Nitrogénio Amoniacal

Método colorimétrico de Nessler

1. Principio do método:

O reativo de Nessler (iodo-mercurato de potassio alcalino) € decomposto, na presenca de
amoniaco, em um composto (iodeto de dimercurioamonio) de cor variando entre vermelho-laranja
ao marrom, formando um precipitado. A reagédo ¢ feita em meio basico. E adicionado o tartarato
duplo de potassio e sbédio para retardar o aparecimento do precipitado. O composto formado pode
ser medido em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 450 nm.

2. Reagentes:

e Tartarato de potéssio;
¢ lodeto de mercdurio ll;
e lodeto de potassio;

e Hidréxido de sodio 6N;
e Cloreto de amonio.

3. Preparo das Solugdes:

e Reagente 1: tartarato de potassio 50%, com &gua destilada (509 de tartarato de potassio
para 100mL de agua destilada).

e Reagente 2: misturar 100g de iodeto de mercurio Il com 70g de iodeto de potassio e
dissolver em 300mL de agua destilada. Adicionar vagarosamente e com agitagdo constante
500mL de hidroxido de sodio a 32% (160g de NaOH para 500mL de agua destilada), apés
esfriar, completar o volume para 1000mL com agua destilada. Estabilidade de + 2 meses na
geladeira.

e Solucdo padrdo (1000mgN/L): dissolver 3,82g de cloreto de am6nio em &gua destilada e
completar o volume para 1000mL.

4. Procedimento:

Centrifugar ou filtrar a amostra;

Transferir 5SmL de amostra para um tubo de ensaio;
Adicionar 1 gota do Reagente 1 e agitar;

Adicionar 2 gotas do Reagente 2 e agitar;
Aguardar 10 min e fazer leitura a 450 nm

Calibrar o aparelho com branco.



Nitritos
Método colorimétrico da Alfanaftilamina
1. Solucdes:

Reagente 1: dissolver 8g de acido sulfanilico puro em 500mL de agua de agua destilada, adicionar
250mL de acido acético glacial e completar o volume para 1000mL com agua destilada.

Reagente 2: dissolver 5g de alfanaftilamina (N-(1-naftil)-etilenodiamina dihidrocloro) em 500mL de agua
destilada e adicionar 250mL de acido acético glacial. Homogeneizar bastante a solu¢cdo e completar o
volume para 1000mL com agua destilada; deixar descansar por 12 horas e filtrar a solucéo.

Padrdo 100 mg/L: dissolver 0,493g de nitrito de s6dio em 500mL de agua destilada e completar o volume
para 1000mL com agua.

2. Principio do método:

Sob condig¢bes acidas, o ion NO;', na forma de &cido nitroso reage com o grupo amina do &cido sulfanilico
para formar o sal diazdnico, o qual se combina com NED-dihidrocloro para formar um composto nitroso de
cor vermelha. A cor produzida é diretamente proporcional a quantidade de NO, presente na amostra, a
determinacéo dessa quantidade pode ser feita através de método colorimétrico com uso de padrdes ou do
espectrofotdbmetro a 520 nm de comprimento de onda.

3. Reacdes:
NH, N = NCI
+ HNO, + HCl — +  2H,0
SO;H SOzH
Acido sulfanilico Acido nitroso Sal diazénico (pH = 1,40)
Diazotacé&o
N = NCI
+ “ “ + HCI
SO;zH H,NCIC,H;NH;CI SO;zH H,NCIC,H;NH;CI
NED-dihidrocloro Composto nitroso (cor vermelha)  (pH ~ 2,50)

4. Procedimento:

Centrifugar ou filtrar a amostra;

Transferir 5mL de amostra para o tubo de ensaio;
Adicionar 2 gotas de reagente 1 e agitar;
Adicionar 2 gotas de reagente 2 e agitar;
Aguardar 10 min. e fazer a leitura a 520 nm;
Calibrar o aparelho com branco.



Nitrato

Meétodo colorimétrico da brucina

1. Solucgdes:

Reagente 1: Brucina a 2% com sulfato de sédio (2g de brucina para 98g de sulfato de sédio);
Reagente 2: acido sulftrico p.a.;
Padrédo 1000 mg/L: Dissolver7,22g de nitrato de potassio em 1000mL de agua destilada.

2. Principio do método:

A brucina com sulfato de sddio, em meio &cido, reage com o nitrato da amostra formando um
composto sulfonado de cor amarelo-palha que pode ser medida em espectrofotometro a 450 nm
de comprimento de onda.

3. Procedimento:

Centrifugar ou filtrar a amostra.

Adicionar 1,0 mL da amostra;

Colocar uma pitada de reagente 1 no tubo de ensaio e agitar;
Adicionar 4,0 mL de reagente 2;

Aguardar 10 min e fazer a leitura a 415 nm;

Calibrar o aparelho com o branco.



ANALISE E OPERACAO DO CROMATOGRAFO DE {ONS DIONEX.

O Dionex € um equipamento de cromatografia liquida por troca ibnica. Na
configuracao existente no LIMA, ele permite analisar:

Anions: F, CI, NO,, HPO,%, NOs, Br, SO,*
Cétions: Li*, Na*, K*, Ca®*, Mg**

Para usar o DIONEXe ter bons resultados vocé deve :

a) Filtrar as amostras com filtro de 0,20 um

b) N&o injetar amostras com bolhas

c) Controlar que ndo haja bolhas no sistema

d) Usar s6 agua ultra pura de resisténcia minima de 17,8MQ-cm para os padrdes e 0s
eluentes.

A cromatografia liquida € um método fisico-quimico de separagédo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que
estdo em contato intimo dentro de uma coluna cromatografica.

Os compostos sdo separados pela coluna trocadora de ions (FASE ESTACIONARIA), um
detector de condutividade ou U.V. conectado na saida da coluna mede a variagdo da
composicéo do eluente (FASE MOVEL), emitindo um sinal elétrico. Durante a passagem
da fase movel (eluente) sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sao
distribuidos entre as duas fases, de tal maneira que cada um dos componentes é
seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migragfes diferenciais destes
componentes

O sinal elétrico registrado na saida tem a forma de um pico, cada um dos picos é
caracterizado por um tempo de retengdo (tg) com uma area (Gausiana) que representa
um oposto da solugéo a separar. O conjunto dos picos representa 0 CROMATOGRAMA.

Na cromatografia por troca iénica (CTl), a fase estaciondria € normalmente, uma resina de
poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno, a qual sdo ligados grupos iénicos, como por
exemplo, o grupo (-SO5*) no caso do trocador de cétions, e o grupo(-NR3"), no caso do
trocador de anions . Os grupos iénicos tém um contra ion (com carga oposta ) que pode
ser deslocado pelos ions da fase modvel (eluente) de carga similar a ele. Por exemplo,
para uma resina trocadora de céations, tem-se o equilibrio entre o contra ion( Na*) e o
cation da amostra(M").

M+ R-SOsNa’" & Na’ + R-SOsM*

Exemplos caracteristicos dos compostos separados por (CTl) sdo acidos carboxilicos,
acucares, analgésicos, vitaminas, anions inorganicos e cations metdlicos. Contudo, esta
técnica pode ser também aplicada na separacdo de peptideos , aminoacidos e acidos
nucleicos que podem se ionizar em solugbes com pH devidamente tamponado. Existem
varias fases estacionarias que permitem tal separacéo.



