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Resumo

N-nitrosoglifosato (NNG) € a principal impureza do produto técnico de Glifosato, o
herbicida mais comercializado e consumido no mundo. Esta impureza é gerada durante
os processos de sintese do Glifosato e, assim como outras N-Nitrosaminas, apresenta
riscos toxicoldgicos graves. Por esta razdo, existem para o NNG limites maximos
regulatorios estabelecidos nacional e internacionalmente. A despeito desta relevancia,
poucos e complexos sdo os métodos disponiveis na literatura para sua determinacgao.
Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um método analitico automatizado
para a determinacdo de NNG em amostras de produto técnico e formulacdes de
Glifosato, utilizando um sistema de andlise por injecdo em fluxo — FIA, o qual se
apresenta como um procedimento mais rapido, mais econémico, menos sujeito a
interferéncia humana e a contaminacdes, além de proporcionar sensibilidade adequada
ao atendimento ao limite regulatério de 1,0 mg Kg™*. Tendo em vista que as condicdes
operacionais dos métodos existentes atualmente, especialmente etapas de
aquecimento e adicdo de &cido em alta concentracdo, impdem dificuldades ao
acoplamento em sistemas FIA, foi implementado um procedimento de derivatizagao
fotoquimica. Neste processo, a molécula de NNG teve sua ligacdo N-NO clivada como
resultado da interacdo da radiacdo ultravioleta de comprimento de onda 254 nm. Os
fons nitrito resultantes desta etapa foram submetidos posteriormente a reacdo de
Griess, permitindo deteccdo fotométrica no comprimento de onda de 540 nm. O
dispositivo de deteccdo baseado em LED de cor verde, a camara foto-reatora e o
programa para controle de valvulas e aquisicdo de dados foram desenvolvidos no
préprio laboratério. Uma etapa de extracdo em fase solida foi inserida no sistema em
fluxo com o objetivo de remover os componentes interferentes da matriz e pré-
concentrar o analito, simultaneamente a fotoderivatizacdo. Resultados qualitativos
obtidos a partir de amostras reais de produto técnico de Glifosato demonstraram que o
procedimento € efetivo, tendo sido observado o produto colorido da reagéo de Griess,
sem haver necessidade de fortificacdo. Os resultados obtidos demonstram que a
exploracdo da técnica é oportuna e vantajosa do ponto de vista analitico em relacéo

aos métodos atualmente praticados.



Abstract

N-nitrosoglyphosate (NNG) is the main impurity in technical Glyphosate, which is the
world’s most traded and consumed herbicide. That impurity is produced during the
synthesis processes of Glyphosate and, like other N-Nitrosamines, poses strong
toxicological risks. For this reason, there are maximum regulatory levels established at
both national and international levels. In spite of its relevance, there are but a few,
complex methods available in literature for that determination. The objective of this work
is to develop an automated analytical method for the determination of NNG in technical
Glyphosate and formulations, by means of a flow injection system — FIA, which is faster,
less expensive, less subject to human interference and contaminations, providing
adequate sensitivity in order to comply with the regulatory limit of 1,0 mg Kg™.
Considering that some operational conditions of the currently used methods, specially
the heating and highly concentrated acid addition steps, impose difficulties to FIA-
coupling, a photochemical derivatization process was implemented. In that process, the
NNG molecule suffered the cleavage of the N-NO bond, as a result of the interaction
with ultraviolet radiation and wavelength 254 nm. The nitrite ions generated in this step
were later submitted to the Griess reaction, thus allowing photometric detection at
wavelength 540 nm. The green LED-based detection device, the photo-reaction
chamber, and the software for valve control and data acquisition were developed in the
laboratory. A solid phase extraction step was added to the flow system with the purpose
of removing interfering matrix components e to pre-concentrate the analyte,
simultaneously with the photoderivatization. Qualitative results obtained from real
samples of technical Glyphosate showed the effectiveness of the procedure, as the
colour product of the Griess reaction was observed, without any standard addition. The
results demonstrate that the further exploration of this technique is opportune and

advantageous from the analytical point of view in relation to the methods currently used.
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1. Introducéo



Introducéo

Os meétodos analiticos para determinacdo de impurezas toxicologicamente
relevantes de agrotéxicos possuem atualmente uma dimensdo incompativel com sua
importancia real. H& uma quantidade restrita de procedimentos publicados,
contrastando com a variedade incomensuravel de ingredientes ativos no mercado, em
produtos técnicos e formulagdes diversas, cuja composi¢cdo detalhada € tratada como
sigilosa. Isto impfe dificuldades as abordagens analiticas, uma vez que o
desenvolvimento de um método pressupfe o0 conhecimento da matriz em que se

pretende fazer a determinacao.

Além disso, em termos quantitativos, os produtos técnicos e formulacOes
comercializados somam um volume muito grande, o que requer dos organismos de
regulacdo acdes concretas e abrangentes para evitar que tais produtos cheguem aos
produtores e as lavouras trazendo consigo potenciais riscos a satude do aplicador e, em
dltima instancia, do consumidor de alimentos. Neste sentido, métodos analiticos
rapidos e econdmicos constituem necessidades essenciais dos orgaos fiscalizadores
para atendimento de suas demandas, 0 que converge com as principais solucoes

oferecidas pelos sistemas de anélises por injecdo em fluxo — FIA.

O herbicida mais comercializado no mundo, o Glifosato, possui duas impurezas
toxicologicamente relevantes e que sao inerentes ao seu processo de producédo, a
saber, Formaldeido e N-nitrosoglifosato — NNG. Estas impurezas sao reguladas pelo
Food and Agriculture Office — FAO e, no Brasil, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento. Ha, no entanto, uma critica escassez na literatura cientifica de
meétodos analiticos para a determinagdo de NNG em produtos técnicos de Glifosato,
sendo que 0s Unicos existentes envolvem procedimentos complexos, instrumentacao
de alto custo e quantidades consideraveis de reagentes. Por esta razdo, o

desenvolvimento de métodos mais rapidos, econdmicos e eficientes € oportuno,

especialmente se for considerada a estratégia FIA.



Tendo em vista este contexto, o presente trabalho visa o desenvolvimento de
método analitico fotométrico para determinacdo de N-nitrosoglifosato em amostras de
produto técnico e formulages do herbicida Glifosato, automatizado por um sistema de
analise por injecdo em fluxo, contendo para tanto uma etapa de derivatizacdo

fotoquimica.



2. Revisao Bibliografica



Reviséo Bibliografica

2.1. Informagbes gerais quanto a utilizagdo do herb icida
Glifosato

A utilizacdo de agrotoxicos nas lavouras estd diretamente ligada ao notavel
aumento de produtividade do agronegdcio brasileiro nos ultimos anos, um crescimento
tal que deu ao pais alcunhas como “celeiro do mundo”. Atualmente, o Brasil € o 3°
maior exportador de alimentos do planeta, e vem liderando em producédo e exportacéo
de commodities como café, laranja e cana-de-aglcar, sendo ainda o segundo maior
produtor de soja, mamé&o, abacaxi, carne bovina e de frango, entre outros produtos, de
acordo com dados da FAO de 2011.' E também o maior consumidor de agrotéxicos do

mundo,’ fato diretamente relacionado com o aumento da produtividade.

A despeito deste efeito positivo, os agrotoxicos também impdem preocupacgoes,
e consequentemente, acdes regulatorias focadas principalmente em 3 itens: i) impacto
ambiental, pela sua eventual deriva e contaminacdo de rios, fontes e solos; ii) a
seguranca do alimento produzido, devido a presenca de residuos e metabdlitos em
niveis nocivos a saude do consumidor; e iii) a seguranca do operador durante a
aplicacdo, em razdo da presenca de substancias téxicas no agroquimico, seja
resultante de transformac&o no ambiente ou impurezas do processo de sua fabricacéo.
A regulacado, portanto, € focada nas necessidades para o aumento da producdo de
alimentos, os quais sejam também seguros do ponto de vista dos alimentos, ambiental

e da exposicao da populagéo residente nas areas rurais.

Algumas culturas que possuem grande importancia econdmica, como trigo, soja
e milho, estdo sujeitas ao ataque de ervas daninhas e é dai que surge a necessidade
de aplicacdo de herbicidas nas lavouras. Esta necessidade, apesar de patente em
muitos casos, ndo faz prescindir-se da afericdo da identidade e qualidade destes

defensivos agricolas, a qual € feita em esséncia por analise laboratorial.

Um dos herbicidas mais utilizados é o Glifosato (N-(fosfonometil)glicina,

C3HsNOsP),® aplicado em diversas culturas em todo o mundo. Trata-se de um herbicida



sistémico nao-seletivo, absorvido pelas folhas e que interfere na sintese de
amino&cidos aromaticos necessarios a formacdo de proteinas nas plantas alvo.*® Sua
aplicacao ocorre principalmente no pés-emergéncia de plantas infestantes em culturas
de algoddo, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-acucar, citrus, coco, feijao,
fumo, macd, mamao, milho, nectarina, pastagens, péra, péssego, seringueira, soja,
trigo e uva.® No sistema Agrofit do Ministério da Agricultura do Brasil (MAPA), conforme
dados obtidos de agosto de 2013, existem 57 produtos formulados registrados e de uso
autorizado com o ingrediente ativo Glifosato, pertencentes a varias empresas.” A
patente da companhia desenvolvedora da molécula, a Monsanto, expirou no ano 2000,
e desde entdo muitas outras companhias vém produzindo e comercializando produtos
técnicos e formulacdes do ingrediente ativo Glifosato. De acordo com dados do sistema
AliceWeb, do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (MDIC), sO
no ano de 2012 (periodo de janeiro a dezembro), foram exportados 5.296.875 kg de
herbicidas a base de glifosato/sais/imazaquim/lactofen (NCM 3808.93.24), num
montante total de US$27.166.235. No mesmo periodo o Brasil ainda importou
10.815.102 kg desses produtos, equivalente a US$21.532.458.% No arcabouco legal do
MAPA, existem 49 atos normativos que relacionam-se ao controle do Glifosato de

alguma maneira.®

Glifosato é considerado de baixa toxicidade a mamiferos, com LDsy acima de

1011 sendo inclusive classificado

2000 mg/kg de peso corporeo (dose oral, em ratos),
pelo Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) como substancia quimica do
Grupo E, isto é, substancias quimicas das quais ndo ha evidéncia de carcinogenicidade
em humanos.*® O advento das culturas transgénicas intensificou consideravelmente o
uso de Glifosato. A propria Monsanto desenvolveu e comercializa sementes de culturas
geneticamente modificadas com a marca RR (RoundupReady), indicando que a planta
é resistente ao mecanismo de ac¢&o do glifosato a nivel celular.**'* Com o aumento de
lavouras resistentes nas Ultimas décadas,” o uso deste herbicida pdde também ser

aumentado na busca de maior eficiéncia na eliminacdo das ervas daninhas.
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Além do uso agricola, a aplicacdo urbana de Glifosato € consideravel: em

algumas cidades, é aspergido em cal¢cadas e fendas dos pavimentos, para impedir 0



crescimento de ervas, aplicado em trilhos ferroviarios e até mesmo para acabar com
vegetacdo aquatica indesejada. Com isto, atribui-se em grande parte a estas praticas a
contaminacdo de aguas superficiais por Glifosato, sendo estimado que até 24 % do

herbicida aplicado em terrenos pavimentados sejam carreados pela agua.*®*’

2.2. Regulacdao das impurezas toxicologicamente rele  vantes,
em especial NNG

O processo de producdo de Glifosato gera impurezas com potencial
carcinogénico, sendo NNG (N-nitrosoglifosato) a principal, e cujo nivel maximo
permitido regulamentado pela FAO é 1,0 mg kg*.** Outras impurezas sdo conhecidas,
como (glifosina, acido hidroximetilfosfénico, acido iminobismetilfosfinico, &cido
aminometil fosfinico, N-metilglifosato® e Formaldeido, sendo que apenas este Gltimo é
objeto de regulagcédo juntamente com o NNG em virtude de seu risco toxicologico. De
fato, a IUPAC define impurezas relevantes de produtos técnicos de agrotoxicos como
aguelas que podem “exibir efeitos toxicos pronunciados quando comparados aos do
ingrediente ativo, afetar a fitotoxicidade ou as propriedades fisicas das formulacdes,

resultar em residuos indesejaveis nos alimentos ou causar contaminacdo ambiental.”**

O NNG é um subproduto da sintese de Glifosato, e tem duas possiveis origens
principais: i) devido a presenca de nitrito na agua utilizada no processo, ou ii) devido a
presenca de espécies [NOJ, no ar utilizado na etapa de oxidacdo.'* As etapas da
producdo de Glifosato j& foram estudadas, levando a proposicfes de rotas sintéticas

diversas, sendo a mais comumente utilizada a que é apresentada abaixo.

Et,N (40° C 1h, 50° C 1h)
(MeO),P(=O)H (95min, 65° C)

0 NH PN o

I H T 2 -~ 4

cr, + €02 HCI/H,0 (120° C) COzH/\NH P
NaOH Ho o ©H
NH,

Figura 1 — Equacé&o quimica representando a sintese  do Glifosato. Adaptado
de Brown. %°



Apesar da origem conhecida e amplamente comentada neste levantamento, ndo
foram encontradas na literatura descrices de rotas ou mecanismos que indicassem a
geracdo de NNG durante o processo de sintese do glifosato. Todavia, o fato de
espécies [NO]x incluindo nitrito e nitrato serem ubiquas, agrava a necessidade de
atencdo, j4 que ndo sao necessarias condicbes muito especificas para que ocorra sua
reacdo com glifosato, gerando assim NNG tanto no processo sintético do herbicida

como no ambiente.

A preocupacdo com o0s riscos a saude impostos pelo NNG surgiu no final da
década de 1970, quando se observaram os primeiros registros de metodologias
analiticas objetivando sua determinacdo em algumas matrizes de interesse. Em
documento intitulado “Glyphosate, review and evaluation of TOX data” de 1978, a
agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos — US EPA, relatou uma avaliagéo a
respeito da exposi¢cao do aplicador ao NNG. Foi utilizado o produto Roundup contendo
0,14 mg kg™* de NNG, e foram feitas medicées de glifosato e NNG no ar, nas luvas, em
compressas de gaze localizadas no corpo do operador e na folhagem, com o objetivo
de determina-los no ar respirado, e nas superficies da pele cobertas e descobertas. O
principio do método analitico utilizado se baseava em deteccdo espectrofotométrica
apos reagdo de Griess. Os resultados da pesquisa foram considerados inconclusivos,
pois, embora o método analitico tivesse seu desempenho verificado e sua efetividade

comprovada, o delineamento amostral foi considerado inadequado ao propésito. *

NNG pertence a familia das N-nitrosaminas, as quais possuem conhecidos
efeitos carcinogénicos, inclusive na ocorréncia de cancer gastrico.?? Ha indicios, ainda
sob investigacdo, de que N-nitrosaminas estejam também associadas ao
desenvolvimento do mal de Alzheimer, com resultados mostrando que a exposicao a
baixos niveis dessas substancias podem causar degeneracao cerebral semelhante a

Alzheimer, deméncia, diabetes, esteatose hepatica e obesidade.??

N-nitrosodimetilamina, ou NDMA, € a molécula mais simples da familia das N-
nitrosaminas, e apresenta efeitos toxicos em diversas espécies, inclusive humanos,
sendo o principal a necrose centrilobular severa do figado. Os dados obtidos

demonstraram também o efeito carcinogénico do NDMA em ratos, que pode induzir



carcinomas hepatocelulares e tumores nos rins e pulmdes, além de duto biliar e
cavidades nasais. De acordo com outras referéncias, cerca de 300 compostos da
familia das nitrosaminas foram avaliados, e 90% foram considerados carcinogénicos

em uma grande variedade de animais testados.?*

No Brasil, a regulagdo de agrotoxicos compete ao Ministério da Agricultura,
juntamente com ANVISA e IBAMA. A Instrucdo Normativa Conjunta N° 2, de 20 de
Junho de 2008, da Secretaria de Defesa Agropecuéria,®® estabelece o limite maximo
nacional para a presenca de NNG em produtos do ingrediente ativo Glifosato, o qual
coincide com o designado pela FAO, isto &, 1,0 mg kg. Este limite se estende para as

formulacgdes liquidas, no caso, como 1,0 mg de NNG por litro de produto.

Tendo em vista seu potencial carcinogénico, 0S riscos impostos tanto ao
aplicador quanto ao meio ambiente, bem como ao consumidor de alimentos e sua
ampla presenca nas lavouras e aguas, 0 problema analitico se apresenta, portanto,
como a necessidade de determinacdo quantitativa de N-nitrosoglifosato (NNG) no
produto técnico Glifosato e formulagbes, com vistas a verificacdo do atendimento ao

limite regulatorio.

2.3. Estratégias para determinagcéo de NNG
Desde a década de 1970, pesquisadores vém desenvolvendo metodos analiticos
para a determinacdo de NNG ou para, por meio deste, realizar a determinacéo indireta

de Glifosato.

Friestad et al. em 1976,° de Souza et al. em 1999,%" e Tedfilo et al. em 2004%
apresentaram métodos baseados em polarografia. Segundo estes autores,
diferentemente do NNG, o glifosato € polarograficamente inativo, estando ambos em
meio &cido. Porém, segundo Pastore et al.,® a utilizacdo de polarografia de pulso
diferencial do NNG néo € conveniente, ja que pode ser inibida por compostos da matriz
gue venham a adsorver na superficie da gota de mercurio impedindo a reducdo do

analito. Além disso, o acoplamento das etapas de tais procedimentos em um sistema



de andlises em fluxo ndo é simples, fato que resultou na objecdo a esta técnica no

presente projeto.

Em contrapartida, seguindo até mesmo a tendéncia de avanco tecnologico, 0s
métodos cromatograficos ganharam importancia. De fato, os principais métodos
analiticos encontrados na literatura para determinagdo de NNG em Glifosato séo
baseados nessa técnica. Em geral, possuem como caracteristica comum uma etapa de
derivatizacdo e conseguinte determinacdo espectrofotométrica do produto oriundo da
Reacdo de Griess. Isto foi necessério porque a molécula alvo ndo possui cromoéforos
ou fluoréforos em sua estrutura, 0os quais sdo justamente o alvo das identificacbes das
técnicas em questdo. O procedimento de derivatizagdo citado possibilita conduzir a
deteccdo espectrofotométrica na regido visivel. Ademais, as moléculas de NNG e
glifosato (o constituinte majoritario da amostra) possuem grande semelhanca estrutural
(Figura 2) e funcional, o que reflete em caracteristicas fisicas e quimicas aproximadas.
Esta similaridade dificulta processos de separagdo que se baseiem nas diferencas de
tais caracteristicas, como cromatografia, membranas de separacao, extracdes liquido-
liquido ou em fase sdlida, para citar alguns exemplos. A presenca do grupo nitroso (-
NO) é a unica diferenca real entre as estruturas, e ndo se obteve na literatura
evidéncias ou dados que demonstrem em que grau isto gera diferengcas nas

propriedades fisico-quimicas.

@)
)I\/NH I';',/OH J\/N\/”/OH
HO | AN
\/
HO \OH N:O OH

(a) (b)

Figura 2 — Estrutura das moléculas (a) glifosato e (b) N-nitrosoglifosato —
NNG.
E justamente no uso do grupo nitroso que consiste a derivatizacdo utilizada para
a determinacdo do NNG. O processo de derivatizacdo possui definicbes bem
estabelecidas na Quimica Analitica, sendo que a explanacdo mais clara e sucinta seja
talvez a proposta por Harris, que a define como um processo em que a substancia

objeto da analise é modificada quimicamente de maneira a permitir ou facilitar sua
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deteccdo ou sua separacdo dos demais constituintes da matriz.>° Esta conceituacéo
pode ser explorada em termos praticos na busca por pelo aumento da sensibilidade e
seletividade do método. Estes dois objetivos, conforme sumarizado por Lores,*! podem
ser atingidos, respectivamente: i) introduzindo-se cromoforos ou fluoroforos, ou
obtendo-se um composto diferente com resposta mais intensa; e ii) aplicando-se uma
reacdo de derivatizacdo especifica, que altere somente 0 composto de interesse em

uma matriz complexa, tornando seletiva sua identificagao.

No caso em questdo, para determinagdo de compostos nitrosados, a
derivatizacdo consiste justamente na retirada do grupo nitroso para posterior reacao
com reagentes cromogénicos. Nos meétodos levantados neste trabalho, de modo geral,
esta retirada € alcancada por meio de reacdo do NNG com acido mineral em
concentracao relativamente alta e aquecimento. Este procedimento € aplicavel também

para outras N-nitrosaminas.®?3%3*

Ao longo dos anos, o desenvolvimento de métodos para determinacdo de NNG
seguiu este mesmo principio de derivatizagdo com posterior deteccdo
espectrofotométrica. O registro mais antigo pertence a companhia Monsanto, com o
método AQC 684 de 1986.>° Este método consistia em realizar a clivagem da ligacdo
N-NO com HBr juntamente com o Reagente de Griess ap0s separacdo do analito por
HPLC. O método AQC 1140 de 2011,* aplica-se a amostras de formulacdes liquidas,
porém obedece ao mesmo principio. Em ambos os casos, HBr € o reagente de
denitrosilacao, utilizado em altas concentracdes (cerca de 96 mL por litro de solucéao
colorimétrica nas amostras liquidas e cerca de 240 mL por litro no caso das amostras
sélidas). A bobina para a reacdo pés-coluna é mantida em aquecimento a 97 °C, e 0
produto é detectado por espectrofotometria na regido Ultra-Violeta — UV. Como
desvantagens, este método possui o longo tempo requerido pelo procedimento, as
grandes quantidades de reagentes, a instrumentacdo complexa e o fato de o HBr
interferir negativamente na reacdo ao reagir com nitrito gerando a espeécie

relativamente estavel NOBr,** possibilitando assim a subestimacéo do analito.
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O reagente colorimétrico de mais ampla aplicagdo consiste em uma mistura de
Sulfanilamida (SAM) e N-(1-Naftiletilenodiamina) (NED), e € com estas substancias que
a espécie nitrito oriunda da clivagem da N-nitrosamina reage para geracdo de um
produto colorido. Primeiramente, o nitrito realiza a diazotagdo da Sulfanilamida em
presenca de 4&cido, posteriormente ocorrendo seu acoplamento azo com N-(1-
naftiletilenodiamina), o que resultard no produto de coloracdo résea que apresenta
absorcdo em comprimento de onda de 540 nm (Figura 3). Esta reacao foi concebida
pelo quimico aleméo Johann Peter Griess (1829-1888), e ja € consagrada na literatura
cientifica, tendo sido amplamente estudada, aperfeicoada e até mesmo variada na
aplicacdo em diversos campos como analises meédicas, ambientais e forenses ao longo
dos anos. De fato, a quantificacdo de ions nitrito por esta estratégia € utilizada para
monitoramento no organismo humano,?’ assim como em amostras ambientais® e na
area forense.*® A Reacdo de Griess é um caso de sucesso na Quimica Analitica, ja que
tem como vantagens a sua simplicidade, rapidez e especificidade aliada a
versatilidade. Ou seja, € um método especifico para determinacdo de nitrito, mas que
pode ser adaptado a determinacdo de nitrato, N-nitrosaminas diversas e outros
compostos nitrosados conforme objetivo, portanto perfeitamente aplicavel a
determinacédo de NNG.

NH,
dind

N
IL NH,
NH, N* lind
NO; N
- . _ “
H+

pza

SO,NH, SO,NH,
Sulfanilamida (SAM) p-diazénio N-(1-naftiletilenodiamina)
sulfanilamida (NED)

SO,NH,

Cromoforo Azo ().z=540nm)

Figura 3 — Mecanismo da reacao de Griess com Sulfan ilamida e N-(1-
naftiletilenodiamina). Adaptado de Patton et al.*
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Em 1989, Pastore et al. propuseram um método para a determinacdo de NNG
em amostras de Glifosato utilizando cromatografia de fons.”® O artigo apresenta
procedimentos de recuperacdo do NNG adicionado a amostras reais de Glifosato, em
gue NNG era sintetizado a partir do glifosato em solucdo basica, ao adicionar NaNO,
aquoso ou borbulhar N,Os. Isto demonstra um ponto critico aos procedimentos de
derivatizagdo, ja que o glifosato presente poderia, em principio, reagir com o0 grupo
nitrosil ou ions nitrito oriundos da clivagem do NNG, impedindo-os de participar da
Reacdo de Griess. O procedimento baseia-se na completa desprotonagdo do NNG em
meio bésico (pH > 11), fazendo-o ser retido na coluna anibnica e eluindo-o com solucao
de SO,*. Neste caso, a separacdo prévia do Glifosato é fundamental, j& que este
possui comportamento muito semelhante ao NNG em termos de ionizacdo e esta
presente em quantidade muito maior, talvez capaz de saturar a coluna anidnica. Este
meétodo requer ainda uma instrumentacao especifica, bem como respectivas condi¢des

operacionais para a cromatografia de ions.

Em 2007, Kim et al. desenvolveram um procedimento mais simples que aquele
adotado como de referéncia — qual seja, o método desenvolvido pela companhia
Monsanto — utilizando o mesmo principio de derivatizacdo quimica e reacdo
colorimétrica.** A derivatizac&o foi feita com HCI a 4,5 mol L™* em mistura concomitante
com solucdo do Reagente de Griess, sob aquecimento a 95°C por 15 minutos. O
trabalho se propde a ser um procedimento completo em linha, excetuando uma etapa
de preparo de amostra. O método foi conduzido com menor quantidade de solventes e
acidos, além da reducéo de reagentes e de descartes declarada de cerca de 25 %, e
maior rapidez de andlise em razdo da combinacdo das etapas de denitrosilacdo e
reacdo de Griess. No entanto, possuia ainda uma relativa complexidade operacional,
ao requerer bombas de HPLC, uma etapa de resfriamento ap0s o0 aquecimento e
detector de arranjo de diodos. O artigo apresenta resultados de estudos de algumas

figuras de mérito, utilizando método da adicdo de padrao.

Um trabalho que despertou interesse por trazer uma abordagem diferente ao
problema analitico foi o elaborado por Young et al. em 1977, que apresentou um

método baseado em cromatografia de camada delgada para determinacéo indireta de
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glifosato em amostras de raizes e folhas, por meio de seu derivado nitrosado em uma
reacdo luminescente.*> NNG era preparado a partir de glifosato em solugcdo de HCI por
meio da adicdo de NaNO,. Posteriormente, este produto era irradiado por uma
lampada UV por 10 minutos e recebia os reagentes fluorescamina ou cloreto de
difenilamina-paladio e posteriormente analisada por cromatografia de camada delgada
(CCD). A derivatizacdo em questdo consiste na clivagem da ligacao N-NO pela
radiacdo UV e o ion radical nitrosil (NOe) liberado desta clivagem é rapidamente
convertido a NO,” em meio aquoso,* podendo entdo seguir adiante na Reacdo de
Griess conforme mecanismo. Este foi o primeiro registro da tentativa de derivatizagao
do NNG utilizando radiacdo UV em vez de é&cidos, e, embora ndo fosse o objetivo
priméario do trabalho, o proprio autor sugere ao final do artigo que o método descrito
poderia ser eventualmente aplicado a determinacdo de NNG em amostras ambientais.
Este trabalho demonstrou, portanto, que a derivatizagdo acida ndo € a Unica maneira

de se obter ions nitrito a partir do NNG, e que a derivatizac&o fotoquimica é viavel.

2.4. Fotoderivatizacao das N-nitrosaminas

A Fotoderivatizacdo, ou derivatizacdo fotoquimica, mostra-se uma boa
alternativa a abordagem dos métodos convencionais, na medida em que prové
condicbes mais controladas de operacao e reducdo de reagentes. Diferentemente da
derivatizacdo quimica convencional, os “reagentes adicionados” neste caso sao fotons,
e assim fatores como comprimento de onda da radiacdo eletromagnética, sua
intensidade e o tempo de exposicdo para que a reacdo desejada se processe podem
ser facilmente ajustados e otimizados. Deste modo, especialmente no caso de
derivatizacdo de N-nitrosaminas, as quantidades de acido podem ser reduzidas, e a

etapa de aguecimento pode ser abolida.

Curiosamente, conforme mencionado no item anterior, um dos primeiros
meétodos publicados para a quantificacdo de glifosato baseava-se na determinagédo do
produto da fotoderivatizacdo posterior & transformacdo daquele em NNG.** Este
método, todavia, tem como desvantagens o grande numero de etapas, algumas delas

de longa duragdo, além do uso de reagentes mais complicados de se obter e
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manipular, como difenilamina e cloreto de paladio. Por outro lado, j& demonstra um
registro antigo da possibilidade do uso de fotoderivatizacdo para deteccdo de N-
nitrosaminas, incluindo o NNG.

E sabido que as N-nitrosaminas, em uma determinada condi¢cdo de pH, sdo
fotolabeis — isto é, sofrem clivagens ao absorver radiacdo eletromagnética de energia
adequada, retirando-se assim o grupo nitroso.** Em contrapartida, a molécula de
glifosato ndo sofre fotélise por tal exposicdo,'’ o que torna o método altamente seletivo
na medida em que o componente majoritario da matriz se comporta distintamente do
analito.

A fotoquimica das N-nitrosaminas tem sido amplamente investigada, e alguns
autores propuseram mecanismos reacionais para a derivatizacdo fotoquimica de N-
nitrosaminas, especialmente N-nitrosodimetilamina (NDMA).** N&o h& na literatura
cientifica descricdo alguma das propriedades fotoquimicas do NNG em especifico,
tampouco de suas propriedades fisico-quimicas. Abaixo s&o listadas algumas
caracteristicas comuns da familia das N-nitrosaminas, importantes para a otimizacao
de condicdes experimentais do método de determinacdo de NNG baseado em reacao
fotolitica:

1. As N-nitrosaminas sdo categorizadas como zwitterions, possuindo estrutura
ressonante conforme ilustrado na Figura 4, o que lhes confere estabilidade

consideravel.

0 -
e i
/N—N - N=N
/
R2 R2

Figura 4 — Representacdo da estrutura ressonante da s N-nitrosaminas.

2. Pela extensédo da contribuicdo da forma polar dessas moléculas, € sabido que a
densidade de carga eletronica concentra-se no atomo de oxigénio, mas n&do no
atomo de nitrogénio da amina, favorecendo a protonacdo em meio &cido

naquela terminacéo.*
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3. N-nitrosaminas neutras ou protonadas ndo sao fotolabeis, entdo é sugerido que

a espécie que sofre de fato fotoreacbes seja o complexo acido, conforme

estrutura (b) na Figura 5.

8_ —

d
R -
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Figura 5 — Estrutura de uma N-nitrosamina em meio a
Chow.”

cido. Adaptado de

Baseado nessas informacdes e observacoes, Lee et al. propuseram duas rotas

fotoliticas dependentes principalmente do pH e que produziriam espécies diferentes.

Essas rotas foram classificadas como processos de clivagem homolitica e heterolitica,

apresentadas nas Figuras 6 e 7.

1) Clivagem homolitica da ligagdo N-NO:

R + O----H R
AN 3 // hv St
Nz====N _ = /NH
R/ R

+ No

Figura 6 — Clivagem homolitica da ligacdo N-NO de uma N-nitros
radiacao UV.

2) Clivagem heterolitica da ligagdo N-NO:

N
d
R+ O--H R
N3 7 h AN
N====N” — . NH, + HNO, (N,05)
R H0 (H*/NO3) R

Figura 7 — Clivagem heterolitica da ligacdo N-NO de uma N-ni
radiacao UV.

amina por

trosamina por

De acordo com Lee et al., a clivagem homolitica é termodinamicamente mais

favoravel que a heterolitica, porém esta € facilitada pelo ataque nucleofilico de uma

molécula de agua sobre o grupo nitroso da molécula da N-nitrosamina em solucéo
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aquosa. Enquanto a clivagem heterolitica produz uma amina e o ion nitrito (NOy), a
homolitica produz os respectivos radicais aminio e éxido nitrico. O radical NO*®, por sua

vez, é rapidamente oxidado a NO,” em meio aquoso.*

Considerando o0s mecanismos de fotoderivatizagdo, observa-se a clara
possibilidade de aplicacdo analitica ao se promover a reagdo dos ions nitrito gerados
com o Reagente de Griess, possibilitando assim a determinacdo de NNG de maneira

indireta.

Tendo em visto 0 objetivo de automatizar os procedimentos da derivatizacao
fotoquimica seguida da reacdo de Griess, € conveniente que estes estejam arranjados
em um sistema de analise por injecdo em fluxo - FIA. Embora seja possivel encontrar
esta estratégia em publicacbes de diversas aplica¢des, ndo ha nenhum registro de
métodos para determinacdo de NNG em FIA, e menos ainda utilizando

fotoderivatizacao.

O conhecimento dos trabalhos anteriores, mesmo de aplicacdo ndo especifica
ao NNG, foi de fundamental importancia para pavimentar o caminho do delineamento

das etapas para o propdsito de um método analitico alternativo e automatizado.

2.5. Automatizacdo do método para determinacdo de N NG
O presente trabalho buscou automatizar o procedimento de determinacdo de
NNG por meio do acoplamento da etapa de fotoderivatizagdo a um sistema de analise
por injecdo em fluxo — FIA com posterior detec¢do fotométrica baseada na reacdo de

Griess.

A estratégia FIA consiste na realizagdo das etapas analiticas de maneira
subsequente em linha, isto €, preparo da amostra, diluicdo, extracdo, clean-up, reacdes
e deteccdo sao feitas uma ap6s outra no mesmo fluxo controlado. Os sistemas FIA
consolidados e mais utilizados atualmente tém suas origens na década de 1970, com o

pioneirismo de Jaromir Ruzicka, Elo Hansen e a equipe de pesquisadores do Centro de
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Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP, especialmente Elias A. G. Zagatto e
Henrique Bergamin Filho.

Conforme definicdo dada pelos proprios Ruzi¢ka e Hansen, a analise por injecao
em fluxo baseia-se na “injecdo de uma amostra liquida em uma solucéo transportadora
em movimento e ndo segmentada de um liquido adequado. A amostra injetada forma
uma zona que € entdo transportada a um detector o qual registra continuamente a
absorbancia, potencial elétrico, ou qualquer outro parametro fisico, na medida em que
altere-se continuamente como resultado da passagem do material da amostra através
da cela de fluxo”. Outra definicdo da técnica proposta pelos mesmos autores, porém
trazendo uma énfase diferente, € a “coleta de informacbes de um gradiente de
concentracdo formado a partir de uma zona bem definida de fluido injetado e disperso

em um curso carreador continuo e ndo-segmentado”.*°

Esta técnica vem ganhando popularidade ao longo dos anos, inclusive no campo
das andlises de pesticidas em geral, como por exemplo: determinacdo de Carbaril,
Carbofurano, Propoxur e Isoprocarbe em aguas, ditiocarbamatos em amostras
sélidas*’ e Diclorvés em pimentéo,*® apenas para citar alguns. A determinacdo de N-
nitrosaminas em agua por FIA com reacdo de Griess também ja foi relatada.*® Como
vantagens desse procedimento, podemos apontar 0 menor consumo de reagentes,
solventes e da propria amostra; maior rapidez no processo analitico; minimizagdo de
erro aleatério no processo; menor intervencdo humana; maior reprodutibilidade.®® A
Figura 8 mostra esquematicamente um sistema de analises em fluxo simplificado, em
gue as etapas se processam sequencialmente iniciando-se com a injecdo da aliquota
da amostra e da solucdo de um reagente no sistema. O fluido transportador tem o
papel de carrear estas solu¢des até a bobina reacional para que ocorra mistura. Uma
bomba peristaltica € responsavel por impulsionar essas solucfes pelo sistema até o

detector, no qual ocorre a aquisi¢cao do sinal analitico.
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Figura 8 — Representagdo esquematica de um sistema
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de andlise em fluxo

simplificado. A) Amostra, T) Transportador, R) Reagente, B) Bobina reacional,

D) Detector e W) Descarte. Adaptado de Dias et a

|-51

O desenvolvimento dessa linha de pesquisa resultou em uma variedade de

sistemas de andlises, sendo alguns abordados neste projeto:

Multicomutacdo - Sistema que emprega valvulas solenoides de 3 vias para
direcionamento das solucfes. Cada solucao participante do sistema (amostra,
reagente e transportador) tem sua inje¢do delimitada por uma valvula, cujo
acionamento € controlado por um programa informatizado. Desta forma,
pode-se estabelecer os volumes injetados de cada solugao, considerando o
tempo de abertura/fechamento dessas valvulas, a vazdo da bomba e o
didmetro interno dos tubos. As injecdes das solucdes de amostra, reagente e
transportador séo feitas em momentos distintos, conforme aplicacéo pratica e
a critério do analista. Esta configuracdo de sistema proporciona facilidade de
operacdo, reprodutibilidade pela minimizacdo de intervencdo humana e
versatilidade pela possibilidade de variacdo dos parametros operacionais, em

especial no que tange quantidades e momentos de mistura, além de permitir
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acoplamento de dispositivos de preparo da amostra (SPE, lampadas UV,
ultrassom, LLE, etc.). Esta estratégia € vantajosa para sistemas mais
complexos, que contem com maior nimero de etapas ou maior nimero de

solugdes participantes;

Monosegmentado - a mistura entre amostra e reagente € delimitada entre
dois segmentos de ar de tamanho controlado. O segmento de amostra
preenche uma alca de amostragem, enquanto os fluxos de reagente e de ar
seguem caminhos alheios a ela. No momento da injecdo, segmentos de ar e
de reagente s&o inseridos sequencialmente no caminho da algca de
amostragem. A frente da zona de amostra faz interface com outro segmento
de reagente e de ar, fazendo com que a mistura amostra-reagente seja
delimitada por duas bolhas de ar controladas em um fluxo constante. Como
vantagem deste sistema, a mistura é favorecida, ja que dentro deste volume
limitado a disperséo axial da solu¢cdo ndo ocorre. Esta configuracao € indicada
para aplicacbes analiticas em que haja uma grande diferenca de indices de
refracdo entre as solucdes da zona de amostra e do transportador, pois tais
condicbes acabam por impor interferéncia a medida fotométrica do sinal
transiente. Esta configuracdo também permite o acoplamento de dispositivos
de tratamento da amostra e mantém a intervencdo humana no processo

analitico a um nivel baixissimo.

Estes dois sistemas serdo considerados para o problema analitico abordado

neste trabalho, qual seja, a automatizagcdo do méetodo de determinacdo de NNG em

amostras de Glifosato baseado em deteccdo fotométrica apds reacdo com Reagente

de Griess. Pretende-se montar um sistema considerando as etapas dos procedimentos

existentes para determinacdo de NNG em amostras de produto técnico de Glifosato. A

derivatizagdo fotoquimica do NNG mostra-se como uma potencial uma alternativa ao

procedimento convencional, o que permitird eliminar etapas de aquecimento e reduzir o

uso de &cidos em alta concentracdo, condicbes estas adversas a viabilizacdo dos

sistemas de analise por injecdo em fluxo. Até o momento, ndo ha na literatura

cientifica, trabalhos envolvendo a determinacdo de NNG em Glifosato em sistemas de
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analises em fluxo. Neste sentido, a elaboracdo de um método em FIA com
determinagdo fotométrica, tendo em si acoplado o procedimento de derivatizacédo
fotoquimica do analito em questdo, € oportuna e da o carater inovador a pesquisa e ao

objetivo proposto.

2.6. Fotoderivatizacdo associada a sistemas FIA com o
estratégias de automacao

A estratégia de utilizar etapa de fotoderivatizacao em um sistema de andlise por
injecdo em fluxo pode ser observada na literatura em diversas aplicacdes, sendo as
mais relevantes comentadas a seguir.

Lara et al.,”?

em um trabalho de revisdo, apresentaram uma compilacdo de
métodos de analise em fluxo com quimiluminescéncia fotoinduzida, elencadas
conforme reagente utilizado. O principio destes métodos era baseado na resposta do
reagente luminescente, por exemplo, luminol, oxidado a partir de um produto da fotdlise
do analito de interesse sob radiagdao UV. O trabalho mostra que diferentes sistemas em
fluxo podem acomodar lampadas UV, listando aplicacfes a diversos tipos de amostra e
analito, desde contaminantes em aguas até alimentos e formulacdes farmacéuticas.
Boa parte destes sistemas utilizaram lampadas de mercario e de xenbnio, e se
basearam em FIA, multicomutagdo e em arranjos de colunas cromatograficas e
reatores pés-coluna em linha. Os sistemas destacados no trabalho tinham em comum
uma configuragdo em que se executava a fotllise da molécula mae para posterior
reacdo com agente luminescente, de maneira simples, rapida e sensivel. Os trabalhos
levantaram observacfes quanto a possiveis interferentes advindos de produtos
paralelos da fotdlise, os quais podem gerar resposta luminescente, requerendo,

portanto tratamentos especificos.

Em trabalho de desenvolvimento de um método FIA para determinacéo
espectrofotométrica do alcaloide emetina em amostras de urina, Benito et al.>®
utilizaram fotoderivatizacdo. Uma bomba peristaltica era encarregada de transportar os

fluidos, impulsionando uma solucdo de amostra e uma de acido fosférico até uma
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camara de mistura. Deste ponto, uma valvula controlava a injecdo da mistura na bobina
de PTFE de 265 cm enrolada em volta da lampada de mercario de 6 W. Foi
demonstrado que o fluxo continuo produzia ao final sinais muito mais intensos do que o
fluxo interrompido por 30 ou 60 segundos, possivelmente em razdo da dispersao do
analito nesta situagcdo, ou mesmo por sua degradacao por excesso de radiacdo. O
sistema apresentou reprodutibilidade em termos de RSD de 0,65 %, uma faixa linear de
0,05 a 50 pg mL™ e frequéncia analitica de 67 amostras por hora, utilizando volume de

amostra de 377 L.

.>* aplicaram um método FIA com fotoderivatizac&o para determinacéo

Cheneta
fluorimétrica de tiamina em preparac0es farmacéuticas e em soro humano. No sistema
construido, as solucdes da amostra e do reagente sulfito de sédio alcalino eram
impulsionadas por uma bomba peristéltica para confluirem, sendo que a injecdo da
amostra era controlada por uma valvula. A mistura passava por uma bobina de PTFE
enrolada em torno de uma lampada de mercurio em fluxo continuo, induzindo a
resposta fluorescente. O método foi apresentado como uma evolucdo a um
procedimento em batelada, ao eliminar a necessidade de acetona na sensibilizacao da
molécula para a foto-reacdo, e possui como pontos positivos a faixa linear de trabalho

de 0,01 a 10 mg L™, RSD de 0,36 % e frequéncia analitica de 100 amostras por hora.

Em outra aplicacdo, David et al.>® propuseram método em FIA para
determinacdo de cloranfenicol em formulacdes farmacéuticas. O sistema consistia em
uma montagem complexa com uma bomba peristaltica dedicada a injecdo da amostra,
a qual passava por uma bobina de PTFE de 750 cm enrolada em torno de uma
lampada de mercurio de 8 W. A injecdo da amostra era controlada por uma vélvula. Por
outra bomba peristaltica, as demais solucbes — transportador, luminol e nitrato de
cobalto (II) — eram inseridas no sistema; os reagentes luminol e nitrato de cobalto (Il) se
misturavam em uma confluéncia, para posteriormente serem adicionados a amostra em
outra confluéncia mais adiante e finalmente seguir até o detector. Este método pdde
ser aplicado a outros compostos nitrosados, cujos produtos da fotélise eram capazes
de oxidar luminol gerando uma resposta luminescente. O trabalho n&o investigou qual o

fragmento da molécula de cloranfenicol € responsavel por oxidar o luminol, apenas
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sugerindo vagamente a possibilidade de se tratar de 4-nitrobenzaldeido. O método
possui faixa linear de trabalho de 2 x 10° a 5 x 10° mol? de cloranfenicol,

reprodutibilidade com RSD de 1,8 % e frequéncia analitica de 60 amostras por hora.

Todos os sistemas estudados nesta revisdo tinham em comum o fato de
realizarem a foto-reacdo anteriormente a reagdo que gerara de fato a resposta analitica
(nos casos citados, luminescente), além de dispor a bobina da foto-reacdo enrolada em
redor da lampada, e manter o fluxo continuo impulsionado por bomba peristaltica.
Estes métodos demonstraram que o0 acoplamento de foto-reagcbes em linha é
perfeitamente factivel, e produziram resultados positivos em termos de amplitude da

faixa de trabalho, reprodutibilidade e frequéncia analitica.

Com abordagem semelhante, é possivel observar alguns exemplos de
aplicacdes da fotoderivatizacdo de N-nitrosaminas em sistemas de analise em fluxo

existentes na literatura.

A determinacdo de N-nitrosaminas em produtos carneos explorada por Luque-
Pérez et al.”® se baseou em um fluxo controlado por duas bombas peristélticas, sendo a
primeira responsavel por encaminhar a amostra injetada através das etapas de
filtragem e resfriamento até a camara com radiacdo UV, e a segunda responséavel por
succionar a amostra derivatizada e direciona-la ao encontro do reagente de Griess com
uma valvula seletora e dai até o detector. A derivatizacdo ocorria em um reservatorio
estatico de quartzo, no qual a amostra permanecia irradiada por um tempo determinado
dependendo da sensibilidade requerida (5, 10 ou 15 minutos) até ser bombeada
novamente para dentro do fluxo, e a detecgéo era feita por um espectrofotdmetro de
arranjo de diodos. Este método possuia um arranjo operacional complexo, com grande

numero de etapas e itens caros.

Outro método com o mesmo objetivo foi apresentado por Pérez-Ruiz et al.>” e se
baseou na deteccdo por quimiluminescéncia. O sistema era constituido de dois foto-
reatores, um para a derivatizacdo de N-nitrosodimetilamina na amostra e o outro para
oxidacdo do reagente Ru(bpy)s?* a Ru(bpy)s®*. Ambos utilizaram uma lampada UV de

40 W de poténcia. Dimetilamina (produto da fotoderivatizacdo da amostra) e Ru(bpy)s>*
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(produto da foto-oxidacdo do complexo reagente) confluiam para mistura gerando uma
resposta quimiluminescente, monitorada sem qualquer discriminacdo do comprimento
de onda com um lumindmetro. Neste método, o nitrito oriundo da fotoderivatizacdo do
analito era retido em uma coluna de troca iGnica antes da mistura, pois poderia interferir
na reacao observada. Além do fato de utilizar reagentes de alto custo, este método era

consideravelmente sensivel a mudangas de pH, exigindo 3 tampdes diferentes.

Todos estes metodos possuem abordagem semelhante, isto €, proporcionaram a
determinacdo da espécie de interesse por meio da quantificacdo do produto da reacéo
entre o nitrito liberado e uma molécula que induzia a uma resposta analitica. Eles
também demonstraram que é factivel utilizar a etapa de derivatizagdo na forma
fotoquimica em um sistema FIA, tornando o procedimento mais simples. Um exemplo
desta simplificacdo é o fato de tornar-se desnecessaria a etapa de resfriamento
presente em alguns dos sistemas mencionados anteriormente, ja que a denitrosilacao

por foto-reacdo ndo requer aquecimento.

Para este projeto especificamente, propde-se a alteragdo da etapa de
derivatizagcdo quimica convencional que requer altas quantidades de &cido e um
dispositivo de aquecimento, substituindo-as por uma simples lampada UV para realizar
a retirada da espécie NO da molécula de NNG. Como mencionado, existem na
literatura cientifica alguns métodos para determinagdo de N-nitrosaminas em diversas
matrizes utilizando radiacdo na regido do ultravioleta ao invés da adicdo de &cido e
aquecimento para retirada do grupo nitroso, mas nenhum para determinacdo de NNG.
Este procedimento, conhecido como fotoderivatizacdo ou derivatizacdo fotoquimica, é
conveniente ao acoplamento a um sistema FIA pela sua facilidade de instalacéo,
operacdo mais pratica na corrida de analises, rapidez conferida ao processo, e por

permitir economia de insumos para a realizacio do procedimento.
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2.7. Objetivo
O objetivo deste trabalho é desenvolver um método sensivel, rapido e de baixo
custo para a determinacdo fotométrica de NNG em amostras de produto técnico e
formulacdes do ingrediente ativo Glifosato por meio de um sistema de andlise por

injecdo em fluxo com fotoderivatizacéo.
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3. Experimental
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Experimental

3.4. Materiais

A instrumentacdo e demais materiais utilizados ao longo do projeto séo

relacionados abaixo.

. Bomba peristaltica — marca ISMATEC, modelo C. P. 78001-12.
. Injetor proporcional multicomutador.

. Tubos de PTFE de 0,8 mm di.

A
B
C
D. Cubeta de fluxo em quartzo, marca Hellma, vol. 80 pL
E. LAampada UV — marca SYLVANIA, modelo GCF11DS/G23/SE/OF.
F. LED (diodo emissor de luz) cor verde, 540 nm, 5 mm diametro.

G. Fotodiodo OPT-101.

H

. Interface anal6gico-digital National Instruments — NI USB 6009.

Cartucho SPE - Phenomenex Strata SAX

J. Espectrofotdbmetro Agilent — 8453 UV-Vis, com cubeta de quartzo 10 mm, vol. 3,0
mL.

3.5. Reagentes e Solucbes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e as solugbes
preparadas com agua ultrapura. Abaixo sdo descritas as solucdes utilizadas para o
desenvolvimento do trabalho.

A. Solucdo estoque de NNG na concentracdo 100 mg kg™, preparada a partir da
dissolugcdo do padréo em p6 fornecido por Monsanto Inc. (padréo analitico
100 %). As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de diluicdes desta
solucdo estoque com agua deionizada. As solucdes devem ser mantidas em

frasco ambar, protegidos da luz para evitar a fotodegradacédo do NNG;
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B.

Solucdes estoque de Glifosato nas concentracdes 20 x 10 mol L™ e 2000
mg L?, preparadas a partir do padrdo em pé fornecido por Monsanto Inc.
(padrdo analitico 99,8%). As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de

diluicdes destas solucdes estoque com agua deionizada, conforme o propdsito;

Solucdo de NED/SAM preparada a partir dos reagentes em pé Sulfanilamida
— SAM (marca Synth, 100 %) e N-(1-Naftiletilenodiamino) Bicloridrato — NED
(marca Vetec, > 98,0 %), e de acido cloridrico concentrado (marca ECIBRA
Analiticos, 36,5 - 38,0 %). A solucéo foi preparada da seguinte forma: pesou-se
0,7 g de SAM em um béquer de 100,0 mL, ao qual foram adicionados cerca de
80,0 mL de &gua deionizada e 1,0 mL de HCI concentrado. Agitou-se
vigorosamente até a completa dissolu¢do da SAM. Foram entdo adicionados 0,1
g de NED, misturando e completando o volume com agua deionizada até 100,0
mL em um baldo volumétrico. Desta solucdo, 10 mL foram diluidos com 30 mL
de agua deionizada. A solucdo tem vida util de cerca de 3 semanas, se
armazenada devidamente em frasco ambar fechado, protegida da luz e
preferencialmente em geladeira. Caso sua coloragdo venha a ganhar um tom
marrom mais intenso com o passar do tempo, é necessario descarta-la e

preparar uma nova, sob risco de interferéncia na analise;

Solucéo estoque de NO, ™ na concentracdo 100 mg L™, preparada a partir da
dissolucdo de 0,345 g de NaNO, (marca SIGMA ALDRICH, > 97,0 %) em 100
mL de agua deionizada. Desta solugdo, foram retirados 10 pyL com uma
micropipeta de volume 10-100uL e diluidos em 100 mL de &gua deionizada, para

se alcancar a concentracéo desejada de 0,345 mg L™* de NaNO;

Fase sdlida — fase sélida de amoénio quaternario para troca anidnica, retirada

de cartuchos SPE Strata SAX (marca Phenomenex);

Amostras de Produtos técnicos solidos fornecidos por Monsanto Inc. e
Bioagri Laboratérios Ltda.; e amostras de formulados liquidos fornecidos por

Monsanto Inc.
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3.6. Métodos

O principio do método € baseado na deteccdo espectrofotométrica de um
composto azo colorido, produto da rea¢édo da solugdo NED/SAM com ions NO;, sendo
esta etapa conhecida como Reacédo de Griess. Os ions NO, em questao sao gerados
pela clivagem da ligacdo N-NO do NNG. E nesta clivagem que consiste a derivatizagio

propriamente dita, e que foi explorada conforme experimentos descritos a seguir.

3.6.1.Derivatizacao do NNG

O grupo nitroso retirado da molécula de NNG é a espécie que participa da
reacdo de Griess. Trata-se, portanto, de uma determinacdo indireta do analito de
interesse, em que € necessario submeté-lo a condi¢cbes tais que removam de sua
estrutura a espécie nitrito como primeira etapa do processo reacional, para entdo dar
seguimento as reacdes de diazotacdo e acoplamento descritas na Figura 3, item 2.3.

Os experimentos descritos a seguir foram realizados em batelada.

3.6.1.1. Derivatizacdo Quimica

Para estudo da derivatizacdo quimica comumente utilizada na determinacdo de
NNG, foi escolhido inicialmente o procedimento proposto por Kim et al., o qual utiliza
acido mineral em concentracao relativamente alta, e requer aguecimento. A principio, o
mecanismo desta etapa consiste na protonacdo do grupo nitroso da molécula,

favorecendo a clivagem da ligagdo N-NO pelo aquecimento.

Primeiramente, foram feitos testes em batelada para tomada de conhecimento
do processo e verificacdo das condicdes experimentais apresentadas no método.
Assim, solugbes de NNG em agua deionizada em diferentes concentragdes produzidas
a partir da solugéo estoque foram submetidas a derivatizacdo em presenca de HCI a
4,5 mol L' e sob aquecimento a 95 °C por um periodo de 15 minutos. Ao final, foi

adicionada a mistura a solugdo de NED/SAM, para deteccao por espectrofotometria.
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Foi investigada a eficiéncia da derivatizagdo comparando-se os sinais analiticos
obtidos da soluc&do padrdo de NNG a 1,0 mg L™ submetido ao procedimento e os sinais
da solucéo padrdo de NO, a 0,345 mg L™ (concentracdo correspondente & completa
conversdo de 1,0 mg L* de NNG em NO,), reagindo com a mesma solucdo de

reagentes de Griess.

Todos os experimentos foram feitos em triplicatas e as solugbes analisadas

espectrofotometricamente.

3.6.1.2. Experimentos com reagentes alternativospa raa
denitrosilacao

BN

Ainda buscando alternativas a derivatizagdo quimica convencional, foram
realizados testes com reagentes alternativos que procederiam a mecanismo
semelhante para a clivagem da ligacdo N-NO na molécula de NNG, mais
especificamente o Dimetilsulfato (DMS) como reagente alquilante. A principio, a
alquilacdo no sitio amina da molécula de NNG favoreceria a liberagdo do grupo NO,
semelhantemente ao que é promovido pela protonagéo, porém prescindindo de adi¢ao
de acido e aquecimento. O DMS, no entanto, hidrolisa em presenca de agua ou demais
solventes proticos, tornando necessario mudar o solvente para o trabalho com as
solugdes de NNG, Glifosato e NED/SAM. Foi testada a solubilidade dessas substancias

nos solventes Tolueno, CH,Cl,, Acetonitrila e DMSO.

Posteriormente, solucdo padrdo de NNG a 0,5 x 10° mol L™* com gotas de DMS
foram misturadas a solucdo de NED/SAM a fim de verificar a ocorréncia da

derivatizacdo por meio da reacédo de Griess.

Todas as reacdes foram feitas a temperatura ambiente, sem adi¢cdo de acido.

Apos essa etapa, todas foram analisadas espectrofotometricamente.
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3.6.1.3. Derivatizagéo Fotoquimica

Buscou-se na derivatizacao fotoquimica, ou fotoderivatiza¢cdo, uma solucéo para
0 obstaculo imposto pela etapa de aquecimento prevista nos métodos convencionais,
de maneira a viabilizar a montagem de um sistema FIA eficiente. Por esta proposta, 0
processo reacional se torna mais propicio a uma futura montagem de sistema de

analise em fluxo.

Todo o aparato para a fotoderivatizagcéo foi montado no interior de uma caixa de
madeira com tampa, vedando-se ou anteparando-se quaisquer orificios pelos quais a
radiacdo pudesse sair, para protecdo do usuario. Lampadas UV de diferentes poténcias
foram testadas neste sistema. Uma ventoinha foi instalada na lateral da caixa para

prevenir o eventual aquecimento da lampada.

Para estimar a eficiéncia da foto-reacdo, foram comparadas as absorbancias em
comprimento de onda 540 nm obtidas da solucdo de NNG a 1,0 mg L com uma
solucdo de NO; a 0,345 mg L. Béqueres com as solu¢des foram colocados dentro do

foto-reator, expostos a radiacdo UV por intervalos de 5, 10 e 15 minutos.

Os principais parametros que governam a foto-reacéo, isto €, a poténcia da

lampada utilizada e o tempo de exposicéo, foram investigados.

3.6.1.3.1. Poténcia da lampada UV

Para efeitos de comparagcdo com o procedimento de derivatizagdo acida
convencional, solu¢cdes de NNG a 1,0 mg L™ foram expostas as lampadas de diferentes

poténcias:

l. Lampada de 4 W) A solucdo de NNG foi exposta por diferentes intervalos
de tempo: 15, 30, 60, 90 e 120 segundos. O pH da solucéo foi acidificado
com H3PO4 10 % e HCI 0,1 mol L™ e 0,5 mol L. Apés a exposicao, foi
feita mistura com a solucédo de NED/SAM, a fim de verificar a formagéo de

produto.
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Il. Lampada de 125 W) Foi retirado o bulbo responséavel por filtrar os raios
UV de uma lampada de mercurio de 125 W. A solucdo de NNG em pH
proximo de neutro foi exposta a esta lampada por 60 segundos, e
posteriormente foi adicionada solucdo de NED/SAM, a fim de verificar a
formacéo de produto.

[I. Lampada de 11 W) A solucdo de NNG em pH proximo de neutro foi
exposta a esta lampada por 5 minutos, e posteriormente foi adicionada

solucédo de NED/SAM, a fim de verificar a formacéo de produto.

3.6.1.3.2. Tempo de exposicao

Um béquer contendo NNG a 1,0 mg L™ foi deixado exposto a radiacdo UV de
uma lampada de 11 W por diferentes periodos de tempo: 30 segundos, 5, 10 e 15
minutos. Este foi o maior tempo testado pelo fato de ser o tempo utilizado no
procedimento de derivatizacdo convencional. Apds o0s respectivos periodos foi
adicionado 1,0 mL da solucdo de NED/SAM a cada um dos frascos, e 0s produtos

analisados espectrofotometricamente. Os experimentos foram feitos em triplicata.

3.6.2.Sistemas de analise por injecdo em fluxo

O sistema de analise em fluxo foi desenvolvido de modo a permitir a realizacao
em linha das etapas de amostragem, fotoderivatizacdo, reacdo de Griess e deteccao,
com controle de etapas e coleta de dados sendo realizados por meio de um programa
computadorizado elaborado no préprio laboratoério.

Nos itens a seguir sdo descritos o desenvolvimento do programa, a construgao
do dispositivo de deteccdo e a montagem das diferentes configuracbes de FIA

colocadas em teste.
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3.6.2.1. Desenvolvimento do programa computacional para
controle das valvulas e aquisi¢cao de sinal analitic o

A interface de usuario foi construida na linguagem de programacao Visual Basic,
no ambiente do software Microsoft Visual Studio 6.0.® A funcéo do programa era enviar
comandos de abertura/fechamento das valvulas e receber as variagbes em intensidade
de radiagcédo na forma de sinal elétrico. A ferramenta foi entdo delineada de maneira que
0 usuario pudesse, por meio de comandos simples, controlar as valvulas dedicadas ao
direcionamento das solu¢des de transportador e de amostra dentro do sistema em fluxo
pelo tempo considerado necessario para execucdo da fotoderivatizacdo e da reacdo de
Griess.

Assim, o0 codigo do programa foi escrito de maneira que permitisse a
operacionalizacdo das valvulas em etapas, utilizadas a critério do analista, e a

visualizagdo em tempo real do sinal elétrico transmitido.

3.6.2.2. Construcéo do detector fotométrico baseado em LED

O dispositivo fotométrico foi desenvolvido por A. Fonseca, e era constituido
originalmente de um LED de cor vermelha e um fotodiodo como detector das variagfes
de intensidade de luz.*® O dispositivo permite o encaixe de uma cubeta construida para
analises fotométricas em fluxo, com caminho 6ptico de 1 cm.

O produto da reacdo de Griess, que é a espécie de interesse na determinagao
concebida neste projeto, € um cromoforo que possui maximo de absor¢cdo no
comprimento de onda 540 nm. Para uma deteccdo especifica desta molécula, o
dispositivo foi adaptado de modo a acomodar um LED de cor verde, cuja faixa de
comprimento de onda emitida € em torno de 540 nm. Desta forma foi possivel avaliar a
guantidade de radiacdo absorvida pelo cromoforo, uma vez que o fotodiodo atua como
um transdutor, convertendo a radiacdo em sinal elétrico. A Figura 9 apresenta

esquematicamente o dispositivo com seus componentes principais.
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Figura 9 — Representacdo esquematica do dispositivo de deteccao.

3.6.2.3. Sistema de analise em fluxo por multicomut  ag&o com
fotoderivatizacéo

O sistema foi composto de duas valvulas solenoides V1 e V2 que executavam a
injecdo das solucdes de transportador e de amostra, respectivamente, conforme
descrito esquematicamente na Figura 10. Ambas as solu¢gbes eram impulsionadas por
uma bomba peristéltica & vazdo de 0,750 mL min™, em direcdo & bobina de PTFE de
50 cm enrolada sobre a lampada UV no interior do foto-reator. Quando do acionamento
das valvulas pelo periodo de 20 segundos, 250 puL de amostra eram introduzidos no
sistema. Em uma confluéncia apés a foto-reacdo, a zona de amostra se encontrava
com a solucdo de NED/SAM que era bombeada continuamente na mesma vazao. As
solucdes se misturavam em uma bobina reacional de 100 cm e se encaminhavam ao
detector para coleta dos dados analiticos. O fluxo ndo foi interrompido em nenhum

momento.
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Tempo de exposicao: 20 s
Vaz&o: 0,750 mL min™

w
T
> 100 cm
Amostra
N
V2 W b
NEQ‘SAM
|

Figura 10 — Representacdo esquematica do sistema de analise por
injecdo em fluxo baseado em multicomutacéo. B) Bomba peristaltica, T)
Transportador (agua deionizada), V1 e V2) Valvulas solenoides, x e )
confluéncias, UV) Foto-reator (com lampada de 11 W), D) Detector e W)
descarte.

Com este sistema, foram empreendidos testes de otimizacdo da reagcdo de

Griess e demais experimentos da determinagédo em questao.

3.6.2.3.1. Otimizacao da reacgao de Griess

A reacdo de Griess consiste resumidamente na formacdo de uma molécula de
sal de diazbnio a partir da Sulfanilamida provocada pela espécie NO;', a qual por sua
vez reage rapidamente com N-(1-naftiletiienodiamino) (Figura 3). O produto final & um
composto de coloragdo rosa, contendo um cromoéforo com absorcdo caracteristica em
comprimento de onda 540 nm.*® A primeira etapa, referida como diazotacdo, é
favorecida em meio acido (pH ~ 1). A forma de utilizacdo destes reagentes diverge
entre as referéncias estudadas, bem como suas composi¢coes. A Tabela 1 apresenta 3
condi¢cbes encontradas na literatura, que diferem entre si quanto a propor¢cdo de NED

em relacdo a SAM e o acido utilizado.
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Tabela 1 — Descricdo resumida das diferentes composi¢cdes do reagente de

Griess.
Condicdo 1 Condicdo 3
NED 0,19 0,19 0,19
SAM 10g 4049 209
Acido HCI (10,0 mL)  HCI (10,0 mL)  HgPO, (8,0 mL)

Estes reagentes tiveram suas respostas avaliadas em medidas fotométricas
realizadas por meio do sistema baseado em multicomutagédo descrito no item 3.3.2.3.
Nestes experimentos ndo havia necessidade de se ligar a lampada UV. Foram
investigados ndo sO os sinais analiticos obtidos com solugdo padrdo de NO,, como
também a resposta do branco gerada por cada uma dessas condi¢des. O experimento

constituiu-se das etapas abaixo, seguidas para cada condicdo da Tabela 1:

l. Primeiramente, utilizando os reagentes na concentragcdo conforme modo
de preparo das respectivas referéncias, foi feita analise do branco no sistema
em fluxo;

1. Posteriormente, foi feita analise com solucédo padrédo de NO; a 0,15 mg
L™ no lugar da amostra;

. Foi feita a diluicdo de cada um dos reagentes preparados, em que foram
retirados 5 mL de cada solugéo e transferidos para balGes volumétricos de 50
mL, com o volume completado com agua deionizada. Foi feita leitura do branco
dessas solugoes;

Foi feita analise de uma soluc&o padrdo de NO,. a 0,15 mg L™ com os reagentes
diluidos.

Apbés o0s experimentos com solucdo padrao de NO,, passou-se aos

experimentos de fotoderivatizagcdo do NNG.
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3.6.2.3.2. Estudo dos parametros do método no siste ma
multicomutacao

Com o sistema apresentado no item 3.3.2.3, foram feitos estudos de relagao
sinal/ruido e construida uma curva analitica com solu¢cdes padrdo de NNG em 5

concentracdes: 0,25 mgL™*,05mg L™ 0,75mgL? 1,0mgL e 1,25 mgL™

Posteriormente, diante dos experimentos realizados, foi estabelecido o

funcionamento e o procedimento do método.

3.6.2.3.3. Procedimento analitico
. Iniciou-se a vazdo da bomba peristaltica a 0,750 mL min™, com cada
solugédo em seu respectivo canal, conforme esquematizado na Figura 9;
. Foram acionadas as valvulas V1 e V2 simultaneamente por 20 segundos,
com a lampada UV ligada e a caixa fechada;
. A zona de amostra (250 pL) foi introduzida no foto-reator, preenchendo a
bobina de 50 cm em torno da lampada,;
. As valvulas de V1 e V2 voltaram ao estado inicial, interrompendo a
injecdo de amostra e fazendo com que o fluido transportador empurrasse a zona
de amostra ao longo da bobina de foto-reacdo em direcdo a confluéncia;
. Na confluéncia ap0s o foto-reator, a zona de amostra, agora derivatizada,
encontrou-se com a solucdo de NED/SAM, misturando-se em uma bobina
reacional de 100 cm;

. A mistura seguiu para o detector, onde se deu a coleta do sinal analitico.

Este procedimento foi aplicado também para os testes com amostras reais.
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3.6.2.3.4. Testes com amostras reais

Para o preparo das amostras de produto técnico de glifosato, foi utilizado o
procedimento descrito pelo método de referéncia, a saber, Monsanto AQC 684-86:*°
foram pesados 0,4 g de amostra de produto técnico de glifosato acido em um béquer, e
adicionados 0,85 mL de solucéo de NaOH 2,5 mol L™* com 0,3 % de H,0,. O volume foi
completado a 10,0 mL com &gua deionizada. Esta suspensao foi filtrada em papel de
filtro comum e injetada no sistema.

Outra amostra foi preparada da mesma maneira, porém com fortificacdo de NNG
a 1,0 mg L, a fim de verificar a eficiéncia de extracéo deste procedimento. As andlises
foram entdo realizadas conforme procedimento descrito no item 3.3.2.3.3.

Procurou-se tratar a amostra durante seu preparo com vistas a reducéo do efeito
Schlieren. Assim, foram feitas andlises de amostras com as seguintes adi¢cfes
posteriores ao preparo descrito acima:

* Adicao de 1 gota de HCI concentrado;

* Adicao de 3 gotas de HCI concentrado;

«  Adicdo de 1,0 mL de HCl a 0,21 mol L'*;

* Adicao de 5 gotas de HCI concentrado;

«  Adicdo de 2,2 mL de HCl a 1,0 mol L™;

Nas amostras fortificadas com NNG, foram analisados os seguintes tratamentos
apos o preparo:

* Adicao de 5 gotas de HCI concentrado;

«  Adicdo de 2,2 mL de HCl a 1,0 mol L™.
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3.6.2.4. Sistema de fluxo monosegmentado com
fotoderivatizacéo

O arranjo de valvulas foi substituido por um injetor comutador, conforme

ilustrado na Figura 11.

Figura 11 — Injetor comutador, com alavanca para mudanca de posi¢cao, alca

de amostragem de PTFE e entradas e saidas de fluxo. Adaptado de Dias et al.*

A bomba peristéltica impulsionava o ar ambiente e as solu¢cdes de amostra,
reagente e transportador por seus respectivos canais no injetor comutador na vazao de
0,750 mL min™*. Na posicdo de amostragem, a solucéo da amostra era mantida fluindo
pela bobina de PTFE de 50 cm sobre a lampada UV no interior do foto-reator,
preenchendo posteriormente a algca de amostragem de 250 L. Acionada a posicao de
injecdo, a parte mével do injetor conecta os canais conforme as linhas pontilhadas na
figura. Isto €, o fluxo do transportador € inserido no canal do segmento de ar,
impulsionando-o. Este, por sua vez, impulsionado pelo segmento de ar, € inserido no
canal da solucdo de NED/SAM, que entdo impulsiona a solucdo da amostra contida na
alca de amostragem. Em sequéncia, segmentos de NED/SAM e ar sdo impulsionados
por todo este conjunto de solugdes. Como resultado, obtém-se uma zona de amostra
composta dos segmentos NED/SAM — amostra — NED/SAM, delimitados em ambos as
extremidades por bolhas de ar de tamanho controlado, conforme ilustrado na Figura 12.
Toda esta sequéncia segue pela bobina reacional de 100 cm visando favorecer a

mistura e por fim ao detector.
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1)
t=20s
Vazao = 0,750 mL min-!

Amostra

100 cm
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Figura 12 — Representacdo esquematica do sistema de  andlise em fluxo
monosegmentado. 1) Posicdo de amostragem; 2) Posicdo de injecédo; B)
Bomba peristaltica, T) Transportador (dgua deionizada), UV) Foto-reator, D)
Detector e W) descarte. As linhas tracejadas representam o0s canais no
interior do injetor; as linhas solidas correspondem as alcas de tubos de
PTFE externas. A seta indica 0 movimento da peca interna do injetor entre
as posicdes de amostragem e injecao.
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A Figura 13 mostra claramente como se constitui a zona de amostra neste
sistema e o formato do sinal analitico resultante deste arranjo. Observa-se que o sinal
obtido da espécie sob andlise aparece na deteccdo fotométrica entre dois picos de

bolhas de ar.

tempo

Absorbancia

Sinal
Analitico

‘ H,O Ar SAM / NED Analito SAM/NED  Ar H,O

fluxo

Figura 13 — Registro do sinal analitico e formacgéo da zona de amostra
produzida pelo sistema monosegmentado.

O desempenho deste sistema foi avaliado com solugbes padrdo de NNG.
Posteriormente, estabelecido o procedimento analitico a ser seguido, foram

experimentadas amostras de produto técnico solido de glifosato.

3.6.2.4.1. Estudo dos parametros do método por sist ema

de fluxo monosegmentado
Com o sistema descrito no item 3.3.2.4, solucdes padrdo de NNG a 1,0 mg L™
foram utilizadas para testar a eficiéncia do método e obter o registro do sinal analitico.
Foi entdo construida uma curva de calibracdo com solucbes padrdo de NNG nas

concentracdes 0,20, 0,60 e 1,00 mg L™. As leituras foram feitas em duplicata.

Posteriormente, diante dos experimentos realizados, foi estabelecido o

funcionamento e o procedimento do método.

3.6.2.4.2. Procedimento analitico

« Iniciou-se a vazdo da bomba peristaltica a 0,750 mL min™, com cada soluc&o
em seu respectivo canal, conforme esquematizado na Figura 10, mantendo-

se o0 injetor na posicado de amostragem e com a lampada UV ligada;
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A amostra preencheu a alca de amostragem de 50 cm enrolada sobre a
lampada dentro do foto-reator, quando entdo altera-se a posi¢cao para injecao

e desliga-se a lampada UV;

* Na posicdo de injecdo, o segmento de ar impulsiona o segmento de
NED/SAM, que por sua vez impulsiona a se¢cdo de amostra contida na alca
de amostragem que esta no foto-reator. Este volume de amostra impulsiona

outro segmento de NED/SAM, que impulsiona outro segmento de ar;

* Os segmentos Ar — NED/SAM — Amostra — NED/SAM — Ar passam por uma
bobina de 100 cm para favorecer a mistura entre amostra derivatizada e
reagentes, e direcionam-se ao detector, onde ocorre a coleta do sinal

analitico.

Este procedimento foi aplicado também para os testes com amostras.

3.6.2.4.3. Testes com amostras reais

Objetivando alcancar resultados livres de interferéncias originadas do preparo, o
procedimento de extracdo foi substituido por um mais proposto por Bioagri
Laboratérios.®* Conforme este procedimento, foram pesados 1,5 g de amostra de
produto técnico glifosato acido em um béquer, e adicionados 5,0 mL de agua
deionizada. A suspensdo foi submetida a ultrassom por 5 minutos, sendo
posteriormente filtrada em papel de filtro comum. A solugéo filtrada foi entédo inserida no
sistema em fluxo. Paralelamente, em outra amostra, foi feita uma fortificacdo com NNG

a 1,0 mg L™ antes da etapa do ultrassom.

As analises foram entdo realizadas conforme procedimento descrito no item
3.3.24.2.
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3.6.2.4.4. Estudo de interferéncia da matriz

Em testes em batelada, foi investigada a possivel interferéncia do principal
componente da matriz sobre o analito em questdo, isto é, glifosato em alta
concentracao. A hipétese € que sua presenca possa interferir na reacédo capturando os
ions NO retirados da molécula de NNG. O mecanismo do que seria a nitrosacao da
molécula de glifosato ja foi amplamente estudado, sendo proposto como uma técnica
de determinacao indireta de seu teor.?’

Misturas das solucées padrdo de NO, a 0,345 mg L™ com glifosato a 2.000 mg
L™ foram submetidas & reacdo de Griess e analisadas espectrofotometricamente,
comparando-se 0s espectros com aqueles obtidos a partir da solugcdo padrdo de NOy
sem glifosato.

Posteriormente, solucbes padrdo de NNG em diferentes concentragdes foram
misturadas com glifosato, de maneira a se obter amostras com as seguintes
proporcdes entre NNG e glifosato:

« 1:1-NNG a 0,5x10° mol L™ e glifosato idem;

« 1:10 — NNG a 0,5x10° mol L™ e glifosato a 5,0x10° mol L™;

« 1:100 — NNG a 0,2x10°® mol L™ e glifosato a 20x10 mol L*;

+ 1:1000 — NNG a 0,02x10 mol L™* e glifosato a 20x10% mol L™

Cada uma dessas misturas foi submetida ao procedimento de derivatizagédo
quimica, adicionando-se HCl a 4,5 mol L™* e NED/SAM, e aquecendo-se a 95 °C por 15
minutos. Os produtos das reacbes foram analisados espectrofotometricamente,
comparando-se com produtos de reacdes de NNG nas mesmas concentragdes, porém
sem adicdo de glifosato.

A possivel interferéncia do glifosato foi verificada também no método de
derivatizac&o fotoquimica. Uma solucéo padrdo de NNG a 1,0 mg L™ misturada com
glifosato a 2000 mg L™ em um béquer foi exposta a radiacdo UV de uma lampada de
11 W por 30 segundos, e posteriormente foi adicionada solucdo de NED/SAM. O
produto foi analisado espectrofotometricamente, comparando-se com o produto obtido

de uma solucdo de NNG na mesma concentracéo, porém sem adicao de glifosato.
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3.6.2.5. Experimentos com SPE simultéaneo a
fotoderivatizacéo

O principio utilizado nesta abordagem foi a retencdo dos ions nitrosil e nitrito
oriundos da fotoderivatizacdo em uma coluna de troca anidnica forte. Esta estratégia
mencionada por Kim et al. e outros autores como uma etapa de clean-up da amostra
objetivando impedir que ions nitrito de outras fontes que ndo o analito derivatizado
venham a participar da reagao de Griess, sendo assim contabilizados como se fossem
da espécie de interesse da determinacdo. Propds-se aplicar esta ferramenta de
retencdo para a espécie de interesse, isto €, ions nitrito oriundos da fotoderivatizagcéo
do NNG.

Os testes de extracdo em fase solida simultdnea a fotoderivatizacdo foram
realizados em batelada e objetivaram obter maior eficiéncia do processo pela
eliminacdo do tempo de residéncia entre a denitrosilacdo e a adicdo de NED/SAM,
prevendo-se acoplamento a um sistema de analise em fluxo.

O cartucho de extracdo em fase sdlida foi condicionado com uma solucdo de
450 puL de acetonitrila e 5 mL de agua deionizada. Uma solugéo padréo de NNG a 1,0
mg L* foi inserida no cartucho, sem percolar, estando este dentro do foto-reator
exposto a radiacdo UV da lampada de 11 W por 5 minutos. A solugdo da amostra entdo
foi succionada com o auxilio de uma bomba peristéltica em vazéo de 1,0 mL min™. A
lampada foi entdo desligada e 2,0 mL da solugdo de NED/SAM foram adicionados,
como eluente succionado pela bomba peristéltica na vazédo de 1,0 mL min™. Tanto a
solucdo da amostra como o eluato foram recolhidos em béqueres. A solucdo da
amostra foi adicionada solugado de NED/SAM para verificar a formacéo de produto.

Em procedimento idéntico, uma solucdo de NNG a 1,0 mg L™ misturada a
glifosato a 2000 mg L’ foi submetida & extracdo com a lampada UV ligada por 5
minutos. A solucdo percolou a coluna a uma vaz&o de 1,0 mL min™, e em seguida foi
misturada a uma solucdo de dimetilaminocinamaldeido (p-DAC) preparada conforme
referéncia para determinacéo de glifosato.®® Com a lampada desligada, foi adicionado
NED/SAM ao cartucho para eluicdo na mesma vazao.

Foi entdo preparada uma coluna de SPE para acoplamento em linha.
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3.6.2.5.1. Montagem da coluna de SPE em linha

Para a estratégia de analise em fluxo, foi feita adaptacdo do cartucho de fase
sélida na forma de uma coluna para extracdo feita com ponteiras de micropipetas,
conforme ilustrado na Figura 14. Para isto, 80 mg da fase solida retirada dos cartuchos
fora acondicionados nas ponteiras, cujas terminacdes haviam sido preenchidas com la
de vidro de modo a evitar vazamentos, mas permitir o fluxo. As partes largas das

ponteiras foram unidas com uma resina polimérica.

Ponteira de plastico =
{100, 200 0u 1000 L) | : —— Fase stlida

_— _—
Cortar uma Preencher
das ponteiras

- La de vidro

Encaixar a ponteira cortada
dentro da outra ponteira

Figura 14 — Esquema de montagem da fase solidaem f luxo. Adaptado de
Dias et al. >*

Esta coluna foi acoplada ao sistema de analise em fluxo em uma nova
configuracao, cujo esquema € apresentado na Figura 15. Neste sistema, a amostra era
mantida em circulagdo, impulsionada pela bomba peristaltica no sentido oposto ao da
solucdo de NED/SAM, de modo a evitar acimulo e entupimento da fase soélida ao
passar pela coluna de SPE dentro do foto-reator com a lampada UV ligada. Apés 5
minutos era acionada a posi¢ao de injecdo, na qual a solucdo de NED/SAM, também
impulsionada pela bomba peristéltica, era inserida no canal da solucdo da amostra,
percorrendo o caminho em direcdo ao foto-reator. Neste momento a lampada UV é
desligada e a solucdo de NED/SAM reagia com 0s ions nitrito e nitrosil retidos na fase
sélida, formando produto colorido que era eluido na sequéncia. Este produto passava

por uma bobina reacional de 100 cm e chegava até o detector.
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Figura 15 — Representacdo esquematica do sistema de

com SPE e fotoderivatizagdo em linha.

analise em fluxo
1) posicdo de amostragem, 2)

posicao de injecdo. B) Bomba peristaltica, SPE) coluna de extracdo em fase
sélida, UV) Foto-reator (com lampada de 11 W), D) Detector e W) descarte.
As linhas tracejadas representam os canais no interior do injetor; as linhas
sélidas correspondem as alcas de tubos de PTFE externas. A seta indica o
movimento da peca interna do injetor quando acionada a posi¢éo de injecéo,
alterando os caminhos das solugdes.

Com este sistema, foram feitos experimentos com solu¢des padrédo de NNG.
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3.6.2.5.2. Estudo dos parametros do método no siste ma
em fluxo com fotoderivatizacao e SPE combinados
em linha

Uma solucéo padrdo de NNG a 1,0 mg L™ foi submetida a analise pelo sistema
descrito em 3.3.2.5.1, seguindo comparacdo com branco. O experimento foi feito em
triplicata.

Um procedimento analitico foi entdo estabelecido para testes posteriores.

3.6.2.5.3. Procedimento analitico

« Inicia-se a vaz&o da bomba peristéltica a 0,750 mL min™, com cada solucéo
em seu respectivo canal, conforme esquematizado na Figura 13, mantendo-
se o injetor na posicado de amostragem e com a lampada UV ligada;

» A amostra percolou a coluna SPE dentro do foto-reator, estando exposta a
radiacdo UV pelo periodo de 5 minutos. Paralelamente, a solugdo de
NED/SAM era impulsionada em seu préprio caminho, alheio a etapa de
fotoderivatizacdo, em direcédo ao detector;

» Alterou-se a posicao para injecao e desliga-se a lampada UV;

* Na posicdo de injecdo, o segmento de NED/SAM foi inserido no canal da
solucdo da amostra, sendo impulsionado até a coluna de SPE no interior do
foto-reator;

* A solucdo de NED/SAM reagiu com os ions nitrito retidos na coluna de troca

ibnica, formando o produto colorido da reacéo de Griess;

e Este produto seguiu sendo impulsionado eluindo pela coluna em direcdo a
uma bobina de 100 cm e por fim ao detector, onde ocorreu a coleta do sinal
analitico.

Este procedimento foi aplicado também para os testes com amostras.
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3.6.2.5.4. Testes com amostras reais

Amostras de produto técnico solido de glifosato foram preparadas conforme
procedimento descrito por Bioagri Laboratérios:** foram pesados 1,5 g da amostra em
um béquer, e adicionados 5,0 mL de agua deionizada. A suspenséo foi levada a
ultrassom por 5 minutos e posteriormente levada a centrifuga a 2500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi inserido no sistema para andlise conforme procedimento
descrito no item 3.3.2.5.3, e o resultado avaliado visualmente frente a uma aliquota ndo

processada da amostra.
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4. Resultados e Discussao
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Resultados e Discussao

Os resultados aqui descritos, bem como as discussdes relacionadas dizem

respeito aos experimentos e testes descritos no item 3.3.

4.1. Derivatizacao do NNG

4.1.1.Derivatizacado Quimica

Nos experimentos de derivatizagdo quimica realizados seguindo a abordagem
experimental proposta por Kim et al., pdde-se confirmar a influéncia do acido utilizado e
do aquecimento aplicado, sem o0s quais a derivatizacdo n&o se processa, ou se
processa com extrema lentiddo. Conforme procedimento descrito no item 3.3.1.1, os
experimentos realizados para tal observagao consistiram na mistura de solugdo padréao
de NNG a 1,0 mg L™ com HCl a 4,5 mol L™ e solucdo de NED/SAM, posteriormente
submetida a aquecimento a 95 °C por 15 minutos. O produto colorido gerado foi

analisado espectrofotometricamente.

Foi investigada a eficiéncia desta reacdo nestas condi¢cdes, comparando-se 0s
sinais analiticos obtidos da reacdo de Griess com solucdo padrdo de NO, em
concentracdo correspondente ao que se obteria de uma derivatizacdo completa de

NNG a 1,0 mg L™, conforme o seguinte raciocinio:

« Para cada mol de NNG derivatizado obtém-se 1 mol de radical nitrosil;

« A massa molar do NNG é de 196,07 g mol™ e a do radical nitrosil € 30 g mol™;

e Cada 1,0 mg de NNG corresponde, portanto, a 0,15 mg de NO;

« O radical NO*® liberado em meio aquoso é rapidamente transformado em NO,’, *?
que € de fato a espécie que atua na etapa de diazotacao da reacdo de Griess. O
material a disposi¢édo para uso pratico séo portanto as solugfes de NO;’;

¢ A solucdo de NO, € preparada a partir de NaNO,, cuja massa molar € de 69 g
mol™. Cada mol de NaNO, corresponde a 1 mol de NO, entdo para a quantidade de
NaNO, correspondente a 0,15 mg de NO, tem-se 0,345 mg de NO;’;

« Para uma solucdo padrdo de 1,0 mg L' de NNG, a solucdo de NOy

correspondente deve ter a concentracéo de 0,345 mg L™.
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Uma solucdo de NO, a 0,345 mg L™ foi misturada & solucdo de NED/SAM,
gerando um produto colorido que foi submetido a andalise espectrofotométrica, de
maneira a permitir comparacao entre os sinais analiticos desta solu¢cdo com os sinais
obtidos da reacdo de Griess ap6s derivatizacdo quimica de NNG a 1,0 mg L™. Cabe
ressaltar que a reacdo de Griess com NO, se processa rapidamente em meio aquoso
e a temperatura ambiente, ndo requerendo, portanto, adicdo de acido ou aguecimento

como no caso do NNG.

Os resultados obtidos dos experimentos feitos em triplicata sdo sumarizados na
Tabela 2, em que se pode notar que a derivatizacdo quimica apresenta repetitividade,

porém sua eficiéncia € de aproximadamente 85%.

Tabela 2 — Resultados do experimento de eficiéncia  da derivatizagcdo quimica
de NNG.

Experimento Absorbancia média Desvio padréao
(méx. em 540nm)
NO, a 0,345 mg L™ (n=3) 0,0523 0,0007
NNG a 1,0 mg L™ (n=3) 0,0443 0,0007

Estudos da eficiéncia de derivatizacdo quimica do NNG n&o sdo apresentados
na literatura, dando indicios de que € assumida como 100 %. Como consequéncia, é
possivel que resultados analiticos gerados por este método estejam
subdimensionados, 0 que se mostra como uma desvantagem deste procedimento.
Para um sistema de andlise por injecdo em fluxo, isto € um problema contornavel, caso

a taxa de conversdo seja conhecida, reprodutivel e controlada.

Outro problema relacionado a este método diz respeito a reacdo de retirada do
grupo NO da molécula de N-nitrosamina, a qual é favorecida em meio fortemente
acido, ocorrendo, conforme sugerido na literatura, o enfraquecimento da ligagdo N-NO
ocasionado pela protonacdo e seu rompimento devido ao aquecimento. Estas

condicOes reacionais podem impor dificuldades a automacdo em um sistema de anélise

ol



por injecdo em fluxo, j& que o aquecimento das solu¢des aquosas a cerca de 95 °C
gera muitas bolhas e alta concentracdo acida pode degradar os tubos e as partes
mecanicas (como Vvalvulas e injetores), além de interferir na medida
espectrofotométrica pelo gradiente de concentracdo frente as demais solucdes

utilizadas.

Por estas razfes, buscou-se abordagens alternativas que eliminassem estas

particularidades e viabilizassem a analise por injecdo em fluxo — FIA.

4.1.2.Experimentos com reagentes alternativos para a
denitrosilacao

Ainda buscando alternativas de derivatizacdo quimica que viessem a eliminar a
necessidade de alta concentracdo acida e aquecimento para a derivatizagdo, foram
empreendidos experimentos em batelada utilizando o reagente alquilante Dimetilsulfato
(DMS). Em tese, este promoveria a metilacdo no sitio N-NO da molécula, propiciando
maior facilidade a clivagem desta ligagdo, resultando na liberagdo do ion nitrosil.
Todavia, ndo foram encontradas aplicagbes semelhantes na literatura que pudessem
guiar os experimentos. Para esta reacdo, diversos solventes polares aproéticos foram
testados, com o objetivo de conciliar a total solubilizacdo do NNG com a integridade do
DMS, o qual hidrolisa em solventes préticos tornando-se improprio para uso na reacao.
O unico solvente que uniu estas caracteristicas foi Dimetilsulféxido (DMSO).

Os resultados dos testes de derivatizagao do NNG com o reagente alquilante
DMS sao apresentados na Figura 14. Os espectros UV-Vis evidenciam que a reacao
ocorreu como esperado, resultando na formagéo do produto da reacédo de Griess ap0s
a adicdo da solucdo de NED/SAM, com absor¢cdo maxima no comprimento de onda

540 nm, porém em intensidade relativamente baixa.
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Figura 16 — Resultados dos testes de derivatizagcao guimica com o
reagente metilante DMS. A) Espectro do produto da reacdo de Griess ap0s
derivatizacdo do NNG a 0,5 x 10 mol L™ com DMS em DMSO; B) Espectro
da solucdo de NNG a 0,5 x 10°mol L™ em DMSO com adicéo do reagente de
Griess, sem DMS.
O DMS, apesar de sua eficacia na derivatizacdo, possui sérias desvantagens
gue podem dificultar ou até inviabilizar o processo analitico em rotina, como:

I.  Suatoxicidade e as condicbes complexas requeridas para sua manipulacao;

II. O fato de ser um reagente pouco comum em laboratoérios de andlise;

lll.  Seu alto custo;

IV. O fato de hidrolisar em solventes proticos como agua, que é essencialmente o
meio em que sistemas em fluxo séo trabalhados, e no qual estard o analito em
guestdo. Dentre os solventes polares aproticos testados, apenas o DMSO se
mostrou apto, jA que foi capaz de solubilizar NNG e néo interferiu na leitura
espectrofotométrica.

Assim, esta estratégia foi abandonada, uma vez que ndo resolveria
completamente o0s problemas impostos a automacdo, e ainda traria outras
preocupacdes. A derivatizacdo fotoquimica mostrou-se uma solu¢do em potencial, e foi
entdo colocada em teste.
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4.1.3.Derivatizacédo Fotoquimica

Conforme relatado na Sec¢do 2, had na literatura algumas aplicacbes de
fotoderivatizacdo para determinacdo de N-nitrosaminas em matrizes diversas, e tais
procedimentos foram tomados como guia para os experimentos. Do ponto de vista do
mecanismo reacional, ndo ha descricdo da foto-reacdo de NNG, porém ha algumas
propostas para outras N-nitrosaminas mais simples, das quais se pode ter uma ideia de
como se processa a clivagem da ligacdo N-NO. A Figura 17 descreve as duas rotas
possiveis para a clivagem fotolitica de N-nitrosaminas, comentadas no item 2.4, em
que se nota a liberagdo de ions nitrito necessarios para a determinacéo
espectrofotométrica por meio da reacdo de Griess. Como mencionado, a clivagem
heterolitica (1) € favorecida em razdo do ataque nucleofilico da molécula de agua.

Pressupde-se que o NNG se comporte de maneira semelhante, tendo em vista sua

estrutura.
R\
.
NH HNO
) 1 i 2
R O-—-"H R * R
™~ / h\ AN +
/N—N —_— N—NO . H 4+ NO,
R R H:0/H
2
estado excitado \
R H 8
+
\N+ —= 'NH* + ‘NO
7N R
R NO

Figura 17 — Mecanismo de fotoderivatizacdo de uma N  -nitrosamina, em
duas possiveis rotas reacionais: 1) clivagem heterolitica, resultando em
ions nitrito (NOy); 2) clivagem homolitica, resultando em radicais nitrosil
(NO*®). Adaptado de Lee.**

Os primeiros testes de derivatizacao fotoquimica foram feitos expondo solucées
padrdo de NNG (1,0 mg L) contidas em béqueres & radiacdo UV dentro de uma caixa
completamente vedada por curtos intervalos de tempo (até 15 minutos). Tendo sido
constatado visualmente que a derivatizacdo de fato ocorreu, devido a geracdo da

coloracdo rosa apoOs adicdo de solugcdo de NED/SAM, passou-se a estudar o0s
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parametros que governam a eficiéncia do processo, em especial a poténcia da
lampada e o tempo de exposicdo. Salvo onde indicado, os experimentos de exposicao

do NNG a radiacdo UV se deram em agua deionizada sem adic&o de acido.

4.1.3.1. Poténcia da lampada UV

As diferentes caracteristicas técnicas das Lampadas UV produzem resultados
distintos para a eficiéncia da fotolise, uma vez que a eficiéncia da foto-reacdo esta
diretamente relacionada a poténcia da radiagdo incidente no sistema quimico. Segundo
Principio de Stark-Einstein (conhecido como Lei da Fotoequivaléncia), para cada féton
absorvido por um sistema quimico, uma molécula é ativada para ocasionar uma reacao
posterior.®® A energia desses f6tons também deve ser levada em conta, e no caso das
reacOes fotoquimicas, estas se processam de modo geral na regido de comprimento de
onda de 200 a 800 nm, mais especificamente na regido UV-C (de 200 até 290 nm), que
€ a regido mais energética da janela espectral na regido do UV. Por isso a escolha de
lampadas UV que emitem no comprimento de onda 254 nm, que é justamente o

comprimento de onda adequado para clivagem da ligacdo N-NO em N-nitrosaminas.**

Abaixo sdo apresentados os resultados obtidos com as lampadas UV de 4 W, 11
W e 125 W, a partir de experimentos nos quais solu¢ées padrdo de NNG a 1,0 mg L™
foram expostas em béqueres a radiacdo de cada lampada, variando-se acidez e tempo
de exposicdo. Apés a etapa fotolitica, foi adicionado reagente de Griess a cada uma

das solu¢cdes de NNG, verificando-se a geragao de cor.

l. Lampada de 4 W

Observou-se que mesmo aumentando o tempo de exposicédo (15, 30, 60, 90 e
120 segundos) ou incrementando a condicdo acida do meio (com adicbes de H3PO,
10% e HCl a 0,1 mol L™ e 0,5 mol L™) n&o se obteve geracéo de produto colorido com
reagente de Griess e nem sinal espectrofotométrico para solucbes de NNG nas
concentracdes de 1,0 mg L™, 39,6 mg L™ (0,2 x 10° mol L") e 3,96 g L™ (20 x 10 mol
L"), provavelmente devido & baixa poténcia da lampada, ineficiente para a foto-
clivagem do NNG.
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1. Lampada de 125 W

Testes com solucdes padrdo de NNG a 1,0 mg L™ expostos a lampada de 125
W (lampada de vapor de Hg sem o bulbo externo) permitiram observar que a
fotoderivatizacéo € eficiente com poucos segundos de exposicéo, o que foi evidenciado
visual e espectrofotometricamente apds a adicdo da solucdo de NED/SAM. Os testes
trouxeram resultados favoraveis mesmo sem ajustes de acidez, como explorado no
experimento anteriormente descrito. Conforme pressuposto, a poténcia elétrica da
lampada, traduzida em termos de seu fluxo radiante, era fator limitante do método
utilizando a lampada de 4 W, e aqui p6de-se constatar que a derivatizacdo fotoquimica

€ um procedimento factivel para o objetivo almejado.

Entretanto, a lampada de 125 W trouxe pelo menos dois grandes
inconvenientes: i) as altissimas temperaturas que a lampada pode atingir (cerca de 300
°C, segundo especificacdes do fabricante), o que impede que se enrole futuramente a
bobina de PTFE sobre ela quando da montagem do sistema em fluxo com
fotoderivatizagcédo acoplada. Esse aquecimento traz a possibilidade real de surgimento
de bolhas dentro do sistema, o que exigira um sistema de ventilagcdo mais potente; e ii)
o funcionamento desta lampada gera gas ozoénio intensamente, o qual é relativamente

t6xico,®’ requerendo trabalhar com o foto-reator dentro da capela.

Para esta lampada, ndo foram encontradas especificacbes de fluxo radiante ou
outras informacfes que permitissem conhecer seu rendimento do ponto de vista
fotolitico, isto €, o quanto de radiacdo € emitido no comprimento de onda de 254 nm,

almejado para a efetiva clivagem fotolitica.

A lampada com caracteristicas mais proximas cujos dados técnicos estdo
disponiveis, e que pode ser usada para uma estimativa de desempenho, é a de vapor
de Hg de 400 W, na qual praticamente apenas a metade desta poténcia se converte
em radiacdo, sendo cerca de 60 W na faixa do visivel, 60 W na faixa do infravermelho e
cerca de 73 W na regido do UV,%® ndo restrita a 254 nm. Isto se traduz em um
rendimento baixo que ndo compensa os contratempos enfrentados por essa lampada,

como a alta temperatura, as dificuldades de manuseio e a geragao de ozonio.
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A distribuicdo espectral de uma lampada como esta apresenta cerca de 66 % de
radiacdo no comprimento de onda 254 nm e cerca de 23 % no comprimento de onda
185 nm, sendo este o principal responsavel pela formacdo de ozbnio a partir do

oxigénio do ar.®

Embora tenha demonstrado eficiéncia na fotoderivatizacdo do NNG, comprovada
com a posterior reagdo de Griess, a lampada de 125 W foi abandonada em razéo de
suas dificuldades de operacionalizacdo para alcancar o objetivo de acoplar a etapa de
derivatizagcéo fotoquimica a um sistema de analise em fluxo. Optou-se entdo por testar
uma terceira lampada, que apresentasse eficiéncia para a foto-reacdo, sem o0s
problemas observados até este momento. Uma lampada de 11 W foi entdo submetida

a testes.

[I. Lampada de 11 W

Os resultados dos testes em batelada com a lampada de 11 W sdo mostrados
na Tabela 3, em que pode se observar a eficiéncia da fotoderivatizacdo. Observa-se
gue a fotoderivatizacdo do NNG e posterior reacdo de Griess produziu um sinal
analitico de intensidade proxima aquele obtido pelo método convencional em um terco
do tempo (5 minutos de exposicdo contra 15 minutos de aquecimento). Os
experimentos foram realizados conforme item 3.3.1.3.1, com solu¢des padrédo de NNG

a 1,0 mg L™ expostas a radiacdo, posteriormente misturadas & solucéo de NED/SAM.

Tabela 3 — Resultados de reacédo de Griess com NNG a p0s derivatizacéo acida
e apos derivatizacao fotoquimica.

Experimento Absorbancia média Desvio Padréao

(max. 540nm)

NO; (n=3) 0,0523 0,0007
NNG — Aquec., 15 min. (n=3) 0,0443 0,0007
NNG — UV, 5 min. (n=3) 0,0383 0,0016
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Em termos praticos, a lampada de 11 W adquirida tem diversas vantagens em
relacdo a de 125 W: A temperatura de aquecimento quando ligada é muito menor, seu
formato permite enrolar a bobina sobre si, e praticamente ndo produz ozbnio, jA que
seu comprimento de onda predominantemente emitido é justamente de 254 nm. Esta
lampada pertence a uma categoria de lampadas germicidas nédo geradoras de ozonio,
como se pode notar por sua distribuicdo espectral ilustrada na Figura 18. Observa-se
cerca de 90 % de emissdo no comprimento de onda 254 nm e valores infimos no
comprimento de onda 185 nm, Nestas lampadas s&o utilizados vidros especiais ou
certos tipos de quartzo transparentes a radiacdo de 254 nm, mas que bloqueiam a

emissao em 185 nm.
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Figura 18 — Distribuicdo espectral da lampada UV de 11 W: A) lampada
geradora de ozobnio; B) lampada ndo-geradora de oz6nio. Fonte: OSRAM UV-C
Puritec HNS germicidal lamps Technical Information Brochure.

Ainda quanto ao seu rendimento em termos de emissdo no comprimento de
onda de 254 nm em relacdo a sua poténcia, pode-se notar na Tabela 4 um ganho

consideravel em termos de fluxo radiante neste comprimento de onda. Logo, a lampada
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de 11 W tem também melhor resposta do que a de 4 W anteriormente testada. A rigor,
suas Unicas desvantagens sdo o custo (relativamente mais alto do que os demais

tipos), e sua escassa disponibilidade no mercado local.

Tabela 4 — Caracteristicas técnicas das lampadas UV utilizadas. (Fonte:
Specification Sheet GCF11DS/G23/SE/OF e HNS 4W G5 (G4T5/OF) - OSRAM

Gmbh)
Lampada Germicida HNS 4W G5 HNS S11wW G23
Poténcia da lampada 4 W 11W
Fluxo radiante (254nm) 0,9W 3,4W
Vida util 6000 horas 8000 horas
Irradiacdo UV inicial >0,39 >0,09
(W/m?) a 1m de distancia
Irradiacdo UV inicial >0,29 >0,05
(W/m?) a 1m de distancia
apos 8000 h
Geracéao de ozonio N&o N&o

A diferenca entre os fluxos radiantes no comprimento de onda foi aparentemente
o fator critico para a efetiva fotoderivatizacdo do NNG, ndo alcancada pela lampada de
4 W. Observou-se, portanto, que a lampada de 11 W era a mais adequada ao
propésito, por apresentar eficiéncia a foto-reacdo e ao mesmo tempo ser de facil
manuseio e acoplamento ao sistema FIA a ser construido. Com esta lampada, passou-
se a investigar o comportamento da eficiéncia da fotoderivatizacéo frente ao tempo que

a amostra permanece exposta a radiacao.

4.1.3.2. Tempo de exposicao

Além da poténcia da lampada, o tempo de exposicdo da amostra a radiacao UV
também é parametro crucial para a implementacdo da fotoderivatizagdo em sistemas
de analises em fluxo. Assim, a eficiéncia de fotoderivatizacdo em diferentes intervalos

de tempo foi estudada, expondo & radiacéo solucbes padrdo de NNG a 1,0 mg L'em
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agua deionizada em béqueres por intervalos decrescentes, iniciando em 15 minutos até
30 segundos. Os resultados mostrados na Figura 17 denotam uma grande perda de
sinal analitico entre 30 segundos e 5 minutos de exposicdo a radiacdo UV. Nos
periodos entre 5 e 15 minutos, entretanto, ndo ha diferenca significativa. O excesso de
exposicao a radiacdo aparentemente prejudica a medida, conforme exposto em outras
referéncias, talvez por uma oxidacdo de NO, a NOs5,’° ou pela fotdlise do préprio

nitrito, gerando radicais nitrosil e hidroxila,”

0S quais podem desencadear outras
transformacdes nas moléculas em solucdo. Assim, o procedimento fotoquimico pode
ser realizado de forma muito mais célere do que o método convencional, 0 que se
traduz em maior frequéncia analitica. Além disso, os resultados demonstram a boa

repetitividade do método.
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Figura 19 — Resultados de reacdo de Griess com NNG 1,0 mg L*
conforme tempo de exposicao a radiagéo UV.
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Com estes resultados é possivel perceber que a fotoderivatizagdo é
perfeitamente adequada aos propositos da determinacdo espectrofotométrica de NNG
por um sistema de andlise em fluxo, uma vez que é eficiente, reprodutivel, simples,
rapida e ndo tem o0s inconvenientes da alta concentracdo &cida e aquecimento

necessarios a derivatizacdo quimica dos métodos atualmente utilizados.

Estabelecidos os parametros de poténcia da lampada e do tempo de exposi¢céo

necessario, foi montado o foto-reator, conforme Figura 20. O dispositivo consistia em
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uma caixa fechada, com aberturas somente para entrada e saida dos tubos de PTFE
0,8 mm d.i. do sistema FIA e para a ventoinha, instalada na lateral da caixa, para
prevenir o aquecimento excessivo da lampada. Toda a caixa foi vedada, e os orificios
anteparados para impedir a exposicdo do analista a radiacéo diretamente. O interior foi
revestido de papel aluminio de maneira a tornar toda a superficie interna reflexiva e

assim aproveitar o maximo da radiagdo emitida.

Reator da
lampada

8 Tubos PTFE

Figura 20 — Foto-reator aberto, mostrando lampada, seu reator e ventoinha,

além das entradas de tubo de PTFE para insercdo da  amostra em fluxo.

Este foto-reator foi entdo utilizado para os experimentos em fluxo, tanto em
testes com solucBes padrdao de NNG como com amostras reais. A propria utilizacdo de
fotoderivatizacdo € em si um passo importante na automatizacdo do processo, sendo
uma etapa acionada facil e instantaneamente. Os demais componentes necessarios a
montagem do sistema de analises em fluxo, a saber, o programa computadorizado
para controle de etapas e aquisicdo dos sinais e o detector fotométrico, séo
apresentados a seguir.
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4.2. Sistemas de analise por inje¢cdo em fluxo
4.2.1.Desenvolvimento do programa computacional pa  ra
controle das valvulas e aquisi¢cédo de sinal analitic o

O programa elaborado em linguagem Microsoft Visual Basic foi elaborado de
maneira que permitisse o controle de etapas de um sistema de analise por injecdo em
fluxo, como o acionamento de véalvulas solenoides de 3 vias e a aquisi¢ao de dados do

detector, por meio de uma interface amigavel ao usuario.

7z

A tela do programa, conforme apresentada na Figura 21, é composta por

algumas funcionalidades que podem ser separadas em secdes:

. Etapas: os checkboxes definem as valvulas que deverdo ser ligadas e
desligadas, e o tempo em segundos que elas permanecerdo desta forma. S&o
previstas até 4 valvulas para uso concomitante, mas um nimero menor pode ser
usado sem necessidades de alteracdo. Para utilizar mais valvulas, basta replicar

0 cédigo da programacdao descrito, e inserir um checkbox na tela editavel;

. Leitura e numero de medidas: pode ser definido o tamanho da medida que
se deseja realizar, conforme velocidade estimada do fluxo e tempo necessario
para completa aquisicdo do sinal analitico. A visualizacdo do sinal analitico em

tempo real pode ser ajustada a critério do analista;

. Escalas X e Y: podem ser definidas as escalas de Y conforme intensidade do
sinal (altura do pico) para melhor visualizagdo, e X como o total de medidas a
serem realizadas no procedimento, incluindo ou nédo as replicatas, a critério do

analista;

. Campos t(s), Status e Sinal: O sistema informa o tempo transcorrido nas
etapas definidas anteriormente e 0s respectivos homes no campo Status. A
intensidade do sinal é dada em valores numéricos em Volts (V) em tempo real
no campo Sinal, a medida que a aquisi¢ao se processa,
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. Gréfico: o sinal analitico transiente é registrado e projetado na tela, podendo

ser visualizado em tempo real;

. Botbes Teste Saida Dig, Parar e Iniciar/Retomar:  botbes azul, vermelho e

verde, respectivamente para salvar o arquivo com as configuracdes definidas

antes da leitura, interromper a leitura e iniciar ou reiniciar a leitura interrompida.

Etapa1

R T Y2 T ove

Etapa 3
vl vz [ ve

Etapa 4
Vvl [T v2 [T v3

Sinal AV

YMax ’F
YMin ’F
XMa [io0n
XMin ’U_

L —

status

Sinal

Serm sinal

I v4

[~ ¥4

[~ v4

I~ v4

Iniciars
Retamar

M Form/1 Q@
Espera para Leitura Frameb
no s v || poausuns
N® de medidas [5i)
|_ /e Set
Mo utiizada
|_ s Set
I Set Limnpar

Figura 19 — Tela do programa elaborado para control e de vélvulas
solenoides e aquisicdo de sinal analitico.

Para operacao do programa durante uma analise, o procedimento recomendado

€ 0 apresentado na Figura 22:
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Programa

Para cada etapa do processo, selecionar as valvulas que seréo
acionadas para execuc¢do da andlise em fluxo.

Preencher o tempo de abertura/fechamento das valvulas
selecionadas em segundos

N

Clicar “Set” para confirmar

\ 4
Clicar “Teste Saida Digital”

\ 4
Nomear e salvar o arquivo

Clicar “Iniciar/Retomar”

Figura 22 — Fluxograma de operagéo do programa.

Os dados de sinal analitico trabalhados neste programa foram obtidos por um

detector fotométrico baseado em LED desenvolvido no proprio laboratorio.

4.2.2.Construcao do detector fotometrico baseadoe  m LED

O dispositivo de deteccéo consistiu em um fotodiodo, um LED de cor verde e
uma cubeta de fluxo. O LED de cor verde emitia radiacdo em comprimento de onda
540 nm, que corresponde ao maximo de absor¢cdo do produto da reacdo de Griess de
coloracao rosea, conforme esquematizado na Figura 23. O fotodiodo traduzia em sinal
elétrico os fotons recebidos do LED e que passavam pela solucdo sob anélise ao passo
gue esta atravessava 0 caminho optico da cubeta de fluxo. Tanto a intensidade do LED
como a sensibilidade do fotodiodo detector podiam ser ajustadas, de maneira a conferir

maior sensibilidade a medida.
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Espaco da cubeta

Fotodiodo

Figura 23 — Foto do dispositivo de deteccdo. A) Detector montado com
cubeta e botdes de ajuste de ganho e intensidade do LED; B) Cubeta de
fluxo; C) Detector aberto, em que se vé o LED, o Fotodiodo e o espaco para
insercdo da cubeta.

De posse do programa de controle de etapas, do foto-reator e do dispositivo de
deteccdo, passou-se a montagem do sistema FIA propriamente dito, visando o
acoplamento da fotoderivatizagao.

O sistema completo compreendia uma bomba peristaltica para propulsdo dos
fluidos, foto-reator, bobina reacional e detector. O modo de injecéo foi alvo de estudos

conforme abordagem a seguir, a fim de se chegar ao formato mais eficiente.
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4.2.3.Sistema de andlise em fluxo por multicomutag &0 com
fotoderivatizacéo
O primeiro sistema montado visando a adaptacdo da fotoderivatizacdo consistiu

foi baseado em multicomutacdo conforme apresentado esquematicamente na Figura 9,
e cujo procedimento analitico foi descrito no item 3.3.2.3.3.

Antes de testes da fotoderivatizagdo, utilizou-se esta configuragdo para
experimentos de otimizacao da reacao de Griess

4.2.3.1. Otimizacgéo da reacdo de Griess

Diversas composicdes do reagente de Griess com diferentes propositos séo
apresentadas na literatura.®® Todas obedecem ao mesmo principio em termos de
mecanismo reacional, mas diferem nas proporcdes de seus reagentes. Foram
escolhidas 3 destas condi¢cbes, conforme exposto na Tabela 1, para realizacao de
experimentos de determinacdo de NO, no sistema de multicomutacdo, com o objetivo
de verificar a mais apropriada em termos de intensidade de sinal analitico obtido, perfil
do pico e eventuais interferéncias. As composicOes testadas diferem em termos da
proporcdo entre NED e SAM e a natureza e quantidade do &cido utilizado, conforme
apresentado na Tabela 1, item 3.3.1.

Como se pode observar na Figura 24-A, o sinal analitico para o branco
apresentou intensidade consideravel. Nota-se que a intensidade desse sinal é quase
metade da altura do sinal do produto obtido com a solu¢cdo de NO, (Figura 24-B). Do
ponto de vista analitico, este fato compromete a sensibilidade do método, em especial
para determinagcdo de baixas concentragdes da substancia de interesse. Além disso, a
forma do sinal com uma forte descida abaixo da linha base é caracteristica da
ocorréncia do efeito conhecido como Schlieren, uma interferéncia que pode acometer

medidas espectrofotométricas em fluxo.
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Figura 24 — A) Registro dos sinais analiticos do br  anco em triplicata; B)
Registro dos sinais analiticos de NO , a 0,15 mg L™* em triplicata.
Condicées: Transportador = 4gua deionizada, Vazdo = 0,750 mL min™, tempo
de acionamento das valvulas V1 e V2 = 20 s, bobina reacional = 100 cm.

O efeito Schlieren (do aleméo Schliere, plural para “borrdo”) foi estudado em
detalhe por Dias,’® cujas observacdes levaram & proposicdo dos fatores que o
influenciam e causam. Resumidamente, o efeito Schlieren advém de uma diferenca
entre os indices de refracdo 6ptica em um meio, e em geral leva a dois fendmenos: A)
formacédo de lentes concéntricas no fluido, que causam deflexdo do foco do feixe
incidente em direcdo ao detector ou desviando-o0, assim aumentando ou diminuindo a
absorcéo; e B) formacéo de espelhos transientes no fluido, que diminuem a intensidade
do feixe que atingira o detector e causam um sinal ruidoso. O efeito em si é repetitivo e
reprodutivel.

Fica claro no experimento de determinagdo de NO, que a grande diferenca de
concentracdo entre a solucdo do reagente de Griess e a solugdo transportadora é a
causa do efeito Schlieren observado. Esta diferenca tem por consequéncia a mudanca
abrupta de indices de refracdo na interface transportador/reagente do segmento que
chega ao detector.

Para contornar este problema, foi proposta a diluicdo do reagente de Griess, de
maneira que o sinal obtido do branco fosse minimizado, sem perda do sinal do analito.

Os reagentes foram preparados diminuindo em 10 vezes as quantidades de NED, SAM
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e de acido utilizadas, completadas para 0 mesmo volume da preparacdo anterior. A
Figura 25-A mostra os sinais dos brancos dos reagentes colorimétricos diluidos 10
vezes, enquanto a Figura 25-B mostra os sinais analiticos da reacdo destes com
solucdo padréo de NO, a 0,15 mg L™. No caso dos brancos, nota-se uma intensidade
ainda detectavel, mas muito mais adequada para a medicdo. Além disso, na
determinagdo de NO,, a parte negativa do sinal analitico praticamente desaparece
com as diluicdes das proporcdes propostas nas condicdes 1 e 2. Em contrapartida, os
sinais obtidos de NO, s&o mais claros e mantém intensidade adequada ao propoésito
da medicdo. Isto é importante, pois, em uma medida real de uma quantidade
desconhecida de nitrito, a concentracdo de reagente deve ser tal que néo interfira no

sinal da espécie de interesse e nem seja limitante a reacao.

6,3 B
A) 6,3 B)
>
~ >
t_B ~
£ ®
» £
v
6,1 1 6,1
] linha base
>9 linha base 597
Condigdo 1 diluido Condigdo 1 diluido + NO2-
=== Condigdo 2 diluido === Condi¢do 2 diluido + NO2-
== Condi¢do 3 diluido === Condigdo 3 diluido + NO2-
5,7 ! 57 T 1
600 700 800 900 800 900 1000 1100
Tempo / n2 de medidas Tempo / n? de medidas

Figura 25 — A) Registro dos sinais analiticos do br anco com NED/SAM

diluido em triplicata; B) Registro dos sinais anali  ticos de NO ;" a 0,15 mg L™*
com NED/SAM diluido em triplicata. Condi¢cBes: Transportador = agua
deionizada, Vazdo = 0,750 mL min™, tempo de acionamento das valvulas V1 e
V2 = 20 s, bobina reacional = 100 cm.

Tentativas de balancear a acidez do fluido transportador com a do reagente de
Griess foi realizada adicionando-se acido na mesma proporcao presente na solucéo de
NED/SAM. A solucédo de NO; foi preparada com adicao de HCI na mesma quantidade

prevista na Condicdo 1. Este procedimento ndo foi eficaz na supressdo do efeito
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Schlieren, permitindo concluir que a diluicdo foi a melhor alternativa. Assim, a Condicao
1 diluida foi escolhida para continuidade na otimizacdo dos parametros.

Observou-se que nao houve diminuicdo pronunciada do sinal analtico de nitrito
frente a nova condicdo diluida de NED/SAM, além de reduzir ainda mais o efeito
Schlieren. A composic¢éao da solugdo de NED/SAM foi ainda explorada de modo a tornar
seu preparo mais simples e econdémico, mantendo-se a eficiéncia, estabelecendo-se
entdo as seguintes proporcées: 7,0 g L' de SAM, 1,0 g L* de NED e HCI 0,37 %. A
solucéo preparada era diluida 4 vezes com agua deionizada.

Apbés a definicdo da melhor composicdo para o reagente de Griess, passou-se

aos experimentos com a fotoderivatizagdo do NNG em fluxo.

4.2.3.2. Estudo dos parametros do método no sistema

multicomutacéo
O foto-reator com lampada de 11 W foi acoplado ao sistema em multicomutag&o

como mostrado na Figura 9, item 3.3.2.3 e na Figura 18, item 4.1.3.2. O procedimento
seguido para os experimentos foi 0 mesmo mencionado anteriormente. Nestes estudos
foram utilizadas solu¢gbes padrdao de NNG em diversas concentracdes e a solucdo de
NED/SAM na composicdo otimizada. Agua deionizada foi utilizada como transportador.

Observou-se que aproximadamente 20 segundos de exposicdo da amostra a
lampada foram suficientes para que a derivatizacdo ocorresse em nivel considerado
razoavel, mesmo que a eficiéncia de conversdo tenha sido inferior a 100 %. Além de
substituir a etapa de aquecimento, a fotoderivatizacdo foi alcancada sem utilizacdo de
acido. Os resultados foram obtidos sem interrupgéo do fluxo.

Seguindo o procedimento mencionado no item anterior, foi verificada a faixa
linear de trabalho do sistema em fluxo. A curva analitica apresentada na Figura 26 e 0
célculo da linearidade na Figura 27 foram obtidos com 5 pontos e mais o branco, em
triplicata. O nivel mais baixo calibrado, em que se observou uma resposta analitica
bem resolvida e de facil diferenciacdo frente a intensidade de sinal do branco, foi de
0,25 mg L™
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Figura 26 - Curva de calibragcdo com solucéo padrdo de NNG em
mais o0 branco obtida no sistema por multicomutacéao.

5 niveis

Condigbes: Vazéao

= 0,750 mL min™, poténcia da lampada = 11 W, tempo de exposicdo = 20 s. A
area sombreada corresponde a sinais desconsiderados no experimento.

Figura 27 — Curva

multicomutacao.

Estabelecendo-se a faixa
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analitica obtida com o sistema em

procedimento analitico a ser utilizado nos testes seguintes.

fluxo por

linear de trabalho do sistema, foi definido o
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4.2.3.3. Testes com amostras reais

Neste procedimento, foram testadas amostras solidas de produto técnico de
Glifosato, preparadas conforme procedimento de referéncia AQC 684-86.%° Foram
injetadas aliquotas fortificadas com NNG a 1,0 mg L™ e outras n&o. Os resultados
obtidos apresentaram forte interferéncia de efeito Schlieren, impossibilitando a
determinagéo.

A resposta obtida destes experimentos levantou questdes quanto a delimitacdo
da zona de amostra e a concentracdo de seus componentes, 0 que teria causado a
diferenca abrupta de indices de refracdo do fluxo, perfazendo-se assim a componente
fisica do efeito Schlieren. A prépria solugcdo de NaOH/H,O, utilizada na extracdo da
amostra é capaz de impor interferéncia. Procurou-se minimizar o efeito pelo tratamento
da solucdo da amostra extraida, conforme demonstrado na Figura 28. Observa-se que
com adicdo de acido visando a neutralizacdo da solucdo é possivel suprimir a parte
positiva do sinal, mas ndo a parte negativa. Observa-se pelos sinais das fortificacOes
com NNG que, por mais que a parte positiva se aproxime da linha de base, a medicao
ainda esta comprometida pela parte negativa.

Sinal / V
Branco
NaOH/H202

6,4 -

NaOH/H202 + HCl (1 gota)
NaOH/H202 + HCl (3 gotas)
NaOH/H202 + HCl (5 gotas)

6,2

NaOH/H202+ 1,0 mLHCI 0,21 M
NaOH/H202+ 2,2 mLHCI 1,0 M
NaOH/H202 + HCl (5 gotas) + NNG

NaOH/H202 + 2,2 mLHCl 1,0 M + NNG

/_,/'
/./
[_
f

I

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo / n2 de medidas

Figura 28 — Sinais analiticos dos testes de branco de reagente, com
adicBes de acido para neutralizacao da solucédo de e  xtragao.
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Além disso, outro problema residia na constituicdo da matriz, a qual contém sais
e surfactantes cuja informacdo ndo € acessivel, chamados de “ingredientes inertes”.
Estes podem dificultar a deteccéo fotométrica ao causar interferéncia também na forma
de efeito Schlieren, devido as variacdes de indices de refracdo na zona de amostra e

na interface com as demais solugfes envolvidas na analise em fluxo.

Desta forma, na busca por melhores resultados, foi proposto outro formato de
sistema em fluxo, com o qual a componente fisica do efeito Schlieren seria suprimida,
sem haver necessidade de novas adicfes de &cido para neutralizar a solugdo. O

sistema testado foi o de fluxo segmentado.

4.2.4.Monosegmentado com fotoderivatizacao

O objetivo da montagem do sistema em fluxo monosegmentado foi eliminar as
diferencas abrutas de indices de refracdo nas interfaces de zona de amostra e demais
solugbes. Conforme esquema apresentado na Figura 10, esta configuracdo permite
isolar o segmento de amostra e reagentes entre duas bolhas de ar controladas. Essa
limitagdo promove uma melhor mistura, além de impedir a dispersdo da zona de
amostra em fluxo. Assim, além de eliminar a componente fisica do efeito Schlieren,
espera-se também uma intensificacdo do sinal analitico obtido.

Todas as solugfes e ar ambiente eram bombeados no sistema por uma bomba
peristaltica em vazdo de 0,750 mL min™, passando pelo injetor comutador em seus
respectivos canais. Na posicdo de amostragem neste sistema, o NNG foi mantido na
alca de amostragem de 50 cm apos passar pelo foto-reator e sofrer irradiacdo. Nos
outros canais, a solucdo de NED/SAM e ar eram bombeadas continuamente
atravessando o injetor comutador. Quando da injecéo, os caminhos eram alterados de
forma que a solucdo de NNG na algca de amostragem era cercada por dois segmentos
da solugdo de NED/SAM, conforme Figura 12. As extremidades eram delimitadas por
duas bolhas de ar de tamanho controlado, isolando o segmento reacional e eliminando
as mudancas abrutas de indice de refracdo no fluxo ao passar pelo detector. Todo este
segmento era impulsionado em direcédo ao detector fotométrico.

A verificagdo do funcionamento deste sistema foi feita inicialmente com solugbes
padrdo de NNG.
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4.2.4.1. Estudo dos parametros do método por sistem  ade

fluxo monosegmentado
Para estes experimentos, foram utilizadas solu¢des padrdo de NNG e reagente

de Griess conforme preparo mencionado, e as leituras executadas conforme
procedimento descrito anteriormente.

A Figura 29 apresenta o registro das solucdes padrdo de NNG obtido com o
fluxo monosegmentado, em que o sinal analitico da zona de amostra se encontra entre
os sinais das bolhas. A Figura 30 apresenta a curva analitica com sua regressao linear,
em que se nota um comportamento linear na faixa estudada com as respostas das

concentracdes de analito.

Branco ’ 0,20mgL*

1,00 mg Lt

’ 0,60mg L™

Sinal / V

o
N
I

WWU\J\M\*4 \,\u\,

o] 400 800 1200 1600

Tempo / n? de medidas
Figura 29 - Curva de calibrac&o do sistema em fluxo monosegmentado
em 3 niveis mais o branco, em duplicata. = Condi¢fes: Vazdo = 0,750 mL
min™, poténcia da lampada = 11 W, tempo de exposicdo = 20 s. A area
sombreada corresponde a sinais desconsiderados no experimento.

5,85

0,3
>
S
& 0,25
0,2
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Figura 30 — Curva analitica do sistema em fluxo mon  osegmentado.

Estabelecendo-se a faixa linear de trabalho do sistema, foi definido o

procedimento analitico a ser utilizado nos testes seguintes.
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4.2.4.2. Testes com amostras reais

Para complementar a supressao do efeito Schlieren observado no conjunto de
experimentos anterior, foi alterado o preparo de amostra, passando a se utilizar o
proposto por Bioagri Laboratérios.®* Este preparo era mais simples, consistindo apenas
da diluicdo da amostra de produto técnico solido em um volume conhecido de agua
deionizada, submetido a ultrassom por 5 minutos. Foi feita filtracdo para retirada do
sélido em suspensdo, e este extrato foi submetido ao sistema de analise em fluxo
monosegmentado. Foram submetidos & andlise extratos fortificados com NNG e outros
ndo fortificados.

Como se observa na Figura 31, o sinal analitico continuou apresentando efeito
Schlieren. No entanto, ja se nota uma evolucdo na clareza dos sinais analiticos,
obtendo-se uma consideravel diferenciagdo entre o comportamento das analises de
amostra fortificada e nédo fortificada. Atribui-se a este comportamento uma componente
quimica do efeito Schlieren, além de uma possivel interferéncia dos constituintes da
matriz a fotoderivatizacao ou a reacéo de Griess, ou a ambas, ja que a intensidade de
sinal da amostra fortificada com NNG a 1,0 mg L se mostrou menor do que o

esperado pelos testes com solugdes padréo.

Amostra fortificada com

6,3 ‘
625 NNG 1.0 mg L?

Branco ‘ ‘ Amostra ndo fortificada

INTTN
585 \ \

200

1
Tempo / n? de medidas

Figura 31 — Sinais analiticos obtidos de testes com amostras reais
em FIA monosegmentado com fotoderivatizagéo. As setas indicam os
sinais do analito, entre bolhas.
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Com estes resultados, passou-se a investigar a possivel interferéncia dos
constituintes da matriz, em especial o glifosato, por ser o componente majoritario na

amostra.

4.2.4.3. Estudo de interferéncia da matriz

E sabido que o Glifosato pode seguir o caminho reacional da nitrosag&o,
formando moléculas integras de NNG, o que nado deixa ions nitrosil livres para as
etapas de diazotacdo e acoplamento da reacdo de Griess. De fato, este principio foi
utilizado em publica¢des anteriores como um método de determinagéo de residuos de

glifosato em solos e 4guas.?*?"?®

Para investigar a interferéncia do glifosato na derivatizacdo, seja ela quimica ou
fotoquimica, foram feitos testes em batelada com misturas de NO, com glifosato
submetidos a reacdo de Griess, e de NNG com glifosato submetidos a derivatizacao

guimica e a fotoquimica paralelamente.

A Tabela 5 apresenta os resultados dos primeiros testes de interferéncia do
glifosato. Solucées de NO,™ a 0,345 mg L™ foram preparadas com solucéo padrdo de
glifosato a 2000 mg L. Esta mistura foi agitada por 5 minutos, sendo posteriormente
adicionada solucdo de NED/SAM, e o produto levado a andlise espectrofotométrica.
Estes experimentos foram feitos em batelada, e ndo se nota diferenca consideravel nos
sinais obtidos pela presenca do glifosato, comparados com o mesmo procedimento
utilizando solugéo padrdao de NO,” em agua.

Tabela 5 — Resultados do experimento de verificacdo da interferéncia do
glifosato na reacdo de Griess com nitrito.

Experimento Absorbancia meédia Desvio padréo
(max. em 540nm)
NO; (n=3) 0,0523 0,0007
NO, + Glifosato (n=3) 0,0538 0,0008
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Posteriormente, foi avaliada a possivel interferéncia do glifosato na derivatizacéo
guimica do NNG. Solucdes padrdo de NNG e de NNG misturado com glifosato foram
submetidas a aquecimento a 95 °C por 15 minutos com adicéo de HCl a 4,5 mol L. Os
experimentos foram feitos a exaustdo de proporcdo crescente entre glifosato e NNG
(NNG:Glifosato em 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000), buscando simular a condicdo da
amostra. Todavia, na amostra real este descompasso de concentracdo é extremo, haja
visto que se trata de produto técnico com teor de glifosato em torno de 95 % da massa
total, para tracos de NNG. Os resultados sao apresentados na Figura 32, em que se
nota interferéncia supressora do glifosato no resultado final da reacdo de Griess apos
derivatizacdo quimica, em taxas de até 36 % de redugdo. Assim, conclui-se que o
desempenho da derivatizagdo quimica esta sujeito a interferéncia do glifosato, o que se
configura em uma desvantagem do método.
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Figura 32 — Espectros na regido do visivel de produ  tos da reagéo de Griess
apos derivatizacdo quimica do NNG: A) NNG em solugcdo aquosa a 19,8 mg L
1 (0,5 x 10° mol L'Y); B) NNG em mistura aquosa com glifosato na proporgéo 1:1;
C) NNG em mistura com glifosato na proporcao 1:10; D) NNG em solucao
aquosa a 7,93 mg L™ (0,2 x 10 mol L™Y); E) NNG em mistura aquosa com
glifosato na proporcdo 1:100; F) NNG em solucdo aquosa a 0,79 mg L™ (0,02 x
10" mol L'™}); G) NNG em mistura aquosa com glifosato na propor¢éo 1:1000.
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Nos experimentos com mistura de NNG e glifosato mencionados acima foi
seguido o procedimento de adicionar a solucdo de NED/SAM antes do aquecimento.
Em contraste, em testes com mistura de NNG e glifosato adicionados de HCI
submetidas a aguecimento a 95 °C por 15 minutos, nos quais a solu¢do de NED/SAM
somente foi inserida posteriormente, ndo se observou formagéo de cor. Isto demonstra
gue o glifosato é capaz de impedir a formacdo de produto do NNG na reacdo de
Griess. A adicdo de NED/SAM durante o aguecimento visa, portanto, coibir essa
interferéncia, fazendo com que os ions nitrito oriundos do NNG derivatizado possam
realizar a diazotacdo e conseguinte acoplamento, ao invés de serem recapturados pelo

glifosato.

Em experimentos de derivatizagcdo quimica com amostras solidas reais, péde-se
notar que a separacdo dos constituintes € fator critico. Ao seguir o procedimento
descrito por Kim et al., excetuando-se no preparo a etapa de filtracdo em membrana de
0,45 pm, foram observados resultados desfavoraveis: mesmo amostras fortificadas
com uma quantidade conhecida de NNG néo tiveram, ao final de todo o processo, 0
resultado analitico esperado. Observou-se a geracdo de coloracdo azulada em
amostras preparadas segundo tais procedimentos, durante o aquecimento em meio
acido, com a presenca da solucdo de NED/SAM. Isto demonstra a formacéo de outro
produto diferente do esperado, e que pode ter mascarado o NNG derivatizado. H&
indicios, portanto, de que a composicdo da matriz interfere de alguma maneira na
etapa de denitrosilacdo, e que pode se constitur em uma interferéncia

espectrofotométrica supressora.

Dando continuidade a investigagdo de interferéncia, misturas de NNG com
glifosato foram submetidas a derivatizacdo fotoquimica. As solucbes padrdo foram
expostas a radiacdo UV por 30 segundos, conforme resultados dos estudos de
otimizag&o da foto-reacdo, com posterior adicdo da solucdo de NED/SAM. A Tabela 6
apresenta os resultados obtidos para ambos os tipos de derivatizagcdo. Observa-se que
a fotoderivatizacdo resulta em sinal analitico menos intenso do que a derivatizacdo

guimica, para as mesmas concentracdes de NNG e de glifosato. Aparentemente, no
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caso da derivatizagcdo quimica, o fato do reagente NED/SAM estar presente em
solucdo durante o processo de clivagem suprime em certa medida a nitrosacéo do

glifosato, o que n&o ocorre na fotoderivatizagao.

Tabela 6 - Resultados do experimento de verificagdo da interfe  réncia do
glifosato na reacdo de Griess com NNG em derivatiza ¢80 quimica e em
derivatizac&o fotoquimica.

Experimento Absorbancia meédia Desvio CV (%)
(max. 540nm) Padréo
NNG e Glif — Aquec. (n=3) 0,0438 0,0010 2,2
NNG e Glif — UV (n=3) 0,0339 0,0027 7,9

E possivel que o radical nitrosil gerado da clivagem da ligacdo N-NO pela
radiacdo UV interaja com as moléculas de glifosato em solugcdo por reacdo de
nitrosacao. Diferentemente do procedimento para derivatizagdo quimica, o reagente
NED/SAM nédo estd presente em solucdo no momento da denitrosilacdo, assim

havendo um tempo de residéncia em que a nitrosagéo do glifosato pode ocorrer.

Em teoria, os ions nitrito podem ter efeito semelhante, porém estes sdo bem
menos reativos do que o radical nitrosil, o que explica a diferenca dos resultados

obtidos com misturas de NO;" e glifosato.

Além da interferéncia ocasionada pelos componentes da matriz, outro problema
enfrentado na aplicacdo real da analise em fluxo as amostras diz respeito a baixa
concentracdo de NNG no extrato. De fato, para uma amostra que contenha o teor de
NNG de 1,0 mg kg™*, teremos as seguintes estimativas, segundo procedimento de
extracdo proposto pelo Bioagri Laboratorios:

. Se em 1000 g do produto técnico, ha 1,0 mg de NNG, entdo em 1,5 g do
produto técnico, ha 0,0015 mg de NNG;

. Se a solubilidade do Glifosato em H,O (em temperatura ambiente e em
pH préximo de neutro) é de 10,5 g por litro, apenas 52,5 mg do produto técnico séo
solubilizados no volume de 5 mL;
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. Considerando que a solubilidade do NNG em &gua seja semelhante a do
Glifosato nas mesmas condi¢cdes (embora tais dados ndo existam na literatura),
pela quantidade presente na aliquota, ter-se-ia entdo 0,0525 pg de NNG
solubilizados no volume de 5 mL. Em termos de concentracdo, este valor

corresponde a 0,0105 mg L™.

Com esta estimativa, observa-se que 4 acOes sdo fundamentais para a eficacia
do método:

I.  Maximizar ou incrementar a conversao pela eficiéncia da fotoderivatizagao ;
Il.  Eliminar ou minimizar a interferéncia negativa do Glifosato;
lll.  Eliminar ou minimizar o efeito Schlieren provocado pelos demais
componentes da amostra;

IV. Adotar mecanismo de pré-concentracao no preparo da amostra.

Para alcancar estes objetivos, a estratégia de extracdo em fase solida foi

cogitada, considerando sua possibilidade de acoplamento ao FIA, e colocada em teste.

4.2.5.Experimentos com SPE simultaneo a fotoderiva  tizacao

BN

Um obstaculo & execugdo da fotoderivatizacdo em fluxo persistiu no fato de
glifosato recapturar os radicais nitrosil produzindo novas moléculas integras de NNG,
por mais curto que seja o tempo entre a foto-reacdo e a insercdo do reagente de
Griess. A utilizacdo de extragcdo em fase soélida de troca anidnica para retencdo dos
jons nitrito foi a solucdo encontrada para minimizagdo desta interferéncia.
Considerando que, em meio acido, tanto glifosato como NNG estdo completamente
protonados, estas espécies ndo sao retidas na fase sélida de troca anibnica. A espécie
nitrito produzida pela clivagem fotolitica do NNG, em contrapartida, pode ser retida

pelas terminacdes de aménio quaternario da fase solida.

Entretanto, havia ainda o problema do tempo de residéncia em que estas

espécies interagem com as moléculas de glifosato desde a fotoderivatizacdo até
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chegar a fase sélida. Para contornar isto, optou-se por realizar ambos 0s processos
simultaneamente, colocando o cartucho de SPE dentro do foto-reator.

Em testes iniciais, a fase sélida foi ativada com uma solucdo de acetonitrila e
agua deionizada. A solucdo padrdo de NNG foi inserida no cartucho e permaneceu
exposta a radiacdo UV por poucos minutos, até ser succionada pela bomba peristéltica
em vazdo de 1,0 mL min’. Posteriormente, o reagente de Griess foi inserido no
cartucho para atuar como eluente. A Figura 33 mostra o cartucho de SPE com o NNG
fotoderivatizado, antes e durante a eluicdo com o reagente de Griess. Pode-se
observar que o experimento foi bem sucedido, como se pode ver pela formacao de cor
résea no corpo da fase sélida. Isto &, ions nitrito oriundos da fotoderivatizacdo do NNG
de fato foram retidos pela fase sdlida, e a reacado pdde se processar como esperado. O
eluato teve coloracédo rosa, demonstrando que o reagente de Griess reagiu com 0s ions

nitrito e o produto dessa reacao foi liberado da coluna.

fagreartuchio SEE. o Cartuch® SPE

- i

‘Lampada UV, >

k.

Figura 33 — A) cartucho SPE com solucdo padrdo de NNG apos
fotoderivatizacdo; B) produto colorido formado a pa rtir da eluicdo da
espécie derivatizada retida com reagente de Griess.

Para verificar se alguma porcéo dos ions nitrito oriundos da fotoderivatizacdo do

NNG teriam passado livremente pelo cartucho, a solucdo de amostra percolada foi
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misturada com reagente de Griess. A mistura manteve-se incolor, comprovando que

todo o nitrito produto da fotoderivatizacdo foi retido no cartucho.

Para a avaliagédo da seletividade da fase solida, uma mistura de solucdes padréo
de glifosato e NNG foi inserida no cartucho passando pela coluna, sendo entéao
adicionado ao percolado um reagente colorimétrico especifico para glifosato, qual seja,
p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC). A mistura adquiriu coloracdo alaranjada intensa,
demonstrando que pelo menos a maior parte do glifosato nédo fora retido na fase solida.
Tais evidéncias confirmaram as premissas do experimento, demonstrando que NNG e

glifosato n&o sofrem interacdo com a coluna de troca anionica.

Estes experimentos demonstraram que com a extracdo em fase solida é
possivel:

I. Pré-concentrar o produto da derivatizacado do analito em duas instancias: i) pela
retencdo de ions nitrito durante a passagem da amostra em fluxo constante
acompanhada da fotoderivatizacdo; e ii) pela possibilidade de eluir esses ions
com uma solucdo de NED/SAM de menor volume;

II.  Suprimir a interferéncia do glifosato e outros componentes da matriz, uma vez que
nao interagem com a fase solida;

[1l.  Acelerar o processo como um todo, ja que as etapas de limpeza da amostra e
fotoderivatizacdo podem ser executadas simultaneamente;
Com isto, foram iniciados os experimentos de acoplamento da extracdo em fase

sélida ao sistema de fluxo, combinada com a etapa de fotoderivatizacao.

4.2.5.1. Montagem da coluna de SPE em linha
A Figura 34 mostra a coluna de extracdo em fase sdlida em linha, construida
conforme esquematizado na Figura 14 e acoplada ao sistema FIA no interior do foto-
reator. Foram utilizadas duas ponteiras de micropipetas de 10-100 pL, cujas
extremidades foram recheadas com |& de vidro. Cerca de 80 mg da fase sodlida de
amonio quaternario do cartucho SPE Strata-SAX foram inseridos nas ponteiras, e suas

partes largas coladas com uma resina. Esta célula se mostrou transparente a radiagéo
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UV e substituiu, portanto, a algca de amostragem de 50 cm usada no sistema anterior
para expor a solu¢do de amostra a radiacédo UV.

Pode-se observar na Figura 34-B que o método em fluxo demonstrou eficiéncia,
pela percepcdo de coloracdo rosea. Este produto é eluido pelo proprio reagente de
Griess e direcionado ao detector. Assim, elimina-se um fator de diluicdo que haveria

em uma mistura posterior no FIA.
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Figura 34 — A) Coluna de extracao em fase solidaem  fluxo antes da
utilizacdo; B) produto colorido durante eluicdo com reagente de Griess.
Ndo foi encontrado na literatura nenhum artigo que utilizasse a
fotoderivatizacdo simultaneamente a retencédo da espécie derivatizada na fase sélida.
Esta estratégia se mostrou adequada ao NNG, portanto pode ser estendida a outras N-

nitrosaminas. Esta €, portanto, mais uma contribuicao inovadora deste trabalho.
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4.2.5.2. Estudo dos parametros do método no sistema com
fotoderivatizacéo e SPE combinados em linha

O sistema FIA foi montado conforme esquema apresentado na Figura 13,
contemplando um injetor comutador, o foto-reator, uma bobina para mistura da amostra
derivatizada com o reagente de Griess e uma bomba peristaltica para impulsionar
todas as solugbes envolvidas. Este sistema foi preparado visando a inclusédo de uma
etapa de extracdo para minimizar ou suprimir os efeitos interferentes dos componentes
da matriz, especialmente o glifosato.

A Figura 35 mostra o sistema montado, no qual as solu¢des de amostra e de
NED/SAM eram bombeadas continuamente, passando pelo injetor comutador. Na
posicdo de amostragem, a solugcdo da amostra passava pelo foto-reator e pela coluna
de troca ibnica, enquanto a solucdo de NED/SAM seguia até o detector. Quando
acionada a posicao de injecdo, o fluxo de NED/SAM era desviado para o caminho do
SPE e do foto-reator, onde impulsionava o segmento do produto da reagdo de Griess
até a bobina reacional e, por fim, ao detector. Uma observacéo importante € a de que a

solucdo de NED/SAM se degrada rapidamente quando exposta a radiagcdo UV,

tornando necessario desligar a lampada quando da injecao do reagente na coluna.

Figura 35 — sistema de analise por injecdo em fluxo com: (A) solucdes de

amostra e reagente de Griess; (B) bomba peristaltica; (C) injetor comutador;
(D) detector; (E) bobina reacional; (F) foto-reator com coluna de SPE em linha
em seu interior e (W) descarte.
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O sistema em fluxo foi testado com solucdes padrédo de NNG a 1,0 mg L™. Esta
solucao era mantida fluindo pela coluna de SPE em linha com o injetor comutador na
posicdo de amostragem. Isto foi feito por 5 minutos com a lampada UV ligada. Apos
esse periodo, o injetor foi colocado na posicao de injecao e a solu¢do de NED/SAM foi
direcionada coluna de SPE para reacdo com os ions nitrito ali retidos. A reacdo de
Griess se deu, portanto, na fase sélida, e o produto colorido seguiu em dire¢cdo ao
detector. A Figura 36 apresenta os sinais analiticos obtidos por este método. E possivel
observar um sinal muito intenso, comprovando a pré-concentracdo da espécie
derivatizada, e igualmente repetitivo. Foi possivel obter sinais na faixa de 1,45 V, bem
maiores do que os 200 mV obtidos do sistema em multicomutag&o e os 260 mV obtidos

pelo monosegmentado. Os perfis de pico sdo bem definidos e mostram rapida limpeza.
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Figura 36 — Registro dos sinais analiticos de solu¢  &o padrdo de NNG a
1,0 mg L em FIA com SPE e fotoderivatizacdo simultaneos, ap  6s
eluicdo com reagente de Griess. Condicbes: Vazdo = 0,750 mL min™,
poténcia da lampada = 11 W, tempo de exposi¢cdo = 5 min, Fase sélida =
troca anidnica (amoénio quaternario).

Estes resultados sdo promissores, ainda mais considerando que né&o foi

colocada aqui uma etapa de lavagem do SPE entre uma leitura e outra.
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4.2.5.3. Testes com amostras reais

Amostras de produto técnico solido de glifosato foram testadas no sistema em
fluxo na configuracdo descrita acima. Estas foram preparadas conforme procedimento
de Bioagri Laboratérios.®* A Unica alteracao feita foi a substituicdo da etapa de filtrac&do
pela centrifugacdo das suspensfes de amostra, uma vez que havia muita perda de
solucéo e, consequentemente, de analitos. A centrifugacao foi realizada em 5 minutos
a 2500 rpm.

Amostras nao fortificadas foram processadas no sistema em fluxo previamente
otimizado com SPE em linha. A Figura 37 mostra a solucéo eluida apos SPE (B), em
comparacdo com aliquota ndo processada da amostra (A). Nota-se a leve coloracdo
rosea da solucao final coletada, mesmo tendo em conta a concentragéo infima de NNG
na amostra (relatada como 0,03 mg kg™ pelo método de referéncia).

Figura 37 — (A): solucdo final da andlise de uma am ostra de produto
técnico de Glifosato néo fortificada, submetida ao sistema de anélise
em fluxo com extracdo em fase solida e fotoderivati  zagc&do em linha; e
(B): extrato da amostra antes da corrida analitica.

N&o foi possivel obter um sinal analitico da amostra pela ocorréncia de efeito
Schlieren, possivelmente ocasionado pela diferenca de concentracdo na interface
fluidica entre o produto formado e os componentes da matriz que nao foram retidos no
SPE. Para solucionar este problema, a inclusdo de uma etapa de lavagem do SPE
antes da eluicdo seria necessaria, 0 que removeria todo o excedente de matriz,
interpondo-se no fluxo uma secdo de agua deionizada entre o que restou da matriz e o

produto da reacdo de Griess. A solugcdo de lavagem pode ser encaminhada
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diretamente para o descarte, sem passar pelo detector. Para isto, um arranjo incluindo
uma valvula solenoide apds a passagem pelo SPE se mostra plausivel e de simples
aplicagdo. Problemas pontuais como este podem ser solucionados com um
aperfeicoamento do sistema em fluxo, de maneira a torna-lo mais robusto e mais
eficiente.

O sistema proposto apresentou resultados promissores para o0 propoésito
almejado. Alguns parametros devem ser avaliados para otimizacao de suas condi¢bes
operacionais, especialmente naquilo que diz respeito a etapa de extracdo em fase
solida. E conveniente que fatores como quantidade de fase sélida na montagem da
célula, vazao de eluicdo e eficiéncia de extragdo, bem como a vida util dos cartuchos,
sejam avaliados objetivamente, estudos que ndo puderam ser concluidos neste
trabalho pela escassez de tempo para tal. Acbes futuras de pesquisa devem ser
empreendidas, mas fica claro que o objetivo estabelecido foi alcancado, mesmo que
com resultados qualitativos no teste com amostras reais, restando portanto um

refinamento nos procedimentos.
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5. ConclusoOes e Perspectivas
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Conclusoes e Perspectivas

Os experimentos mostraram que o desenvolvimento de um método de
determinacdo fotométrica de NNG em amostras de produto técnico de Glifosato por
sistema de analises por injecdo em fluxo é factivel. A adocdo de derivatizagdo
fotoquimica se mostrou adequada ao proposito, bem como a etapa de extracdo em
fase solida em fluxo. Ambas sdo etapas de montagem simples e que trazem beneficios

em termos de agilidade, simplicidade de operacéo, sensibilidade e reprodutibilidade.

Ficou claro que, aplicando-se a fotoderivatizacdo, é possivel realizar o ensaio
em menos tempo e com economia de reagentes, uma vez que apenas 30 segundos de
exposicdo da amostra foram suficientes para retornar um resultado quantificavel e
reprodutivel, além de ndo ser requerida alta concentracdo de acido como no método
convencional. Uma lampada de poténcia intermediéria foi suficiente para promover a
clivagem da ligacdo N-NO, além de possuir facilidades de manuseio por seu tamanho,
formato, auséncia de geracdo de o0z6nio como efeito colateral e estar disponivel
comercialmente a custos mais baixos do que o de certos reagentes. Sua utilizacdo
minimiza também a periculosidade dos descartes. O tempo de vida util da lampada
declarado pelo proprio fabricante é bastante longo, 0 que minimiza preocupacdes em

termos de reposicéo.

A inclusdo de uma etapa de extracdo em fase sdlida em linha foi ponto chave na
busca por seletividade do método, ja que solucionava de maneira simples problemas
como a baixa concentracdo do analito na amostra e a remocao de interferentes
presentes na matriz, tanto relacionados a leitura fotométrica (causadores de efeito
Schlieren), como a reacdo de Griess (glifosato). A aplicagdo do SPE em linha, no
entanto, requer uma pesquisa mais apurada para definicdo de parametros 6timos de
funcionamento, especialmente em relacdo a quantidade de fase solida, otimizacdo das
etapas de condicionamento, amostragem, lavagem e eluicdo, além de vazao do fluxo,
composicdo das solugdes, e vida util da coluna. A adocédo desta etapa de maneira
simultédnea a radiagdo UV mostrou-se eficaz na medida em que eliminou o problema

encontrado pela presenca em grande escala do glifosato, sendo ainda de carater
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inovador, uma vez que ndo foram encontrados trabalhos na literatura cientifica com tal

procedimento.

O sistema de andlise por injecdo em fluxo mostrou-se plausivel em todos os
formatos estudados, tanto o de arranjo mais simples como o0 mais complexo:
multicomutagdo com valvulas, monosegmentado e com injetor comutador. Este ultimo,
embora mais simples e semi-automatizado, abre possibilidades reais para um avanco
técnico no sentido de se realizar analises mais rapidas, mais reprodutiveis e com

menos interferéncia humana do que os procedimentos correntes.

O dispositivo de deteccdo baseado em LED mostrou-se adequado ao proposito,
provendo respostas analiticas claras mesmo em baixas concentracfes de analito. O
dispositivo é robusto, passivel de facil automacéo e responde especificamente para o

produto reacional obtido.

Os resultados aqui descritos servem de fundamentos para a definicdo de
parametros de otimizagcdo do sistema como um todo e validacdo do método em
trabalhos futuros. O desenvolvimento completo do método proposto encontrou
percalcos ao longo da pesquisa, 0 que demandaria mais tempo para sua completude.
Um estudo mais refinado do comportamento do método com todas as suas etapas
seguindo normativas ja existentes e a aplicacdo a amostras reais sdo fundamentais
para sua implementac&o em rotina, e estes resultados n&o sao mais tao distantes ao se

considerar os trabalhos aqui realizados.

Além disso, esta abordagem abre espago para atendimento a outras demandas
regulatorias similares. A INC n° 2/2008 lista ainda uma série de agrotoxicos cujas
impurezas imp&em riscos conhecidos a saude e sdo alvo de controle e fiscalizacao,
sendo muitas delas N-nitrosaminas assim como o NNG.* A Tabela 7 apresenta parte
do anexo desta Instrugdo Normativa, enfatizando as impurezas toxicologicamente
relevantes pertencentes a familia das N-nitrosaminas em diversos ingredientes ativos,
bem como os respectivos limites regulatérios. Todas essas substancias podem, a

principio, ser monitoradas por métodos baseados no procedimento aqui estudado.
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Tabela 7 — Relacdo de outras impurezas pertencentes
nitrosaminas, em agrotoxicos regulados. Adaptado da

a familia das N-
INC n° 2/2008.

Cadigo Ingrediente Ativo Impureza (apenas N- Limite
Monografia nitrosaminas) regulatério
ANVISA
All Ametrina Nitrosaminas na forma de N- 0,5 mg kg*
nitrosoametrina
Al4 Atrazina Nitrosaminasna forma de N- 0,5 mg kg*
nitrosoatrazina
B25 Butralina N-nitrosodimetilpropilaminae N-  0,5mg kg™e
nitrosobutralina
1,0 mg kg™
D34 Daminozida Nitrosaminas na forma de N- 2,0 mg kg™
nitrosodimetilamina
F38 Flumetralina Nitrosaminas totais 1,0 mg kg™
G01 Glifosato N-nitrosoglifosato 1,0 mg kg™
004 Orizalina N-nitroso-di-n-propilamina 0,5 mg kg*
010 Oxifluorfem N-nitrosodimetilamina 2,0 mg kg™
P05 Pendimentalina N-nitrosodietilpropilamina e N- 0,5mgkg’e
nitrosopendimentalina 60,0 mg kg™
S03 Simazina Nitrosaminas na forma de N- 0,5 mg kg™
nitrososimazina
T24 Trifluralina N-nitroso-di-n-propilamina 1,0 mg kg™
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Esta informacdo abre um potencial interessante para métodos analiticos de
determinacdo de N-nitrosaminas, ha medida em que 0 mesmo principio pode ser,
segundo estudos adequados, estendido para os diversos produtos alvo de tal

regulacéo.

A adocéo de estratégia analitica por FIA vem ao encontro das necessidades dos
organismos reguladores, na medida em que trazem consigo rapidez ao ensaio e
confiabilidade dos resultados por um custo muito mais baixo do que certas técnicas

instrumentais.

Ainda quanto ao FIA, é importante frisar que se trata de uma técnica cujos
primordios remontam as publicacdes de 1975, e que merece uma atencao especial de
todos aqueles envolvidos em andlises quimicas principalmente por dois fatos: i) ter
possibilitado uma nova forma de conduzir ensaios quimicos, muitos dos quais ainda
sdo feitos como foram concebidos no século XIX;** e ii) possuir suas raizes de

desenvolvimento no Brasil.

O desenvolvimento deste método traz consigo consideravel carga de inovacgéao, e
€ oportuno, ndo soO para o atendimento as necessidades dos organismos de regulagéo,
como também para a evolugéo dos sistemas de analise em fluxo, na expansao de suas
aplicacdes e na prépria abertura de possibilidades, formas e etapas associadas a

analise em si.
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