Não Água Este trabalho 
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2.2.4. Aplicação do método proposto 

 

O método proposto foi aplicado para a análise de diferentes amostras de água 

(água de poço, água de rio e água potável) coletadas na Cidade de Cachoeira, 

Estado da Bahia, Brasil. No sentido de avaliar a exatidão do método, as amostras 

foram também analisadas por espectrofotometria baseada na reação de Griess. Os 

resultados obtidos pelo método proposto foram concordantes com aqueles obtidos 

pelo método espectrofotométrico. Testes de adição/recuperação de analito foram 

também realizados para validação. As recuperações obtidas foram na faixa de 93-

106%. Todos os resultados são apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Determinação de nitrito em amostras de água coletadas na cidade de Cachoeira, 

Bahia, pelo método proposto e por espectrofotometria usando a reação de Griess (n = 3, nível 

de confiança de 95%). 

Amostra 

Método proposto (HR-CS MAS) Espectrofotometria 

Adiconado 

 (μg mL-1) 

Encontrado 

(μg mL-1) 

Recuperação 

(%) 

Encontrado 

(μg mL-1) 

Água de poço 1 0,0 0,190±0,015 - 0,203±0,009 

0,300 0,478 96 - 

Água de poço 2 0,0 0,292±0,031 - 0,300±0,004 

0,300 0,596 101 - 

Água de rio 1 0,0 <LQ - <LQ 

0,200 0,193 96 - 

Água de rio 2 0,0 <LQ - <LQ 

0,200 0,185 93 - 

Água potável 1 0,0 <LQ - <LQ 

0,200 0,201 100 - 

Água potável 2 0,0 <LQ - <LQ 

0,200 0,211 106 - 

LQ = 0,150 μg mL
-1

, para o método proposto empregando HR-CS MAS. LQ = 0,032 μg mL
-1

, para o 

método espectrofotométrico empregando a reação de Griess. 
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2.3. CONCLUSÕES 

 

O método proposto demonstrou ser uma alternativa simples, rápida e viável 

para a determinação de nitrito em diferentes amostras de água. O método requer o 

uso de reagentes de menor toxicidade, apresenta maior simplicidade e menor tempo 

de análise em relação ao método espectrofotométrico baseado na reação de Griess. 

Além disso, o método apresentou parâmetros analíticos adequados para a análise 

de água, como precisão, exatidão e limite de quantificação. Todas as amostras 

apresentaram concentrações de nitrito abaixo dos níveis máximos estabelecidos por 

agências governamentais nacionais (Ministério da Saúde, Conselho Nacional do 

Meio Ambiente e Agência Nacional de Vigilância Sanitária) e internacionais (Agência 

de Proteção Ambiental Norte-Americana, União Europeia e Organização Mundial da 

Saúde). 
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CAPÍTULO III: DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO BASEADO NA 

GERAÇÃO QUÍMICA DE NO PARA A DETERMINAÇÃO DE NITRITO E AMÔNIO 

POR HR-CR MAS 

3.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1.1. Instrumentação 

 

O equipamento utilizado para a medida de absorção molecular de NO e os 

acessórios usados para a geração química de NO foram os mesmos descritos no 

capítulo anterior. No entanto, uma linha de NO em 214,803 nm foi usada para as 

medidas de absorção molecular, ao invés da linha 215,360 nm. Todas as medidas 

foram realizadas por altura de pico e o sinal foi obtido usando três pixels. 

 

3.1.2. Reagentes e padrões 

 

Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico e as soluções foram 

preparadas com água ultrapura obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, 

Bedford, MA, EUA). Ácido clorídrico, ácido ascórbico, hidróxido de sódio e brometo 

de potássio foram de qualidade Suprapur™ obtidos da Merck (Darmstadt, 

Alemanha). Solução de hipoclorito de sódio 4-6% (m/m) foi obtida da Vetec. Esta 

solução foi periodicamente padronizada por um método iodométrico adaptado [181]. 

Soluções estoques de nitrito e amônio contendo 1000 mg mL-1 de nitrogênio 

foram preparadas pela dissolução de 492,9 e 382,65 mg de nitrito de sódio (Merck) e 

cloreto de amônio (Merck), respectivamente, em água ultrapura para um volume final 

de 100 mL. As soluções de trabalho foram preparadas diariamente pela diluição das 

soluções estoques com água ultrapura para um volume final de 10 mL. 

 

3.1.3 Otimização das condições experimentais 

 

Um planejamento fatorial de dois níveis foi aplicado para a avaliação dos 

fatores químicos envolvidos na reação de oxidação do amônio a nitrito. Estes fatores 

foram: concentração de NaClO, concentração de KBr e concentração de NaOH. O 
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tempo de reação de oxidação foi investigado usando metodologia univariada. 

Quanto ao processo de geração química de NO, um segundo planejamento fatorial 

foi aplicado e os seguintes parâmetros foram avaliados: concentração de ácido 

ascórbico, concentração de HCl e tempo de injeção de solução redutora. Em ambos 

os casos, um volume de 10 mL de solução contendo 5,0 mg mL-1 de N-amônio foi 

usado durante todos os experimentos. Medida em triplicata do ponto central foi 

efetuada para avaliação do erro experimental. Os experimentos foram realizados em 

ordem aleatória e o sinal de absorvância de NO foi usado como resposta analítica. 

Os resultados obtidos para cada planejamento foram processados no programa 

STATISTICA 6.0. 

 

3.1.4. Procedimento para determinação de nitrito e amônio por HR-CS MAS 

 

Uma alíquota de 5,0 mL de solução padrão foi transferida para um frasco de 

reação e os seguintes reagentes foram adicionados: 0,4 mL de NaOH 0,5 mol L-1, 

0,3 mL de NaClO 0,05 mol L-1 e 0,3 mL de KBr 2% (m/v). A solução foi completada 

com água ultrapura para um volume final de 10,0 mL. Após um tempo de reação de 

20 min, o frasco de reação foi conectado ao sistema HS 50 e um volume de 3,0 mL 

de uma solução redutora contendo ácido ascórbico 1,5% (m/v) e HCl 1,0 mol L-1 foi 

pneumaticamente injetado, durante um tempo de 6 s. O óxido nítrico (NO) gerado a 

partir da redução de nitrito foi transportado para a célula de quartzo por um fluxo de 

gás argônio e a medida de absorção molecular de NO foi obtido por um tempo de 30 

s. Para determinação de nitrito somente, foi realizado o mesmo procedimento, mas 

sem a adição dos reagentes usados para a oxidação de amônio a nitrito. Na figura 

23 é apresentado o diagrama esquemático do procedimento descrito acima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Diagrama esquemático do procedimento proposto para determinação de nitrito e 

amônio a partir da geração química de NO. 
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3.2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.2.1. Estudo das condições para oxidação de amônio a nitrito 

 

Para o processo de oxidação do íon amônio a nitrito, hipoclorito de sódio foi 

usado como agente oxidante em meio básico e íons brometo como catalisador da 

reação. Desta forma, um planejamento fatorial 23 foi aplicado para a avaliação da 

significância dos seguintes fatores químicos: concentração de hipoclorito de sódio 

([ClO]), concentração de brometo de potássio ([KBr]) e concentração de hidróxido de 

sódio ([NaOH]). A Tabela 11 apresenta a matriz do planejamento fatorial com os 

resultados obtidos para cada experimento. Os níveis máximo, mínimo e o ponto 

central de cada fator são apresentados em valores reais e codificados. 

 

Tabela 11. Matriz do planejamento fatorial 2
3
 aplicado para a avaliação dos fatores químicos 

envolvidos na reação de oxidação de amônio a nitrito. Valores codificados entre parênteses. 

Exp. [ClO] (mol L-1) [KBr] (%m/v) [NaOH] (mol L-1) Absorvância 

1 0,0025 (+1) 0,10 (+1) 0,03 (+1) 0,50332 

2 0,0025 (+1) 0,10 (+1) 0,01 (-1) 0,26766 

3 0,0025 (+1) 0,02 (-1) 0,03 (+1) 0,44923 

4 0,0025 (+1) 0,02 (-1) 0,01 (-1) 0,29562 

5 0,0005 (-1) 0,10 (+1) 0,03 (+1) 0,17886 

6 0,0005 (-1) 0,10 (+1) 0,01 (-1) 0,32516 

7 0,0005 (-1) 0,02 (-1) 0,03 (+1) 0,03382 

8 0,0005 (-1) 0,02 (-1) 0,01 (-1) 0,12937 

9 0,0015 (0) 0,06 (0) 0,02 (0) 0,50588 

10 0,0015 (0) 0,06 (0) 0,02 (0) 0,53198 

11 0,0015 (0) 0,06 (0) 0,02 (0) 0,55127 

 

De acordo com o gráfico de Pareto apresentado na Figura 24, os fatores [ClO] 

e [KBr] foram estatisticamente significativos para a reação de oxidação, bem como 

as interações [ClO]x[NaOH] e [ClO]x[KBr], considerando o domínio experimental 

estudado. Embora o fator [NaOH] não seja significativo, a partir do gráfico de Pareto 

para o intervalo estudado, esse fator apresenta uma influência bastante significativa 

quando são analisados os pares de experimentos 1-2 e 3-4, com efeito positivo, e 5-
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6 e 7-8, com efeito negativo. O efeito contrário pode ser explicado pela forte 

interação que este fator possui com o fator [ClO]. O fator [NaOH] possui efeito 

positivo para o nível máximo de [ClO] e efeito negativo para o nível mínimo. Ainda de 

acordo com o gráfico de Pareto, a curvatura foi significativa considerando o domínio 

experimental avaliado. Isto significa que os resultados do planejamento não se 

ajustam ao modelo linear aplicado, havendo a necessidade da aplicação de um 

modelo de segunda ordem para ajustar os dados experimentais, através de 

metodologia de superfície de resposta. No entanto, uma curvatura significativa indica 

também que as condições ótimas da reação estão próximas do ponto central do 

planejamento. Analisando os resultados do planejamento, observa-se que valores 

mais altos de absorvância são obtidos com os experimentos do ponto central. Sendo 

assim, as condições do ponto central foram selecionadas para estudos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Gráfico de Pareto obtido para o planejamento fatorial aplicado para a reação de 

oxidação do íon amônio a nitrito. 

 

O tempo de reação para a oxidação de amônio a nitrito foi avaliado na faixa de 

0-30 min, mantendo-se os fatores químicos em seus valores centrais. Observa-se 

que o sinal analítico de NO aumenta linearmente entre o intervalo de tempo de 0 a 

15 min, permanecendo-se constante entre o intervalo de tempo de 15 a 30min 

(Figura 25). Um tempo de reação de pelo menos 20 min foi estabelecido para a 

oxidação de amônio a nitrito. 
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Figura 25. Estudo do tempo de reação de oxidação do íon amônio a nitrito. 

 

3.2.2. Estudo das condições para geração química de NO 

 

Um segundo planejamento fatorial 23 foi aplicado para avaliar a influência que 

algumas variáveis podem ter sobre o processo de geração química de NO. Os 

seguintes fatores foram investigados: concentração de ácido ascórbico ([AA]), 

concentração de ácido clorídrico ([HCl]) e tempo de injeção de solução redutora 

(TR). A matriz do planejamento fatorial com os resultados de absorvância é 

mostrada na Tabela 12. 

 
Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial 2

3
 aplicado para avaliação dos fatores envolvidos na 

geração química de NO. Valores codificados entre parênteses. 

Exp. [HCl] (mol L-1) [AA] (%m/v) TR (s) Absorvância 

1 1,5 (+1) 2,0 (+1) 8 (+1) 0,50817 

2 1,5 (+1) 2,0 (+1) 4 (-1) 0,40708 

3 1,5 (+1) 1,0 (-1) 8 (+1) 0,55335 

4 1,5 (+1) 1,0 (-1) 4 (-1) 0,37160 

5 0,5 (-1) 2,0 (+1) 8 (+1) 0,52099 

6 0,5 (-1) 2,0 (+1) 4 (-1) 0,34928 

7 0,5 (-1) 1,0 (-1) 8 (+1) 0,57734 

8 0,5 (-1) 1,0 (-1) 4 (-1) 0,32580 

9 1,0 (0) 1,5 (0) 6 (0) 0,43595 

10 1,0 (0) 1,5 (0) 6 (0) 0,40432 

11 1,0 (0) 1,5 (0) 6 (0) 0,44910 

 



 

79 

 

O gráfico de Pareto obtido com este planejamento demonstra que somente a 

variável TR influencia significativamente o processo de geração química de NO, 

dentro do domínio experimental estudado (Figura 26). Desta forma, todas as outras 

variáveis foram mantidas em seu nível central, enquanto que TR foi estudada de 

forma univariada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Gráfico de Pareto obtido para o planejamento fatorial aplicado no estudo da geração 

química de NO. 

 

A Figura 27 mostra o efeito do tempo de injeção de solução redutora sobre a 

geração química de NO para tempos de injeção entre 4 e 12 s. Pode ser observado 

que o sinal de absorvância aumenta substancialmente com o aumento do tempo de 

injeção. No entanto, para tempos de injeção entre 8 e 12 s, houve também um 

aumento significativo no desvio padrão das medidas. Sendo assim, um tempo de 

injeção de 6 s foi estabelecido, como um compromisso entre a sensibilidade do 

método, a precisão e o consumo de reagentes. O tempo de injeção selecionado 

corresponde a um volume injetado de solução redutora de 3 mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Estudo do tempo de injeção da solução redutora para geração química de NO. 
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2.2.2. Estudos complementares 

 

2.2.2.1. Conversão de amônio a nitrito 

 

A taxa de conversão do íon amônio que é oxidado a nitrito foi calculada 

mediante a comparação de inclinações de duas curvas analíticas: uma curva obtida 

para amônia após o processo de oxidação e outra curva obtida para nitrito. Ambas 

as curvas foram obtidas com padrões aquosos contendo a mesma concentração de 

nitrogênio para ambas as espécies. A taxa de conversão foi calculada como sendo a 

razão entre a inclinação da curva de N-amônio e a inclinação da curva de N-nitrito 

vezes 100. A Tabela 13 apresenta as curvas obtidas para N-amônio e N-nitrito e 

seus respectivos coeficientes de correlação. Sob estas condições, a taxa de 

conversão obtida para a oxidação de amônio a nitrito foi de 51%. 

 

Tabela 13. Curvas de calibração obtidas para nitrito e amônio pelo método proposto. 

Espécie Equação da curva Coeficiente de correlação (r) 

N-nitrito Abs = 0,1779CN-nitrito + 0,0096 0,9998 

N-amônio Abs = 0,0913CN-amônio + 0,0054 0,9996 

 

2.2.2.2. Estudo da oxidação de nitrito a nitrato 

 

A avaliação da oxidação de nitrito a nitrato foi realizada comparando-se as 

inclinações de curvas analíticas obtidas para nitrito na ausência e na presença dos 

reagentes usados para a oxidação do íon amônio. As inclinações das curvas obtidas 

para N-nitrito sob as duas condições experimentais são apresentadas na Tabela 14, 

como intervalo de confiança. Nenhuma diferença significativa foi observada entre as 

inclinações das curvas analíticas, indicando que nitrito não é oxidado a nitrato sob as 

condições estabelecidas para a oxidação do íon amônio. 

 

Tabela 14. Inclinações das curvas analíticas para nitrito na ausência e na presença dos 

reagentes usados para a oxidação do íon amônio. 

Condição Inclinação da curva Coeficiente de correlação (r) 

Sem reagentes 0,1822 ± 0,0082 0,9995 ± 0,0054 

Com reagentes 0,1886 ± 0,0048 0,9998 ± 0,0032 
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2.2.2.3. Efeito da salinidade 

 

A salinidade foi também investigada como potencial interferente na 

determinação de nitrito e amônio. Concentrações de NaCl na faixa de 1-5% (m/v) 

foram avaliadas para uma solução de nitrito ou amônio contendo 5,0 μg mL-1 de 

nitrogênio e o nível de interferência foi considerado significativo para desvios acima 

de 10% no sinal analítico. Nenhuma interferência foi observada em toda a faixa de 

concentração de NaCl avaliada para N-nitrito, como mostrado na Figura 28. No 

entanto, a salinidade demonstra ter um significativo efeito de interferência sobre o 

processo de oxidação do íon amônio. Como pode ser observado na Figura 29, uma 

concentração de NaCl de 1% (m/v) já é suficiente para causar uma diminuição maior 

do que 10% no sinal analítico de NO. Isto significa que a determinação de amônio 

em matrizes salinas poderá ser realizada com a técnica de adição de analito para 

compensar o efeito de matriz. 
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Figura 28. Efeito da salinidade sobre o sinal analítico de NO para nitrito. 
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Figura 29. Efeito da salinidade sobre o sinal analítico de NO para amônio. 



 

82 

 

2.2.3. Características analíticas do método 

 

Neste trabalho, a linha de NO em 214,803 nm foi usada para a medida de 

absorção molecular por demonstrar maior sensibilidade que a linha 215,360 nm, 

como mostrado na Figura 30. Com o intuito de comprovar a maior sensibilidade da 

linha 214,803 nm, inclinações de curvas analíticas, limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) do método foram obtidos usando-se ambas as linhas.  

Figura 30. Espectros de absorção molecular de NO obtidos para uma solução contendo 1,0 μg 

mL
-1

 de N-nitrito: (a) linha 214,803 nm e (b) linha 215,360 nm. 

 

Na Tabela 15 são apresentados o LD e o LQ do método para as duas linhas 

avaliadas. Estes parâmetros foram calculados como três e dez vezes o desvio 

padrão do branco, respectivamente, divididos pela inclinação da curva analítica. 

Limites de detecção e quantificação mais baixos foram obtidos quando a linha de 

NO em 214,803 nm foi usada, o que comprova sua maior sensibilidade para 

medidas de absorção molecular de NO, gerado a partir da redução química do 

nitrito, em comparação com a linha em 215,360 nm. Além disso, as inclinações das 

curvas analíticas foram significativamente maiores para a linha 214,803 nm (Tabela 

15). 

 

Tabela 15. Inclinações das curvas, limites de detecção e quantificação para o método proposto 

usando as linhas de NO em 214,803 e 215,360 nm para a medida de absorção molecular. 

Espécie Linha (nm) LD (μg mL-1) LQ (μg mL-1) Inclinação (mL µg-1) 

N-nitrito 214,803 0,009 0,030 0,1779 ± 0,0047 

215,360 0,013 0,045 0,1350 ± 0,0084 

N-amônio 214,803 0,018 0,060 0,0913 ± 0,0036 

215,360 0,028 0,094 0,0542 ± 0,0033 

(a) (b) 
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A curva de calibração foi linear de LD até a concentração de 7 μg mL-1 para N-

nitrito, enquanto que para N-amônio a curva de calibração foi linear de LD até a 

concentração de 10 μg mL-1. A precisão, estimada como desvio padrão relativo 

(RSD), foi de 8,0 e 5,8% (ambos n=10) para soluções contendo 0,1 e 1,0 μg mL-1 de 

N-nitrito, respectivamente. Para amônio, a precisão foi de 10,7 e 7,4% (ambos n=10) 

para soluções contendo 0,2 e 2,0 μg mL-1 de N-amônio, respectivamente. 

 

2.3. CONCLUSÕES 

 

O método proposto apresenta-se como uma alternativa relativamente simples e 

rápida para a determinação de nitrito e amônio. Metodologia multivariada foi 

particularmente útil na avaliação da significância dos parâmetros envolvidos na 

oxidação de amônio a nitrito e na geração química de NO, bem como para o 

estabelecimento das condições experimentais adequadas para ambos os processos. 

O método apresenta limites de quantificação adequados para a determinação de 

nitrito e amônio, de acordo com os limites máximos estipulados por órgãos 

governamentais, tais como: Conselho Nacional do Meio Ambiente, Ministério da 

Saúde Brasileiro e União Europeia. No entanto, a aplicabilidade do método ainda 

será avaliada para a análise de amostras reais, como água de lagoa, água de rio e 

água de chuva. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Três métodos analíticos foram desenvolvidos para determinação de nitrito, 

nitrato e amônio baseados na absorção molecular de NO e detecção empregando 

um espectrômetro com fonte continua de alta resolução. De um modo geral, ambos 

os métodos são relativamente simples, envolvem a manipulação de reagentes de 

baixa toxicidade e apresentam frequência analítica relativamente alta. Além disso, 

apresentam também parâmetros analíticos adequados para determinação destas 

espécies nitrogenadas, tais como limite de quantificação, precisão e exatidão. 
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