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RESUMO 

Os procedimentos de análise por injeção em fluxo são uma importante ferramenta 

analítica adequadas para a obtenção de dados de amostras ambientais em conseqüência da alta 

freqüência analítica e possibilidade de acoplamento de dispositivos para o tratamento das 

amostras em linha. No presente trabalho visou-se o desenvolvimento de sistemas de análise 

por injeção em fluxo para a determinação de íons amônio e nitrito em amostras de águas 

naturais. O sistema em fluxo para a determinação de amônio baseia-se na conversão do íon à 

amônia, seguida da difusão por uma membrana polimérica de Teflon® na câmara de difusão e 

detecção condutométrica no fluxo receptor. Uma curva analítica com uma faixa linear de 

concentração de 2,78 x 10-3 mol L-1 a 1,10x10-2 mol L-1 NH4
+ e um limite de detecção 

1,60x10-4 mol L-1 foram obtidas. O procedimento proposto apresentou uma frequência 

analítica de 60 determinações por hora. Na segunda parte do trabalho, um sistema de análise 

por injeção em fluxo reverso foi proposto para a determinação de nitrito em águas superficiais 

empregando sulfanilamida e �-naftilamina como reagentes cromóforos. Nesse sistema em 

fluxo reverso, a amostra atua como solução carregadora e a solução cromófora é injetada no 

sistema, sendo a absorbância do azo-corante produzida proporcional à concentração de nitrito, 

que é detectado em espectrofotômetro acoplado ao sistema em � = 516 nm. Após a otimização 

do procedimento empregando um planejamento univariado, uma curva analítica com uma 

faixa linear variando de 1,00x10-6 e 5,00x10-5 mol L-1 NO2
- e um limite de detecção de 

2,15x10-6 mol L-1 foram obtidos. Um desvio padrão relativo para a determinação de nitrito 

menor que 2% (n=10) e frequência de amostragem de 45 determinações por hora foram 

obtidos. Os procedimentos mecanizados desenvolvidos são simples, apresentaram exatidão 

exigida para as amostras avaliadas e principalmente, permitiram a determinação do analito 

com a redução significativa do consumo dos reagentes. 

PALAVRAS CHAVE: Análise por injeção em fluxo. Amônia. Nitrito. Espectrofotometria. 

Condutometria. 
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ABSTRACT

The flow injection procedures are the important analytical tool to obtain 

environmental data due to high analytical frequency and possibility of coupling devices for in 

line sample treatment. The aim of this study was to development of flow injection systems for 

the determination of ammonium and nitrite in natural waters. The flow injection system for 

ammonium determination are based on the conversion of ammonium ion into ammonium, 

followed by diffusion of ammonia through TEFLON� polymeric membrane at diffusion 

chamber and condutometric detection on receptor flow. Under the experimental conditions 

were optimized an analytical curve obtained in the range of 2.78x10-3 mol L-1 to 1.10x10-2

mol L-1 and a detection limit of 1.60x10-4 mol L-1. The proposed procedure proved to be 

precise, accurate and presented an analytical frequency of 60 samples per hour. A system of 

flow injection analysis reverse been proposed for determining nitrite in surface waters using 

sulfanilamide and �-naphthylamine in acetic acid medium as reagents chromophores. In this 

system in reverse flow, acts as the sample carrier solution and the solution is injected into the 

chromophoric system, and the absorbance of the azo dye produced proportional to the nitrite 

concentration, which is detected by spectrophotometer system coupled to at �=516 nm. After 

optimization using a univariate planning gave an analytical curve between 1.00x10-6 and 

5.00x10-5 mol L-1 and a detection limit of 2.15x10-6 mol L-1. Relative standard deviation were 

obtained for determination of nitrite less than 2% (n = 10) and sampling frequency of 45 

samples per hour. The mechanized developed procedures are simple and showed adequate 

accuracy for the determination of theses ions in the water samples evaluated with considerable 

reduced consumption of reagents. 

KEYWORDS: Flow injection analysis. Ammonium. Nitrite. Spectrophotometry, 

Condutometry. 
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1.1 Nitrogênio 

 Nitrogênio é um nutriente essencial tanto para os animais quanto para os vegetais 1,2

sendo um dos elementos de maior abundância na natureza. Cerca de 78% dos gases que 

compõem a atmosfera e é encontrado apenas na forma molecular (N2)
3,4. 

 Animais necessitam de compostos nitrogenados na forma orgânica, principalmente nas 

formas de aminoácidos e proteínas. Já os vegetais necessitam do elemento na forma iônica, 

como íon amônio (NH4
+) e nitrato (NO3

-). A conversão do nitrogênio molecular a compostos 

orgânicos nitrogenados e compostos iônicos se dá de forma dinâmica através de fixações, 

formando assim, um ciclo o qual é conhecido como um dos mais importantes ciclos 

biogeoquímico 3,4. A Figura 1apresenta um esquema do ciclo do nitrogênio. 

Figura 1�Principais processos envolvidos no ciclo do nitrogênio2. 

O nitrogênio é assimilado pelas plantas na forma de íon nitrato, que ocorre através do 

processo de nitrificação; neste caso, o N2 é oxidado a NH3 e convertido por nitrobactérias e 

nitrossomas, por meio da oxidação de sais de amônio aplicados sob a forma de fertilizantes no 

solo, ou ainda através da descarga de relâmpagos3. O processo de nitrificação é de suma 

importância para o desenvolvimento dos vegetais. 
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1.2 Amônia 

1.2.1 Aspectos Gerais 

A amônia (NH3) e o íon amônio (NH4
+) são formados pela fixação biológica 

promovidas por bactérias Rhizobium, por de um processo de simbiose, atividades biológicas, 

decomposição enzimáticas da uréia (urina e excrementos de animais), por subprodutos 

originados da atividade agrícolas (excesso na aplicação de fertilizantes) e emissão do solo 4. 

Amônia é um produto químico muito utilizado na indústria, principalmente na 

fabricação de gás refrigerante e ainda, em ração animal, explosivos, síntese de fibras, 

plásticos, fertilizantes, inseticidas, detergentes e limpadores domésticos5,6. Em altas 

concentrações é considerado como um indicador de presença de material orgânico em 

decomposição ou contaminação fecal 7. Na Resolução 357 de 17 de março de 2005 do 

Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA)8, a concentração máxima permitida de 

nitrogênio amoniacal em água é de 3,7 mg L-1, em pH < 7,5  e para a Agência de Proteção 

Ambiental Americana (United States Environmental Protection Agency � EPA)9 é de 2,9 mg 

L-1 em pH 8,0. 

1.2.2 Métodos clássicos para a determinação do amônio 

Alguns procedimentos analíticos são descritos para a determinação do íon amônio em 

amostras de interesse ambiental 1,5,10�13 e alimentícia 14. Os procedimentos clássicos são 

baseados no método do indofenol ou Berthelot, ou empregando o reagente de Nessler. Há 

ainda outros procedimentos, como processo Kjeldahl, empregado a determinação de 

nitrogênio total; neste caso, é feita digestão do material orgânico contendo compostos 

nitrogenados pela adição de ácido sulfúrico e catalisador, seguida de destilação e análise 

volumétrica.15,16
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1.2.2.1 Metodologia empregando o Reagente de Nessler 

A amônia pode ser determinada qualitativa e quantitativamente15,17 por meio da reação 

de Nessler, na qual o iodeto de mercúrio(II) e iodeto de potássio reagem em solução alcalina 

com a amônia gerando um complexo colorido. Este método é descrito em procedimentos 

analíticos de batelada e em sistemas automatizados em fluxo. Em concentrações menores que 

0,1 ppm de NH3, é formado o composto NH2Hg2I3 de acordo com as EquaçõesEquação 1 e 

Equação 2. 

  

Equação 1 

Equação 2 

   

A sensibilidade do procedimento analítico que emprega o reagente de Nessler é baixa 

para muitas aplicações10. O principal problema deste procedimento analítico é o emprego de 

Hg(II) como reagente gerando resíduos com alta concentração mercúrio (II)18, sendo utilizado 

para determinação em amostras de águas naturais e extrato de solo17. 

1.2.2.2 Método do Azul do indofenol � Berthelot 

O método de Berthelot19 usado em procedimentos colorimétricos para a determinação 

de nitrogênio consiste na reação entre fenol e amônia, na presença de hipoclorito em meio 

alcalino, obtendo como produto final o azul de indofenol, conforme o mecanismo de reação 

apresentado na  

Figura 220,21. 

2HgI4
2-

NH3 3OH
-

7I
- 2H2ONH2IO

Hg

Hg
+ + + +

NH2IO
Hg

Hg
NHHg2I2.H2O NH2Hg2I3
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NH2ClNH3 OCl
- OH

-+ +

Figura 2� Mecanismo de reação de Berthelot3. 

AFKHAMI e NOROOZ-ASL (2008)1 empregaram a reação de Berthelot para a 

determinação de amônia em águas de rio. Para a extração do indofenol formado, foi utilizada 

a extração por ponto nuvem, no qual se apresentou como uma etapa rápida, sensível e 

seletiva. Uma faixa linear da curva analítica foi obtida com concentrações variando de 

1,10x10-7 a 6,90x10-6 mol L-1

São descritos procedimentos analíticos utilizando a metodologia de Berthelot 

modificada, baseado na substituição do fenol pelo salicilato. BORGES et al.(2009) relataram 

a determinação do íon amônio em águas residuais e produtos de desinfecção utilizando 

salicilato como reagente11. 

ROCHA, GRANER E MAGNANI (1989)14, avaliaram os parâmetros químicos na 

formação do azul de indofenol, em batelada e pelo método colorimétrico empregando 

salicilato. Neste trabalho os autores, determinou nitrogênio total em amostras de charque. 

Uma curva analítica com faixa linear entre as concentrações de 4,50x10-3 a 9,00x10-3 mol L-1. 

-
O + NH2Cl 3OH

-
+

[Fe(CN)5ONO]4-

ClN

O + 3H2O

ClN

O -
O+ NO

-
O + ClH

NO OH + Cl
-

Azul

Amarelo
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1.3 Nitrito 

1.3.1 Aspectos Gerais 

O nitrito ocorre na natureza resultado da oxidação incompleta da amônia e da redução 

de nitrato22. É formado por meio da fixação biológica4 e, também através fontes 

antropogênicas. 

Sua formação ocorre como produto intermediário da nitrificação, na qual forma 

nitrato. A esta etapa é dado o nome denitrosação, onde apresenta-se proteobactérias 

nitrosomonas como catalisadores. Estas bacterias convertem amônia que não foi absorvida 

pelo solo, originada principalmente de resíduos animais e vegetais em decomposição, de 

acordo com a reação  Equação 3: 

2 NH3+ 3 O2� 2 H++2 NO2
-+ 2 H2O + ENERGIA  Equação 3

O nitrito é utilizado em alimentos como conservante e fixador de cor em carnes e cura 

de embutidos, além de dar proteção à ação de microorganismos, como Clostridium botulinum, 

causador de botulismo. Também é usado em processos industriais, como inibidor de corrosão, 

o que, explica sua presença em esgotos.  No entanto, a origem artificial do nitrito em cursos 

d�água se deve à lixiviação do solo em que nitrato de amônio não absorvido de fertilizantes é 

reduzido a nitrito e contribui para o aumento de sua concentração nesse meio23. De acordo 

com o CONAMA8, o limite máximo de nitrito permitido em água doce é de 1 mg L-1. 

Quando presente em concentração acima dos limites recomendados, o íon nitrito causa 

preocupações, justificando a necessidade do seu monitoramento tanto em águas quanto em 

alimentos. Nitrito pode causar danos à saúde, tais como metahemoglobinemia, conhecida 

popularmente como cianose ou �síndrome do bebê azul�, diminuição da eficácia de uma dieta 

nutritiva, inibição das enzimas microssomais e da fosforilação oxidativa. Nitrito pode ainda 

combinar-se com enzimas secundárias, resultando em nitrosaminas carcinogênicas22 e outro 

tipo de reação enzimática na saliva é a redução do nitrato em nitrito, catalisada por bactérias23, 

conforme a    Equação 4. 

NO3
-+ 2 H++ 2 e-� NO2

- + H2O    Equação 4 
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1.3.2 Métodos clássicos para a determinação de nitrito 

  

 A determinação do íon nitrito pode ser realziada em amostras ambientais22�25, 

alimentícias26�28 e biológicas (fluido aminal e vegetal)29�31, por meio de diversos 

procedimentos analíticos. O nitrito também é determinado quando o objetivo é a determinação 

indireta de nitrato32. 

 Dentre as várias metodologias empregadas para a determinação de nitrito, destacam-se 

as baseadas em espectrofotometria23,25,29,30,33, nas quais são usados reagentes, em meio ácido 

que promovem a diazotação da sulfanilamida e o seu produto é acoplado ao diidrocloreto de 

N-(1-nalfril)etilenodiamina) 15, produzindo um composto de coloração vermelho intenso. Esta 

reação foi proposta por J. P. Griess31 em 1879, de acordo com a Figura 3: 

Figura 3 � Esquema da reação de Griess34

 A reação de Griess original foi adaptada buscando aumento de sensibilidade, 

avaliando-se diferentes reagentes, concentrações, cinética química e é chamada atulamente de 

reação de Griess modificada25,29,31. Há ainda, procedimentos que utilizam outros reagentes 

cromóforos33 que também são empregados utlizando-se de técnicas de detecção como 

espectrofluorimetria22,34 e quimiluminescência24. 

 A cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotômetro de massa (CG-EM) é uma 

metodologia com limite de detecção na ordem de ppb ou ppt, com alta precisão, porém os 

custos de reagentes e preparo de amostras são muito altos 29.  

�
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1.3.2.1 Métodos discretos (batelada) de determinação de nitrito. 

Os métodos em bateladas são amplamente usados em laboratórios tanto para análises 

ambientais, quanto alimentícias ou biológicas. São relatados na literatura mais recente, 

trabalhos que empregaram diversas metodologias para a determinação de íon nitrito. 

CROITORU (2012)29 determinou simultaneamente nitrato e nitrito em amostras 

biológicas de maneira simples, sensível, de baixo custo e rápida. Para as análises, foi usado e 

reagentes de Griess e um cromatógrafo líquido (HPLC) com detecção espectrofotométrica. 

Esta metodologia foi empregada em investigação biomédica e toxicológica, apresentando uma 

linearidade na resposta obtida entre 1,30x10-7 a 8,70x10-6 mol L-1 de nitrito. 

AYDIN et al (2005) desenvolveram um procedimento analítico com detecção 

espectrofotométrica para a determinação de nitrito em águas naturais. Este procedimento foi 

baseado na reação do nitrito com ácido barbitúrico, formando ácido isonitrosobarbitúrico. 

Neste procedimento, um limite de detecção de 3,61x10-7 mol L-1 e curva analítica na faixa de 

concentração de 0 a 7,00x10-5 mol L-1 foram obtidos. 

Uma metodologia para análise simultânea de amostras de água doce e do mar foi 

desenvolvida por SALHIE VON GUNTEN(1999)35. O procedimento combina separação 

cromatográfica de troca iônica com análise seqüencial, empregando a detecção 

condutométrica e reação de oxidação do I-/I3
- pós-coluna, seguida pela detecção 

espectrofotométrica em uma mesma batelada de análises sem pré-tratamento da amostra. O 

limite de detecção de 1,09x10-8 mol L-1 e uma curva analítica linear na faixa de concentração 

de 4,35x10-8 a 2,17x10-7 mol L-1 foram obtidos. 

Na procedimento proposto por HE et al. (2011)30, o nitrito foi determinado em 

amostras de água e amostras biológicas, utilizando a p-nitroanilina em presença de 

difenilamina em meio ácido. Neste procedimento foi utilizado o enriquecimento por meio do 

líquido iônico em micro-extração líquido-líquido em cromatografia líquida dispersiva (IL-

DLLME-HPLC). O procedimento proposto apresentou uma curva analítica com faixa linear 

variando entre 8,70x10-9 a 1,09x10-5 mol L-1. O limite de detecção obtido foi de 1,09x10-9 mol 

L-1. 

LUIZ et al. (2012)28 propôs a determinação de nitrito em água e produtos à base de 

carne por um procedimento baseado na espectroscopia de refletância difusa. Neste trabalho, a 

luz refletida pelo produto da reação de nitrito e reagentes cromóforos (azo-corantes) foi 

proporcional a concentração do nitrito nas amostras. Um ensaio de mancha (spot test) sobre o 
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filtro de papel e a detecção foi realizado utilizando-se de um espectrofotômetro contendo uma 

fibra ótica acoplada. A linearidade da curva analítica foi obtida entre as concentrações de 

nitrito variando entre 6,30x10-6 a 1,09x10-4 mol L-1. O limite de detecção obtido foi de 

1,96x10-6 mol L-1. 

Um procedimento para a determinação de nitrito em amostras de água potável foi 

proposto por MONTES e LASERNA (1991) 22. O procedimento foi baseado no 

monitoramento da emissão de fluorescência do produto formado pela bromação da piridina-2-

aldeído. Neste procedimento foi obtido um limite de detecção de 1,03x10-7 mol L-1. 

A determinação de nitrito por um procedimento com detecção fluorimétrica foi 

proposta por HELALEH e KORENAGA (2000)34. Este procedimento baseia-se na reacçãode 

acetaminofeno (paracetamol) com nitrito em meio ácido, seguido da alcalinização da solução 

final. O produto obtido apresenta fluorescência. Neste trabalho, uma linearidade da curva 

analítica foi obtida entre as concetrações de nitrito de 1,74x10-6 a 2,83x10-5 mol L-1. O limite 

de detecção de 5,87x10-8 mol L-1 foi obtido. 

KODAMATANI et al.(2009)24 relatam em seu trabalho a determinação simultânea de 

nitrito e nitrato em amostras de águas utilizando cromatógrafo HPLC e reação fotoquímica 

pós-coluna com detecção por quimiluminescência. Nitrito e nitrato foram reduzidos a óxido 

nítrico (NO) e peroxinitrito (ONOOH/ONOO-), gerado sob irradiação UV. Um limite de 

detecção de 2,00x10-9 mol L-1 e uma curva analítica linear entre 2,00x10-9 e 2,50x10-6 mol L-1

foram obtidos depois da otimização do procedimento. Segundo os autores, os resultados 

obtidos com esta metodologia estão de acordo com os métodos clássicos.  

1.4 Sistema de análise por injeção em fluxo (FIA) 

Os sistemas de análise por injeção em fluxo (FIA, do inglês Flow Injection Analysis) 

surgiram da necessidade de automação dos sistemas analíticos, tanto em laboratórios de 

química, como em laboratórios de análise clínicas, devido à crescente demanda de análises e 

grande variedade de analito36,37. Outros fatores também favorecem a sua implementação, foi a 

obtenção de resultados com enorme redução de custos de análise através da diminuição do 

tempo de análise, aumento de produtividade, menor interferência do analista na análise 

química e aumento da precisão e exatidão38. O custo das análises é favorecido pela redução na 

quantidade de reagentes consumido por determinação, quando comparada com os métodos em 
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batelada. Na literatura há relatos de sistemas de análise por injeção em fluxo que permitem até 

300 análises por hora39. 

Leonard Skegs desenvolveu a primeira configuração disponível comercialmente dos 

sistemas de análise em fluxo, o Auto Analyser�, com intuito de diminuir o tempo das análises 

em amostras biológicas40.  

A essência dos sistemas de análise por injeção em fluxo é a mesma desde o Auto 

Analyser� até os sistemas mais recentes, como a multicomutação e o Lab-on-valve, que é um 

sistema de análise por injeção em fluxo totalmente automatizado e portátil, programado 

através computadores. Esse sistema permite várias configurações38 de acordo com o analito, 

cinética de reação, entre outros fatores e acoplamento de diversos dispositivos, tais como 

câmara de difusão de gás10,41, lâmpadas UV42, fornos de micro-ondas43 � podendo ainda ser 

acoplado a diferentes técnicas de detecção, como espectrofotometria11, amperometria, 

potenciometria36, cromatografia iônica12,41,44, e espectrofluorimetria10, quimiluminescência5,45. 

Os sistemas de análises por injeção em fluxo podem ainda serem classificados como 

(i) fluxo normal (FIA-n), na qual um volume de amostra é injetada em um fluxo de solução 

carregadora, e em (ii) fluxo reverso (FIA-r), no qual um volume de reagente é injetado em um 

fluxo de amostra que atua como carregador. Este sistema foi proposto inicialmente por 

JOHNSON e PETTY (1982)46 para a determinação de fosfato em água do mar, no qual foi 

empregado o método do azul de molibdênio. 

O uso do sistema FIA-r é recomendado quando a amostra é abundante e apresenta 

como principal vantagem o baixo consumo de reagentes, pois ocorre a injeção do reagente no 

sistema. No processo de dispersão da zona de amostra há uma melhora na eficiência da 

mistura entre reagente e analito47, quando comparada aos FIA-n. Ainda pode-se destacar a 

possibilidade de minimização de diluições de amostras e o aumento da sensibilidade do 

procedimento analítico48. 

Em trabalho recente, MANSOUR e DANIELSON (2012)47, apresentaram várias 

técnicas do sistema r-FIA e aplicações em amostras de águas, farmacêuticas e biomédicas. 

1.4.1 Procedimentos analíticos para determinação de íons amônio e nitrito 

Um sistema de multicomutação envolvendo análise por injeção em fluxo foi 

empregado por BORGES et al.(2009)11, na determinação de amônia e cloroaminas em águas 
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residuais, empregando o método do indofenol. A curva analítica do íon amônio apresentou 

uma faixa linear com concentrações entre 5,60x10-6e 1,60x10-4 mol L-1 de NH4
+.  

MANA e SPOHN (2000)10, desenvolveram um sistema de análise em fluxo contendo 

câmara de difusão de gás para a determinação de íon amônio em água de rio e urina. Neste 

sistema, o amônio reage com o-ftaldeído (OPA) e tioglicolato, sendo o produto formado 

monitorado com espectrofluorímetro. Foi obtida uma curva analítica para o íon amônio com 

uma faixa linear entre 1,00x10-6 e 2,00x10-3 mol L-1. 

Cromatografia iônica é uma técnica descrita inicialmente na década de 1970 para a 

separação de íons, NH4
+, NO3

-, NO2
-, entre outros44 até espécies moleculares hidrofílicas, 

como etanol e ácidos carboxílicos alifáticos49 e é muito usada e bem estabelecida49,50 nos dias 

atuais. O monitoramento de amônia em esgoto hospitalar, empregou-se a cromatografia iônica 

acoplada à uma câmara de diálise on-line, para pré-tratamento de amostras. Este 

procedimento forneceu uma curva analítica com uma faixa linear entre 6,25x10-6 e 6,25x10-4

mol L-1. O pré-tratamento da amostra, através da câmara de difusão de gás, mostrou-se 

simples e rápido41. 

A determinação de íon amônio em amostras de água por cromatografia líquida e com 

detecção por fluorescência foi realizada por MUNIRAJ  et al. (2012)51. Foi desenvolvida uma 

nova derivatização simultânea e um método de extração para a pré-concentração de amoníaco 

utilizando headspace (camada de ar no alto da seringa) dinâmico na microextração em fase 

líquida com a derivatização in situ. O procedimento apresentou uma curva analítica com as 

concentrações de amônio variando entre 0,62 x10-6 e 1,00x10-5 mol L-1. 

Um procedimento cromatográfico foi desenvolvido por MESEGUER-LLORET et al. 

(2005)5 para a determinação de amônia em amostras de água. O método baseia-se na 

derivatização do analito em cromatografia líquida com detecção quimiluminescente. Neste 

trabalho, uma curva analítica com faixa linear variando de 1,50x10-6 e 4,17x10-5 mol L-1 . Um 

limite de detecção de 120x10-9 mol L-1 foi obtido. 

A detecção por amônio empregando a detecção da radiação quimiluminescente13 em 

amostras complexas como água do mar, forneceu uma curva analítica na mesma faixa de 

concentração para os íons nitrato, nitrito, amônia. Os íons foram separados através de 

cromatografia iônica e o sistema em fluxo diretamente ligado ao detector. A curva linear 

obtida ficou na faixa de 5,00x10-6 a 1,00x10-4 mol L-1. 

Amônia e nitrito foram determinados simultaneamente em amostras de água do mar, 

empregando um sistema em fluxo portátil, com detecção potenciométrica por MOSCHOU et 
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al. (2000)52. O módulo de análise completo foi otimizado para operar dentro da faixa de 

concentração de amônia e nitrito entre 0,05 e 10 ppm. O limite de detecção obtido foi de 

5,88x10-10 mol L-1 e 8,70x10-10 mol L-1 para amônia e nitrito, respectivamente.

Um procedimento empregando sistema de análise por injeção em fluxo contínuo foi 

desenvolvido para a determinação de íon nitrito e nitrato em uma ampla variedade de 

amostras ambientais e alimentícias, através da foto-redução do nitrato em nitrito, sob 

irradiação de lâmpada de baixa pressão de mercúrio e não utilizou reagentes de Griess que são 

tóxicos ou carcinogênicos15. O sistema proposto por GIL TORRÓ et al. (1998) possui uma 

célula em fluxo, com detecção bi-amperométrica composta por dois eletrodos de platina 

polarizados por diferença de potencial de 100 mV, que detecta o íon nitrito de forma indireta 

através do sistema I3
-/I-. A frequência analítica obtida foi de 27 determinações por hora e 

limite de detecção de 5,43x10-7 mol L-127
.

AYALA et al.(2012)25 desenvolveram um sistema multiparâmetro em fluxo de 

análise com injeção sequencial (SIA) com detecção espectrofotométrica para a determinação 

de nitrato, nitrito e sulfato em amostras ambientais. Nitrato foi reduzido a nitrito em coluna de 

cádmio e o nitrito foi determinado diretamente utilizando a reação de Griess-Ilosvay. Este 

trabalho obteve frequência analítica de 15 determinações por hora, linearidade de 2,17x10-7 a 

9,13x10-6 mol L-1 e limite de detecção de 4,78x10-8 mol L-1. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivos Gerais 

Desenvolver procedimentos de análise por injeção em fluxo para determinações de 

nitrito e amônio em amostras de águas de superfícies visando a diminuição do consumo de 

reagentes. 

2.2 Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos são os seguintes: 

• Otimizar um sistema de análise por injeção em fluxo para determinação de íon 

amônio, empregando planejamento fatorial e a metodologia de superfície de 

resposta, para a seleção dos parâmetros químicos e de fluxo para o sistema em 

fluxo. 

• Otimizar um sistema de análise por injeção em fluxo reverso para determinação 

de nitrito, empregando planejamento univariado para seleção dos parâmetros 

químicos e físicos e a seleção das variáveis otimizadas. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
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3.1 Instrumentação 

Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se uma balança analítica modelo 

FA104N com precisão de 0,1 mg. 

As determinações de pH das soluções foram feitas em um medidor de pH (marca 

HANNA), conectado a um eletrodo de vidro combinado e sensor de temperatura em aço inox, 

previamente calibrado com o uso de soluções tampão de pH 4,00 e 7,00. 

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro de Absorção 

Molecular UV-Vis Cary, modelo 50 CONC (Varian) com cubeta de quartzo de 3,5 mL 

(caminho óptico 10 mm). 

3.2 Sistema de análise em fluxo 

Os tubos e conexões de polietileno empregados no sistema apresentavam diâmetro 

interno de 0,8 mm para confecção das bobinas reacionais, alças de amostragem e linhas de 

condução das soluções de referência e amostras. Para a propulsão foram utilizados tubos de 

Tygon® com diferentes diâmetros internos. 

As soluções de referência e amostras foram introduzidas no sistema de fluxo 

utilizando-se um duplo injetor comutador manual2-3-2 construído em acrílico55. 

Para a propulsão das soluções de referência, reagentes e amostras utilizou-se uma 

bomba peristáltica Ismatec®, modelo IPC-8 (Zurique, Suíça). 

Todas as medidas de condutividade realizadas foram feitas empregando um 

condutivímetro Tecnal®, modelo Tec�4MP. 

Todas as medidas espectrofotométricas realizadas no módulo de análise para 

determinação de nitrito foram feitas empregando um espectrofotômetro Femto 600 Plus (São 

Paulo-SP). 
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3.3 Procedimento em fluxo para determinação de íon amônio em amostras de 

água com detecção condutométrica 

3.4 Reagentes e Soluções 

A solução estoque de cloreto de amônio 0,50 mol L-1 foi preparada dissolvendo-se 

1,3400 g de NH4Cl (Vetec, Rio de Janeiro) em um balão volumétrico de 50,0 mL com água 

destilada, sendo acondicionada em frascos de cor âmbar. As soluções padrão de cloreto de 

amônio, empregadas para construção da curva analítica, foram preparadas com concentrações 

finais variando de 2,8x10-3 a 2,3x10-2 mol L-1 a partir da solução estoque. 

A solução estoque de hidróxido de sódio 0,01 mol L-1 foram preparados dissolvendo-

se o sal (Vetec, Rio de Janeiro) em um balão volumétrico de 500 mL e o volume foi 

completado com água destilada. A solução de trabalho foi obtida diluindo-se a solução 

estoque. 

As soluções preparadas para avaliação da seletividade na determinação de amônio 

foram: FeCl3, EDTA-Na, Na2HPO4.7H2O, Na2SO4, K2CO3, CaCl2, Na2CO3, NaNO3, KCl e 

NaCl. 

3.4.1.1 Diagrama esquemático do sistema de análise por injeção em fluxo 

para a determinação íon amônio com detecção condutométrica  

A Figura 4 apresenta o esquema do sistema de análise por injeção em fluxo com zonas 

coalescentes sincronizadas utilizadas neste trabalho. Este sistema é baseado na injeção de uma 

solução contendo amônio.  

Na posição de amostragem, um fluxo de NaOH 0,01 mol L-1 é propulsionado pela 

bomba peristáltica a 1,3 mL min-1, na qual recebe um fluxo de H2O destilada no ponto de 

confluência X, a uma vazão de 4,5 mL min-1. O fluxo contendo a mistura é carregado pela 

bobina reacional (0,8 mm de di x 100 cm) até a câmara de difusão de gases (CD). A câmara 

de gases recebe o fluxo de H2O (C1), que funcionará como fluxo receptor de gases (1,2 mL 

min-1). A mistura de gás difundida é transportada até o condutivímetro (C). 
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ução da substância em ácido 

mL com a mesma solução 

, 0,128 g, 0,203 g.

as com concentrações variando 
2 mol L-1. 
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Para a análise comparativa do nitrito, a solução cromófora foi preparada de acordo com 

MANTOVANI (2005), com algumas alterações, pesando-se 0,1230g �-naftilamina, 0,1260 g 

de sulfanilamida, dissolvidas em ácido acético 1,74 mol L-1 e completado o volume para 50 

mL com a mesma solução ácida56. As concentrações finais de �-naftilamina e sulfanilamida 

foram respectivamente, 1,74x10-2 mol L-1 e 1,48x10-2 mol L-1. 

As soluções padrões para a construção da curva analítica foi preparada adicionando-se 

alíquotas da solução padrão estoque de nitrito, 500,0 µL da solução cromófora e completado o 

balão com água destilada até a marca de 25,0 mL, obtendo concentrações finais na faixa de 

1,40x10-6 mol L-1 e 1,40x10-5 mol L-1. 

3.4.5 Diagrama esquemático do sistema de análise por injeção em fluxo 

reverso para determinação de nitrito 

A otimização do sistema de análise por injeção em fluxo foi realizada em um módulo 

conforme mostrado na Figura 6 abaixo. Neste sistema, um volume de solução de �-

naftilamina(R1) e solução de sulfanilamida (R2) são injetados simultaneamente em um fluxo 

de solução padrão contendo nitrito. As zonas de reagentes dispersas confluem por 

coalescência no ponto de confluência X e recebem um fluxo de solução de ácido acético na 

confluência Y. A zona de reagente dispersa reage com o nitrito na bobina reacional e o 

cromóforo formado é detectado espectrofotometricamente em 516 nm. 

Figura 6 � Diagrama do sistema em fluxo empregado para determinação de nitrito. BP, bomba 
peristáltica; R1, solução de �-naftilamina de 1,76x10-2  mol L-1; R2, solução de sulfanilamida 
de 2,38x10-2 mol L-1; solução de ácido acético 1,74 mol L-1 (1,2 mL min-1); volume das alças 
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de reagentes 125µL (50 cm); B, reator helicoidal de 100 cm; I, injetor; X, confluência de 
mistura (nitrito, �-naftilamina e sulfanilamida); Y, confluência de mistura (nitrito, �-
naftilamina e sulfanilamida e ácido acético); Det., detector espectrofotômetro; D, descarte. 

O sistema de analise por injeção em fluxo reverso utilizado para determinação de 

nitrito nas amostras de águas apresenta a configuração abaixo. Neste sistema, um volume de 

solução reagente contendo α-naftilamina e sulfanilamida em meio de ácido acético são 

injetados num fluxo de solução padrão ou amostra, sendo o cromóforo formado na bobina 

reacional detectado em 516 nm. Para a determinação de nitrito empregando a curva analítica, 

utilizou água destilada na alça S1, variando a concentração da solução de nitrito 

propulsionada pela bomba peristáltica. 

A mesma configuração do FIA-r foi empregada para determinação da recuperação das 

amostras de águas. Neste caso, uma solução de amostra é propulsionada pela bomba 

peristáltica sendo a concentração de nitrito determinada empregando a injeção do reagente e 

água em S1. Na sequência, são injetadas em S1, diferentes soluções padrões contendo 

concentração entre a faixa de concentração da curva analítica. 

Esta configuração do FIA-r proposta permite ainda, a determinação da concentração de 

nitrito pelo método da adição de padrão. 

Figura 7� Diagrama do sistema em fluxo empregado para avaliação. BP, bomba peristáltica; 
R, solução de �-naftilamina de 1,76x10-2  mol L-1 e sulfanilamida de 2,38x10-2 mol L-1 em 
meio de ácido acético 1,74 mol L-1 (1,2 mL min-1); S1: volume de solução padrão de nitrito 
125µL (50 cm); volume das alças de reagentes 125µL (50 cm); B, reator helicoidal de 100 
cm; I, injetor; X, confluência de mistura (nitrito, �-naftilamina e sulfanilamida); Y, 
confluência de mistura (nitrito, �-naftilamina e sulfanilamida e ácido acético); Det., detector 
espectrofotômetro; D, descarte. 
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4. Resultados e discussão 
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4.1.1 Sistema de análise por injeção em fluxo 

 A câmara de difusão de gás é um dispositivo que acoplado ao sistema em fluxo é mais 

limpo, sendo possível substituir reagentes tóxicos por até mesmo água ou minimizar a 

quantidade de resíduos tóxicos gerados. 

O sistema de análise em fluxo, empregado para a determinação de amônio em vinhaça e 

águas de rio baseia-se na formação de amônia e na difusão desse gás através da membrana 

polimérica politereftalato (PTFE). A amônia difundida pela membrana reage como uma base 

fraca, dissociando-se em íons que são monitorados com um condutivímetro acoplado, de 

acordo com as equações 5 e 6 sendo seu sinal analítico obtido é proporcional à concentração 

do amônio57.  

NH4
+ +  OH-

� NH3 +  H2O    Equação 5 

NH3 +  H2O  � NH4
+ +  OH-   Equação 6 

4.1.2  Otimização da metodologia proposta 

Neste procedimento proposto, o único reagente usado é a solução de hidróxido de sódio 
57. Essa metodologia proposta é um procedimento analítico alternativo aos procedimentos que 

empregam metodologias tradicionais, como o método do indofenol (reação de Berthelot), no 

qual fenol reage com amônia e hipoclorito em meio hidróxido de sódio14. 

Para otimização dos parâmetros químicos e de fluxo empregou-se uma matriz de 

planejamento experimental 23, no qual foram avaliados os seguintes parâmetros: 

• Concetração de NaOH; 

• Vazão da solução receptora; 

• Vazão do carregador. 
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Foram excluídos dessa matriz os parâmetros vazão da solução de NaOH, comprimento 

da bobina reacional e o volume da alça de amostragem. A vazão da solução de NaOH foi 

mantida a menor possível, para evitar a dispersão da zona de amostra a partir do ponto de 

confluência X. O comprimento da bobina reacional foi mantido no menor comprimento 

possível (100 cm), pois a reação apresenta um valor de constante de equilíbrio elevado. Dessa 

maneira, aumenta-se a frequência analítica do procedimento devido à diminuição do tempo de 

residência da zona de amostra no sistema FIA. Já o volume da alça de amostragem, será 

determinado de acordo com o nível de concentração do analito na amostra, pois quanto menor 

o volume, menor o tempo de residência da zona de amostra no sistema. 

Medidas condutométrica foram feitas utilizando soluções padrão NH4Cl 1,6x10-3 mol L-

1 descrita no item 3.4, em triplicata através de repetições autênticas e de maneira aleatória. Na 

Tabela 1 são mostrados os diferentes fatores (parâmetros) selecionados e a concentração dos 

níveis avaliados, partindo-se de valores relatados na literatura. 

Tabela 1 � Parâmetros avaliados na otimização do procedimento em fluxo 

Variável 
Níveis 

-1 +1 

NaOH (mol L-1
) 1x10-2 1x10-1 

Vazão do receptor (mL min-1) 1,2 4,5 

Vazão do carregador (mL min-1) 1,5 4,5 

Com o objetivo de verificar o efeito de cada um desses parâmetros e as interações entre 

eles, foram realizados 8 experimentos em triplicata, conformeTabela 2. 

Tabela 2 � Planejamento fatorial 23 para avaliação do efeito e interação dos parâmetros selecionados 
na determinação do íon amônio 

Ensaio 
NaOH 

(mol L-1) 
Vazão do receptor

(mL min-1) 
Vazão do carregador

(mL min-1) 
µS/cm 
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1 -1 -1 -1 6,11 ± 0,31 

2 +1 -1 -1 3,77 ± 0,04 

3 -1 +1 -1 2,73 ± 0,42 

4 +1 +1 -1 2,12 ± 0,26 

5 -1 -1 +1 9,97 ± 0,07 

6 +1 -1 +1 3,86 ± 0,30 

7 -1 +1 +1 2,98 ± 0,32 

8 +1 +1 +1 0,85 ± 0,17 

n=3. 

Após selecionar os parâmetros concentração da solução de NaOH e a vazão da solução 

receptora, realizou-se um planejamento experimental 22 com ponto central. 

A metodologia de superfície de resposta foi empregada na otimização do 

procedimento, utilizando um planejamento 22 com ponto central. Verificando-se que, entre os 

parâmetros avaliados a vazão da solução carregadora não tinha efeito significativo, fixou-a em 

4,5 mL min-1. Para a solução de NH4Cl foi escolhida a concentração de 2,78x10-3 mol L-1. 

Medidas condutométricas foram feitas novamente, utilizando soluções padrão NH4Cl, 

em triplicata através de repetições autênticas e de maneira aleatória. Na Tabela 3 são 

mostrados os diferentes fatores selecionados e a magnitude da correspondente perturbação 

realizada em seus níveis, os símbolos �+�, �0� �-�, �-1,41� e �+1,41� mostram os níveis 

avaliados neste planejamento. 

Tabela 3 � Parâmetros avaliados na otimização do procedimento em fluxo 

Variável 
Níveis 

-1 0 +1 -1,41 +1,41 

NaOH (mol L-1) 1x10-3 1x10-2 1x10-1 7,5x10-4 1,25x10-1

Vazão do receptor 

(mL min-1) 
0,7 1,2 4,5 0,6 2,0 
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Figura 8 � Gráfico de superfície de resposta para a otimização do procedimento em fluxo para 
determinação de amônia proposto. 

A análise da Figura 8 indica que dentro do intervalo em que as variáveis 

independentes foram avaliadas, o valor da variável dependente passa por uma região de 

máximo, situada na área mais escura do gráfico, a qual representa a os parâmetros ótimos para 

serem selecionados na configuração do sistema em fluxo. De acordo com estes resultados, os 

maiores sinais analíticos são obtidos empregando solução NaOH 1x10-2 mol L-1 e vazão da 

solução receptora de 1,2 mL min-1. 

A análise de variância (ANOVA) do modelo matemático obtido é apresentada na Tabela 

5. 

Tabela 5 � Análise de variância para a regressão dos dados obtidos na otimização do sistema em fluxo 

 SQ nGL MQ Fcalc Fcrit 
p 

Regressão 29,10 5 5,820 4,49 6,256 0,0852 

Resíduos 5,186 4 1,295    

F. Ajuste 5,1571 3 1,711 69,76 215,737 0,0877 

Erro puro 0,0246 1 0,0246  

TOTAL 34,283 9   
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% variação explicada 84,883 

%máxima de variação explicável 99,928 

Verificamos a partir da análise de variância que a regressão do modelo matemático 

quadrático, mostrado na Figura 8, apresenta uma regressão não significativa (Fcalc<Fcrit), ou 

seja, o modelo matemático não está bem ajustado com os dados obtidos no planejamento. 

Calculando o coeficiente de regressão, encontra-se um r = 0,84. Apesar do tratamento 

estatístico não mostrar-se adequado, verifica-se na equação do modelo Equação 7 que a região 

que apresenta maior sinal analítico está nas proximidades dos níveis zeros, ou seja, solução de 

NaOH 1x10-2 mol L-1 e vazão da solução carregadora 1,2 mL min-1. Desta maneira, 

selecionaram-se estas condições como ótimas para a análise das amostras. 

4.1.3 Linearidade 

A linearidade de um procedimento analítico refere-se à capacidade do procedimento 

em produzir respostas proporcionais a concentração do analito nas amostras em uma 

determinada faixa de concentração. A linearidade deve ser obtida empregando 6 (seis) 

soluções padrões e deve ser definida pelo coeficiente de regressão do modelo matemático 

adotado. A equação da curva analítica deve se obtida pelo método dos mínimos quadrados e o 

coeficiente de correlação deve ser maior que 0,9956. 

Neste procedimento, a curva analítica foi obtida pela leitura em triplicata de soluções 

padrão de NH4Cl nas concentrações de 2,8 x 10-3 mol L-1 a 1,1x10-2 mol L-1 (Figura 9) e em 

concentrações variando entre 1,4 x 10-2 mol L-1 a 2,3x10-2 mol L-1(Figura 10). 

Nas condições otimizadas, a curva analítica com concentrações variando de 2,8 x 10-3 

mol L-1 a 1,1x10-2 mol L-1 é descrita pela equação C = 1.490,25 (±66,10) x [NH4
+] - 0,362 

(±0,509), r = 0,998; onde C é a condutância em µS cm-1 e [NH4
+] a concentração de íon 

amônio (mol L-1). O procedimento proposto apresentou um limite de detecção (3 σ

branco/inclinação da curva analítica) de 1,3x10-4 mol L-1 e o desvio padrão relativo para uma 

concentração de 5,6 x 10-3mol L-1, foi de 5,4 % (n=10). 
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Figura 9 � Curva analítica do procedimento em fluxo proposto (n = 3). 

Na faixa de concentração maior variando de 1,4 x 10-2 mol L-1 a 2,3x10-2 mol L-1

(Figura 10), obteve-se a seguinte equação da curva: C = 1.506,88 (±589,96) x [NH4
+] + 

209,94(±11,65), r = 0,737; onde C é a condutância em µS e [NH4
+]  a concentração de íon 

amônio (mol L-1). Nesta faixa de concentração, verifica-se que a regressão apresentou um 

coeficiente de correlação inadequado para quantificações analíticas. 
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Figura 10 � Curva analítica do procedimento em fluxo proposto (n = 3). 
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4.1.4 Estudo de interferentes 

A seletividade de um procedimento analítico refere-se à capacidade do procedimento 

determinar o analito na presença de uma substância específica presente na matriz de 

amostra58. 

A seletividade do sistema em fluxo proposto foi avaliada avaliando-se o efeito de 

substâncias possivelmente interferentes na determinação de solução padrão de NH4Cl 0,01 

mol L-1. Entre os interferentes avaliados, verificou-se que o íon Fe(III) apresentou uma 

interferência de -10,5%, na concentração de 5,1x10-5 mol L-1. Na Tabela 6, são apresentados a 

variação do sinal analítico de cada substância avaliada. Verifica-se que soluções de K2CO3

1,0x10-2 mol L-1 e NaNO3 2,0x10-2 mol L-1 interferem negativamente na determinação de uma 

solução padrão de NH4Cl 0,01 mol L-1. Vale lembrar que estas concentrações dos 

interferentes não são usuais nas amostras de águas avaliadas neste trabalho. 

Tabela 6 � Estudo da seletividade na determinação de NH4Cl empregando o sistema de 
análise por injeção em fluxo com detecção condutométrica 

Interferente Concentraçãoa / mol L-1 % 

FeCl3 5,1x10-5 -10 

K2CO3 1,0x10-2 -5,1 

NaNO3 2,0x10-2 -4,2 

Na2CO3 2,0x10-2 -4,5 

EDTAb 2,2x10-4 -4,3 

CaCl2 1,8x10-2 -3,8 

Na2HPO4 7,4x10-3 -3,1 

KCl 2,7x10-2 -0,62 

Na2SO4 1,4x10-2 -0,28 

NaCl 3,5x10-2 -0,19 

n=3, 
a [NH4

+] = 1,1x10-2 mol L-1; 
b EDTA= edeteato dissódico 



31

4.1.5 Teste de adição e recuperação 

A exatidão do procedimento proposto é definida como o grau com o qual o analito 

determinado pelo procedimento na amostra corresponde ao valor exato58. Neste trabalho, a 

exatidão foi avaliada estudando-se a interferência de diferentes matrizes de amostras na 

determinação de amônio.Uma alíquota de solução padrão de amônio foi adicionada a um 

volume de amostra, e a resposta obtida foi comparada com uma solução de mesmo volume da 

amostra, sem a adição da solução padrão de amônio. 

Os resultados estão apresentados na Tabela 7. Verifica-se que as recuperações variaram 

entre 110 a 117% para as amostras de águas, e de 111 a 116% para as amostras de vinhaça. 

Utilizou-se o teste de hipótese para confirmar a exatidão do procedimento, sendo estabelecida 

a hipótese nula (H0: recuperação=100%) e como hipótese alternativa (H1: recuperação ≠

100%). O teste t aplicado, com 98% de confiança e n-1 graus de liberdade, apresentou valores 

calculados entre os intervalos estabelecidos pelo valor tabelado (6,965), indicando que não há 

diferença significativa na recuperação para este nível de significância. 

Os valores de recuperação estão entre os valores aceitáveis de 80 a 120%, para 

determinações de analito entre 0,1 a 1%, segundo o Guia para Validação de Métodos 

Analíticos para Constituintes Ativos em Produtos Agrícolas, Veterinário ou Produtos 

Químicos58. 

Tabela 7 � Recuperação de amônio nas amostras de água e vinhaça empregando o 
procedimento em fluxo proposto 

Amostras 
NH4

+ / 10-3 mol L-1

Recuperação/%
tcalculado 

Adicionado Encontrado 

Água de rio 5,6 6,2 ± 0,61 110 4,6 

 8,4 9,8 ± 0,36 117  

Vinhaça 5,6 6,2 ± 0,27 110 5,5 

 8,4 9,7 ± 0,23 116  

n = 3; x ± desvio padrão; 
H0, recuperação = 100% e H1, recuperação ≠ 100%; 
tcrítico= 6,965 (nível de significância de  98%). 
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A metodologia proposta, além de não usar reagentes de baixa toxicidade, apresentou 

um consumo de 0,52 mg de NaOH por determinação. Como pode ser verificado na Tabela 

8,verifica-se que resultado obtido é bastante satisfatório quando comparados com resultados 

descritos em trabalhos com a finalidade de determinar amônio utilizando câmara de difusão 

de gases. 

Tabela 8 � Consumo de NaOH por determinação de íon amônio 

Amostra Método Detecção 
Consumo de 

NaOH (mg) 
Ref.

Água de rio 
FIA com membrana de difusão de 

gás 
Fluorímétrica 8,6 10

Leite e carne de 

galinha 

FIA com membrana de difusão de 

gás 
Condutométrica 275 16

Efluente e afluente
FIA múltipla-injeções com 

membrana de difusão de gás 
Espectrofotométrica 200 59

Água superficial e 

vinhaça 

FIA com membrana de difusão de 

gás 
Condutométrica 0,52 a 

a: trabalho proposto. 

Um levantamento das metodologias e suas respectivas figuras de mérito para a 

determinação de íon amônio é apresentado na Tabela 9. Foram realizadas determinações em 

amostras águas naturais, plantas, utilizando metodologias e detectores variados. 
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Tabela 9 � Figuras de mérito de procedimentos analíticos para a determinação de amônia 

Amostra Método Detector 
Linearidade 

mol L-1
LD/ 

mol L-1
Recuperação 

(%) 
Ref. 

Água de rio Extração em ponto nuvem Espectrofotômetro 1,1x10-7 a 6,9x10-6 5,5x10-8 94 a 102 1

Água de rio 
FIA com membrana de 

difusão de gás 
Fluorímetro 1,0x10-6 a 2,0x10-3 3x10-7 98,1 a 100 10

Efluente e afluente 
FIA múltipla-injeções com 

membrana de difusão de gás 
Espectrofotômetro 5,5x10-4 a 2,8x10-3 1,2x10-4 91,5 a 109 59

Água de rio e 
esgoto 

Eletroforese com detecção 
direta 

Espectrofotômetro 0 a 2,8x10-3 1,3x10-5 ND 60

Água de rio FIA multicomutação Fotômetro NDa 3,9x10-7 ND 61

Água de rio FIA multicomutação binária Fotômetro 5,6x10-6 a 1,1x10-4 1,4x10-8 ND 62

Água do mar 
Módulo multiparâmetro � 

LFA 
Colorímetro 1,1x10-7 a 8,3x10-7 2,8x10-7 ND 63

Plantas 
(N total) 

FIA � mini coluna AgCl EAAb ND ND ND 64

Água de rio Eletrodo íon seletivo Potenciômetro 7,7x10-7 a 4,0x10-2 1,58x10-7 ND 65

Água superficial e 
vinhaça 

FIA com membrana de 
difusão de gás 

Condutivímetro 2,8 x 10-3a 1,1x10-2 1,3x10-4 110 a 116 c 

aND, Não divulgado; bEAA, Espectrometria de absorção atômica; ctrabalho proposto. 
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 O procedimento proposto apresentou uma linearidade comparável aos procedimentos 

com detecção espectrofotométrica apresentados na Tabela 9. A frequência analítica foi maior 

que os trabalhos divulgados por ALMEIDA et al. (2011)59 e AZZARO et al. (2006)63 e limite 

de detecção comparável ao de ALMEIDA et al (2011)59. A recuperação de amônio nas 

amostras de águas avaliadas foi adequada para a determinação de amônio em águas.

4.2 Determinação do íon nitrito 

4.2.1 Sistema de análise por injeção em fluxo reverso 

  

O sistema de análise por injeção em fluxo com fluxo reverso tem como principal 

característica a propulsão da solução contendo o analito, sendo os reagentes cromóforos, �-

naftilamina e sulfanilamida, injetados no fluxo e transportados em direção à confluência X. 

Neste sistema uma solução de ácido acético era bombeada diretamente para confluência Y, no 

qual todos os reagentes e amostras confluíam e na bobina reacional se dava a reação. A 

solução resultante é propulsionada até o espectrofotômetro e a absorbância medida no 

comprimento de onda de 516 nm. A absorbância obtida foi proporcional à concentração de 

nitrito. 

Primeiramente, foram estabelecidos alguns parâmetros e realizou-se um planejamento 

univariado, em que cada variável foi estudada isoladamente e, a partir dos resultados obtidos 

em cada uma delas, foram selecionadas e inseridas nas demais até que, finalmente, foram 

obtidas as condições ótimas do sistema. 

4.2.2 Otimização dos parâmetros químicos do sistema FIA-r

Os estudos dos parâmetros químicos foram avaliados empregando as seguintes 

condições do sistema de análise por injeção em fluxo: vazão da solução de amostra, ou 

solução padrão de nitrito 1,00x10-4 mol L-1 de 2,5 ml min-1, vazão da solução de ácido acético 

1,74 mol L-1 de 1,0 mL min-1, volume da alça de reagentes, �-naftilamina e sulfanilamida de 

125 µL e comprimento da bobina reacional 100,0 cm. 
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4.2.2.1 Avaliação da concentração de �-naftilamina sob a intensidade do sinal 

analítico 

Avaliou-se o efeito da concentração de �-naftilamina, sobre a intensidade do sinal 

analítico, na faixa de concentração entre 3,05x10-3 a 2,84x10-2 mol L-1 empregando-se uma 

solução de sulfanilamida de concentração 2,38x10-2 mol L-1. Verificou-se um aumento da 

intensidade do sinal com o aumento da concentração até a concentração de 1,76x10-2 mol L-1, 

sendo que, o aumento do sinal da concentração superior, foi menos intenso. Desta maneira, 

considerando uma relação de sinal e consumo de reagente, fixou-se a concentração de �-

naftilamina de 1,76x10-2 mol L-1 para os demais experimentos. 

0,00 0,01 0,02 0,03
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

Figura 11 � Efeito da concentração de �-naftilamina sobre o sinal analítico de uma solução 
padrão de nitrito 1x10-4 mol L-1. 

4.2.2.2 Avaliação da concentração de sulfanilamida sob o sinal analítico 

O estudo do efeito da concentração de sulfanilamida sobre o sinal analítico foi avaliado 

empregando uma solução de �-naftilamina de 1,76x10-2 mol L-1. Neste estudo variou-se a 

concentração entre 2,86x10-3 a 2,38x10-2 mol L-1. Verificou-se um aumento linear da 

intensidade do sinal com o aumento da concentração de sulfanilamida até a concentração 

superior estudada. Desta maneira, selecionou-se a concentração de 2,38x10-2 mol L-1 para os 

demais experimentos. 
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Figura 12 � Efeito da concentração de sulfanilamida sobre o sinal analítico de uma solução 
padrão de nitrito 1x10-4 mol L-1. 

4.2.2.3 Avaliação do efeito da concentração da solução de ácido acético 

Na sequência, avaliou-se o efeito da concentração da solução de ácido acético nas 

concentrações de 0,506, 0,994 e 1,74 mol L-1, sobre o sinal analítico de uma solução padrão 

de nitrito 1,00x10-4 mol L-1, solução de �-naftilamina1,76x10-2molL-1 e sulfanilamida 

2,38x10-2 mol L-1. 

Verificou-se um aumento linear do sinal analítico com o aumento da concentração da 

solução de ácido acético até a concentração de 1,74 mol L-1. Considerando-se a razão entre 

sinal analítico e consumo de reagente, selecionou-se esta concentração para os demais 

experimentos. 
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Figura 13 � Estudo do efeito da concentração de ácido acético sobre o sinal analítico. 

4.2.3 Otimização dos parâmetros físicos do sistema FIA-r 

O estudo dos efeitos dos parâmetros físicos foi realizado com os seguintes parâmetros 

químicos selecionados: solução de ácido acético na concentração de 1,74 mol L-1, solução de 

�-naftilaminana concentração de 1,76x10-2 mol L-1 e solução de sulfanilamida na 

concentração de 2,38x10-2 mol L-1. Os parâmetros físicos, ou de fluxo, foram os seguintes: 

vazão das soluções, volume de reagente e comprimento da bobina reacional. 

4.2.3.1 Estudo do efeito da vazão da solução de amostra sob o sinal 

Avaliou-se o efeito da vazão das soluções de amostras sobre o sinal analítico nas vazões 

entre 1,0 e 2,5 mL min-1, no sinal analítico de uma solução padrão de nitrito de 1,00x10-5 mol 

L-1. Verificou-se que o sinal analítico permaneceu constante nas vazões de 1,0 e 1,2 mL min-1. 

Com o aumento da vazão houve uma diminuição significativa do sinal analítico, devido ao 

aumento da dispersão da zona de reagente ocasionada pelo aumento da vazão. Desta maneira, 

selecionou-se a vazão de 1,2 mL min-1 para os demais experimentos. 
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Figura 14 � Estudo do efeito da vazão da solução de amostra sobre o sinal analítico. 

4.2.3.2 Estudo do efeito do volume dos reagentes sob o sinal analítico 

As soluções de reagentes são injetadas em um fluxo de solução de amostra, sofrem 

mistura no ponto de confluência e são transportadas até o detector. Os volumes de solução dos 

reagentes deve ser avaliado, pois um volume muito grande não permitiria a dispersão 

completa da zona de reagente dispersa, ocasionando um pico duplo, de menor intensidade. 

Neste caso foi avaliada a influencia de três volumes de reagentes sobre o sinal analítico, a 

saber: 62,5 µL (25 cm); 125 µL (50 cm) e 187,5 µL (75 cm). O efeito dos volumes de �-

naftilamina 1,76x10-2 mol L-1 e sulfanilamida 2,38x10-2mol L-1, variados simultaneamente, de 

25,0 50,0 e 75,0 cm foram estudados injetando sobre uma solução padrão de nitrito 1,00x10-5

mol L-1. Conforme pode ser verificado na Figura 15, ocorre um aumento significativo do sinal 

analítico no volume de 50,0, diminuindo levemente no volume superior. Desta maneira, 

selecionou-se o volume de alça dos reagentes de 50 cm (125 µL) para os demais 

experimentos. 
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Figura 15 � Estudo do efeito do volume dos reagentes sob o sinal analítico. 

4.2.3.3 Avaliação do efeito do comprimento da bobina reacional 

O efeito do comprimento da bobina reacional sobre o sinal analítico foi avaliado 

entre 75 e 175 cm. A bobina reacional permite a homogeneização dos volumes de reagente e 

amostras, bem como o tempo de reação para a formação do cromóforo. Verificou-se que não 

houve aumento do sinal analítico quando se aumentou o comprimento da bobina de 75,0 para 

100,0 cm. O aumento verificado para o comprimento de 175 cm deve-se ao maior tempo de 

residência da solução para formação do cromóforo. Considerando-se a razão entre sinal 

analítico e freqüência analítica, selecionou-se o comprimento de bobina reacional de 100 cm 

para os demais experimentos. 
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Figura 16 � Avaliação do efeito do comprimento da bobina reacional. 

4.2.3.4 Parâmetros analíticos do sistema FIA-reverso para a determinação de 

nitrito 

A curva analítica foi obtida por injeções sucessivas de 6 soluções padrões de nitrito nas 

concentrações variando de 1,00x10-6 mol L-1a 5,00x10-5 mol L-1. A curva analítica obtida 

pode ser descrita pela equação obtida pelo método dos mínimos quadrados: Abs = 0,011 (± 

0,002) + 10306,6 (± 126,25) x [NO2
-], r= 0,999, onde Abs é a absorbância e [NO2

-] é a 

concentração de nitrito em mol L-1. A curva analítica é apresentada na Figura 17. 

Um limite de detecção de 2,15x10-6 mol L-1 (três vezes o sinal do branco/inclinação da 

curva analítica) e desvios padrão menores que 2% para as concentrações de solução padrão de 

2x10-5 e 3x10-5 mol L-1 (n=10) foram obtidos. A frequência de amostragem obtida foi de 45 

amostras por hora. 

As quantidades de reagentes consumidos por determinação de nitrito em amostras de 

águas foram 1,01 mg de sulfanilamida e 0,60 mg de α-naftilamina por determinação. 
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Figura 17 � Curva analítica para determinação de nitrito empregando o sistema FIA-r com 
detecção espectrofotométrica. 

4.2.3.5 Estudo da recuperação de nitrito em amostras de águas empregando o 

sistema FIA-r proposto 

A exatidão do procedimento proposto foi avaliada com um módulo de análise 

apresentado na Figura 7. Neste estudo, injetou-se na solução de amostra propulsionada pela 

bomba peristáltica, 3 alíquotas de soluções padrões de diferentes concentrações de nitrito 

(1x10-5, 2x10-5e 4x10-5 mol L-1). O sinal obtido foi comparado com aquele sinal obtido na 

qual uma solução de água destilada foi injetada no lugar das soluções padrão de nitrito. Os 

resultados de recuperação variaram de 93,4 a 132% (n=3). Aplicando o teste de hipótese no 

qual µ0=100% de recuperação, encontramos um valor de tcalculado de 0,936. Este resultado 

indica que os dados de recuperação não é estatisticamente diferente de 100%, indicando que a 

matriz da amostra avaliada não interfere na determinação de nitrito. Os resultados estão 

apresentados na tabela abaixo. 
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Tabela 10 - Recuperação de nitrito na amostra empregando o sistema FIA-r proposto 

Amostras 
NO2

- / 10-5 mol L-1

Recuperação / % 
Adicionado Encontrado 

Água de rio 

1,00 0,93± 0,03 93,3 

2,00 2,66± 0,07 132 

4,00 4,55±0,09 114 

n=3; 

x ± desvio-padrão; 
tcalculado=0,936; tcrítico=4,300 (nível de confiança de 95%) 

Um levantamento dos parâmetros de confiabilidade analítica para procedimentos 

descritos para a determinação de nitrito é apresentado na Tabela 11. Foram realizadas 

determinações em amostras ambientais, biológicas e alimentícias, utilizando metodologias e 

detectores variados. 



43

Tabela 11 � Parâmetros de confiabilidade analítica obtidos na determinação de nitrito 

Amostra Método Detecção 
Linearidade / 

mol L-1
LD/ 

mol L-1
Recuperação / 

(%) 
Ref. 

Água potável 
Fluorescência � bromação 

com PAPH 
Espectrofluorimétrica > 6,52x10-7 b 1,03x10-7 92 a 105 22

Água mineral 
Reação com cromóforo 

natural (flores 
Macroptilium) 

Espectrofotoméetrica >2,17x10-5 ND a 100 a 104 23

Água de rio, tanque, chuva 
mineral e potável 

HPLC � pós coluna 
fotoquímica 

Quimiluminescente 2,0x10-9 a 2,5x10-6 2,0x10-9 99,7 a 101,3 24

Água de beber e residual 
SIA multiparâmetro � 

Griess-Ilosvay 
Espectrofotoméetrica 2,17x10-7 a 9,13x10-6 4,78x10-8 92 a 107 25

Água residual e salsicha FIA Amperimétrico 
2,17x10-6 a 2,17x10-5

 4,35x10-5 a 1,09x10-4 5,43x10-7 ND 27

Produtos à base de carne e 
água 

Refletância difusa Espectrofotométrica 6,3x10-6 a 1,09x10-4 1,96x10-6 89,3 a 106,0 28

Sangue de coelho, urina 
(humano, coelho e rato) e 

vegetais 
HPLC � Griess Espectrofotométrica 1,30x10-7 a 8,70x10-6 ND 98,29 a 104,05 29

Águas (potável, poço e rio) 
Biológica (saliva) 

HPLC Espectrofotométrica 8,70x10-9 a 1,09x10-5 1,09x10-9 96,5 a 107,3 30

Plasma humano Griess Espectrofotométrica ND ND ND 31

Águas de beber 
Fotólise do nitrato, 
Griess modificado 

Espectrofluorimétrica ND ND ND 32

Águas naturais 
Batelada  

Ácido barbitúrico 
Espectrofotométrica 0 a 7,0x10-5 3,61x10-7 99,38 a 108,0 33
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Água potável 
Fluorimetria(acetoaminofen

ol) 
Espectrofluorimétrica 1,74x10-6 a 2,83x10-5 5,87x10-8 98,3 a 100,0 34

Água doce e do mar HPLC � crom iônica Espectrofotométrica 4,35x10-8 a 2,17x10-7 1,09x10-8 ND 35

Água e fruta  Coluna Cd-Cu  Espectrofotométrica 4,35x10-8 a 8,70x10-7 3,04x10-8 ND 41

Lago 
r-PLC 

o-fosfato octilamônio 
Espectrofotométrica ND ND ND 66

Águas naturais FIA (Coluna Cd-Cu) Espectrofotométrica 0 a 2,17x10-4 2,17x10-6 ND 67

Água residual Sensor sem reagentes online Espectrofotométrica 1,09x10-5 a 2,98x10-4 - 89,0 a 108,1 68

Água naturais FIA-r Espectrofotométrica 1,00x10-6 a 5,00x10-5 2,15x10-6 80,0 a 112,2 
Propost

o 

aND, Não divulgado;  
b método da indução;  

PAPH:piridina-2-aldeído-2-piridilhidrazona; r-PLC: cromatografia em fase reversa. 
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Como pode ser verificada na Tabela 11, nas condições otimizadas o sistema de análise 

por injeção em fluxo proposto apresentou figuras de mérito comparáveis aos demais 

procedimentos descritos na literatura. A linearidade foi inferior apenas ao procedimento em 

batelada33. Já o limite de detecção foi comparável aos procedimentos que empregam 

espectrofotômetro como detector, enquanto aqueles que utilizam a espectrofluorímetro 

apresentaram um limite de detecção muito menor, característica esta inerente à técnica de 

detecção.

4.1.1 Análise comparativa 

A análise comparativa para a determinação de nitrito foi realizada empregando a 

metodologia em batelada, através do método de Griess-Ilosvay modificado26,54, com algumas 

alterações. 

Neste procedimento foi utilizada uma solução cromófora, de �-naftilamina, 1,74x10-2

mol L-1, sulfanilamida 1,48x10-2 mol L-1, dissolvidas em solução de ácido acético 1,74 mol L-

1. 

A curva analítica foi obtida entre as concentrações de 1,40x10-6 e 1,40x10-5 mol L-

1obtendo-se as absorbâncias em 516 nm após 20 minutos de efetuada a adição de reagentes. 

4.1.2 Análise de amostras 

O sistema de análise por injeção em fluxo com fluxo reverso proposto foi empregado 

para a determinação de nitrito em amostra de água e o resultado obtido no presente trabalho 

foi comparado com o resultado  empregando o procedimento comparativo com detecção 

espectrofotométrica. Aplicando-se o teste-t pareado para os resultados obtidos utilizando-se os 

dois procedimentos, verificou-se que não há diferença significativa entre os resultados 

encontrados a um nível de 95% de confiança. O erro de 21 % encontrado deve-se ao fato de 

que a análise da amostra foi realizada com os procedimentos em batelada e em fluxo em dias 

diferentes. Devido à instabilidade do nitrito que em solução, forma ácido nitroso, um 

composto volátil e portanto, as amostras devem ser analisadas em seguida a sua amostragem. 
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Os valores de recuperação encontrados no estudo da exatidão nos indicam que a matriz da 

amostra não interfere na obtenção do sinal analítico. 

Tabela 12 � Determinação de nitrito em amostras de águas empregando o procedimento 
proposto 

Amostra 
[NO2

-] / 10-5 mol L-1

Er / % Procedimento 
Comparativo (n = 2) 

Procedimento 
Proposto (n = 3) 

Água 2,99 ± 0,241 2,37 ± 0,453 21 

Er: erro relativo; tcal= 0,184; tcrítico= 12,70. 
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5. CONCLUSÕES 

_______________________________________________________________ 
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Os procedimentos em fluxo propostos para determinações de amônio e nitrito podem 

ser empregados como procedimentos analíticos limpos, apresentam satisfatória sensibilidade, 

precisão, exatidão e evitam, ainda, o contato do analista com compostos tóxicos. 

O sistema em fluxo utilizado para a determinação de amônio apresentou uma 

frequência analítica de 60 determinações por hora, enquanto que o sistema em fluxo reverso 

utilizado para a determinação de nitrito obteve frequência analítica de 45 determinações por 

hora.  

A quantidade consumida de reagentes foi baixa, sendo 0,52 mg de NaOH para cada 

determinação de amônio e 0,62 mg de sulfanilamida e 1,01 mg de �-naftilamina para cada 

determinação de nitrito.  

As metodologias em fluxo propostas para determinações de amônio e nitrito podem 

ser empregadas como procedimentos analíticos limpos,evitam, ainda, o contato do analista 

com compostos tóxicos. Para a determinação de amônio foi usado apenas NaOH como 

reagente, substituindo compostos fenólicos utilizados nas metodologias tradicionais, método 

de Berthelot ou compostos de mercúrio (reagente de Nessler). O nitrito foi determinado 

através da metodologia empregando reagente de Griess, utilizando fluxo reverso, no qual a 

amostra (água) em abundância é o carregador e os reagentes são injetados somente no 

momento de cada medida, sendo o seu consumo, minimizados. Para ambas a metodologias, o 

consumo de reagente foi baixo e a geração de resíduos minimizada. 

O presente trabalho apresentou satisfatória sensibilidade, precisão, exatidão e limites 

de detecção de 2,3 mg L-1 (amônio) e 9,89x10-2 mg L-1 (nitrito), abaixo dos limites máximos 

estabelecidos pelo CONAMA, sendo uma metodologia adequada para a detecção de amônio e 

nitrito em águas superficiais. 
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