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As espécies inorgénicas trocaveis de
nitrogénio (NH¢*trocavel, NO3~ € NO2)
foram determinadas em amostras de
rocha petrolifera e em materiais de
referéncia certificados de solo. As
espécies foram previamente
extraidas com uma solugdo de KCI
0,4 mol L"". Em seguida, o extrato foi

de vapor. Foram realizados estudos
para sele¢do dos melhores tempo de
extragdo e do extrator. Os resultados
obtidos mostraram que a maior parte
do Niocaver Nas amostras de rocha
petrolifera 7 e 9 esta presente na
forma de N-NHs*trocaver (100 € 65%
respectivamente).

submetido a destilagdo com arraste

1.INTRODUGAO

Nitrogénio geoldgico, um termo que se refere ao nitrogénio incorporado na
matriz da rocha durante a diagénese ou através de alteragdo secundaria
(HOLLOWAY et al. 2001), e aquele presente nos solos e sedimentos,
apresenta diferentes formas, quais sejam: NH3;, NHs*, NOx ou N ligado
quimicamente a moléculas orgénicas ou inorganicas (BISHOP et al. 2002).

Nas rochas sedimentares, o nitrogénio é originado principalmente da
decomposigdo da matéria organica. Durante o processo de diagénese, a
matéria organica se degrada termicamente, e aménio se forma na
decomposigdo. Devido as semelhangas das cargas e tamanhos dos raios
ionicos do NHs4* e K* (e, NHst 1,66 A e K* 1,59 A dependendo da
coordenagdo atdmica), NHs* pode substituir o ion K* em minerais, tais como



ilita, muscovita, biotita e feldspato (MINGRAM e BRAUER 2001). A
quantidade de amoénio fixo depende da disponibilidade do aménio durante a
formacdo dos minerais argilosos e da capacidade de fixagdo desses
minerais. A espécie N-NH4* que pode ser oxidada subseqlientemente aos
ions nitrito (NO2) e nitrato (NOsz). As espécies envolvidas no equilibrio
dependem de muitos fatores, tais como: concentracdo de Nita, atividade
bacteriana, condicdes redox e a qualidade da fase aquosa associada
(HATTON et al. 1990).

A determinagdo das espécies trocaveis de nitrogénio (N-NOs-, N-NO2 e N-
NHa*rocavet) €m solos, rochas e sedimentos consiste geralmente de duas
etapas: (a) extragdo das espécies em fase aquosa e (b) andlise do extrato
(BREMNER e KEENEY 1966, HATTON et al. 1992). O deslocamento das
espécies da amostra € geralmente obtido através da suspenséo da amostra
em uma solucéo eletrolitica (HATTON et al. 1992). Um método de extracdo
satisfatorio precisa extrair quantitativamente a espécie a ser analisada, sendo
que o procedimento ideal depende de variaveis, tais como: composi¢do e
concentragéo da solugéo salina, nimero de extragdes necessarias e o tempo
de extragdo (HATTON et al. 1992). O método mais vantajoso consiste na
extracdo de todas as espécies trocaveis com um unico extrator (BREMNER e
KEENEY 1966).

Na literatura, séo apresentados diferentes extratores para as espécies N-
NOs;, N-NO2 e N-NHs*rocaver presentes nos solos (BREMNER e KEENEY
1966, TABATABAI 1974), rochas (STEVENSON 1962) e sedimentos
(BLACKBURN e HENRIKSEN 1983, HATTON et al. 1990, HATTON et al.
1992). Entretanto, o ion mais favoravel para a troca com NHs* é o K*
(HATTON et al. 1990), e conseqlientemente, a solugéo extratora de KCI tem
sido muito utilizada para a extracéo de todas as espécies de N-(nitrato, nitrito
e amonio trocavel) (STEVENSON 1959, BREMNER e KEENEY 1966,
TABATABAI 1974, BLACKBURN and HENRIKSEN 1983, HATTON et al.
1990).

O extrato pode ser analisado por técnicas colorimétricas (SIMS e JACKSON
1971, BLACKBURN e HENRIKSEN 1983, HABY 1989, VENDRELL e
ZUPANCIC 1990), de destilagdo com arraste de vapor (STEVENSON 1962,
BREMNER e KEENEY 1966), eletrodo ion seletivo (BREMNER et al. 1968,
TABATABAI 1974, STEWART 1987, HATTON et al. 1990) e outras.



A determinagdo direta de N-NOs e N-NO2 em extratos de solo por
colorimetria apresenta problemas porque geralmente os extratos sao
coloridos e turvos e apresentam substancias que interferem nas medidas de
absorvancia, como por exemplo, o cloreto. De acordo com Bremner (1965), a
determinacdo das espécies N-NHa*tocavel, N-NO3- € N-NOz em extratos de
solo tem sido simplificada pelo desenvolvimento de métodos de destilagdo
com arraste de vapor, baseados no método original de Kijeldahl de 1883. O
autor descreve trés métodos: dois métodos utilizam MgO e liga de Devarda
(métodos de MgO-liga de Devarda) e um utiliza MgO e sulfato titanoso
(método de MgO-sulfato titanoso). Em um dos procedimentos que utiliza
MgO e liga de Devarda, as espécies trocaveis sdo previamente extraidas, e 0
extrato é analisado por métodos de destilacdo com arraste de vapor. No
outro procedimento, a amostra de solo & analisada diretamente pelos
mesmos métodos de destilagdo. De acordo com o autor, esses métodos séo
rapidos acurados e precisos, tém alta especificidade, e sdo aplicaveis a
extratos de solo turvos, coloridos e n&o filtrados e fornecem recuperagdo
quantitativa das espécies adicionadas aos extratos de solo.

Nos métodos de destilagdo com arraste de vapor para determinagao de N-
NHa*tocaver, @ utilizagdo do MgO promove a eliminagdo de interferéncias da
glucosamina e de compostos de N-organicos labeis em solugdes alcalinas
(BREMNER 1965). A liga de Devarda é utilizada para a redugéo de N-NOs e
N-NO2 a N-NH4* (BREMNER e KEENEY et al. 1966).

2. OBIETIVO

O trabalho ¢ continuagdo daqueles apresentados por Ferreira et al. (2004) e
Pontes et al. (2004), e teve como objetivo implementar métodos para a
determinagéo das espécies inorganicas trocaveis de nitrogénio (N-NOs e N-
NOz, N-NHs*rocavel) €m amostras de rocha petrolifera, para fornecer subsidios
para a elucidagdo dos mecanismos de reagdo entre os metabolitos
produzidos pelas bactérias e os componentes da rocha reservatério.

3. MATERIAIS E METODOS



3.1. EQUIPAMENTO

No procedimento de extragdo das espécies de nitrogénio, foi utilizada uma
mesa agitadora orbital Marconi MA 141, na velocidade maxima e uma
centrifuga CELM, modelo LS-3 plus, na velocidade de 3200 r.p.m. Para a
destilagdo da aménia foi utilizado um destilador modelo TE 036/1 Tecnal,
semi-automatico, acoplado a um banho termostatizado, alimentado com agua
Milli-Q, com a finalidade de estabilizar a temperatura do condensador,
garantindo a condensagéo total da amdnia, e de fornecer agua para a
caldeira, isenta de contaminagdo, para a diminui¢do do branco. Para a
determinagéo das espécies N-NOs- + N-NO2 foi construido um tubo com um
sistema de abertura para introdugdo da liga de Devarda (figura 1), com a
finalidade de evitar perda de amonia. Para as determinagdes colorimétricas
da espécie N-NH4* foi utilizado um espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda
12/1.0 nm (1.3) UV-Vis. Foram utilizadas celas de 1 cm de caminho dptico.

3.2. REAGENTES, SOLUGOES E AMOSTRAS

Todas as solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico
(P.A.). Agua destilada e deionizada foi purificada em um sistema Milli-Q.
Foram utilizados é&cido sulfirico, hidroxido de sédio, cloreto de sodio,
fornecidos pela Vetec Quimica Fina Ltda.; cloreto de potassio, éxido de
magnésio, liga de Devarda, cloreto de amdnio, fenol e nitroprussiato de sédio
fornecidos pela Merck e hipoclorito de sodio da Isofar. Foram utilizados trés
materiais de referéncia certificados de solo, NCS DC 73319, 73321, 73326,
fornecidos pelo China National Analysis Center for Iron and Steel (Beijing -
China). Foram analisadas duas amostras de arenito 7 € 9.

Foram preparadas as seguintes solu¢des padrdo para a construgdo da curva
analitica:

Solugdo - padréo estoque de aménio 100 mg L' N-NH4*: dissolveram-se
0,382 g de NH4CI anidro, previamente seco a 100°C, em agua e diluiu-se
para 1000 mL.

Solugao - padréo intermediaria de aménio 10 mg L-* N-NH4*; foram pipetados
5 mL da solugdo estoque de aménio e diluidos para 50 mL com agua em
baldo volumétrico. A solucdo foi utilizada imediatamente apdés a sua
preparagao.



Solugdes - padrdo de aménio 0,1 a 0,5 mg L-* N-NH4*: foram preparadas
solugdes - padrdo com concentragdes finais de N na faixa de 0,1 a 0,5 mg L
em H2S0O4 0,036 mM, diluindo-se adequadamente os padrdes intermediarios.
A solugéo foi utilizada imediatamente apds a sua prepara¢do. Quando as
solugbes - padrdo foram submetidas as etapas de digestdo e destilagao,
foram utilizadas massas iniciais de NH«Cl de 5 a 25 mg N.
Na etapa de extragdo das espécies trocaveis foram utilizadas as seguintes
solugdes: Cloreto de potassio 0,2 mol L', 0,4 mol L' e cloreto de sddio 0,4
mol L-': Todas as solugdes foram acidificadas com HCI até pH 2,5, a fim de
promover um maior desprendimento de NHs* trocavel, de acordo com a
recomendacéo de Hatton et al. (1990).

Na etapa de destilagdo foram utilizadas as seguintes solugdes:

Solugao de hidréxido de sodio 10 mol L-'; foram pesados 400 g de NaOH e
dissolvidos em agua. A solugao foi avolumada com agua a 1000 mL.

Solugdo de &cido sulfdrico 0,9 mmol L-': adicionaram-se 25 mL de H2SO4
concentrado em cerca de 500 mL de &gua. Apos arrefecimento da solugéo a
temperatura ambiente, completou-se o volume com agua para 1000 mL.
Pipetaram-se 2 mL desta solug&o e diluiu-se novamente com agua para 1000
mL.

Na determinagao colorimétrica foram utilizadas as seguintes solugdes:
Solugdo de fenol e nitroprussiato de sédio - foram pesados 5 g de fenol e
0,025 g de nitroprussiato de sodio, dissolvidos em agua e misturados. O
volume da solugéo foi completado com agua a 100 mL.

Solugao de hipoclorito de sodio e hidroxido de sddio - foram dissolvidos 2,5 ¢
de NaOH em um pouco de agua e misturados com uma solugdo de
hipoclorito de sddio contendo aproximadamente 0,21% de cloro ativo. A
solug&o foi avolumada para 100 mL com agua.

3.3 METODOS

3.3.1. Pré-tratamento da amostra de Rocha Petrolifera com éleo

O procedimento foi idéntico aquele utilizado por Ferreira et al. (2004).



3.3.2. Extracio das espécies trocaveis de nitrogénio (N-NHs'wocave +
NOs +NO:]

Foram testados os seguintes extratores: KCI 0,2 mol L, KCI 0,4 mol L' e
NaCl 0,4 mol L-'. Cerca de 2g de amostra foram transferidas para um frasco
de polipropileno de 250 mL. Foram adicionados 120 mL de extrator, e a
mistura foi agitada mecanicamente por 30 min, mantendo-se o frasco
fechado e em posigéo vertical. Ao término da agitagdo, a mistura foi mantida
em repouso por 30 min, e em seguida, as fases foram separadas através de
centrifugacdo por 30 min. Foram retiradas trés aliquotas de 20 mL do
sobrenadante, com uma pipeta, para determinagdo do N-NHa*iocavel por
destilagdo com arraste de vapor (determinagdes em ftriplicata). Para cada
extrator, foi preparado um teste em branco. Em alguns casos, quando as
concentragdes de N-NOs- + N-NO2 foram muito baixas (abaixo do limite de
detecgao do método), foram utilizados 5g de amostra e 140 mL de extrator.

3.3.3. Determinacao de Nuocave wiat Pelo método de destilacdo com arraste de
vapor

Foram adicionados 0,2 g de MgO e 0,2 g de liga de Devarda ao tubo de
destilagdo. Uma aliquota de 20 mL do extrato (este obtido a partir de 5g de
amostra e 120 mL de extrator) foi transferida para o tubo de destilagdo
através do funil de adi¢éo do sistema original, e o sistema de destilagéo, foi
imediatamente fechado. Foi utilizado, como receptor do destilado, um frasco
Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de H2SO4 0,9 mmol L-'. Em seguida,
foi ligado 0 aquecimento da caldeira de vapor, j& previamente aquecida, até a
ebulicdo. O destilado foi recolhido até o volume proximo de 50 mL (o tempo
total de destilagdo foi aproximadamente de 3 min), e utilizado para a
determinagéo espectrofotométrica do aménio.

3.3.4. Determinacio de N-NHs' w2 pelo método de destilagio com arraste de
vapor

Foram adicionados 0,2 g de MgO ao tubo de destilagdo modificado (Figura
1). Uma aliquota de 20 mL do extrato foi transferida para o tubo de destilagéo
através do funil de adi¢do do sistema original, e o sistema de destilagao,
sendo imediatamente fechado. Foi utilizado, como receptor do destilado, um
frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de H2SO4 0,9 mmol L-*. Em
seguida, foi ligado o aquecimento da caldeira de vapor, ja previamente
aquecida, até a ebuligdo. O destilado foi recolhido até o volume proximo a 50
mL (o tempo total de destilag&o foi aproximadamente de 3 min), e utilizado



para a determinagdo espectrofotométrica do aménio. A solugdo no tubo de
destilagao foi reservada para a determinagéo das espécies N-NO3 + N-NOz-.

Figura 1. Tubo de destilagdo moficado para adigdo
da Liga de Devarda

3.3.5. Determinacao de N-NOs + N-NO: pelo método de destilacao com arraste
de vapor

A solugdo restante no tubo de destilagio modificado, apds a destilagdo de
amdnia (item 3.3.4), foram adicionados 0,2 g de liga de Devarda, através do
sistema de abertura especialmente construido para adigdo de sdlidos e
concomitantemente manter o sistema fechado para evitar perda de aménia
nessa etapa (Figura 1). Ap6s a adigéo da liga, o procedimento foi idéntico ao
descrito no item 3.3.3.

3.3.6. Determinacio espectrofotométrica da espécie N-NH,'

O procedimento foi idéntico aquele utilizado por Pontes et al. (2004).
4. Resultados e Discussao

4.1. Efeito do tempo de extracdo com solucdo de KCI 0,2 mol L' na
concentracao de N-NHs* wocave

Foram testados diferentes tempos de extracéo (t = zero, t = 30 min e t = 1h)
da espécie N-NHs*wocavel, Utilizando a solugdo de KCI 0,2 mol L' (Tabela 1).
Foram obtidas baixas concentragdes de N-NH4*rocavel quando a separagao
das fases sdlida/liquida foi realizada imediatamente apds a mistura do
extrator com a amostra (t = zero). A maior concentracdo de N-NHa*trocavel para
a amostra certificada de solo foi obtida com o tempo de extragéo de 30 min.
Para a amostra de arenito 9, ndo houve diferenca significativa, para um nivel
de confianca de 95%, das concentracdes de N-NHs*wocavel NOS tempos de 30
min e 1h. Portanto, o tempo recomendado para a extragéo da espécie é de
30 min.



Tabela 1. Efeito do tempo de extragdo na concentragio de N-NHy yocaver utilizando o
extrator KC1 0,2 mol L'

Amostra Concentragdo de N-NH," yoeivel (N2 &)
Tempo Zero 30 min 1h
73319 n.d. 43,1 + 14,8 (n=3) n.d.
73321 1,5+0,1 (n=3) 12,5+ 1,2 (n=3) 6,9 +0,9 (n=3)
73326 n.d. 15,4 + 0,5 (n=3) n.d.
7 n.d. 24,0 + 4,0 (n=3) n.d.
9 1,3+ 0,5 (n=3) 10,5 + 1,9 (n=4) n.d.

n.d. — ndo determinado

4.2. Efeito da concentracio do extrator de KCI na concentracio de
"'“ “4+ trocéavel

Foram testadas duas concentragdes do extrator KCI, quais sejam 0,2 e 0,4
mol L1, para a extracdo da espécie N-NHa*trocavel, N0 tempo de extracdo de 30
min (Tabela 2). Para a maioria das amostras nao houve diferenga
significativa entre os resultados obtidos com os dois extratores, exceto para
as amostra 73326 e amostra 9, que apresentaram maiores concentragdes
nos extratos em KCI 0,4 mol L-'.

Tabela 2. Efeito da concentracio do extrator KCI na concentragio de N-NH, vocsvel
(tempo de extragdo = 30 min)

Amostra Concentragdo de N-NH, " yoeivel (N2 &)
Concentracio de KCI 0.2 mol L 0,4 mol L
73319 43,1 + 14,8 (n=3) 52,7+ 2,9 (n=3)
73321 12,5+ 1,2 (n=3) 17,4 +2.2 (n=3)
73326 15,4 + 0,5 (n=3) 18,3+ 0,7 (n=3)
7 24,0 + 4,0 (n=3) 29,6 + 1,7 (n=4)
9 10,5 + 1,9 (n=4) 15,0 + 0,5 (n=3)

43. Efeito do tipo de cation do extrator na delermina(}ﬁﬂ de
N-NH:" wocaver

Foram testados os extratores KCI 0,4 mol L-* e NaCl 0,4 mol L, utilizando
um tempo de extragdo de 30 min. Maiores concentragdes de N-NHa*tocavel
foram obtidas com os extratos em NaCl 0,4 mol L-' em todas as amostras



com excecdo da amostra de referéncia certificada de solo 73321. De acordo
com Stevenson (1959), o ion sddio expande o espagamento d (001) dos
minerais silicatos, permitindo os ions NH4+sx, escaparem, enquanto que o ion
potassio contrai o espagamento d (001) , prevenindo a saida das espécies
fixas. Portanto, o extrator recomendavel para a extragdo da espécie trocavel
€ a de solucdo de KCI.

Tabela 3. Efeito do tipo de cation do extrator na concentragdo de N-NHy" yocivel (tempo
de extragdo = 30 min)

Amostra Concentragio de N-NH, " yoeivel (N2 g7)
Extrator NaCl 0,4 mol L KC10,4 mol L
73319 69,9 + 5,3 (n=3) 52,7+2,9 (n=3)
73321 11,5+ 2.2 (n=3) 17,4 +2.2 (n=3)
73326 243 +2,7 (n=3) 18,3+ 0,7 (n=3)
7 38,3+ 1,9 (n=3) 29,6 + 1,7 (n=4)
9 22,5+2,7 (n=2) 15,0+ 0,5 (n=3)

44 nelermi“a@ﬁn e Nuocaveriora, N-INOs + NO2) @ NHa"wrociver

A Tabela 4 apresenta as concentragdes de Ntrocavel total, N-(NOs- + NO2) e
NHa*wocavel, determinadas por destilagdo. Para efeito de comparagéo, foi
avaliado o somatdrio das concentragdes das espécies trocaveis (N-(NOs +
NOz) + NHs*rocave) cOm o resultados das concentragdes de Niocavel total
determinado por destilacdo e considerado como 100%. Apesar das
concentragdes de N-(NOs- + NO2) serem muito baixas (4,9 a 11,1 mg g*'),
foram obtidas recuperagdes satisfatérias (94 a 120%). A maior parte do
Ntrocavel nas amostras 7 e 9, esta presente na forma de N-NH4+trocavel
(100 a 65%, respectivamente).

Tabela 4. Concentracdo de Niocavel tora, N-(NO3™ + NO,) & N-NHy " ocsvel

Amostra Concentragio das espécies trocaveis de nitrogénio (g g Recuperagio de
Nivocivel total N-(NO5™ + NOy) N-NHy rocivel Nivocivel total Nirocivel total (70)
(soma)
73319 62,8+2,0(n=3) 9,1 +0,8 (n=3) 52,7+2,9 (n=3) 61,8 98
73321 238+39(n=3) 11,1 +1,9(n=3) 17,4+ 2.2 (n=3) 28,5 120
73326 23,6+3,0(n=3) 10,0 £ 0,6 (n=3) 18,3+ 0,7 (n=3) 28,3 120
7 294+ 1,6(1=3) 4.9+0.2 (n=4) 29,6+ 1,7 (n=4) 34,5 117
9 232+7,0n=3) 6,7+ 13 (n=4) 15,0 + 0,5 (n=3) 21,7 94

Ntrocavel total = N-(NH," + NO;™ + NOy)
Extrator utilizado — KCI 0,4 mol L™
Tempo de extragdo — 30 min



O melhor tempo de extragao da espécie N-NHa*trocavel foi de 30 min.

O extrator mais eficiente para a extragdo de N-NHas*rocavel fOi @ solugéo
de KCI 0,4 mol L.

O extrator de NaCl 0,4 mol L' extraiu também a espécie N-NHa*fo, €
portanto ndo € adequado para a extragao da espécie N-NHa*trocavel.

A maior parte do Nuocavel Nas amostras 7 e 9 esta presente na forma de
N-NHs*trocavel (100 € 65%, respectivamente).
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pela bolsa concedida ao aluno Sérgio de Souza Henrique Junior .
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