UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE QUIMICA

=

RAPHAEL SEITI MIURA MONFORTE

ADAPTACAO DO METODO DE
DETERMINACAO DO §'°N DO ION NITRATO
EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL

Orientadora: Prof. Dra. Poliana Dutra Maia

Co-orientadora: Prof. Dra. Valéria Regina Bellotto

Brasilia - DF
Margo/ 2014



RAPHAEL SEITI MIURA MONFORTE

ADAPTACAO DO METODO DE
DETERMINACAO DO 8N DO {ON NITRATO
EM AMOSTRAS DE AGUA SUPERFICIAL

Dissertacdo apresentada a Universidade
de Brasilia, como parte das exigéncias
do Programa de PoOs-Graduagdo em
Quimica, para obtencdo do titulo de

Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof. Dra. Poliana Dutra Maia

Co-orientadora: Prof. Dra. Valéria Regina Bellotto

Brasilia - DF
Marco/ 2014



S=

Univers dade de Brasilia — [ratduto da Quimica

COMUNICADO

Comunicamos a aprovacdo da Defesa de Dissertagdo de Mestrada
do (a} aluno {a) Raphael Seiti Miura Manforte, matricula n2 11/0165110,
intitulada “Adaptacfo do Método de Determinagdo do 5N do fon Nitrato em
Amaostras de Agua Superficlal’, apresentada na Instituto de Quimica (I3} da

Universidade de Brasilia (UnB) em 20 de margo de 2014,

Yo, Dubio v
Prof? Dr2 Poliana Dutra Mala
Presidente de Banca [10,/UnB)

Clalrace aigeol Nodaet,
Y/ Prof Dr2 Gabriela Bielefeld Nardoto
Memhbro 'ﬁtu!arjfUP { UnB)
I T
Prof? Dr, Alexandre Fonseca
Membra Titular {IQ/UnB)

Prof? Or. Jez Willian Batista Braga
Membro Suplente (IC/UnE)

Em 20 de marco de 2014.

Cals Frstal 4475 - CEP; TRRCH-370 - Braslia - OF - 23510
3 BT 3107-3505
H  wasurbbelyng P i ek b



FICHA CATALOGRAFICA

Monforte, Raphael Seiti Miura

Adaptacdo do método de determinacdo do &N do ion nitrato em amostras de
agua superficial /Raphael Seiti Miura Monforte; Orientacdo: Poliana Dutra Maia. —
Brasilia, 2014. 86.

Dissertacao de Mestrado (Ms) — Universidade de Brasilia / Instituto de Quimica,
2014.

1. Nitrato 2. Aguas superficiais 3. Razdo isotdpica 3. §°N

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Monforte, R. S. M. Adaptacdo do método de determinacdo do &°N do fon nitrato
em amostras de agua superficial. Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia-
Brasilia, 2014; 86p. Dissertacao de Mestrado.

CESSAO DE DIREITOS
NOME DO AUTOR: Raphael Seiti Miura Monforte

TITULO DA DISSERTACAO DE MESTRADO: Adaptacdo do método de determinacéo
do 3N do ion nitrato em amostras de agua superficial. GRAU: MESTRE. ANO: 2014

E concedida & Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desta
dissertagdo de mestrado e para emprestar ou vender tais cOpias somente para
propésitos académicos e cientificos. O autor reserva os outros direitos de publicacdo e
nenhuma parte desta dissertacdo de mestrado pode ser reproduzida sem a
autorizacao por escrito do autor.

Raphael Seiti Miura Monforte
(61) 98436349

E-mail: raphaelmonforte@gmail.com



DEDICATORIA

A minha esposa, Lis, pelo seu amor,
compreensao e carinho, aos meus
pais pelo seu inestimavel apoio, e ao
meu filho, Igor, pela alegria de todos
os dias.



AGRADECIMENTO

Ao meu mestre da Vida, Dr. Daisaku lkeda, pelos maravilhosos incentivos que
possibilitaram o término desta Dissertacéo de Mestrado.

Aos meus pais pelo carinho, dedicagdo, apoio em todos os momentos cruciais de
minha vida.

Ao meu amor, Lis, pela sua benevoléncia, amor e incentivos. Obrigado por me
incentivar sempre.

Ao meu filho Igor, por me trazer alegria e persisténcia necessaria para continuar e lhe
garantir um futuro melhor.

A minha sogra e sogro, Dona Cida e Sr. Juarez, e meus cunhados pelo incentivo e
pela ajuda nas horas dificeis.

A minha orientadora, Prof. Dra. Poliana Dutra Maia, pela sua humanidade e
espléndida compreensdo e experiéncias compartilihadas e pelo esfor¢co dedicado a
elaboracdo deste trabalho.

Ao Prof. Dra. Valéria Regina Bellotto pela, sua inestimével ajuda, apoio e por viabilizar
a utilizacdo das dependéncias do Laboratorio AQQUA 1Q/UnB.

Aos professores Jez, Alexandre, Ana Cristi e Fernanda pela ajuda e palavras trocadas
em todos 0s momentos.

Ao professor Fernando Sodré, por ceder-me o seu sistema extrator, alma do trabalho
aqui realizado.

Ao professor Roberto do Laboratorio de Estudos Geocronoldgicos Geodindmicos e
Ambientais IG/UnB, pelas inestimaveis contribuicdes para com esse trabalho.

Aos amigos do AQQUA em especial Jodo, Rafael, Tati, Daniel, Carla, Gabi, Lorena,
Rosy, Lilian, Everaldo, Joyce, Nancy, Arthur e aos agregado Douglas, Tony.

Aos amigos Rachel, Eduardo, Ge e Mansine pela ajuda, incentivo e atencdo de todos
0S momentos e, também, com a ajuda na instrumentacdo dos equipamentos do
Laboratério de Estudos Geocronologicos Geodinamicos e Ambientais IG/UnB.

Aos meus amigos do NdO de Brasilia, da DUni, do Grupo Gajokai, todos da Soka
Gakkai por nunca terem me deixado falhar.

Ao meu avo, Sr. Hitoshi Miura, exemplo de esfor¢o e persisténcia, como primeiro neto
a terminar um Curso de Mestrado.

A Dra. Michelle Vilela pelos incentivos e inestimavel ajudas na forma desse trabalho.
A CAPES pela bolsa concedida.
Ao Laboratorio de Geocronologia IG/UnB pelo uso dos equipamentos e estrutura.

Ao Instituto de Quimica da UnB pela oportunidade e pela estrutura.

Vi



“Nao existem budas que ficam sofrendo eternamente na pobreza. Também nao
existem budas cruéis ou malvados como n&o existem budas fracos ou
derrotados na vida. Buda € um outro nome para uma pessoa que esta

determinada a vencer ndo importa o que acontega.”

Daisaku lkeda

Vi



RESUMO

O monitoramento da concentracdo de nitrato (NOz’) e a identificacdo de
suas fontes naturais e antropicas em ambientes aquéticos € fundamental para
assegurar a qualidade da agua devido ao risco de saude que esse ion pode
representar para a populacédo. A utilizacdo do isétopo estavel de N por meio da
razao isotdpica °N:*N é uma ferramenta importante para estudar as diferentes
fontes de NO3  nos mananciais. No Brasil, esse tipo de analise em amostras de
agua ainda é incipiente, de forma que esse trabalho tem o objetivo de testar a
metodologia de analise das variacGes isotopicas de N (**N:*N) em NOz
provenientes de amostras de agua superficiais naturais. As amostras de agua
foram coletadas em mananciais superficiais do Distrito Federal e no lago Paranoa
em julho de 2013. Os parametros fisico-quimicos foram determinados no ato da
coleta, e, depois de preparadas, as amostras foram submetidas a andlise das
variacdes isotdpicas de nitrogénio em NO3™ através de uma pré-concentracdo do
analito por extracdo em fase sélida, seguido de eluicdo do cartucho, neutralizacéo
do eluido com Ag.0, liofilizagdo e medigdo do &N como AgNO3 ) em um
espectrdmetro de massa de razdo isotépica com fluxo continuo. Esse
procedimento também foi realizado para amostras padrées, como testemunhas. As
solucBes padrdes foram preparadas nas concentracbes 88,53, 44,27, 4,88, 4,43,
2,44 e 1,22 mg-NOs.L?, a partir do sal de KNO3 (8 =— 4,20 + 0,069 %o) e tiveram
uma recuperacgédo variando 74,49 a 115,58%. A variagdo do d'°N para as amostras
padrbes de concentracdo 4,43, 2,44 e 1,22 mg-NOs.L* foi de -3,02 a -2,30%,
apresentando um fracionamento de cerca de 1%, quando comparado com o valor
de 0'°N do KNOs ) (6 =— 4,199 a + 0,069%o). Esse fracionamento € proveniente
do método, principalmente, durante as etapas de pré-concentragdo e eluicdo do
analito com HCI 3 mol.L't, Nas amostras naturais, esse fracionamento isotopico
ndo interferiu significativamente na interpretacdo das assinaturas isotopicas e
apresentou 8*°N variando de 10,14 a 14,35 %.. Assim, a sequéncia analitica para a
determinagcdo do ©™N-NO3z em agua se mostrou adequada e bastante
interessante, pois foi possivel quantificar 81°N-NOs" em amostras naturais com

baixas concentracbes desse ion (6 mg.L1).

Palavras-chave: Nitrato, aguas superficiais, razéo isotépica, 5*°N
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ABSTRACT

The monitoring of the concentration of nitrate (NO3z’) and identification of its
natural and anthropogenic sources in aquatic environments is fundamental to
ensuring the quality of water due to health risk that this ion can represent to the
population. The use of N stable isotope by isotope ratio °N:**N is an important
tool for studying the different sources of NOs™ in springs. In Brazil, this type of
analysis in water samples is still in its infancy, so this work aims to test the
methodology to analyze the isotopic variations of N (**N:*N) in NOz  from
samples of natural surface water. Water samples were collected from surface
springs of the Federal District and Lake Paranoda in July 2013. Physicochemical
parameters were determined at the time of collection, and, after preparation, the
samples were subjected to analysis of isotopic variations of Nitrogen from NO3
by pre-concentration of the analyte in a solid phase extraction followed by
elution of the cartridge, neutralizing the eluate with Ag20, lyophilization and
measurement of 5'°N as AgNOz (s) on a mass spectrometer with continuous flow
isotope ratio. This procedure was also performed for samples patterns as
witnesses. The standard solutions were prepared at concentrations of 88.53,
44.27,4.88, 4.43, 2.44, and 1.22 mg-NOs".L* from the salt of KNOs (6 =-4 20 +
0.07 %o0) and had a recovery ranging from 74.49 to 115.58 % . The variation of
O®N patterns for samples concentration at 4.43, 2.44, and 1.22 mg-NOs".L*
was from -3.02 to -2.30 %o , with a fractionation of about 1 % when compared to
the value of 3*°N of KNOz (s) (0 = - 4.199 to 0.069 * %o). This is derived from the
fractionation method, especially during the stages of pre-concentration and
elution of the analyte with HCI 3 mol.L. In the natural samples, the isotopic
fractionation from the method did not significantly interfere in the interpretation
of isotopic signatures and presented d*°N ranging from 10.14 to 14.35 %o. Thus,
the analytical result for determining the 3*®*N-NO3z" in water was adequate and
quite interesting, since it was possible to quantify 3°N-NOs" in natural samples

with low concentration of this ion (6 mg.L™1).

Keywords: Nitrate, surface water, isotope ratios, 6°N
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1. INTRODUGCAO

O ciclo da agua associado aos ciclos do carbono (C) e do nitrogénio (N)
representam 0s principais processos na compreensdo dos comportamentos
biogeoquimicos terrestres e aquaticos (Galloway, et al. 2004; Lohse et al. 2010). Nos
compartimentos aquaticos, superficiais e subterraneos, observa-se o desequilibrio
do ciclo do N ocasionado pelo uso de corretivos agricolas (adubacdo quimica e
organica) e agrotoxicos (inseticidas, herbicidas, fungicidas, etc), pela presenca de
esgotos tratados ou nao tratados, pelo excesso de excremento de animais
provenientes da expansdo da pecuaria e pelo aumento de Oxidos de nitrogénio
atmosférico (Aravena & Robertson 1998; Curt et al. 2004; Liu et al. 2006; Lohse et
al. 2010).

Além disso, segundo Rockstrom e colaboradores (2009) existe uma tentativa
de estabelecer valores de seguranca para atividade antropogénica onde a
humanidade pode operar para nove processos ambientais basicos como, mudancas
climaticas, acidificacdo dos oceanos, esgotamento da camada de ozonio, limites
maximo biogeoquimicos para os ciclos do nitrogénio e fésforo, uso global da agua,
mudancas no uso do solo, perda da biodiversidade, cargas de aerossois
atmosféricos e poluicdo quimica que, tendo os seus limites ultrapassados, podem
ameacar a sustentabilidade da Terra. Trés desses processos ambientais
apresentam seus limites de seguranca ultrapassados sendo eles: mudancas
climaticas, perda de biodiversidade e excesso de compostos reativos de nitrogénio

no ambiente.

No que se refere ao desequilibrio de N, as consequéncias sdo sentidas
diariamente, tendo como um exemplo de consequéncia, 0 aumento das
concentracbes do ion nitrato (NOs) em ambientes aquaticos, ocasionando a
diminuicdo do oxigénio dissolvido (acarretando a mortandade dos organismos,
inclusive peixes); a eutrofizacdo (ocasionando a proliferacédo de algas que podem
produzir toxinas) e a acidificagcédo dos corpos d’agua, tendo como consequéncia a
diminuicdo da qualidade da 4gua dos mananciais (Kendall 1998; Silva et al. 2000;
Curt et al. 2004).



Segundo Garcia et al. (2010), a quimica do nitrogénio no ambiente provoca
efeito em cascata, uma vez que sofre transformagdes quimicas e transita entre
varios compartimentos ambientais, e gerar varios problemas dentre eles: a
formacdo de ozoénio troposférico, principal poluente gasoso que afeta a salde da
populacdo; a formacdo de peroxiacetilnitrato (PAN), devido a reagdo do gas NO:2
com moléculas orgéanicas, composto toxico que estabiliza e transporta o nitrogénio
reativo para zonas rurais; a formacao de acido nitrico (HNO3), a partir da reacao de
radicais OH com o NOz, que pode retornar ao solo por processo de deposi¢céo seca
ou Umida e vir a reagir com espécies basicas inertes presentes no solo, como Al203
ou PbO liberando espécies toxicas aos vegetais (AlI**) ou ao homem (Pb?*); e varias

outras que podem até causar efeitos na camada protetora do 0z6nio na estratosfera.

No que se refere ao uso da agua para consumo humano, verifica-se que
mananciais superficiais sao utilizados como areas de captacdo de agua no Brasil.
Nesse sentido, existe a necessidade de verificar a qualidade da agua fornecida a
populacdo. Dessa forma, a concentracdo de NOs na &gua representa ponto
importante para identificar a possibilidade de consumo da mesma. Concentragdes
maiores que 10 mg-N/L, podem provocar riscos a saude humana (Portaria MS n°
2.914/2011). Dentre os principais problemas de saulde relacionados aos valores
elevados de NOsz destacam-se: a metemoglobinemia que ocorre quando a
capacidade da hemoglobina de transportar oxigénio € blogueada por nitritos,
causada pela conversao de nitratos no estbmagos, causando privacdo de oxigénio e
levando ao sufocamento (Harte et al., 1991); cancer de estbmago, devido a reagao
do nitrito com componentes organicos naturais e sintéticos produzindo compostos N-
Nitroso, que sdo carcinogénicos; disturbios reprodutivo (Car e Neary, 2008); e, além
disso, evidéncias epidemiol6gicas apontam para risco a funcdo tireoidiana,
associados a ingestao de agua com elevadas concentracdes de nitrato (Van Maanen
et al.,, 1994). Atualmente, poucas agéncias de agua adotam qualquer abordagem
para diminuir os teores do componente N-Nitroso na agua potavel (ANA, 2011). No
entanto, observando os efeitos nocivos que esse composto pode causar a
humanidade, o monitoramento da concentragcdo de NOs™ e a identificacdo de fontes
naturais e antropicas de N em ambientes aquaticos € fundamental para assegurar a

qualidade da agua para abastecimento publico.



Tradicionalmente os métodos para distinguir as principais fontes de nitrato
nas aguas requerem uma investigacao do uso e ocupacgdo do solo, bem como, um
estudo das caracteristicas hidrolégicas e biologicas do manancial (Chang, et al
2002). Entretanto, esses resultados poderiam ser mais completos se contassem com
uma outra ferramenta, o uso da geoquimica isotbpica, como por exemplo, a
utilizacdo do is6topo estavel de nitrogénio, por meio da razéo isotdpica 5°N/514N
(Heaton 1986; Kendall 1998; Silva et al. 2000; Curt et al. 2004; Petita et al. 2009;
Lohse et al. 2010). Essa ferramenta oferece a oportunidade de conhecer as
diferentes fontes de ion de nitrato a partir de suas concentracdes. Assim, a partir dos
valores de 3*°N, é possivel identificar se este é proveniente de fertilizantes sintéticos,
ou se o N é proveniente de solos organicos (Kendall, 1998) ou se h& presenca de
excrementos de origem humana ou animal (Rogers et al., 2012) dentre outros.
Esses valores irdo depender diretamente de algumas caracteristicas locais como,
altitude (Rogers et al., 2012), tipo de solo, vegetacao e clima (Nardoto et al., 2014) e
interferéncias de origem antropogénicas como o0 despejo de esgoto humano e
excrementos de animais que também estd diretamente relacionado com o tipo de
dieta encarada (Nardoto et al., 2006; Rogers et al., 2012). Desse modo, foi verificado
gue os excrementos de origem animal apresentam variacdo do variacaoisotopica,
3N, diferente do encontrado para excremento de origem humana. Além disso, os
valores para o 8N nos efluentes de aves, laticinios e porcos apresentaram

diferencas significativas (Rogers et al., 2012).

Diante do exposto, a geoquimica isotbépica também pode fornecer
informacdes sobre a identificacdo de contaminantes em ambientes aquaticos com
possibilidade de tracabilidade da pluma de percolacdo. Essas informacfes sao
fundamentais para a elaboracdo de politicas publicas sobre a utilizacdo e
preservacdo de mananciais superficiais e subterraneos que podem representar uma

fonte de abastecimento publico de agua.

No Brasil, analises de >N em amostras de agua estdo em crescimento.
Atualmente, alguns laboratorios universitarios vem implementando diversos métodos
analiticos na determinacdo de diferentes composi¢cdes isotopicas para a
compreensao de processos geoldgicos, hidrogeoldgicos e hidrogeoquimicos.

Tracadores isotopicos como o O, H e Sr para verificar interacées entre as aguas
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pluviais, superficiais e subterraneas estdo sendo utilizados de forma inovadora

nessas instituigoes.

2. OBJETIVOS

Os Objetivos deste trabalho foram:

i. Adaptar o método analitico para a determinacdo do §*°N proveniente do
ion nitrato (NOs") em amostras de aguas superficiais;

ii. Aplicar o método de determinacdo do 3'°N-NOz” em amostras naturais
(mananciais superficiais do Distrito Federal e no lago Paranod) com

baixa concentracéo de nitrato.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.0 ciclo do nitrogénio e implicagfes atuais

Na natureza observa-se a formacéo de varios compostos quimicos contendo
o elemento quimico nitrogénio (N), pois 0 mesmo possui grande capacidade de fazer
ligagbes quimicas, com numeros de oxidacdo variando de (-3) a (+5) (Baird, 2002;
Martins et al., 2003).

Na atmosfera terrestre, o N é o0 elemento quimico mais abundante
contribuindo com aproximadamente 78% de sua composi¢cdo. A molécula de N2 é
extremamente estavel e quase ndo desempenha papel quimico importante, exceto
na termosfera (altitude maior que 90 km) onde pode ser fotolizada ou ionizada (Baird
2002; Martins et al., 2003). Os constituintes minoritérios, tais como 6xido nitroso
(N20), oxido nitrico (NO), diéxido de nitrogénio (NO2), &cido nitrico (HNO3) e ambnia
(NHs) sdo quimicamente reativos e podem influenciar na formacdo e precipitacao
acida (chuva acida), contribuindo para a poluicdo atmosférica (smog fotoquimico),
aerossois atmosféricos, com consequente deplecdo da camada de ozbnio. Além
disso, os oxidos de nitrogénio, NO e NO2, sdo rapidamente interconversiveis e
existem em equilibrio dindmico (NOx = NO + NO2) e, por conveniéncia, a soma das
duas espécies € geralmente referida como NOx. Portanto, a atmosfera é o principal
reservatério de N2, embora as plantas e animais ndo possam utilizar o N desta fonte
diretamente. Assim, 0s animais necessitam do N associados aos compostos
organicos (aminodacidos e proteinas), enquanto que plantas e algas utilizam esse N
na forma do ion nitrato (NO3) ou ion aménio (NH4*) (Baird 2002; Martins et al.,
2003).

7z

O ciclo do nitrogénio, € um dos mais importantes e complexos dos ciclos
globais, pois descreve uma dindmica entre as interfaces da atmosfera, solo e agua
(Baird 2002; Martins et al., 2003). A fixacdo de nitrogénio consiste na transformacao
do N2 da atmosfera em outros compostos de nitrogénio e pode ocorrer por diferentes
processos, sendo eles: fixacdo bioldgica, fixacdo por meio de reacdo provocada por
descargas de relampagos, quando o N2 pode ser convertido em amdnia e espécies
oxidadas e fixacao industrial de nitrogénio, como por exemplo a produgédo de amonia

ou acido nitrico.



Além disso, o nitrogénio também pode ser oxidado a nitritos (NOz2") ou nitratos
(NO3") por meio do processo de nitrificacdo, o qual é mediado por certas bactérias e
pode ser resumido nas reacfes quimicas 1 e 2. Os o6xidos nitrico (NO) e nitroso
(N20) séo subprodutos destas reagdes, as quais também contribuem para a emissao

destes gases para a atmosfera (Baird 2002; Martins et al., 2003).

2NH4*+ 302 > 2NO2 +2H20 +4 H" (1)
2NO2 + 02 —» 2 NOs3 (2)

As bactérias, plantas e algas convertem 0s compostos inorganicos de
nitrogénio a espécies organicas, tornando o nitrogénio disponivel na cadeia
alimentar. Nos animais, em processo de respiracao celular, os compostos organicos
sdo transformados, retornam ao solo como excremento (amdnia ou ion aménio) e
podem ser absorvidos por plantas. Quando os organismos morrem, certas bactérias
sdo capazes de converter 0s compostos organicos contendo nitrogénio em nitrato,
amonia ou, por uma série de rea¢des quimicas, em nitrogénio molecular, quando,
entdo, retorna a atmosfera (Baird 2002; Martins et al., 2003). O mesmo nitrogénio
incorporado aos alimentos na forma de proteina, base da alimentacdo do homem,
tem como destino final o ambiente, segundo a lei da conservacdo de massa (Garcia
et al.,, 2013). Assim, a maior parte do nitrogénio presente nos alimentos volta ao
ambiente na forma de produtos resultantes da degradacdo biolégica induzida na

estacdo de tratamento esgoto ou por processos biogeoquimicos em corpos de agua.

A importancia do processo de fixacdo de nitrogénio vem sendo discutida ha
varias décadas. Crookes (1898) relatou que a fixacdo do nitrogénio era de vital
importancia para o progresso da humanidade civilizada e que a fixagdo do nitrogénio
seria uma grande descoberta para 0s quimicos. Esse discurso se baseava
principalmente na necessidade de producédo de fertilizantes, que na época era um
grande problema global ameacando o desenvolvimento da humanidade. Para a
producdo desses fertilizantes havia a necessidade do nitrogénio em sua forma

reativa, escasso na época (Garcia et al., 2013).

A necessidade de producdo de fertilizantes, e de outros produtos quimicos
gue necessitavam de nitrogénio reativo, cresceu muito e no final do século XIX,

devido ao aumento expressivo da populacdo mundial naquela época e a
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necessidade de producédo de alimentos em escala cada vez maiores para suprir a
populacdo. Era notério que existia algum fator que afetava o crescimento dos
vegetais, dificultando a producdo e produtividade. Nesse sentido, a comunidade
cientifica se mobilizou para entender qual era o problema no solo que afetava os
vegetais. A importancia do nitrogénio para o desenvolvimento vegetativo entéo foi
confirmada, sendo um passo importante para o0 estabelecimento das bases
agroquimicas (Keeney et al., 2008). A partir dessas descobertas, reconheceu-se a
necessidade de repor o solo com nitrogénio apos cada colheita. Essa reposicao
provinha de excrementos de animais e de salitre (NaNOs KNO3) obtido de minas no
deserto do Chile. No entanto, essas fontes ndo poderiam suprir toda a necessidade
infinitamente. Assim, no século XX, a sintese e a producdo comercial de amonia
surgiu para resolver os problemas da necessidade de fertilizantes quimicos (Garcia
et al., 2013).

Um paradoxo foi formado apds aproximadamente um século do discurso de
Crookes (1898). Enquanto na época a necessidade de nitrogénio reativo era a
principal medida a ser tomada para o desenvolvimento da humanidade, Rockstrom
et al. (2009) e Rockstrom (2009), com o intuito de estabelecer potenciais processos
ambientais que podem comprometer a salude do planeta, ressaltam que 0 excesso
de nitrogénio reativo disperso no ambiente é colocado junto com dois outros
processos ambientais, mudancas climéticas, perda de biodiversidade, que merecem
atencdo especial pelo alto potencial em interferir na capacidade do planeta de

sustentar a vida humana nos préximos anos.

Nesse sentido, o entendimento do ciclo do nitrogénio e suas rela¢cées com o
meio ambiente sdo importantes em todo o mundo. No que se refere a América
Latina, Austin et al. (2013), observaram que existem muitos indicadores sociais na
América Latina, de forma similar aos paises desenvolvidos, tais como a urbanizacéo
descontrolada, a producdo agricola, a desigualdade social e a destruicdo de
recursos naturais que sao responsaveis pela alteracéo do ciclo do nitrogénio. Essas
alteracdes estdo relacionadas ao aumento da fixagdo de nitrogénio reativo total no
planeta, que praticamente dobrou no ultimo século tendo como consequéncia o
aumento desordenado de N que afetam os solos, a atmosfera e os recursos hidricos

em zonas temperadas (Galloway et al., 2008). Além disso, 0 excesso de nitrogénio



originado de acdes antropogénicas pode causar deficiéncia desse nutriente em
outras regides, como € o0 caso da utilizagcdo do salitre do Chile existente nos

desertos da regido que é transportado ao longo de toda américa latina.

Além da pratica de introducéo de fertilizantes em areas agricolas, a queima
de biomassa para preparar a terra para plantio € uma pratica que transfere uma
grande quantidade de nitrogénio reativo da terra para a atmosfera, que € depois
redistribuido regionalmente (Trebs et al., 2006). Em adi¢cdo aos males da saude que
sdo causados com a queima de biomassa, estdo 0s problemas causados com o
retorno do nitrogénio reativo da atmosfera para os ecossistemas aquéticos e

terrestres, via deposicdo Umida e seca (Austin et al., 2013).

Outro ponto importante que é uma questdo também paradoxal sobre a
sustentabilidade ambiental, no que se refere a fixacdo de nitrogénio mundial, e
também na América Latina, é a utilizacdo de biocombustiveis os quais surgiram na
tentativa de estimular a sustentabilidade ambiental, ja que diminuiria a queima de
combustiveis fosseis. No entanto, a producdo de cana-de-agUcar teve um
crescimento enorme no Brasil, aumentando o uso de corretivos e fertilizantes, sendo
também causadora de aumento de fixacdo de nitrogénio reativo no ambiente.
Segundo Garcia et al. (2013), estudos ainda precisam ser realizados para entender
as vantagens reais do uso de biocombustiveis e de como esses devem ser

produzidos para garantir a sustentabilidade do ambiente.

3.2. Principais compostos de nitrogénio

A amonia (NHs), apesar de ter um tempo de degradacéo relativamente curto,
de aproximadamente 10 dias, € o terceiro composto de nitrogénio mais abundante
na atmosfera, ficando atrds apenas do N2 e N2O. A sua concentracéo é variavel no
espaco e no tempo, na faixa de 1-10 mL/m3. As suas principais fontes sdo a
decomposicao enzimatica da uréia proveniente de urina e excremento de animais,
emissao pelo solo, queima de biomassa e perdas durante a producao e aplicacéo de
fertilizantes, que representam a emissao global de cerca de 104,5 Mt N/ano como
amonia. Assim, o uso de fertilizantes inorgénicos e a produgcdo de excremento,
particularmente em areas onde ha concentragdo ou confinamento de animais,

aceleram a emissédo de amonia pelo solo, devido ao aumento das concentracdes de
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NHs e NH4*. Além disso, a amdnia é um gés naturalmente alcalino, sendo de grande
importancia na neutralizacéo da chuva acida na atmosfera (equacao 3). A conversao
para aerossois, através da reacdo de amonia com H2SO4 e HNOg, resulta, portanto,
na formacao de sulfatos e nitratos, sob forma de particulas, as quais sdo removidas

do ar atmosférico por deposicédo seca ou umida (Baird 2002; Martins et al., 2003).
2 NH3 + H2SO4 — (NH4)2S0a4 (3)

O oxido nitroso (N20) tem um tempo de vida global na atmosfera de 130-150
anos, é considerado um gas estufa e é relativamente inerte na troposfera.
Entretanto, configura-se na principal fonte de nitrogénio reativo na estratosfera. A
remocao de N20O da atmosfera ocorre primariamente através da fotdlise (reacao 4) e,
em menor extensdo, pela reacdo com oxigénio atdbmico na estratosfera (reacéo 5),
que resulta na formacdo de NO e de N2 e O2. Através destas reacgdes, o oxido
nitroso contribui para a deplecdo da camada de ozbnio. Além disso, esse 6xido é
liberado para a atmosfera do solo e da 4gua, sendo os solos tropicais importantes
fontes naturais deste gas. Varias fontes antropicas contribuem com o aumento da
concentracdo do N20 atmosférico sendo elas: o uso de fertilizantes na agricultura
(em maior escala), atividade industrial, queima de biomassa totalizando uma
emissdo global de cerca de 23,7 Mt N/ano como 6xido nitroso (Baird 2002; Martins
et al., 2003).

N20 + hv > N2 + O (4)
N20 + O > 2 NO (58%) (5a)
N20 + O > N2 + O2 (42%) (5b)

A grande concentracdo de 6xido nitrico (NO) e outros Oxidos de nitrogénio
(NOx) presentes na atmosfera resulta principalmente da queima de combustiveis
fésseis, queima de biomassa e emissdes pelo solo devido a processos bioldgicos
(Baird 2002; Martins et al., 2003). Outras fontes (e.g. descargas de relampago,
oxidacdo de amonia e emissdo por oceanos) contribuem, em menor escala, com o
aumento da concentragdo de Oxidos de nitrogénio na atmosfera. O conjunto destas

fontes representa a emisséao global de cerca de 64 MtN/ano como NOx.



Os oOxidos de nitrogénio tém um papel relevante na formacdo de oz6nio na
troposfera, que ocorre por uma sequéncia complexa de reagbes fotoquimicas,
envolvendo, principalmente, didéxido de nitrogénio (NO2), hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos e luz solar (Baird 2002; Martins et al., 2003). A fotolise do NO2 é a principal
rota conhecida na formacéo de oz6nio na troposfera, o qual, na auséncia de outras
espécies oxidantes, converte 0 NO (6xido nitrico) a NOz2, resultando num estado
fotoquimico estacionario no qual a concentracdo de ozbnio tende a se manter
constante. Dessa forma, os 6xidos de nitrogénio participam de uma série de reacdes
que produzem &cido nitrico, contribuindo para o aumento da acidez da chuva (Baird
2002; Martins et al., 2003).

O acido nitrico e nitratos presentes na troposfera sdo solubilizados na fase
aguosa atmosférica (e.g. nuvens, chuva e neblina) e removidos da atmosfera em
processo de deposi¢cdo umida (Baird 2002; Martins et al., 2003). Outro exemplo de
processo de remocdo de Oxidos de nitrogénio € a absorcdo por plantas. Neste, o
oxido nitrico (NO) é consumido mais lentamente que o diéxido de nitrogénio (NO2) e
acido nitrico (HNOg3).

3.3.Fundamentacéao técnica dos isétopos estaveis

Os is6topos sao elementos quimicos que ocupam a mesma posicao na tabela
peribdica, no entanto, apresentam massas diferentes, mas, especificamente,
nameros de néutrons diferentes (Fry, 2006; Martinelli, et al., 2009), sendo que 0s
isétopos estaveis sdo aqueles que nao emitem radiacdo, por emissdo de energia ou

particulas.

A abundéancia dos isétopos estaveis, geralmente, € inversamente proporcional
a sua massa, ou seja, isétopos mais leves, com massa atbmica menor, tem uma
abundancia maior (Martinelli, et al., 2009). Além disso, por apresentarem massas
atdmicas diferentes, reagem de forma diferente devido a mudanca de suas
propriedades fisicas, entdo, pode-se dizer que os is6topos mais pesados sao “mais
lentos” ou requerem uma energia maior para reagir quimicamente. Essa
caracteristica permite usa-los como tracadores ambientais, pois € possivel verificar a
variacdo da razéo isotopica, conforme a mobilidade e/ou reatividade do elemento

qguimico nos diferentes ecossistemas.
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Nos isOtopos estaveis a razdo isotOpica é expressa pela relacdo entre o
isétopo mais raro e o isétopo mais abundante conforme a equacéo (6).

R = Abundancia do Is6topo mais raro . 15 ©)
"~ Abundancia do Is6topo mais abundante T 14y

Assim, uma mudanc¢a no valor de R, implica em uma mudanga na razdo de
isétopos, leves elou pesados, e que, geralmente, estd associado com algum
fendmeno fisico e/ou quimico. Por exemplo, em uma reacdo quimica, a velocidade
de reacao € ligeiramente distinta para cada isotopo, pelo fato de possuirem massas
diferentes, ou seja, as razbes isotdpicas do produto tender-se-do para valores
diferentes a do reagente. (Criss, 1999; Martinelli, et al., 2009). Como as diferencas
entre essas razdes sdo pequenas e muito proximas, torna-se de dificil interpretacao.
Portanto, foi proposta a utilizacdo de uma notacdo numérica que utilizasse a razao
entre as Razbes Isotopicas da amostra, Ramosra, € a razdo de um padrdo
internacional, Rpadrao conforme explicitado na Tabela 1 a qual é representada pela

letra grega & em partes por mil. Assim, definiu-se a notagéo §, expressa na equacao

(7).

§%o = (Rm—f - 1) x 1000 @)

padrio

Tabela 1- Abundéancia, padrdo internacional e razdo do padréo internacional, R, para os principais
isétopos de nitrogénio (modificado de Fry, 2006)

Elemento Isétopo Abundancia Padréo internacional Rpadrao (%o)
quimico relativa(%)
Nitrogénio 14N 99,635
Nitrogénio I5N/4N =
Atmosférico, N2 (Ar) 0,0036765
5N 0,365

Os valores obtidos pela notagdo § sdo consequéncias de reacfes fisico-
guimicas e/ou biolégicas que ocorrem na natureza e que alteram a razao isotopica
do nitrogénio, denominado como fracionamento isotdpico (Pereira, et al.,, 2007;
Martinelli, et al., 2009). Isso ocorre porque as massas atdmicas e as forcas das
ligagbes quimicas sdo isotopicamente dependentes. Entretanto, isotopos de um

mesmo elemento quimico podem ter propriedades fisica e quimica ligeiramente
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diferentes o que podem resultar em um fracionamento isotopico dependente da
massa (Cravotta, 1997). Esse tipo de fracionamento é observado em baixas
temperaturas e tendem a desaparecer com o aumento da temperatura (Kendall e
Caldwell, 1998).

De fato, o fracionamento isotépico pode ser ocasionado por meio de:

i) reaclOes reversiveis de equilibrio (Kendall, 1998) que, geralmente, estdo
associados as reacdes fisico-quimicas (Bohlke, 2003). Assim, durante as
reacoes de equilibrio, isétopos pesados, geralmente, se acumulam,
preferencialmente, em espécies ou compostos quimicos que apresentam

elevado estado de oxidagao (Kendall e Caldwell, 1998).

i) reacdes cinéticas unidericonal (irreversiveis) as quais favorecem a formacao
de produtos isotopicamente mais leves (Mariotti et al. 1981 apud Fenech et
al., 2012) e tem sido atribuido ao aumento da estabilidade das moléculas que
contém isotopos pesados, 0s quais precisam de maior energia de dissociagcado
do que as moléculas que apresentam isétopos mais leves (Mariotti et al. 1981
appud Fenech et al.,, 2012; Kendall e Caldwell, 1998). Fracionamenxxto
cinético estdo associados as reacdes bioquimica e fisicoquimicas (Bohlke,
2003).

Assim, a extensdo do fracionamento isotépico dependem da via de reacédo, da
taxa de reacdo e das energias relativas das ligacdes obtidas no inicio e no final da
reacao (Kendall e Caldwell, 1998). Portanto, a composicéao isotdpica de um elemento
quimico em um determinado corpo d'agua reflete ndo somente a composicao das
fontes originais ou de misturas de diferentes fontes que apresentam diferentes
composicdo isotopica, mas, também, pode indicar processos de fracionamento
isotopico, durante o transporte e transformacdo quimica dos compostos (Cravotta,
1997; Kellman and Hillaire-Marcel, 1998; Nestler et al., 2011).

3.4. Fontes de nitrato a partir da composigao isotépica do 6°N

A ampla faixa de variagdo do numero de oxidagdo para os compostos de

nitrogénio de +5 (NO3’) a -3 (NH4*) proporciona ampla variacdo de sua composi¢ao
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isotépica (Kendall, 1998) o que favorece na diferenciagcdo das fontes de N. A

composicdo do d'°N para a maioria do material terrestre varia entre -10%o € +25%o.

O ion nitrato &, relativamente, movel devido a sua solubilidade e € a principal
forma de nitrogénio dissolvido nos cursos d'agua, a excecao de sistemas aquaticos

fortemente reduzidos em que predomina a amonia (Ohte et al, 2008).

Assim, o uso dos isétopos de N como tracador das principais fontes do ion
nitrato tem sido utilizado em ambientes onde observa-se entrada de N a partir de
diferentes fontes e também quando as quantidade de N podem ser mensuradas em
um corpo d agua (Fenech et al., 2012). Isso € possivel porque 0s processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que controlam o ciclo do N atuam diferentemente para cada
espécie quimica de N e, consequentemente, as diferentes fontes de N podem ser

identificadas por meio de sua composi¢ao isotopica.

Desde 1970 a variagdo do 8'°N vem sendo utilizada para identificar fontes de
nitrato sendo que um dos primeiros estudos utilizando essa metodologia data de
1971 (Kohl et al., 1971), em trabalho realizado para verificar a contribuicdo de
nitrogénio em fertilizantes nos Estados Unidos. Desde entdo, foi elaborado um
quadro referencial, Figura 1, que determina, a partir dos valores de 3'°N as varias
fontes de N (Xue et al., 2009).

Aménio de fertilizac&o - H I+
Nitrato de fertilizac&o - —_
Ureia - D—D}C
Precipitacéo de Aménio - i—[:[:—i
Precipitacéo de Nitrato - oob— [
Nitrogénio do Solo - I—ED—{
Esterco - o] }F—
Esdoto - 1T
Aqua subterranea néo - H TH
Aaqua subterranea com fontes de - o- T
Aaua superficial ndo contaminada - —{TH
Aqua superficial com fontes de A D—m—i
-20 -110 6 1b :;0 40
85N (%e)

Figura 1 — Distribuicdo dos valores de razdo isotopica do ®N para diferentes amostras de diferentes
lugares do mundo (adaptado de Xue et al., 2009)
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Alguns trabalhos, como o de Xue et al. (2009) mostram que, no tratamento de
esgotos, em funcao do fracionamento isotopico, o processo de desnitrificacdo gera o
gas Nz, o qual é isotopicamente empobrecido em 8N quando comparado com a
composicdo desse isétopo proveniente do NOgz". Portanto, NOs™ residual proveniente

desse processo apresentam valores de 3'°N mais positivos, segundo Heaton (1986).

A partir do quadro gerado (Figura 1) por pesquisadores em varias regides do
mundo, € possivel estimar a origem das fontes de nitrato em amostras de solo e
adgua. Kendall (1998), por exemplo, em trabalho realizado nos Estados Unido,
encontrou valores de 8'°N variando de -1 a +2%o para fertilizantes sintéticos e de +2
a +8%o para N proveniente de solos organicos. Liu et al. (2006) observou que os
valores de 8N em residuos de animais na Guiyang, China, foi aproximadamente
+7,0 + 3,2%0. J& em amostras de esterco bovino os valores do 3'°N do NOs variaram
de +8 a +20%0, em solo (Heaton 1986; Kendall 1998). Nas aguas de chuva, a
espécie quimica de N dominante € a amdnia (NH4*) com valores aproximados do
8N de -12%o (Xiao & Liu 2002). J& Rogers et al. (2012), trabalhando em regibes da
Franca, com agua potavel, verificaram que nos excrementos de origem animal a
variagdo do 8'°N foi entre +2,7 a +11,3%0 e de +4,4 a +5,9%o para excremento de
origem humana, enquanto que em efluentes proximo da criacdo de aves e laticinio
os valores para o 8°N: foram, respectivamente, de +2,7%o, +4,4%.. Nos efluentes
préximo da criacdo de porcos verificou-se uma variacao entre +6,5 a 11,3%.. Nesse
mesmo estudo, a concentracdo de nitrato e da razdo isotépica do 5'°N analisadas
em A&guas para consumo humano e em 4&gua de efluentes variaram,

respectivamente, de 0,1 a 85,3 mg-N/L e de +1,2 a 14,2%o.

3.5. Quantificagcdo do &N em amostras de agua

Para a quantificagdo do 5'°N em amostras de agua é necessario ter uma
massa minima de N variando de 100 a 300 umol para ser quantificado por um

espectrometro de massa de razéo isotopica (IRMS).

Atualmente, os principais métodos que vem sendo utilizados pela comunidade
cientifica para quantificar 8'°N do nitrato oriundo de aguas naturais séo: (1) método
envolvendo evaporacao ou liofilizacdo de amostras de filtradas (Silva et al., 2000) ou

(2) a conversao do nitrato para amoénia utilizando a reacéo Kjeldahl, uma reacao de
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digestdo com acido sulfurico, a qual € muito utilizado para uma grande variedade de
substancias, como carnes, alimentos graos, aguas residuais, amostras de solo e
muitas outras, seguida de uma destilacdo com hidréxido de sédio para obtencdo da
amoénia. As principais desvantagens sao o transporte de grandes volumes de
amostras para analise em laboratorio, sdo necessarios além da utilizacdo da
refrigeracdo, acidificacdo, ou adicdo de conservantes (HgClz2). No entanto, sao

meétodos que apresentam tempos de pré-tratamentos mais curtos.

Segundo Silva et al. (2000), existem diversos procedimentos que possibilitam
a conversao da amonia, NHs, para nitrogénio gasoso, N2. Deste modo, pode-se
realizar uma combustéo direta do sal de amo6nio, ou pode-se realizar o processo de
destilacdo do amonio seguido de um oxidacdo com uma solucdo de hipobromito e
purificacdo utilizando um forno de Cu/CuO para obtencédo do N2, ou, pode-se realizar
a destilacdo continuado pela coleta do amoénio através de uma zedlita especifica e
combustdo ou, ainda, mais recentemente pode-se utilizar bactérias desnitrificadoras
para 0 pré-tratamento da amostra ou, pré-concetracdo em uma resina de troca
anidnica (Silva et al., 2000 e Xing et al. 2011).

Contudo, cada abordagem apresenta vantagens e desvantagens. Assim,
guando realizado a combustdo direta do sal de amonio, por exemplo, observam-se
desvantagens, como o transporte de grandes volumes de amostras para analise em
laboratorio e a utilizacdo de agentes com alta toxicidade, como os preservantes. No
entanto, esse € um dos métodos que apresenta tempo de pré-tratamento mais curto.
No que se refere aos métodos que utilizam destilagdo continuada pela coleta do
amonio através de uma zedlita especifica e combustao, ou ainda a abordagem que
utiliza bactérias desnitrificadoras, estes apresentam as vantagens de evitar o
transporte de grandes volumes de amostra, além da vantagem de preparacdo dos

is6topos de nitrogénio e oxigénio simultaneamente (Xing & Liu, 2011).

O método da resina de troca anibnica proposto por Silva et al. (2000) foi
adotado em diversas pesquisas cuja finalidade era de identificar fontes de nitrato e
processos de desnitrificacdo (Xing et al., 2011). O meétodo consiste na pre-
concentragdo do nitrato em um cartucho contendo da resina de troca anidnica,
seguido de liofilizacdo e medicdo da razéo isotopica. Contudo, exige um trabalho

intenso (3-5 dias para o pré-tratamento da amostra) e altas concentragcfes de ions e
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matéria organica dissolvida podem interferi na andlise, aléem do Ag20 ser um
componente que eleva os custos da analise, aproximadamente 60 euros por

amostra (Xing et al., 2011).

Outra técnica de preparacdo de amostra para determinacdo de 3'°N-NOz e
0'80-NOs é chamado de método de desnitrificacdo bacteriana (Sigman et al., 2001;
Casciotti et al., 2002; Rock and Ellert, 2007). Esse método permite a determinacao
simultanea de 3*°N e 580 de N20 produzido pela conversdo de NOs por meio de
bactérias desnitrificantes que naturalmente faltam na atividade de N20 redutase. As
vantagens desse método sdo: menor tempo para preparacdo de amostras, de 2-3
dias, menor custo (aproximadamente 5 euros por amostra), a técnica requer
amostras de menor tamanho e o método tem niveis altos de sensibilidade. No
entanto, apresentam algumas desvantagens, tais como: o crescimento bacteriano
demora de 10 a 12 dias, as culturas de bactéria sdo potencialmente afetadas pela

toxidez das amostras, dentre outras.

Além dos dois métodos apresentados, Mcllvin & Altabet (2005), publicaram
uma outra metodologia com o nome de “Método de reducdo de Cadmio”, que
primeiramente converte NO3z~ em NOz, utilizando a redu¢do de cadmio, seguido por
uma subsequente reducdo de N20, com azida de sédio. O resultado de N20O é
depois analisado para 3**N e 30, da mesma maneira que é realizada no método
de desnitrificacdo. Dentre as vantagens desse método estdo: a preparacdo toma
menos tempo e trabalho, aproximadamente um dia; método com menor custo, vitos
que o cadmio pode ser reutilizado; pode ser realizado em baixas concentracfes e
amostras com volumes menores; nao se observa interferéncias com altas
concentracfes e substancias toxicas. As principais desvantagens sdo: medidas de
protecdo de saude e para o meio ambiente precisam ser tomadas devido a utilizacao
de cadmio, azida de sédio e HNs; os resultados precisam ser corrigidos para troca
de oxigénio e fracionamento. Esse método € muito novo, e segundo Xue et al.
(2009), precisa da realizacdo de outros trabalhos para confirmar a viabilidade e

confiabilidade.

No entanto, ainda s&o poucos 0s metodos existentes para analises de NOs-
para d°N e 30 em Agua. Nesse sentido, segundo (Xue et al., 2009), existe a

necessidade de maiores esfor¢cos por parte da comunidade cientifica para identificar
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metodologias precisas e com menores custos para melhorar a identificagdo de
fontes contaminantes de NOs  em agua.

3.6. A Cromatografia I6nica na quantificacéo da
concentragdo do NOs em solugéo aquosa

A cromatografia I6nica € um método fisico-quimico de separacdo de dois ou
mais ions, como por exemplo F, CI, NOz,, SO4%, PO4+*, pela diferenca existente
entre seus graus de afinidade eletrostéticas pela fase estacionéaria (Figura 2), uma

fase altamente carregada com sitios trocadores de ions.

Como € baseada em um mecanismo de adsorcdo reversivel, os principais
fatores que permitem controla-la sdo o pH, possibilitando uma maior ou menor
interacdo entre os analitos e os sitios de adsorcdo, e a forca ibnica, a qual esta

diretamente relacionada a concentracao do ion na solucéo.

Os critério de selecdo para adsor¢cdo dos ions depende muito das condi¢des
de operagéo da coluna mas podem ser destacados 0s seguintes aspectos:

i. lons com cargas elevadas séo ligados mais fortemente ao trocador do
gue ions de carga mais baixa, para as mesmas concentracdes, ou
seja, a mobilidade desses ions de carga maior estara mais restrito,
uma vez que a forca de atracéo por eles é maior;

i. lons com as mesmas cargas, porém com diferentes tamanhos em
solucdo, tém graus de afinidades diferentes, ou seja, um ion menor

concentra mais a carga tornando-o preferivel.
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Figura 2 - Representagdo esquematica da separacdo de ions dentro da coluna cromatografica cuja
fase estacionaria € um trocador anibnico.

Esta técnica analitica foi utilizada para realizar os testes de recuperacédo do
NOs  proveniente da pré-concentracdo de amostras padrbes de KNOs com a
finalidade de assegurar uma massa minima do analito liofilizado para medicdo de

razao isotépica (*°N/“N).

3.7. Figuras de mérito necessario para validar a analise de
cromatografia

Segundo Ribani et al. (2004), as medi¢cbes quimicas necessitam de qualidade
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, jA& que dados
analiticos ndo confiaveis ou resultados distorcidos podem conduzir a problemas nas
decisdes e prejuizos financeiros consideraveis. Observa-se a necessidade de
validagéo, sempre que um procedimento analitico é proposto ou desenvolvido, para
averiguar se o método apresenta uma performance adequada para as condi¢des
nas quais serdo aplicados. Essa validacao pressupde que o método atende ao seu
propésito e as normas estabelecidas por agéncias reguladoras e Orgdos de

fiscalizacdo nacionais e internacionais.
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Através da determinacdo de parametros conhecidos como figuras de mérito é
possivel realizar a validacdo de um procedimento analitico. Dependendo de onde o
meétodo sera aplicado, do seu propdosito e ou do 6rgao de fiscalizacdo a que estara
sujeito, esses parametros podem variar. Sdo o0s oOrgaos de fiscalizacdo que
geralmente estabelecem a maneira pela qual essas figuras de mérito devem ser
determinadas. As principais figuras de mérito sdo: exatidao, precisdo, sensibilidade,
seletividade, linearidade, razdo sinal/ruido, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, robustez, intervalos de confianca, teste para erros sistematicos,

extensado da faixa de trabalho ou faixa linear dinamica (Valderrama et al., 2009).

3.8. Trabalhos realizados com analise de is6topos de 6°N em
agua
Segundo Chang et al. (2002), os métodos para distinguir fontes de
contaminacgao por nitrato requerem a investigacdo do uso e ocupacao da terra e o
estudo do carater hidrolégico das regides contaminadas. No entanto, resultados
obtidos dessa maneira sdo imprecisos. Nesse sentido, o is6topo de nitrogénio
representa um fator importante na procura de contaminag¢do na hidrosfera. Assim,
muitos estudos utilizam analise deste isotopo para entender as fontes e os ciclos de

nitrato na agua (Lee, et al., 2008).

Rogers et al. (2012), em trabalho realizado para identificar a altitude
correspondente ao tipo de fonte de nitrogénio em agua potavel na Franca, utilizando
a técnica isotépica, observaram que, baseados somente nos valores de d°N, néo foi
possivel distinguir se a contaminagcdo de cada amostra teria como fonte atividades
humanas ou animais. No entanto, utilizando a técnica de onde sédo determinados os
isotopos 680 em agua e d'°N nitrato, foi possivel verificar que a influéncia de lixo
humano estaria mais evidente em elevagcbes abaixo de 600 metros e as
contaminacgdes referentes a animais estariam em uma faixa de elevacao entre 600 a
1300 metros.

Liu & Xing (2012), trabalharam em uma regido arida da China para investigar
a concentracdo e assinatura isotopica de carbono e nitrogénio em aguas de rio, em
materiais suspensos nas aguas de rio e também em solo, durante periodos de

erosdao de solos. Os resultados demonstraram que a assinatura do carbono
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inorgéanico dissolvido variou de -9,2 a -6,7%. em maio e de -12,9 a -9,3%. em agosto.
Além disso, os valores de &'3C do carbono inorganico dissolvido foram mais
negativos em agosto que em maio. Essas diferencas podem estar relacionadas a
mudancas na fonte e no solo provenientes de erosdes. A assinatura isotopica de
nitrogénio de NO3s™ das amostras de agua variaram de 5,1 a 10,3%0 em maio e de 3,5
a 6,4 % em agosto. A 8'°N do material suspenso na agua também foi mais positivo.
Essas tendéncias podem ajudar no entendimento do ciclo de N durante erosdes de
solo dessa regido. As investigacfes desse trabalho sugeriram que o CO2/carbonos
dos solos e 0 NO3s™ dos solos eram dissolvidos para dentro dos rios de uma regiao da

China durante as chuvas e as erosdes de solos.

Em trabalho realizado por Xue et al. (2012), com o objetivo de estimar
contribuicdes proporcionais de diversas fontes de nitrato, utilizando metodologia
isotopica mista, em amostras de agua superficial, observaram que os valores médios
de 3'*N-NOs foram relativamente maiores no sitio A, localizado no norte da Bélgica,
e variaram de 15,0 a 19,4%.. Esses valores encontrados foram maiores que valores
observados na literatura, correspondentes a areas agricolas, da mesma magnitude
do trabalho. No sitio H, também localizado no norte da Bélgica, os valores
encontrados de 8'°N-NOs" variaram de 11,0 a 15,8%o, indicando que era proveniente

de esgoto segundo literatura (Xue et al., 2009).

Xing & Liu (2011), observaram a importancia de identificar fontes de NOs,
para rastrear o ciclo biogeoquimico de nitrogénio, utilizando is6topos de nitrogénio e
oxigénio. Nesse sentido, realizaram um trabalho para melhorar a metodologia de
troca anibnica para medir 8'°N-NOs" em agua natural por meio de andlise de fluxo
continuo de espectrometria de massa de razdo isotépica. Essa nova metodologia
proposta tinha o objetivo de reduzir custos, diminuir contamina¢cées nas amostras e
aumentar a eficiéncia do método de resina de troca anidnica proposto por trabalhos
anteriores. Foi utilizado uma coluna de resina de troca anidnica customizada por
eles, junto com uma bomba peristaltica e a metodologia de liofilizacdo. Como
consequéncia, a quantidade de Ag20 utilizada como neutralizante foi reduzida,
houve uma diminuicdo no tempo e a operacao ficou mais simples que a utilizada

anteriormente. No entanto, a precisao analitica permaneceu idéntica a dos estudos
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anteriores. Com essas mudancgas, a técnica de troca anibnica por resina demonstrou

ser mais sensivel na mensuragéo de 8'°N-NOz", que as técnicas originais.

Silva et al. (2002), realizaram um trabalho para detectar fontes de nitrato no
ambiente urbano, utilizando analises de isétopos de nitrogénio e oxigénio, em aguas
superficiais no Texas e em Washington, Estados Unidos. Nos dois locais de estudo,
fontes de nitrato foram relacionadas ao esgoto, além de também apresentarem
contaminagao derivadas de fontes de esgoto misturado com outras fontes, como

provenientes de fertilizantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.

Principais adaptacdes do método de determinacéo do

5°N-NOs em amostras de agua superficiais

Para a determinacdo do 3'°N proveniente do NOs em amostras de aguas

superficiais com baixa concentracdo desse ion (< 6 mg.L?), foi necessério realizar

as etapas de pré-concentragdo da amostra, para obter uma massa minima variando de 300

a 1000 pg-N.L* necessaria para a medicdo 5'°N no IRMS. Portanto, optou-se por adaptar

as metodologias propostas por Silva et al. (2000) e Xing & Liu (2011). As principais

adaptacoes foram:

v mudanca/adaptacao no sistema de extracdo em fase soélida através da

confeccdo artesanal de uma coluna contendo a resina AG1l X8 da

BioHad ndo descrita na literatura;

uso de um sistema modelo proposto por Sodré e colaboradores (2010),
com adaptacbes que possibilitou realizar a extragdo de NOsz em 6
amostras de dgua ao mesmo tempo durante o procedimento de pré-
concentracdo deste ion em solucdo aguosa com possibilidade para 12
extragcdes simultdneas. Esse modelo difere dos modelos utilizados por
Silva et al. (2000) e Xing & Liu (2011);

uso de quantidades menores de Ag20 () conforme o proposto por Xing
& Liu (2011), reagente com custo elevado;

uso de fluxo diferenciado para o procedimento de pré-concentracdo do
fon nitrato na coluna: a vazao de extracéo utilizada nesse estudo foi de
120 mL.h (60 rpm para a uma bomba peristaltica Minipuls Evolution,
Gilson®), diferente do utilizado por Silva et al. (2000), de 500 mL.ht a
1000 mL.h, e de Xing & Liu (2011) com fluxo de 300 mL.h* em uma

frequéncia de 100 rpm.

Segundo Silva et al. (2000), o método para a determinacédo do 5'°N-NO3z em

amostras de aguas superficiais consiste, basicamente, em 6 etapas:
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. condicionamento da coluna de pré-concentracdo com 2 mL de HCI 6
mol.L! para a eluicédo de possiveis interferentes.

. quantificagéo da concentracdo de NO3s™ nhas amostras naturais para estimar
a volume minimo de amostra necessaria para reter de 100 a 200 ymol de
nitrato na coluna de pré-concentracao que é feita por gotejamento a partir
de um funil de separacdo, onde essa € a quantidade minima necessaria
para a quantificacdo do 5'°>N-NOs" por IRMS.

. filtragdo das amostras de &aguas naturais em uma membrana de
policarbonato de porosidade de 0.45 um para remover particulas que
podem aderir a resina e obstrui-la;

. insercdo da amostra em uma coluna de pré-concentracdo que tem uma
resina de extracdo modelo AG1-X8, 200—-400 mesh, onde a adsorcdo do
fon nitrato ocorre por meio de uma troca entre o cloreto da fase
estacionaria e nitrato da fase movel no sitio catidnico da resina, em que se
utiliza um fluxo de 500 mL.h* a 1000 mL.h! nessa etapa. Esse
procedimento tem a finalidade de evitar o manuseio de grandes volumes
de agua ao laboratorio, podendo realizar essa etapa no campo;

. 0 fon nitrato é eluido da coluna por uma solugdo de HCI 3 mol.L! de
volume variado;

. adicdo do Ag20 (s) para a formacédo do AgNO3 (aq) 0 qual sera submetido a
um processo de liofilizacdo para a obtencdo do AgNOs (s) que € utilizado

para analise de isétopo de nitrogénio.

Xing & Liu (2011), basearam na metodologia proposta por Silva et al. (2000)

para a determinacdo do &'°N-NOs em amostras de Aguas e as principais

modificacdes realizadas por esses autores foram: confec¢céo de sistema de extracao

por coluna de resina; utilizagdo de menores quantidades de Ag20O (economizando

aproximadamente 3 g do proposto por Silva et al., 2000); utilizacdo de fluxo de 300

No presente trabalho, quatro etapas precedentes a determinacdo do &'°N-

NOs foram realizadas: i) elaboracdo da coluna de pré-concentragdo do NOs, ii)

condicionamento da coluna de pré-concentracao ; iii) pré-concentracao e extracao do

NO3s pela coluna; iv) eluicdo e neutralizacdo do NOs; e iv) liofilizacdo do nitrato de
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prata (AgNOs ag)) formado para obtengéo do (AgNOs (s)). Os detalhes dessas etapas

estdo descritas nos itens a seguir.
4.1.1. Preparacédo da coluna de pré-concentracdo do NOgz-

A partir da metodologia realizada por Xing & Liu (2011), procedeu-se a etapa
de elaboracdo da coluna de extragdo com devidas adaptacbes, de posse das
especificacdes, mesmo n&o sendo relatados os procedimentos para a sua
construcdo. Para tanto, utilizou-se uma seringa esterilizada de volume maximo igual
a 1 mL, sendo que na parte inferior adicionou-se um disco de politetrafluoretileno
(PTFE) com o auxilio do préprio émbolo. Esse disco poroso, foi cortado com uma
vazadora de couro para um diametro de 5 mm e espessura de 0,5 mm e teve como
finalidade a retencdo da resina de troca anidnica sob a forma de cloreto (AG1-X8 de
200 — 400 mesh marca Bio-rad). A seringa foi preenchida com 0,9 mL de uma
suspensao da resina aniénica compactada com o auxilio de uma bomba peristaltica
(Minipuls Evolution, Gilson®) a uma vazdo 0,1 mL.min", evitando a formacdo de
bolhas no interior do cartucho. Todo procedimento esta esquematizado na Figura 3.
A composicdo quimica da resina AG1-X8 € estireno divinil-benzeno com um grupo
funcional de um sal quaternario de aménio, N,N,N-trimetilaquilaménio. Tem elevada

afinidade pelo ion nitrato e apresenta uma capacidade de troca de 1,2 meqg/mL.
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Figura 3 - Esquema referente a elaborag&o da coluna de pré-concentracao.

A coluna proposta foi adaptado ao sistema de extracdo em linha, utilizado
nesse estudo, conforme proposto por Sodré e colaboradores (2010) (Figura 4). A
prerrogativa por utilizar esse sistema foi a da capacidade dos frascos reservatorios
de amostra, que séo capazes de carregar 1 ou 4L por vez, e a sua disponibilidade
no laboratorio de Automacdo, Quimiometria e Quimica Ambiental (AQQUA) do
Instituto de Quimica, UnB. Entretanto, esse sistema foi desenvolvido para cartuchos
tipo strata X, e para essa pesquisa optou-se por reutilizar esses cartuchos, sem
resina e fritz, como uma espécie de adaptador para a coluna selecionada para a pré-

concentracdo do NOs'.

Para verificar se havia escoamento da resina pelas paredes laterais, o volume
da resina contida no cartucho foi observado, sob uma diferenca de pressao aplicada
através da bomba peristaltica. Caso houvesse perda de material, um novo disco era

refeito e inserido no cartucho ao qual era submetido novamente aos testes.
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Figura 4 - Adaptacdo da coluna de pré-concentracdo para utilizacdo do sistema de Sodré et al.
(2010), sendo: a) cartucho de SPE reutilizado tipo Strata X sem resina e fritz; b) adaptador entre
cartuchos construido a partir de um conector e mangueira de equipo de infuséo; c) cartucho de pré-
concentracao confeccionado na Figura 3.

4.1.2. Pré-concentracédo e extracdo do NOs na coluna

Para a otimizacdo dessa etapa foram elaboradas seis solu¢cdes padrdes de
nitrato de potassio (KNO3) (

Tabela 2) a partir do sal com 99% de pureza (marca Sigma Aldrich). As
concentracdes de 88,53; 44,27 e 4,43 mg-NOs.L* foram escolhidas com base no
proposto por Silva et al. (2000) e Xing et al. (2011) e preparadas a partir de uma
solucdo estoque de 2013,32 mg.L?, pois, para quantificar &°N-NOs" no
espectrometro de massa de fluxo continuo é necessario de 100 a 200 umol de NOs™.
Apesar disso, como nos mananciais do DF as concentragbes de nitrato variam
naturalmente do limite de detec¢do do equipamento (cromatdgrafo de ions), que é
de 0,334 mg/L, a 6 mg.L?, foi necessario testar solu¢Ges padrdes de KNO3 menos
concentradas, onde foram preparadas as solucfes sub-estoque a partir de uma
pesagem da massa de KNOs direta sem diluicdes de uma solucdo estoque e, para
tanto, foram utilizados os valores de 4,88; 2,44 e 1,22 mg NO3z™ L (Tabela 2).

Tabela 2 - Solugdes padrées de KNO3 utilizadas para os testes de pré-concentracdo e elui¢éo.

[NOs] [ Volume !

mg. L? L
88,53 0,25
44,27 0,50
4,43 1,00
4,88 2,00
2,44 2,00
1,22 2,00

[a] = Concentracao de nitrato com base nas medidas de padronizacao. [b] Volume utilizado para
pré-concentracao
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Antes de iniciar a etapa de pré-concentracdo do ion nitrato na coluna, foi
realizado o condicionamento da coluna por meio da adicdo de 6 mL de acido
cloridrico 6 mol.L" com consecutiva lavagem com agua deionizada, com fluxo de 0,1
mL.min, até pH préximo de 7 (~50 mL) conforme proposto por Silva et al. (2000).
Além disso, para assegurar que todos os sitios de troca da resina estivessem
ocupados por ions cloreto, 0s mesmos autores sugerem, também, a adicdo de 2 mL
de uma solucéo de cloreto de célcio, CaClz 1,25 mol.L. Entretanto, essa etapa nado
foi realizada nesse trabalho, pois o cloreto de calcio disponivel (marca Vetec)
apresentava teores de ions nitratos (0,003% de NOgs’), que poderiam interferir na

medicéo do 8'°N-NOs" e no teste de recuperacao.

As “garrafas” foram enchidas com as solucbes padrbes e adaptadas ao
sistema de extracdo em linha (Figura 5) de Sodré et al. (2010). Em seguida,
realizou-se a extragdo por meio de uma bomba peristéltica (Minipuls Evolution,
Gilson®), a um fluxo de 120 mL.h, o qual foi inferior aos valores recomendados por
Silva et al. (2000) e Xing & Liu (2011) que sugerem, respectivamente, um fluxo de
extracdo entre 500 mL.h*a 1000 mL.ht.e de 300 mL.h1. A utilizacdo de extracGes
simultaneas é um diferencial realizado nesse trabalho, quando observa-se o0s
trabalhos anteriores, como o de Xing & Liu (2011), onde as extracdes eram
realizadas isoladamente. Como o volume de amostras é muito superior, 0 preparo
de mais de uma amostra possibilita a economia de tempo Nesse sentido, uma

otimizagdo dos resultados pode ser verificada.
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Frasco reservatorio b
Conectores em Teflon com rosca

Valvula esfera ' polegada

Adaptador do cartucho tipo
Strata X

Cartucho de pré-concetragédo

Bomba Peristaltica

Figura 5 -Sistema utilizado para a pré-concentracdo de NOs na coluna contendo a resina AG1 X8
sendo: a) sistema real utilizado com trés extra¢gdes simultaneas; b) representa¢do do sistema com
uma extragao.

4.1.3. Eluicao e neutralizagdo do NOsz

A eluicdo do ion nitrato retido na resina anidnica foi realizado por meio do
sistema Manifold (Modelo Preppy™ Vaccum Manifold Collection Rack) sob presséo
reduzida (em até — 20 kPa). O volume do eluente utilizado foi 6 mL de HCI 3 mol L1,
pois conforme Silva et al.,, (2000) essa concentracdo de HCI| apresentou uma
recuperacdo de 98% do ion nitrato. Os cartuchos foram eluidos e lavados de forma a
obter um volume final de 25 mL em baldes volumétricos a qual uma pequena
aliquota era utilizado para medicao concentracdo de NOs e o restante era colocado
em um tubo de ensaio. Em seguida realizou-se a etapa de neutralizacdo que
consistiu na adicdo de oxido de prata (Ag20 (s)) até a massa de 3,1 g em tubo de
ensaio de PTFE com tampa de 50 mL. Esse procedimento foi realizado sob
agitacdo, em banho de gelo, afim de evitar-se a formacdo de vapor de HNO3
(Equacéo 8) e consequente perda do analito por volatilizacdo (SILVA et al., 2000;
XING & LIU, 2011).

HCI (ag) + HNO3 (aq) + Ag20 (s) 2 AgCls) + AgNO3 (aq) + H20 () (8)
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O Ag20 (Marca: Merk) utilizado no procedimento de neutralizagéo foi
previamente tratado para remover possiveis interferentes de NOs. Para tanto,
seguiu-se a proporcdo de 2L de agua deionizada para 500g do 6xido de prata
adicionados a um Erlenmeyer de 4L, a qual foi submetida a agitacdo por 6 horas
seguido de filtracdo (porosidade 0,45 um) e secagem em estufa a 50 °C. A agua de
lavagem foi coletada e analisada por cromatografia idnica. Esse procedimento foi
repetido até que os niveis de nitratos estarem abaixo do limite de deteccdo do

cromatografo de ions.

Observando o trabalho de Silva et al. (2000), onde utilizou-se agua de
diversos pontos dos Estados Unidos no estudo, e o trabalho realizado por Xing et al.
(2011), que trabalharam com amostras de 4gua de um rio préximo a cidade de Xi'an
na China, o presente estudo utilizou quantidades de Ag-0 iguais as de Xing et al.
(2011), quantidade reduzida pela metade da utilizada por Silva et al. (2000).
Segundo Fukada et al. (2003), quanto menor for a necessidade de Ag20, menores
serdo os custos de uma analise para quantificar contaminacéo de nitrato por isétopo
de nitrogénio. As amostras de agua utilizadas nesse trabalho referiam-se a agua
com baixa concentracédo do ion nitrato (valor maximo de 6 mg-NOs".L?), valor este
que estaria mais proximo dos limites inferiores das amostras testadas por Silva et al.
(2000) e Xing et al. (2011).

4.1.4. Liofilizac&o do nitrato de prata (AgNO3 (ag))

O processo de liofilizacdo o qual consiste na retirada de agua por meio do
processo de sublimacdo sob pressdo reduzida de 200 mmHg no estagio inicial e
cerca de 80 mmHg no término do processo, foi utilizado para obtencédo do nitrato de
prata (AgNOz) no estado soélido, pois para a quantificacdo do &'°N-NOs  no
equipamento Delta V Plus a amostra deve estar nesse estado fisico. Para tanto,
utilizou-se o liofilizador modelo L101 (Marca Liotop), onde 20 mL de AgNO3 (ag) foram
previamente congeladas. O tempo utilizado entre as etapas de neutralizacéo,
filtracdo e liofilizacdo foi de aproximadamente 60 horas, com a obtencdo do
AgNOs3s).
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4.2. Quantificacédo da concentracao do NO3z  em solucao
aquosa

A quantificacdo da concentragdo do NOs', e demais anidns (fluoreto, cloreto,
fosfato e sulfato), que sdo realizadas de forma simultanea, foi realizada por
cromatografia idnica (modelo 881 Compact IC pro marca Metrohm - Figura 6) por
meio de uma coluna do tipo Metrosep A Supp 5 - 250/4.0, a qual a tem como fase
movel uma solugdo de Na2COs (3,2 mmol.L1)/NaHCOz (1 mmol.L?), sob um fluxo de
0,7 mL/min, a uma pressao de ~14 MPa e um volume de injecdo de 20 pL. O
programa do equipamento utilizado foi o MaglC NET 2.2 da Metrohm. Essas
analises foram realizadas no Laboratério de Estudos Geocronoldgicos e
Geodinamicos Ambientais IG/UnB (Eith et al., 2008).

Figura 6 -- Cromatoégrafo de ion 881 Compact IC Pro (Metrohm)

Esta técnica analitica foi utilizada para quantificar a concentracdo de NOs3
obtidas em: i) na eluicdo do analito (KNO3 (q) pré-concentrado na coluna com a
finalidade de realizar os testes de recuperacdo do NOs™ e consecutiva realizagdo do
perfil de eluigcéo; ii) nas amostras de aguas naturais provenientes dos mananciais do
DF, com a finalidade de verificar qual o volume minimo de &gua seria necessario
para assegurar uma quantidade minima (entre 100 a 200 umol) do ion nitrato para

medicdo do 3'°N-NO3.
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A concentracgéo inicial do NOszantes da pré-concentracéo (como KNO3 (ag)) foi
verificada a partir de uma aliquota da solucao padréo (15 mL). Ja a concentracao do
NOs pré-concentrado como KNOs3 (ag), eluido com 6 mL de HCI 3 mol.L? como
HNOs(aq) € neutralizado com Ag20¢s) foi quantificado por cromatografia ibnica como
AgNOs (ag). Para tanto, foi necessario diluir essas amostras para que as mesmas
estivessem na faixa linear de trabalho da curva de calibragéo para nitrato que variou
1a 15 mg.L't Assim, uma aliquota de 1mL do eluido foi diluida em baldo volumétrico
de 100 mL, e a partir dessa solucdo uma aliquota de 15 mL foi utilizada para a
quantificacdo do nitrato a qual foi injetada automaticamente (858 Professional
Sampler Processor — Metrohm) e a fase movel que foi carreada até a alca de
amostragem de 20 pL, segue para a fase estacionara onde ocorre a separacado dos
ions os quais sdo detectadas em funcao da relacdo concentracdo e condutividade
(Figura 7).

Coluna
'—
Cabecada
Bomba
Valvula Detector
Injetora
Filtro em ‘
linha
1 >
| L |
[ -, |
I
Valvula Amortecedor
de Purga de pulsacdo
Amostra
Descarte

Eluente

Figura 7 - Componentes constituintes de um Cromatografo simples (adaptado de Monografia da
Metrohm)

Para tracar o perfil de eluicdo que consiste em identificar qual € o volume final
de HCI onde observa-se a saida completa do ion nitrato, coletou-se aliquotas de 1
mL da eluicdo dos padrbes até que a soma final dos volumes resultassem em 8 mL,

semelhante ao procedimento realizado por Xing & Liu (2011).
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O célculo da recuperacao do ion nitrato foi realizado em funcdo do niumero de

moles iniciais e do nimero de moles da fragdo do eluido conforme a equacgéo 13.

- N°de moles final
0% R era = X1 1
Yo ecup ¢ao NO9de moles inicial 00( 3)

4.2.1. Cromatografia I6bnica e Figuras de Mérito

As analises realizadas através da técnica de cromatografia i6nica
possibilitaram, a partir do software MaglC Net™, a obtencdo de dados referentes as
figuras de mérito (Tabela 3).

O LD foi calculado pelo programa estatistico do equipamento utilizando as
multiplas medidas realizadas em diferentes concentracdes das solucbes de
calibragdo contendo os ions F-, ClI, NOz, PO4* e SO4?. A faixa linear de trabalho foi
o0 valor minimo e maximo da curva analitica.

Tabela 3 -Figuras de méritos para a determinacgdo de F-, CI, NOs, PO43- e SO4* utilizando a
cromatografia de ions.

LD (mg/L) FLT (mg/L) R?
F 0,447 1-10 0,9930
Cl- 0,269 1-10 0,9997
NO3" 0,334 1-10 0,9998
PO 0,533 4-15 0,9988
S04 0,396 4-15 0,9983
4.3. Quantificacdo do #°N-NOs nas solucGes padrdes

Para a quantificacdo do 8°N-NOs", utilizou-se um espectrometro de massa
Delta V Plus acoplado ao um forno do tipo Flash EA HT (Elemental Analyzer at High
Temperature) (Figura 8), ambos da marca Thermo Scientific. Esse equipamento
utiliza um sistema ConFlo IV, que tem a finalidade de gerenciar automaticamente as
injecbes dos gases de referéncia (N2) e arraste (He). O programa utilizado pelo

equipamento foi o Isodat 3.0.

As amostras de AgNOss) foram pesadas em um cadinho de estanho (cerca de

0,001 mg) e foram inseridas em um amostrador automatico, que as introduziram no
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sistema Flash EA HT (Figura 8a), onde ocorreram combustéo e redugdo do AgNOs
em Nz, CO2 e H20 & uma temperatura de 1020 °C. Os gases N2 e CO2 foram
transferidos através de corrente de hélio (pureza 99,999 % e fluxo de 100 mL/min),
para uma coluna de CG a temperatura de 40 °C (para uma boa separacao entre o
pico de N2 e COz2). Em seguida, os gases foram transferidos para o sistema de FC-
EMRI (Figura 8b) (Espectrometro de massa de raz&o Isotopica com fluxo continuo
de Hélio). As amostras naturais, e as padrdes, foram analisadas em duplicatas, e
todas as amostras foram corrigidas do valor do branco (capsula de estanho vazia).
Todos os valores de 3!°N foram reportados em partes por mil relativos a N2

atmosférico de referéncia.

Amostrador ssessoont Reducéo

automatico —
i a
: Cromatografia

Combustéo Gasosa Espectrémetro

; de massa de
| , Raz&o Isotdpica
i

940/1020C e 650C

Filamento Magneto

Anodo
+«— 0.5kV Extracao

< 3kV » Aceleracio Coletores de Faraday

Figura 8 - Diagrama esquematico do IRMS a) sistema Flash EA HT; b) Espectrometro de massa de
Razdo Isotopica. (adaptado de apresentacdo da Thermo Scientific ao Laboratério de Estudos

Geocronoldgicos Geodindmicos e Ambientais IG/UnB).

As moléculas neutras N2, CO2 e H20 do sistema de entrada foram

introduzidas na fonte, ionizando-se por impacto de elétrons, e foram aceleradas,
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com a aplicagdo de um campo elétrico em KVolts, e focalizadas através do uso de
lentes ibnicas. Os feixe dos ions foram selecionados por um campo magnético e
detectados por coletores do tipo Faraday posicionados ao longo do plano focal do

espectrometro.

A guantificacdo do 8°N-NOs" foi realizada somente para as concentragées de
4,88; 2,44, e 1,22 mg-NOz".L. Para verificar a ocorréncia de fracionamento isot6pico

do 8'°>N-NOs" proveniente do método analitico realizou-se trés ensaios diferentes:

i) solugbes de KNOs3 (aq) submetido exclusivamente ao processo de liofilizacao:
para isso pesou-se 40 mg de KNOss), diluindo-o em um baldo de 50 mL, a

mesma foi congelada, liofilizada;

i) fracionamento isotopico proveniente da reacédo de neutralizacdo com Ag20cs):
pesou-se 3,98; 7,96 e 15,91 mg de KNOg3s) e a elas foram adicionada um
volume de 10 mL de HCI 3 mol.Lt. Em seguida, a solugédo foi submetida a um
banho de gelo com agitacdo através de uma barra magnética e pequenos
incrementos de Ag20 foram adicionados para neutralizar a reagao,
preciptando AgCls) e formagdo do AgNOs@g). Essa solugdo foi filtrada
(membrana de policarbonato de porosidade 0,45 um (marca Sartorius Stedim
Biotech) e em seguida foi congelada e liofilizada. O 6°N-NOs" foi quantificado

no AgNO:3 (s);

i) fracionamento isotdpico proveniente do procedimentos da pré-concentracao
e eluicdo do nitrato: que consiste na realizacdo da metodologia completa (pré-

concentracdo + eluicdo + neutralizacéo + filtracéo + liofilizacao).

4.4, Métodos analiticos e Figuras de mérito
Os resultados foram expressos por meio das médias, maximos, minimos e
desvios padrdes. As figuras de mérito como o limite de deteccéo (LD), faixa linear de

trabalho (FLT), coeficiente de correlacdo (R?), foram utilizados para avaliacdo da

metodologia empregada.
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4.5. Aplicacao da metodologia de determinacao do 615N-NOs

em amostras de aguas naturais superficiais

Para aplicacdo do metodo de determinacdo do &'°N-NOs em amostras
naturais foram coletadas amostras de agua em mananciais superficiais do Distrito
Federal e no Lago Paranoa. Além disso, determinou-se as varidveis ambientais
como os parametros fisico-quimicos, pH, condutividade, solidos totais dissolvidos e

oxigénio dissolvido em conjunto com os anions — fluoreto, cloreto, sulfato e fosfato.

As amostras de agua foram coletadas por um balde volumétrico ou pela
garrafa de Van Dorn (Figura 9) em funcéo da dificuldade de acesso ao local de

amostragem.

Figura 9 - Instrumentos utilizados para coletar amostra de 4gua superficial: a) Garrafa de Van Dorn b)
Balde Volumétrico..

4.5.1. Amostragem

Foram realizadas duas coletas de amostras de aguas superficiais:

i) Na primeira, realizada em outubro de 2012, periodo chuvoso, coletou-se
amostras de agua em 6 pontos: Ponte do Bragueto - PB, Ribeirdo
Bananal - BAN, Ribeirdo do Torto - TOR, Ribeirdo do Gama - GAM,
Cérrego Cabeca de Veado - CDV, e Erminda Dom Bosco - EDB. Essa
coleta teve a finalidade de avaliar somente a variacdo da concentracao
do ion nitrato para estimar o volume minimo necessario a ser passado
na coluna de pré-concentracdo para assegurar uma quantidade minima

de nitrogénio necessario para a quantificacdo do 3'°N-NOs-
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i) Na segunda, realizada em julho de 2013, periodo seco, coletou-se
amostras de agua em 9 pontos: Ribeirdo Bananal - BAN, Ribeirdo do
Torto - TOR, Ribeirdo do Gama - GAM, Corrego Cabeca de Veado -
CDV, Erminda Dom Bosco - EDB, Ribeirdo Mestre D’Armas - MDA,
Cérrego do Fumal - FUM, Ribeirdo de Sobradinho - SOB, Ribeirdo do
Riacho Fundo - RF, e teve a finalidade de determinar a concentragéo

dos anions (fluoreto, cloreto, sulfato e fosfato) e do 51°N-NOz.

Os pontos de amostragem selecionados estdo na Figura 10. Suas coordenas
geograficas, o volume de amostra coletada e 0 uso e ocupacgéo da bacia encontram-
se na Tabela 4.
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Figura 10 - Localizacdo espacial dos pontos de coleta das amostras de 4gua coletadas durante o
outubro de 2012 e julho de 2013.
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Tabela 4 - Coordenadas geograficas dos pontos de coleta e volume amostrado.

Volume de

Siglas Latitude Longitude amostra (L)*
Ponte do Bragueto PB -15°43'53,8"  -47° 53' 24,9" 1,00
Ribeirdo Bananal BAN  -15°43'43,9"  -47°54 331" 4,50
Ribeirdo do Torto TOR  -15°42'54,7"  -47°52' 36,6" 3,50
Ribeirdo Mestre MDA  -15°36'25,8"  -47° 41 27,9" 3,50
D'Armas
Corrego do Fumal FUM  -15°35'44,9"  -47° 40 7,6" 3,50
Ribeirdo de SOB  -15°39'57,4"  -47°48 334" 3,30
Sobradinho
Corrego Cabeca de CDV  -15°51'16,4"  -47°51'31,3" 4,30
Veado
Ribeirdo do Gama GAM  -15°51'29.4"  -15°51' 29,9" 4,50
Ribeiro do Riacho RF  -15°51'22,4"  -47°56'2,6" 4,50
Fundo
Ermida Dom Bosco EDB -15° 47" 35,9" -47° 48' 32,8" 4,50

* Volume de amostra de agua passado na coluna de pré-concentracao

Sobre os locais onde as amostras foram coletadas, no que se refere ao
Ribeirdo Bananal, os cérregos Po¢co Fundo e Acampamento sdo seus afluentes.
Apresenta vazdo média anual de 2,51m3s, possui uma area de drenagem de
17,74km? e desagua diretamente no Lago Paranoda. A drenagem desse ribeirdo esta
situada no Parque Nacional de Brasilia, sendo o seu curso principal de 19,1km
(Ferrante et al., 2001).

Segundo Ferrante et al. (2001) e a CODEPLAN (1994), o Ribeirdo do Torto
tem vazdo média anual de 2,89m?3/s, possui uma area de drenagem de 249,76 km?,
sendo seu curso principal de 20 km, a declividade média é de 7,8m/Km e desagua
diretamente no Lago Paranoa. Os coérregos Tortinho e Trés Barras sdo seus
principais afluentes. O regime hidrico natural foi alterado devido a presenca das
barragens de Santa Maria/Torto. Tem predominancia de area rural, constituida pelo

Lago Oeste e a Granja do Torto, que cruzam areas urbanas, como o Varjao.

O Ribeirdo do Gama desagua diretamente no Lago Paranoa com vazao
média anual de 1,85m?%/s, possui uma area de drenagem de 142,40km?, sendo seu
curso principal de 14km. A nascente fica na area Mata do Catetinho e seus
principais afluentes sédo os corregos Mato Seco, Cedro, Capetinga e Taquara.
Apresenta areas preservadas como o0s corregos Roncador, Taquara e Capetinga,;

area de atividade agricola como o corrego Mato Seco que corta a regido de Vargem
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Bonita e &rea residencial como as Mansbes do Park Way, que € cortado pelo
corrego Cedro (Ferrante et al., 2001; CODEPLAN,1994).

As sub-bacias Pipiripau, Mestre D’Armas e Sobradinho pertencem a Bacia
Hidrografica do Rio S&o Bartolomeu. O Ribeirdo do Gama margeia a area agricola

de Vargem Bonita.
4.5.2. Determinacdo dos parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
saturacado de oxigénio dissolvido, condutividade e sodlidos totais dissolvidos foram
determinados por uma sonda do tipo multiparametros (Marca Oakton e Modelo PCD

650) no local de amostragem com o auxilio de um balde volumétrico.

Os eletrodos da sonda foram calibrados antes da coleta, durante as manhas
dos dias de coleta conforme consta no manual de instrugdo do equipamento. O
eletrodo de pH foi calibrado com solu¢des tampéao pH 7,1 e pH 4,1, o eletrodo de
oxigénio dissolvido, com ar atmosférico e uma solucéo de sulfito de sédio 50 g/L e 0

eletrodo de condutividade, com uma solucéo de condutividade 12,88 mS.
4.5.3. Acondicionamento e pré-tratamento das amostras

Para a primeira coleta, utilizou-se frascos de polietileno de 1L para o
armazenamento das amostras e para a segunda coleta, utilizou-se bombonas de
polietileno de 5L. Todos os frascos foram lavados com agua deionizada por cinco
vezes e secos em um ambiente limpo no dia que antecedeu a coleta. Durante a
coleta, os frascos foram ambientalizados pelas amostras naturais e em seguida

foram acondicionados em caixas térmicas com gelo.

Decorrido no maximo 6 horas apés a coleta, ao término do campo, as
amostras foram filtradas no laboratério de Automacdo, Quimiometria e Quimica
Ambiental (AQQUA) da Universidade de Brasilia — UnB, utilizando uma membrana
de policarbonato (porosidade 0,45 um, marca Sartorius Stedim Biotech) e um
sistema de filtracéo Sterifil (Figura 11 - marca: Millipore), acoplados a uma bomba de
vacuo (Modelo 121 da Prismatec) com a finalidade de remover material particulado
em suspensao que poderia obstruir o cartucho de concentracéo (XING et al, 2011)

ou a coluna de cromatografia i6bnica. Em seguida, as amostras de agua foram
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estocadas em frascos de polietileno para andlise de anions e/ou pré-concentracao
do analito.

e\

Figura 11- Sistema de Filtracdo Sterifil — Marca: Milipore

Com base na concentracdo dos ions nitratos obtidos nas amostras de agua
coletadas em outubro de 2012 e quantificados por cromatografia de ibnica, estimou-
se 0 volumes necessarios que deveriam ser carregados na coluna de pré-
concentragéo para as amostras coletadas em julho de 2013. No entanto, para essas
amostras optou-se por adicionar um volume superior ao volume de uma amostra
padrdo (KNOs em diferentes concentragdes), praticamente o dobro de volume, para
obter maior quantidade de massa de nitrato, ainda que na amostra real o valor da
concentracdo do ion nitrato estivesse abaixo do limite de detec¢do. Esse aumento
de volume implica em uma garantia maior de obtencdo do analito, uma vez que, é
uma amostra de origem dindmica e que possivelmente poderia conter mais
interferentes do que as amostras sintéticas. Assim, optou-se por passar 2,5 a4 L da

amostra coletadas na coluna de pré-concentracdo para a extragdo do ion nitrato.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Confeccao dos cartuchos de pré-concentragéo

A confeccdo do cartucho de extracdo teve éxito na adaptacdo ao sistema de
extracdo em linha de Sodré et al. (2010), pois o disco de PTFE agiu como contencao
da resina e da agua, ndo apresentando vazamentos. O fluxo utilizado foi estavel e
visualmente ndo foram observados caminhos preferenciais nem bolhas dentro do

cartucho.

5.2. Espectrometro de Massa de Razao Isotdpica — Figuras
de Mérito

As analises realizadas no espectrometro de massa de razao isotépica tiveram
Faixa Linear de Trabalho (FLT) variando na amplitude de 849 a 11956 mV. A
sensibilidade analitica do método, ou seja a menor diferenca de sinal que pode ser
distinguida, foi obtida através do desvio padrédo do branco (n=10) (Valderrama et al.,

2009), e apresentou um valor de 3,5 mV.

A linearidade do método foi verificado através da relacdo do &°N do N2 de
referéncia em fungdo da razdo N'°:N!*4 coletada no espectrometro e transformada
em um sinal elétrico, mV. Desta maneira, o gas de referéncia, uma mistura de
Nitrogénio e Hélio, foi introduzida no equipamento onde, o aumento razdo Nz:He
provoca o aumento de sinal. Com isso, foi possivel construir uma curva que
expressa a linearidade do método (Figura 12) onde obteve-se um coeficiente de
correlacéo, R?, de 0,9591 superior ao recomendado pelo INMETRO, R?=0,90.
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Figura 12 - Linearidade baseada no aumento da razdo de inje¢do N2:He.

O grau de concordancia entre o valor estimado e medido (VALDERRAMA et
al., 2009) pode ser verificado através da medi¢cdo da razéo isotdpica de 4 amostras
certificadas (Figura 13): NIST 8549 (IAEA-NO-3), USGS25, ambos sulfatos de
amonio, (NH4)2S0s, USGS40, USGS41, que sdo L-Acidos Glutamicos, CsHsNOa4,
cujos O°N de referéncia sdo, respectivamente: 4,7, -30,4, -45 e 47,6 %o €

apresentaram um desvio padrao relativo variando de 0,06 a 4,98 %.

Comparacdo dos Valores Tabelados e Medidos 6*°N
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Figura 13 - Valores tabelados de is6topo de nitrogénio versus valores medidos das amostras
certificadas.
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5.3.  AVALIACAO DO PREPARO DE AMOSTRA PARA A
DETERMINACAO DO 5'°N

Comparando as figuras 14a, cromatograma com o0s tempos de retencao dos
anions analisados por cromatografia ibnica, com a 14b, cromatograma referente ao
branco do método (procedimento completo realizado com agua ultrapura sem a
presenca do NOs proveniente do sal para a preparacdo das solucbes padrao)
filtrado logo apos a reacdo de neutralizacdo com Ag20, observa-se a permanéncia
do pico do ion CI. Esse cromatograma indica que ndo houve neutralizacdo completa
de CI" proveniente do acido cloridrico utilizado na eluicéo através da adicao de Ag:0.
Na Figura 14c, que representa o cromatograma do branco do método com tempo de
3 horas repouso entre a adicdo de Ag-20 e a filtragdo para remocéo do precipitado de

cloreto de prata, observa-se auséncia de cloreto mostrando uma maior eficiéncia.

No que se refere ao perfil de eluicdo do nitrato da coluna de troca anionica,
para as concentracdes 88,53, 44,27 e 4,43 mg-NOzs".L1, observou-se que o volume
de 6 mL de HCI 3 mol.L foi suficiente para a desorcéo do nitrato (Figura 15). Além
disso, verificou-se que a maior fragdo do analito foi retirada entre 2- 4 mL do eluente
semelhante aos resultados apresentados por Xing & Liu (2011). Ainda, na Figura 15,
observa-se que h& uma tendéncia de deslocamento do pico de eluicdo para

completa desorcao do analito para as amostras mais diluidas.

Xing & Liu (2011), verificaram que 6 mL de HCI 3 mol.L"* podem eluir 80,0%,
98,4% e 99,8% de NOz", em solucdes padrées com 4,43, 44,27, 88,53 mg-NO*.L?,
respectivamente. No presente trabalho verificou-se um comportamento de eluicdo
semelhante. Dessa forma, para a eluicdo das concentracfes menores de nitrato
(4,88; 2,44 e 1,22 mg-NOz".L) utilizou-se também 6 mL de HCI 3 mol.L? .
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Figura 14 - a) cromatograma contendo os picos dos anios analisados; b) cromatograma do branco do
método sem o tempo de repouso ap0Os a neutralizacdo com Ag20; ¢) cromatograma do branco do

método com o tempo de repouso apds a neutralizagdo com Agz0.
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Figura 15 - Eluicdo do NOs" do cartucho com HCI 3 mol.L1: a) solugdo padrdo de 88,53 mg- NOs".L",
b) solugdo padrédo de 44,27 mg-NOzs.L, a) solugdo padréo de 4,43 mg- NOsz.L1L.

Os resultados na Tabela 5 mostram recuperacbes em diferentes
concentracfes, que foram escolhidas com base no artigo de Silva et al. (2000) e
Xing & Liu (2011). E importante salientar que, para essas concentra¢cdes, uma
solugéo estoque de 2013,32 mg/L foi preparada, e a partir dela, foram preparadas as
solucdes sub-estoque que foram utilizadas para pré-concentracdo do analito. Para
as concentracdes elevadas do ion nitrato (88,53 e 44,27 mg-NOzs".L1) apresentados
na Tabela 5, observou-se resultados nos testes de recuperacdo de 112,18%,

115,58% e 83%. Para os percentuais superestimados levantou-se a hipétese de
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uma possivel fonte de contaminag&o, no entanto, ao verificar os cromatogramas dos
brancos ndo se observou picos ou bandas proximas ao tempo de retencdo do
nitrato, descartando essa possibilidade. Segundo o Conselho Regional de Quimica
IV Regido (SP), o teste de recuperacdo € um dos procedimentos importantes para
se validar um protocolo de andlise quimica. A analise do branco é normalmente
utilizada justamente para identificar a qualidade do procedimento.

Tabela 5 - Recuperacdo de NOz pré-concentrado em funcdo dos volumes e das concentracdes

minimas necessarias para a quantificacdo do razao isotopica “N/15N das solucdes utilizadas para
pré-concentracdes.

Eluido
mg-NOgs.L* Volumel® (L)
% Recuperacéol®! DPR]
88,53 0,200 112,18 2,62
44,27 0,450 115,58 1,54
4,43 0,950 83,00 8,11

[a] Volume de amostra passada na coluna de pré-concentragdo [b] valores percentuais da recuperagdo do
analito [c] Desvio Padréo Relativo das recuperacdes.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de recuperacbes para as
solugdes preparadas com base nas concentragdes de NOs™ de amostras reais (4,88;
2,44; e 1,22 mg-NOs.LY), descritas por AZEVEDO et al. (2002). Estas solucdes
foram preparadas diretamente pesando o sal de KNOs (em balanca analitica de 6
casas), sem etapa de diluicdo. A média de recuperacdo desse ensaio foi de
+87,10%. Resultados similares foram observados por Xing & Liu (2011), que
trabalharam com amostras de agua natural de um rio na China, onde verificaram
altos valores de recuperacdo em diferentes concentracfes (95.0%, 96.3%, e 99.4%)
com média de recuperacao de 96,9%.

Tabela 6 - Recuperacdo de NOsz em funcdo dos volumes e das concentracdes das solugbes
utilizadas para pré-concentragdes.

Eluido
mg-NOs.L* Volumel® (L)
% Recuperacgéo!® DPR
4,88 1,95 74,49 1,67
2,44 1,95 85,37 17,86
1,22 1,95 101,17 11,04

[a] Volume de amostra passada na coluna de pré-concentracdo [b] valores percentuais da recuperacdo do
analito [c] Desvio Padrao Relativo das recuperacoes.
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Para os dois ensaios realizados no presente trabalho, os testes de
recuperacdo apresentaram intervalos aceitaveis, entre 70% e 130%, para

substancias com essa ordem de grandeza de concentracao (U.S.EPA, 2010).

5.4, VALORES DE 5*N-NOs PARA AS SOLUCOES PADROES
DE KNOs3

O valor de 3'°N obtido para o sal KNOs () foi de — 4,20 + 0,069 %o, o qual
apresenta valor proximo a amostra certificada USGS 40 (Tabela 7). A vantagem da
amostra certificada apresentar um valor préximo ao da amostra das solucdes padréao
possibilita observar as variacbes do equipamento ao longo das medicbes e
estabelecer relacbes e possiveis correcfes para uma melhor exatiddo nas medidas
(Valderrama et al., 2009).

Tabela 7 - 8'°N tabelados e medidos no Espectrémetro de massa de Razéo Isotépica do Laboratério

de Estudos Geocronoldgicos Geodinamicos e Ambientais IG/UnB das amostras certificadas e do sal
KNOs utilizado para o preparo das solu¢des padroes.

Padréo 55N Tab %o/ Média 5°N %o Desv. Pad %o [°! Replicatas
USGS 40 -4,5 -4,28 0,124 5
Padrdo KNO3 - -4,20 0,069 10

[a] valores de 0N certificadas [b] média dos valores de 6'°N aferidos no Laboratério 1G/UnB [c]
desvio padrédo das amostras medidas.

Os valores de 0'°N obtidos nas amostras padrées de KNOs para as
concentragées de 4,88; 2,44 e 1,22 mg-NOs".L ! variou de -2,309%. a -3,212%. (Tabela
8). Esses valores estdo cerca de -1,890%0 a -0,987%. maior do que o valor
observado para o sal de KNO3 (s) (-4,20%o + 0,07%o). Os valores de d'°N para esses
padrées nessas concentracdes foram obtidos pelo procedimento metodoldgico
completo, sem etapa de diluicdo para preparo das solu¢des sub-estoques, ou seja,
com o preparo das solucdes sub-estoques direto do sal de KNOs seguido da pré-
concentracdo, eluicdo com HCI 3 mol.L, neutralizacdo com Ag20(s) para obtencéo
do AgNOs (ag), filtracdo para retirar o AgCl (s) e liofilizagdo para obtengcédo do AgNOs
s). Portanto, conforme a Figura 16, observa-se que, para essas concentracdes, 0s
valores de 3'°N encontram-se mais enriquecidas, ou seja, mais pesadas, quando
comparado com o valor obtido para o sal KNOgsgs), indicando um fracionamento

isotdpico proveniente da metodologia.
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Figura 16 - Determinagéo do 0'°N — AgNO3 (s) no procedimento completo (pré-concentracédo +
eluicdo com HCL 3M + neutralizacdo com Ag20 + filtracao + liofilizacao).

Para verificar em quais etapas da adaptacdo do método de determinacdo do
ON-NOz esse fracionamento isotdpico foi gerado, foram realizados dois ensaios
diferentes: 1) solucdo de KNOs submetida exclusivamente ao processo de
liofilizagdo e 2) as solugbes de KNOs de 4,88; 2,44 e 1,22 mg-NOz.L-foram
adicionadas 6 mL de HCI 3 mol.L' e em seguida neutralizadas com Ag20 para
obtencéo do, AgNOs (aq), filtradas para retirar o AgCl (s), liofilizadas para obter AQNO3
), € as razbes isotopicas aferidas, ou seja, essas solucdes ndo foram pré-
concentradas e nem eluidas das colunas. Portanto, aqui o teste de investigacao do
fracionamento do &'°N foi realizado somente para a reacado de neutralizacgao.
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Para o ensaio 1 e de acordo com a Tabela 8 (valor do 8'°N = - 4,194 + 0,056

%o) observa-se que a liofilizagdo ndo ocasionou fracionamento isotépico significativo.

Ja no segundo ensaio, observa-se uma composic¢édo isotopica do 8'°N-NOz" variando

de -4,048%. a -4,154%., sendo que esses valores estdo cerca de 0,151%o0 a 0,045%o

maior do que o valor observado para o sal de KNOs (s) (-4,199%0 £ 0,069%o).

Entretanto, a variagdo dos valores de d°N-NOz3" obtidos para essas concentracées

estdo dentro da variacdo isotOpica observada para o sal de KNOs () (Tabela 9 e

Figura 17). Assim, nesta etapa o fracionamento isotopico também foi pouco

significativo, quando comparado com o fracionamento isotépico verificado nas

amostras que foram pré-concentradas e eluidas na coluna.

Tabela 8 — Valores de 8*N-NO3 em %o nas amostras de KNOs submetidas em diferentes
procedimentos metodolégicos:

Etapas para as amostras

Concentracéo

de KNO3 de NOz (mg/L) &N (%)@ D.P. Variacdo®  Replicatas
Procedimento completo 4,88 -3,024 0,620 0,280 3
pré-concentragao +
eluicdo (HCI 3M) + 2,44 -3,212 0,351 0,235 3
neutralizacdo (Agz20) +
filtracao + liofilizacio 1.22 -2,309 0,425 0,450 3
Ensaio 1: solucao de
KNO3 + liofilizaco 4,88 -4,194 0,056 0,001 3
Ensaio 2: adicdo de HCI 4,88 -4,154 0,022 0,011 3
(3M) + neutralizacdo i
(Ag20) + filtracdo + 2,44 4,112 0,054 0,021 3
liofilizagcéo 1,22 -4,048 0,062 0,036 3
Padrdo de KNOs solido  _______ 4,199 0,069 0,000 10

[a] médias dos 8N para as amostras [b] Desvio padrdo das amostras [c] Diferenca entre o valor da
amostra e 0 padrdo de KNOsa.

-3,900
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-3,960 Fracionamento: -0,045 a - ||
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A
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Figura 17 - Fracionamento do 8*°N da neutralizagcdo com o uso de Ag20 ).
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Portanto, a partir desses dois ensaios, verificou-se que o principal
fracionamento isotépico do 5'°N-NOs" esta relacionado principalmente a etapa de
pré-concentracdo e eluicdo na coluna. Segundo Silva et al. (2000), o fracionamento
isotépico do 6'°N-NOs" em amostras de agua é devido, principalmente, a incompleta
eluicdo do nitrato a partir da coluna. Além disso, esses autores observaram que
durante o processo de eluicdo as primeiras aliquotas séo isotopicamente mais rica
de 5N, consequentemente, as aliguotas finais sdo mais empobrecidas e para cada
3% de NOs deixados na coluna, observa-se um fracionamento isotépico com
consequente aumento do 3N em 0,3%.. Ainda segundo esses autores, para
amostras naturais, o fracionamento isotépico do nitrogénio ira variar de acordo com
as condicdes de pré-concentracdo, dentre elas o volume e a concentracdo dos

demais ions que influenciardo na competicdo pela ocupacéo dos sitios ibnicos.

Tabela 9 - Valores de 8N (%o) nas amostras de KNOs para volumes diferentes de eluente (n=3).

Etapas para as ~ ) 815N-NO3 (4] o x (b
amostras de KNOs Concentracdo de NO3z (mg/L) (%o)'2 D.P. Variacao
. N 4,88 -3,024 0,620 0,28
pré-concentragdo +
eluicdo (6 mL de HCI
3M) + neutralizacao 2,44 -3,212 0,351 0,24
(Ag20) + filtracéo +
liofilizacdo
1,22 -2,309 0,425 0,45
5.5. Variacdes dos parametros fisico-quimicos nos

mananciais superficiais do Distrito Federal

Para a aplicacdo do método de determinacdo do 3'®N-NOz em amostras
naturais, foram coletadas amostras de agua superficial em diferentes mananciais do
DF. Para realizar um estudo prévio sobre algumas caracteristicas das aguas do
mananciais, durante as coletas, foram verificados os parametros fisico-quimicos
(temperatura, condutividade, sélidos totais dissolvidos, e porcentagem de oxigénio

dissolvido) e composi¢éo anidnica foram avaliadas (Tabela 10).
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Tabela 10-- Dados Fisico-quimicos das amostras naturais superficiais.

Pontos de Coleta Cod. Temp.oC pH u%(.’:':'_s O.Dmg/L TDS, ppm
Bananal BAN 19,7 6,30 43,87 5,90 18,76
Torto TOR 18,5 6,12 42,24 6,78 17,02
Gama GAM 16,4 6,54 29,18 6,63 11,96
Cabega de Veado cbDV 18,7 7,46 10,80 6,78 4,45
Ermida Dom Bosco EDB 21,9 6,51 104,90 6,57 50,03
Sobradinho SOB 19,8 6,45 134,20 2,76 58,80
Mestre D'Armas MDA 20,8 6,98 9.39 6.73 4,05
Fumal FUM 20,9 6,07 62,65 5,78 28,13
Riacho Fundo RF 18,5 6,33 195,90 5,81 58,78

Onde: Temp= temperatura, pH= pH, Cond = condutividade elétrica, O.D.= oxigénio dissolvido, TDS=
sélidos totais dissolvidos.

5.5.1. Parametros Fisico-Quimicos

Os maiores valores de temperatura foram observado durante o periodo de
outubro de 2012 (chuva) variando de 27,4 °C a 20,3 °C. Essas variacdes séo
caracteristicas do regime climético natural, oriundos de variacbes sazonais, periodo
do dia assim como estratificacdo vertical (ANA, 2005). No de periodo de seca, a
variacdo foi de 21,9 °C a 16,4 °C. A temperatura € utilizada no indice de qualidade
da agua e esta previsto na resolucdo N° 430 do CONAMA, pois um aumento
significativo desse parametro pode ocasionar um aumento das velocidades de
reacdes, mais especificamente das de natureza bioquimica como a decomposicao

de compostos organicos.

Os valores de pH obtidos nesse estudo estam dentro da faixa de normalidade,
sendo o valor maximo e minimo, de 7,63 e 6,07 respectivamente, obtidos no periodo
de chuva no ponto Ermida Dom Bosco (EDM), e do ponto Ponte do Bragueto (PB).
Segundo a Resolugdo do Conama 357/2005, agua potavel apresenta uma faixa de

pH variando entre 6,0 e 9,0 para aguas naturais.

O parametro condutividade elétrica esta diretamente relacionado com a
concentracéo de ions, proveniente de sais dissolvidos na agua. Como resultado, isto
implica em um aumento da salinidade da agua e em alguns casos extremos podem
interferir em solos onde se aplica a cultura irrigada, atividades de piscicultura,
processos industriais e saude humana (ANA, 2005). No presente estudo, verificou-

se variagfes temporais de condutividade elétrica, com maiores e menores valores
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obtidos, respectivamente, no periodo de chuva e seca (207,50 e 9,39 uS/cm?3). O
maior valor no periodo de chuva pode estar associado a lixiviacdo do solos para os
leitos dos mananciais. J4 na variacdo espacial, os valores maximos de
condutividade estdo localizados no lago Paranoa, na Ponte do Bragueto (PB) e na
Ermida Dom Bosco (EDB), com 207,50 e 201,0 uS/cm?, respectivamente, onde
recebem aporte de aguas de diferentes mananciais, bem como, langcamento de
efluentes procedentes de estacdes de tratamento de esgoto. O ponto que
apresentou o menor valor de condutividade foi o Ribeirao Mestre D’Armas (MDA), no

periodo de seca com 9,39 uS/cméd.

No que se refere aos solidos totais dissolvidos (SDT), observou-se variacdes
temporais significativas, com o maior valor (60,51 mg.L™?) registrado no ponto Ponte
do Bragueto (PB) na época de chuva e menor valor (4,05 mg.L?) registrado no
Ribeirdo Mestre D’Armas (MDA) no periodo de seca. Os valores obtidos de SDT
estdo condizentes com os valores de condutividade apresentadas nas norma
brasileiras, com quantidades de sélidos dissolvidos dentro da faixa de qualidade da
agua (resolucdo 357/2005 do CONAMA e Portaria, n® 2.914/2011 do Ministério da
Saude).

O oxigénio dissolvido, proveniente da atmosfera através da diferenca de
pressdes parciais, € um parametro fundamental para assegurar a qualidade da agua
e € imprescindivel para a biota desse ecossistema. Nas amostras coletadas
observou-se variacfes temporais e espaciais significativas, com o valor maximo de
oxigénio dissolvido de 7,18 mg.L' no ponto Ponte do Bragueto (PB) durante o
periodo chuvoso, ocasionado pela recirculacdo de agua favorecido pela chuva. Um
valor minimo de 2,76 mg.L* foi observado para o ponto do Ribeirdo de Sobradinho
(SOB) durante o periodo de seca, possivelmente devido ao consumo oxigénio para
decomposicdo de matéria organica, caracterizando em um ambiente redutor, e tal
fato é respaldado pela concentracéo elevada do ion sulfato, SO4%. Na legislacéo, as
aguas sao classificadas, classes 1, 2 e 3, de acordo com a concentragao de oxigénio
dissolvido, ndo inferior 6, 5 e 4 mg.L, respectivamente, e podem ser empregadas
ao abastecimento e consumo humano desde que recebam o tratamento adequado
para esse fim (CONAMA 357/2005).
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5.5.2. Determinac&o dos Anions

Conforme observa-se na Tabela 11, os maiores valores de CI- foram obtidos
em PB (8,186 mg.L no periodo de chuva) e em SOB (7,794 mg.L, no periodo de
seca), enquanto que os menores valores foram observados no ponto GAM (0,35
mg.Lt e 0,708 mg.L? no periodo chuvoso e seco, respectivamente). As principais
fontes natural de cloreto, segundo Piveli et al. (2006), estdo relacionados aos solos e
rochas. No entanto, acBes antropicas como descargas de esgoto sanitario e
descargas de efluentes industriais originados na industria de petrdleo, farmacéutica,
cortumes, etc.,, tem contribuido de forma significativa para o aumento das
concentracdes desse ion nas aguas. Segundo a Portaria 36 do Ministério da Saude
e resolucdo do CONAMA 357/2005, o valor de 250 mg.L* de CI- é tomado como
padrdo de potabilidade. Desta forma, as concentracdes dos pontos de coleta estdo

dentro da faixa segundo os regulamentados por lei.

A menor concentragdo de NOgs, dentre as que estiveram acima do LD de
0,334 mg.L* foi apresentada no TOR (0,547 mg.L?) no periodo de chuva e no BAN
(0,350 mg.L1) no periodo de seca, e foi maior em MDA (4,069 mg.L?) e PB (2,774

mg.L) nos mesmo periodos, respectivamente.

As fontes naturais de nitrogénio suscitam da atmosfera através de varios
mecanismos. Dentre eles estdo: a fixacdo biologica realizada pelas bactérias e
algas, que incorporam o nitrogénio atmosférico em sua estrutura celular, auxiliando
para a presenca de nitrogénio organico nas aguas; e a fixacdo quimica, dependente
da presenca de luz, pleiteando a presenca de amoénias e nitratos. Em contrapartida,
as principais fontes antropicas de nitrogénio sdo os lancamentos de proteinas
(nitrogénio orgéanico) através do sistema de esgotos sanitarios, bem como, de ureia
que é hidrolisada gerando o nitrogénio amoniacal. Além do mais, ha ainda as
chuvas, que apesar de serem um fendmeno natural, lavam a atmosfera poluida das
cidades somados a um escoamento pluvial deficiente, aumentando a presenca
material particulado de nitrogénio organico e possibilita a dissolucdo da amoénia e
nitrato mas assinalam uma fonte difusa de dificil caracterizacdo. Nas areas
agricolas, o escoamento pluvial através dos solos fertilizados, também contribui para

a presenca de diversas formas de nitrogénio (PIVELI et al., 2006).
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No processo de auto depuracdo dos mananciais, em aguas superficiais, a
forma mais encontrada do nitrogénio é o nitrato. Deste modo, a resolucdo do
CONAMA 357/2005 e a Portaria N° 2.914/2011 do MS normatizam a capacidade
maxima de nitrato em 10 mg-N.Lt. Portanto, nenhum dos pontos de coleta

apresentaram concentragdes de nitrato superiores aos admitidos.

A presenca de sulfatos pode ser detectada em apenas trés dos nove pontos
amostrados: PB (8,423 mg.L?) e EDB (6,024 mg.L?) no periodo da chuva e EDB
(6,805 mg.L 1) e SOB (13,993 mg.L!) no periodo da seca.

As fontes naturais desse ion, um dos mais abundantes na natureza, surge da
dissolucéo de solos e rochas, como sulfato de calcio e o sulfato de magnésio bem
como da oxidacdo a sulfatos (ex.: pirita ou dissulfeto de ferro, FeS2). Em aguas
superficiais, a sua ocorréncia pode proceder das descargas de esgoto doméstico,
dos efluentes industriais e do proprio tratamento dessas aguas com o emprego de
coagulantes como o sulfato de aluminio, sulfato de ferroso, sulfato férrico e
caparrosa clorada (PIVELI et al., 2006). O seu excesso has aguas destinadas ao
abastecimento desencadeiam um efeito laxativo sendo que o seu padrédo de
potabilidade é fixado em 400 mg.L! pela Portaria N° 36/1990 do MS e 250 mg.L*
pela Resolucdo N° 357/2005 do CONAMA. Os valores encontrados para esse ion

estiveram abaixo do limite superior regulamentado.
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Tabela 11 - Variacdo das concentraces dos anios no periodo de seca (julho/2013) referente aos pontos de coleta de mananciais do Distrito Federal.

Cl- NOz S0.*
Pontos de Coleta Cod. (mg.L?Y) (mg.L D) (mg.L?)
Seca Seca Seca
Ponte do Bragueto PB - - -
Bananal BAN n.d. 0,350 n.d.
Cabeca de Veado CDhV 2,165 0,634 n.d.
Erminda Dom Bosco EDB 6,283 2,274 6,805
Gama GAM 0,708 n.d. n.d.
Torto TOR 1,776 0,679 n.d.
Riacho Fundo RF 1,214 n.d. n.d.
Sobradinho SOB 7,794 4,055 13,933
Mestre D'Armas MDA 5,815 4,069 n.d.
Fumal FUM 1,066 0,554 n.d.

Onde: n.d.= ndo detectavel, e - = pontos que néo tiveram as variacdes das concentra¢des dos anions detectadas.
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5.6. Determinacdo da 6°N-NOs™ nas aguas superficiais
dos mananciais do Distrito federal

O método em estudo foi utilizado para verificar o 3N-NOs  das
amostras de agua superficial nos mananciais do Distrito Federal. Assim,
averiguar a possibilidade de determinacdo isotopica. Essa quantificacdo foi
realizada somente nas amostras coletadas em julho de 2013 (periodo de seca),
pois as amostras coletadas em outubro de 2012 foram utilizadas somente para

verificar a variagdo da concentracdo do ion nitrato.

Os valores de 3N-NOsz nos mananciais superficiais apresentaram
valores positivos, variando de + 2,643 %o a +13,68%o, diferente do observado
no sal KNOss) (- 4,199 £ 0,069%0). Observou-se uma variagéo espacial entre as
amostras com maior valor (+14,35 %o) registrado no Ribeirdo do Riacho Fundo

e 0 menor (+2,643%o) no Ribeirdao Bananal (Tabela 12).

Tabela 12 -- Variacdes isotdpicas de amostras de aguas naturais de mananciais do Distrito
Federal coletadas no periodo de seca em julho de 2013.

Volume Pré- ¢

chwt;)s{ ie (NO-]' Concentrado(®! Ampl 28 {9 SN

oleta
mg/L L mV
Bananal 0,35 4,00 500 2,64
Torto 0,679 2,70 2827 12,80
Parte Norte  Sobradinho 4,055 2,80 - -
do DF

D'\’/I:fr::s 4,069 3,00 6387 12,68

Fumal 0,554 3,00 6179 10,14

'E'jrfgg n.d 3.90 5652 14,35

Pa”eDlszu' o Gama n.d 4,00 5166 13,68

Cabecga de

Veado 0,634 3,80 3009 13,36

Parte centrall Ermida Dom 2274 4,00 105 4.04
lago Paranoa Bosco

[a] Concentracdo de nitrato do ponto de coleta verificado por cromatografia ibnica [b] Volume
utilizado na concentracdo de nitrato no cartucho [c] amplitude do sinal, em mV, para a massa
atdbmica 28 [d] Razao isotopica das amostras liofilizadas.

Esses valores de O'N-NOs observados no atual trabalho, sio

semelhantes aos encontrados por Liu & Xing (2012), que trabalharam em uma
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regido arida da China para investigar a concentracao e assinatura isotopica de
carbono e nitrogénio em aguas de rio, em materiais suspensos nas aguas de
rio e também em solo, durante periodos de eroséo de solos, e observaram que
a assinatura isotopica de nitrogénio de NO3 das amostras de agua variaram de

5,1 a 10,3%0. em maio e de 3,5 a 6,4 %0 em agosto.

Os valores de d'°N obtidos na parte sul do DF foram isotopicamente
mais pesados (+14,35; +13,68; e +13,36%o0) que 0s encontrados na parte norte
(+2,64; +12,80; +12,68; e +10,14%0) (Tabela 12). Essa diferenca, pode estar
relacionada ao uso e ocupacdo do solo, observados que o 3N variou entre

+10,14%0 e +13,68%0, bem como por interferéncia antropica.

Em um trabalho realizado por Alves (2012) na regido do cerrado do
Brasil central (regido administrativa de Planaltina-DF), regido proxima aos
pontos de coleta dos mananciais superficiais na parte norte, verificou o valor de
O®N variando de 6,3 a 7,4%. a medida em que a profundidade aumentava.
Esse fracionamento é originado durante a mineralizacdo da matéria organica,
que enriquece o solo com o is6topo de °N. Dessa forma, observa-se que o os
valores de 5°N obtidos no solo sdo menores do que os valores obtidos nesse
estudo para as amostras de agua superficiais da mesma regiao. Provavelmente
essa diferenca de valores é resultante de um fracionamento isotépico entre 0s
diferentes compartimentos (solo e agua). Assim, os resultados do &'°N-NOs-
nas aguas superficiais do DF, obtidos nesse estudo, sdo importantes para a
constituicdo de um banco de dados e para futuras interpretagdes.

Segundo Alves (2012), o anion NOgz™ é raramente adsorvido no solo, pois
tem grande mobilidade na solucdo do solo, e sua perda é influenciada via
lixiviacdo e emissdo gasosa aumentando sua mobilidade entre os diversos

compartimentos do ecossistema.

Na parte sul, a sub bacia do Riacho Fundo apresenta a maior densidade
e diversidade de ocupacdo. As regides administrativas do Riacho Fundo,
Nucleo Bandeirante, Guara, Candangolandia além de outras areas como
Mansbes Park Way e Aguas Claras, compdem o perimetro de urbanizac&o

entorno desses mananciais. No entanto, encontramos, também um setor de
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indUstria e abastecimento além de areas com atividades rurais (Ferrante et al.,
2001; CODEPLAN,1994).

O Ribeirdo do Gama, em contra partida, apresenta afluentes que se
encontram em areas preservadas como coérregos Roncador, Taquara e
Capetinga; em areas de atividade agricola e hortigranjeiros, como o corrego
Mato Seco que corta a regido de Vargem Bonita; e em &rea residencial, como
as Mansbes do Park Way, que é cortado pelo corrego Cedro (Ferrante et al.,
2001; CODEPLAN,1994). Assim, o valor de foi de 8'°N de +13,68 %o (Tabela
12).

Vale ressaltar que mesmo com a concentragdo de NOs3™ nos ribeirbes do
Riacho Fundo e Gama abaixo do limite de detec¢do (LD—NOs = 0,334 mg.L?),
foi possivel pré-concentrar o nitrato no cartucho e determinar os valores de

razao isotopica nesses mananciais.

Os ribeirdes do Gama e Cabeca de Veado séo utilizados como areas de
captacdo de agua para abastecimento publico. As concentracdo de nitrato
nesses mananciais esteve inferior ao valor maximo permitido pela Portaria MS
2.914/2011, e verificou-se valores de &N de +13,68%0 e de +13,36%o,

respectivamente.

Na parte norte, o cérrego Fumal e o Ribeirdo Mestre D’Armas também
sdo utilizados como areas de captacdo de agua para abastecimento publico e
também apresentaram concentracdo de nitrato inferiores ao valor maximo
permitido pela Portaria MS 2.914/2011, apresentando valores de &'°N de
+10,14%0 e +12,68%o, respectivamente. Pinelli (1999) verificou que dentre os
mananciais da Bacia Hidrografica do Rio Sao Bartolomeu (Pipiripau, Mester
D’Armas e Sobradinho), o Fumal apresentou os valores mais baixos de
concentracdo de nitrato sendo justificada pela ocorréncia predominante de
atividades agricolas. O carreamento de nutrientes decorrentes das areas
fertilizadas via galeria de aguas pluviais ou diretamente pelo escoamento

superficial podem ter uma relagédo com o valor de 5'°N encontrado.

Ainda, na parte norte, o Ribeirdo do Torto, que tem como seus principais
afluentes os corregos Tortinho e Trés Barras, ndo possui mais um regime

hidrico natural, pois estd alterado pela presenca das barragens de Santa
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Maria/Torto. Ele apresenta area predominantemente rural constituida pelo Lago
Oeste e a Granja do Torto, contudo, observa-se o cruzamento de &reas
urbanas, como o Varjao (Ferrante et al., 2001; CODEPLAN,1994). O valor de
0N desse ribeirao (12,80 %o) ndo difere significativamente do 3°N do Ribeirdo
Mestre D’Armas (Tabela 12).

Encontram-se na literatura alguns trabalhos que proporcionam um
entendimento da dindmica isotépica e interferéncias antropicas do ion nitrato.
Segundo Xue et al. (2012), os valores médios de 5'°N-NO3z em amostras de
agua superficial foram relativamente elevados, e variaram de 15,0 a 19,4%o.
Esses valores encontrados foram maiores que valores observados na literatura,
correspondentes a areas agricolas, da mesma magnitude do trabalho. Ja em
outro sitio (H) os valores encontrados de 6°N-NQOzs" variaram de 11.0 a 15.8%.,
indicando que era proveniente de esgoto (Xue et al., 2009). Esses valores de
razdo isotOpica encontrados por esses autores tem semelhanca aos

encontrados no trabalho atual.

O Ribeirao Bananal apresentou um &°N de +2,64%.. Esta area deve ser
pouco impactada, pois, segundo Ferrante et al. (2001), o Ribeirdo Bananal, tem
a drenagem situada no Parque Nacional de Brasilia, uma area de preservacao,
sendo o0 seu curso principal de 19,1km. J& para o para o ponto de coleta
proximo da Erminda Dom Bosco, no Lago Paranod, o valor de 3'°N foi de
+4,04%0 (Tabela 12), pode estar relacionado a uma contribuicdo difusa
proveniente de diferentes fontes, ja que no lago Paranoa desagua uma grande

mistura de agua provenientes de locais diversos.

Entretanto, nos pontos de coleta Ribeirdo Bananal e Erminda Dom
Bosco, respectivamente, observou-se uma baixa amplitude do sinal (500 mV e
105 mV), ou seja, abaixo do limite inferior para a linearidade (Tabela 12). Esses
dados ndo contribuem para os resultados das medidas de 3'°N desses locais,
indicando baixa confiabilidade dos mesmos. As baixas amplitudes observadas
podem estar relacionadas a baixa concentracdo de N2 gerado e detectado pelo
FC- EMRI vindo do analisador elementar. Fato este, que pode ter sido
ocasionado por algum interferente, uma vez que na amostra da Ermida Dom

Bosco apresentou concentracdo de nitrato de 2,274 mg/L, maior do que o
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observado nas amostras Riacho Fundo e Gama, onde o ion nitrato ndo foi
detectado pela cromatografia de ions (Tabela 11). Silva et al.(2000) descrevem
possiveis interferentes que poderiam ocasionar a perda ou o fracionamento
isotépico, sendo eles, os ions Cl-, SO4> e o carbono organico dissolvido em
concentracbes superiores a 200 mg.L-1, 2000 mg.L-1 e 200 mg.L-1,
respectivamente. Entretanto, nas amostras coletadas para essa pesquisa 0s
valores de Cl- e SO4% foram inferiores a 8 mg/L e a 14mg/L, respectivamente, e

o carbono organico dissolvido nédo foi quantificado (Tabela 11).

Portanto, os valores do d'°N obtidos para as amostras naturais podem
ser considerados nesse estudo de adaptacdo de metodologia, uma vez que o
fracionamento isotépico proveniente do processo de eluicdo da coluna
observado na adaptagédo do método (variando de cerca de -1,890%o a -0,987%o
maior do que o valor observado para o sal de KNO3 ) = -4,199%0 + 0,069%o),
ndo interfere significativamente na interpretacdo das assinaturas isotOpicas

obtidas.

Entretanto, para certificar a diferenciagdo das fontes do ion nitrato
recomenda-se a determinagdo conjunta do 5'°N e do 5'80 provenientes do ion
nitrato (Fenech et al., 2012), uma vez que a amplitude de 320 corrobora para
uma maior separacdo dos valores relacionados aos tipos de fonte, £80%o, do
que 0 &N, +35%.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados observados, foi possivel concluir que a adaptacéo
do método analitico proposto foi adequada pois i) houve éxito na confecgédo do
cartucho de pré-concentracdo com auséncia de escoamento lateral, formacgdes
de caminhos preferenciais e bolhas; ii) eficAcia no uso do sistema de pré-
concentracdo em linha que permitiu 6 extracbes simultaneas, e tem
possibilidade de expanséo para até 12 extracdes devido ao modelo da Bomba
peristaltica; iii) fracionamento pouco significativo para as amostras sintéticas,
cerca de 1%o; iv) 0 fracionamento isotdpico proveniente do processo de eluicdo
da coluna observado na adaptacdo do método (variando de cerca de -1,890%o
a -0,987%0 maior do que o valor observado para o sal de KNO3 (s) = -4,199%0 *
0,069%0), nao interfere significativamente na interpretacdo das assinaturas
isotopicas obtidas para as amostras naturais dos mananciais do Distrito
Federal; v) foi possivel quantificar o 3'°N-NO3” em amostras naturais com baixa

concentracdo de nitrato.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Esses estudo foi realizado de forma preliminar, sugerindo-se assim a
realizacdo de novos estudos para a obtencdo de respostas totalmente

conclusivas.

Estudos verificando a interferéncia de matérias organicas e ions
dissolvidos aumentaria a robustez do método, visto que as concentracdes de

nitrato sao baixas.

Além disso, para a confirmacdo dos resultados encontrados no que se
refere as fontes de nitrato, trabalhos posteriores poderiam ser realizados com a
analise conjunta de isétopos de nitrogénio e oxigénio, pois os resultados
podem apresentar margens para duvidas no que se refere as fontes
contaminantes. A combinacdo de dois métodos, tracadores isotOpicos com
marcadores quimicos, seria uma metodologia mais adequada para determinar

se um corpo de agua estd contaminado e quais seriam as fonte dessa
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contaminagao (Fenech et al., 2012). Tendo em vista que algumas fontes de
nitrato ndo podem ser diferenciadas, tal como esterco e esgoto, somente pelos
valores de 3!°N, o uso de marcadores quimicos, tem sido utilizado, bem como
a determinacdo conjunta dos iso6topos 8'°N e do 30O provenientes do ion

nitrato (Fenech et al., 2012) e que podem fornecer as seguintes informacodes:

i) a separacao do is6topo de oxigénio para varias fontes é melhor
do que a do is6topo de nitrogénio, com a extenséo do 50 por volta
de 80%o enquanto que para o 3*°N vai até 35%, assim o uso desses
dois tracadores permitem melhor compreensdo das fontes (Figura
18).

i) algumas fontes de nitrato ndo podem ser identificadas somente
pelo &'°N, pois apresentam valores similares (nitrato de fertilizantes
e solo; nitrato de origem atmosférico e de solo), mas podem ser

separados quando os valores de 380 do nitrato é adicionado;

iif) a composicao isotopica do oxigénio proveniente do nitrato varia
sistematicamente com a composic¢ao isotépica do nitrogénio durante
a desnitrificacdo. Assim, em sistemas onde as fonte dominantes de
nitratos séo diferentes isotopicamente, contribuicdes de diferentes
fontes (em teoria) pode ser determinada ainda que haja uma

desnitrificag&o significativa.
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Figura 18 - Descricdo geral da variagdo dos valores de 680 e 8!°N para principais fonte de
nitrato (adaptado de Kendall, 1998)

Uma maior amplitude dos pontos de amostragem nos mananciais locais
durante os diferentes periodos pluviométricos, da area onde as coletas de agua
podem ser realizadas, seria interessante, visto que poderia corroborar para
resultados mais conclusivos sobre possiveis interferéncias antropicas nos

mananciais superficiais do Distrito Federal.

Estudar a relacdo entre os compartimentos terrestre e aquatico
possibilitaria um melhor entendimento da dindamica do N e possibilitaria a

formacédo de um banco de dados.
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