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METODOS ANALITICOS APLICADOS AO
MONITORAMENTO DE PROCESSOS BIOLOGICOS DE
TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS

MANUAL DE LABORATORIO

O presente Manual foi elaborado para utilizagdo dos usuarios do Laboratorio de
Processos Bioldgicos (LPB) da EESC-USP, e nao tem o objetivo de substituir livros,

dissertacOes, teses e artigos sobre os métodos analiticos apresentados.

Este Manual é apenas para consulta, nao constituindo material original, e
nao devendo, por isso, ser citado como bibliografia. As referéncias devem ser

feitas as fontes originais, indicadas em cada capitulo e listadas na segdo final.

E de responsabilidade de cada pesquisador conhecer em profundidade os métodos
analiticos que serdo empregados em seu trabalho. Para conhecer demandas

especificas, consulte diretamente as referéncias indicadas.

Vale lembrar que as metodologias aqui apresentadas foram convenientemente
adaptadas para a utilizacao dentro da rotina e estrutura do LPB, mas podem ser

facilmente implementadas em outros laboratdrios, com as devidas adaptagdes.
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RECOMENDAGOES GERAIS

O uso de jaleco no interior do laboratério é de uso obrigatorio!

Cabelos compridos devem ser presos por questdes de seguranca. Utilizar sempre calcados fechados e calgas
compridas.

Ao manipular compostos volateis, acidos concentrados e solventes sempre utilizar a capela com a exaustdo

ligada, luvas, dculos de seguranca e jaleco.

Obviamente, comer, beber, fumar, aplicar cosméticos, bem como levar objetos do laboratério a boca nao sdo

permitidos! Evite contaminagdes: Cuidado redobrado ao manipular microrganismos!

Amostras que serdo submetidas a ebulicdo devem ser colocadas sob exaustdo, na capela. Os frascos Duran® com

biogas também devem, obrigatoriamente, ser despressurizados na capela, com a exaustao ligada.

Nunca colocar as ponteiras dentro de pissetas ou frascos contendo reagente. Sempre transfira uma aliquota da
solugdo para um béquer e pipete dali. Evite contaminar o que é de uso comum. Assegure-se também de
transferir uma aliquota de volume adequado, pois o excedente devera ser descartado, nao podendo ser retornado

ao frasco inicial.
Respeite o conteldo indicado de cada pisseta:

o Verde: Agua deionizada;

o Azul: Agua ultrapura (Milli-Q®);

o Vermelho: Etanol 70%;

o Detergente Extran;

o Preto: Acido cloridrico 3 N (diluir 1 vol. de HCl em 3 vol. de H,0).

Verifique o nivel dos barriletes antes de coletar agua deionizada!

Para preparar a solucdo de alcool 70% para limpeza, misturar cerca de 730 mL de etanol 96% com 270 mL de
agua deionizada por litro de solugao final; ou 500 mL de etanol 96% com 500 mL de alcool de cozinha comercial

(etanol 46%) por litro de solugdo final.

Nunca deixe de lavar adequadamente a vidraria utilizada: Lavar vidrarias que receberam amostras organicas ou
oleosas com detergente neutro e bucha. Lavar trés vezes com agua da torneira e repassar com agua deionizada

também por trés vezes.

Caso ndo puder lavar imediatamente apds o uso, deixar a vidraria identificada em lugar adequado na pia.

Lembre-se de lava-la o quanto antes (no maximo em 24 h).

As vidrarias volumétricas (baldes, provetas, pipetas) sao bastante delicadas e foram previamente calibradas. Elas
nao devem ser submetidas a mudancas de temperatura, as quais provocam a dilatacdo/retracdo do vidro e,
consequentemente, a perda da calibragdo do material. Assim, nunca, em hipétese alguma, utilize vidrarias
volumétricas (principalmente baldes) para armazenar solucdes na geladeira. Elas também ndo devem ser

aquecidas ou submetidas ao ultrassom.

Nao utilizar micropipetas na transferéncia de compostos volateis, acidos concentrados e solventes. Lembre-se que
a micropipeta é calibrada para a densidade e viscosidade da &gua. Em caso de materiais com
densidades/viscosidades diferentes, a pipeta de vidro (volumétrica ou graduada) é mais indicada.

Guardar as micropipetas sempre na posicdo vertical, ajustadas para o volume maximo (posicdo de descanso do

mecanismo).

Nunca deixar micropipetas com ponteiras sujas ou molhadas na posi¢ao horizontal!
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Nunca virar as micropipetas de cabeca para baixo!

Sempre que utilizar os reagentes sdlidos que permanecem secando nas estufas, lembre-se de

repor a quantidade original, para que o proximo usuario ndo encontre o recipiente vazio...

Limpe as balancas analiticas apos utiliza-las. Sdo instrumentos caros, frageis e também indispensaveis em nossa
rotina de laboratdrio. Reagentes caidos em qualquer parte da balanca (inclusive debaixo do prato) podem

prejudica-la e devem ser limpos imediatamente! Nao deixe a sua sujeira escondida!

Sempre verifique se as balangas se encontram niveladas antes de usa-las. Verifique o indicador de nivel na parte
de tras da balanca.

Lembre-se que a bomba a vacuo precisa ser ligada e desligada a pressdo atmosférica. Portanto, ela deve ser

pressurizada apds ser ligada e despressurizada antes de ser desligada.

Observe o nivel de dleo lubrificante da bomba a vacuo. O nivel de dleo deve estar sempre visivel entre as marcas
Min e Mdx do reservatdrio de lubrificagdo por capilaridade. Adicione mais dleo se o nivel estiver abaixo da marca

Min e descarregue o 6leo se o nivel estiver acima de Max. Nunca troque o 6leo se a bomba estiver quente.

Verifique o nivel de agua da autoclave antes da utilizagdo. Apds o uso, limpar adequadamente e trocar a agua
caso apresente aspecto sujo. Siga as instrucOes do fabricante para operar o equipamento com seguranca,
evitando manobras arriscadas. Ndo abandone o equipamento ligado, mas permaneca atento ao seu

funcionamento, observando os limites maximos de temperatura e pressao.

Abrir e manusear a mufla apenas quando ela ja tiver atingido temperatura proxima dos 350°C, usando luvas
apropriadas para evitar queimaduras. Nunca, em hipdtese alguma, abrir a mufla em temperaturas maiores. Abrir
a mufla em temperaturas acima dos 350°C representa risco para voc€, que pode se queimar, e representa risco

de provocar rachaduras na cerdmica da mufla, o que inutilizaria o equipamento.

Quando retirar as capsulas da mufla (lembre-se, abaixo dos 350°C), transfira-as inicialmente para a estufa de
100°C. Nao transferir diretamente para o dessecador. A mudanca brusca de temperatura pode fazer com que as
capsulas de porcelana rachem e se quebrem.

Capsulas e membranas ndo devem ser armazenadas por tempo indeterminado na estufa (e menos ainda no

dessecador).

A silica que permanece na base dos dessecadores nao é enfeite! Deve ser trocada (pela silica azul que fica na

estufa a 100°C) sempre que apresentar coloragdo rosada ou marrom.

Quando for calcinar ou secar volumes significativos de amostras organicas, lodos e afins, lembre-se de ligar a

exaustdo da sala de estufas!

Apos utilizar as centrifugas de bancada, verifique a ocorréncia de respingos ou vazamentos de suas amostras.
Limpe adequadamente as paredes internas, o rotor e o suporte de tubos com pano Umido, borrifando um pouco

de &gua sanitéria, e repassando com &lcool 70%. Seque adequadamente ao término.

Cuidado ao acender o bico de Bunsen! Cuidado com cabelos e luvas proximos da chama acesa! Sempre verifique
os registros dos gases (principalmente CH4, H, e O,) que possam estar abertos, e também se ndo ha solventes e

outros materiais inflamaveis por perto.

Coloque avisos nas chapas aquecedoras (“Quente!”) e em outros equipamentos que possam representar perigo
aos outros usudrios do laboratdrio.

Sempre que ocorrer vazamentos de reagentes de DQO nos digestores, desliga-los, aguardar o esfriamento e
realizar a limpeza adequada, principalmente dos blocos de digestdo (desacoplar, lavar e secar).
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Cuidado ao usar o espectrofotdbmetro! Ndo manusea-lo com luvas contaminadas. Evite
derramar substancias em seu interior. Desligar sempre que ndo for utiliza-lo por longo periodo

de tempo (principalmente quando vocé for o Ultimo a sair do laboratdrio). ®

N3o deixe cubetas com amostras esquecidas dentro do espectrofotometro. A lampada é calibrada sempre que o
equipamento ¢ ligado e a presenga de uma cubeta prejudicara a calibragdo.

Deve-se tomar um cuidado especial com as cubetas utilizadas no espectrofotdmetro. Observe sempre os
procedimentos de lavagem adequados para cada tipo de analise (os tubos de DQO, por exemplo, ndo devem ser

lavados com detergentes ou alcool).

Antes de proceder a leitura da absorbancia de DQO, os tubos (padrdo HACH®) podem ser limpos com palha de
aco seguida de papel higiénico com alcool. Isso porque o digestor pode sujar a parte externa do tubo. A palha de
aco também ajuda a remover riscos leves decorrentes do uso prolongado do tubo. MAS ATENGAO!!! Esse
procedimento sé vale para os tubos de DQO. Cubetas de vidro (como as utilizadas nas analises de sulfeto e
sulfato) e quartzo (para leituras na regido do UV) s6 devem ser limpas muito suavemente com papel higiénico e
alcool. Cubetas de poliestireno e acrilico s6 podem ser limpas com papel higiénico e agua. Nunca utilize papel

toalha, pois ele é mais aspero e pode riscar as cubetas.

Lembre-se de descartar corretamente os residuos de suas andlises. Cada residuo deve ter o seu frasco
devidamente identificado, com etiqueta propria. Nao espere o frasco transbordar para troca-lo. Por seguranca, os
frascos de residuos maiores (5 litros) ndo devem ser preenchidos com volume acima de 2/3 da sua capacidade.

Em outras palavras: Nunca encha o frasco até a boca!

Descartar adequadamente todos e quaisquer materiais de vidro trincado ou que possam oferecer perigo quando
do seu uso. Acondicionar os cacos de vidro em caixas proprias (vidro transparente, ambar/verde ou porcelana),

nao misturando com o lixo comum.

Lembre-se de identificar suas amostras guardadas na geladeira de uso comum com seu Nome, Data,

Identificacdo e Concentragdo do produto! Caso contrario, elas serdo descartadas sem aviso prévio.

Por fim, mantenha as bancadas limpas, secas e organizadas! Nao deixe materiais acumulados, apenas os itens

indispensaveis para a realizagdo dos experimentos e analises devem ser utilizados.

Havendo qualquer davida, nao hesite em perguntar para as técnicas responsaveis.

Tenha sempre em mente que as dependéncias e os materiais do laboratdrio sdo de uso coletivo e,

portanto, devem ser bem cuidados para que nenhum pesquisador seja prejudicado!

BOM TRABALHO!




RECOMENDAGOES PARA PRESERVAGAO DE AMOSTRAS

PARAMETRO FRASCO PROCEDIMENTO
ALCALINIDADE Plastico / Vidro Analisar imediatamente ou refrigerar (4°C).
CARBOIDRATOS Plastico / Vidro Analisar imediatamente ou congelar (-20°C).
CONDUTIVIDADE Plastico / Vidro Analisar imediatamente ou refrigerar (4°C).
COR Plastico / Vidro Filtrar e refrigerar (4°C) por até 24 h.
Armazenar refrigerado (4°C) por até 24 h. Se possivel, filtrar
CLOROFILA Opaco / Ambar imediatamente e congelar o filtro (a -20°C por 30 dias; ou a
-80°C por mais tempo). Nao armazenar amostras acidas.
DBO Plastico / Vidro Analisar imediatamente ou refrigerar (4°C).
. . Analisar o quanto antes ou acidificar com H,SO4 até pH < 2,0
DQO HESHED U0l e refrigerar (4°C) ou congelar (-20°C).
Reter o S°® em membrana de celulose regenerada (0,2 pm)
ENXOFRE Plastico/Vidro or filtracdo e extrair em acetona. Conservar em geladeira
ELEMENTAR por fiitrag ' 9 '
ao abrigo da luz.
Acidificar com H,SO4 até pH < 2,0 e refrigerar (4°C). Agentes
FENOIS Vidro ambar oxidantes devem ser removidos por adicdo de FeSO4 em
excesso. Analisar o quanto antes.
- ) Acidificar com HCl até pH < 2,0 e guardar ao abrigo da luz.
FERRO 11 Plastico / Vidro Para ferro dissolvido, filtrar imediatamente e acidificar.
FOSFATO Plstico / Vidro Para_ fosfato dissolvido: filtrar imediatamente (Nao acidificar).
Refrigerar (4°C).
FOSFORO TOTAL  Plastico / Vidro Acidificar com H,SO4 até pH < 2,0 e refrigerar (4°C).
METAIS Plstico / Vidro AC|d|ﬁ_car cgm HNOs até p_H_< 2,0. Para metais dissolvidos,
filtrar imediatamente e acidificar.
NITROGENIO Plstico / Vidro Analisar o quanto antes ou acidificar com H,SO4 até pH < 2,0
AMONIACAL e refrigerar (4°C).
Analisar imediatamente. Para tempos de armazenamento de
NITRITO Plastico / Vidro até dois dias, refrigerar (4°C) ou congelar (-20°C). Nunca
acidificar!
Analisar imediatamente ou refrigerar (4°C) por até 2 dias.
NITRATO Plastico / Vidro Amostras desinfetadas duram até 14 dias sem preservagao
acida. Nao acidificar amostras contendo nitrito.
NTK e Analisar o quanto antes. Até 24 h: Refrigerar (4°C). Entre
N-ORGANICO Plastico / Vidro 24 h e 28 dias: acidificar com H>SO4 (pH < 2,0) e congelar (-
20°C).
OLEOS E GRAXAS o . o
(LIPIDIOS) Vidro Acidificar com H»SO4 ou HCI (pH < 2,0) e refrigerar (4°C).
OXIGENIO Frasco de DBO com  Analisar imediatamente. No método iodométrico pode-se
DISSOLVIDO tampa esmerilhada  adiar a titulacdo (por até 8 h) apds acidificar a amostra.
pH Plastico / Vidro Analisar imediatamente.
SOLIDOS Plastico / Vidro Refrigerar (4°C).
Filtrar imediatamente e refrigerar (4°C). Eliminar sulfetos por
SULFATO Plastico / Vidro acidificacao com HCI até pH entre 3,0 — 4,0 e aeracao rapida
por agitagdo magnética ou fluxo de N, por 15 min.
Frasco de DBO com Analisar imediatamente ou fixar com acetato de zinco (1 M) e
SULFETO . elevar o pH com NaOH (> 9,0). Refrigerar (4°C) e analisar o
tampa esmerilhada
quanto antes.
SURFACTANTES Plastico / Vidro Analisar o quanto antes. Refrigerar (4°C).
TURBIDEZ Plastico / Vidro Analisar no dia. Guardar ao abrigo da luz e refrigerar (4°C).
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1. SOLIDOS — METODO GRAVIMETRICO
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Concentracoes de solidos dissolvidos e suspensos, organicos e inorganicos, sdo ferramentas muito
utilizadas na caracterizagao de aguas residuarias.

Essas determinagGes, baseadas em andlise gravimétrica, utilizam massas de residuos secos e
calcinados presentes em amostras brutas e filtradas.

A massa seca das células microbianas é, normalmente, expressa em termos de sélidos em suspensao
(SS), uma vez que a biomassa é constituida de solidos que se encontram suspensos no reator (no caso de
crescimento disperso). No entanto, como os sélidos em suspensao englobam também os materiais particulados
menores que 2,0 Ym, orgdnicos e inorganicos, presentes nas amostras, a biomassa é frequentemente
representada pelos sélidos volateis em suspensdo (SSV). Esses abrangem, principalmente, a fragao organica
dos solidos suspensos eliminada através da combustdao (oxidacdo) como gas carbbnico e agua, enquanto
algumas substancias inorganicas passam apenas por modificagoes.

No entanto, nem toda fragdo organica da biomassa é ativa. Assim, os solidos volateis em suspensao
podem ser ainda divididos em fracGes ativa e inativa. A fracdo ativa é a que tem real participacdo na
estabilizacdo do substrato, porém, a dificuldade da sua medicdo é a principal limitacdo a utilizacdo desse
parametro no projeto e controle operacional de estagdes de tratamento. Existem processos indiretos, baseados
em quantificacoes de DNA, ATP, proteinas e outros, mas nenhum se compara a simplicidade da determinacdo
direta dos solidos volateis em suspensao.

Além da consideracgdo da atividade da biomassa, os sdlidos volateis podem ser interpretados também
com relacdo a biodegradabilidade, podendo apresentar fracoes biodegradavel e ndo biodegradavel (VON
SPERLING, 1996a; 1996b).

Como em todas as analises, as amostras devem ser representativas e, em certos casos, materiais
estranhos devem ser evitados durante a amostragem. PorcGes de 6leo ou graxa devem ser dispersas antes da
transferéncia das aliquotas a serem analisadas.

O limite recomendado para a massa do residuo seco é de 200 mg, para evitar a formagao de camada
superficial isolante, que dificulta a sua secagem (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).
Substancias muito higroscopicas podem mascarar resultados.

American Public Health Association (2005) apresenta valores de precisdo na determinacdo de sélidos
totais e suspensos:

(a) determinacdo de sdlidos totais a 103°C:

- 6 mg/L de desvio padrao;

(b) determinacio de sdlidos suspensos a 103°C:

- 5,2 mg/L de desvio padrao em amostras de 15 mg/L, ou seja, 33% de coeficiente de variagao;

- 24 mg/L de desvio padrao em amostras de 242 mg/L, ou seja, 10% de coeficiente de variagao;

- 13 mg/L de desvio padrao em amostras de 1707 mg/L, ou seja, 0,76% de coeficiente de variacao;

(c) determinagdo de sdlidos volateis totais a 550°C: nao disponivel;

(d) determinacdo de sdlidos voldteis suspensos a 550°C:

- 11 mg/L de desvio padrao em amostras de 170 mg/L, ou seja, 6,5% de coeficiente de variagao.
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Damasceno (2004) também observou a influéncia de elevadas concentragdes de bicarbonato de sédio

nos resultados de analises de sdlidos totais (ST) e sdlidos volateis (SV), conforme mostrada na Tabela 1.

Tabela 1: Concentracoes de sdlidos em amostras de soro de queijo (A) e amostras de soro de queijo com
bicarbonato de sddio (B).

Parametros Soro (A) Soro (B)
(mg/L) (1gDQO/L) (1,09 DQO/L e 1,0 g NaHCO3/L)
DQO 995 1.004
ST 946 1.698
SVT 898 1.096
SST 68 56
SSV 52 42

Fonte: Damasceno, 2004.

Como se pode observar, as concentragbes de solidos totais e solidos volateis totais foram fortemente
influenciadas, enquanto que os valores de SST e SSV ndo sofreram variacdes significativas, considerando-se o

erro do método empregado.

1.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo: Bomba de vacuo; funil tipo Blichner para membrana com didmetro

de 47 mm e kitassato de 250 mL com alongas de borracha para filtracdao ou conjunto de filtracdo a
vacuo da Millipore® (Nalgene®) para membrana com didmetro de 47 mm

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Dessecador com silica anidra

e Estufa a 103-105°C

e Forno tipo mufla a 550°C

e Capsulas de porcelana (modelos 05-50 ou n° 2 e 05-85 ou n° 4)

e Pincas metdlicas (tenazes) para capsulas de porcelana (com comprimento de 20 cm para uso na
estufa e de 50 cm para uso na mufla)

e Pinca de 15 cm para transferéncia da membrana filtrante

e Luvas para forno

e Proveta graduada de 50 mL

e Membranas filtrantes de microfibra de vidro, com tamanho nominal de abertura de poro entre 1,0 —
1,5 pm e diametro de 47 mm. Quando calcinada a 550°C, a membrana de microfibra de vidro mantém

sua integridade estrutural

1.3. DETERMINAGAO DE SOLIDOS TOTAIS (ST)

ATENCAO: Abrir e manusear a mufla apenas quando ela ja tiver atingido temperatura proxima dos
300°C, usando luvas apropriadas para evitar gueimaduras. Cuidado!!!

Este procedimento é limitado a uma quantidade de sélidos secos préxima de 200 mg para impedir a
formacdo de uma camada que dificulta a secagem do residuo, comum em massas maiores.

Inicialmente, preparar a capsula de porcelana que servira de suporte para a amostra:
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(a) Calcinar as capsulas de porcelana em mufla a 550°C até massa constante (neste caso, por cerca
de 20 min). Aguardar a mufla atingir a temperatura de seguranca antes da sua abertura (300°C)
e transferir as capsulas, com auxilio de uma tenaz, para estufa a 103-105°C, na qual deverdo
permanecer por tempo adequado para a estabilizacao da temperatura (cerca de 30 min). Resfriar
as capsulas calcinadas em dessecador apenas pelo tempo suficiente para que atinjam a
temperatura ambiente, verificando sempre o estado da silica (azul quando anidra, e marrom ou
rosada quando Umida, necessitando ser trocada). Determinar a massa M;, em gramas, em
balanca analitica (utilizar uma pinga ou tenaz, evitando manipular as capsulas com as maos);

(b) na sequéncia, transferir um volume conhecido da amostra (Vi, em mL), de tal forma que a
quantidade de residuo ndo supere 200 mg, para a capsula de massa conhecida (M;). Secar a
amostra em estufa a 103-105°C até massa constante (neste caso, por cerca de 24 h) e
determinar a massa do conjunto apos resfriamento em dessecador (M, em gramas);

(c) calcular ST pela Equacao 1:

(M, -M,)(9)
ST (g/L) = 1000 3
(g/L) v, (mL) X Equacdo 1

1.4. DETERMINACAO DE SOLIDOS TOTAIS FIXOS E VOLATEIS (STF E STV)

(a) Apos a determinagdo da concentragdo de sdlidos totais, calcinar a capsula com a amostra em
forno tipo mufla a 550°C até massa constante (neste caso, por cerca de 20 min para uma Unica
amostra e, no maximo, por 2 h, quando o forno estiver repleto de capsulas). Apds o resfriamento
da mufla (até, no minimo, 300°C), transferir as capsulas, com auxilio de uma tenaz, para estufa a
103-105°C até a estabilizacdo da temperatura (cerca de 30 min) e resfrid-las em dessecador
apenas pelo tempo necessario para que atinjam a temperatura ambiente. Em seguida,
determinar a massa do conjunto (Ms, em gramas) em balanga analitica (evitar manipular as
capsulas com as maos);

(b) calcular STF pela Equagao 2 e STV pela Equacao 3:

STF (g/L) _ (M3 — Ml) (g) %1000 Equacao 2
V, (mL)

STV (g/iL) = M2 =Mo) (@) _ 15 .
V1 (mL) Equacao 3

1.5. DETERMINAGCAO DE SOLIDOS SUSPENSOS TOTAIS (SST)
Este procedimento também é limitado a uma quantidade de solidos secos de 200 mg devido a
possibilidade de formagao de uma camada que dificulte a secagem do material.
(a) Com auxilio de pinga metdlica, inserir a membrana filtrante (microfibra de vidro de 1,0 — 1,5 pm)
no sistema de filtragao e lava-la utilizando trés porgdes de 20 mL de agua deionizada (cerca de
60 mL), as quais devem ser desprezadas;
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transferir a membrana para a capsula de porcelana, calcinar em forno tipo mufla, a 550°C, por
15 min e resfriar até a temperatura de seguranca (300°C) para abertura da mufla;

usando a tenaz, transferir o conjunto para a estufa a 103-105°C para a estabilizacdo da
temperatura (cerca de 30 min) e resfriar em dessecador até a temperatura ambiente;

com auxilio de pinga metdlica, determinar a massa da membrana (M4, em gramas) em balanga
analitica;

utilizando a pinga, transferir a membrana calcinada novamente para o sistema de filtracao;

filtrar um volume conhecido de amostra (V,, em mL) no sistema de filtragdo a vacuo
(homogeneizar a amostra por agitacdo manual ou magnética antes de transferir o volume);
transferir cuidadosamente a membrana contendo o residuo para a capsula de porcelana;

secar o conjunto em estufa a 103-105°C até massa constante (por cerca de 24 h) e, apds o
resfriamento em dessecador, determinar a nova massa da membrana (Ms, em gramas);

calcular SST pela Equacdo 4:

_ (Ms B M4) (g)
SST (g/L) = v ) %1000 quacio 4

DETERMINAGAO DE SOLIDOS SUSPENSOS FIXOS E VOLATEIS (SSF E SSV)
Apds a determinagdo da concentragao de sdlidos suspensos totais, calcinar o conjunto em um
forno tipo mufla, a 550°C, por tempo suficiente para atingir massa constante (por cerca de
20 min) e aguardar o resfriamento da mufla até a temperatura de seguranca (300°C) antes da
sua abertura. Apos transferéncia para estufa a 103-105°C para estabilizacdo da temperatura e
resfriamento em dessecador, determinar a massa final da membrana (Ms, em gramas);

calcular SSF pela Equacao 5 e SSV pela Equacao 6:

(Me — M4) (g)
SSF (g/L) = 1000 3
(g/L) v, (mL) X Equacdo 5
(Ms — Ms) (g)
SSV (g/L) = 1000 3
(g/L) v, (mL) X Equacdo 6

DETERMINAGAO DE SOLIDOS DISSOLVIDOS TOTAIS, FIXOS E VOLATEIS (SDT, SDF E SDV)

Os valores das concentragdes de sdlidos dissolvidos podem ser obtidos pelas diferencas entre

concentragles de solidos totais e suspensos, considerando-se as respectivas fragdes (totais, fixos e volateis).

1.8.

DETERMINAGAO DE SOLIDOS SEDIMENTAVEIS E iINDICE VOLUMETRICO DE LODO (IVL)

Consideram-se como sdlidos sedimentaveis a porcdo dos sélidos em suspensdo que sedimenta sob a

acdo da gravidade durante o intervalo de tempo de uma hora, a partir de um litro de amostra mantida em

repouso em

cone Imhoff graduado. Como material para a realizagdo do presente procedimento exige-se

apenas um cone Imhoff de 1.000 mL (ou proveta graduada), bastao de vidro (de 30 a 40 cm) e crondmetro:
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(a) Transferir uma aliquota de amostra para o cone Imhoff até a marca de 1.000 mL e homogeneizar
manualmente com auxilio do bastdo de vidro;

(b) deixar decantar em repouso por 45 min a temperatura ambiente;

(c) apds esse tempo, passar vagarosamente o bastdo de vidro na parede interna do cone,
promovendo o desprendimento dos sélidos aderidos, ou entdo girar suavemente o cone entre as
maos promovendo rotacdo de 360° (evitar movimentos bruscos ou turbuléncia excessiva para
que ndo ocorra a ressuspensdo dos sdlidos ja sedimentados);

(d) manter em repouso por mais 15 min (tempo total de sedimentacdo de 1 h);

(e) o resultado é dado diretamente pela leitura do nivel do sedimentado na escala graduada do cone
Imhoff e expresso em mL/L;

(f) arredondar o valor para a marcagdo do cone mais proxima da interface lodo/sobrenadante.

Observacao: Se for percebida a presenca de bolsdes de liquido em meio ao material sedimentado,
estimar esse volume e subtrair do volume de solidos sedimentaveis. Caso haja o aparecimento de
material flutuante na superficie do liguido sobrenadante, ndo computar esse material como material

sedimentavel,

Os niveis de concentracgdo de solidos sedimentaveis e de sdlidos em suspensdo (SST — item 1.4) sdo
relacionaveis entre si, constituindo um outro parametro pratico de grande importancia no controle operacional
de sistemas de tratamento bioldgico de esgotos (principalmente sistemas aerdbios), conhecido por indice
volumétrico de lodo (IVL). O IVL representa o volume ocupado por unidade de massa de lodo, ou seja, o
volume ocupado por 1 g de lodo apos a sedimentacdo (Equacao 7). Geralmente, para calculo do IVL, é usual

utilizar o volume de sélidos sedimentados ap6s 30 min de decantacdo em cone Imhoff:

Solidos Sedimentaveis (mL/L)
SST (g/L) Equagdo 7

IVL (mL/g) =

Outra forma de efetuar o calculo do IVL consiste em medir a altura do nivel de liquido no tempo inicial
(Ho) e a altura da interface lodo/sobrenadante ao final de um periodo de sedimentagdo de 30 min (H3zo min =
altura de lodo sedimentado) em proveta graduada de 1.000 mL, aplicando a Equagdo 8 mostrada seguir (VON
SPERLING, 1997):

H 30 min (m) x10° (mL/L)

IVL (mL/g) = .
(ML) = (m)x SST (@) Equagdo 8
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1.9.  ESTIMATIVA DA CONCENTRAGAO DE SOLIDOS SUSPENSOS VOLATEIS (SSV) PELA DQO

(BULLOCK et al., 1996; CONTRERAS et al., 2002)

Uma alternativa mais simples e rapida para a determinacdo da concentracao de sdlidos suspensos
volateis (SSV) no efluente de reatores é a aplicagdo do teste de DQO (conforme procedimentos apresentados
no item 2). O recurso a DQO como estimativa da biomassa em suspensdo se deve ao fato das células
microbianas serem oxidadas pelo dicromato de potassio em meio acido.

De fato, altas concentragbes de biomassa em suspensao costumam levar a obstrucdo das membranas
filtrantes de 1,0 — 1,5 ym empregadas na analise gravimétrica de SSV, impedindo que um volume significativo
de amostra seja utilizado, o que prejudica a representatividade do teste.

Além do mais, a prépria natureza destrutiva e os grandes volumes de amostra requeridos pelo método
gravimétrico sdo fortes limitantes da sua aplicabilidade, uma vez que nem sempre é possivel sacrificar tais
volumes, sejam de efluente, de biomassa em suspensao ou de material suporte retirado do sistema.

Tais problemas podem ser contornados com a medida da demanda quimica de oxigénio (DQO) da
amostra bruta (DQOroral) subtraindo-se a parcela de DQO dissolvida (DQOritrana), Obtendo-se a fracdo da
DQO em suspensao (DQOsuyspensa), @ qual esta relacionada com a concentragdo de SSV da amostra.

Uma vez que a analise de DQO exige volumes menores de amostra para sua realizagdo, e o fato de
altas concentragbes de compostos inorganicos, tais como o bicarbonato, ndo provocarem interferéncias
positivas no método (o que pode ocorrer na analise gravimétrica, conforme indicado no item 1.1), essa
alternativa se mostra interessante pela rapidez e facilidade na sua execugao.

Para a aplicacdo dessa alternativa a um determinado tipo de amostra (seja efluente ou lodo de reator
bioldgico) é necessario que, de tempos em tempos, sejam efetuados testes de verificacdo e validacdo da
metodologia. Para isso deve ser realizada a analise gravimétrica (sempre em triplicatas) para a determinacdo
da concentracdo de SSV de uma amostra representativa (por exemplo, uma amostra composta — coletada em
dias diferentes de operagao), e a andlise da DQO dessa mesma amostra bruta e filtrada (também em
triplicatas).

A diferenca entre a DQOgruta € @ DQOrntrapa fornece a DQOsuspensa da amostra, a qual estd
relacionada a uma dada concentragao de SSV (medida por gravimetria). Assim podera ser determinado um
fator de conversdo (f) que expresse a relacdo entre a massa de sdlidos suspensos volateis com a sua
respectiva DQO (g DQO / g SSV), o que é valido para amostras obtidas sob as mesmas condicdes operacionais.

Mudangas no indculo, na concentracdo e nas caracteristicas da matéria organica afluente, bem como
nos parametros operacionais do reator, exigem uma nova validacdo do método, para a determinacao de um
novo coeficiente de conversao (f).

Uma vez que a composicdo elementar média da célula é proxima de CsH,O,N (SPEECE, 1996),
podemos calcular um fator tedrico e aproximado de conversao de massa de células em DQO da ordem de 1,42
gDQO/gCélula, o qual se obtém pelo balanceamento da reacdo de oxidacdo da matéria organica celular
(Equacdo 9).

C.H,0,N + 50,— 5CO, + 2 H,0 + NH, Equagio 9

Massa célula: Massa O;:
113 g 160 g
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No entanto, como a metodologia gravimétrica de SSV, assim como a andlise de DQOsuspensa,
computam praticamente toda a matéria organica em suspensdo presente na amostra (incluindo polimeros e
materiais extracelulares), esse fator tende a variar de amostra para amostra. Altas concentragGes de particulas
inertes em suspensdo também podem causar interferéncias significativas (BULLOCK et al., 1996).

Para efeitos comparativos:

— Bullock et al. (1996) obtiveram um fator de conversao na faixa de 1,20 a 1,66 gDQO/gSSV em
amostras de esgoto sanitdrio e efluentes da indlstria de papel;

— Contreras et al. (2002) determinaram coeficiente de 1,16 gDQO/gSSV para culturas puras de

bactérias e de 1,29 gDQO/gSSV para amostras de sistemas de lodos ativados.
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2. DEMANDA QUiMICA DE OXIGENIO (DQO) — METODO ESPECTROFOTOMETRICO

2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A matéria organica de aguas residuarias pode apresentar-se em solucdo, em sua maioria, rapidamente
biodegradavel, e em suspensdo, de biodegradacdo mais lenta.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), varidvel ligada a presenca de espécies reduzidas em
substancias de uma amostra, representa a quantidade de oxigénio necessaria para oxida-las totalmente, como

nos exemplos abaixo:

CH,CH,OH +30, ——2CO0O, +3H,0 Equagdo 10

H,S+20,—>S0O, +H,0 Equagdo 11

No primeiro exemplo pode-se verificar que a queima de 46 g de etanol consome 96 g de O, ou ainda,
que uma solucdo de 46 mg/L de etanol apresenta DQO de 96 mg/L. Ja para a oxidacao de 34 g de sulfeto de
hidrogénio, 64 g de O, sdo demandados. Isso significa que uma solugdo contendo 34 mg/L de sulfeto de
hidrogénio ira apresentar DQO de 64 mg/L.

Para a estimativa da DQO tedrica de uma determinada substdncia, pode-se partir da reacdo de
oxidacdo completa de um composto organico genérico, com férmula molecular CxHyOz, conforme abaixo
representada (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994):

1
C.H,0, +Z(4x+y—22)02——>xCOZ+%HZO Equagdo 12

Nesse caso, de acordo com a estequiometria da reacdo acima, a DQO do composto organico em

questdo pode ser calculada pela seguinte expressao:

_ 8(4x+y—22)

DQO = mgDQO/mgC,H, O 3
QO+oraL 12x+y+162 gDQ gLxHyO; Equagao 13

A maioria das substancias oxidaveis, organicas e inorganicas, presentes em aguas residuarias, pode
ser quantificada rapidamente pela reacdo com o dicromato, em meio acido, a quente, como mostrado nas

equagOes a segulir:

CH,CH,0H+2K,Cr,0, +8H,50, — 5 2C0,+11H,0+2Cr,(SO, ), + 2K ,SO, Equagdo 14
3S* +4K, Cr,0, +16H, SO, —2—3S0,* + 4Cr, (SO,), +16H,0+4K,SO, Equacdo 15
A Equagdo 16 representa a reacdo de oxidacao do acido ftdlico, pelo ion dicromato, em meio com

excesso de acido sulfirico, que ocorre durante o processo de digestao da substdncia usada como padrdo

primario para a quantificacdo da DQO, o hidrogenoftalato de potassio (KHP).
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C,H,0, +5K, Cr,0,,. +20H,S0, —2-2 ,8CO, + 5Cr, (SO,), +23H,0+5K,S0,  Equacio 16

A partir de equacao de curva de calibracdo, preparada com solugdes de diferentes concentragdes de
hidrogenoftalato de potassio, a DQO € quantificada através da quantidade produzida de ions cromico (Cr3*), de
coloragao azul.

Sao adotadas as seguintes formas de representacao do substrato, ou seja, da matéria carbonacea
(VON SPERLING, 1996a; 1996b):

e DQO bruta afluente: representa a DQO total (solivel e em suspensdo) que entra no reator. Essa
consideracao é feita pois processos de tratamento com decantacdo primaria dos afluentes removem
apenas cerca de 2/3 dos sélidos em suspensao. Os sélidos em suspensao que chegam ao reator sao
adsorvidos pela biomassa, hidrolisados e convertidos em solidos sollveis. Dessa forma, tanto o
material sollvel quanto o particulado, afluentes ao reator, devem ser computados como substrato a

ser removido;

¢ DQO filtrada efluente: representa os compostos organicos solluveis efluentes do reator e algumas

substancias inorganicas que podem interferir (oxidadas também pelo dicromato). Essa consideracdo é
feita pela necessidade de remocdo dos sdélidos em suspensdo (sélidos bioldgicos) dos efluentes em
processos que utilizam decantacdo secundaria. Portanto, ndo ha sentido considerar a DQO total
efluente do reator, pois pode ser maior que a DQO afluente, devido a elevada concentracdo de
matéria organica em suspensdo, representada pela populacao microbiana. A qualidade do efluente
final do sistema de tratamento depende da DQO soluvel, indicativo do desempenho do reator e da

DQO em suspensao, indicativo do desempenho da unidade de decantacao final.

Segundo American Public Health Association (2005), compostos organicos volateis podem ter menor
contato com o agente oxidante da fase liquida. Sulfato de mercurio deve ser adicionado a solucdo digestora
para evitar que ions Cl, Br e I" precipitem o ion Ag*, usado como catalisador. Este método apresentou os
seguintes valores de precisdo em 48 analises com hidrogenoftalato de potassio:

- 17 mg O/L de desvio padrao em amostras de 193 mg O/L, ou seja, 8,7% de coeficiente de
variacdo, na auséncia Cl;

- 20 mg O/L de desvio padrdao em amostras de 212 mg O/L, ou seja, 9,6% de coeficiente de
variagao, na presenca de 100 mg Cl/L.

Observacgoes:
1) Um interferente comum ao teste da DQO € o ion cloreto (CI), o qual reage com a prata (Ag*)

precipitando na forma de cloreto de prata (AgCl), reduzindo a quantidade efetiva do catalisador em
solugdo. O cloreto também pode ser oxidado a cloro molecular (Clz) durante o teste, exercendo
DQO. A presenca de sulfato de mercurio (HgSOs) na solu¢do de dicromato € adicionada para
complexar com o0s ions cloreto, minimizando assim a sua interferéncia no teste. Para efetuar a

analise de DQO de efluentes salinos, com concentracbes de lons cloreto acima de 2.000 mg/L, as

amostras deverdo ser previamente submetidas ao método de remogéo de cloretos (item 2.4).
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2) No caso de amostras contendo altas concentragbes de sulfeto (como no caso de efluentes de
reatores sulfetogénicos), este devera ser removido previamente ao teste da DQO, por ser tratar de
um composto facilmente oxidado pelo ion dicromato (Equacdo 15) e interferir positivamente no
resultado da anélise. O procedimento para precipitacdo € separacdo do sulfeto é apresentado logo

mais, no item 2.3.

3) Os nitritos (NO>) exercem 1,1 mg DQO/mg N-NO-. Entretanto, raramente ocorrem quantidades
significativas de nitrito em esgotos sanitdrios e aguas naturais. Por isso, essa interferéncia é
normalmente ignorada. Caso seja necessario eliminar uma interferéncia significativa devida ao fon
NO=, adicionar 10 mg de acido sulfémico (NH2SOs3H) para cada mg de N-NO: presente no volume
de amostra a ser utilizado. Preparar um branco com dgua deionizada e adicionar a mesma dosagem
de NH:SO3H (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). Para fins mais praticos, um
procedimento alternativo, utilizando uma solucdo concentrada de acido sulfémico, € apresentado no
item 2.5.

4) O ion inorgénico NH+*, no qual o nitrogénio estd no maior estado de reducdo permitido a esse
dtomo, ndo € diretamente oxidado pelo ion dicromato em meio dcido. Por esse motivo, € comum a
afirmagcéo de que o ion NHs* ndo tem DQO. Outros agentes oxidantes, dentre eles o persulfato,
transformam NH+* em NOs. Na presenca de altas concentracoes do ion cloreto (= 1.000 mg Ct/L),
porém, observou-se gue o ion aménia passou a exercer DQO, o que pode ser atribuido a formagdo
de cloraminas (AQUINO;, SILVA; CHERNICHARO, 2006).

5) Existem ainda algumas substincias orgdnicas que ndo sdo oxidadas por dicromato nestas
condicoes, como, por exemplo, a piridina e compostos semelhantes, bem como o corante “Lugamil

Orange’, usado no tingimento de couros.
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2.2. METODO PARA CONCENTRACOES DE DQO ENTRE 90 E 900 MG/L
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

2.2.1. MATERIAL
Aparato de filtracdao a vacuo: Bomba de vacuo; funil tipo Blichner para membrana com diametro
de 47 mm e kitassato de 250 mL com alongas de borracha para filtracdo ou conjunto de filtracdo a
vacuo da Millipore® (Nalgene®) para membrana com didmetro de 47 mm
Agitador magnético e barra magnética
Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
Bastdo de vidro
Capela com exaustao
Centrifuga de bancada
Digestor de DQO
Dispensadores automaticos de 5,0 mL
Espectrofotometro
Estufas a 60°C e 103-105°C
Membranas de microfibra de vidro com poros de 0,45 e 1,2 ym, e diametro de 47 mm
Baldes Volumétricos de 10, 500 e 2.000 mL
Béquer de 100 mL
Erlenmeyer de 2.000 mL
Proveta de vidro graduada de 500 mL
Micropipetas de 200, 1.000 e 5.000 pL
Tubos de DQO (padrao HACH®)
Tubos de centrifugacao tipo falcon de 50 mL
Sulfato de Prata — Ag,SO4 P.A.
Acido Sulfirico concentrado — H,SO4 P.A.
Sulfato de Mercurio — HgSO4 P.A.
Dicromato de Potassio — K,Cr,0; P.A.
Hidrogenoftalato de Potassio (KHP) — CsH4(COOH)COOK (202,22 g/mol) P.A.
Sulfato de Zinco — ZnSO4 P.A. (pré-tratamento para a remogao de sulfetos — item 2.3)
Nitrato de Prata — AgNOs P.A. (pré-tratamento para a remogao de cloretos em excesso — item 2.4)

Acido Sulfamico — NH,SOsH P.A. (pré-tratamento para a remogao de nitrito — item 2.5)

2.2.2. SOLUGCAO DE SULFATO DE PRATA EM H2S04 CONCENTRADO (SOLUGAO CATALITICA)
ATENCAO: Trabalhar em capela e usar jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga!

(a) Transferir 10,12 g de sulfato de prata (Ag.S0.), triturado com bastdo de vidro, para 1.000 mL de
H,S0. concentrado (96-97%, densidade = 1,84 kg/L), no frasco ambar original do acido. Fechar
hermeticamente o frasco e colocar etiqueta de identificagdo. Deixar em repouso por 48 h, no

escuro, para que ocorra a dissolucdo. Homogeneizar antes de usar.
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(b) Para a solugao ser usada imediatamente apds sua preparagao, transferir 10,12 g de Ag,SO4 para

2.2.3.

béquer de 100 mL. MUITO CUIDADO: triturar o sulfato de prata com bastdo de vidro e
adicionar cerca de 70 mL de acido sulfurico concentrado, agitar com bastao e transferir apenas a
solucdo para frasco de vidro escuro. Repetir adicbes de acido sulfurico até que todo sal esteja
dissolvido. Transferir o restante do acido sulfirico para o frasco de estocagem, fechar
hermeticamente e homogeneizar. Pode ser usado imediatamente.

SoLUCAO DE K2CR207 E HGSO4, ACIDIFICADA COM H2S04 (SOLUCAO DE DIGESTAO)

ATENCAO: Trabalhar em capela e usar jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga!

(@)

()

(©

(@)

(e)

@

Armazenar o dicromato de potdssio (K,Cr.0;) em estufa a 60°C para evitar a absor¢ao de
umidade. Caso contrario, secar uma massa adequada do reagente em estufa a 103-105°C por
cerca de 2 h, no minimo, resfriando em dessecador antes do uso;

transferir cerca de 1 litro de agua deionizada para um erlenmeyer de 2.000 mL e dissolver
20,432 g de KyCr,0y;

vagarosamente, adicionar 334 mL de acido sulflrico concentrado, medido com auxilio de proveta
de vidro graduada. CUIDADO: A reacao é extremamente exotérmica!

enquanto a solugdo ainda estiver quente, adicionar 66,6 g de sulfato de mercirio (HgSO.) e
manter em agitagdo magnética vigorosa até a completa dissolucdo do reagente. CUIDADO com
respingos! Trabalhar com o vidro da capela abaixado;

aguardar a solugdo resfriar até a temperatura ambiente e transferir para baldo volumétrico de
2.000 mL, completando o volume com agua deionizada;

armazenar a solucdo em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado.

Observacao: O preparo de uma nova solugdo de digestdo (solugdo com dicromato de potassio)

exige o levantamento de uma nova curva de calibragao!

2.2.4.

LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (90 — 900 MG/L)

A DQO de 1,000 mg de hidrogenoftalato de potassio (KHP), padrao primario, é de 1,176 mg O,.

(@)

()

(©

Armazenar o KHP em estufa a 60°C para evitar a absorcao de umidade. Caso contrario, secar
uma massa adequada do reagente em estufa a 103-105°C por 2 h, no minimo, e resfriar em
dessecador antes do uso;

dissolver 0,851 g do KHP em agua deionizada (o ideal é pesar exatamente esse valor, para usar
diretamente a Tabela 2; caso nao seja possivel, anotar a massa exata e calcular a DQO real da
solucdo, adaptando os valores da tabela). Transferir o reagente para baldo volumétrico de
500 mL e completar o volume com agua deionizada (solucao mae de 2.000 mg DQO/L);

conforme a Tabela 2, preparar os padrdes, no minimo em triplicatas*, para o levantamento da

curva de calibragdo para a faixa de concentragdes de 90 a 900 mg DQO/L.

*Observacao: Levar em conta que a triplicata implica no preparo de trés solugbes de mesma

concentragdo, e ndo retirar trés aliquotas da mesma solucdo para fazer a medida.
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Tabela 2: Relacdo das concentragGes padrdes e aliquotas da solugdo mae para a curva alta da DQO.

2.2.5.

(@)

()

(©

(@)

(e)

)
@)

(h)
@)

()
(k)

Aliquota da solucdo mae (L) para

Concentracgdes estimadas . ~ iy
rag : diluicao em balao volumétrico de 10

(mg DQO/L) mL
0 (branco) 0

90 450
150 750

300 1.500

450 2.250

600 3.000

750 3.750

900 4.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo
digestora for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutencéo.

Fonte: Os autores.

DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE DQO rracio TOTAL
ATENCAO: Usar jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga!

Em tubos de borossilicato com tampas rosqueaveis (tubos de DQO padrdo HACH®), com o auxilio

de micropipeta, adicionar 1,25 mL* de amostra bruta (a_diluicdo da amostra se faz necessaria

guando a DQO esperada for maior que 900 mg/L), ou das solugdes padrdes preparadas para a

curva de calibracao;

preparar um branco com agua deionizada (1,25 mL) no lugar da amostra;

segurando o tubo proximo a rosca, adicionar, com o auxilio de dispensadores automaticos,
0,75 mL da solucdo de dicromato de potassio e, vagarosamente, 1,75 mL da solugdo de sulfato
de prata em acido sulfdrico concentrado;

fechar hermeticamente o tubo e homogeneizar o conteldo por inversGes sucessivas,
segurando—o pela tampa;

a anadlise podera ser interrompida neste ponto, desde que as amostras sejam estocadas no
escuro;

manter os tubos em digestor previamente aquecido a temperatura de 150°C durante 120 min;
apds esse tempo, retirar os tubos do digestor e aguardar o resfriamento até a temperatura
ambiente, estocando-os ao abrigo da luz;

na sequéncia, ajustar o espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm;

homogeneizar os tubos por inversGes, zerar o espectrofotbmetro com o teste em branco e ler as
absorbancias das amostras;

interpolar o resultado na curva de calibragdo;

para obtencdo da curva de calibracdo, plotar as absorbancias das solugdes padrdes no eixo Y
contra os valores de DQO em mg/L das solugoes de KHP no eixo X, e determinar a equagdo da
reta obtida;

descartar adequadamente o residuo da analise em frascos prdprios e lavar convenientemente a

vidraria utilizada: Jamais descartar os residuos na pia!



31

*Observacoes:

1) Os volumes da amostra (1,25 mL), da solucdes digestora (0,75 mL) e da solucdo catalitica
(1,75 mL) aqui propostos sdo proporcionais aos volumes recomendados pelo Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005), devendo a altura final da mistura na cubeta ser
suficiente para a leitura no espectrofotémetro. Caso isso ndo ocorra, aumentar os volumes

mantendo sempre a mesma propor¢do entre a amostra e as solucoes reagentes.

2) Quando for utilizada a solugdo comercial da HACH® para determinacdo de DQO, bem como a

curva instalada no espectrofotémetro do mesmo fabricante (Method 8000), o volume de amostra

devera ser de 2,00 mL.

3) Amostras contendo concentragoes expressivas de material em suspensao devem ser previamente
homogeneizadas em liquidificador (de preferéncia, utilizar um volume proximo de 100 mL). Em
seguida, transferir a amostra para béquer em agitacdo magnética em velocidade adequada para
obter a formacdo de um peqgueno vortex na superficie do liguido. Pjpetar, entdo, o volume

necessario para efetuar a diluicdo e/ou andlise garantindo uma amostragem representativa.

2.2.6. DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE DQO FracAo DISSOLVIDA

Utilizar amostras previamente filtradas em membrana com poros de 0,45 pm.

2.2.7. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE DQO FRACGOES COLOIDAL + DISSOLVIDA

Utilizar amostras previamente filtradas em membrana com poros de 1,2 pm.

2.2.8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE DQO FRACAO PARTICULADA

A fracdo particulada (ou em suspensao) da DQO é calculada pela diferenca entre os valores da DQO
total e a DQO das fracdes coloidal + dissolvida.

Alternativamente pode-se realizar a separacdo da matéria organica suspensa em um volume
conhecido de amostra (VorieivaL) por centrifugagao (3.500 — 5.000 rpm por, no minimo, 10 min).

Na sequéncia, o material sedimentado deve ser ressuspendido em um volume conhecido de agua
deionizada (Vacua) com auxilio de vortex. Homogeneizar adequadamente a amostra e submeter uma aliquota
ao teste para determinacdo da DQO em suspensdo. Por fim, calcular o fator de diluicdo empregado (Vacua /
Voricivna) € multiplicar pelo resultado final da andlise.

2.3. REMOGCAO DA INTERFERENCIA DEVIDA A SULFETOS (ADAPTADO DE POINAPEN; EKAMA;

WENTZEL, 2009)

O sulfeto é uma substancia inorganica reduzida facilmente oxidada pelo ion dicromato em meio acido,
de modo que concentragdes elevadas desse composto em amostras submetidas ao teste da DQO deverao ser
descontadas. Embora o coeficiente estequiométrico tedrico de oxidacdo do sulfeto seja 2,0 g DQO/g Sulfeto,

Aquino, Silva e Chernicharo (2006) obtiveram, na pratica, um coeficiente empirico da ordem de 1,2 g DQO/g
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Sulfeto, o que se atribuiu a volatilizagdo de uma parcela do sulfeto de hidrogénio sob as condicdes acidas do
teste.
Para a remocao do sulfeto presente na amostra previamente a analise da DQO pode ser empregado o
procedimento descrito a seguir:
(a) Medir 50 mL da amostra de interesse em proveta de vidro graduada e transferir para tubo de
centrifugacao tipo falcon de 50 mL;
(b) dosar uma quantia em excesso (cerca de 0,5 g ou 2 espatula) de sulfato de zinco (ZnSO.) para
precipitar o sulfeto sob a forma de sulfeto de zinco (ZnS);
(c) adicionar, em seguida, 3 gotas de solucao de hidréxido de soédio 10 M (NaOH — 400 g/L) para
elevacdo do pH e favorecimento da precipitacdo do sulfeto de zinco e dos ions Zn** em excesso
(preparo da solucao de NaOH conforme item 20.1.4);
(d) agitar em vortex durante 5 s e centrifugar a 3.500 — 5.000 rpm por, no minimo, 5 min;
(e) filtrar o sobrenadante (0,45 — 1,2 um), se necessario, e utilizad-lo na determinacdo da DQO
dissolvida;
() caso sejam utilizados menores volumes de amostra, a dosagem de sulfato de zinco e da solucao

de NaOH também deverdo ser proporcionalmente diminuidas.

Observacdo: A aplicagdo do presente pré-tratamento em amostras contendo sulfetos impede a
quantificacdo da fracdo total ou em suspensdo da DQO orgénica da amostra. Caso s€ja necessario,
preservar a amostra imediatamente apos a coleta dosando 3 gotas da solucdo de NaOH 10 M para
cada 50 mL de amostra e analisar diretamente uma aliquota bruta, sem adicdo de zinco. Na
sequéncia, descontar a contribuicdo devida ao sulfeto do resultado final da andlise para obter a DQO
orgénica total da amostra. Para converter a concentracdo de sulfeto total (determinada na mesma
amostra pelo método colorimétrico — item 20.1) em termos de DQO, aplicar criteriosamente um dos
dois fatores acima mencionados (1,2 ou 2,0 g DQO/g Sulfeto). Um maior detalhamento desse

procedimento também pode ser encontrado no trabalho de Godoi (2018).

2.4. REMOGAO DO EXCESSO DE iONS CLORETOS (ADAPTADO DE TZENG; CHEN, 1993)

Para efetuar a remogdo da interferéncia dos ions cloreto em excesso (> 2.000 mg CI/L), algumas
estratégias podem ser encontradas na literatura.

O presente método consiste em adicionar a amostra algumas gotas de uma solugdo de nitrato de
prata (AgNOs) 1 M (preparo da solugdo conforme item 8.5), para a precipitacao dos ions cloretos sob a forma
de cloreto de prata (AgCl), o qual é insollvel. Sulfetos em solugdo também sdao removidos por esse método.

Esse procedimento é vdlido para a remogdo de cloretos em amostras com concentragdes de DQO
acima de 100 mg/L. Para amostras com concentracdes inferiores, uma solucdo de sulfato de prata ao invés de
nitrato é recomendada (TZENG; CHEN, 1993).

(a) Medir 20 mL da amostra de interesse em proveta de vidro graduada e transferir para baldao

volumétrico de 25 mL;
(b) dosar algumas gotas da solugdo de nitrato de prata (AgNOs) 1 M e observar se ocorre a formagao

de uma suspensao branca (cloreto de prata coloidal);
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(c) é possivel que, antes da suspensao branca, uma coloracdo marrom aparecga, com a deposicao de
um precipitado escuro; nesse caso, continuar dosando, gota a gota, a solucdo de nitrato de
prata, até que se inicie a formacdo da suspensdo branca, o que indica a formagdo do AgCl;

(d) continuar a dosagem, aguardando um intervalo de tempo entre uma gota e outra, até que ndo se
observe mais a formacao da suspensao branca na superficie do sobrenadante;

(e) completar o volume do baldo com agua deionizada, homogeneizar e transferir para tubo de
centrifugacao tipo falcon de 50 mL;

(f) centrifugar a 3.500 — 5.000 rpm por, no minimo, 5 min;

(g) filtrar o sobrenadante (0,45 — 1,2 um) e utiliza-lo na determinagao da DQO dissolvida;

(h) levar em consideracao o fator de diluicdo empregado (1,25 x) para corrigir o resultado final da
analise (além das diluigbes adicionais, caso tenham sido necessarias);

(1) descartar adequadamente o precipitado;

(7)) conforme a necessidade, volumes menores de amostra também podem ser submetidos ao

presente pré-tratamento.

Observacoes:

1) Uma desvantagem de recorrer ao presente método se deve ao fato dos solidos em suspensio
serem removidos pela centrifugacao e filtracao da amostra, inviabilizando a determinagcdo da fragdo
total da DQO. Como alternativa, a determinacdo da DQO em suspensdo pode ser obtida
separadamente, por meio da estratégia de centrifugacdo descrita no item 2.2.8. O sobrenadante,
por sua vez, pode ser submetido ao méetodo de remogdo de cloretos para determinagcdo da DQO

dissolvida da amostra.

2) Outra alternativa para a minimizacdo dos efeitos de altas concentracoes de cloretos no teste da
DQO é reportada com sucesso por Freire e SantAnna (1998). O método proposto pelos autores
consiste na utilizacdo de solugdes digestoras com maiores concentragoes de HgSOs+ (83,3 g/L).
Nesse caso, as curvas de calibragdo (faixas alta e baixa) também deverdo ser confeccionadas
utilizando-se as solugoes digestoras modificadas. Deve-se preparar também alguns padroes de DQO
contendo teores de cloretos (usar NaCl ou KCl) similares aqueles esperados nas amostras em

questao para verificagdo da eficacia do método.

2.5. REMOCAO DE iONS NITRITO (ADAPTADO DE AMERICAN PUBLIC HEALTH AASSOCIATION
(2005))
Para corrigir interferéncias decorrentes de altas concentrages de nitrito (NOy), pode-se utilizar uma
solugdo de acido sulfamico 2% (NH,SOsH — 20,0 g/L — preparo conforme item 18.1.7).
Adicionar 1,0 mL dessa solucdo a cada 10,0 mL de amostra (ja previamente diluida para a faixa de
analise de DQO, caso necessario) e agitar por cerca de 1 min (essa proporgao de acido sulfamico é suficiente
para efetuar a remogdo de uma concentracdo de nitrito de até cerca de 200 mg N-NO;7/L na amostra).

Tratar o branco da mesma forma que a amostra, adicionando a mesma proporcao da solucdo de acido

sulfamico 2%. Submeter a amostra tratada ao teste da DQO e corrigir o resultado final da analise

multiplicando-o pelo fator 1,1 (referente a diluicao da amostra pela solugao de acido sulfamico).
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2.6. METODO PARA CONCENTRACOES DE DQO DE 10 A 90 MG/L
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

2.6.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Este método pode ser utilizado para a determinacdo de concentracdes de DQO entre 10 e 90 mg Oa/L.

Enquanto na metodologia anterior, para concentracdes de DQO maiores que 100 mg O,/L, o aumento
do ion crémico (Cr3*) é determinado na regido dos 600 nm, no presente procedimento acompanha-se o
decaimento da concentragdo do ion dicromato (Cr,0,%), reduzido no processo de oxidacdo da matéria
organica. A leitura da concentragdo remanescente do ion dicromato é feita em comprimento de onda de
420 nm, no qual a absorgdo do Cr3* é muito menor que a do dicromato.

Levar em conta que, para concentragdes abaixo dos 25 mg Oa/L, o resultado do teste da DQO devera

ser empregado mais com carater qualitativo que quantitativo.

2.6.2. MATERIAL

Mesmo que no método da DQO para altas concentragoes (item 2.2.1).

2.6.3. SOLUCOES REAGENTES
A solugdo catalitica (sulfato de prata em acido sulftrico concentrado) é a mesma utilizada no método da
DQO para altas concentragdes (procedimento de preparo no item 2.2.2).

J4 a solucdo de digestdo € preparada com concentragdao de 1,022 g/L de dicromato de potassio

(K2Cr207). A proporcao de acido sulfirico concentrado (167 mL para cada 1.000 mL de solucdo final) e a
concentragao de sulfato de mercurio (33,3 g/L) sdo mantidas iguais que no método anterior. O modo de

preparo pode ser visto no item 2.2.3. Lembrar apenas de corrigir a massa do dicromato de potassio!

Observacdo: Pela alta sensibilidade do método, recomenda-se a utilizacdo de dgua deionizada
recentemente coletada e ndo estocada em frascos de plastico no preparo das solucoes reagentes,

bem como na diluicdo de amostras, a fim de se evitarem erros decorrentes de contaminagao.

2.6.4. SoLucAo bo PADRAO KHP (DQO TEORICA DE 1.000 MG/L)

Em balanca analitica, pesar cerca de 0,425 g de hidrogenoftalato de potassio (KHP), previamente seco
em estufa (seja mantido a 60°C por mais que 24 h, ou a 103-105°C por, no minimo, 2 h, e resfriado em
dessecador). O ideal é pesar a massa exata. Caso ndo seja possivel, anotar a massa aferida para ser
usada nos calculos das concentracoes reais. Transferir quantitativamente para baldo volumétrico de

500 mL, completando o volume com agua deionizada (solugdo mae).

2.6.5. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (10 — 90 MG/L)

Transferir as aliquotas da solucdo mde correspondentes a DQO desejada, sempre em triplicatas*,

conforme a Tabela 3, para baldo volumétrico de 50,0 mL.

*Observacdo: Levar em conta que a triplicata implica no preparo de trés solugcbes de mesma

concentragdo, e ndo retirar trés aliquotas da mesma solucdo para fazer a medida.



36

Tabela 3: Volumes da solucdo de KHP usados na preparagao da curva baixa da DQO.

Aliquotas da solucao estoque
(uL) para balao volumétrico

Concentracgoes estimadas

(mg DQO/L) de 50 mL
0 (branco)* 0

10 500

20 1.000
40 2.000
60 3.000
80 4.000
90 4.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo
digestora for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

*Observacoes:
1) Originalmente, o espectrofotometro deveria ser zerado com uma cubeta de DQO contendo

apenas agua deionizada, sem adicdo das solugdes reagentes. Um branco (DQO = 0 mg/L)
preparado com 1,25 mL de dgua deionizada + 0s reagentes do método deveria ser digerido em
conjunto com as amostras. No preparo da curva de calibracdo, plotavam-se as diferengas obtidas
entre a absorbancia do branco e a absorbancia dos padroes (Asranco — Araprio) contra o valor da

concentracao de cada padréo.

2) Partindo da experiéncia prdtica do LPB, basta que seja preparado um teste em branco
consistindo de agua deionizada (1,25 mL) + os reagentes do método. Esse branco é submetido ao
mesmo procedimento de digestdo que as amostras e utilizado para zerar o espectrofotometro. Para
0 tracado da curva de calibracdo, as absorbancias negativas obtidas (visto que decresce a
concentracdo do fon dicromato com o aumento da DQO) sdo plotadas contra a concentracdo de

cada padrdo, permitindo a leitura direta das amostras.

2.6.6. PROCEDIMENTO PARA LEITURA DAS AMOSTRAS
ATENCAO: Usar jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga!

(a) Transferir 1,25 mL das amostras, ou das solugdes padrdes, para os respectivos tubos de DQO

(lembrar gue a diluicio se faz necessaria sempre que a DQO esperada for maior que 90 mg/L);

(b) preparar um branco com agua deionizada (1,25 mL) no lugar da amostra;

(c) segurando o tubo préximo a rosca, adicionar, com o auxilio de dispensadores automaticos,
0,75 mL da solucdo de dicromato de potassio e, vagarosamente, 1,75 mL da solugdo de sulfato
de prata em acido sulfdrico concentrado;

(d) fechar hermeticamente o tubo e homogeneizar o contelido por inversbes sucessivas,

segurando—o pela tampa;
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(e) a andlise podera ser interrompida neste ponto, desde que as amostras sejam estocadas no
escuro;

(f) manter os tubos em digestor previamente aquecido a temperatura de 150°C durante 120 min;

(g) apods esse tempo, retirar os tubos do digestor e aguardar o resfriamento até a temperatura
ambiente, estocando-os ao abrigo da luz;

(h) na sequéncia, ajustar o espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 420 nm;

(7)) homogeneizar os tubos por inversdes, zerar o espectrofotdbmetro com o teste em branco e ler as
absorbancias das amostras;

() interpolar o resultado na curva de calibracdo;

(k) descartar adequadamente os residuos da analise em frascos proprios: Jamais na pia!
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3. CARBOIDRATOS — METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

3.1. ACUCARES TOTAIS — METODO DO FENOL-SULFURICO
(DUBOIS et al., 1956; BLUNDI; GADELHA, 2001)

3.1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Descrito por Dubois et al. (1956), o método utilizado para a determinacdo de carboidratos totais
consiste na desidratacao dos aglcares de uma amostra pela agao do acido sulflrico concentrado, seguido da
complexacdo dos compostos formados (furfural para pentoses e 5-hidroximetilfurfural para hexoses) com o
fenol, o que resulta na producdo de uma substancia de coloragao alaranjada, com pico de absorbancia maxima
proximo dos 490 nm.

A concentracao de carboidratos da amostra é entdo determinada através de uma curva de calibragao
previamente construida a partir de uma solucdo padrao do carboidrato escolhido como referéncia (glicose ou
sacarose, por exemplo).

Este método é rapido e simples, possibilitando a aquisicao de resultados bastante reprodutiveis, sendo
a substancia colorida estavel por varias horas.

Deve-se levar em conta que, em alguns casos, a interacdo do acido sulfirico com outros constituintes
organicos presentes na amostra pode resultar em interferéncias positivas, as quais devem ser corrigidas por
meio da construcao de uma curva de calibracdo modificada (GERCHACOV; HATCHER, 1972) e utilizando como

branco a propria amostra, a qual é tratada com H,SO4 sem adicdo de fenol (item 3.1.6).

3.1.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
e Cronbémetro digital

e Espectrofotometro

e Micropipeta de 1.000 pL

e Pipeta de vidro graduada de 1.000 pL

e Baldes volumétricos de 50 e 1.000 mL

e Dispensador automatico de 5,0 mL

e Tubos de DQO (padrdo HACH®)

« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.
e Fenol — CHsOH P.A.

e Padrdo analitico do carboidrato de referéncia

3.1.3. SOLUCAO DE FENOL A 5%

ATENCAO: Trabalhar em capela sob exaustdo. Usar luvas nitrilicas, dculos de seguranca e mascara
contra compostos orgénicos volsteis! O fenol é extremamente TOXICO!

(a) Tarar a balanga analitica com um frasco de vidro tampado, o qual sera utilizado para a pesagem
da massa de fenol (CsHsOH) (colocar um aviso de reservado na balanga para que outro usuario

nao altere a tara);
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(b) na capela, com a exaustdo ligada, ir adicionando o fenol ao frasco. Depois de transferir uma
massa consideravel, tampar o frasco e leva-lo para ser pesado na balanca anteriormente tarada;

(c) repetir o procedimento até a obtencao de 50 gramas de fenol;

(d) com agua deionizada, transferir a massa de fenol para um baldao volumétrico de 1.000 mL por
meio de lavagens sequenciais;

(e) completar o volume do baldo com agua deionizada e homogeneizar até a completa dissolucdo do
reagente;

(f) armazenar a solucdo de fenol a 5% em frasco ambar bem fechado, ao abrigo da luz e

devidamente identificado.

Observacao: O preparo de uma nova solucdo de fenol a 5% exige a construgdo de uma nova

curva de calibragéo!

3.1.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (10 — 100 MG/L)
Em baldo volumétrico de 1.000 mL preparar uma solucdo mde com 1.000 mg/L do carboidrato de
interesse (glicose, sacarose ou lactose, por exemplo) completando com agua deionizada.

Construir a curva de calibragdo com diferentes concentragbes do carboidrato de interesse em agua

deionizada, conforme indicado na Tabela 4. Usar triplicatas para cada concentracdo, o que significa preparar
trés solugdes de mesma concentracdo, e nao retirar trés aliquotas do mesmo baldo volumétrico para fazer a

medida. Submeter os padroes ao mesmo procedimento descrito a seguir para as amostras (item 3.1.5).

Tabela 4: Relacdo das concentrages padrdes e aliquotas da solugdo mae para a curva de calibragdo.
Concentracoes estimadas Aliquota da solugdo mae (pL) para diluicdo

(mg Carboidrato/L) em baldo volumétrico de 50 mL
0 (branco) 0

10 500

20 1.000
40 2.000
60 3.000
80 4.000
100 5.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo
de fenol 5% for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutenc&o.

Fonte: Os autores.

3.1.5. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE CARBOIDRATOS
(@) Transferir 500 pyL de amostra bruta (carboidratos totais) ou filtrada em 0,45 um (carboidratos
dissolvidos) para tubo de DQO;
(b) na capela, com a exaustdo ligada e auxilio de pipeta de vidro (ver observacbes*), adicionar

500 WL da solugdo de fenol 5%;
(c) ainda sob exaustdo, adicionar, com auxilio de dispensador automatico, 2,5 mL de acido sulftrico
concentrado, rapidamente e com o jato direcionado para a superficie do liquido, de modo a obter

uma boa mistura (ver observacoes*);
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(d) tampar o tubo e deixar em repouso por 10 min;

(e) apos esse periodo, agitar e imergir os tubos em banho de agua por cerca de 15 min para o
resfriamento até a temperatura ambiente;

(f) zerar o espectrofotOmetro com o teste em branco (agua deionizada no lugar da amostra) em
comprimento de onda de 490 nm e efetuar a leitura das absorbancias das amostras;

(g) a cor formada é estavel, podendo a leitura ser adiada apds a adicdo dos reagentes, caso seja

necessario, por até cerca de 24 h.

*Observacoes:
1) Néo utilizar micropipetas na transferéncia de compostos voldteis, dcidos concentrados e

solventes! Pjpetas de vidro sdo mais indicadas para esse proposito!

2) Muito cuidado ao manusear o frasco de acido concentrado: Trabalhar na capela, usar jalecos,

luvas nitrilicas e dculos de seguranga!

3) Para adicionar a solu¢do fendlica também pode-se empregar um dispensador automadtico,
ajustado para 0,5 mL, devendo apenas ser realizado um descarte prévio do fenol que permanece

estagnado no bico do dispensador todo dia em que a solugédo for utilizada.

4) Ndo afundar demais o bico dos dispensadores automaticos nos tubos contendo amostras, de

modo a evitar respingos ocasionais que podem contaminar o aparelho de uso comum.

3.1.6. CORREGAO DE INTERFERENCIAS (ADAPTADO DE GERCHACOV; HATCHER, 1972)

Caso se suspeite da presenca de outros constituintes organicos na matriz da amostra que possam
implicar em interferéncias sobre o resultado final da analise, recomenda-se a construgdao de uma curva de
calibracao modificada. Para isso, preparar a mesma série de padrdes indicados na Tabela 4. Para cada padrao,

entretanto, preparar em conjunto um branco modificado, substituindo a adicdo da solucdo fendlica por 500 uL

de aqua deionizada.

Aguardar o mesmo periodo de reagao indicado na metodologia convencional (item 3.1.5) e efetuar a

leitura dos padrGes no mesmo comprimento de onda (490 nm), zerando o espectrofotometro antes da leitura

de cada padrao com o seu respectivo branco modificado.

Tracar a curva de calibragdo modificada plotando os valores das absorbancias obtidas (ABS wopiricana)
contra o valor da concentragdo de cada padrdo (ABS mopiricapa X Concentragao paprio)-

Para a correcdo de interferéncias em amostras reais, preparar um branco modificado (sem fenol) para
cada amostra, consistindo de 500 pL da amostra em questdo + 500 pL de agua deionizada e 2,5 mL de H,SOa.

Apds o periodo de reacdo, zerar o espectrofotbmetro com o branco modificado e ler, por fim, a
absorbancia da amostra tratada conforme o método convencional (com adicdo de fenol — item 3.1.5),

interpolando o resultado na curva de calibracdo modificada.
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3.2. ACUCARES REDUTORES — METODO DO DNS
(MILLER, 1959)

3.2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método do acido dinitro-3,5-salicilico (DNS), descrito por Miller (1959), é utilizado para a
quantificacdo de aclcares redutores totais, em concentracdoes de até 5.000 mg/L. O método baseia-se na
reacdo entre o aglcar redutor e o acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que é reduzido a um composto
colorido avermelhado, o acido 3-amino-5-nitrosalicilico, com oxidacdo do monossacarideo redutor. A cor
avermelhada formada é lida em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm.

A concentracdo de aclcares redutores da amostra é determinada através de uma curva de calibragao
previamente construida a partir de uma solucdo padrao de glicose.

Deve-se levar em conta que o método do DNS permite apenas a quantificacdo dos aclcares
classificados como redutores, ou seja, aqueles que apresentam um grupo carbonila (C=0) livre em meio
alcalino, sendo passiveis de serem oxidados para dar origem a acidos carboxilicos. Glicose, frutose, maltose e
lactose sdo os exemplos mais comuns de aclcares redutores. Ja a sacarose, por suas propriedades diversas
(ligacbes glicosideas), é o exemplo mais comum de aglcar ndo redutor, ndo sendo por isso determinado pelo
presente método, a ndo ser que uma etapa de hidrdlise acida ou quebra enzimatica da sacarose em glicose +

frutose seja previamente efetuada.

3.2.2. MATERIAL

Aparato de filtracdo a vadcuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

Agitador magnético e barra magnética

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Banho termostatico (100°C)

e Cronbémetro digital

e Espectrofotometro

e Copos de béquer de 100 e 2000 mL

e Baldes volumétricos de 10 e 100 mL

e Micropipeta de 1.000 pL

e Pipetas graduadas de vidro de 1,00 e 5,00 mL
e Provetas graduadas de 100 e 1000 mL

e Tubos de DQO (padrao HACH®)

e Glicose — CsH1,06 P.A.

e Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) P.A.

e Fenol — CHsOH P.A.

e Metabissulfito de Sédio — Na,S;0s P.A.

e Tartarato de Sddio e Potassio — KNaCsH4Os P.A.

3.2.3. REAGENTE DNS
(a) Em balanca analitica, pesar 10,6 g de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) e 19,8 g de NaOH;
(b) em béquer de 2.000 mL, dissolver os reagentes com 1416 mL de agua deionizada (medir com

auxilio de proveta graduada);



42

(c) apds a dissolugdo completa, adicionar (na capela, sob exaustdo) 7,6 mL de fenol fundido a 50°C
(preparado conforme o procedimento apresentado a seguir, no item 3.2.4);

(d) em seguida, adicionar 306,0 g de tartarato de sdédio e potassio (KNaCsH4O¢), € 8,3 g de
metabissulfito de sodio (Na,S,05s);

(e) homogeneizar a solucao e manter refrigerada, em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente
identificado.

Observacao: O preparo de uma nova solugcdo do reagente DNS exige o levantamento de uma nova

curva de calibraggo!

3.2.4. FusAo DE FENOL A 50°C

ATENCAO: Trabalhar em capela sob exaustdo. Usar luvas nitrilicas, oculos de seguranga e mdscara

contra compostos orgénicos voldteis! O fenol € extremamente TOXICO!

(a) Transferir para um frasco de vidro com tampa cerca de 9 g de fenol (farar a balanca analitica
com o frasco tampado;, na capela, com a exaustdo ligada, adicionar uma massa de fenol
aproximada, tampar o frasco e pesar; repetir o procedimento até obter a massa desejada);

(b) colocar o frasco tampado em banho de agua a 50°C até o derretimento da massa de fenol;

(c) com pipeta de vidro graduada transferir (ainda na capela, com a exaustdo ligada) o volume de
7,6 mL do fenol liquefeito para a solugao reagente DNS (item 3.2.3);

(d) descartar adequadamente o residuo de fenol.

Observacao: Uma massa maior de fenol poderd ser pesada caso se deseje guardar o fenol nesse
mesmo frasco para uso posterior. Armazenar o frasco do reagente ao abrigo da luz, refrigerado,

devidamente tampado e identificado.

3.2.5. SOLUGAO PADRAO DE GLICOSE (10 G/L)
(a) Pesar, em balanca analitica, 1.000 mg de glicose e dissolver com aproximadamente 50 mL de
agua deionizada em béquer de 100 mL em agitacdo magnética constante;
(b) transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua
deionizada, e homogeneizar vigorosamente;
(c) esta solugdo deve ser preparada e utilizada no mesmo dia do levantamento da curva de

calibragao.

3.2.6. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGCAO (0,5 — 5,0 G/L)
Fazer diluigbes partindo da solugdo padrdo de glicose (10,0 mg/mL) com agua deionizada em baldes
volumétricos de 10 mL, conforme demonstrado na Tabela 5.

Preparar os padroes em triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solucdes de cada

concentragdao para efetuar a medida). Homogeneizar vigorosamente as solugdes e transferir 1,0 mL de cada
padrdo para tubos de DQO.

Na sequéncia, aplicar o teste de DNS conforme o procedimento apresentado a seguir (item 3.2.7).
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Tabela 5: Preparacao das diluigdes da solucao padrao de glicose ou frutose a 1,0 g/L.
Volume da solucdo padrao Volume de agua Concentracao final

(10 mg/mL) deionizada (mg/mL)
0,0 mL (branco) 10,0 mL 0,0
0,5 mL 9,5 mL 0,5
1,0 mL 9,0 mL 1,0
2,0 mL 8,0 mL 2,0
3,0 mL 7,0 mL 3,0
4,0 mL 6,0 mL 4,0
5,0 mL 5,0 mL 5,0

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo
do reagente DNS for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

3.2.7. TESTE DO DNS: PROCEDIMENTO DE DETERMINAGAO DE ACUCARES REDUTORES

(a) Transferir 1,0 mL da amostra filtrada em membrana de 0,45 um (ou solugao padrdo) para tubo
de DQO e adicionar 1,0 mL do reagente DNS;

(b) aquecer em banho de agua em ebuligdo por 5 min;

(c) em seguida, resfriar o tubo em banho de gelo por 5 min;

(d) acrescentar 5,0 mL de agua deionizada aos tubos (ndo considerar este volume no fator de
diluicao);

(e) zerar o espectrofotdmetro com o branco e efetuar a leitura da absorbancia das amostras (e

padrdes) a 540 nm. O branco consiste em substituir o volume de amostra ou solugao padrao de

glicose por agua deionizada (1,0 mL).

Observacdo: As amostras devem ser diluidas convenientemente para que as suas concentragoes

de carboidratos nao ultrapassem o limite de 5,0 g/L.
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4. PROTEINAS — METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

4.1. METODO DO MICRO-BIURETO
(STICKLAND, 1951; BLUNDI et al., 1990)

4.1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método aqui apresentado para a determinacdo da concentracao de proteinas totais € o do micro-
biureto, conforme procedimento descrito por Stickland (1951). Entre os diversos métodos existentes para esse
fim, trata-se do mais simples entre os mais comumente empregados. Consiste na adicdo de hidrdxido de sddio
e sulfato de cobre a amostra. O cobre (II) em meio alcalino reage com as proteinas, formando um complexo
com a ligacdo peptidica. O excesso de hidréxido de cobre e material intracelular insollvel, por sua vez, é
removido através de centrifugacdo. A intensidade da cor violeta desenvolvida é proporcional a quantidade de
proteinas presente na amostra e a sua absorbancia pode ser medida em espectrofotometro em duas bandas
de comprimentos de onda: Na regido do UV, ente 270 e 310 nm; ou na regiao do visivel, entre 500 e 540 nm.

Apesar da banda na regido do ultravioleta aumentar em seis vezes a sensibilidade do método, a banda
na regido do visivel € a mais utilizada para fins analiticos, uma vez que diversas substancias normalmente
presentes em aguas residudrias também absorvem na regido do ultravioleta, especialmente compostos
organicos, causando interferéncias (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

Outras interferéncias importantes a serem levadas em conta durante a realizacdo da analise estdo
relacionadas com a presenca de aglcares, amido e aminoacidos, 0s quais reagem com o ion clprico (Cu?*)
implicando em falsos resultados positivos (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). Uma estratégia adicional para a
remocao de interferentes consiste na separagao das proteinas por precipitacdo com &acido tricloroacético,
centrifugacdao e posterior ressuspensao do precipitado em solucdo alcalina, conforme sugerido na literatura
(HILLER; GREIF; BECKMAN, 1948).

No caso da andlise ter por objetivo a determinacdo do teor de proteinas constituintes da biomassa
(por exemplo, para a determinacdo indireta da concentracdo de microrganismos), a amostra devera ser
submetida a uma etapa de aquecimento apds a dosagem do NaOH, promovendo-se assim a hidrdlise alcalina
do material celular com a consequente liberagdo das proteinas para o meio liquido (BLUNDI; POVINELLI;
LALLUCE, 1990).

A concentracdo de proteinas é determinada com o auxilio de uma curva de calibracdo previamente

construida usando-se, por exemplo, uma solugdo de caseina ou de soro-albumina bovina como padrao.

4.1.2. MATERIAL
e Agitador Vortex
e Agitador magnético e barra magnética
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Banho termostatico ou chapa aquecedora
e Centrifuga de bancada
e CronbGmetro digital
o  Espectrofotdmetro (UV-Vis)
e Micropipetas de 1.000, 5.000 e 10.000 pL
e BalGes volumétricos de 10, 50 e 100 mL

e Proveta de vidro graduada de 100 mL
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e Copos de béquer de 50 e 100 mL

e Tubos de centrifugacao tipo fa/con de 15 mL

e Cubetas de quartzo com passo optico de 1,0 cm (para leitura na regido do UV)
e Cubetas de vidro dtico com passo de 1,0 cm (ou tubos de DQO padrdo HACH®)
o Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Sulfato de Cobre pentahidratado — CuS04.5H,0 P.A.

« Acido Tricloroacético — CCI;COOH P.A.

e Padrdo analitico da proteina de referéncia

4.1.3. PREPARO DA SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 20%
Na capela, sob exaustdo, dissolver cuidadosamente 20,0 g de hidréxido de sodio (NaOH) P.A. em
cerca de 80 mL de agua deionizada. Utilizar béquer de plastico e realizar o procedimento usando luvas e dculos
de seguranca. Resfriar a solucdo até a temperatura ambiente e transferir quantitativamente para baldo

volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua deionizada.

4.1.4. PREPARO DA SOLUGCAO SUPERSATURADA DE SULFATO DE COBRE 25%
Dissolver 25,0 g de CuSO4.5H,0 em agua deionizada e transferir quantitativamente para baldo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua deionizada. Manter em agitagdo magnética vigorosa

até a dissolucdo do reagente. Por se tratar de uma solucdo saturada, pode apresentar precipitado de fundo.

4.1.1. PREPARO DAS SOLUCOES PARA PRECIPITACAO DE PROTEINAS

4.1.1.1. ACIDO TRICLOROACETICO 10%

Pelo fato do acido tricloroacético (TCA) consistir de um reagente extremamente higroscopico, dificil de
ser manuseado e pesado adequadamente, deve-se preparar previamente uma solucdao estoque a 100% (m/v)
adicionando-se 227 mL de agua deionizada em um frasco de 500 g de acido tricloroacético recém-aberto.
Homogeneizar bem e armazenar a solugao refrigerada, a 4°C, em frasco de vidro dmbar devidamente fechado
e identificado. Em seguida, preparar uma solucao de TCA a 10% diluindo 10 mL da solucao estoque 100% em

90 mL de agua deionizada. Armazenar refrigerada, em frasco de vidro e ao abrigo da luz.

4.1.1.2. HIDROXIDO DE SODIO 3%

Pesar 3,0 g de hidrdxido de sédio e dissolver completamente em cerca de 80 mL de agua deionizada.

Aguardar a solucdo esfriar e transferir para baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume.

4.1.2. LEVANTAMENTO DAS CURVAS DE CALIBRAGAO

Inicialmente, preparar a solugao padrdo utilizando a proteina escolhida como referéncia (soro-
albumina bovina ou caseina, por exemplo). Para a leitura na regido do ultravioleta (UV), em 310 nm, o método
apresenta boa linearidade na faixa de 10 a 500 mg/L, aproximadamente. Ja para a leitura na regiao do
visivel, em 540 nm, a faixa de concentragdo vai de cerca de 100 a 3.000 mg/L.

Para preparo da curva de calibracdo, pesar, com exatiddo, a proteina padrdo e dissolver em béquer
com agua deionizada morna (~ 60°C), em agitacdo magnética lenta, evitando a formagdo de espuma.
Transferir com cuidado, evitando turbuléncia excessiva, para baldo volumétrico, e completar com agua
deionizada. Caso ocorra formacdo de espuma no baldo, borrifar a superficie da espuma com um pouco de

etanol 70%, até a sua dissolucao, e sé entdo completar o volume do baldao com agua deionizada.
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Para a construcdo da curva de calibracdo no UV, preparar uma solucdo mae de 1.000 mg/L (100 mg
de proteina em baldo de 100 mL, por exemplo). Ja para a curva de calibracao no visivel, preparar uma solugdo
mae de 4.000 mg/L (400 mg de proteina em baldo de 100 mL, por exemplo).

Preparar solucoes intermediarias por diluicao da solucdo mae de proteina em balGes volumétricos de
10 mL. Construir a curva de calibragdo com, no minimo, 7 concentracoes da proteina de referéncia cobrindo a

faixa de interesse. Usar triplicatas para cada concentragdo (lembrar que isso significa preparar trés solugdes de

cada concentragao para efetuar a medida). Tratar os padrOes seguindo os mesmos passos descritos para as
amostras (item 4.1.4).
As tabelas a seguir apresentam exemplos de curvas de calibracdo que podem ser utilizadas na

aplicagdo do método com leitura no UV (Tabela 6) ou no visivel (Tabela 7):

Tabela 6: Curva de calibracdo para leitura de proteinas totais no UV (faixa baixa).
Concentracoes estimadas Aliquota (pL) da solucdo mae (1.000 mg/L) para

(mg Proteina/L) diluicdo em baldao volumétrico de 10 mL
0 (branco) 0
10 100
50 500
100 1.000
200 2.000
300 3.000
400 4.000
500 5.000

Fonte: Os autores.

Tabela 7: Curva de calibragdo para leitura de proteinas totais no Visivel (faixa alta).
Concentragoes estimadas  Aliquota (pL) da solugao mae (4.000 mg/L) para

(mg Proteina/L) diluicdo em baldao volumétrico de 10 mL
0 (branco) 0
100 250
500 1.250
1.000 2.500
1.500 3.750
2.000 5.000
2.500 6.250
3.000 7.500

Fonte: Os autores.

Observacgao: As curvas de calibracdo deverdo ser refeitas todas as vezes que novas solugoes forem

preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

4.1.3. PURIFICAGCAO PRELIMINAR DA AMOSTRA (HILLER; GREIF; BECKMAN, 1948)
A presente etapa preliminar de purificagdo de amostras por precipitacdo pode ser omitida desde que

interferentes estejam ausentes.
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Caso a amostra apresente concentracdes de proteinas totais muito baixas, pode-se utilizar a mesma
estratégia para efetuar a concentragdo da amostra, tratando um maior nimero de aliquotas e ressuspendendo
o material precipitado em um mesmo volume de agua deionizada.

Caso seja utilizado o presente procedimento no tratamento de amostras, preparar alguns padrdes da
curva de calibragcdo, submeter aos mesmos passos e verificar a eficiéncia de recuperacao de proteinas totais.

(a) Transferir 5 mL de amostra para tubo 7alcon de 15 mL;

(b) adicionar 5 mL da solugao de acido tricloroacético (10%), tampar, homogeneizar por inversoes
sucessivas do tubo e deixar em repouso por 10 min;

(¢) na sequéncia, centrifugar por 15 min a 5.000 rpm;

(d) descartar o sobrenadante e colocar o tubo de ponta cabeca sobre papel absorvente para remover
o liquido remanescente;

(e) ressuspender o precipitado em 5 mL de solugdo de hidroxido de sddio 3% com auxilio de vortex
até a completa dissolucao do material;

(f) submeter essa amostra ao teste colorimétrico, conforme o item a seguir, utilizando como branco,

nesse caso, a solucdo de NaOH 3%.

4.1.4. DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO TOTAL DE PROTEINAS
Todos os procedimentos descritos a seguir sao aplicados tanto para a construcdao da curva de
calibragdo, quanto para a analise de amostras:

(a) Transferir 3,3 mL de amostra, de solugdo padrdo ou de agua deionizada (branco) para tubo tipo
falcon de 15 mL;

(b) adicionar 600 UL da solugdo de hidroxido de sddio (NaOH) 20%, tampar adequadamente o tubo
e agitar em vortex por cerca de 5 s em velocidade alta;

(¢) aquecer o tubo com a tampa semi-rosqueada em banho de dgua em ebuligdo (~ 100°C) durante
15 min;

(d) aguardar o completo resfriamento da amostra até a temperatura ambiente e adicionar 100 pL da
solucdo de sulfato de cobre (CuS04.5H,0) 25%;

(e) agitar novamente o tubo em vortex por 15 s e deixar em repouso durante 5 min;

() em seguida, centrifugar a suspensdo a 3.500 — 5.000 rpm por, no minimo, 5 min;

(g) para efetuar a leitura em comprimento de onda de 310 nm (UV), transferir o

sobrenadante para cubeta de quartzo com passo 6ptico de 1,0 cm, zerar o equipamento com o

teste em branco e ler a absorbancia da amostra;
(h) para leitura em comprimento de onda de 540 nm (Visivel), transferir o sobrenadante para
cubeta de vidro com passo optico de 1,0 cm (ou tubo de DQO padrdo HACH®), zerar o

equipamento com o teste em branco e ler a absorbancia da amostra.

Observacoes:

1) Caso se deseje determinar apenas o teor soltivel de proteinas no meio liquido, realizar a filtragdo
prévia das amostras em membranas de 0,45 um. Caso as amostras sejam submetidas a etapa de
precipitagéo (item 4.1.3), realizar a filtragdo antes do pré-tratamento.



48
2) Jd para a determinacdo da fracdo de proteinas devida exclusivamente a biomassa ou ao material
celular em suspensao, centrifugar previamente as amostras (= 5.000 rpm por, no minimo, 10 min) e
ressuspender o precipitado em um volume de dgua deionizada igual ao da amostra original. Repetir

o0 procedimento e realizar a analise partindo dessa amostra “lavada’.
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4.2, PROTEINAS — METODO DE LOWRY
(LOWRY et al. 1951; PETERSON, 1977)

4.2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método de Lowry estd entre os métodos colorimétricos mais utilizados para determinacdo de
proteinas. O principio desse método consiste na adicao de hidréxido de sodio e carbonato de sédio a amostra
contendo proteinas, além de sulfato de cobre e tartarato (de sédio ou potassio). Uma coloragao violeta se
forma devido a reacdo da proteina com o ion cobre (II) (reagao do Biureto). Por outro lado, a mistura
contendo molibdato, tungstato e acido fosfdrico (reagente Folin-Ciocalteau) é reduzida pelo complexo formado,
levando a geracdo de um composto azulado, o qual apresenta absorcdo maxima em comprimentos de onda na
faixa de 650 a 750 nm.

A adaptacdo da metodologia de Lowry efetuada por Peterson (1977) prevé a adicdo de dodecil sulfato
de sodio (um surfactante anidnico) como agente solubilizante da membrana plasmatica dos microrganismos
em suspensao na amostra. Essa estratégia permite a determinacdo das proteinas intracelulares liberadas por
lise, dispensando assim a necessidade de uma etapa prévia de hidrdlise alcalina do material celular.

A maior vantagem do método de Lowry se deve a sua alta sensibilidade, sendo por isso utilizado para a
determinacdo da concentragdo de proteinas totais nos mais variados tipos de amostras (ZAIA; ZAIA; LICHTIG,
1998).

A sua maior desvantagem, por outro lado, se relaciona ao fato de estar sujeito a diversos interferentes,
0s quais acarretam em falsos resultados positivos, ou na formacdo de precipitados, prejudicando a analise.
Entre os principais interferentes podem ser citados compostos fendlicos, detergentes, agentes redutores e
aclcares, dentre outros (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

Uma estratégia que pode ser aplicada para a remogao prévia de interferentes consiste na precipitagcao
das proteinas com acido tricloroacético, centrifugagao e posterior ressuspensao do precipitado antes de efetuar
a analise (PETERSON, 1977).

4.2,2. MATERIAL
e Agitador Vortex
e Agitador magnético e barra magnética
e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
e CronOGmetro digital
e Microcentrifuga de bancada
e Espectrofotometro
e Micropipetas de 1.000 e 5.000 pL
e Baldes volumétricos de 5, 100 e 500 mL
e Proveta graduada de 100 mL
e Copos de béquer de 100 e 500 mL
e Tubos de DQO (padrdo HACH®)
e Tubos Eppendorfde 2 mL
e Hidroxido de sodio — NaOH P.A.
e Carbonato de sédio — Na,COs P.A.
e Tartarato de sodio — Na,C4H4O¢ P.A.
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e Dodecil sulfato de sédio — Ci,H,5504Na P.A.
e Reagente comercial de Folin-Ciocalteu
e Sulfato de cobre pentahidratado — CuSO4.5H,0 P.A.
e Acido Tricloroacético — CCl;COOH P.A.
o Desoxicolato de sddio — Cp4H39NaO4 P.A.

e Padrdo analitico da proteina de referéncia

4.2.3. PREPARO DO REAGENTE ALCALINO
(a) Pesar em balanca analitica: 2 g de hidroxido de sddio, 10 g de carbonato de sddio, 2,5 g de
tartarato de sddio e 12,5 g de dodecil sulfato de sddio;
(b) Dissolver cuidadosamente em béquer com cerca de 400 mL de agua deionizada e manter sob
lenta agitagdo magnética até a completa dissolucdo dos reagentes;
(c) resfriar e transferir para baldo volumétrico de 500 mL, completando com agua deionizada;
(d) armazenar por até 3 meses em temperatura ambiente. Sempre verificar visualmente se a solucdo

esta cristalina antes do uso.

4.2.4, PREPARO DO REAGENTE DE COBRE
(a) Pesar em balanca analitica 1 g de cloreto de cobre pentahidratado;
(b) transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua
deionizada;

(c) armazenar por até 1 ano em temperatura ambiente.

4.2.5. PREPARO DO REAGENTE MISTO
(a) Misturar 50 mL do reagente alcalino com 0,5 mL do reagente de cobre (ou ajuntar outros
volumes obedecendo a proporcdo de 100:1);

(b) sempre preparar antes de cada uso.

4.2.6. PREPARO DO REAGENTE DE FOLIN-CIOCALTEU DILUIDO
(a) Diluir o reagente comercial de Folin-Ciocalteu com um volume igual de agua até obter o volume
final de solucdo desejado (proporcao 1:1);

(b) sempre preparar antes de cada uso.

Observacdo: Ao invés da utilizagdo do reagente comercial de Folin-Ciocalteu (recomendada pela
praticidade e maior confiabilidade do reagente) o mesmo poderd ser preparado pelo analista, caso
necessario, conforme o procedimento apresentado pelo Standard Methods (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 2005) na segdo referente a determinagdo de Taninos e Ligninas.

4.2,7. PREPARO DAS SOLUCOES PARA PRECIPITACAO DE PROTEINAS

4.2.7.1. ACIDO TRICLOROACETICO 72%
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Pelo fato do acido tricloroacético (TCA) consistir de um reagente extremamente higroscdpico, dificil de
ser manuseado e pesado adequadamente, deve-se preparar previamente uma solucdao estoque a 100% (m/v)
adicionando-se 227 mL de agua deionizada em um frasco de 500 g de acido tricloroacético recém-aberto.

Homogeneizar bem e armazenar a solucao refrigerada, a 4°C, em frasco de vidro ambar devidamente
fechado e identificado.

Em seguida, preparar uma solucdo de TCA a 72% diluindo 72 mL da solucdo estoque 100% em 28 mL

de agua deionizada. Armazenar refrigerada, em frasco de vidro e ao abrigo da luz.

4.2.7.2. DESOXICOLATO DE SODIO 0,15%

Pesar 0,15 g de desoxicolato de sédio e dissolver em baldao volumétrico de 100 mL com agua

deionizada. Agitar até a completa dissolucao do reagente. Armazenar refrigerado.

4.2.8. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (10 — 300 MG/L)

Inicialmente, preparar a solucdo padrao (500 mg/L) utilizando a proteina escolhida como referéncia
(soro-albumina bovina ou caseina, por exemplo).

Pesar, com exatiddo, 50 mg da proteina padrdo e dissolver em béquer com agua deionizada morna
(~ 60°C), em agitacdo magnética lenta, evitando a formagao de espuma. Transferir com cuidado, evitando
turbuléncia excessiva, para baldo volumétrico de 100 mL, completando em seguida com agua deionizada. Caso
ocorra formacao de espuma no baldo, borrifar a superficie da espuma com um pouco de etanol 70% até a sua
dissolucao, e s6 entao completar o volume do baldo com agua deionizada.

Para a construcdo da curva de calibragdo, transferir as aliquotas indicadas na Tabela 8 da solugao mae

para balGes volumétricos de 5 mL, completando o volume com agua deionizada. Preparar triplicatas para cada

concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés soluges de cada concentracao).

Tabela 8: Relacdo das concentragdes padrdes e aliquotas da solugdo mae para a curva de calibragdo.

Concentracoes estimadas Aliquota (pL) da solucdo mae (500 mg/L) para
(mg Proteina/L) diluicdo em baldo volumétrico de 5 mL
0 (branco) 0
10 100
25 250
50 500
100 1.000
150 1.500
200 2.000
250 2.500
300 3.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes reagentes forem
preparadas ou adquiridas, e sempre que o aparelho passe por manuteng&o.

Fonte: Os autores.

4.2.9. PURIFICAGCAO PRELIMINAR DA AMOSTRA (PETERSON, 1977)

A presente etapa preliminar de purificagdo de amostras por precipitagdo pode ser omitida desde que

interferentes estejam ausentes.
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Caso a amostra apresente concentracbes de proteinas totais muito baixas, pode-se utilizar a mesma

estratégia para efetuar a concentracdo da amostra, tratando um maior nimero de aliquotas e ressuspendendo

o material precipitado em um mesmo volume de agua deionizada.

Caso seja utilizado o presente procedimento no tratamento de amostras, preparar alguns padroes da

curva de calibracdo, submeter aos mesmos passos e verificar a eficiéncia de recuperacao de proteinas totais.

(a)

()

©

(@)

(e)

Transferir 1 mL de amostra contendo de 10 a 300 mg/L de proteina total para tubo eppendorf de
2,0 mL;

adicionar 0,1 mL da solucdo de desoxicolato de sddio (0,15%) e homogeneizar a mistura e deixar
em repouso por 10 min, a temperatura ambiente;

adicionar 0,1 mL da solucao de acido tricloroacético (72%), homogeneizar e centrifugar por
10 min a 6.000 rpm;

descartar o sobrenadante e colocar o tubo de ponta cabega sobre papel absorvente para remover
o liquido remanescente;

ressuspender o precipitado em 1 mL de agua deionizada com auxilio de vortex e submeter essa

amostra ao teste colorimétrico, conforme o item a seguir.

4.2.10. DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO TOTAL DE PROTEINAS

Todos os procedimentos descritos a seguir sdao aplicados tanto para a construcdo da curva de

calibragdo, quanto para a analise das amostras:

(@)

(®)

©
(@)

(e
@

Transferir 1 mL de amostra, de solucao padrdao ou de agua deionizada (branco) para tubo de
DQO;

adicionar 5 mL do reagente misto recém preparado, tampar adequadamente o tubo e agitar
cuidadosamente em vortex;

incubar por 10 min a temperatura ambiente;

adicionar 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu diluido, tampar e agitar imediatamente em
vortex;

incubar por 30 min a temperatura ambiente;

zerar o espectrofotdmetro com o teste em branco e efetuar a leitura da absorbancia da amostra

em comprimento de onda de 660 nm.

Observacgoes:

1) Caso se deseje determinar apenas o teor soluvel de proteinas no meio liguido, realizar a filtracdo

prévia das amostras em membranas de 0,45 um. Caso as amostras sejam submetidas a etapa de

precipitagdo (item 4.2.9), realizar a filtragdo antes do pré-tratamento.

2) Jd para a determinagdo da fragdo de proteinas devida exclusivamente a biomassa ou ao material

celular em suspensao, centrifugar previamente as amostras (= 5.000 rpm por, no minimo, 10 min) e

ressuspender o precipitado em um volume de agua deionizada igual ao da amostra original. Repetir

0 procedimento e realizar a analise partindo dessa amostra “lavada”.
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4.3. DETERMINAGAO INDIRETA DE PROTEINA BRUTA PELO METODO KJELDAHL

O método Kjeldahl é usualmente empregado como método de referéncia para a determinacdo total de
proteinas brutas. O procedimento é baseado na quantificacdo da fracdo de nitrogénio organico
(Norganico = NTK — NamonracaL) obtido pelo método de Kjeldahl (procedimento descrito no item 16.2).

Uma vez que a composicao elementar da maioria das proteinas é muito similar, multiplica-se o valor
de nitrogénio organico da amostra por um fator que converte a concentracdo de nitrogénio organico em
proteina total (também chamada de “proteina bruta”).

Convencionalmente, para estimar a concentracao de proteina bruta (PB) utiliza-se o fator médio 6,25,
uma vez que a maioria das proteinas contém em suas moléculas aproximadamente 16% de nitrogénio
(RAUNKJAER et al., 1994):

PB (mg/L) = 6,25 x Noraanico (Mg N/L) Equacdo 17

Esta metodologia deve ser utilizada com critério, uma vez que a digestdo pelo método Kjeldahl
permite quantificar o nitrogénio organico total presente na amostra, e ndo apenas o nitrogénio devido a
proteinas, estando incluido no resultado final o nitrogénio devido aos outros componentes (ureia, aminoacidos
e acidos humicos, por exemplo) (MIWA; FALCO; CALIJURI, 2008).

Uma alternativa para contornar este inconveniente consiste em efetuar a precipitacdo das proteinas da
amostra com acido tricloroacético (SRIDHAR; PILLAI, 1973). Duas alternativas para a realizagdo desse
procedimento sdo apresentadas nos itens 4.1.3 e 4.2.9 do presente manual. A analise pelo método Kjeldahl do
sobrenadante, por sua vez, permite a medida do nitrogénio organico nao proteico (Norainico™), 0 qual devera
ser subtraido da medida de nitrogénio organico total (Norginico'™©™). Por fim, a conversdao do nitrogénio
organico proteico pela aplicagdo do fator 6,25 resultara em uma determinacdo mais aproximada do contetdo
de proteina bruta da amostra:

PB (mg/L) = 6,25 x (Noraanico ®™" — Norcanico'™) (mg N/L) Equagao 18
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5. LIPipI0S — METODO DA SULFO-FOSFO-VANILINA (ESPECTROFOTOMETRICO)
(POSTMA; STROES, 1968; BLUNDI; GADELHA, 2001)

5.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método utilizado para a determinacao de altas concentracoes de lipidios é o da sulfo-fosfo-vaniling,
descrito por Postma e Stroes (1968), e consiste na reacao dos lipidios com acido sulfurico concentrado, acido
fosforico e vanilina, a qual consiste de um aldeido fendlico. Como resultado da reacdo, uma substancia rosada
¢é produzida, apresentando pico de absorbancia em 537 nm.

Para a realizacdo desse ensaio € necessario verificar se a amostra encontra-se dentro da faixa de
sensibilidade do método original (concentracdo de lipidios de 1.000 a 15.000 mg/L).

Amostras com concentragdes que excedem o limite do método devem ser tratadas por diluicdo.

Ja amostras com baixas concentragbes de lipidios podem ser analisadas apds uma etapa de
concentragao da amostra seguindo o método adaptado no LPB pelas pesquisadoras Elisabeth Moraes e Ana
Paula Miqueleto, baseado na extracdo dos lipidios da amostra com éter etilico em meio acido (item 5.6.1); por
meio da secagem da amostra em estufa e posterior tratamento do residuo sélido obtido (BLUNDI; GADELHA,
2001 — item 5.6.2); ou ainda utilizando-se o residuo final da analise de 6leos e graxas extraidas em Soxhlet
(item 5.6.3), conforme o procedimento descrito no Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2005).

A concentracdo de lipidios presente na amostra, por usa vez, é determinada com o auxilio de uma

curva de calibragcdo previamente construida com dleo vegetal ou gordura animal.

5.2. MATERIAL
e Agitador Vortex
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Banho termostatico (37°C e 100°C)
e Cron6metro digital
e  EspectrofotOmetro
e Estufas a 60°C e 103-105°C
e Freezer (-20°C)
e Pipetas de vidro graduadas de 1,00 e 2,00 mL
e Micropipetas de 200 e 1.000 uL
e Baldes volumétricos de 100 e 500 mL
e Tubos de DQO (padrdao HACH®)
e Tubos de ensaio (tipo Pyrex®) de 20-50 mL com tampas
e Cubetas de vidro com passo ptico de 1,0 cm
e Acido Fosférico concentrado — HsPO4 85% P.A.
 Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.
e Vanilina — CgHgO3 P.A.
e Cloroférmio — CHCl; P.A.
e Cloreto de Sédio — NaCl P.A.
e  Eter Etilico — C4H100 P.A.
e Lipidio a ser usado como referéncia
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5.3. PREPARO DA SOLUGAO DE VANILINA 0,6%
Pesar 0,6 g de vanilina P.A. em balanca analitica e transferir para baldo volumétrico de 100 mL.

Completar o volume com agua deionizada e homogeneizar.

5.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (1.000 — 15.000 MG/L)
Preparar uma solucdo mae (1 g/L) do lipidio a ser usado como referéncia em cloroférmio. Podem ser

utilizados dleos vegetais comerciais (como éleo de soja, por exemplo).

ATENCAO: O Cloroférmio é TOXICO e potencialmente cancerigeno! Manusear cuidadosamente,

evitando a inalacéo e o contato com a pele. Trabalhar na capela, com a exaustdo ligada! Cuidado!

Tarar a balanga analitica com baldo volumétrico de 500 mL e adicionar, com auxilio de conta-gotas,
500 mg do dleo escolhido como padrdo (caso ndo seja possivel pesar esse valor, anotar a massa exata e
calcular a concentracdo real da solucdo, corrigindo os valores da Tabela 9).

Em seguida, na capela e com a exaustao ligada, completar o volume do baldao com cloroférmio.
Homogeneizar a mistura até obter a completa dissolugdo do dleo, com auséncia de duas fases.

Preparar sete padrdes cobrindo a faixa de trabalho do método. Para isso, ainda na capela, transferir
para tubos de DQO, com auxilio de pipeta de vidro graduada, os volumes da solugdo mae indicados pela

Tabela 9. Preparar os padrdes em triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solugbes de cada

concentragao para efetuar a medida).

Incubar os tubos destampados em estufa a 60°C (ou em banho de agua nessa temperatura) sob
exaustdo adequada, até a total evaporagao do solvente (~ 15 min). Na sequéncia, adicionar 100 pL de agua
deionizada em cada tubo e seguir o procedimento descrito para as amostras a partir do item 5.5 (b) em diante.

A solugdo padrdo de lipidios em cloroférmio pode ser armazenada em frasco ambar de boca fina e

mantida refrigerada, em freezer, a -20°C. Essa solugdo é estavel por alguns meses.

Tabela 9: Relacdo das concentragGes padrdes e aliquotas da solucdo mae para a curva de calibragdo.
Concentracgoes estimadas Aliquota (pL) da solugdo mde (1.000 mg/L)

(mg Lipidios/L) a ser pipetada em tubos de ensaio
0 (branco) 0
1.000 100
2.000 200
5.000 500
8.000 800
11.000 1.100
14.000 1.400
15.000 1.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo de vanilina
0,6% for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutencao.

Fonte: Os autores.

5.5. DETERMINAGAO DE ALTAS CONCENTRAGCOES DE LIPiDIOS (> 1.000 MG/L)

(a) Transferir 100 pL das amostras ou de agua deionizada (branco) para tubos de DQO;
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com auxilio de pipeta de vidro ou dispensador automatico, adicionar cuidadosamente 2,0 mL de
H,S04 concentrado, fechar os tubos e agitar cuidadosamente em vortex, em velocidade baixa;
aquecer os tubos com a tampa semi-rosqueada por 10 min em banho de agua em ebulicdo;

resfriar rapidamente os tubos em banho de agua gelada;

com micropipeta, usando o modo de pipetagem reversa (ver observacao*), transferir 100 UL de
cada amostra para outro tubo de DQO contendo 2,0 mL de H3PO,; concentrado (usar pipeta de
vidro graduada para transferir previamente o acido fosférico);

adicionar 0,5 mL de solucdo 0,6% de vanilina, tampar e agitar em vortex;

aquecer as amostras em banho de agua a 37°C por 15 min;

resfriar durante 10 min a temperatura ambiente, transferir para cubeta de vidro com passo 6tico
de 1,0 cm e efetuar a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro em 537 nm, zerando com o

branco.

*Observacdo: Devido a alta viscosidade do dcido concentrado, para transferir a aliquota da

amostra em questdo (diluida em H-S0s), esvaziar totalmente a ponteira (pressionando o émbolo da

pipeta até o segundo estagio) e aspirar devagar a solucdo. Transferir o volume fixado pressionando

o émbolo apenas até o primeiro estdgio. Descartar o volume restante.

5.6.

AMOSTRAS COM BAIXAS CONCENTRACOES (< 1.000 MG/L)

Se a concentracao de lipidios estiver abaixo da sensibilidade do método proposto, uma etapa de pré-

concentragao das amostras sera necessario, conforme um dos trés procedimentos descritos a seguir:

5.6.1.

METODO DE EXTRAGAO EM ETER ETILICO

ATENCAO: Por se tratar de um composto altamente volatil, inflamavel e explosivo, o éter etilico

deve ser manuseado em capela, com a exaustao ligada, longe de fontes de calor e chamas de fogo.

(a)

(®)

©)
(@)
(e)
@
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h)
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Transferir para tubos de ensaio com tampa um volume conhecido (Vinicial) de, no minimo, 10 mL
de amostra. Para o teste em branco, utilizar volume de agua deionizada idéntico ao da amostra e
submeter aos mesmos procedimentos;

para cada 10 mL de amostra adicionar, aproximadamente, 2 g de NaCl, seguidos de 100 pL de
H,S0O4 concentrado;

fechar o tubo, homogeneizar e resfriar em freezer por 20 min;

em seguida, com pipeta de vidro, adicionar 2,0 mL de éter etilico mantido resfriado em freezer;
fechar hermeticamente e agitar por 2 min em vortex;

congelar a amostra em freezer;

transferir totalmente a camada etérea (liquida, superior) para tubo de DQO;

evaporar a temperatura ambiente até a secura, em capela, sob exaustdo;

adicionar 100 pL de agua deionizada e submeter ao procedimento colorimétrico, a partir do item
5.5 (b) em diante;

ao final da analise, corrigir o resultado obtido dividindo-o pelo fator de concentracdo empregado
(fator = Viniciae em mL / 0,1);



(k)

5.6.2.

(@)

()

©

(@)

(e)

5.6.3.

(@)

()

(©

(@)

(e)

@

57

recomenda-se preparar alguns padrdes da curva de calibracdo (conforme a Tabela 9), secar em
estufa e completar com agua deionizada até préximo de 10 mL. Submeter ao mesmo

procedimento em conjunto com as amostras e verificar a recuperagao de lipidios.

UTILIZANDO O RESiDUO SOLIDO DA AMOSTRA APOS SECAGEM EM ESTUFA
Transferir um volume conhecido de amostra (Vinicia) de, no minimo, 10 mL para tubo de ensaio
destampado. Preparar um tubo com cerca de 10 mL de agua deionizada (branco);
manter em estufa a 103-105°C até a secura completa (deixar de um dia para o outro, no
minimo);
adicionar 100 pL de agua deionizada e submeter ao procedimento colorimétrico, a partir do item
5.5 (b) em diante;
ao final da analise, corrigir o resultado obtido dividindo-o pelo fator de concentracdo empregado
(fator = Viniciae em mL / 0,1);
recomenda-se preparar alguns padroes da curva de calibragao (conforme a Tabela 9) e submeter

ao mesmo procedimento em conjunto com as amostras para verificar a recuperacao de lipidios.

UTILIZANDO O RESiDUO DA ANALISE DE OLEOS E GRAXAS OBTIDO POR SOXHLET
Extrair dleos e graxas das amostras em Soxhlet seguindo o procedimento descrito no Standard
Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). Para o teste em branco, utilizar 100
mL de 4dgua deionizada e submeter ao mesmo procedimento;
lavar o residuo da extracdo de dleos e graxas obtido por Soxhlet a partir das amostras com 3
porgoes de 2,0 mL de éter etilico;
misturar as trés porcoes etéreas de cada amostra em um tubo de DQO e evaporar a temperatura
ambiente até a secura, na capela, sob exaustdo;
adicionar 100 pL de agua deionizada e submeter ao procedimento colorimétrico, a partir do item
5.5 (b) em diante;
ao final da andlise, corrigir o resultado obtido dividindo-o pelo fator de concentracdo empregado.
Uma vez que o volume inicial da amostra a ser utilizada no ensaio de 6leos e graxas é de 100
mL, o fator de concentragdo sera: 100 mL / 0,1 = 1.000;
recomenda-se preparar alguns padrdes da curva de calibragdo (conforme a Tabela 9), secar em
estufa e completar com agua deionizada até proximo de 100 mL. Submeter ao mesmo

procedimento em conjunto com as amostras e verificar a recuperagao de lipidios.
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6. GLICEROL — METODO ENZIMATICO (ESPECTROFOTOMETRICO)
(GREENHILL, 2003; VALDEZ et al., 2012)

6.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O glicerol (GOH) é um dos principais subprodutos da conversao de dleos vegetais em biodiesel em um
processo conhecido como transesterificagdo. Este pode ser analisado por meio de um método enzimatico
baseado em Greenhill (2003), o qual é caracterizado como um procedimento foto-enzimatico e ndo tdéxico, uma
vez que dispensa o uso do solvente piridina. De acordo com Valdez et al. (2012), tal método é preciso,
podendo ser realizado em curto periodo de tempo. As reagbes enzimaticas envolvidas neste método sdo

descritas a seguir:

Glicerol + ATP — Glicerol-3-fosfato + ADP Equagao 19
Glicerol-3-fosfato + O, — Dihidroxiacetona Fosfato + H,0; Equacao 20
H,0, + 4-aminoantipirina + 4-clorofenol — Quinonimina + HCl + 4H,0 Equacdo 21

O dlicerol, na presenca da adenosina trifosfato (ATP) e da enzima glicerol-quinase (GK), produz
adenosina difosfato (ADP) e glicerol-3-fosfato (Equacdao 19) que, na presenca de glicerol-3-fosfato oxidase
(GPO) e oxigénio, produz di-hidroxiacetona fosfato (DAP) e perdxido de hidrogénio (H,0,) (Equagdo 20). Tal
peroxido, na presenca de uma peroxidase (POD), de um aceptor de oxigénio (4-clorofenol) e da 4-
aminoantipirina, formam agua e a quinonimina (Equacao 21), um composto colorido que pode ser determinado
em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 500 nm.

A solugdo enzimatica comercial Triglycerides FS Diasys pode ser utilizada para a determinacdo de
glicerol pela presente metodologia, adaptada para amostras aquosas (para analises de amostras mais
complexas, por exemplo, derivadas da producdo de biodiesel, verificar as etapas de pré-tratamento e extracdo
do glicerol descritas na metodologia de Valdez et al. (2012)). O reagente enzimatico apresenta a composicdo

descrita na Tabela 10.

Tabela 10: Composicdo da solugdo enzimatica comercial utilizada na analise de glicerol.

Componente Concentracgao Unidade
Tampao — pH 7,2 50 mmol/L
4-Clorofenol 4 mmol/L
ATP 2 mmol/L
Mg?* 15 mmol/L

GK (Glicerol quinase) >4 ku/L

POD (Peroxidase) >2 ku/L

LPL (Lipase Lipoproteica) >2 ku/L
4-Aminoantipirina 0,5 mmol/L

GPO (Glicerol-3-fosfato oxidase) 0,5 ku/L

Fonte: Carneiro (2015).

6.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

e Balanga analitica (precisao + 0,0001 g)
e  Espectrofotémetro

e Banho termostatico (37°C)
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e Cron6metro digital

e Micropipetas de 100, 1.000 e 5.000 pL

e Tubos de DQO (padrdo HACH®)

e Balbes volumétricos de 100 e 1.000 mL

e Béquer de 50 mL

e Solucdo enzimatica Triglycerides FS Diasys
e Glicerina — CsHgO3 P.A.

6.3. PREPARO DA SOLUGAO PADRAO DE GLICEROL (1.000 MG/L)

(a) Em balanca analitica, tarar um béquer de vidro de 50 mL e pesar 1,0 g de glicerina P.A. (o ideal é
pesar exatamente esse valor para usar diretamente a Tabela 11; caso ndo seja possivel, anotar a
massa exata e calcular a concentragao real da solucao, corrigindo os valores da tabela);

(b) transferir quantitativamente a massa de glicerina para baldo volumétrico de 1.000 mL,
repassando o béquer com varias porcdes de agua deionizada e recolhendo no baldo;

(c) completar o baldo volumétrico até proximo da marca, tampar e agitar vigorosamente para a
completa dissolucao do reagente;

(d) aferir o volume do baldo volumétrico com agua deionizada e homogeneizar a solugdo;

(e) estocar em frasco de vidro bem fechado, devidamente identificado.

6.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (1,0 — 15,0 MG/L)

A partir da solugao padrao de glicerol (1 g/L) preparar os padrdes para o levantamento da curva de
calibragdo, transferindo as aliquotas indicadas na Tabela 11 para baldes volumétricos de 100 mL. Preparar os
padrbes em triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solugbes de cada concentracao para efetuar a
medida).

Tabela 11: Relacdo das aliquotas da solucao mae para a curva de calibragdo — faixa baixa.

Concentragoes estimadas Aliquota da solugdo mde (HL) para
(mg GOH/L) diluicdo em baldo volumétrico de 100 mL

0,0* 0

1,0 100

2,5 250

5,0 500

7,5 750

10,0 1.000

12,5 1.250

15,0 1.500

*Zerar o espectrofotdbmetro com agua deionizada sem adi¢do da solugdo enzimatica.

Fonte: Os autores.

Observacdo: A curva de calibracdo deverd ser refeita todas as vezes que uma nova solucéo

enzimatica for adquirida ou sempre que o aparelho passe por manutengao.
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Transferir uma aliquota de 2,5 mL de cada solucao padrdo para tubos de DQO. Adicionar, em seguida,
1,0 mL da solugao enzimatica 7riglycerides FS Diasys e homogeneizar.

Preparar um padrdo consistindo de agua deionizada (2,5 mL) e solucdo enzimatica (1,0 mL)
correspondendo a concentracdo de 0 mg GOH/L.

Apods a adicdo da solugdo enzimatica, as amostras devem permanecer em banho de agua a 37°C,
durante um tempo de reacdao de 10 min.

Ao fim desse periodo, zerar o espectrofotébmetro apenas com agua deionizada (sem adigdo da enzima)
e proceder a leitura dos padrdes em comprimento de onda de 505 nm.

As médias das absorbancias obtidas para cada padrdo sdo, entdo, relacionadas as suas respectivas

concentragoes, possibilitando o tracado da curva de calibracao (Absorbancia mepia X Concentragao giiceroL).

6.5. PROCEDIMENTO PARA DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE GLICEROL

(a) Filtrar um volume adequado de amostra em membrana de 0,45 um para remover sélidos em
suspensao e diluir em agua deionizada, se necessario;

(b) transferir 2,5 mL da amostra filtrada para tubo de DQO;

(¢) adicionar 1,0 mL da enzima Triglycerides FS Diasys;

(d) para correcao de cor e/ou turbidez da amostra, preparar um teste em branco consistindo de
2,5 mL da amostra em questdo e 1,0 mL de agua deionizada (omitir a adicdo da enzima);

(e) tampar os tubos, agitar em vortex e deixar em banho de agua a 37°C durante 10 min;

() apos o periodo de reacdo, homogeneizar as amostras por inversdo suave do tubo;

(g) zerar o espectrofotdmetro com o branco e efetuar a leitura da amostra tratada com adicdo da

enzima em comprimento de onda de 505 nm.
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7. Acipo LATico — METODO DO P-FENILFENOL (ESPECTROFOTOMETRICO)
(TAYLOR, 1996)

7.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Os métodos de determinacdo colorimétrica de acido latico (CsHsOs) baseiam-se em duas reagles
principais: 1) a conversao de acido latico em acetaldeido por acido sulfirico concentrado em meio quente, a
qual foi reportada primeiramente por Denigés em 1909; e 2) a reacdo entre o acetaldeido formado e o p-
fenilfenol (pPP), resultando em uma cor azul-violeta, a qual ja havia sido observada por Eegriwe em 1933.

Quem primeiro recorreu a essas duas reacdes para determinacao quantitativa de acido latico foram
Miller e Muntz (1938). No entanto, no método proposto por Miller e Muntz (1938) o p-fenilfenol (ou 4-
fenilfenol) é adicionado no estado sdlido, o que torna o método demasiadamente trabalhoso. Barker &
Summerson (1941), por sua vez, propuseram a utilizacdo de uma solugao aquosa de NaOH e pPP, incluindo a
adicdo de sulfato de cobre aos reagentes, a fim de aumentar a intensidade da coloracdo obtida. Mas, devido a
facil precipitacdo do pPP, percebeu-se a necessidade de uma etapa de aquecimento adicional das amostras
antes da leitura. Contornando esse inconveniente, HadZija (1974) prop0s o preparo de uma solugdo mais
estavel de pPP com etanol, o qual propicia uma melhor dissolucdo do reagente. Assim, a metodologia
apresentada neste roteiro € a proposta por Taylor (1996), a qual se trata de uma modificacdo da metodologia
anteriormente reportada por HadZija (1974).

Para a realizagdo da andlise colorimétrica do acido latico em amostras complexas conforme o
procedimento aqui apresentado, possiveis interferéncias relativas a presenca de proteinas e carboidratos

devem ser levadas em conta. Quando for necessario efetuar a remogao de altas concentracoes de proteinas,

pode-se empregar uma das estratégias ja descritos no presente manual, na secdo dedicada a analise de
proteinas totais (itens 4.1.3 e 4.2.9). Ambos os procedimentos consistem na precipitacdo das proteinas por
acido tricloroacético e separagdo do material precipitado por centrifugacdo. J& para a remocdo de outros

contaminantes, especialmente carboidratos em excesso, o procedimento reportado por Barker e Summerson

(1941) pode ser adotado, conforme detalhado no item 7.5.

7.2. MATERIAL

e Aparato de filtragdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

e Agitador Vortex

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Banho termostatico (30°C)

e Baldo volumétrico de 500 mL

e Capela com exaustao

e Centrifuga de bancada

e CronbGmetro digital

e Digestores de DQO (ajustados para 100°C)
e Espectrofotémetro

e Tubos de DQO (padrdao HACH®)

e Tubos de centrifugacao tipo fa/con de 15 mL
e Dispensador automatico ou pipeta de vidro graduada de 5,0 mL
e Micropipetas de 1.000 e 100 pL
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e Pipeta de Pasteur

e Proveta de vidro graduada de 100 mL

e Espatula dosadora

o Acido Latico — C3HsOs P.A.

e Acido Sulfdrico concentrado — H,S04 P.A.

e Sulfato de Cobre pentahidratado — CuS04.5H,0 P.A.

e Etanol 96% — C;HsOH P.A.

e p-Fenilfenol (4-Fenilfenol) — C12H100 P.A. (pPP)

e Hidroxido de Calcio (cal hidratada) em p6 — Ca(OH), P.A.

7.3. PREPARO DAS SOLUCOES REAGENTES

(a) Solucado 1,5% de p-Fenilfenol: Dissolver 1,5 g de pPP em 100 mL de etanol 96%;

(b) Solucdo 4% de Sulfato de Cobre: Dissolver 4,0 g de CuSO.+.5H,0 em 100 mL de agua
deionizada. Agitar até a completa dissolugdo do reagente;

(c) Solucdo 20% de Sulfato de Cobre (para a remocao de interferentes, caso necessario):
Dissolver 20,0 g de CuS04.5H,0 em 100 mL de agua deionizada e manter em agitacdo magnética

vigorosa até a dissolucao completa do reagente.

7.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (2,5 — 30 MG/L)
Preparar, inicialmente, uma solugdo mae com concentracdo de 2,0 g/L de acido latico (pesar 1,0 g de
acido latico P.A. em balanca analitica e dissolver em baldo volumétrico de 500 mL com agua deionizada).

ATENGAO: Caso seja utilizado o reagente liquido, considerar a porcentagem de pureza do 4cido ltico

P.A. (85 —90%), corrigindo a massa final a ser pesada.
Em seguida, transferir para baldes volumétricos de 10 mL as aliquotas da solugdo mae indicadas na
Tabela 12 para a preparacao dos padrGes da curva de calibracdo. Aferir o volume com agua deionizada, com

auxilio de uma pipeta de Pasteur. Preparar sempre triplicatas para cada concentracdo padrdo (lembrar que isso

significa preparar trés solucdes de cada concentracdo).

Tabela 12: Relacdo das concentracOes padrdes e aliquotas da solucdo mae para a da curva de calibragdo.

Concentl"agc")es estimadas Aliquota da solucao mae (pL) para
(mg Acido Latico/L) diluicdo em baldo volumétrico de 10 mL
0 (branco) 0
2,5 50
5,0 100
10,0 200
15,0 300
20,0 400
25,0 500
30,0 600

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.
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7.5. PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS COMPLEXAS (BARKER; SUMMERSON, 1941)

Quando as amostras apresentarem expressivo teor de proteinas, o mesmo devera ser removido
previamente, por meio da precipitagdo dessas substdncias conforme os procedimentos convencionais,
baseados na adicdo de acido tricloroacético sequida de centrifugacdo (itens 4.1.3 ou 4.2.9). O sobrenadante
obtido é entao submetido ao pré-tratamento descrito a seguir, com solucdo de sulfato de cobre e cal
hidratada, para a remocao de carboidratos e outros interferentes.

Vale ressaltar que, para alguns tipos de amostras, apenas a aplicacao do presente tratamento com
cobre e cal pode ser suficiente para a remogao satisfatoria das proteinas, dispensando a necessidade de um
procedimento prévio, o que devera ser verificado criteriosamente pelo analista.

Quando necessario, realizar a purificacdo das amostras seguindo os passos elencados a seguir:

(a) Transferir 9 mL de amostra filtrada (ou um volume conhecido de amostra diluido para 9 mL com
agua deionizada) para tubo 7falcon de 15 mL;

(b) adicionar 1 mL da solugao de sulfato de cobre 20%;

(c) com auxilio de uma espatula ou colher dosadora, adicionar cerca de 1,0 g de cal hidratada em
po, tampar e agitar vigorosamente;

(d) manter a mistura em repouso a temperatura ambiente por 30 min, no minimo, agitando algumas
vezes ao longo desse intervalo de tempo;

(e) na sequéncia, centrifugar por 10 min a 5.000 rpm;

(f) com auxilio de micropipeta, mergulhar a ponteira na solugao (abaixo da superficie do liquido) e
coletar 0,5 mL do sobrenadante, tomando cuidado para ndo pipetar particulas em suspensdo.
Limpar a superficie da ponteira antes de transferir a amostra para o tubo de ensaio no qual sera
efetuada a analise colorimétrica;

(g) para determinacdo de acido latico em amostras submetidas ao presente pré-tratamento, tratar os

padroes empregando 0 mesmo procedimento aqui indicado antes de efetuar a andlise e tracar

uma curva de calibracdo especifica para essas amostras.

Observacdo: Amostras excessivamente dcidas ou alcalinas devem ser convenientemente
neutralizadas antes da aplicacdo do tratamento com cobre e cal. Caso ndo seja observada a
formagdo de uma coloragdo azul brilhante (relativa ao hidroxido cuprico) quando a mistura for

agitada, adicionar mais uma porcdo de cal hidratada.

7.6. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE ACIDO LATICO

(a) Filtrar previamente um volume adequado de amostra em membrana de 0,45 ym para remover os
sélidos em suspensdo e submeter aos pré-tratamentos indicados no item anterior (7.5), caso
necessario;

(b) adicionar 0,5 mL de amostra a tubo de DQO;

(c¢) com auxilio de pipeta de vidro ou dispensador automatico, adicionar 3 mL de acido sulftrico
concentrado (utilizar luvas nitrilicas e dculos de seguranca para manusear o acido);

(d) tampar adequadamente o tubo e agitar cuidadosamente por inversdes sucessivas;

(e) levar por 10 min ao digestor de DQO ajustado para a temperatura de 100°C;

(f) resfriar em banho-maria a 30°C;
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(g) adicionar 50 L da solugdo de CuS04.5H,0 seguidos de 100 L da solugdo de pPP;

(h) tampar e agitar cuidadosamente em vortex;
() aguardar, no minimo, 30 min antes de efetuar a leitura da absorbancia a 570 nm;
(7) o branco é preparado com 0,5 mL de agua deionizada no lugar da amostra. A absorbancia do

branco devera ser da ordem de 0,2 a 0,5 quando comparada com agua deionizada.

Observacgoes:
1) A experiéncia prética do LPB recomenda o preparo de dois brancos, uma vez que pode ocorrer a
precipitacdo eventual do pPP em um deles, interferindo no resultado da leitura. Nesse caso, zerar o

espectrofotémetro com o branco de menor absorbancia.

2) HadZija (1974) reportou que a partir de 5 min todo dcido lético ja havia sido convertido a
acetaldeido. O aquecimento da amostra com dcido sulfurico por um periodo superior a 10 min ndo

apresentou efeito na quantidade de acetaldeido produzido. Todavia, deve-se evitar prolongar o

aquecimento por mais de 30 min, uma vez que, decorrido esse tempo, caso a amostra contenha

dcido murémico, 0 mesmo também sera quantificado.

3) A cor formada € estavel por varias horas. Taylor (1996) deixou as amostras de um dia para o

outro e ndo observou modificacdo na leitura das absorbancias.

4) Uma vez que o pPP € bastante insoluvel em dgua, lavar as ponteiras e os recipientes utilizados

com etanol e depois com dgua em abundancia, repassando com agua deionizada.
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IV. CoMPOSTOS RECALCITRANTES?

Fendis Totais - Método da 4-Aminoantipirina (Espectrofotométrico)

Taninos e Ligninas (Polifendis Totais) — Método de Folin-Ciocalteau

Lignina - Método Gravimétrico (Lignina Klason)

B e
= © v I

Surfactantes Anidnicos — Método MBAS (Espectrofotométrico)

2 As imagens desta pagina foram retiradas do site https://unsplash.com/, conforme a licenca de uso
disponivel.
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8. FENOIS TOTAIS — METODO DA 4-AMINOANTIPIRINA (ESPECTROFOTOMETRICO)
(BUCHANAN; NICELL, 1997)

8.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Fendis, compostos definidos como hidréxidos derivados do benzeno, podem estar presentes em
esgotos domésticos e efluentes industriais, inclusive em aguas superficiais usadas para fins de potabilidade.
Reagem com o cloro, formando clorofendis, de odor e gosto desagradaveis. Altos teores de fendis em corpos
d’adgua podem indicar contaminagdo por efluentes ou descargas de processos industriais (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 2005).

O método analitico colorimétrico aqui apresentado se baseia na reagao dos compostos fendlicos com a
4-aminoantipirina, em condicOes alcalinas e na presenga de ferricianeto de potassio [KisFe(CN)¢], levando a
formacdo de um complexo avermelhado (antipirina), capaz de ser lido em espectrofotbmetro com
comprimento de onda préximo dos 500 nm (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Tal procedimento analitico é capaz de ser aplicado a determinagdo de fendis, bem como de suas
formas orto- e meta-substituidos. Apenas sob condicdes adequadas de pH algumas formas para-substituidas
reagirdo com a 4-aminoantipirina. Fenois para-substituidos em que o substituinte seja um grupo alquil, aril,
nitro, benzonil, nitroso ou aldeido ndo sao identificaveis (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Diante da grande diversidade de compostos fendlicos que podem estar presentes em uma mesma
amostra (cresois, xilendis e catecdis, por exemplo), e sendo o fenol (hidroxibenzeno — CsHsOH) o mais simples
de seu grupo, esse foi escolhido como o padrao a ser utilizado na calibragdo do método colorimétrico. Dessa
forma, toda cor produzida pela reagao de outros compostos fendlicos sera reportada como fenol total.

Agentes oxidantes (principalmente o cloro) devem ser removidos imediatamente da amostra apds sua
coleta pela adicao de sulfato ferroso (FeSO4) ou sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)..6H,0] em excesso.
Caso contrario, os compostos fendlicos poderdo sofrer oxidacdo parcial.

Oleos e graxas devem ser removidos com ajuste de pH em 12 — 12,5 com lentilhas de NaOH, seguido
de extragdo em 50 mL de cloroférmio. A fase organica pode ser descartada e o excesso de cloroférmio deve
ser removido por aquecimento em banho de agua antes da analise.

No caso da presenca de compostos reduzidos de enxofre, principalmente o sulfeto, exige-se a
acidificacdo da amostra com acido fosforico (HsPO4) até pH < 4, aeracdo rapida por agitacdo e precipitacdo do
sulfeto remanescente com dosagem de sulfato de cobre (CuSO4) em excesso, previamente a destilacao.

A etapa preliminar de destilagdo é usualmente recomendada para a separacdo dos compostos
fendlicos de outros interferentes presentes na matriz da amostra (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
1978; AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). No entanto, além de demorado, tal procedimento
demanda maior nimero de equipamentos e torna a analise de dificil execugao.

Para contornar esses procedimentos laboriosos no tratamento de amostras contendo sulfeto, Gordon
(1960) prop6s um método mais simples, baseado na precipitacdo do H,S em solucao por meio da dosagem de
nitrato de prata (AgNOs), o qual precipita na forma de sulfeto de prata (Ag,S). Os ions de prata (Ag*) em
excesso sdo removidos, por sua vez, com a adicdo de cloreto de sddio (NaCl), levando a precipitacao do
cloreto de prata (AgCl). Essa remocdo de ions metdlicos em excesso se faz necessdria para evitar a
precipitacdo do ferricianeto.

Uma vez resolvidos os problemas decorridos da presenca de compostos reduzidos de enxofre, e desde

que outros interferentes significativos estejam ausentes (cor, turbidez, agentes oxidantes, 6leos, etc.), a etapa
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de pré-tratamento por destilacao pode ser omitida, minimizando-se as perdas de fendis por volatilizacdo ao
longo do processo.

Observacao: O método aqui apresentado é valido para concentracoes de fenol acima de 0,5 mgy/L.
Para amostras contendo baixas concentragbes, uma etapa de extragdo com cloroformio e pré-
concentragcdo do corante antipirina devera ser empregada, tanto no preparo dos padroes da curva
analitica quanto no tratamento das amostras. Essa metodologia estd disponivel no Standard
Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) bem como descrito no procedimento
apresentado pela USEPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1978).

8.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 ym de poro

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Balanca semi-analitica (precisdo + 0,01 g)

e Capela com exaustao

e Centrifuga de bancada

e CronGmetro digital

e Espectrofotometro

e Tubos de DQO (padrao HACH®)

e Béquer de vidro de 100 mL

e Tubos de centrifugacao tipo fa/con de 50 mL

e Baldes volumétricos de 50, 100, 1.000 e 2.000 uL

e Micropipetas de 200, 1.000 e 5.000 pL

e Proveta graduada

e Funil de vidro

e Fenol (Hidroxibenzeno) — CsHsOH P.A.

e Ferricianeto de Potassio — KsFe(CN)s P.A.

e 4-Aminoantipirina (4-Amino-2,3-dimethy!-1-phenyl-3-pyrazolin-5-one) P.A.
e Bicarbonato de sddio — NaHCOs P.A.

e Nitrato de Prata — AgNO; P.A. (pré-tratamento para a remocao de sulfetos — item 8.10)

e Cloreto de Sédio — NaCl P.A. (pré-tratamento para a remocdo de sulfetos — item 8.10)

8.3. PREPARO DA SOLUGAO DE 4-AMINOANTIPIRINA (20,8 MM EM NAHCOs 0,25 M)

(a) Em balanca semi-analitica, pesar 42 g de bicarbonato de sédio (NaHCO3);

(b) transferir, com agua deionizada, a massa de bicarbonato de sddio, por lavagens sequenciais,
para balao volumétrico de 2.000 mL, completando o volume;

(¢) manter em agitagdo magnética para homogeneizar a solugdo;

(d) pesar, em balanca analitica, 4,2274 g do reagente 4-Aminoantipirina;

(e) usando 1.000 mL da solugdo de bicarbonato de sdédio 0,25 M, transferir quantitativamente a

4-Aminoantipirina para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o volume;
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() homogeneizar a solugdo e guardar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado:
Nao armazenar por periodo de tempo indeterminado, mas preparar volumes menores para uso
imediato;

(g) reservar o restante da solugao de bicarbonato para o preparo da solucdo de ferricianeto.

8.4. PREPARO DA SOLUGAO DE FERRICIANETO DE POTASSIO (83,4 MM EM NAHCO: 0,25 M)

ATENCAO: O Ferricianeto de Potdssio, embora relativamente inofensivo, pode emitir gas cianeto
(extremamente toxico) se aquecido ou em contato com acidos e vapores acidos. Manter longe de
fontes de calor. Cuidado!

(a) Em balanca analitica, pesar 27,4586 g de ferricianeto de potassio [KsFe(CN)s];

(b) usando os 1.000 mL restantes da solucao de bicarbonato de sédio 0,25 M anteriormente
preparada, transferir quantitativamente, para baldo volumétrico de 1.000 mL, a massa de
ferricianeto de potassio pesado;

(c) homogeneizar a solugao e guardar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado;

8.5.  PREPARO DA SOLUGAO DE NITRATO DE PRATA (1 M)

ATENCAO: O Nitrato de Prata deve ser manuseado sempre com luvas e jaleco. Pode provocar
queimaduras na pele. Em baixas concentragoes provoca manchas escuras persistentes por alguns

dias. Por ser inflamavel e explosivo, manter longe de fontes de calor, e de outros reagentes, tais

como etanol, hidroxido de sddio, agua oxigenada, acidos, etc. Cuidado!

(a) Em balanga analitica, pesar 16,9783 g de nitrato de prata (AgNOs);
(b) com agua deionizada, transferir a massa de nitrato de prata para baldo volumétrico de 100 mL e
completar o volume;

(¢c) homogeneizar a solucao, transferir para frasco com tampa e guardar devidamente identificada.

8.6. PREPARO DE AGUA DE DILUI(;AO DESOXIGENADA
Para o preparo das solucdes padrdes (quando indicado), coletar previamente um volume razoavel de
agua deionizada, ferver por cerca de 5 min e manter sob fluxo de nitrogénio ou argdnio durante o resfriamento

(cerca de 15 min).

8.7. PREPARO DA SOLUGAO ESTOQUE DE FENOL (10 G/L)
Para o preparo da solugdo estoque de fenol (10 g/L) utilizar como reagente padrdao o Hidroxibenzeno
(Fenol ou Acido Fénico) P.A. (CeHsOH — PM = 94,11 g/mol).

ATENCAO: Trabalhar em capela sob exaustdo. Usar luvas nitrilicas, dculos de seguranca e mascara

contra compostos orgénicos voldteis! O fenol é extremamente TOXICO!
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Tarar a balanga analitica com um frasco de vidro tampado, o qual sera utilizado na pesagem da
massa de fenol (colocar um aviso de reservado na balanca para que outro usuario nao altere a
tara);

na capela, com a exaustdo ligada, ir adicionando fenol ao frasco; transferir um pouco por vez,
tampar o frasco e leva-lo para ser pesado na balanga anteriormente tarada;

repetir o procedimento até a obtencdo de 10 gramas de fenol (o ideal é pesar exatamente esse
valor para usar diretamente a Tabela 13; caso ndo seja possivel, anotar a massa exata e calcular
a concentracao real da solugdo, corrigindo os valores da tabela);

ainda na capela e sob exaustdo, transferir, com a agua deionizada e desoxigenada, a massa de
fenol pesada para baldo volumétrico de 1.000 mL, por meio de lavagens sequenciais (usar funil
de vidro);

completar o volume do baldo com a agua desoxigenada e homogeneizar a solucdo;

guardar a solucdo estoque em recipiente ambar bem fechado e devidamente identificado. O

frasco deve ser mantido refrigerado e ao abrigo da luz.

Observacdo: Caso seja necessaria uma maior precisdo do méetodo, padronizar a solugcdo estoque

de fenol com solugcdo de bromato-brometo, conforme descrito no Standard Methods (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

8.8.

LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO (0,5—-12,5 MG/L)

Preparar uma solucdo intermediaria (100 mg/L) diluindo 10 mL da solucdo estoque em baldo

volumétrico de 1.000 mL com agua deionizada e desoxigenada.

Para a construgdo da curva de calibracdo, transferir as aliquotas indicadas na Tabela 13 da solucgdo

intermediaria para baldes volumétricos de 50 mL, completando o volume com agua desoxigenada. Preparar

triplicatas para cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés solugdes de cada concentracdo).

Usar os padroes dentro de 2 h.

Tabela 13: Relacdo das concentragdes padrGes e aliquotas da solugdo intermediaria para a curva de calibracao.

Aliquota da solucao intermediaria
(pL) para diluicao em baldo
volumétrico de 50 mL

Concentragoes estimadas
(mg Fenol/L)

0 (branco) 0
0,5 250
2,5 1.250
5,0 2.500
7,5 3.750
10,0 5.000
12,5 6.250

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.
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DETERMINAGAO DE FENOIS TOTAIS
Pipetar 2,0 mL da amostra filtrada em 0,45 pm (e ja pré-tratada conforme o item 8.10, quando
necessario) ou dos padrbes da curva de calibracdo e transferir para tubo de DQO;

adicionar 2,0 mL de agua deionizada (ndo considerar esse volume no fator de diluicdo);

adicionar 200 pL da solucdo de Ferricianeto de Potassio;

adicionar 200 L da solucdo da 4-aminoantipirina;

tampar o tubo, mistura-lo por inversao e acionar o croné6metro;

apds 7 min, zerar o espectrofotdmetro com o branco (agua deionizada no lugar da amostra) e

efetuar a leitura das amostras (ou padrdes) em comprimento de onda de 500 nm.

Observacao: Uma vez que a concentracdo de fenol obtida é baseada no padrdo hidroxibenzeno

(CsHs0H), o presente método fornece uma aproximacdo, representando uma concentracdo minima

de fenol presente na amostra. Isto se deve ao fato da reatividade do fenol com a 4-aminoantipirina

variar dependendo dos compostos fendlicos em questao.

8.10. PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS CONTENDO SULFETOS (ADAPTADO DE GORDON (1960))

(@)
(b)
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Transferir 20 mL de amostra com pH préximo de 7,0 para balao volumétrico de 25 mL;

dosar 0,5 mL da solugao de nitrato de prata 1 M e observar se ocorre a formacdo de uma
suspensao branca (cloreto de prata coloidal);

havendo sulfeto na amostra, antes da suspensdo branca, uma coloragdo marrom devera
aparecer, com a deposicdo de um precipitado escuro, relativo ao sulfeto de prata precipitado
(Ag2S);

continuar dosando, gota a gota, a solucdo de nitrato de prata, até que comece a aparecer uma
suspensdo branca ou comece a se formar um precipitado branco/acinzentado, indicando a
formacao do cloreto de prata (AgCl);

adicionar, em seguida, cerca de 0,5 g de NaCl (V2 espatula dosadora) para precipitar os ions Ag*
em excesso;

diluir a amostra para 25 mL (completando o volume do baldo com agua deionizada) e
homogeneizar;

transferir a amostra para tubo 7a/con e centrifugar a 3.500 — 5.000 por, no minimo, 5 min;

filtrar o sobrenadante em membrana de 0,45 um para ser analisado;

levar em consideracdo o fator de diluicdo empregado (1,25 x) para corrigir o resultado final da
determinagdo de fenol total (além das diluicdes adicionais, caso tenham sido necessarias);

descartar adequadamente o precipitado.

Observacao: Volumes menores ou malores de amostra podem ser submetidos ao pré-tratamento,

desde que seja observada a mesma propor¢do na dosagem dos outros reagentes.
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9. TANINOS E LIGNINAS (POLIFENOIS TOTAIS) — METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

(FOLIN; CIOCALTEU, 1927; SINGLETON; ROSSI, 1965)

9.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Taninos e ligninas estao entre os constituintes das plantas mais comumente encontrados em despejos
de aguas residuarias da indlstria do papel, bem como em corpos d'dgua nos quais se originam pela
degradagao de matéria vegetal. Pertencem ao grupo dos polifendis, substdncias caracterizadas por possuirem
um ou mais grupos fendlicos por molécula. Podem apresentar mais de uma hidroxila ligada ao anel aromatico,
ou ainda mais de um anel aromatico (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

O método aqui apresentado permite a determinacdo da concentracdo de polifendis totais através da
utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteau (Acido Tungstofosforico e Molibdofosférico), o qual reage com
compostos contendo grupos hidroxilo-aromaticos, levando a reducdo do molibdénio e do tungsténio em meio
alcalino com a formacdo de uma coloragdo azul que apresenta absorbancia em comprimento de onda préximo
dos 700 nm (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Devido a natureza quimica dos compostos fendlicos, estes podem ser simples ou altamente
polimerizados, tais como taninos, ligninas, antocianinas e acidos fendlicos, com possiveis interacdes fenol-
carboidratos-proteinas. A interacao dos polifendis com outros compostos pode resultar ainda na formacao de
complexos insollveis, 0 que exige uma etapa de extracao dos polifendis em um solvente organico polar
previamente a realizacdo da analise colorimétrica.

A utilizacdo de metanol acidificado com HCl permite a extracdo de taninos, ligninas e polifendis totais
simultaneamente, sendo uma alternativa mais eficiente quando comparada ao uso exclusivo de metanol ou
acetona, principalmente para altas concentracdes de polifendis totais (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Apesar de ser um dos métodos mais amplamente empregados para a quantificagdo de compostos
fendlicos, o método de Folin-Ciocalteu ndo é especifico para fendis. Outros agentes redutores também poderao
promover a reducdo do reagente de Folin, levando a geragdo de um falso resultado positivo. Entre as
principais substancias organicas potencialmente causadoras de interferéncias estdo: Proteinas, substancias
humicas, bases de acidos nucleicos, frutose, aminas e acido ascorbico. Ja entre as substancias inorganicas que
interferem na analise por seu carater redutor tém-se: Ferro (II), manganés (II), nitrito, cianeto, sulfito, sulfeto,
hidrazina e cloridrato de hidroxilamina, entre outras.

Os resultados obtidos através da presente analise devem ser reportados em termos de substancias
redutoras do reagente de Folin em mg equivalentes de Acido Galico/L, uma vez que este reagente é utilizado

como padrdo para a construgdo da curva de calibragao.

9.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 1,2 um de poro

e Agitador Vortex

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Banho termostatico (45°C)

e Chapa aquecedora

e Cronémetro digital

e  Espectrofotémetro

e Tubos de DQO (padrdao HACH®)
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e Baldes volumétricos de 100 e 1.000 mL
e Béquer de vidro de 1.000 mL

e Pipeta de vidro graduada de 10,0 mL

e Micropipetas de 1.000 e 5.000 pL

e Erlenmeyer de 1.000 mL

e Reagente comercial de Folin-Ciocalteu
e Carbonato de sédio — Na,COs P.A.

e Metanol — CH;0H P.A.

o Acido Galico — C/HeOs P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCl P.A.

9.3. PREPARO DA SOLUGAO DE METANOL ACIDIFICADO (HCL 1% v/V)

ATENCAO: Os vapores emanados pelo metanol séo inflamaveis e toxicos. A chama resultante da
qgueima do metanol € invisivel. Manter o reagente longe de fontes de calor! Trabalhar em capela,
com exaustao ligada, evitando inalacdo e contato com a pele e os olhos! Utilizar jalecos, luvas

nitrilicas e oculos de seguranca! Cuidado!

Na capela, sob exaustdo, e com auxilio de pipeta de vidro, transferir cuidadosamente 10 mL de
acido cloridrico concentrado para frasco de vidro contendo 1.000 mL de metanol (utilizar luvas nitrilicas e

oculos de seguranca para manusear o acido).

9.4. PREPARO DA SOLUCAO DE CARBONATO DE SODIO 7,5% (M/V)

(a) Dissolver 75 g de carbonato de sddio (Na,COs) em cerca de 750 mL de agua deionizada;

(b) transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua deionizada;

(c) apods a completa dissolucdo do reagente, transferir para erlenmeyer de 1.000 mL e aquecer em
chapa até 70-80°C, deixando descansar, em seguida, por 12 h;

(d) apds o periodo de descanso, filtrar a solugdo em membrana de 1,2 pm e completar novamente
em baldo volumétrico de 1.000 mL com agua deionizada;

(e) homogeneizar e transferir para frasco de plastico devidamente identificado.

9.5. PREPARO DE AGUA DE DILUICAO DESOXIGENADA
Para o preparo das solugdes (quando indicado), coletar previamente um volume razoavel de agua
deionizada (cerca de 3,5 litros), ferver por cerca de 5 min e manter sob fluxo de Nitrogénio ou Argonio durante

o resfriamento por aproximadamente 15 min.

9.6. PREPARO DA SOLUGAO DE FOLIN-CIOCALTEU 10% (Vv/V)
(a) Diluir 10 vezes o reagente comercial de Folin-Ciocalteu transferindo 10 mL para baldo volumétrico

de 100 mL e completando o volume com agua deionizada e desoxigenada;

(b) homogeneizar e transferir para um frasco de vidro ambar devidamente identificado;

(¢) armazenar em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por até 1 més.
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Observacado: Ao invés da utilizacdo do reagente comercial de Folin-Ciocalteu (recomendada pela
praticidade e maior confiabilidade do reagente) o mesmo podera ser preparado pelo analista, caso
necessario, conforme o procedimento apresentado pelo Standard Methods (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 2005) na secdo referente a determinacdo de Taninos e Ligninas.

9.7. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (5 — 50 MG EQ. Acipo GALico/ L)

Preparar uma solugdo mae contendo 1.000 mg/L de acido galico dissolvendo 1.000 mg de acido galico

(CHeOs) P.A. em 750 mL de agua deionizada e desoxigenada.

Transferir, em seguida, para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume também com agua
deionizada e desoxigenada.

Para a construcdo da curva de calibracdo, transferir as aliquotas indicadas na Tabela 14 da solucdo
mae para baldes volumétricos de 100 mL, completando o volume com dgua desoxigenada. Preparar triplicatas

para cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés soluges de cada concentracdo).

Tabela 14: Relacdo das concentragdes e aliquotas da solucdo mde para a construcdo da curva de calibragdo.

Concentracbes estimadas Aliquota da solugao intermediaria
(mg Acido Galico/L) (uL) para diluicao em balao
volumétrico de 100 mL
0 (Branco) 0

5,0 500

10,0 1.000
20,0 2.000
30,0 3.000
40,0 4.000
50,0 5.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou adquiridas, e sempre que o aparelho passe por manutengéo.

Fonte: Os autores.

9.8. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

(a) Pipetar 0,5 mL da amostra ou dos padrdes da curva de calibracdo e transferir para tubo de DQO;

(b) adicionar 4,5 mL de metanol acidificado, tampar e homogeneizar em vortex;

(¢) retirar 0,5 mL da mistura e transferir para outro tubo de DQO;

(d) adicionar 2,5 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu 10% seguidos de 2,0 mL da solugao de carbonato
de sddio 7,5%;

(e) tampar o tubo, mistura-lo por inversdo e manté-lo em banho termostatico a 45°C durante
15 min;

(f) esfriar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por cerca de 15 min;

(g) zerar o espectrofotdbmetro com o branco (dgua deionizada no lugar da amostra) e efetuar a

leitura da absorbancia das amostras (ou padrées) em comprimento de onda de 765 nm.
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10.LIGNINA — METODO GRAVIMETRICO (LIGNINA KLASON)
(SLUITER et al., 2012)

10.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Ligninas sdo complexos poliméricos aromaticos (polifendis) presentes na parede celular de plantas
superiores, sendo encontrada em combinacdo com carboidratos estruturais (celulose, hemicelulose e pectina),
proporcionando rigidez as fibras vegetais (COSTA et al., 2013). A lignina também atua como uma barreira
fisica, oferecendo impermeabilidade e protecdo ao tecido vegetal contra ataques enzimaticos, o que afeta
diretamente a biodegradabilidade de materiais lignocelulésicos (COSTA et al., 2013).

De natureza amorfa, composigao quimica e tamanho molecular indefinidos, os métodos usualmente
empregados para estimar o teor de lignina em materiais sélidos de origem vegetal consistem, principalmente,
de técnicas gravimétricas (Lignina Klason, Lignina Detergente Acido e Lignina Permanganato de Potéssio) e do
método espectrofotométrico do brometo de acetila. Os métodos citados geralmente apresentam resultados
conflitantes entre si, de forma que cada metodologia pode ser mais indicada para um tipo especifico de
material vegetal (VELASQUEZ, 2013; BACHA, 2006).

O método da Lignina Detergente Acido (LDA), proposto por Van Soest (1963), consiste na utilizagao
de uma solucdo de detergente acido para obter uma amostra do material lignoceluldsico livre de proteinas, um
dos principais contaminantes do método Klason. Na sequénca, a amostra isenta de proteinas é submetida a
hidrdlise acida em solugdo de acido sulflrico a 72%, para remocdo dos constituintes da parede celular, com
excecdo da lignina, a qual é determinada gravimeticamente. Uma das desvantagens desse método se deve a
solubilizacdo de lignina na solugao de detergente acido, com subestimacdo do teor real de lignina do material,
0 que é mais expressivamente notado no tratamento de gramineas (VELASQUEZ, 2013; BACHA, 2006).

O método da Lignina Klason (THEANDER; WESTERLUND, 1986), por sua vez, foi desenvolvido
primeiramente para a estimativa do teor de lignina em madeira. O método consiste na hidrdlise acida do
material de interesse em solucdo de acido sulfirico a 72% para solubilizacdo dos componentes da parede
celular, restando ao fim um material insolivel, o qual é seco e calcinado para determinagao da lignina (Lignina
insolUvel em acido). A aplicacdo dessa metodologia em amostras de leguminosas e plantas forrageiras, por sua
vez, é desencorajada pelo fato do alto teor de proteinas interferirem no resultado final da analise, com
superestimacao do teor de lignina (VELASQUEZ, 2013; BACHA, 2006). Para a analise de materiais contendo
proteinas, portanto, recomenda-se a determinacdo do conteldo proteico da amostra para corregao do
resultado final da analise.

No método da Lignina Permanganato de Potassio (VAN SOEST; WINE, 1968) a oxidacdo da lignina é
efetuada por meio da aplicagdo de uma solugao concentrada de permanganato de potassio. Geralmente, os
resultados desse método sdo significativamente mais elevados que os obtidos pelo método LDA, por exemplo,
uma vez que o permanganato pode atacar também outros componentes da parede celular, sendo esta técnica
mais utilizada no ambito da indUstria do papel e celulose (BACHA, 2006).

Por fim, o método espectrofotométrico da Lignina Brometo Acetila (MORRISON, 1972a; 1972b)
consiste da solubilizagdo da lignina em uma solugao 25% de brometo de acetila e 75% de acido acético glacial,
seguido da leitura da densidade Optica da amostra em 280 nm. A auséncia de um padrao analitico de
referéncia para a lignina, por sua vez, é reportado como um dos pontos fracos do método em questdo, ainda
que algumas estratégias para contornar esse inconveniente ja tenham sido apresentadas com sucesso
(FUKUSHIMA; HATFIELD, 2001; 2004).
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Neste manual optou-se por descrever o método da Lignina Klason conforme a metodologia descrita
por Sluiter (2012), o qual é usualmente utilizado no LPB para a estimativa da lignina presente no bagaco da
cana-de-aclicar e outros substratos de origem vegetal. Nesse método, além da lignina Klason (insolivel em
acido), uma etapa de leitura espectrofotométrica do hidrolisado acido remanescente pode ser acrescentada
para estimativa da fracdo de lignina solivel. Ademais, amostras desse hidrolisado também podem ser
utilizadas para determinacdo cromatografica dos carboidratos estruturais, removidos e hidrolisados pela

solucao de acido sulfirico a 72%.

10.2. INTERFERENTES

Amostras com um teor de umidade acima de 10% podem ndo ser adequadas para o presente
procedimento, j& que o excesso de umidade pode interferir na concentracao final de acido aplicada. As
amostras devem ser secas (a temperatura ambiente ou em estufa a menos de 40°C) antes de serem
analisadas. Amostras secas em temperaturas superiores (45°C ou mais) ndo sao adequadas para analise de
lignina pelo presente método.

Amostras contendo proteinas acarretardo em erros na determinacdo de lignina insolivel, a menos que
o teor de proteinas da amostra seja contabilizado e posteriormente descontado da determinagao gravimétrica
do residuo insolivel em acido. Para isso, uma analise independente de nitrogénio (“Proteina bruta”) se faz
necessaria, por exemplo, conforme o item 4.3. Nesse caso, o teor de proteina estimada na amostra seca deve
ser descontado do teor de lignina insolGvel em acido.

Amostras contendo extrativos ndo sao adequadas. Os extrativos podem ser particionados de maneira

irreprodutivel, resultando em um alto erro na analise de lignina.

10.3. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo (Bomba a vacuo, kitassato, alongas de borracha) adaptado para os
cadinhos filtrantes

e Agitador magnético e barra magnética

e Autoclave

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Banho termostatico 30°C

e Cartuchos de extracdo em fase solida Sep-Pak C18

o Espectrofotdmetro (UV-Vis)

e Estufa a 103-105°C

e Forno tipo mufla a 550°C

e Micropipetas de 1,0 e 5,0 mL

e Pipeta de vidro graduada de 5 mL ou dispensador automatico

e Baldo volumétrico de 1.000 mL

e Bastdes de vidro

e Béquer de vidro de 2.000 mL

e Cadinhos filtrantes de porcelana refrataria com fundo poroso (ou cadinhos de vidro tipo Pyrex® com
placa porosa), apropriados para filtragdo e calcinagao (Cadinhos de Gooch)

e Cubetas de quartzo com passo éptico de 1,0 cm (para leitura na regido do UV)

e Dessecador com silica anidra
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e Filtros de seringa de 0,2 pm

e Luvas para forno

e Membranas de microfibra de vidro com poros de 1,0 a 1,2 ym

e Proveta de vidro graduada de 100 mL

e Tubos tipo falconde 15 mL

e Tubos de pressao de 100 mL com tampas de teflon (ou frascos de antibiético)

e Pincas metdlicas (tenazes) para os cadinhos de porcelana (com comprimento de 20 cm para uso na
estufa e de 50 cm para uso na mufla)

e Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.

e Carbonato de Calcio — CaCOs P.A.

10.4. PREPARO DA SOLUCAO DE ACIDO SULFURICO 72% (M/M)

ATENCAO: A dissolucso de H:S0+em 3gua é extremamente exotérmica; por isso é necessario ter
muito cuidado com o aguecimento do recipiente. Adicionar lentamente o acido a dgua, e nunca o
oposto, sempre trabalhando em capela, com a exaustao ligada. Manusear o frasco de acido

concentrado usando jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga.

Na capela, com a exaustao ligada, preparar um béquer de vidro de 2.000 mL contendo cerca de 300
mL de agua deionizada e colocar em agitagdo magnética moderada. Em seguida, com auxilio de proveta de
vidro graduada, adicionar devagar e cuidadosamente a quantidade requerida de acido sulftrico
concentrado (H,S04). Aguardar a solucdo esfriar e transferir para balao volumétrico de 1.000 mL, completando
em seguida o volume com agua deionizada.

A quantidade de acido sulfurico necessaria para o preparo de 1.000 mL da solugdo a 72% (m/m), com
densidade de 1,634 g/cm?, deverd ser calculada levando-se em conta a pureza (em %) e a densidade (em

g/cm?3) do reagente utilizado, conforme equagao a sequir:

1000x1,634x 72
[Densidade (g/cm3)x Pureza (%)] Equagao 22

Volume de H,SO, requerido(ml) =

Armazenar a solucdo em frasco de vidro fechado e devidamente identificado. Manter em geladeira

(refrigerado entre 10 a 15°C) previamente a utilizagdo.

10.5. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras que serdo submetidas a analise gravimétrica de lignina Klason deverdo ser previamente
picotadas ou trituradas em pequenos pedacos e espalhadas em camadas finas para secagem a temperatura
ambiente (ou a 40°C, no maximo), visando a perda da maior parcela de umidade possivel. O material devera
ser revolvido ao menos uma vez por dia para garantir uma secagem uniforme e inibir o crescimento
microbiano. O ideal é acompanhar o peso do material e considerar o final da secagem quando a variacdo de
massa for menor que 1% apos 24 h de secagem a temperatura ambiente.

Em seguida, as amostras deverdo ser moidas e peneiradas, utilizando-se, respectivamente, um
moinho ou liquidificador de bancada seguido de uma peneira com, no maximo, 2,5 mm de abertura de malha.

Cuidado com o0 aguecimento excessivo do material durante a moagem!
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Se a amostra preparada ndo for analisada imediatamente apds o peneiramento, acondiciona-la em

recipiente hermeticamente fechado ou em saco de polietileno selado, e armazenar em freezer a -20°C.

10.6. DETERMINAGCAO DE LIGNINA KLASON

ATENCAO: Abrir e manusear a mufla apenas quando ela ja tiver atingido temperatura proxima dos
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300°C, usando luvas apropriadas para evitar gueimaduras. Cuidado!

Inicialmente, colocar uma membrana de fibra de vidro (1,0 a 1,2 pm) em cada cadinho filtrante e
calcinar em mufla a 550°C por 3 h. Aguardar a mufla atingir a temperatura de seguranca antes
da abertura (300°C) e transferir os cadinhos, com auxilio de tenaz, para estufa a 103-105°C, na
qual deverao permanecer por tempo suficiente para a estabilizacdo da temperatura (por cerca de
30 min);

resfriar os cadinhos calcinados em dessecador até a temperatura ambiente (por cerca de
30 min), verificando sempre o estado da silica (azul quando anidra, e marrom ou rosada quando
Umida, necessitando ser trocada). Em seguida, determinar a massa do conjunto (cadinho filtrante
+ membrana) em balanga analitica, anotando o peso (PO, em mg) (utilizar pinga ou tenaz,
evitando manipular o cadinho com as maos);

pesar cerca de 300 mg de amostra previamente seca (a temperatura ambiente ou a 40°C, no
maximo) em tubo de pressdo (ou em frasco de antibidtico), anotando a massa exata do material
(P1, em mg);

na sequéncia, usando pipeta de vidro ou dispensador automatico, adicionar 3 mL de acido
sulfurico 72% previamente resfriado (entre 10 e 15°C) em cada tubo e mexer vigorosamente
com bastdo de vidro por alguns minutos até que todo material sélido seja embebido pelo acido;
manter os tubos em banho termostatico a 30°C durante 1 h, mexendo com bastdo de vidro
frequentemente (a cada 10 ou 15 min) sem tirar os tubos do banho (utilizar um bastao de vidro
para cada tubo em separado);

apos esse periodo de incubagao, remover os tubos do banho e diluir a solucao de acido até uma
concentragao final de 4%. Isso é realizado adicionando-se 84 mL de agua deionizada em cada
tubo (adicionar o volume de dgua com precisao!);

tampar os tubos de pressao ou vedar os frascos de antibidtico com papel aluminio;

homogeneizar as amostras e autoclavar a 120°C por 1 h (ver as orientacdes do item 22.1);

retirar os tubos da autoclave e aguardar resfriar até a temperatura ambiente antes de remover as
tampas;

filtrar a vacuo as solugdes obtidas nos cadinhos filtrantes previamente calcinados e pesados
contendo as membranas de fibra de vidro;

coletar o liquido filtrado e reservar para posterior determinacao de lignina sollvel e, caso
necessario, para determinacdo dos carboidratos estruturais (ndo utilizar agua para lavar o
material nesse passo, para nao diluir indevidamente a amostra);

na sequéncia, prosseguir com a filtracdo repassando o tubo de pressao com agua deionizada e
recolhendo no cadinho filtrante (repetir até garantir que todos os sélidos tenham sido retidos na

membrana do cadinho);
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(m) levar os cadinhos filtrantes para estufa a 103-105°C e incubar durante cerca de 24 h;

(n) transcorrido o tempo necessario, transferir os cadinhos para dessecador e aguardar a
estabilizacdo da temperatura (cerca de 20 min);

(o) pesar os cadinhos contendo o material seco em balanga analitica e anotar o valor (P2, em mg);

(p) para determinacao da massa de cinzas insollveis no residuo, colocar os cadinhos filtrantes na
mufla a 550°C por, no minimo, 3 h;

(g) aguardar a temperatura de seguranca antes da abertura da mufla (300°C) e transferir os
cadinhos com auxilio de tenaz para estufa a 103-105°C até a estabilizagdo da temperatura (cerca
de 30 min), resfriando em dessecador até a temperatura ambiente (por cerca de 30 min);

(r) finalmente, determinar a massa do cadinho filtrante com material calcinado em balanca analitica,
anotando o peso (P3, em mg);

(s) calcular o teor de lignina insoltivel em acido (Lignina Klason) conforme a equacao a seguir:

%) = [(P2-PO0O)-(P3-P0O)]

Lignina Klason ( P secoem estufa

x100 Equacdo 23

Na qual:

PO = Peso do cadinho calcinado (mg);

P2 = Peso do cadinho contendo a fracdo insolivel da amostra seca em estufa (mg);

P3 = Peso do cadinho contendo as cinzas insollveis da amostra (mg). Usualmente, a massa de cinzas
insollveis é baixa, da ordem de 10 mg ou menos;

P seco em estufa = Peso da amostra (P1, em mg) corrigido pelo teor de sdlidos (descontando a umidade

residual), conforme a Equacdo 24 (ver observacao a sequir).

Observacgao: Paralelamente a determinagdo de lignina deve ser realizada também a determinagdo
do teor de sdlidos totais da amostra em questdo, de forma a corrigir o resultado final da andlise,
estimando a porcentagem de lignina Klason em referéncia a massa seca do material. Dessa forma,
calcinar previamente uma capsula de porcelana em mufia @ 550°C por 20 min, resfriar em estufa
seguida de dessecador, aferindo o peso da capsula em balanca analitica. Na sequéncia, pesar na
capsula uma massa (em mg) da mesma amostra (nas mesmas condigoes de umidade que a amostra
utilizada na andlise de lignina) e anotar o valor. Secar o material em estufa a 103-105°C por 24 h e
aferir a massa seca dessa amostra (Peso do conjunto — Peso da capsula). Por fim, calcular o teor de
Solidos totais da amostra (teor ST = Peso da amostra apos secagem na estufa/ Peso original da
amostra) e corrigir a massa de amostra utilizada no teste de lignina Klason (P1 medida no item 10.6
(¢)) conforme a equacgéo a seguir:

P secoemestufa(mg) = P1(mg) x teor ST (emformatodecimal) Equagdo 24

No qual:

teor ST = Teor de sodlidos totais em formato decimal. Usualmente, o teor de ST costuma variar de 0,90 a 1,00.
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10.7. DETERMINAGAO DE LIGNINA SOLUVEL EM ACIDO

(a) Transferir 1 mL do liquido filtrado (item 10.6 (k)) para cubeta de quartzo com passo 6tico de
1,0 cm;

(b) efetuar a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 240 nm (adequado para o
extrato originado do bagago da cana-de-aclcar), zerando com agua deionizada;

(c) caso a absorbancia ultrapasse o valor de 1,0, efetuar a diluicdo da amostra com agua deionizada,
diluindo igualmente o branco, e repetir a leitura. Valores de absorbancia entre 0,7 e 1,0 sdo
recomendados;

(d) efetuar a andlise de cada amostra, no minimo, em duplicatas;

(e) calcular o teor de lignina solivel conforme a equacdo a seguir e corrigir o resultado final da
andlise aplicando o fator de diluicdo utilizado.

[ABS 5, x VoI (ml) x f x 100] Equagdo 25

Lignina solivel emécido (%)= — —
[Absortividade x Psecoemestufa(mg) x Passo 6tico(cm)]

Na qual:

ABS,40 nm = Absorbancia obtida no comprimento de onda (240 nm) especificado;

Vol = Volume de amostra filtrada (mL);

f = Fator de diluicdo empregado;

Absortividade = Coeficiente de extincdo da lignina no comprimento de onda empregado (25 L/g.cm a 240 nm);
Peso seco em estufa = Peso da amostra corrigido pelo teor de sélidos (descontando a umidade residual),
conforme a Equagdo 24, anteriormente apresentada (mg);

Passo 6tico = Caminho 6tico da cubeta de quartzo utilizada (recomendavel 1 cm).

Observacoes:
1) A anélise de lignina soluvel no liquido filtrado deverd ser realizada em até 6 h apds o término da etapa

de hidrdlise da amostra na autoclave.

2) O comprimento de onda (240 nm) e o coeficiente de extingdo da lignina (absortividade = 25 L/g cm)
adotados na metodologia acima séo indicados para a determinacdo da lignina solivel em acido extraida
do bagaco da cana-de-agucar. Outros materiais podem requerer comprimentos de onda diferentes, assim

como apresentarem valores de absortividade diversos, conforme reportado por Sluiter et al. (2012).

3) Para estimativa do teor de lignina total na amostra, basta somar as fragoes de lignina Klason e soluvel
obtidas nos célculos anteriores (Equacdo 23 + Fquacéo 25).

10.8. PREPARO DA AMOSTRA PARA DETERMINAGCAO DE CARBOIDRATOS ESTRUTURAIS
(a) Para andlise cromatografica de carboidratos estruturais extraidos da amostra sélida pela solucao
de H,S0s, coletar 5 mL do filtrado em tubo fa/con contendo cerca de 0,3 g de carbonato de calcio
(CaC0s);

(b) adicionar vagarosamente o liquido ao tubo, tampar e agitar em vortex;
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(c) checar o pH da amostra, o qual devera estar entre 5,0 e 6,0. Caso necessario, dosar um pouco

mais de carbonato de calcio. Ndo permitir que o pH da amostra ultrapasse o valor de 9,0, para

evitar a degradacdo dos carboidratos;

(d) em seguida, centrifugar a amostra por 10 min a 3.000 rpm e coletar o sobrenadante;

(e) amostras que apresentem cor nesse passo deverao ser tratadas por cartucho de extracdo em
fase solida (Sep-Pak C18) para amenizar as interferéncias e evitar a saturacdo prematura da

coluna cromatografica. Solicitar orientacao das técnicas responsaveis!

(f) filtrar a amostra resultante em filtro de seringa de 0,2 um, recolhendo o filtrado em vial de HPLC;

(g) caso necessario, armazenar as amostras em freezer a -20°C;

(h) seguir as recomendacdes do procedimento detalhado por Sluiter et al. (2012) e observar as
condicbes usualmente empregadas no LPB para efetuar a andlise cromatografica utilizando as

colunas Biorad Aminex HPX-87P ou Biorad Aminex HPX-87H (ver observacao a sequir).

Observacao: Para realizar a andlise de carboidratos estruturais deve-se preparar previamente uma
solugdo de recuperacdo de agucares (SRS) com concentracoes de acucares similares ao esperado na
amostra em questido. A SRS € utilizada para corrigir as perdas devidas a degradagcdo dos agucares
durante a hidrdlise acida ao qual a amostra foi submetida. O ideal € que a solugcdo SRS seja
preparada contendo todos os analitos de interesse, dentre os quais: glicose (CsHi20s), Xilose
(CsH1005), arabinose (CsH1005), manose (CsH120s), galactose (CsH120s) e celobiose (C12022H11). Para
isso, dissolver os regentes em agua deionizada e transferir 10 mL da SRS para dois tubos de
pressao. Adicionar 348 uL da solugao de H:-SOs 72% aos tubos contendo a SRS e levar para a
autoclave em conjunto com as amostras no passo do item 10.6 (h) em diante. Ao final da analise
cromatogréfica, corrigir o resultado da concentracdo de carboidratos nas amostras hidrolisadas
dividindo-o pelo coeficiente de recuperacdo de carboidratos (em formato decimal) observado na

solugdo SRS hidrolisada, calculado como indicado a seguir:

Concentragdo determinada no HPLC (mg/l)

Recuperacéo de aglcares= —
Concentracdo original na SRS (mg/l)

Equacdo 26

Além de carboidratos estruturais, a andlise de compostos originarios da degradacdo de agucares,
tais como furfural e 5-hidroximetilfurfural, sdo de grande interesse no estudo da hidrdlise de
materiais lignocelulosicos. Dessa forma, verificar junto as técnicas responsaveis a possibilidade de

determinar também esses analitos nas amostras em questao.
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11.SURFACTANTES ANIONICOS — METODO MBAS (ESPECTROFOTOMETRICO)

11.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

As substancias ativas ao azul de metileno (Methylene Blue Active Substances — MBAS) sdao aquelas
capazes de reagir com esse corante cationico, formando um complexo estavel e pouco solivel em agua,
podendo ser facilmente transferido da solugdo aquosa para uma fase organica. O complexo formado consiste
no estabelecimento de um par i6nico entre o anion das MBAS e o cation do azul de metileno. A intensidade da
cor azul na fase organica, por sua vez, pode ser relacionada com a concentracdo das MBAS (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Este método é relativamente simples e preciso. Ele compreende a extracdo do azul de metileno que
reagiu com as MBAS em cloroférmio (CHCl;) seguida da determinagdao da absorbadncia do corante em
espectrofotdmetro com comprimento de onda préximo de 650 nm (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION,
2005).

Dentre diversas substdncias sintéticas e naturais, o azul de metileno reage principalmente com
surfactantes anionicos, de forma que o presente método pode ser empregado para estimar a concentragao
desses elementos em corpos d'agua e em aguas residuarias. Todavia, a presenca de outros tipos de
substancias com reatividade ao azul de metileno deve ser sempre considerada.

Compostos organicos, tais como sulfonatos, carboxilatos, fendis, assim como substancias inorganicas
anidnicas, tais como tiocianatos, cianatos, sulfatos, nitratos e cloretos, podem interferir positivamente. Aminas
e proteinas competem com o azul de metileno, interferindo negativamente. Sulfetos descoloram o azul de
metileno, interferindo negativamente, mas podem ser eliminados previamente a analise, pela adi¢do de agua
oxigenada (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

SabOes, obtidos a partir de acidos carboxilicos de cadeia longa (acidos graxos), ndo respondem ao
método das MBAS por serem fracamente ionizaveis, ndo sendo capazes de formar um par idnico sob as
condicOes do teste. Ja os surfactantes anidnicos sem base saponacea, comumente utilizados na composigao de
detergentes, reagem fortemente com o azul de metileno, podendo ser quase que completamente recuperados
com uma Unica etapa de extracdo com CHCls.

O Alguilbenzeno Linear Sulfonado (LAS) é o surfactante anidnico mais amplamente utilizado, sendo
empregado na padronizacdo do método MBAS. O LAS ndo se trata de um composto Unico, mas compreende
um grupo de 26 isdbmeros e homodlogos de estrutura [R'CsHsSOs]'Na*, na qual R' é um grupo alquil linear
secundario, variando em seu comprimento de 10 a 14 atomos de carbono. O processo da manufatura define a
composicao do LAS, que em seguida pode ser modificada no processo de tratamento de aguas residuarias.

Os surfactantes dos tipos sulfonados e sulfatados respondem simultaneamente a analise MBAS, mas
podem ser diferenciados por outros meios. Os de tipo sulfatado, por exemplo, decompde-se mediante hidrdlise
acida. Assim, o decréscimo na concentracdo de MBAS apds a hidrdlise acida corresponderia ao teor do grupo
sulfatado, enquanto a concentracdo de MBAS remanescente corresponderia ao teor do grupo sulfonado.

Uma vez que o procedimento analitico originalmente reportado pelo Standard Methods (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) (descrita no item 11.3) consiste de uma metodologia excessivamente
trabalhosa, demorada e que resulta na geracdo de altos volumes de residuos tdxicos (isto &, residuos de
cloroférmio), diversas foram as alternativas propostas com o intuito de simplificar a marcha analitica, reduzir
os volumes de amostra e solugdes reagentes requeridas, bem como o tempo gasto na execucao da analise
(HAYASHI, 1975; CHITIKELA; DENTEL; ALLEN,L 1995; KOGA et al., 1999). No presente manual optou-se por
descrever a metodologia adaptada por Jurado et al. (2006), de mais simples execucdo (item 11.2).
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Observacao: Quando houver a necessidade de minimizar interferéncias devidas a presenca em
excesso de compostos ndo surfactantes ou interferentes, ou para concentrar amostras muito
diluidas, uma etapa preliminar de sublacdo serd exigida, consistindo na extracdo dos surfactantes da
fase aquosa por arraste com fluxo gasoso de N: até uma camada de acetato de etila. Apos a
evaporacdo do solvente, os surfactantes séo re-dissolvidos em metanol €, na sequéncia, novamente
em agua. Essa amostra purificada e concentrada pode ser, entdo, submetida a andlise. O
procedimento em detalhes é apresentado no Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2005).

11.2. METopo MBAS SIMPLIFICADO
(JURADO et al., 2006)
11.2.1. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 pym de poro

e Agitador magnético e barra magnética

e Agitador Vortex

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Espectrofotémetro

e Medidor de pH de bancada (pHmetro)

e Baldes volumétricos de 100 e 1.000 mL

e Copos de béquer de 100 e 1.000 mL

e Pipeta de vidro graduada de 5,0 mL ou dispensador automatico

e Micropipetas de 200, 5.000 e 10.000 pL

e Provetas de vidro graduadas de 100 e 1.000 mL

e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas

e Tubos de DQO padrdo HACH®

e LAS padrao P.A. com massa molar conhecida

e Azul de Metileno — Cy6H1sCIN3S P.A.

e Cloroférmio — CHCl; P.A.

e Tetraborato de sédio decahidratado — Na;B40,. 10H,0 (Bdrax) P.A.

e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Perdxido de Hidrogénio — H,0, 30% P.A.

e Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [C¢H4COO.C(C¢H4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.

Observacgoes:
1) Toda a vidraria a ser utilizada na andlise de surfactantes deve estar livre de residuos de
detergentes, gorduras e solventes orgénicos. Para limpeza pesada, ou antes de colocar a vidraria

em uso, lavar com dgua quente e sabdo, enxaguando abundantemente. Borrifar com etanol e
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finalizar repassando com trés porgoes de dgua deionizada. Néo utilizar detergentes comerciais. De

preferéncia, reservar em separado a vidraria para analise de surfactantes.

2) Para remover residuos de azul de metileno aderidos a vidraria, borrifar com solugéo alcodlica de
dcido cloridrico (diluir 50 mL de HC/ conc. com 450 mL de etanol 96%) e enxaguar abundantemente

com agua quente. Em seguida, repassar com trés porgoes de dgua deionizada.

11.2.2. SOLUGCAO DE HIDROXIDO DE SODIO (NAOH) 1,0 M

Dissolver cuidadosamente 4,0 g de NaOH em cerca de 80 mL de agua deionizada. Apos a completa
dissolucao do reagente e o resfriamento da solugdo, transferir para baldo volumétrico de 100 mL e completar o

volume com agua deionizada.

11.2.3. SOLUGAO TAMPAO BORATO-ALCALINO (0,05 M)

Dissolver 19,0 g de borax (Na,B40;. 10H,0) em aproximadamente 800 mL de agua deionizada. Manter
em agitacdo até a completa dissolucdo do reagente. Ajustar o pH para 10,5 com algumas gotas da solugdo de

NaOH 1,0 M e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL. Completar o volume com agua deionizada.

11.2.4. SOLUGAO DE BORAX (0,01 M) PARA DILUIGAO DO AZUL DE METILENO

Em baldo volumétrico de 1.000 mL, dissolver completamente 3,8 g de borax em agua deionizada.

11.2.5. SOLUCAO REAGENTE DE AZUL DE METILENO

Em béquer de 100 mL, pesar cuidadosamente 1,0 g de azul de metileno, evitando a facil dispersado do
reagente. Com auxilio de funil de vidro, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL por meio de lavagens
sucessivas com pequenas porcoes da solugdo de borax 0,01 M. Repassar o béquer e o funil com a solucao e
recolher no baldo volumétrico até que ndo reste nenhum residuo do reagente. Transferir o restante da solugdo
de bdrax até completar o volume do baldo e homogeneizar. Essa solucdo deverda apresentar pH na faixa de 5,0

a 6,0. Armazenar em frasco ambar devidamente identificado, ao abrigo da luz e refrigerado.

Observacao: O preparo de uma nova solugdo reagente de azul de metileno exige o levantamento

de uma nova curva de calibraggo!

11.2.6. SOLUGAO ESTOQUE DE LAS (1 G/L)

Dissolver, precisamente, 1,0 g do LAS de referéncia (por exemplo: Dodecilbenzeno Sulfonato de Sédio,
CisH2sNaOsS, P.M. 348,48 g/mol) em béquer de 1.000 mL com cerca de 700 mL de agua deionizada. Agitar
lentamente, evitando ao maximo a formagao de espuma. Ajustar o pH da solucdo para 7,0 dosando algumas
gotas da solucdo de NaOH 1,0 M, se necessario. Na sequéncia, transferir vagarosamente para baldo
volumétrico de 1.000 mL e repassar o béquer com algumas porgoes de agua deionizada, recolhendo no baldo.
Se ocorrer formacao de espuma, borrifar um pouco de etanol na superficie da solucao para romper a emulsdo
e aferir o volume do baldo. Homogeneizar por inversdes sucessivas. Armazenar sob refrigeracdo para

minimizar a biodegradagdo. Usar em uma semana, no maximo.
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11.2.7. SoOLUGAO PADRAO DE LAS (10 MG/L)

Diluir 10 mL da solucdo estoque de LAS em baldao volumétrico de 1.000 mL, completando com agua

deionizada. Preparar no dia em que for usar.

11.2.8. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (0,25 — 2,5 MG/L)

Preparar a curva de calibracdao partindo da solucao padrao de 10 mg LAS/L (item 11.2.7) e realizando
as diluicdes proposta na Tabela 15, com agua deionizada, em baldes volumétricos de 100 mL. Preparar cada

padrdo, no minimo, em triplicatas (Lembrar que a triplicata consiste em preparar trés solucbes de mesma

concentragao para efetuar a medida).

Transferir 5 mL de cada solucao padrdo de LAS para tubos de DQO e seguir os passos descritos a
seguir para as amostras (item 11.2.10).

Ao fim da andlise, zerar o espectrofotometro com cloroférmio puro na cubeta de DQO e efetuar a
leitura dos padr&es. Plotar a absorbancia obtida pelo teste em branco (agua deionizada no lugar da amostra)
como ponto inicial da curva de calibracdo (0 mg LAS/L). Tracar a curva da absorbancia versus concentragao de

LAS padrao, especificando o peso molecular do LAS utilizado como referéncia.

Tabela 15: Relacdo das concentracoes e aliquotas da solucdo padrdo para a curva de calibragdo.

Aliquota da solucao mae (mL) para
diluicdo em baldao volumétrico de 100

Concentracoes estimadas
(mg LAS/L)

mL

0,0 (branco) 0,0
0,25 2,5
0,50 5,0
1,00 10,0
1,50 15,0
2,00 20,0
2,50 25,0

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que uma nova solugéo de
azul de metileno for preparada ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

Observacdo: Os resultados do presente método poderdo diferir quando expressos em termos de
massa, mas ndo quando apresentados em termos de quantidades molares. Quantidades
equimolares de dois surfactantes anionicos com pesos moleculares diferentes deveréo resultar em
uma coloragdo da fase organica (CHCl3) substancialmente igual, embora os valores em massa
possam diferir significativamente. Se o0s resultados forem expressos em massa, como O S30
geralmente, o peso molecular médio do surfactante medido deve ser conhecido ou uma curva de

calibracdo feita com esse composto particular devera ser utilizada.
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11.2.9. TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO (H202 — 30%)

Caso necessario, para evitar a perda da coloracdo do azul de metileno por sulfetos dissolvidos na

amostra, adicione algumas gotas de agua oxigenada 30% (cerca de 5 gotas para cada 100 mL de amostra),

agite por alguns segundos e utilize uma aliquota dessa amostra pré-tratada para efetuar a analise.

11.2.10. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE SURFACTANTES ANIONICOS (COMO MBAS)

ATENCAO: O Cloroférmio é TOXICO e potencialmente cancerigeno! Manusear cuidadosamente,

evitando a inalacéo e o contato com a pele. Trabalhar na capela, com a exaustdo ligada! Cuidado!

(@
®)
©
(@)
(e)

)
)

h)

@)

)

(k)

Filtrar previamente a amostra em membrana de 0,45 um para remover materiais em suspensao;
transferir 5 mL da amostra filtrada ou solucdo padrao para tubo de DQO;

adicionar 1 gota do indicador fenolftaleina;

adicionar 200 pL da solugao tampao borato-alcalino (0,05 M) e homogeneizar;

caso ndo ocorra o aparecimento da coloracdo rosada devida a fenolftaleina, adicionar mais
solugdo tampao (dosando 50 pL ou 1 gota por vez) até a viragem da cor (pH > 8,3);

na sequéncia, adicionar 100 WL da solugdo reagente de azul de metileno e homogeneizar;

na capela, sob exaustdo, e com auxilio de pipeta de vidro graduada (ou dispensador automatico),
adicionar 4 mL de cloroférmio;

tampar hermeticamente o tubo e agitar vigorosamente em vortex por 1 min, tomando cuidado
para ndo provocar respingos ou o derramamento da amostra;

deixar o tubo em repouso por 5 min para a separagao das fases;

zerar o espectrofotdmetro com uma cubeta de DQO contendo uma porgao de cloroférmio puro e
ler a absorbancia da fase organica da amostra (na parte inferior da cubeta) em comprimento de
onda de 650 nm;

descartar adequadamente, em recipientes proprios, o residuo de cloroférmio da analise;

€ recomendavel reportar os resultados obtidos como "mg MBAS/L, calculado como LAS aparente

(peso molecular ___)".

Observacdo: Caso a cor azul na camada aquosa desapareca por completo, € possivel que a

quantidade de surfactante na amostra tenha ultrapassado (em termos molares) a quantidade

disponivel de azul de metileno. Nesse caso, repita todo o procedimento utilizando um volume menor

de amostra diluida em dgua deionizada.
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11.3. METoDO MBAS ORIGINAL

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)
11.3.1. MATERIAL

e Balanca analitica

e  EspectrofotOmetro

e Agitador e barra magnética

e Funis de separacao de 500, 250 e 100 mL

e BalGes volumétricos de 100, 250, 500 e 1.000 mL

e Béquer de 1.000 mL

e Pipeta de vidro graduada

e Proveta de vidro graduada

e Cubetas de vidro com passo 6tico de 1,0 cm

e LAS padrao

e Azul de Metileno (CisH1sCINsS) P.A.

e Cloroférmio (CHCI3) P.A.

e Fosfato de Sddio Monobasico Monohidratado (NaH,P04.H,0) P.A.

e Hidroxido de Sodio (NaOH) P.A.

e Acido Sulftrico concentrado (H,SOs) P.A.

e Perdxido de Hidrogénio (H,0,) 30% P.A.

e Alcool Isopropilico (Isopropanol — CsHsO) P.A.

e Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [C¢H4COO.C(CsH4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.

e L3 de vidro: Antes de usar, lavar com um pouco de cloroférmio para evitar interferéncias.

Observacoes:

1) Toda a vidraria a ser utilizada na andlise de surfactantes deve estar livre de residuos de
detergentes, gorduras e solventes organicos. Para limpeza pesada, ou antes de colocar a vidraria
em uso, lavar com dgua quente € sabdo, enxaguando abundantemente. Borrifar com etanol e
finalizar repassando com trés porgbes de dgua deionizada. N&o utilizar detergentes comerciais. De

preferéncia, reservar em separado a vidraria para analise de surfactantes.

2) Para remover residuos de azul de metileno aderidos a vidraria, borrifar com solucéo alcodlica de
acido cloridrico (diluir 50 mL de HCl conc. com 450 mL de etanol 96%) e enxaguar abundantemente

com agua quente. Em seguida, repassar com trés porgoes de agua deionizada.

11.3.2. SOLUGAO DE ACIDO SULFURICO (H2S04) 1 N

Usando pipeta de vidro, transferir 27 mL de H,SO4 concentrado (lentamente e com cuidado!) para
baldo volumétrico de 1.000 mL contendo aproximadamente 500 mL de agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas

para manusear o acido. Em seguida, completar o volume do balo.
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11.3.3. SOLUCAO DE ACIDO SULFURICO (H2S04) 6 N

Usando proveta de vidro graduada, transferir 163 mL de H,SO,; concentrado (lentamente e com
cuidado!) para béquer de vidro de 1.000 mL contendo aproximadamente 500 mL de agua deionizada. Utilizar
luvas nitrilicas para manusear o acido. Apos o resfriamento da solucdo, transferir para baldo volumétrico de

1.000 mL e completar o volume com agua deionizada.

11.3.4. SOLUCAO DE HIDROXIDO DE sODIO 1N

Pesar 40 g de NaOH e dissolver, em béquer de vidro, com cerca de 500 mL de agua deionizada. Apds
a completa dissolucdo e resfriamento, transferir a solucdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o

volume com agua deionizada.

11.3.5. SOLUCAO REAGENTE DE AZUL DE METILENO

Dissolver 100 mg de azul de metileno com 100 mL de agua deionizada. Transferir 30 mL dessa
solucdo para baldo volumétrico de 1.000 mL. Adicionar 500 mL de agua deionizada, 41 mL da solucdo de
H,SO4 6 N e 50 g de fosfato de sddio monobasico monohidratado (NaH,PO4.H,0). Manter sob agitacdo até a

completa dissolucdo. Completar o volume do baldao com agua deionizada.

Observacao: Sempre que uma nova solugdo reagente de azul de metileno for preparada, uma

nova curva de calibracdo deverd ser levantada.

11.3.6. SOLUCAO ESTOQUE DE LAS

Dissolver, precisamente, 1 g de LAS em aproximadamente 800mL de agua deionizada. Transferir para
baldo volumétrico de 1.000 mL e completar vagarosamente o volume com agua deionizada evitando a
formacdo excessiva de espuma. Se ocorrer, borrifar um pouco de etanol na superficie da solugdo para romper
a emulsao e aferir o volume do baldo. Homogeneizar por inversdes sucessivas. Armazenar sob refrigeracdo
para minimizar a biodegradacdo. Armazenar sob refrigeragdo para minimizar a biodegradagao. Usar em uma

semana, no maximo.

11.3.7. SOLUGAO PADRAO DE LAS (10 MG/L)

Diluir 10 mL da solugdo estoque de LAS em baldo volumétrico de 1.000 mL, completando com agua

deionizada. Preparar no dia em que for usar.

11.3.8. SOLUCAO DE LAVAGEM

Dissolver 50 g de fosfato de sédio monobasico monohidratado (NaH,P04.H,0) em aproximadamente
500 mL de agua deionizada. Manter sob agitacdo até a completa dissolugdo. Adicionar 41 mL da solugdo de

H,S04 6 N e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o volume com agua deionizada.

11.3.9. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (0,025 — 2,0 MG LAS/L)

Preparar uma curva de calibracado com, no minimo, 5 concentracdes padroes igualmente espacadas e

cobrindo a faixa de interesse (variando de 0,025 a 2,0 mg LAS/L). Preparar cada padrdo, no minimo, em
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duplicatas, partindo da solugdo de 10 mg LAS/L (item 11.3.7) e realizando as diluicdes adequadas com agua

deionizada em baldes volumétricos de 100, 250 ou 500 mL (de acordo com as recomendagles da Tabela 16).
Lembrar que a duplicata consiste em preparar duas solugdes de mesma concentragao para efetuar a medida, e
nao utilizar duas aliquotas da mesma solucao!

Reservar uma série de funis de separacao para o branco e os padrdes selecionados. Transferir as
solugdes padrdes de LAS para os funis de separagao. Seguir os passos descritos logo mais (no item 11.3.11) e

plotar a curva da absorbancia versus microgramas de LAS padrdo (em massa e ndo concentracao!),

especificando o peso molecular do LAS utilizado. E recomendével um ajuste linear com R2 > 0,995.
Para andlise direta, selecione o volume da amostra com base na concentracdo de MBAS esperada,

conforme indicado na tabela abaixo:

Tabela 16: Volume de amostra a ser utilizada em funcdo da concentracdo original de LAS na amostra.

Concentracao de MBAS Volume de amostra Massa final de MBAS
esperada (mg/L) (mL) na aliquota (ug)
0,025 - 0,080 400 10-32
0,080 - 0,400 250 32-100
0,400 - 2,000 100 100 - 200

Fonte: Adaptado de: American Public Health Assocation (2005).

Se a concentracdo esperada estiver acima de 2 mg/L, dilua uma aliquota da amostra contendo de 40 a
200 ug de MBAS em 100 mL de agua deionizada.

Observacao: Os resultados do presente método poderdo diferir quando expressos em termos de
massa, mas nido quando apresentados em termos de quantidades molares. Quantidades
equimolares de dois surfactantes anionicos com pesos moleculares diferentes deverdo resultar em
uma coloragdo da fase organica (CHCl3) substancialmente igual, embora os valores em massa
possam diferir significativamente. Se os resultados forem expressos em peso, como 0O S30
geralmente, o peso molecular médio do surfactante medido deve ser conhecido ou uma curva de

calibracdo feita com esse composto particular devera ser utilizada.

11.3.10. TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO (H202 — 30%)

Caso necessario, para evitar a perda da coloragdo do azul de metileno por sulfetos dissolvidos na

amostra, adicione algumas gotas de agua oxigenada 30% (cerca de 3 gotas para cada 100 mL de amostra).

11.3.11. PROCEDIMENTO

ATENCAO: O Clorofdrmio é TOXICO e potencialmente cancerigeno! Manusear cuidadosamente,

evitando a inalagéo e o contato com a pele. Trabalhar na capela, com a exaustao ligada! Cuidado!

(a) Filtrar previamente as amostras que serdo analisadas para a remocao dos materiais em

suspensdo (membrana de 1,2 um);
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(b) transferir a amostra filtrada ou a solucdo de LAS padrdo para um funil de separacao;

(c) adicionar cerca de 6 gotas do indicador Fenolftaleina;

(d) adicionar, se necessario, algumas gotas da solucdo de Hidrdxido de Sodio 1 N até formacdo de
coloragao rosa;

(e) neutralizar com algumas gotas da solucdo de acido sulfirico 1 N até o desaparecimento da cor;

() adicionar 10 mL de cloroférmio e 25 mL da solucdo reagente de azul de metileno. Tampar
adequadamente e agitar o funil vigorosamente por 30 segundos, deixando depois em descanso
para a separacao das fases. Algumas amostras podem requerer um maior tempo para separagao;

(g) caso ocorra formacdo de emulsao, adicionar um pouco de alcool isopropilico (< 10 mL), tampar e
agitar novamente o funil, deixando descansar em seguida;

(h) drenar a fase organica (CHCls) para um segundo funil de separagao e reservar;

() adicionar mais 10 mL de cloroférmio ao primeiro funil de separagdo. Tampar, agitar e deixar
descansar; drenar novamente a fase de CHCl; para o segundo funil de separacdo. Repetir essa
etapa mais uma vez. Se a cor azul na fase aquosa desaparecer, descarte a presente amostra e
repita todo o procedimento utilizando um volume menor de amostra;

() adicionar 50 mL da solugdo de lavagem ao segundo funil de separacao (contendo a mistura dos
trés extratos de cloroférmio obtidos) e agitar vigorosamente por 30 segundos;

(k) deixar novamente em descanso para a separacao das fases;

(1) drenar a fase de CHCl; fazendo-a passar por um funil contendo um tampao de Ia de vidro
(conforme mostrado na Figura 1) e recolher o filtrado em um baldo volumétrico de 100 mL;

(m) extrair a solucao de lavagem mais duas vezes com 10 mL de CHCl; cada vez, passando a fase
organica pelo mesmo funil com o tampao de 13 de vidro e recolher as porcoes filtradas no baldo;

(n) enxaguar o funil e o tampao de 13 de vidro com um pouco de CHCl; e transferir o liquido para o
baldo. A mistura final devera apresentar um aspecto limpido;

(o) completar o volume do baldo com CHCl; e homogeneizar;

(p) transferir uma aliquota da solucdo para uma cubeta de vidro adequada e efetuar a leitura da

absorbancia em comprimento de onda de 652 nm, utilizando um branco de CHCls.

Figura 1: Esquema de um funil de separagdo contendo um tampao de I3 de vidro para a filtragdo da fase organica.

La de vidro

Fonte: Os autores.
ATENCAO: A I3 de vidro é perigosa. Manuseie sob exaust3o, na capela, usando luvas adequadas,

Jalecos de mangas compridas e oculos de seguranca. Descarte as luvas logo apos o uso. Evite o

contato da 18 de vidro com a pele, especialmente com o rosto. CUIDADO!
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11.3.12. CALCULO DA CONCENTRAGAO DE LAS APARENTE

A partir da curva de calibracdo, a concentracdo de LAS aparente (mg/L) podera ser calculada
conforme a seguinte equagao:

mg MBAS / L — /'g I—ASAPARENTE

Equacao 27
DA AMOSTRAORIGINAL

E aconselhavel reportar os resultados obtidos como "mg MBAS/L, calculado como LAS aparente (peso
molecular ___)".

Observacao: Quando houver a necessidade de minimizar interferéncias devidas a presenca de
compostos ndo surfactantes, uma etapa de sublacdo devera ser previamente aplicada, conforme
apresentado no Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).
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12.PH — METODO POTENCIOMETRICO

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

12.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O pH (potencial hidrogenionico) é uma grandeza que indica o grau de acidez (H*) ou de alcalinidade
(OH") de uma solucdo aquosa, sendo definido como o logaritmo negativo da atividade dos ions hidrogénio.

De fato, ndo é a simples concentragao dos ions hidrogénio em solucdo o fator determinante da acidez
ou da basicidade do meio, mas sim a sua atividade, o que depende das intera¢Ges eletrostaticas e covalentes
entre os diversos ions presentes em uma mesma solucdo. Ja em solugdes muito diluidas, em que as interagbes
idnicas podem ser consideradas despreziveis, a atividade do ion se iguala a sua concentragdo, de modo que o

valor do pH, nesse caso ideal, pode ser expresso conforme a seguinte aproximacao:

pH :—Iog[H+] Equacao 28

Uma vez que a atividade individual do ion H* ndo pode ser medida, o valor do pH é definido numa
escala baseada numa série de solugdes tampao, a qual foi introduzida como referencial.

O principio basico da medicdo do pH pelo método potenciométrico é a determinagao da atividade dos
ions hidrogénio usando um eletrodo de referéncia e um eletrodo de medida.

Quando os dois eletrodos estao alocados em uma mesma unidade, tem-se um eletrodo combinado,

conforme mostrado na Figura 2. Nesse caso, o eletrodo de medida consiste de uma fina pelicula de vidro

especial (bulbo), que age como uma membrana seletiva aos ions. Quando a membrana de vidro entra em
contato com a amostra, um potencial elétrico se forma pela troca de cations na superficie do vidro.

Ja o eletrodo de referéncia consiste de um elemento (por exemplo Ag/AgCl) imerso no eletrdlito

interno (geralmente uma solugdo de KCl 3 M), sendo capaz de manter um potencial constante.
Uma vez que a diferenca de potencial (em mV) produzida no sistema varia linearmente com o pH, este
pode ser determinado pelo instrumento de medida (pHmetro), o qual é calibrado por solu¢bes tampao com

valores de pH conhecidos.

Figura 2: Exemplo de eletrodo de vidro combinado para medigdo do pH.

Abertura lateral
para enchimento

Haste de Prata recoberta
com Cloreto de Prata
(Ag / AgCl)

Eletrélito

Elemento de referéncia

i L Jungdo

Elemento sensor de pH

Fonte: Adaptado de: Fernandes (2013)
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O eletrodo de vidro tem ainda a vantagem de ser relativamente livre de interferéncias devidas a cor,
turbidez, matéria coloidal, salinidade e agentes oxidantes ou redutores.

No tratamento de aguas residudrias por sistemas bioldgicos, o pH do meio liquido deve permanecer

em faixas adequadas (o mais préximo possivel do valor étimo de pH para o processo em questdo) visando a

manutencdo da biomassa ativa e o desenvolvimento das reagdes bioguimicas, principalmente as que envolvem

atividade enzimatica. Pequenas mudangas no pH podem ocasionar grandes alteracdes na eficiéncia dos

processos bioldgicos, sendo de fundamental importancia o monitoramento desse parametro.

12.2. MATERIAL
e Medidor de pH de bancada com eletrodo (pHmetro)
e Agitador magnético e barra magnética
e Balanga semi-analitica (precisdo + 0,01 g)
e Copos de béquer de 250 e 500 mL
e Baldo volumétrico de 500 mL
e Colher dosadora
e Cloreto de Potassio — KCI P.A.
e Acido Cloridrico — HCI P.A,
e Hidroxido de Amonio — NH4OH P.A.
e Solugdes tampao com pH 4,00, 7,00 e 10,00

e Papel higiénico

12.3. PREPARO DA SOLUGAO DE ACONDICIONAMENTO (KCL 3 M)

(a) Em balanca sem-analitica pesar 112 g de cloreto de potassio (KCl) em béquer de 250 mL;

(b) em seguida, transferir cerca de 400 mL de agua deionizada para béquer de 500 mL e colocar em
agitacdo magnética vigorosa;

(c) transferir, com colher dosadora, a massa de KCl pesada para o béquer com agua, pouco a pouco;

(d) lavar o copo da pesagem com um pouco de agua deionizada e transferir para o béquer da
solugdo;

(e) manter em agitacdo magnética vigorosa até a completa dissolucdo do reagente e aguardar que a
solucdo atinja a temperatura ambiente (a dissolucdo do KCl em agua é endotérmica);

(f) transferir a solugdo para baldo volumétrico de 500 mL, completar o volume com agua deionizada
e homogeneizar;

(g) armazenar a temperatura ambiente em frasco devidamente identificado;

(h) preparar uma nova solucao com frequéncia.

12.4. PROCEDIMENTO PARA MEDIGAO DO PH

(a) Verificar se o pHmetro ja foi calibrado antes de efetuar a medicdo das amostras;

(b) caso necessario, calibrar o pHmetro com solugdes tampdo de pH 7,00 e 4,00 a temperatura
ambiente, observando as instrugdes no manual do fabricante (para efetuar a analise de amostras
expressivamente alcalinas, isto €, com pH acima de 9,0, calibrar o aparelho utilizando as solugdes
tampao de pH 7,00 e 10,00);
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(c) antes de mergulhar o eletrodo em amostras ou nas solugdes tampao, lavar com agua deionizada
e secar, cuidadosamente, com papel higiénico;

(d) mergulhar o eletrodo na amostra a temperatura ambiente e aguardar a estabilizacdo da leitura
para anotar o valor;

(e) cuidado quando for colocar a amostra em agitacdo, para que a barra magnética ndo bata no
eletrodo (utilize velocidades baixas de agitagao e escolha uma barra de tamanho compativel com
0 recipiente);

(f) apods o uso, lavar e secar com cuidado o eletrodo, colocando-o novamente na solucdo de

acondicionamento (KCI 3 M).

Observacoes:
1) As amostras coletadas para determinacdo do pH devem ser analisadas imediatamente, nao

podendo ser armazenadas.

2) Variagcoes de temperatura implicam em mudancgas no valor do pH, uma vez que a temperatura
altera as constantes de dissociacdo dos ions em solugdo, bem como a resisténcia do eletrodo, que é
um condutor ibnico. O aconselhavel € utilizar sensores de temperatura acoplados ao pHmetro para a
compensacdo automatica do pH medido. Caso contrdrio, aguardar a amostra atingir a temperatura

ambiente antes de efetuar a medicao.

3) Para verificar a qualidade do eletrodo, configurar o equjpamento para o modo de medicdo
absoluta (em mV) e observar o valor medido nas solugbes de calibragdo: Com o eletrodo no tampao
de pH 7,00, a medida obtida deveré ser da ordem de 0+30 mV. No tampdo de pH 4,00, o valor
medido devera ser de 160 a 180 mV acima do valor obtido em pH 7,00. Por fim, usando a solucdo

tampéo de pH 10,00, a medida devera ser de 160 a 180 mV abaixo do valor obtido em pH 7,00.

12.5. CuIDADOS COM O PHMETRO

- Tenha bastante cuidado ao manusear o sensor analitico, ele é construido em vidro e possui partes,
como o bulbo, que sdo muito sensiveis a acdo mecanica. Uma batida no fundo de um béquer, por exemplo, é
o suficiente para danificar a peca;

- Nunca raspe ou lixe a superficie do vidro (bulbo) do eletrodo;

- Nunca deixe o eletrodo seco! Nao deixe o sensor de pH fora da solucdo de acondicionamento por
periodo superior a 6 h. Isto podera comprometer a velocidade de resposta da peca ou ainda inutiliza-la;

- Trocar com frequéncia a solugao de acondicionamento, principalmente em caso de contaminagao;

- Nunca armazene o eletrodo de pH em agua deionizada! Se armazenado em agua, o cloreto de
prata (AgCl) do sistema de referéncia pode precipitar no diafragma e bloquea-lo;

- Nao deixe restos de papel aderidos ao eletrodo ou na solucao de acondicionamento;

- Evite condigboes extremas: Temperaturas elevadas, assim como medigGes constantes em acidos
fortes ou solugdes causticas, diminuem a vida Gtil do sensor;

- Nunca exponha o eletrodo a temperaturas abaixo de -12°C;

- Mantenha o nivel do eletroélito interno sempre préximo ao orificio de preenchimento;

- Trocar o eletrdlito interno sempre que o equipamento passar a apresentar s/ope inferior a 95%.
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12.6. LIMPEzA DO ELETRODO DE PH

Sempre que o pHmetro apresentar problemas na medicao, demora no tempo de resposta ou nao
estabilizar, realizar os procedimentos de limpeza abaixo indicados:

- Regeneracao do eletrodo: Deixar o eletrodo por, no minimo, 3 min em uma solugao de HCl 10%
(diluir 27 mL de HCI concentrado para 100 mL), seguida de uma solucao de NH4OH 5% (diluir 17 mL de
NH4OH concentrado para 100 mL) por, no _maximo, 2 min. Caso ndo for notada melhora, repetir o
procedimento utilizando uma solucdo de HCl 25% (diluir 68 mL de HCl concentrado para 100 mL) por 10 min,
seguida da solucdo de NH4OH 5% por, no maximo, 7 min. Lavar abundantemente com agua deionizada e
deixar repousar em KCI 3 M por 30 min;

- Limpeza geral: Deixar o eletrodo por 15 min em solugdo morna (no maximo 50°C) de hipoclorito

de sodio (agua sanitaria comercial diluida 10 x em agua deionizada) com algumas gotas de detergente e sob
vigorosa agitacdo magnética. Esperar o eletrodo esfriar naturalmente e lavar abundantemente com agua
deionizada. Deixar repousar em KCI 3 M por 30 min antes do uso;

- Slope inferior a 95%: Remover o eletrdlito interno através do orificio de recarga, com o auxilio de
uma seringa. Enxaguar a pega, internamente, com agua deionizada por 3 vezes. Com o sistema de referéncia
interno limpo, preencher o eletrodo com um novo eletrdlito interno. Repetir este procedimento por 3 vezes e
deixar o eletrodo repousar em KCl 3 M por 30 min antes do uso;

- Deposito de sais: Dissolva os depositos imergindo o eletrodo em agua deionizada por 10 a 15 min
em agitacdo magnética vigorosa (cuidado para nao quebrar a sonda!). Em seguida, deixar repousar em KCI
3 M por 30 min antes do uso;

- Oleos e graxas: Lave o bulbo do eletrodo cuidadosamente com detergente neutro biodegradavel e
agua ou com solugdo de metanol até que toda gordura seja removida. Enxaguar abundantemente com agua
deionizada e deixar repousar em KCl 3 M por 30 min;

- Juncdo de referéncia entupida por ressecamento de sal: Aqueca uma solucdo de KCl 3 M até,
no maximo, 50°C, e mantenha o sensor imerso por até 10 min. Aguardar o eletrodo esfriar naturalmente. Em
seguida, deixar a peca repousar em KCl 3 M por 30 min antes do uso;

- Contaminacao por proteinas: Usar solugao de Pepsina a 5% em HCl 0,1 M (dissolver 5 g de
pepsina em 80 mL de agua deionizada, adicionar 0,84 mL de HCl concentrado e completar o volume para
100 mL). Deixar o eletrodo na solugdo por até 15 min, enxaguar abundantemente com agua deionizada e
deixar repousar em KCI 3 M por 1 h antes do uso;

- Escurecimento do diafragma: Usar solucdo de 1 M de Tioureia (CH4N,S) em HCl 0,1 M (dissolver
7,61 g de tioureia em 80 mL de agua deionizada, adicionar 0,84 mL de HCl concentrado e completar o volume
para 100 mL). Deixar o eletrodo imerso na solugao por 30 min, enxaguar abundantemente com agua
deionizada e deixar repousar em KCl 3 M por 1 h antes do uso.

Observacdo: Apos cada um dos procedimentos acima indicados, realizar uma nova calibracdo do

aparelho com as solugoes tampéao adequadas.
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13.CONDUTIVIDADE E SALINIDADE — METODO CONDUTIMETRICO

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

13.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Condutividade é a medida da capacidade de uma solucao aquosa em transportar uma corrente
elétrica. Essa capacidade depende da presenca de ions em solugao (cations e anions), variando de acordo com
a mobilidade, valéncia e concentracdo desses ions, assim como em fungdo da temperatura da solucdo. A
quantificacdo da condutividade de uma amostra é uma determinacdo indireta do seu teor de sdlidos
dissolvidos. SolugBes contendo compostos inorganicos geralmente se apresentam como bons condutores de
corrente. Moléculas de compostos organicos que ndo se dissociam em solugao aquosa, por sua vez, diminuem
a condutividade do meio (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Um medidor de condutividade elétrica (condutivimetro) é composto basicamente de dois eletrodos de
platina combinados em uma célula com geometria definida, sendo um eletrodo responsavel por detectar a
corrente elétrica emitida pelo outro, o que ocorre alternadamente (corrente alternada). Dessa forma, o
medidor de condutividade realiza, na verdade, a medicdo da condutdncia elétrica da amostra, a qual é uma
propriedade da medida, ou seja, depende do aparelho de medigao.

A condutancia elétrica (G) é definida como sendo o inverso da resisténcia (G = 1/R) de uma
substancia. Uma vez que a condutancia é diretamente proporcional a area superficial do eletrodo (A) e
inversamente proporcional a distancia entre os eletrodos (L) (Equacdo 29), a constante de proporcionalidade &
€ definida como sendo a condutividade da amostra (também conhecida como condutancia especifica). A

condutividade, por sua vez, € uma propriedade caracteristica da solugdo na qual a medida é efetuada.

A
G =kx (—j Equacdo 29
L

Usualmente os equipamentos de medicdo de condutividade expressam a leitura da condutancia ja
convertida para termos de condutividade. Caso contrario, a condutividade da amostra pode ser determinada
multiplicando-se o valor da conduténcia pela constante de célula do equipamento (razdo L/A), a qual é funcdo
da geometria da célula de condutividade instalada. Cada faixa de condutividade a ser medida exige o emprego
de uma célula de condutividade com constante adequada. Para a maioria das amostras, constantes de célula
da ordem de 1-2 cm sdo suficientes para medidas de condutividade intermediarias, encontradas em aguas
residudrias. O ideal é utilizar células com constantes menores (da ordem de 0,1 cm™) para amostras de agua
pura, enguanto que para amostras com alta salinidade, células com constantes de até 10 cm™ sdo
recomendadas.

Uma vez que a unidade no SI da condutancia é o siemens (S), medidas de condutividade costumam
ser expressas em siemens, milisiemens ou micro-siemens por centimetro (S/cm, mS/cm ou pS/cm,
respectivamente).

A temperatura também é um fator preponderante nas medidas de condutividade. Dessa forma, a
maioria dos condutivimetros comerciais apresenta um sensor de temperatura integrado, realizando a
compensacao da medida automaticamente. Caso contrario, a temperatura da solucdo devera ser aferida e o
calculo da compensacao efetuado manualmente (verifique o manual do fabricante). A temperatura padrdo para

a expressao dos valores de condutividade é de 25°C.
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Um esquema geral de um sensor de condutividade composto de dois eletrodos de platina é

apresentado na figura a seguir:

Figura 3: Exemplo de sensor utiIizadouna medigdo de condutividade.

+ve -ve

Corpo de
.~ metal

Fiagao
interna

A

Sensor Eletrodo de

integrado de [] platina
temperatura

<l Separagéo dos
L= | eletrodos

Fonte: Adaptado de: Connelly (2017).

A condutividade da agua ultrapura ideal, isto é, isenta de quaisquer outras substancias que ndo
moléculas de H,0, seria praticamente nula (0 pS/cm), indicando que a agua nesse grau de pureza € um
isolante elétrico. Agua deionizada, obtida em laboratdrios, geralmente apresenta uma condutividade na faixa
de 0,5 a 5 pS/cm. Enquanto que a agua ultrapura (Milli-Q®) deve apresentar valor de condutividade de até
0,1 pS/cm. Para efeitos comparativos, a condutividade da agua do mar pode chegar a 50.000 uS/cm.

A medida de condutividade também pode ser empregada para determinacdo indireta da salinidade de
amostras aquosas. Para isso, preparar algumas solucdes padroes de KCl ou NaCl com diversos niveis de
concentragao (em mg/L ou ppm) cobrindo a faixa de interesse e determinar a condutividade de cada solucao.
Estabelecer, em seguida, uma relacdo linear (curva de calibragao) entre a condutividade e a salinidade das
amostras. Por fim, medir a condutividade das amostras em questdo e expressar o resultado em termos de
salinidade. A tabela a seguir apresenta alguns valores tipicos de condutividade relacionados com solugdes de

sal em concentragdes conhecidas:

Tabela 17: Relacdo tipica entre condutividade (uS/cm a 25°C) e solugGes padrdes de NaCl.

Condutividade aproximada

(uS/cm a 25°C) NaCl (ppm)

22 -

21,4 o

210 100
1,000 500
1413 00
1.990 1.000
17.600 10.000

Fonte: Os autores.

13.2. MATERIAL

e Medidor de condutividade de bancada (condutivimetro)
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e Solugdo de calibragdo (KCI 0,0100 M)

e Papel higiénico

13.3. PROCEDIMENTO PARA MEDIDA DE CONDUTIVIDADE

(a)
()

©
(@)

(e

@

@)

h)

@)
)

Verificar a calibracdo do condutivimetro antes de efetuar a medicdo das amostras;

caso necessario, calibrar o aparelho com a solugao padrao obtida comercialmente (ou preparada
conforme o item 13.4) e seguir as instrucdes no manual do fabricante;

se for 0 caso, aguardar a temperatura da amostra atingir a temperatura ambiente;

antes de mergulhar o eletrodo em amostras ou na solucdo padrdo, lavar com agua deionizada e
secar cuidadosamente com papel higiénico;

mergulhar o eletrodo na amostra garantindo que o nivel de liquido tenha ultrapassado o nivel
minimo de submersao;

fazer movimentos circulares com a sonda para eliminar bolhas de ar eventualmente presentes
(cuidado para ndo bater o sensor no recipiente da amostra);

manter a sonda mergulhada por cerca de 1 min até que a leitura digital se estabilize. Tenha
bastante calma na medicdo, pois a estabilidade térmica da sonda e dos sensores nem sempre é
rapida!

anotar o resultado verificando se a corregao de temperatura foi efetuada automaticamente;

lavar e secar a sonda entre uma amostra e outra;

apés o uso, lavar e secar com cuidado o eletrodo, acondicionando-o novamente em agua

deionizada.

Observacao: O ideal é efetuar a andlise de amostras 0 mais rapido possivel. Caso necessario,

armazenar a amostra refrigerada (ndo congelar) em frasco bem fechado, sem deixar headspace.

Antes de proceder a analise, manter essa amostra em repouso por tempo adequado, até que atinja

a temperatura ambiente.

13.4. CALIBRAGAO DO SENSOR DE CONDUTIVIDADE

E recomendada a realizacdo de, no minimo, uma calibragdo semanal de sensores que estejam em uso

frequente. Sensores utilizados de forma pontual devem ser calibrados no mesmo dia, previamente a realizacdo

da medida. Para calibragdo de sensores com constante de célula da ordem de 1,0 cm!, preparar uma solugdo

padrao de cloreto de potassio (KCl) 0,0100 M conforme os passos elencados a seguir:

(@)

()

(©
(@)

(e)

Secar uma massa adequada de KCl P.A. em estufa a 103-105°C por cerca de 2 h, no minimo,
resfriando em dessecador antes do uso;

coletar em um frasco Duran® um pouco mais de 1.000 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) e manter
por cerca de 20 min sob ultrassom;

em balanca analitica, pesar, com o maximo de exatidao, 745,6 mg de KCl;

transferir quantitativamente a massa do reagente para baldo volumétrico de 1.000 mL,
dissolvendo o sal com a agua Milli-Q® recém-coletada e submetida ao ultrassom;

homogeneizar a solucdo por inversées sucessivas do baldo até a dissolucdo completa do
reagente;
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(f) armazenar em frasco de vidro bem fechado, com Aeadspace livre de CO;;

(g) a 25°C essa solucdo devera apresentar uma condutividade de 1.413 pS/cm;

(h) efetuar a calibracdo do equipamento utilizando uma porgao suficiente da solucdo padrao e
seguindo as instrugdes no manual do fabricante;

() por fim, descartar a aliquota da solugdo utilizada.

13.5. CUIDADOS COM O SENSOR DE CONDUTIVIDADE

- Tenha bastante cuidado ao manusear o sensor analitico, ele possui partes frageis, que sao sensiveis
a acao mecanica;

- Nao deixe o sensor seco! Nao deixe a célula de condutividade fora do compartimento com agua
deionizada por periodo superior a 6 h. Isto podera comprometer a velocidade de resposta da peca ou ainda
inutiliza-la;

- Trocar com frequéncia a agua deionizada utilizada para acondicionamento da peca;

- Nao deixe restos de papel aderidos ao sensor ou na solu¢ao de acondicionamento;

- Evite condicoes extremas: Temperaturas elevadas ou abaixo de -12°C diminuem a vida util do
sensor, podendo inclusive inutiliza-lo;

- Para a limpeza do sensor, agua deionizada com detergente neutro geralmente é o suficiente;

- Para limpeza mais especifica, utilizar uma mistura de uma parte de alcool isopropilico, uma parte de
éter etilico e uma parte de HCl 0,1 M. Apds a limpeza, enxaguar abundantemente a célula com agua

deionizada.
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14.ALCALINIDADE E ACIDOS VOLATEIS TOTAIS (METODOS TITULOMETRICOS)

14.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A alcalinidade é uma variavel importante no tratamento de efluentes quando ha evidéncias de que a
reducdo do pH pode afetar o metabolismo dos microrganismos responsaveis pela depuragao anaerdbia (VON
SPERLING, 1996a; 1996b).

Basicamente, a digestdo anaerdbia de efluentes orgdnicos consiste no equilibrio entre as etapas
denominadas acidogénese e metanogénese. O pH de aguas residuarias, sob tratamento anaerdbio, deve ser
mantido em valores levemente acima de 7,0 para impedir a inibicdo do metabolismo de microrganismos
metanogénicos, pelo desequilibrio entre as duas etapas. Entretanto, como as bactérias acidogénicas
desenvolvem-se mais rapidamente que as metanogénicas, aumentos na concentracao ou na vazao do afluente
podem elevar as concentragbes de acidos volateis produzidos. Por esse motivo, o reator deve apresentar a
caracteristica de absorver possiveis perturbacoes, caracterizada pela capacidade de tamponamento do sistema
que, quanto maior, mais estavel e seguro sera (ANDERSON; YANG, 1992). Afluentes ricos em nitrogénio
organico e sulfato geralmente produzem efluentes com alcalinidade elevada.

A alcalinidade de uma solucdo é a medida da sua capacidade de neutralizar acidos, resistir as
mudangas de pH ou tamponar o sistema. E isso devido a presenca de bases (hidroxidos), de sais de acidos
inorganicos fracos (bicarbonato, borato, silicato, fosfato e sulfeto) e de sais de acidos organicos volateis
(acetato, propionato, butirato, entre outros) e nao volateis (benzoato, lactato, humato, entre outros).

De fato, o monitoramento da alcalinidade em reatores bioldgicos € muito mais eficaz que medida do
pH, pois enquanto a escala do pH é logaritmica, a escala da alcalinidade é linear. Assim, um pequeno
abaixamento do pH implica num grande consumo de alcalinidade, resultando em diminuicao significativa da
capacidade tampdo do sistema. Geralmente, o valor da alcalinidade é expresso em mg CaCOs/L.

A alcalinidade total de uma amostra é composta por dois tipos diferentes (Figura 4):

 Alcalinidade parcial (5,75 < pH inicial < 8,00): Anions de &cidos fracos (bicarbonato,
borato, silicato, fosfato e bissulfeto) denominada alcalinidade real para reatores anaerdbios.
e Alcalinidade intermediaria (4,30 < pH < 5,75): Anions de &cidos organicos (acetato,

propionato, butirato, lactato, etc.) denominada alcalinidade falsa para reatores anaerobios.

Figura 4: FracGes da alcalinidade total presente em reatores anaerdbios.

pH inicial
— Alcalinidade Parcial
(alcalinidade real para reatores
anaerdbios)
5,75 ] Alcalinidade
T /™ ~— Total
~ Alcalinidade Intermediaria
(alcalinidade falsa para reatores
anaerdbios)
4,30

Fonte: Os autores.
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A Alcalinidade devida a hidroxidos, que ocorre exclusivamente pela presenga de ions OH" (hidroxila), é
tipica para efluentes com pH > 10, ndo sendo observada em efluentes de reatores anaerdbios. Ja alcalinidade
devida a carbonatos (COs?") ocorre apenas em efluentes com pH > 8,3.

A relacdo Ai/Ap, por sua vez, é considerada um parametro extremamente Util para indicar a
ocorréncia de distirbios do processo anaerdbio, uma vez que o desbalanceamento na produgdo e no consumo
de acidos volateis provoca o aumento dessa relagdo. Em seus experimentos, Ripley, Boyle e Converse (1986)
notaram que em valores Ai/Ap proximos de 0,3 o processo se mantinha estavel. Ja valores superiores a 0,3
estiveram sempre associados a certa instabilidade na digestao anaerdbia. Vale lembrar que é possivel que a
estabilidade do processo ocorra em valores de Ai/Ap diferentes, devendo ser verificado caso a caso. Esse valor,
no entanto, permanece uma referéncia importante para o monitoramento imediato de reatores anaerdbios.

Substancias como sabdes, oleos, sdlidos suspensos ou precipitados podem causar interferéncias na
medida do pH por depositarem-se no eletrodo. Processos de filtracdo, diluicdo, concentracdo ou qualquer outra
alteracdo na amostra sao desaconselhados (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). N3o sdo
registrados valores de precisdo devido a grande variacdo nas caracteristicas das amostras, considerando-se
apenas dados em amostras sintéticas:

- 1 mg CaCOs;/L de desvio padrdo em amostras de 10-500 mg CaCOs/L em amostras cuja
alcalinidade é devida a carbonatos e bicarbonatos;

- 5 mg CaCOs/L de desvio padrao, e média 9 mg CaCOs/L abaixo do valor real em amostras de 120
mg CaCOs/L cuja alcalinidade é devida a bicarbonato;

- 8 e 5 mg CaCOs/L de desvio padrdo em amostras de 80 e 65 mg CaCOs/L, respectivamente, em
amostras cuja alcalinidade é devida a carbonato de sddio;

- 40 mg CaCOs/L de desvio padrdo em amostras de 1.000 mg CaCOs/L em amostras cuja

alcalinidade € devida a carbonatos e bicarbonatos, em varias razGes de concentragoes.

14.2. MATERIAL
e Agitador magnético e barra magnética
e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
e Medidor de pH (precisdo + 0,01 unidade de pH)
e Bureta digital de 10,00 mL ou buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL
e Estufa a 103-105°C
e Chapa aquecedora
e Centrifuga de bancada
e CronbGmetro digital
e Proveta graduada de 50 mL
e Baldo volumétrico de 100 mL
e Erlenmeyer de 125 mL
e Béquer de 100 mL
e Pipeta de vidro graduada de 5,0 mL
« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.
e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A. (em lentilhas)
e Hidrogenoftalato de Potassio (KHP) — CsH4(COOH)COOK (202,22 g/mol) P.A.
e Tetraborato de sédio decahidratado — Na;B40,. 10H,0 (Bdrax) P.A.
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e Fenolftaleina — CsH4COO.C(CsH4OH), P.A.
e Azul de Bromotimol — Cy7H2sBr,0sS P.A.

e Etanol 96% — C;HsOH P.A.

e Pérolas de vidro

e Vidros de reldgio

14.3. PREPARO E PADRONIZAGAO DAS SOLUCOES

ATENCAO: As dissolucbes de NaOH e H250+ em dgua s&o muito exotérmicas; por isso é necessario
ter muito cuidado com o aguecimento do recipiente. Deve-se adicionar lentamente o dcido a dgua, e
nunca o oposto, sempre trabalhando em capela, com a exaustao ligada. Manusear o frasco de acido

concentrado usando jaleco, luvas nitrilicas e oculos de seguranga.

As concentragbes do acido e da base envolvidos nos métodos titulométricos devem ser modificados

para se adequarem ao tipo de efluente, de modo a serem consumidos volumes adequados de acido e de base,

evitando-se titulacbes muito prolongadas com solugbes muito diluidas ou volumes muito pequenos de
reagentes mais concentrados, o que poderdo comprometer os resultados. Dessa forma, caso seja necessario,
variar convenientemente a molaridade das solugdes de NaOH e H,SO4 ao longo dos procedimentos de preparo

e padronizagao das solugOes apresentados nos itens a seguir.

14.3.1. SoLucAo b NAOH 0,05 M (0,05 N)
Solucao de NaOH 0,05 M = 0,05 N (Normalidade = K x Molaridade)
Massa molecular = 40,0 g/mol
K = 1 (nimero de hidroxilas OH" ionizaveis)
Portanto, C = 0,05 mol/L x 40 g/mol = 2,00 g/L

Assim, para preparar 1 litro de solugdo NaOH 0,05 M, dissolver com cuidado cerca de 2 g de NaOH
P.A. em agua deionizada, aguardar esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o
volume com agua deionizada. Levar em conta que a solucdao de NaOH é instavel: a reacdao com o CO,
atmosférico exige padronizacdo frequente (se possivel, semanal)!

A padronizacdo da solucao de NaOH deve ser feita utilizando o padrao primario hidrogenoftalato de

potassio — KHP (P.A.), através da reacdo:

CH, (COOH)COOK + NaOH —— C ,H,COONa — COOK + H,0 Equagdo 30

MM: 204,22 g M.M: 40,09

O KHP deve ser mantido continuamente em estufa a 60°C para evitar absorcao de umidade. Caso
contrario, secar o KHP em estufa a 103-105°C por 2 h antes do uso e resfriar em dessecador. A padronizacdo
deve ser feita em triplicatas. Massas de KHP préximas de 0,1000 g devem ser determinadas em balanga
analitica, anotando-se o valor exato de cada uma e dissolvendo-as em cerca de 25 mL de agua deionizada,
usando frascos de erlenmeyer de 125 mL. Adicionar cerca de 3 gotas de solucdo indicadora de Fenolftaleina e
trabalhar sobre um fundo branco. Com auxilio de uma bureta, adicionar a solucao de NaOH até uma leve

coloracdo rosada persistente e anotar o volume gasto na titulagdo de cada padrao.
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A solugao indicadora de Fenolftaleina é preparada dissolvendo-se 1,0 g de Fenolftaleina P.A.

[CsH4COO0.C(CsH4OH);] em 60 mL de alcool etilico 96% (Etanol P.A.), diluindo em seguida com agua

deionizada até 100 mL em baldo volumétrico. Quando o indicador utilizado for a Fenolftaleina, tem-se uma
solucdo transparente para a regido acida e levemente rosada no ponto final.

A molaridade da solucdo de NaOH é calculada pela Equacdo 31 (considerar a média das triplicatas):

M B massa KHP(g) <1000
NEOH T volume NaOH(mL)x 204,22

Equacao 31

14.3.2. SoLucAo beE H.S04 0,05 M (0,1 N)
Solucao de H,S04 0,05 M = 0,1 N (Normalidade = K x Molaridade)
K = 2 (nUmero de ions H* ionizaveis)
Massa molecular H,SO4 = 98 g/mol
d (densidade) = 1,84 kg/L = 1,84 g/mL
Porcentagem de H,SO4 no reagente concentrado = 97,5%
1 mL do reagente concentrado corresponde a 1,84 x 0,975 = 1,794 g de H,SO04
Portanto, C = 0,05 mol/L x 98 g/mol = 4,9 g/L, equivalentes a 2,73 mL do reagente concentrado.

Logo, para preparar 1 litro de solucdo H,SO4 0,05 M adicionar, com cuidado, 2,75 mL de solucdo
concentrada de H,SO; P.A. (usando pipeta de vidro) em cerca de 100 mL agua deionizada e, apds o
resfriamento, transferir a solugdo para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o volume com agua
deionizada. A padronizagdo da solucdo de H,SO4 deve ser feita utilizando-se o padrdo primario tetraborato de

sddio decahidratado (borax), Na,B40;.10H,0, através da seguinte reacao:

Na,B,0,.10H,0 +H,SO, ——4H,BO, + Na,SO, +5H,0 Equacdo 32
MM: 381,42 g MM: 98,08 g

O bdrax deve ser armazenado em dessecador a vacuo com silica anidra, e ndo na estufa, para evitar a
desidratacdo da molécula. A padronizagdo deve ser feita em triplicatas, com massas conhecidas do padrdo em
torno de 0,1000 g (anotar a massa exata). Dissolver completamente o reagente com cerca de 50 mL de agua
deionizada em frascos de erlenmeyer de 125 mL. Cerca de 3 a 5 gotas de solucdo de Azul de Bromotimol sdo
usadas como indicador de ponto final. Com auxilio de uma bureta, titular com a solugao de H,SO4 ~ 0,01 M,
anotando o volume requerido para a viragem da coloragao.

A solugdo indicadora de Azul de Bromotimol é preparada dissolvendo-se 100 mg de Azul de
Bromotimol P.A. (C27H2sBr,0sS) em 20 mL de alcool etilico 96% quente. Apds o resfriamento, diluir a solugao
com agua deionizada até 100 mL em balao volumétrico. Conservar em frasco ambar, ao abrigo da luz. Quando
o indicador utilizado for o Azul de Bromotimol, tem-se uma solugdo azul para a regidao basica e amarela no
ponto final.

Por fim, calcular a molaridade da solugdo pela Equagao 33 (considerar a média das triplicatas):

M _ massa Borax (g) x1000
"% volume H,SO, (mL)x381,42

Equagdo 33
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14.4. DETERMINAGAO DE ALCALINIDADE — METODO DE RIPLEY

(@)
(b)

(©
(@

(e)

®

)
(h)

(RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986)

Calibrar o pHmetro com solugbes padrdes de pH 7,00 e pH 4,00 a temperatura ambiente;

se necessario, centrifugar a amostra por 5 min a 3.500 rpm (esse passo pode ser omitido quando
a amostra nao apresentar teor consideravel de sélidos em suspensao);

transferir 50,0 mL da amostra bruta ou centrifugada para béquer de 100 mL;

lavar o eletrodo do pHmetro com agua deionizada, secar cuidadosamente com papel higiénico e
medir o pH inicial da amostra;

titular a amostra, em agitagado magnética moderada, adicionando a solucdo padronizada de H,SO4
~ 0,05 M (0,1 N), até pH = 5,75. Anotar o volume Vi; essa alcalinidade é denominada parcial,
podendo ser aproximada a alcalinidade a bicarbonato, uma vez que compreende 80% de
bicarbonato e 20% de sais de acidos organicos volateis;

zerar a bureta automatica (quando for o caso) e continuar a adicdo da solugao de H,SO4 até
pH = 4,3. Anotar o volume V2; Essa alcalinidade é denominada intermediaria, podendo ser
aproximada aquela devida aos sais de acidos volateis. Reservar a amostra para determinacdo da
concentragao de acidos organicos totais (item 14.5);

tem-se entdo o volume V3 = V1 + V2, 0 qual é referente a alcalinidade total;

calcular as alcalinidades parcial, intermediaria e total pelas equacdes que seguem:

14.4.1. ALCALINIDADE PARCIAL (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)

Vi %Ny 50, x50.000
Vv Equacdo 34

Amostra

APARCIAL (mg CaCOs /L) =

14.4.2. ALCALINIDADE INTERMEDIARIA (MG/L, EXPRESSA COMO CACO:3)

A

V, xNy, 50, x 50.000

INTERMEDIARIA (mg CaCO3/L) - Equacao 35
Amostra
14.4.3. ALCALINIDADE TOTAL (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)
V5 x Ny g0, % 50.000
A ora (Mg CaCo, /L) = Equacio 36

Amostra

Observacao: O valor 50.000 € o equivalente-grama do CaCO3 em mgy/L, cuja massa molecular € de

100,0 g/mol e o numero de valéncia é 2.
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14.5. DETERMINACAO DE ACIDOS VOLATEIS TOTAIS — METODO DE DILALLO & ALBERTSON
(DILALLO; ALBERTSON, 1961)

A alcalinidade utilizavel em reatores anaerdbios é devida, principalmente, a alcalinidade a bicarbonato
(Asicareonato), geralmente na forma de bicarbonato de amonio. Anions de acidos inorganicos fracos, como
fosfatos e sulfetos, também contribuem com a alcalinidade real do sistema. Por outro lado, sais de acidos
organicos gerados na degradacdo da matéria organica também serdo titulados como alcalinidade (AAV),
devendo ser monitorados a fim de se acompanhar o equilibrio da digestdo anaerdbia.

Na presente metodologia para determinacdo da concentracao de acidos volateis totais (AVT) e da
alcalinidade a bicarbonato (Asicarsonato) Utiliza-se a mesma amostra ja titulada anteriormente na determinacdo
da alcalinidade total (item 14.4), acrescentando-se 0s passos a seguir:

(@) Reduzir o pH da amostra de 4,30 para 3,30 com H,SO4 ~ 0,05 M (0,1 N) e manter sob fervura

por cerca de 3 min, para remogao do didxido de carbono da solucdo;

(b) antes de iniciar o aquecimento da amostra, adicionar pérolas de vidro ao fundo do béquer para
amenizar a turbuléncia da ebulicdo e cobrir a boca do béquer com vidro de reldgio de tamanho
compativel e lado céncavo para cima;

(c) esfriar a amostra em banho de 4dgua até a temperatura ambiente;

(d) colocar a amostra novamente em agitagdo magnética moderada, medindo o pH;

(e) adicionar solucao padronizada de NaOH ~ 0,05 M até pH 4,00 e desprezar esse volume;

(f) titular a amostra (pH micaL = 4,00) com solucdo padronizada de NaOH ~ 0,05 M até pH 7,00 e
anotar esse volume (V). Essa adigdo permitira, principalmente, a neutralizacdo dos acidos
organicos presentes na amostra;

(g) efetuar os calculos apresentados a seguir:

14.5.1. ALCALINIDADE A ACIDOS VOLATEIS (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3z)

N .0 X50.000
v

Amostra

V
AAV (mg CaCO, /L) = x Equacdo 37

14.5.2. AcIDOS VOLATEIS TOTAIS (MG/L, EXPRESSA COMO ACIDO ACETICO — HAC)

14.5.2.1. METODO ORIGINAL DE DILALLO & ALBERTSON

O fator de conversdo (f) para determinar a concentracdo de acidos volateis totais (AVT) a partir da
alcalinidade devida aos acidos (AAV) depende da quantidade de acidos que é titulada entre pH 4,0 e 7,0. O pH
de equilibrio dos acidos organicos € menor que 4,0, mas variavel com a concentracdo de acidos. Além disso, o
pH final da titulacdo de acidos fracos com base forte é sempre maior que 7,00. Logo, experimentalmente,
DiLallo e Albertson (1961) propuseram um fator de conversdo igual a 1,5 para alcalinidade devida a acidos

(AAV) superior a 180 mg CaCOs/L e 1,0 para valores inferiores:

AVT (mg HAc /L) = AAV x f Equagso 38

Sendo: f = 1,5 caso AAV > 180 mg CaCOs/L ou
f =1,0 caso AAV < 180 mg CaCOs/L.
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14.5.2.2. METODO DE DILALLO & ALBERTSON MODIFICADO
O método modificado de Dilallo e Albertson (CAVALCANTI; VAN HAANDEL, 2001) consiste em aplicar o

fator 1,41 para converter a alcalinidade a acidos volateis (AAV — dada em mg CaCOs/L) em concentracdo de

acidos volateis totais (AVT — expressa em mg HAc/L). Esse fator leva em conta que 1 mg/L de AAV (como
CaCOs) corresponde a 1,2 mg/L de AVT (como HAc), assumindo-se também que, até pH = 4,0, apenas 85%
dos acidos volateis totais sdo detectados (MCCARTY, 1964a; 1964b; 1964c; 1964d):

1,2 x AAV

AVT (mg HAC /L) = =1,41x AAV Equacio 39

Observacgao: O fator de conversdo de 1,2 € obtido pela razdo entre o equivalente-grama do acido
acético (60.000) pelo equivalente-grama do CaCO:s (50.000) em mg/L.

14.5.3. ALCALINIDADE A BICARBONATO (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)

Agicarsona (MY CaCO; /L) = Aoy — AAV Equagao 40

Observacgao: As concentragbes do acido e da base envolvidos nestes métodos titulométricos devem
ser modificadas para se adequarem ao tipo de efluente, de modo a serem consumidos volumes
adequados de acido e de base, evitando-se titulagbes muito prolongadas com solugbes muito
diluidas ou volumes muito pequenos de reagentes mais concentrados, que poderdo comprometer os

resultados.
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14.6. ALCALINIDADE E ACIDOS VOLATEIS TOTAIS — METODO DE KAPP
(KAPP, 1984 apud BUCHAUER, 1998)

14.6.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método de Kapp (KAPP, 1984 apud BUCHAUER, 1998), desenvolvido inicialmente para
monitoramento de digestores de lodo, considera a interacdo entre a alcalinidade conferida pelos acidos
volateis, entre pH 5 e 4, e o sistema tampao carbonato HCO3/CO, sobre a quantificacdo dos acidos e da
alcalinidade a bicarbonato. Baseado em uma abordagem empirica e tedrica, além da quantificacdo dos acidos
graxos volateis, o método também se aplica a determinacdo da alcalinidade total, alcalinidade devida aos
acidos volateis e alcalinidade a bicarbonato.

O procedimento do método de Kapp envolve a titulagdo das amostras partindo do pH original até os
valores de pH equivalente a 5,0; 4,3 e 4,0 com uma solucao de H,SO4 com normalidade conhecida.

Segundo Ribas, Moraes e Foresti (2007) a premissa basica desse método € a de que entre os valores
de pH 5,0 e 4,0, exceto o sistema acetato/acido acético, nenhum outro sistema acido/base afeta o consumo de
acidos. Além disso, os valores de pKa dos acidos acético, propionico, butirico e valérico situam-se em torno de
4,75. O sistema considerado no método de Kapp é o sistema carbonato (HCO5;/CO,) com pKa de 6,3. Os
sistemas NHs;/NH4* e H,PO4/HPO4% ndo afetam o método por terem pKa de 8,95 e 7,2, respectivamente.
Portanto, os compostos de acidos volateis e carbonicos, como HCO5™ e H,COs, podem ser detectados por esse
método.

Os mesmos autores (RIBAS; MORAES; FORESTI, 2007) compararam diferentes metodologias para
determinacdo de acidos graxos volateis com diferentes concentracdoes de acidos organicos e bicarbonato, e
constataram que o método de Kapp (1984) apresentou os melhores resultados quando comparados aos
valores obtidos por cromatografia. Essa observacao poderia ser explicada pela minimizacao das perdas dos
acidos organicos volateis, o que ocorreria durante o processo de fervura da amostra acidificada, conforme
proposto pelo método de Dilallo e Albertson (1961).

Quanto a determinagdo de alcalinidade a bicarbonato, o método de Kapp (1984) também se destacou,
juntamente com a metodologia proposta por Jenkins, Richard e Daigger (1983), sendo estes os métodos que
apresentaram valores medidos mais proximos dos tedricos (RIBAS; MORAES; FORESTI, 2007).

Mota et al. (2015) ndo encontraram diferencas significativas entre os resultados de acidos volateis
totais obtidos pelas metodologias de Kapp (1984) e Dilallo e Albertson (1961), tendo o método de Kapp se
mostrado, inclusive, menos sensivel a interferéncias devidas a altas concentragcbes de bicarbonato na
determinagdo de baixas concentracdes de acidos volateis (MOTA et al., 2015).

Por fim, o método de Kapp é recomendado para o monitoramento de processos anaerdbios tanto pela
equivaléncia observada entre os diversos métodos classicos usualmente empregados, como também pelo
menor tempo demandado e a simplicidade de execucdo dessa metodologia (CAVALCANTI; VAN HAANDEL,
2001).

14.6.2. MATERIAL
Agitador magnético e barra magnética
Bureta digital de 10,00 mL ou buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL
Medidor de pH (precisao + 0,01 unidade de pH)
Béquer de 100 mL
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e Acido Sulftrico concentrado — H,SO4 P.A.

14.6.3. PROCEDIMENTO

(a) Calibrar o pHmetro com solucdes padrdes de pH 7,00 e pH 4,00 a temperatura ambiente;

(b) se necessario, centrifugar a amostra por 5 min a 3.500 rpm (esse passo pode ser omitido quando
a amostra nao apresentar teor consideravel de sélidos em suspensao);

(¢) registrar o pH inicial da amostra;

(d) titular a amostra em agitacdo magnética com solucdo de acido sulfirico de normalidade
conhecida (0,1 N, por exemplo), reduzindo o pH até 5,0; anotar esse volume (V p 5);

(e) continuar a titulacao com H,SO, até pH = 4,3; registrar o volume acumulado (V p# 4.3);

() concluir a titulacdo com pH = 4,0, anotando o volume acumulado final (V p# 4);

(g) proceder aos calculos conforme as equacoes que seguem (CAVALCANTI; VAN HAANDEL, 2001):

14.6.4. ALCALINIDADE TOTAL (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)

V x N x 50.000
AT (mg CaCO,/L) = 142 \;'2504 Equacéio 41

Amostra

14.6.5. AcIDOS VOLATEIS TOTAIS (MG/L, EXPRESSA COMO ACIDO ACETICO — HAC)

Vora-prs X Nipsos x 131.340
\/

Amostra

AVT (mgHAc /L) = —(0,0616xAT) —10,9  Equacdo 42

14.6.6. ALCALINIDADE A ACIDOS VOLATEIS (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)

Uma vez que na titulagdo até pH = 4,3 pressuple-se que apenas 60% do acetato (CH;COO") esta
presente sob a forma de &acido acético (CHs;COOH), considera-se que a AAV corresponde a 60% da
concentracgao de AVT:

AAV (mg CaCO, /L) = 0,6x AVT xg—g = 0,5x AVT Equagdo 43

14.6.7. ALCALINIDADE A BICARBONATO (MG/L, EXPRESSA COMO CACO3)

AB (mg CaCO,/L) = AT — AAV Equagio 44

Em que:

V pH 4 - p# 5 = Volume da solucao de H,SO4 gasto para titular do pH 5 ao 4. Em outras palavras, o volume de
solucdo gasto até o pH 4 menos o volume gasto apenas até o pH 5 (mL);

N 12504 = Normalidade da solugdo de H,SO4 (N);

V Amostra = Volume inicial da amostra (mL);

V ot 43 = Volume da solugao de H,SO4 gasto para titular até o pH 4,3 (mL);
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Observacdo: O preparo e padronizacdo da solugdo de dacido sulfurico devem ser efetuados

conforme descrito no ftem 14.3, variando o volume de H250+ dependendo da normalidade desejada.
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14.7. ALCALINIDADE E ACIDOS VOLATEIS TOTAIS — METODO CONDUTIMETRICO
(MORAES et al., 2001)

14.7.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

As determinacOes de alcalinidades total e parcial realizadas através de métodos potenciométricos ou
adaptacOes propostas por Dilallo e Albertson (1961), Kapp (1984), Ripley, Boyle e Converse (1986), Jenkins et
al. (1991), Anderson e Yang (1992), entre outras, quantificam também parte dos acidos volateis, uma vez que
a substancia utilizada na titulacao (acido forte) reage tanto com ions bicarbonato, quanto com anions dos
acidos organicos gerados durante a degradacdo anaerdbia. Resultados determinados através de métodos
titulométricos com acido forte e cromatografico sao relativamente diferentes.

O fato do acido carbbnico ser diprotonado e o bicarbonato de sédio ser um sal formado pela
neutralizacdo de apenas um de seus prdtons, confere a natureza anfdétera ao ion bicarbonato, a qual é
explorada pela metodologia condutimétrica. E importante ressaltar ainda que todos os acidos organicos usados
para monitorar os processos anaerdbios sdo acidos monoprdéticos, ndo geradores de sais anféteros, cujos
anions ndo reagem com ions OH". Sendo assim, a quantificacdo da concentracdo de ions bicarbonato em
solucdo podera ocorrer pela adigao controlada de solucdo de concentracao conhecida de base forte.

A condutividade k é uma medida da habilidade de uma solucdo aquosa em conduzir corrente elétrica,
relacionada com a presenca de ions, suas concentracdes, valéncias e mobilidades, bem como com a
temperatura da solucdo. Os valores de Condutancia Equivalente (1), em MHO.cm?/equivalente, em agua a
25°C, de alguns ions envolvidos na determinacdo da alcalinidade real de amostras de reatores anaerdbios, s3o
os seguintes: HCO5™ (44,5); 2 COs* (72); H,PO4 (33); V2 HPO4* (57); OH" (198,6).

A adicdo de solucdo de NaOH em amostras, transformando ions HCO;” em COs%, ions H,PO4 e HPO4*
em PO,*, entre outros, e, posteriormente, em excesso, é responsavel pela variagdo da condutividade da
solucdo, tornando possivel sua quantificacao.

A quantificacdo de alcalinidade total, por meio da titulacdo com solucdo padronizada de H,SO.,
sinalizada por medidas de condutividade elétrica da solucdo, permite determinacbes mais exatas de pontos
finais, independentes de pH pré-estabelecidos, que ndao devem ser coincidentes, para diferentes amostras, e
que dificilmente sao realmente atingidos no final da titulagdo.

O método baseia-se, entdo, no acompanhamento da condutividade elétrica de duas amostras durante
a adigdo de solucdo padronizada de hidroxido de sodio (alcalinidade parcial ou a bicarbonato) ou de éacido
sulfdrico (alcalinidade total).

O método proposto pode fornecer valores muito mais proximos de alcalinidade real de reatores
anaerodbios do que os métodos que utilizam titulagdes com acidos fortes. Através desta metodologia, titulam-se
também outras espécies geradores de alcalinidade, como ions HPO4*, Hy,PO4, silicatos, HS, S, presentes em
aguas residuarias. Além destes, o ion amonio, quando presente, também sera titulado, antes mesmo do ion
bicarbonato, gerando uma reta com inclinacdo especifica, que pode ser usada para quantifica-lo.

Uma reacgdo que poderia interferir, quando uma base forte é usada como titulante, seria a reacdo com
0 CO; (g) presente na amostra. Porém, o CO; (g pode ser eliminado, ndo por aquecimento, pois a concentragao

do ion HCO5; também seria afetada, mas em banho ultrassonico que, aplicado a amostra, expulsa os gases

nela dissolvidos.
fons NH4*, se presentes, interferem positivamente no resultado, gerando uma reta especifica para a
reagao:
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NH, + OH" ——NH, +H,0 Equacdo 45

a qual precede a formagdo de carbonato, permitindo, em uma mesma titulacdo, as determinagdes de N-

amoniacal e de alcalinidade devida a bicarbonato.

A Figura 5 ilustra o comportamento da condutividade corrigida de amostra durante a adicdo da
solucdo de hidréxido de sédio, observado durante a titulacdo de amostra em auséncia de ions amonio.
Observa-se claramente que a curva da condutividade elétrica apresenta duas inclinagdes distintas,

representadas, entdo, separadamente através de duas retas independentes.

Figura 5: Variacdo da condutividade corrigida da amostra contendo bicarbonato, durante adicdo de solugdo de

NaOH.
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Fonte: Moraes et al. (2001).

A Reta 1 representa a variacao da condutividade elétrica da amostra, obtida, principalmente, pela

reacdo entre os ions HCOs™ e OH", representada pela seguinte reagao:
Na* + HCO; + Na® + OH” ——2Na* +CO% +H,0 Equacdo 46

A Reta 2 representa a variacdo da condutividade elétrica da solucdo da amostra, em presenca de
excesso crescente dos ions Na* e OH".

Igualando-se as duas equagOes das retas, determina-se o ponto onde ocorre a mudanga de inclinagdo,
ou seja, onde as duas retas se encontram, representando o volume da solucdo de hidroxido de sddio
necessario para reagir com todo o bicarbonato presente no meio.

Assim, a partir do volume e da concentracdo molar da solugdo de hidroxido de sédio e volume de

amostra, determina-se a alcalinidade real devida ao bicarbonato a partir da Equacao 47.

Vior * M naon

mgHCO,; =61.000x Equagdo 47

Amostra
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Na qual:
Vnaon = Volume gasto para atingir o ponto final de titulagao (mL).
Mnaon = Concentragao molar da solucdo (M).

Vamostra = Volume inicial da amostra (mL).
Para a determinacdo da alcalinidade total, realiza-se procedimento idéntico ao anterior, utilizando-se,
entretanto, solucdo padronizada de acido sulfurico. Durante a adicdo da solucdo de acido sulftrico, a

condutividade corrigida da amostra pode apresentar o comportamento mostrado na Figura 6.

Figura 6: Variacdo da condutividade corrigida da amostra durante adigao de solugdo de H,SOs4.

2,000
% 11500 | Reta 3
E 1
)
® 1,000 - Reta 2 /
S
= ]
5 Reta 1
20,500 -
3
1 Vh2s04
0,000 T T T T . .
0 3 5 8 10

Volume de solugdo (mL)

Fonte: Moraes et al. (2001).

Os dois trechos iniciais na curva de calibragdo estao relacionados as reacoes do acido sulfirico com:

bicarbonato de sddio (Reta 1) e acetato de sddio (Reta 2), de acordo com as seguintes reagoes:

2Na* +2HCO; + H* + HSO, ——>2Na* +2CO, +H,0+S05" Equag&o 48
2Na* +2CH,COO™ +H* + HSO, ——2Na" + 2CH,CO0™ +S0% Equacgo 49

Assim, o volume de solugdo de acido sulflrico que reagiu com todo bicarbonato e acetato presentes é
representado pelo encontro das Retas 2 e 3, esta Ultima, gerada pelo excesso de H,S04 adicionado a amostra.
Deve-se salientar que, na auséncia de bicarbonato ou acetato, a curva de condutividade pode apresentar
comportamento semelhante ao da Figura 5. Nessa condigdao, o volume de acido sulfirico é determinado pelo
encontro das Retas 1 e 2, como citado anteriormente.

A concentracdo da alcalinidade total, expressa em mg/L de HCOs™!, é calculada a partir da Equacdo 50.

mg/L alcalinidade total (HCO, ) =122.000x Visou X Mizsos Equagio 50

Amostra



114
Na qual:

Vhaso4 = Volume gasto para atingir o ponto final de titulagao (mL).
Miuzs04 = Concentragao molar da solugdo (M).

V amostra = VOlume inicial da amostra (mL).

A diferencga entre a alcalinidade a bicarbonato e a alcalinidade total fornece a alcalinidade devida aos
anions de acidos volateis.

Para converté-la em mg/L de acetato, o valor em mg/L de bicarbonato deve ser multiplicado pela
razdo 59/61 (= 0,967).

14.7.2. MATERIAL

Agitador magnético e barra magnética

e Condutivimetro

e Medidor de pH (precisao + 0,01 unidades de pH)

e Banho de ultrassom

e Béquer de 150 mL

e Bureta digital de 10,00 mL ou buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL
e Solucdo padronizada de Acido Sulfiirico — H,SO4

e Solucdo padronizada de Hidréxido de Sédio — NaOH

14.7.3. DETERMINAGAO DA ALCALINIDADE REAL
A amostra (25,0 mL), contida em béquer, deve ser submetida ao ultrassom durante 10 min. Apds este
periodo, titula-se com solugdo padronizada de NaOH (0,02 M), acompanhando-se a variagdo da condutividade
elétrica. A titulacdo deve ser processada até garantir varias adicoes em excesso de solucdo de hidrdxido de
sodio. As diluicbes da amostra, provocadas pelas adicbes da solugdo titulante, exigem que sejam feitas

corregoes dos valores de condutividade, a partir da Equagdo 51.

- - V +V;.
Condutividade .orriepa= Condutividade o p, x —2mosta —Titulante Equaco 51

V

Amostra

Na qual:
Vamostra = Volume inicial da amostra (mL).

Vritwante = Volume adicionado de titulante (mL).

A partir dos valores determinados experimentalmente (por exemplo, Tabela 18), elabora-se um grafico
(Figura 7), langando-se os volumes adicionados de solugdo de NaOH, contra os valores corrigidos da

condutividade elétrica da amostra.
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Tabela 18: Volumes adicionados de NaOH e valores de condutividades medida e corrigida durante titulagdao de 25,0
mL de amostra de efluente de reator anaerdbio com solugdo de 0,020 M de NaOH.

Condutividade Condutividade
Volum(en:lf) NaOH medida corrigida
(mS/cm) (mS/cm)
0,00 0,400 0,400
0,50 0,436 0,445
1,00 0,480 0,499
1,50 0,520 0,551
2,00 0,558 0,603
2,50 0,598 0,658
3,00 0,636 0,712
3,50 0,676 0,771
4,00 0,715 0,829
4,50 0,756 0,892
5,00 0,797 0,956
5,25 0,819 0,991
5,50 0,842 1,027
5,75 0,865 1,064
6,00 0,888 1,101
6,25 0,913 1,141
6,50 0,936 1,179
6,75 0,962 1,222
7,75 1,059 1,387
8,50 1,133 1,518
9,50 1,227 1,693
10,00 1,274 1,784

Fonte: Moraes et al. (2001).

Figura 7. Variacao da condutividade corrigida da amostra durante adicdo de solucdo de NaOH.
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Fonte: Moraes et al. (2001).

Verifica-se, a partir da Figura 7, que duas retas compdem o grafico. Sendo assim, elaboram-se dois

graficos, considerando-se as duas diregdes obtidas (Figura 8 (a) e (b)).
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Figura 8. Retas obtidas de acordo com as diferentes inclinagbes observadas na variagao da condutividade corrigida
da amostra durante a adicdo de solucao de NaOH.
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Fonte: Moraes et al. (2001).

Igualando-se as duas equacdes (y: = 0,114x + 0,3826 e y, = 0,1697x + 0,0802), encontramos o
ponto de interseccdo, valor que indica o volume da solucdo padronizada de NaOH usado para atingir o ponto
final de titulacdo. Assim, para o exemplo, o volume de NaOH foi de 5,43 mL.

A alcalinidade da solucdo pode ser determinada a partir da Equagao 52.

Vyaon % M aon

mgHCO,/L =61.000x Equacdo 52

Amostra

Na qual:
Vnaon = Volume gasto para atingir o ponto final de titulagao (mL).
Mnaon = Concentragao molar da solucdo (M).

Vamostra = Volume inicial da amostra (mL).

Assim,

mgHCO,/L =61.000x

w =265mgHCO;/L Equacdo 53

Para transformar-se a alcalinidade a bicarbonato em alcalinidade a CaCOs;, deve-se dividir o valor
obtido por 1,22.

14.7.4. DETERMINAGAO DA ALCALINIDADE TOTAL
A determinacdo da alcalinidade total é realizada com os mesmos procedimentos realizados no item
14.7.3, utilizando-se solugdo de acido sulfdrico. A partir da determinacdo do volume de acido sulfurico gasto

para atingir o ponto final de titulacdo, calcula-se a alcalinidade total a partir da Equacdo 54.

Vi o xM
mg/L (HCO;) = 122.000x 5% " H:50, Equacio 54

amostra
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Na qual:
Vhaso4 = Volume gasto para atingir o ponto final de titulagao (mL).
Mizs04 = Concentracao molar da solugdo (M).

V amostra = VOlume inicial da amostra (mL).

14.7.5. DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO DE ACIDOS VOLATEIS
A partir da alcalinidade real e alcalinidade total, a concentracdo de acidos volateis, expressa como

acido acético, é determinada a partir da Equagao 55.

XM 5o, ) - (VNaOH X M o )
V.

amostra

(VH SO
mg/L (comoHAC) =60.000x —== Equagdo 55

14.7.6. PREPARO E PADRONIZAGAO DAS SOLUCOES DE HIDROXIDO DE SODIO E DE ACIDO SULFURICO
As solugdes utilizadas devem ser preparadas como descrito anteriormente (item 14.3), variando a

massa de NaOH ou o volume de H,SO,4 dependendo da molaridade final desejada.
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14.8. ALCALINIDADE A BICARBONATO DE RESERVA
(SPEECE, 1996)

14.8.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Alcalinidade de reserva é definida por Speece (1996) como sendo a concentracao de bicarbonato
disponivel para neutralizar os acidos volateis livres restantes no processo. Num processo anaerdbio o operador
estd muito interessado na alcalinidade de reserva antes que o pH do sistema alcance valores menores que 6,5.
Assim, o conceito de alcalinidade de reserva representa o aumento na concentracao de acidos volateis que
pode ser tolerado pelo sistema antes que a queda do valor do pH ocasione a interrupcao do processo, pela
acidificacdo do meio. A alcalinidade de reserva indica somente a alcalinidade a bicarbonato, ja que a
alcalinidade produzida por sais de acidos organicos nao promove a neutralizagao dos acidos volateis gerados.

O método proposto por Speece (1996) para determinar a concentracao de bicarbonato de reserva
consiste na titulagdo de 50,0 mL da amostra com solucdo padronizada de acido acético (5,0 g/L) até o valor
minimo de pH de 6,5. Cada adigao de 1,0 mL de acido acético corresponde ao aumento de 100 mg/L de acidos
volateis que pode ser tolerado pelo sistema, antes que o pH atinja um valor indesejado. Cada mol de &cido

acético titulado gerara um mol de CO, a partir da neutralizacdo pela alcalinidade a bicarbonato.

14.8.2. MATERIAL
e Agitador magnético e barra magnética
e Bureta digital de 10,00 mL ou buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL
e Medidor de pH (precisao + 0,01 unidades de pH)
e Béquer de 100 mL
e Acido Acético glacial — C;HsO0H P.A.

14.8.3. PREPARO DE SOLUCAO PADRAO DE ACIDO ACETICO (5 G/L)
(a) Transferir, com exatiddo, 4,96 mL de acido acético (99,5%; d=106 g/mL; C=1,007 g de acido
acético/mL) para baldo volumétrico contendo uma quantia inicial de dgua deionizada;

(b) completar o volume para 1.000 mL com agua deionizada.
14.8.4. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DA ALCALINIDADE A BICARBONATO DE RESERVA
(a) Transferir 50 mL de amostra para béquer de 100 mL;

(b) titular com solucdo padrao de acido acético (5 g/L) até atingir pH de 6,5 a 6,2;
(c) determinar a concentracdo de bicarbonato na amostra a partir da seguinte reagao:

HCO; + CH,COOH——H,CO, + CH,COONa Equagcdo 56

considerando que 61,0 g de bicarbonato reagem com 60,0 g de acido acético.
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14.9. ALCALINIDADE DEVIDA A SULFETO
(GODOI et al., 2017)

14.9.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
Em sistemas anaerobios o sulfeto é originario do processo de reducdo bioldgica do sulfato,
podendo ser encontrado no efluente final de reatores sob as formas de H.S aquoso (sulfeto de
hidrogénio dissolvido), HS- (ion bissulfeto) e S> (ion dissulfeto), além da fragao de H>S gasoso e dos
sulfetos metalicos insoliveis. O sulfeto de hidrogénio em solugdo, por sua vez, se comporta como um

acido fraco, dissociando-se conforme as equacoes a seguir (Lewis, 2010):

H,S &SHS +HY pKa! = 6,99 Equaggo 57

aquoso

HS < S* +H* pKa? = 12,9 Equacdo 58

Uma vez que o par HxS/HS™ tem constante de dissociacdo (pKa!) proxima de 6,99, o anion HS,
guando presente em concentracoes elevadas (caso de reatores sulfetogénicos, por exemplo) podera ser
responsavel por uma parcela significativa da alcalinidade total do sistema, devido a sua capacidade de
neutralizar o proton H* (Equagdo 57), gerando H2S molecular. Ja a fracdo de S27, por sua vez, pelo alto
valor da constante da segunda dissociagao (pKa?) do sulfeto, pode ser considerada desprezivel na faixa
de pH na qual se situam os sistemas de tratamento anaerdbios.

No monitoramento de reatores anaerdbios tratando efluentes ricos em sulfato também é usual
proceder a determinagdo da alcalinidade total do sistema por meio de métodos titulométricos
convencionais (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005; RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986). Esse
resultado, embora Util para expressar a capacidade tampdo global do sistema, ndo leva em conta a
parcela devida ao ion bissulfeto (HS"), que também é medida como alcalinidade em conjunto com o
bicarbonato.

Para a determinacao da real contribuicdao do sulfeto total dissolvido para com a alcalinidade do

meio liquido, foram propostos os calculos apresentados a seguir.

14.9.2. ROTEIRO DE CALCULO

14.9.2.1. ESPECIACAO DO SULFETO TOTAL DISSOLVIDO

Partindo da definigdo da constante de dissociacdao (Kpa!) do par H2S/HS  (Equacdo 59), igualou-
se o logaritmo negativo dessa expressao ao pKa! (Equacao 60). Para resolucao do equacionamento foi
assumida a simplificagdo de que pH = - log [H*]. A concentracdo molar de sulfeto total dissolvido [STD],
determinada analiticamente, também foi considerada como sendo a soma das concentracbes molares de
ambas as espécies dissolvidas em questdo (Equagdo 61). Apds algumas manipulacdes algébricas,
baseadas nas propriedades matematicas do logaritmo, chegou-se a Equagdo 62, a qual permite

determinar a parcela de sulfeto dissolvido na forma ionizada.
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_[HSIx[H'] )
at [H 2S] Equacao 59
[HS"]x[H"]
pKa'=— Iog(— .
[H 2S] Equacao 60
[STD] =[HS"]+[H,S] Equaggio 61

. [STD]

Onde [STD] é a concentracdo molar de sulfeto total dissolvido no efluente do reator (mol/L);
[HS] é a concentracdo molar do ion bissulfeto (mol/L); e [H2S] é a concentracdo molar de sulfeto de
hidrogénio dissolvido (mol/L).

A concentragao de sulfeto total dissolvido (STD) no efluente de reatores pode ser determinada

por meio das metodologias apresentadas nos itens 20.1 e 20.2.

14.9.2.2. ALCALINIDADE DEVIDA A SULFETO

Considerando que 1 mol do anion HS™ é capaz de neutralizar 1 mol de ions H* para produzir o
sulfeto de hidrogénio molecular (H2S), a concentragdo molar de HS  (Equagao 62) foi utilizada para
estimar a alcalinidade devida ao sulfeto total dissolvido (Ans-) no efluente do reator, conforme o calculo

apresentado pela equacado a seguir:

A, (mgCaCO, /L) =[HS]x50.000 Equagdo 63

Na qual 50.000 é o equivalente-grama (massa molar/valéncia) do CaCOs, utilizado como
referéncia nas medidas de alcalinidade; e [HS'] é a concentracdo molar do ion bissulfeto (mol/L).

Ja para a determinagdo da alcalinidade a bicarbonato real do sistema (AsicRF*Y), descontam-se as
contribuicdes do ion HS (Ans-) e dos acidos volateis totais (AAV) da alcalinidade total medida, conforme

indicado na equagdo mostrada a seguir:

Ayt (mgCaCO,/L)= A, —AAV —A Equacdio 64

Onde qual Ar é a alcalinidade total no efluente do reator (mgCaCOs.L') medida por titulagdo
acida até pH = 4,30; AAV é a alcalinidade devida aos acidos volateis totais (mgCaCOs.L?); e Ans- € a
alcalinidade a sulfeto estimada pela Equacdo 63 (mgCaCOs.L1).

As alcalinidades total (Ar), parcial (Ar), intermediaria (A:) e devida a acidos volateis totais (AAV),
por sua vez, sao determinadas de acordo com os procedimentos habituais, propostos por Ripley, Boyle e

Converse (1986) e Dilallo e Albertson (1961), conforme apresentado nos itens 14.4 e 14.5 deste manual.
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15.CoR — METODO DO REGISTRO DO ESPECTRO
(WU; EITEMAN; LAW, 1998)

15.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A cor em corpos d'agua pode ser o resultado tanto de fenémenos naturais, tais como a presenca de
substancias hiimicas, ions metalicos e plancton, quanto ser causada artificialmente pela descarga de corantes e
pigmentos presentes nos despejos de efluentes de industrias téxteis, quimicas ou farmacéuticas, por exemplo
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Em geral, a cor na agua é classificada em termos de cor verdadeira, quando a amostra apresenta cor
livre de turbidez, ou aparente, quando a cor da amostra é medida sem tratamento prévio para remogao do
material em suspensao (filtracao ou centrifugacdo) (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Os métodos mais comuns para determinacdo da cor em amostras aquosas consistem na comparagao
visual ou na medicdo espectrofotométrica, a qual pode ser efetuada em um Unico comprimento de onda, na
associacdo de medidas obtidas em varios comprimentos diferentes, ou ainda na varredura de uma faixa de
absorcdo (BISSCHOPS; SPANJERS, 2003), faltando, no entanto, um método universal para classificagao de cor
em aguas residuarias.

Por comparacdo visual, a cor é quantificada pela comparacdo da amostra com as concentracoes
conhecidas de padrdes coloridos (normalmente uma solucdo de platina-cobalto) ou com discos de cor
adequadamente calibrados (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). Este método é utilizado
frequentemente em estacoes de tratamento de dgua como um parametro de controle, especialmente devido a
sua simplicidade, mas nao é aplicavel para aguas residuarias complexas, principalmente se tratando de
efluentes industriais com elevados indices de cor (SANTOS; CERVANTES; VAN LIER, 2007).

O método colorimétrico de registro do espectro, por sua vez, é uma das alternativas ao procedimento
convencional, consistindo no registro do espectro da amostra na faixa de comprimentos de ondas da luz visivel
(de 400 a 700 nm) ou dentro de uma faixa especifica (BISSCHOPS; SPANJERS, 2003; SANTOS; CERVANTES;
VAN LIER, 2007). A area sob a curva das absorbancias € integrada e pode ser utilizada para fins de
comparagao, desde que a medicdo das amostras em questao tenha sido efetuada para um mesmo valor de
pH. A cor obtida por registro do espectro, por sua vez, é dada em unidades de absorbancia integrada
(Integrated Absorbance Unitis - IAU), conforme Wu, Eiteman e Law (1998).

15.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,22 ym de poro

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

o Espectrofotdbmetro com saida de dados

e Medidor de pH de bancada (pHmetro)

e Baldo volumétrico de 1.000 mL

e Béquer de 100 mL

e Pipeta de vidro graduada de 10,0 mL

e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas
e Cubeta de vidro com passo dtico de 1 cm

e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCl P.A.
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e Fosfato de Sodio monobasico — NaH,PO4 P.A.
e Fosfato de Sddio bibasico — Na;HPO4 P.A.

15.1. PREPARO DAS SOLUCOES PARA AJUSTE DO PH DA AMOSTRA

ATENCAO: Sempre manusear e efetuar a dissolucdo de dcidos concentrados e hidroxidos na

capela, sob exaustdo, usando jalecos, luvas nitrilicas e oculos de segurancga.

(a) Solucao de HCI 0,1 M: Com pipeta de vidro graduada, transferir 8,4 mL de HCl concentrado
para béquer de vidro de 100 mL contendo cerca de 80 mL de agua deionizada. Apos esfriar, transferir a
solugdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar com agua deionizada;

(b) Solucdo de NaOH 0,1 M: Em béquer de 100 mL contendo cerca de 80 mL de agua
deionizada, dissolver totalmente 4,0 g de NaOH. Apds esfriar, transferir a solucdo para baldao volumétrico de
1.000 mL, completando com agua deionizada;

(c) Solucdo tampao fosfato (pH 6,40): Pesar 10,86 g de fosfato de sddio monobasico
(NaH,PO,) e 5,98 g de fosfato de sddio bibasico (Na;HPO,) e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL,
completando o volume com agua deionizada e agitando até a dissolucdo completa dos reagentes. Ajustar o pH

da solucao por dosagem das soluces de HCl ou NaOH, se necessario.

15.2. PRE-TRATAMENTO DA AMOSTRA
15.2.1. REMOCAO DE TURBIDEZ
A turbidez da amostra é um interferente na leitura da cor verdadeira sendo removida previamente por

filtragdo da amostra em membrana de 0,22 pm.

15.2.2. DILUICAO DA AMOSTRA
A Lei de Lambert-Beer estabelece uma relagao entre a absorbancia de uma amostra e a concentracao
da substancia absorvente. Entretanto, esta relagao nao € linear para altas concentragdes. Considera-se que é
apropriado diluir uma amostra de maneira tal que a sua absorbancia nos comprimentos de onda (A) utilizados
nao exceda o valor de 1,000. O fator de diluicdo £ deve ser utilizado para corrigir a absorbancia final da
amostra, sendo fa razdo entre o volume final (Vana) da amostra diluida sobre o volume inicial (Vivca) da

amostra concentrada utilizada (¥ = Vewa. / Vinecia).

15.2.3. AJUSTEDO PH
A absorbancia de uma amostra num determinado valor de A é dependente do pH. Deste modo, deve-
se padronizar um valor de pH previamente a medicdo no espectrofotdmetro. Um recurso adequado seria diluir
a amostra em solugdo tampao fosfato com o pH desejado. A experiéncia pratica do LPB recomenda a utilizacdo

de uma solucao tampao fosfato com pH final de 6,40.

15.3. PROCEDIMENTO PARA LEITURA DAS AMOSTRAS
(a) Filtrar 2 mL de amostra em filtro de 0,22 ym;
(b) diluir a amostra em tampao fosfato pH 6,4 utilizando um fator de diluicdo Fadequado;
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(c) aferir o pH final da amostra, corrigindo-o com algumas gotas das solugbes de NaOH ou HCl
(0,1 M) se necessario. Caso o volume da amostra for alterado em valor superior a 10%, deve-se
considerar este valor como acréscimo do fator de diluicdo £

(d) transferir a amostra para cubeta de vidro com caminho dtico de 1 cm;

(e) zerar o espectrofotdbmetro com agua deionizada e utilizar a funcdo varredura (scan) para
registrar a absorbancia da amostra no intervalo de 400 a 700 nm (espectro visivel);

(f) calcular a area da curva sob o espectro visivel;

(g) multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluicdo 7 utilizado. O valor obtido, em unidades de
absorbancia integrada (IAU), representa a cor da amostra.

Observacao: As amostras podem ser armazenadas apos filtracdo por até 24 h em refrigerador a

temperatura de 4°C previamente a analise.
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disponivel.
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16.NITROGENIO ORGANICO E AMONIACAL

16.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

NITROGENIO AMONIACAL

A amoénia representa parte da matéria nitrogenada inorganica geralmente presente em aguas
superficiais e residuarias. Nas estacbes de tratamento, por exemplo, a amonia encontra-se presente no esgoto
afluente, pois ja no sistema de coleta e interceptacao, as reagGes de hidrdlise e amonificacdo tém inicio
(desaminacdo de compostos contendo nitrogénio organico e pela hidrélise da ureia). A amonia é utilizada por
bactérias heterotrdficas e autotroficas.

Os principais fatores que influenciam na selecao de um método para a quantificagdo da amonia sdo: a
sua concentracdo na amostra e a presenca de interferentes na analise. Quando interferéncias estdo presentes
ou uma maior precisdo é necessaria, uma etapa preliminar de destilagao é requerida.

A determinacdo de aménia por método titulométrico (item 16.2.11), o qual sempre exige uma etapa
prévia de destilacdo, é aplicavel para amostras contendo concentragbes maiores que 5 mg N-NH4*/L.

O método espectrofotomeétrico do fenol-hipoclorito (item 16.3) é mais aplicavel para aguas limpas que
apresentam concentracbes menores que 5 mg N-NHs*/L. Amostras mais contaminadas, todavia, também

podem ser previamente destiladas para a remogao dos interferentes e entdo submetidas ao teste colorimétrico.

NITROGENIO ORGANICO
O nitrogénio organico inclui tanto os materiais naturais, como proteinas, peptideos, acidos nucléicos e
ureia, assim como numerosos materiais organicos sintéticos. Concentracbes tipicas de nitrogénio organico
variam de 100 pg/L, em alguns lagos oligotrdficos, a 20 mg/L em aguas naturais.
Para determinacdao da concentracdo de compostos organicos de nitrogénio, 0s seguintes
procedimentos podem ser empregados:
— conversdo do nitrogénio organico a nitrogénio amoniacal seguido de destilagdo da amostra e

determinacdo titulométrica de nitrogénio amoniacal (método Kjeldah! — itens (b) e 16.2.11);

— conversdo do nitrogénio organico a nitrogénio amoniacal seguido de destilacdo da amostra
(método Kjeldahl — itens (b) e 16.2.11) e método espectrofotométrico para determinacdo de

nitrogénio amoniacal (método do fenol-hijpoclorito — item 16.3);

— ou ainda conversdo do nitrogénio organico e amoniacal para a forma de nitrato (pelo método
da digestdo simultinea com persulfato — item 22.4), seguido de analise espectrofotométrica
de nitrato (método da absorcdo ultravioleta — item 18.1; método do dcido cromotrdpico —
item 18.2; ou método da reducdo por cadmio seguido da determinacdo do nitrito total
formado — item 18.3). Vale ressaltar que a determinacdo de N-total na forma de nitrato, em
amostra cuja matéria organica foi digerida, é facilmente realizada conforme a metodologia
descrita no item 18.1, a qual consiste em leitura da amostra em espectrofotometro a 220 nm,
em cubeta de quartzo (GROSS; BOYD; SEO, 1999). A interferéncia da matéria organica, se

persistir, € eliminada por leitura a 275 nm, comprimento de onda ndo absorvido pelo nitrato.
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16.2. DETERMINAGAO DE NITROGENIO TOTAL KJELDAHL (NTK) E NITROGENIO AMONIACAL —

METODO TITULOMETRICO
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

Analiticamente, nitrogénio organico e aménia podem ser determinados juntos e tém sido referidos
como “nitrogénio total Kjeldahl” (NTK), um termo que reflete a técnica utilizada em sua determinacdo. O
processo Kjeldahl é muito usado por ser uma técnica bastante confiavel e com rotinas bem estabelecidas. O
método é baseado na digestao da amostra por acido sulfdrico concentrado em presenca de um catalisador, a
fim de converter o nitrogénio organico em ion amonio. Apds alcalinizagdo da mistura, a amonia é destilada e
recebida em solucdo de acido bdrico e titulada por solugdo padronizada de acido (VOGEL, 1989). Para a
determinacdo do nitrogénio amoniacal, a etapa de digestdo deve ser eliminada. Assim, o nitrogénio organico
podera ser determinado pela diferenca entre o nitrogénio total Kjeldahl (obtido apds as etapas de digestdo,
destilacdo e titulagao) e o nitrogénio amoniacal (obtido apds as etapas de destilagdo e titulacao).

Tal método prevé a adogao de agente catalisador para a etapa de digestdo. O mercurio foi o primeiro
composto a ser testado como catalisador da digestdo da amostra para determinacdo de nitrogénio total.
Entretanto, devido a elevada toxicidade, outros compostos foram testados. Sulfato de cobre e éxido de selénio
apresentaram resultados semelhantes aos do merclrio e, considerando as toxidades e os custos dos
reagentes, o primeiro foi proposto como catalisador da digestdo. O sulfato de potassio é utilizado para
aumentar a temperatura de ebulicdo da solucdo e o sulfato de cobre atua como catalisador da reacao.

Algumas interferéncias ao método titulométrico de determinacdo do NTK sdo:

e  Nitrato: Durante a digestao, nitrato em concentracao superior a 10 mg/L pode oxidar uma porcao
da amonia liberada durante a digestdo do nitrogénio organico, produzindo N,O e resultando em
interferéncia negativa. Por outro lado, se uma quantidade suficiente de matéria organica em
baixo estado de oxidagdo estiver presente, nitrato pode ser reduzido a amdnia, resultando em
uma interferéncia positiva. As condigbes sob as quais essas interferéncias ocorrem de forma
significante ndo estdo bem definidas e ndo sdo conhecidas maneiras de elimina-las previamente a
aplicacdo do método aqui descrito;

e Sais e solidos inorgdnicos: O acido e os sais utilizados na digestdo geram “temperaturas de
digestdo” que variam entre 360°C e 370°C. Se a amostra contiver uma grande quantidade de
sais ou solidos organicos que se dissolverdo durante a digestdo, a temperatura podera ser
superior a 400°C, com perda pirolitica de nitrogénio. Para prevenir um elevado aumento da
“temperatura de digestao”, deve-se adicionar mais H,SO.. Entretanto, um excesso de acido
podera abaixar a temperatura para menos de 360°C, impedindo a completa digestao da matéria
nitrogenada. Para contornar esse problema, a recomendacdo do Standard Methods é a de
adicionar 1 mL de H,SO4 / g de sal na amostra. Lembrar de adicionar a mesma dosagem extra de
acido sulfurico ao teste em branco;

e Matéria orgdnica: Durante a digestdo, H,SO4 oxida matéria organica a CO; e H,0. Se uma grande
quantidade de matéria organica estiver presente, uma grande quantidade de acido serd
consumida e a temperatura de digestdao aumentara, causando a perda pirolitica do nitrogénio,
como no caso anterior. Para evitar esse problema, acrescentar 3,3 mL de H;SO4 / g DQO na

amostra. Adicionar ao branco a mesma dosagem extra de acido sulflrico que a amostra;
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e  Outros: A determinacao de nitrogénio amoniacal pode sofrer influéncia de glicina, ureia, acido
glutdmico, cianatos e acetamida, que hidrolisam-se muito lentamente. Desses compostos, 7% de
ureia e 5% de cianatos sdo hidrolisados durante a etapa de destilagao, em pH de 9,5. Compostos
alcalinos volateis, tais como hidrazina e aminas, influenciam nos resultados. Cloro residual, caso

presente, reage com a amoénia, devendo ser removido conforme indicado no item 16.2.1.

16.2.1. ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA PARA NTK E NITROGENIO AMONIACAL
O ideal é realizar a anadlise com amostras frescas. Mas nos casos em que isso hao € possivel, deve-se
fazer a correta preservacao das amostras, procedimento que varia de acordo com o tempo em que elas devem
ser preservadas até sua analise:
o Andlise em até 24h: refrigerar a amostra em 4°C. Nao é necessario acidifica-la;
e Andlise em até 28 dias: congelar amostra ou acidifica-la com H,SO4 (de maneira que o pH final seja da
ordem de 1,5 - 2,0) e refrigera-la a 4°C. Para tanto, adicionar 3-4 gotas de H,SO4 a um volume de
25 mL e refrigerar a 4°C.
e Cloro residual, caso presente, reage com a amonia, devendo ser removido imediatamente apds a
coleta da amostra por meio da dosagem de solucdo de tiossulfato de sodio (Na,S,05.5H,0 — 3,5 g/L).

1 mL dessa solugdo é suficiente para remover 1 mg/L de cloro residual em 500 mL da amostra.

16.2.2. MATERIAL
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Balanga semi-analitica (precisdo + 0,01 g)
e Digestor para analise de nitrogénio (FoodALYT IR 1200P, Omnilab)
e Destilador automatico (FoodALYT D 5000, Omnilab)
e Titulador automatico acoplado ao destilador (7itroLine 5000, Omnilab)
e Exaustor/neutralizador (Scrubber) para os gases da digestdo (FoodALYT Pump, Ominilab)
e Resfriador (Chiller MC Lauda 1200)
e Tubos de vidro (tipo borosilicato) com fundo conico (tubos de digestdo/destilagdo) com tampa em
teflon (tubos de digestao/destilacao)
e Pérolas de vidro
e Agitador magnético e barra magnética
e Medidor de pH (precisao + 0,01)
e Bureta digital de 10,00 mL ou buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL
e Balbes volumétricos de 1.000 e 2.000 mL
e Provetas de vidro graduadas de 20, 50, 150 e 1.000 mL
e Pipeta de vidro graduada de 1,0 mL
e Micropipeta de 10,0 mL
e Erlenmeyers de 125 e 250 mL
e Béquer de vidro de 1.000 mL
e Béquer de plastico de 2.000 mL
e Espatula de plastico
e Bacia plastica para banho de gelo

e Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.
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e Acido Cloridrico concentrado — HCl 37% P.A.
e Acido Bérico — H3BOs P.A.
e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A. (em lentilhas)
e Tiossulfato de Sédio — Na,S;0s.5.H.0
e Sulfato de Potassio — K;SOs4 P.A.
e Sulfato de Cobre — CuSOs4 P.A.
e Tetraborato de sédio decahidratado — Na;B40,. 10H,0 (Bdrax) P.A.
e Etanol 96% — C;HsOH P.A.
e Azul de Bromotimol — Cy7H28Br20sS P.A.
e Azul de Metileno — Cy6H1sCIN3S P.A.
¢ Vermelho de Metila — Ci5H15N30O; P.A.
e Solucdo de acondicionamento — KCl 3 M

e Solugdes tampao para calibracdo de pHmetro

16.2.3. PREPARO E PADRONIZAGCAO DA SOLUGAO DE ACIDO SULFURICO (H2S04) 0,01 M (0,02 N)
Solucdo de H,S04 0,01 M = 0,02 N (Normalidade = K x Molaridade)
K = 2 (nUmero de ions H* ionizaveis)
Massa molecular H,SO4 = 98 g/mol
d (densidade) = 1,84 kg/L = 1,84 g/mL
Porcentagem de H,SO4 no reagente concentrado = 97,5%
1 mL do reagente concentrado corresponde a 1,84 x 0,975 = 1,794 g de H,SO4
Portanto, C = 0,01 mol/L x 98 g/mol = 0,98 g/L, equivalentes a 0,546 mL do reagente concentrado.

Logo, para preparar 1 litro de solugao H,SO4 0,01 M adicionar com cuidado 0,55 mL de H,SO, P.A.
(usando pipeta de vidro) em cerca de 100 mL agua deionizada e, apds o resfriamento, transferir a solugdo
para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o volume com agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas e
oculos de seguranca para manusear o acido e realizar esse procedimento com cuidado!

A padronizacao da solucao de H,SO. deve ser feita utilizando-se o padrdo primario tetraborato de

sodio decahidratado (bdrax), Na,B40,.10H,0, através da seguinte reacao:

Na,B,0,.10H,0 +H,5S0, ——4H.BO, + Na,SO, +5H,0 Equagdo 65
MM: 381,429  MM: 98,08 g

O bodrax deve ser armazenado em dessecador a vacuo com silica anidra, e ndo na estufa, para evitar a
desidratacdo da molécula. A padronizacdo deve ser feita em triplicatas, com massas conhecidas do padrao em
torno de 0,1000 g (anotar a massa exata). Dissolver completamente o reagente com cerca de 50 mL de agua
deionizada em frascos de erlenmeyer de 125 mL. Cerca de 3 a 5 gotas de solugao de Azul de Bromotimol sdo
usadas como indicador de ponto final. Com auxilio de uma bureta, titular com a solugao de H,SO4 ~ 0,01 M,
anotando o volume requerido para a viragem da coloragdo.

A solucdo indicadora de Azul de Bromotimol é preparada dissolvendo-se 100 mg de Azul de
Bromotimol P.A. (Co7H2sBr,0sS) em 20 mL de alcool etilico 96% quente. Apds o resfriamento, diluir a solugao
com agua deionizada até 100 mL em baldo volumétrico. Conservar em frasco ambar, ao abrigo da luz.
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Quando o indicador utilizado for o Azul de Bromotimol, tem-se uma solucdo azul para a regiao basica e

amarela no ponto final. Por fim, calcular a molaridade da solugdo pela Equacdo 66 (considerar a média das
triplicatas):

M _ massa Borax (g) x1000
%% volume H,SO, (mL)x381,42

Equacao 66

16.2.4. PREPARO DA SOLUGCAO DE NAOH+TIOSSULFATO EM FRASCO DE PLASTICO

ATENCAO: A dissolucdo do NaOH em 3gua é extremamente exotérmica! Trabalhar em capela, sob

exaustdo, e usar jaleco, luvas nitrilicas e dculos de seguranga! Cuidado!

(a) Em balanga semi-analitica, pesar 1 kg de hidréxido de sddio (NaOH);

(b) com auxilio de uma espatula de plastico, ir dissolvendo a massa do NaOH em béquer de plastico

de 2.000 mL contendo 1.500 mL de agua deionizada. Adicionar o reagente aos poucos € manter
o recipiente dentro de um banho de gelo (fazer a reposigao constante desse gelo);

(c) apods terminar de adicionar o NaOH, pesar 50 g de tiossulfato de sddio (Na;S,0s3.5H,0) e
adicionar a solucdo de NaOH;

(d) homogeneizar a solucdo com auxilio da espatula de plastico até a dissolucdo completa dos
reagentes;

(e) aguardar a solucdo esfriar e transferir com cuidado para o galao de armazenamento de plastico
localizado na sala do nitrogénio;

(f) manter no frasco devidamente tampado e identificado.

Observacdo: Recomenda-se o preparo prévio dessa solugdo (ao menos 1 dia de antecedéncia).

16.2.5. PREPARO DA SOLUCAO DIGESTORA

(a) Em balanga semi-analitica, pesar 134 g de sulfato de potassio (K»S04) e 7,3 g de sulfato de cobre
(CuS0s);

(b) transferir 800 mL de agua deionizada para béquer de vidro de 1.000 mL e colocar em agitagao
magnética vigorosa;

(¢) ir adicionando aos poucos os reagentes até a dissolugao completa;

(d) na sequéncia, com auxilio de proveta de vidro graduada, adicionar devagar e cuidadosamente
134 mL de H,SO4 concentrado. Utilizar luvas, éculos de seguranca e realizar esse procedimento na
capela, sob exaustdo;

(e) aguardar a solugdo esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o volume
com agua deionizada e homogeneizando por inversdes sucessivas;

() armazenar a temperatura ambiente, em frasco de vidro devidamente identificado.

16.2.6. PREPARO DA SOLUCAO DE ABSORGAO — ACIDO BORICO 2%

Dissolver 40 g de acido bdrico (H3BO3) em baldo volumétrico de 2.000 mL com agua deionizada.
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Observacdo: Caso seja utilizada a metodologia colorimétrica (Método do Fenol-Hipoclorito — item
16.3) para determinacdo do nitrogénio amoniacal em amostras destiladas, substituir a solugéo de
absorcdo de dcido borico por uma solucdo de acido sulfurico 0,02 M (Diluir 1 mL de H>SOs4
concentrado para 1.000 mL com dgua deionizada).

16.2.7. PREPARO DA SOLUCAO TAMPAO BORATO
(a) Em balanca analitica, pesar 0,352 g de NaOH e dissolver em 500 mL de agua deionizada;
(b) adicionar 4,75 g de tetraborato de sddio (bdrax: Na,B40,.10H,0) e homogeneizar a solucdo;

(c) transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua deionizada.

16.2.8. PREPARO DA SOLUCAO DE NAOH 15%b0 DO LAVADOR DE GASES

(a) Em balanca semi-analitica, pesar 150 g de hidréxido de sédio (NaOH);

(b) transferir para béquer de plastico de 2.000 mL e dissolver, cuidadosamente, em 2.000 mL de
agua deionizada. Utilizar luvas, dculos de seguranca e realizar esse procedimento na capela, sob
exaustao;

(c) adicionar algumas gotas de solugdo indicadora azul de bromotimol até colocacdo azul intensa;

(d) trocar essa solucao sempre que a coloracdo mudar de azul para amarela, indicando a queda do

pH e a perda da capacidade de retengao dos gases produzidos na digestao das amostras.

16.2.9. PREPARO DA SOLUGAO DE LIMPEZA (HCL 20%)

(a) Na capela, sob exaustao, e trabalhando com luvas, jaleco e 6culos de protecdo, adicionar, em
béquer de vidro, devagar e cuidadosamente, 540 mL de acido cloridrico concentrado (37%)
para cada 460 mL de agua deionizada (ou seja, 540 mL de HCl sdo necessarios para 1 L de
solucdo final);

(b) homogeneizar, aguardar o resfriamento da solucdo e transferir para o frasco de
armazenamento.

16.2.10. DIGESTAO DE AMOSTRAS PARA A DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL KJELDAHL (NTK)

O digestor do LPB (FoodALYT IR 1200P, Omnilab) tem espaco para efetuar a digestdo
simultanea de 12 amostras. Logo, é possivel digerir 1 branco mais 11 amostras por vez. O branco é
preparado com agua deionizada no lugar da amostra, devendo ser sempre submetido aos mesmos
procedimentos de digestdo, destilagdo e titulagdo em conjunto com as amostras analisadas.

Deve-se levar em conta também que o volume de amostra a ser digerida é funcdo da

concentracdo de NTK esperado, conforme indicado na Tabela 19.
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Tabela 19: Volume de amostra recomendado para a digestéo de acordo com a faixa de NTK da amostra.

Concentracdo estimada de Volume de amostra para
NTK na amostra (mg/L) digestao (mL)

<2 500*
2-5 250*
5-10 100

10-25 50

25-50 25

50-100 15

*Digerir varias aliquotas (volume maximo de 100 mL) da mesma amostra e misturar
os residuos da digestao antes de destilar. Submeter o destilado ao teste colorimétrico
do fenol-hipoclorito (item 16.3) ao invés da titulagdo, recolhendo o destilado em
solucdo de acido sulfarico 0.02 M.

Fonte: Adaptado de: American Public Health Assocation (2005)

Uma vez que o volume maximo de amostra nos tubos de digestao do equipamento utilizado no LPB é
de 100 mL, para a determinagdo de concentragbes muito baixas de NTK (< 5,0 mg/L) uma alternativa é
efetuar a digestao de mais aliquotas da mesma amostra em tubos diferentes. Apds a digestdo, transferir todas
essas aliquotas para um mesmo tubo, repassando com agua deionizada sucessivas vezes e recolhendo o
digerido no tubo que sera submetido a destilagdo (evitar ultrapassar o volume final de 100 mL). Recomenda-
se, nesse caso, que o teor de amoOnia no destilado seja determinado pelo método colorimétrico do fenol-
hipoclorito (item 16.3) ao invés de recorrer ao método titulométrico. Lembrar de corrigir o resultado final da
analise pelo fator de concentragdo empregado.

Amostras com concentracao superior a 100 mg N-NTK/L, por sua vez, devem ser previamente diluidas

com agua deionizada.

— Adicionar aos tubos do digestor de nitrogénio: O volume adequado da amostra em questao

(Tabela 19), 20 mL da solucdo digestora, uma espatula de pérolas de vidro e homogeneizar;

— Preparar o branco com mesmo volume de agua deionizada no lugar da amostra, 20 mL da

solucdo digestora, uma espatula de pérolas de vidro e homogeneizar;
— Verificar possiveis vazamentos;

— Ligar a exaustdo: Certificar-se de que os tubos estao corretamente conectados as tampas;

— Ligar o Chiller, o qual resfria os vapores no lavador de gas: Verificar o volume de agua

que deve estar na metade do nivel e a pressdao em 1 bar;

— Ligar o lavador de gases (Scrubber): Verificar o nivel da solucdo de NaOH 15% no

compartimento do lavador de gases (manter sempre no nivel maximo). A solucdao deve estar

azul (alcalina). Assim que a coloragao da solugao se tornar amarelada (acida), a mesma

devera ser substituida;

— Ligar o Digestor: O digestor deve estar programado para duas etapas, 30 min em 100% da

poténcia e 60 min a 80%;

— Apds a digestdo, aguardar o resfriamento natural dos tubos até a temperatura ambiente,

mantendo as tampas conectadas. ATENGAO: A exaustdo, o lavador de gases e o Chiller s6

poderdo ser desligados apenas quando os tubos ja tiverem atingido a temperatura ambiente!




133

16.2.11. DESTILACAO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO TITULOMETRICA DE NTK E N-AMONIACAL

— Ligar, nesta sequéncia: o Chiller (verificar o nivel e a pressdo), o titulador automatico
(aguardar que inicie o programa de titulacdo “FoodAlyt”) e, em seguida, o destilador (aguardar
0 aquecimento da caldeira e o aparecimento da tela com a programacdo de inicio);

— Calibrar o eletrodo de pH do titulador automatico antes de iniciar o procedimento de destilagao
usando as solugdes tampao de pH 4,00 e 7,00;

— Apos o término da operacao, ndo se esquecer de lavar o eletrodo de pH e coloca-lo novamente
no tubo contendo a solugao de acondicionamento (KCl 3 M — preparo conforme item 12.3);

— Verificar os niveis das solucdes de NaOH+Tiossulfato e acido bérico (solucao de absorcdo), o
nivel de agua deionizada e o nivel do descarte nos galdes armazenados dentro do armario

instalado embaixo do equipamento;

— Medir o valor do pH da solucdo de absorcdo (acido bdrico) para ser utilizado como ponto final

da titulagdo. Esse valor devera ser fixado na programacado do equipamento (SetPoint),

— Programacao do Destilador: O destilador deve ser programado conforme os parametros

descritos na Tabela 20:

Tabela 20: Parametros de programacao do destilador.

Parametros Valores
. 6 s (amostras digeridas - NTK)
Dil. H20 L
1,5 s (nao digeridas - NH;)
1,8 s (amostras digeridas - NTK)
NaOH .
0,8 s (nao digeridas - NHs)
Dist.Time 360 s
Reac.time O0s
Power 80%
DrainSample O0s
AutoEndPt OFF
DrainTitr 30s
H3BO3 7s
SetPoint ~ 4,4%
Meas. Time 10s
Stirring 50%

*Medir o pH da solugdo de absorgdo e inserir o valor no programa antes de iniciar a
destilagdo das amostras. O pH do &cido bérico deve ser da ordem de 4,4

Fonte: Adaptado de Omnilab (2009).

Na qual: Dil. H20 é o tempo de adicdo de agua no tubo, em segundos (a bomba adiciona
aproximadamente 16 mL/s). Para amostras digeridas pelo método Kjeldahl, manter em 6 s; para amostras a
serem apenas destiladas, sem digestdo prévia, deixar em 1,5 s; NaOH é o tempo de adicao da solugao de
NaOH+Tiossulfato, em segundos (a bomba adiciona aproximadamente 10 mL/s). Para amostras digeridas pelo
método Kjeldahl, manter em 1,8 s; para amostras a serem apenas destiladas sem digestdo, ajustar em 0,8 s;
Dist. Time é o tempo de destilacdo, em segundos; Reac.time é o tempo de espera, em segundos, entre o
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final da adicao do NaOH e o comego da destilacdo; Power é a poténcia do gerador de vapor; DrainSample é

o tempo, em segundos, para que a bomba drene a solugao do tubo de digestdo (deixar como zero e descartar

a solucdo manualmente, pois a bomba forga muito e ndo consegue efetuar o descarte completo); AutoEndPt
determina automaticamente o ponto final da titulagdo. Se estiver ON a titulagdo termina quando o pH se iguala
ao pH medido durante a adicdo do acido bodrico; se estiver OFF a titulagao continua até o pH fixo, indicado no
SetPoint. Uma vez que durante a adicdo do acido borico ndo ha tempo suficiente para garantir a estabilizacdo
do pH, deixar em OFF, minimizando, assim, o erro da titulacdo; DrainTitr é o tempo, em segundos, para que
a bomba drene a solugdo do recipiente da titulacdo; H3BO3 é o tempo, em segundos, de adicdo da solucdo
de absorcao (acido bodrico) no recipiente de titulagdo (a bomba adiciona, aproximadamente, 1,4 mL/s);
SetPoint é o pH no ponto final predefinido para a titulacdo quando AutoEndPrt estiver OFF; Meas. Time é o
tempo, em segundos, para a determinacdao do ponto final da titulagdo quando AutoEndPt estiver ON; Stirring

¢ a poténcia de agitagdo, em %, da solucdo no recipiente de titulagdo.

Observacdo: Caso scja efetuada a destilacdo de amostras para determinacdo de amdnia no
destilado por meio do teste colorimétrico do fenol-hipoclorito (item 16.3), substituir a solucdo de
dcido borico por uma solugdo de H2S0+ ~ 0,02 M e omitir a titulagdo. Coletar o destilado, transferir
para baldo volumétrico de volume adequado (de forma que a concentracdo final de aménia seja
compativel com a faixa de trabalho do método colorimétrico) e aferir o volume com adgua

defonizada. Proceder conforme indicado nos itens 16.3.11 e 16.3.12.

16.2.11.1. DESTILACAO DE AMOSTRAS DIGERIDAS (PARA DETERMINACAO DE NTK)

— Colocar o tubo com a amostra digerida no destilador e apertar o START. Ele automaticamente
ira adicionar a solucdo de absorcdo (acido borico) no recipiente onde o destilado sera coletado,
e ira adicionar agua deionizada e a solucdo de NaOH+Tiossulfato no tubo de digestdo

contendo a amostra;

— Verificar se as opgoes Dil. H20 e NaOH estdo ajustadas para 6 s e 1,8 s, respectivamente, na
programagao do destilador antes de iniciar (START). Caso va destilar no mesmo tubo varios
residuos da mesma amostra, digerida em aliquotas separadas, deixar Dil. H20 em 0 s e
completar o volume manualmente para préximo de 100 mL com agua deionizada. ATENGAO:

Nao ultrapassar o volume maximo de 100 mL!

— Assim que toda solucao de NaOH for adicionada, a solucdo do tubo ficard escura. A elevagao

do pH permite a liberagao da amonia do meio liquido para a fase gasosa (Equacao 67), o que
ocorre principalmente no inicio da etapa da destilacdo;

— Durante a destilacdao, a aménia é absorvida pela solugdo de H3BO,4 segundo a Equacao 68;

(NH,),SO, +2 NaOH——>NH, T +Na,SO, + H,0 Equacdo 67
H,BO,; + NH, ——NH_,H,BO, Equagdo 68
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— Decorrido o tempo da destilagdo (360 s), o titulador sera acionado automaticamente. A
solucdo de H,SO4 deve estar devidamente padronizada (conforme item 16.2.3). O volume de

acido gasto na titulacdao sera mostrado na tela do titulador, devendo ser anotado;

— Retirar o tubo de digestdo usando luvas térmicas e descartar cuidadosamente o contetdo do
tubo na pia, com a torneira totalmente aberta. Deixar uma peneira no ralo da pia durante o
descarte para nao perder as pérolas de vidro;

— Ao terminar a titulacdo, a solucdo sera automaticamente drenada, no entanto, apds retirar o
tubo de digestdo, um pouco de destilado ainda é despejado no recipiente. Esse destilado deve
ser drenado manualmente antes do inicio da préxima titulacdo;

— Para drenar o recipiente de titulacdo, acessar a tela principal do equipamento e selecionar:
OPTIONS > Manual Entry > Drain Trit.Cell (manter o botdo pressionado até drenar
completamente o recipiente);

— Ao final da destilacdo de todos os tubos, proceder a lavagem do destilador fazendo o
procedimento de destilacdo manual apenas com agua. Para isso, encher um tubo de digestdo
com agua deionizada até a metade e proceder com a destilacido manual: OPTIONS >
Manual Entry > Steam ON. Deixar ligado por aproximadamente 5 minutos e desligar
(Steam OFF). Quando o destilador estiver com aspecto muito sujo, com manchas escuras, ao

invés de agua, utilizar uma solugdo de acido cloridrico 20% para proceder a lavagem.

16.2.11.2. DESTILACAO DE AMOSTRAS NAO DIGERIDAS (PARA DETERMINACAO DE N-AMONIACAL)

— Amostras conservadas por acidificacdo deverdo ser convenientemente neutralizadas com

solucao de NaOH antes de serem submetidas ao procedimento de destilacao;

— Amostras contendo teor de nitrogénio amoniacal acima de 100 mg N-NHs*/L devem ser

diluidas com agua deionizada;

— Amostras que apresentem concentracoes muito baixas de aménia (< 5 mg/L) devem ser
analisadas diretamente por meio do teste colorimétrico do fenol-hipoclorito (item 16.3),

omitindo-se a etapa de destilacdo, desde que interferentes estejam ausentes;

— Para amostras com concentracdes de 5 a 100 mg N-NH4*/L, utilizar os volumes indicados na
Tabela 21:

Tabela 21: Volume de amostra recomendado para a destilagdo de acordo com a faixa de N-NH4* da amostra.

Concentragéo estimada de Volume de amostra para
N-NHs" na amostra (mg/L) destilagdo (mL)
5-10 100
10-25 50
25-50 25
50-100 15

Fonte: Adaptado de: American Public Health Assocation (2005)

— Adicionar aos tubos do digestor de nitrogénio: O volume adequado da amostra em questao
(Tabela 21), 15 mL do tampao borato, uma espatula de pérolas de vidro e homogeneizar;
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— Preparar o branco com mesmo volume de agua deionizada no lugar da amostra, 15 mL do

tampao borato, uma espatula de pérolas de vidro e homogeneizar;
— Completar o volume para préximo de 100 mL com agua deionizada, se necessario;

— Verificar se as opgoes Dil. H20 e NaOH estdo ajustadas para 1,5 s e 0,8 s, respectivamente,

na programacao do destilador;

— Colocar o tubo com a amostra no destilador e apertar o START (verificar a programagao). Ele
automaticamente ird adicionar a solucao de absorcao (acido bdrico) no recipiente onde o
destilado sera coletado, e ird adicionar a solugdo de NaOH+Tiossulfato no tubo contendo a

amostra;

— Decorrido o tempo da destilagdao (360 s), o titulador sera acionado automaticamente. A
solucdo de H,SO. deve estar devidamente padronizada (conforme item 16.2.3). O volume de

acido gasto na titulacao serd mostrado na tela do titulador, devendo ser anotado;

— Ao terminar a titulagdo, a solugdo sera automaticamente drenada, no entanto, apds retirar o
tubo de digestdo, um pouco de destilado ainda é despejado no recipiente. Esse destilado deve
ser drenado manualmente antes do inicio da proxima titulacdo (conforme descrito no item

anterior);

— Retirar o tubo de digestdo usando luvas térmicas e descartar cuidadosamente o contetdo do
tubo na pia, com a torneira totalmente aberta. Deixar uma peneira no ralo da pia durante o

descarte para nao perder as pérolas de vidro;

— Ao final, proceder a lavagem do destilador repetindo o procedimento de destilagdo apenas com
agua. Para isso, encher um tubo de digestdao com agua deionizada até a metade e proceder
com a destilacdo manual: OPTIONS > Manual Entry > Steam ON. Deixar ligado por
aproximadamente 5 minutos e desligar (Steam OFF). Quando o destilador estiver com
aspecto muito sujo, com manchas escuras, ao invés de agua, utilizar uma solugdo de acido

cloridrico 20% para proceder a lavagem.

16.2.11.3. CUIDADOS COM A VIDRARIA

- Lavar criteriosamente os tubos utilizados nos procedimentos de digestdo, destilacao e titulacdo
das amostras, bem como os demais recipientes utilizados, deixando-os em condicdes de uso
para a proxima série de analises;

— Guardar a vidraria limpa e seca proxima ao digestor e destilador.

16.2.11.4. PADROES DE VERIFICACAO DO METODO

— De tempos em tempos, é recomendavel o preparo de alguns padrdes de controle contendo
formas organicas de nitrogénio, por exemplo: Cisteina (CsH/NO,S), Acido Nicotinico (CsHsNO5),
Glicina (C;HsNO;) ou Ureia (CH4N,0). Submeter estes padroes ao mesmo procedimento de
digestdo, destilacdo e titulagdo que as amostras para verificar a recuperacdo de Nitrogénio
Total Kjedahl;

- Para verificar a recuperagao de nitrogénio amoniacal durante o processo de destilacdo das

amostras, convém preparar frequentemente alguns padrSes de controle com concentracdes
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conhecidas de cloreto de aménio (NH4Cl) e submeter ao mesmo procedimento de destilacao e
titulacdo que as amostras.

16.2.12. CALCULO DAS CONCENTRAGCOES DE NTK E N-AMONIACAL
A ftitulagdo com acido sulfirico da amostra destilada, contendo borato de aménio, resulta na

ocorréncia da seguinte reagao:

2 NH,H,BO, + H,SO, —— (NH,),SO, + 2H,BO, Equagdo 69

Assim, a concentragao de nitrogénio total Kjeldahl (NTK), em amostras digeridas e destiladas, ou de
nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal), em amostras exclusivamente destiladas, devera ser calculada conforme a

equacao a seguir:

(Vl -V, )

N = XM, p504 X 2x14.000 Equacdo 70

VAMOST RA

na qual:

N — representa a concentragao de nitrogénio, em mg N-NH4*/L ou N-NTK/L;

V; — volume da solucdo de acido utilizado para titular a amostra (mL);

V, — volume da solucdo de acido utilizado para titular o branco (mL);

VamosTra — Volume original da amostra antes da digestao e/ou destilacdo (mL);
Mi2s04 — molaridade da solucdo de acido sulfirico utilizada na titulagao (mol/L);
14.000 — equivalente-grama do nitrogénio contido no NH4*;

2 — nmero de hidrogénios ionizaveis na molécula de H,SOs4.

16.2.13. DETERMINAGAO DE NITROGENIO ORGANICO (N-ORGANICO)
Para a determinacdo da concentracdo de nitrogénio orgénico (N-Organico) de uma amostra, deve-se
subtrair o valor da concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal), obtido diretamente da titulagdo da
amostra destilada, do valor da concentragdo de nitrogénio total Kjeldah/ (NTK), obtido pela titulagdo da

amostra digerida e destilada.

16.2.14. TITULAGAO MANUAL DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE NTK E N-AMONIACAL
Caso seja necessario efetuar manualmente a titulacdo das amostras digeridas e destiladas (para
determinacdo de NTK) ou das amostras apenas destiladas (para determinacdo de N-Amoniacal), utilizar a
solugdo indicadora de acido bdérico como solugdo de absorgdo para o destilado.
Preparar a solucao de absorcdo indicadora e efetuar a titulacdo das amostras conforme descrito nos

itens elencados a seguir:

16.2.14.1. PREPARO DO INDICADOR MISTO

Dissolver 200 mg do indicador vermelho de metila (CisHisN302) em 100 mL de alcool etilico 96%.

Dissolver, separadamente, 100 mg de azul de metileno (CisH1sCINsS) em 50 mL de alcool etilico 96%. Na
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sequéncia, combinar as duas solucdes. Esse indicador deve ser preparado mensalmente e armazenado ao

abrigo da luz.

16.2.14.2. PREPARO DA SOLUCAO DE ABSORCAQ INDICADORA

Pesar 20 g de acido bérico (HsBOs) em baldo volumétrico de 1.000 mL. Adicionar 10 mL do indicador
misto, preparado conforme indicado acima, e completar o volume do baldo com agua deionizada. Tampar o

baldo e homogeneizar por inversdes sucessivas. Armazenar ao abrigo da luz por até 1 més.

16.2.14.3. TITULACAO MANUAL

Recolher o destilado em erlenmeyer 250 mL e colocar em agitacao magnética. Usando bureta de vidro
ou bureta digital contendo a solugdo padronizada de H,SO4 0,01 M (preparada e padronizada conforme item
16.2.3), titular o destilado do teste em branco até a obtengdo de uma coloragdo lilas clara. Medir o pH da
amostra nesse ponto.

Para as demais amostras, a coloracao e o pH do branco deverdo ser tomadas como padrdes do ponto
final da titulacdo, ou seja, todas as amostras tituladas deverao apresentar a mesma tonalidade de cor e
mesmo pH equivalente no ponto de viragem.

Levar em conta que amostras com baixas concentragdes de NTK ou N-Amoniacal (< 5 mg/L) devem
ser analisadas pelo método colorimétrico (item 16.3).

A concentracdo de nitrogénio total Kjeldahl (NTK), em amostras digeridas e destiladas, ou de
nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal), em amostras exclusivamente destiladas, devera ser calculada conforme a

equacdo a seguir:

(Vl — Vz )

VAMOST RA

N = XM 504 X 2%14.000 Equacdo 71

na qual:

N — representa a concentracdo de nitrogénio, em mg N-NH4*/L ou N-NTK/L;

V1 — volume da solucdo de acido utilizado para titular a amostra (mL);

V> — volume da solucdo de acido utilizado para titular o branco (mL);

Vamostra — Volume original da amostra antes da digestdo e/ou destilacao (mL);
Mi2s04 — molaridade da solugdo de acido sulfirico utilizada na titulagao (mol/L);
14.000 - equivalente-grama do nitrogénio contido no NH4*;

2 — nimero de hidrogénios ionizaveis na molécula de H,SOa.



139

16.3. NITROGENIO AMONIACAL — METODO DO FENOL-HIPOCLORITO (ESPECTROFOTOMETRICO)
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

16.3.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A amoénia reage com fenol e hipoclorito em solugdo alcalina, gerando um composto intensamente azul
(indofenol) com absorcdo na faixa do visivel, proximo de 640 nm. A reacdo € catalisada por nitroprussiato de
sddio. Citrato é adicionado para proporcionar maior estabilidade a solugao e evitar interferéncias devidas a
presenca dos ions calcio (Ca**) e magnésio (Mg?*). Uma vez formada, a cor azul de indofenol é estavel por
cerca de 24 horas, desde que o frasco esteja vedado e armazenado ao abrigo da luz.

O presente método é adequado para a determinacdo de baixas concentragdes amonia (< 1,0 mg/L) em
aguas limpas ou pouco contaminadas. Amostras mais contaminadas devem ser destiladas (item 16.2.11)
previamente a realizacdo da andlise. Para analise do teor de amo6nia em amostras destiladas, digeridas ou ndo
pelo método Kjeldahl, proceder conforme as orientacbes apresentadas no item 16.3.11.

Cor e turbidez também devem ser removidas previamente por meio de filtragao ou destilacdo.

Caso haja presenca de sulfeto de hidrogénio, este deve ser removido por acidificacdo da amostra até pH
préximo de 3,0 com solucdo diluida de acido cloridrico (HCl) e aeracdo vigorosa (por fluxo de nitrogénio gasoso
ou agitacao magnética) até que o odor caracteristico do sulfeto ndo seja mais percebido.

Cloro residual deve ser removido imediatamente apds a coleta da amostra por meio da dosagem de
solucdo de tiossulfato de sédio (Na,S,0s.5H,0 — 3,5 g/L). 1 mL dessa solucdo é suficiente para remover 1

mg/L de cloro residual em 500 mL da amostra.

16.3.2. MATERIAL

Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 pm de poro

Agitador Vortex

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Cronbémetro digital

e Espectrofotometro

e Estufa a 60°C

e Baldes volumétricos de 50, 100, 200 e 1.000 mL

e Béquer de vidro de 1.000 mL

e Micropipetas de 100, 1.000 e 5.000 pL

e Tubos de DQO (padrao HACH®)

e Cloreto de Amonio — NH4CI P.A.

e Fenol — CHsOH P.A.

e Etanol 96% — C;HsOH P.A.

e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Citrato Trissodico dihidratado — C¢HsNas07.2H,0 P.A.
e Nitroprussiato de Sodio dihidratado — Na;Fe(CN)sNO.2H,0 P.A.

e Solugdo de Hipoclorito de Sdédio 5% (ou agua sanitaria comercial)

Observacdo: Pela alta sensibilidade do método, utilizar apenas dgua ultrapura (Milli-Q®) no

preparo das solugoes reagentes e na diluicdo das amostras.
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16.3.3. SOLUGAO DE NITROPRUSSIATO DE SODIO 5%
(a) Pesar 0,5 g de nitroprussiato de sdédio (NaxFe(CN)sNO.2H,0) e dissolver com agua ultrapura
(Milli-Q®) em baldo volumétrico de 100 mL;
(b) armazenar refrigerado em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado;

(c) essa solugdo é estavel por 1 a 2 meses, devendo ser substituida caso ocorra alteragao na cor.

16.3.4. SOLUCAO ALCOOLICA DE FENOL

ATENCAO: Trabalhar em capela sob exaustdo. Usar luvas nitrilicas, oculos de seguranga e mdscara

contra compostos orgénicos voldteis! O fenol € extremamente TOXICO!

(a) Em balanca analitica, pesar 10 g de fenol (C¢HsOH) (tarar a balanca analitica com o frasco
tampado,; na capela, com a exaustao ligada, adicionar uma massa de fenol aproximada; tampar o
frasco e pesar; repetir o procedimento até obter a massa desejada);

(b) ainda na capela, transferir o fenol para baldo volumétrico de 100 mL e dissolver com etanol 96%,
completando o volume;

(c) armazenar refrigerado em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado. Essa

solucdo é estavel por alguns meses.

Observagao: Outra forma de preparar essa solugdo € utilizando fenol liguefeito (pureza = 89%).
Nesse caso, transferir 11,1 mL do reagente para baldo volumétrico de 100 mL e completar com

etanol 96%. Guardar a solugdo como indicado acima.

16.3.5. SOLUCAO DE CITRATO ALCALINO
(a) Na capela, com a exaustdo ligada, dissolver 200 g de citrato trissddico (CsHsNas07.2H,0) e 10 g
de hidréxido de sddio (NaOH) em béquer de vidro de 1.000 mL usando agua Milli-Q®. Sempre
manusear o citrato usando luvas!
(b) aguardar a solucdo esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando o
volume com agua Milli-Q®;
(¢) armazenar em frasco de vidro devidamente identificado;

(d) essa solucdo é estavel.

16.3.6. SOLUCAO DE HIPOCLORITO DE SODIO 5%
Pode ser utilizada uma solucdo comercial (agua sanitaria) com cerca de 5% de hipoclorito em sua
composicio. ATENGAO: Essa solugio se decompde lentamente uma vez aberta e deve ser substituida a cada

2 meses, aproximadamente.

16.3.7. SOLUCAO OXIDANTE
Misturar 5 mL da solugdo de hipoclorito de sdédio para cada 20 mL da solugdo de citrato alcalino e

homogeneizar. Preparar no dia da andlise, prevendo o volume final necessario. Ndo armazenar!
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16.3.8. SOLUCAO ESTOQUE DE AMONIA (500 MG/L)
(a) Em balanca analitica, pesar 0,9553 g de cloreto de aménio (NH4Cl) seco em estufa a 60°C por,
no minimo, 24 h, e devidamente resfriado em dessecador;
(b) transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 500 mL, completando com agua ultrapura
(Milli-Q®);
(c) dosar 1 gota de cloroférmio (conservativo) e homogeneizar a solucao;
(d) armazenar em frasco de vidro devidamente identificado, ao abrigo da luz e refrigerado. Essa

solucdo pode ser utilizada por até 1 més.

16.3.9. SOLUCAO INTERMEDIARIA (SOLUCAO MAE — 5 MG/L)
Transferir 2 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 200 mL e completar o volume com agua
Milli-Q®. Essa solucdo contém 5.000 pg N-NH4*/L.

16.3.10. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (100 — 700 pG/L)
Com auxilio de micropipeta, transferir os volumes da solucdo mae indicados na Tabela 22 para baldes
volumétricos de 50 mL, completando o volume com agua Milli-Q®.

Preparar os padroes sempre em triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solugbes de cada

concentragao). Em seguida, submeter os padrdes ao procedimento descrito a seguir para determinacdo da

concentragao de nitrogénio amoniacal e tracar a curva de calibragdo.

Tabela 22: Relacdo das concentraces e aliquotas da solugdo mae para a curva de calibracdo.
Concentragoes estimadas  Aliquota da solucao mae (L) para diluigdo

(ug N-NH4*/L) em baldo volumétrico de 50 mL
0 (branco) 0
100 1.000
200 2.000
300 3.000
400 4.000
500 5.000
600 6.000
700 7.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengo.

Fonte: Os autores.

16.3.11. TRATAMENTO DE AMOSTRAS PREVIAMENTE DESTILADAS
Quando forem utilizadas amostras destiladas (digeridas ou ndo pelo método Kjeldahl, conforme
apresentado anteriormente — item 16.2.11), transferir o destilado (recolhido em solugdo de H,SO4 ~ 0,02 M)
para baldo volumétrico de volume adequado (Vonuicko) € aferir com dgua deionizada, submetendo em seguida
ao teste colorimétrico (item 16.3.12).
Para obter a concentragao de nitrogénio amoniacal no volume original da amostra (Voriamar), multiplicar

o resultado da andlise colorimétrica pela razdo Vomuicio / VoricinaL.
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Levar em conta que o volume do baldao a ser utilizado é funcdo da massa aproximada de amonia na
amostra destilada, de forma que a concentracdo final seja compativel com a faixa de trabalho do método
colorimétrico (0,1 — 0,7 mg/L).

Preparar um teste em branco com mesmo volume de dgua deionizada no lugar da amostra e submeter
aos mesmos procedimentos de digestdo (quando for o caso), destilacdo e diluicdo, zerando o
espectrofotdmetro com esse branco para a correcao de possiveis contaminagdes.

16.3.12. DETERMINAGAO DE NITROGENIO AMONIACAL

(a) Para remover sodlidos em suspensao, filtrar previamente a amostra em membrana com 0,45 um
de diametro de poro;

(b) se necessario, diluir a amostra com agua Milli-Q®;

(a) transferir 5 mL de amostra para tubo de DQO;

(b) preparar dois brancos, ambos consistindo de 5 mL de agua Milli-Q® no lugar da amostra;

(c) na capela, sob exaustao, adicionar 0,2 mL da solugao de fenol;

(d) tampar e agitar em vortex (cuidado para ndo derramar ou respingar a amostra: tampar o frasco
antes de agitar ou ajustar o vortex para a velocidade minima!);

(e) em seguida, adicionar 0,2 mL da solugdo de nitroprussiato e agitar novamente em vortex;

(f) adicionar 0,5 mL da solugdo oxidante, tampar, agitar vigorosamente e deixar em repouso, no
escuro, por 3 h, a temperatura ambiente;

(g9) passado o tempo da reacdo, a cor € estavel por cerca de 24 h;

(h) zerar o espectrofotometro com o branco de menor absorbancia e efetuar a leitura das amostras

em comprimento de onda de 640 nm.

Observacoes:

1) Devido a alta instabilidade dos reagentes do método, o aconselhavel é armazenar um numero
razoavel de amostras para efetuar a analise no mesmo dia da construgdo da curva de calibragéo.
Caso isso ndo seja possivel, preparar ao menos dois padrées de verificagdo com NHsCl dentro da

faixa de concentracdo das amostras e corrigir o resultado, se necessario.

2) Considerando que o intervalo de concentracdo do método é muito baixo, e que o procedimento
de diluicdo pode ser uma importante fonte de erro, recomenda-se que a analise seja feita em

triplicatas auténticas, ou se€ja, que o procedimento de diluicdo seja repetido em triplicatas para cada

amostra.
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17.NITRITO — METODO DA SULFANILAMIDA (ESPECTROFOTOMETRICO)
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

17.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Nitrito apresenta nitrogénio em estado de oxidacdo III. Pode ser produzido a partir da redugao de
nitrato em condigGes anaerdbias ou por oxidacdo de amonio em ambientes aerdbios. As reagdes de oxidacdo e
de reducdo podem ocorrer em instalagGes de tratamento de aguas residuarias, em sistemas de distribuicdo de
agua e em ambientes naturais. Nitrito pode estar presente no sistema de suprimento de aguas por ser usado
como inibidor de corrosao em processos industriais. O acido nitroso, formado a partir de nitrito em solucdo
acida, pode reagir com aminas secundarias e formar nitrosaminas, muitas das quais, carcinogénicas. O
significado toxicoldgico das reacoes de nitrosacao /n vitro e no meio natural é o objeto de muitas pesquisas.

O método de determinagao espectrofotométrica do nitrito, proposto inicialmente por Bendschneider e
Robinson (1952), baseia-se na reacdo deste anion, em meio acido (pH 2,0 a 2,5), com a sulfanilamida,

conforme a seguinte reagdo:

NH, SO, C.H,NH,HCI + HNO, ——sNH,S0,CH,N = NCl + 2H,0 Equaggo 72

4%6 276

O composto formado reage com dicloridrato de (1-naftil)etilenodiamina e forma um outro composto
nitrogenado, colorido (roxo-avermelhado), cuja formula ndo é exatamente conhecida. Os autores

apresentaram duas possibilidades para 0 mecanismo dessa reacao:

NH,SO0,C.H,N = NHCI + C H,NHCH,CH,NH, .2HC|——NH,S0,C.H,N = NNHCH,CH,NH(C, H, ).2HCI + HCI
Equagdo 73

NH,SO,C,H,N = NCl+ C ;H,NHCH,CH,NH, .2HC|——NH,SO,C,H,N = NC ,,H,NHCH,CH,NH, .2HCI + HCI
Equacdo 74

17.2. INTERFERENTES

De acordo com Strickland e Parsons (1968), este método ndo é afetado apreciavelmente pela
salinidade, pequenas mudancas nas concentracdes ou volumes dos reagentes e pela temperatura. Entretanto,
0s pesquisadores sugerem que o trabalho seja feito entre 15°C e 20°C.

A maior fonte de erro, citada por Golterman (1969), é a causada por altas concentragdes de nitrito.
Segundo este autor, se a quantidade de nitrito for estequiometricamente superior a quantidade de
sulfanilamida adicionada (e, portanto, fora do alcance do método), o excesso de nitrito destruira o dicloridrato
de n-(1-naftil)-etilenodiamina. Isto causard um erro negativo, pois praticamente nenhuma coloracdo sera
desenvolvida. Para esses casos, diluicdes das amostras com agua ultrapura, livre de oxigénio e ions nitrito,
serdo necessarias.

A incompatibilidade quimica torna improvavel que nitrito, cloro livre e tricloronitrogénio (NCls)
coexistam. Além disso, NCl; comunica uma falsa cor vermelha quando o reagente colorante for adicionado. Os
ions Sb3+, Au?*, Bi**, Fe3*, Pb?*, Hg?*, Ag*, PtCl¢> e VO5> interferem na analise devido a precipitacdo sob as

condicBes do teste e devem, portanto, estar ausentes.
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O ion cuprico (Cu®*) pode causar baixos resultados em funcdo da decomposicdo catalisada do sal
diazénio. Ions coloridos que alteram a cor do sistema também devem estar ausentes e os sdlidos suspensos
devem ser removidos através de filtracdo (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Segundo AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (2005), analises realizadas em um U(nico
laboratdério, com amostras de aguas residuarias em concentracoes de 0,04; 0,24; 0,55 e 1,04 mg (NOs™ + NOy
)/L, os desvios padrdao foram: + 0,005; + 0,004; + 0,005 e + 0,01, respectivamente. Para as mesmas
amostras de aguas residuarias, nas concentracoes de 0,24; 0,55 e 1,04 mg (NOs™ + NOy)/L, as percentagens

recuperadas foram: 100%, 102% e 100%, respectivamente.

17.3. ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

Nunca utilizar conservacdo &cida para amostras destinadas & andlise de nitrito. E recomendado

proceder a determinacdo imediatamente apods a coleta da amostra para evitar a conversao bacteriana do NOy

a NOs ou NHs. Para conservacao em curto prazo (1 ou 2 dias) congelar a amostra a -20°C ou conservar a 4°C.

17.4. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 ym de poro

e Balanca analitica (precisao + 0,0001)

e Agitador magnético e barra magnética

e Chapa aquecedora

e  EspectrofotOmetro

e Estufa a 103-105°C

e Medidor de pH de bancada

e Buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL

e BalGes volumétricos de 100, 250 e 1.000 mL

e Copos de béquer de 100 e 1.000 mL

e Erlenmeyers de 250 e 500 mL

e Micropipetas de 1.000 e 5.000 pL

e Pipeta de vidro graduada de 10,0 mL

e Pipeta volumétrica de 50,0 mL

e Pipeta de Pasteur

e Proveta graduada de 100 mL

e Tubos de DQO (padrao HACH®)

e Sulfanilamida — NH,SO4CsH4NHHCI P.A.

e Dicloridrato de n-(1-Naftil)-Etilenodiamina — CioH;NHCH,CH,NH,.2HCI P.A.
« Acido Fosférico concentrado — HsPO4 85% P.A.

e Nitrito de Sédio — NaNO, P.A.

e Permanganato de Potassio — KMnO4 P.A.

e Oxalato de Sddio com qualidade de padrao primario — Na,C,04 P.A. — ou
e Sulfato Ferroso Amoniacal Hexahidratado — Fe(NH4)2(S04),.6H,0 P.A.
« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCI P.A.

e Hidrdxido de Amonio concentrado — NH4sOH P.A.
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Observacao: Pela alta sensibilidade do meétodo, utilizar no preparo das solucdes reagentes,
padroes e na diluicdo das amostras apenas agua ultrapura (Milli-Q®), a qual devera estar isenta de

fons nitrito.

17.5. PREPARO DO REAGENTE COLORANTE

(a) Em béquer de vidro de 1.000 mL contendo 800 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) adicionar 100 mL
de acido fosforico 85% e 10,0 g de sulfanilamida;

(b) manter em agitagdo magnética até a dissolucdo completa da sulfanilamida;

(c) acrescentar 1,0 g do dicloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina e agitar para dissolver;

(d) em seguida, transferir a solucdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com
agua Milli-Q®;

(e) essa solucdo é estavel por cerca de 1 més quando conservada na geladeira, em frasco ambar, ao

abrigo da luz. De preferéncia, utilizar um frasco ambar com tampa esmerilhada.

17.6. PREPARO DAS SOLUCOES PARA AJUSTE DO PH DA AMOSTRA

ATENCAO: Sempre manusear e efetuar a dissolucdo de dcidos concentrados e hidroxidos na

capela, sob exaustdo, usando jalecos, luvas nitrilicas e oculos de seguranga.

(a) Solucdo de HCI 1 M: Transferir, com auxilio de pipeta de vidro, 8,4 mL de acido cloridrico
concentrado (HCl) para béquer de vidro de 100 mL contendo cerca de 80 mL de agua Milli-Q®. Apds esfriar,
transferir a solucdo para baldao volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua Milli-Q®;

(b) Solucdo de NH4OH 1 M: Transferir, com auxilio de pipeta de vidro, 6,7 mL de hidroxido de
amonio concentrado (NH4OH) para béquer de vidro de 100 mL contendo cerca de 80 mL de agua Milli-Q®.

Ap0s esfriar, transferir a solugdo para baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua Milli-Q®.

17.7. PREPARO DA SOLUGAO ESTOQUE DE NITRITO (250 MG N-NO>"/L)

Utilizar como padrao nitrito de sédio (NaNO,) comercial com pureza minima de 99%.

Uma vez que o NO; se oxida facilmente na presenca de umidade, deve-se utilizar um reagente
recente no preparo da solugao estoque, mantendo o frasco bem tampado para evitar a entrada de ar quando o
mesmo nado estiver sendo utilizado. Armazenar em dessecador a vacuo com silica anidra.

Para preparar uma solugdo estoque com concentracdo aproximada de 250 mg N-NO;/L (1 mL =
250 pg N-NOy), dissolver 1,232 g de NaNO, em agua Milli-Q®, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e
completar o volume. Conservar adicionando 1 mL de cloroférmio (CHCI3) ao frasco da solugao.

A solucdo estoque devera ser padronizada conforme indicado nos itens a seguir.

17.8. PREPARO DA SOLUCAO DE PERMANGANATO DE POTASSIO 0,01 M (0,05 N)

Dissolver 1,6 g de KMnO4 em 1.000 mL de agua ultrapura (Milli-Q®). Manter em frasco &mbar por pelo
menos uma semana. Quando for utilizar essa solucdo, pipetar cuidadosamente o sobrenadante evitando
agitacdo para nao ressuspender o sedimento. Padronizar esta solucdo com frequéncia através do seguinte

procedimento:
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(a) Em balanca analitica, pesar trés massas de oxalato de sédio anidro (Na,C;04 — seco em estufa a
103-105°C por 2 h, no minimo, e resfriado em dessecador) entre 100 e 200 mg;

(b) transferir cada porcdo de oxalato para um erlenmeyer de 500 mL e adicionar 100 mL de agua
Milli-Q®, agitando para dissolver o reagente;

(c) adicionar 10 mL de uma solugdo de H,SO; 1+1 (1 volume de H,SO; diluido em 1 volume de
agua) e aquecer rapidamente até 90-95°C;

(d) titular rapidamente com a solugao de permanganato a ser padronizada, mantendo a solucdo de
oxalato em agitagao, até obter um ponto final rosa persistente por pelo menos 1 min;

(e) ATENCAO: N3o deixar a temperatura cair abaixo de 85°C (acompanhar com termdmetro). Se
necessario, aquecer o contetdo do béquer durante a titulagdo em chapa aquecedora;

(f) 100 mg de oxalato de sddio consumirdo aproximadamente 6 mL da solucdo de permanganato;

(g) realizar o mesmo procedimento com um branco (100 mL de agua Milli-Q® e 10 mL de H,SO04 1+1,
omitindo a adicao do oxalato) para corrigir a padronizacao da solugao de permanganato;

(h) calcular a normalidade real da solugdo através da equagdo a seguir (considerar a média dos

resultados das trés titulagGes):

M
N mnos = [V ( OXALATO) Equacado 75

KMnO4 GASTO — VBRANCO) X 07067]

Na qual:

MoxaaTo = Massa exata de oxalato de sodio utilizada na padronizagdo (g)

Vkmnos casto = Volume da solucdo de permanganato de potassio gasto na titulagdo (mL)
Veranco = Volume da solugdo de permanganato de potassio gasto na titulagdo do branco (mL)

Nimnos = Normalidade corrigida da solucdo de permanganato de potassio (N)

17.9. PREPARO DA SOLUCAO REDUTORA PARA PADRONIZAGCAO DA SOLUCAO ESTOQUE DE NITRITO

17.9.1. OPGAO 1: SOLUGAO DE OXALATO DE sS6D10 0,025 M (0,05 N)

Dissolver 3,350 g de oxalato de sodio (Na,C,04), previamente seco em estufa a 103-105°C por 2 h, no

minimo, e resfriado em dessecador, em agua Milli-Q® e diluir até 1.000 mL em baldo volumétrico.

17.9.2. OPCAO 2: SOLUCAO DE SULFATO FERROSO AMONIACAL 0,05 M (0,05 N)

Dissolver 19,607 g de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado [Fe(NH4)2(S0a4),.6H,0] e 20 mL de H,SO4
concentrado em agua Milli-Q®, aguardar o resfriamento e diluir até 1.000 mL em baldo volumétrico.

Padronizar essa solugdo usando uma solucdo de dicromato de potassio (K.Cr,0;), conforme o
procedimento apresentado no Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) na secgdo

referente ao método titulométrico para a DQO.

17.10. PADRONIZAGCAO DA SOLUGAO ESTOQUE DE NITRITO
Para determinar o contelido real de NaNO,, padronizar a solucdo estoque utilizando uma solucao de
permanganato de potassio (KMnQ4) 0,01 M (0,05 N) na presenca de um padrdo redutor (oxalato de sodio —

Na,C,04 — ou sulfato ferroso amoniacal — Fe(NH4)2(S04)..6H.0) conforme indicado a seguir:
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(a) Em erlenmeyer de 250 mL adicionar 50 mL da solugdo padronizada de permanganato de potassio
(KMnO4 ~ 0,05 N) seguido de 5 mL de acido sulfurico concentrado (H>SO4) € 50 mL da solucdo
estoque de nitrito (manter a ponta da pipeta volumétrica mergulhada na solugdo de
permanganato + acido enquanto realiza a transferéncia da solucdo de nitrito);

(b) mantenha em agitacdo magnética lenta e aquega a 70-80°C em chapa aquecedora;

(¢) adicionar algumas porcoes de 10 mL da solucdo de oxalato de sédio padrdo (Na,C,04 ~ 0,05 N)
até o desaparecimento da coloragao devida ao permanganato;

(d) titular, em seguida, o excesso de Na,C,04 com a solugdo padrao de permanganato até obter um
ponto final rosa;

(e) efetuar a titulacao em triplicata;

(f) repetir o mesmo procedimento com um branco (agua Milli-Q® no lugar da solugdo de nitrito) para
corrigir o resultado final da titulacao;

(g) caso a solucao de oxalato de sddio (Na,C;04) seja substituida por uma solugdo de sulfato ferroso
amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2], omitir o aquecimento e aguardar um tempo de reagdo de 5 min
entre o KMnO4 e o Fe?* antes de efetuar a titulacdo final com a solucdo de KMnOy;

(h) calcular a concentracdo real de N-NO, da solucdo estoque através da seguinte equacao

(considerar a concentracdo média obtida com as triplicatas):

X NKMnO4)_ (VREDUTOR X NREDUTOR)J

\%

V
mgN-NO, /L = l( rfnos eAT0 x7.000  Equagzo 76

SOLUCAO ESTOQUE

Na qual:

Vkmnos asto = Volume total da solugdo de permanganato de potassio gasto na titulagdo (mL)

Nimnos = Normalidade real da solugdo de permanganato de potassio (N)

Vreputor = Volume da solucdo de redutor (oxalato de sddio ou sulfato ferroso amoniacal) utilizado (mL)
Nreputor = Normalidade real da solugdo de redutor (oxalato de sddio ou sulfato ferroso amoniacal) (N)

VsoLucio estoque = Volume da solugdo estoque de nitrito titulada (mL)

Observacao: Cada 1 mL da solucdo de KMnO+ consumido pelo NaNO: corresponde a 1725 ug de
NaNO: ou 350 g de N-NO:-.

17.1. SOLUGCAO INTERMEDIARIA DE NITRITO (50 MG N-NO2 /L)
Sendo C a concentracdo real de N-NO2™ (em mg/L) da solugdo estoque padronizada, calcular o volume
dessa solucdo (V, em mL) necessario para preparar uma solucdo intermediaria contendo 50 mg N-NO27/L (1

mL = 50 pg de N-NO;") da seguinte forma:

12.500 .
V=0 Equacdo 77
C
Diluir o volume V (aproximadamente 50 mL) com agua Milli-Q® em baldo volumétrico de 250 mL.

Preparar a solugdo intermediaria no mesmo dia em que for utiliza-la.
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17.2. SoLUGCAO MAE DE NITRITO (500 pG N-NO>/L)
Diluir 10 mL da solucdo intermediaria de nitrito com agua Milli-Q® em baldo volumétrico de 1.000 mL.

Cada 1 mL dessa solucdo mae devera conter 0,500 pg de N-NO>~.

Preparar no mesmo dia em que for utiliza-la.

17.3. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (50 — 500 pG N-NO27/L)

Para a construgao da curva padrao devem ser preparadas, em baldes volumétricos de 100 mL, as

solucdes padrSes indicadas na Tabela 23, através de diluicdo, com agua Mili-Q®, da solugdo méde de 500 ug

N-NO;/L. Submeter os padrdes ao mesmo procedimento que as amostras (item 17.4).

E fundamental que cada ponto da curva seja feito em triplicata. Isso significa preparar também as

diluicbes em triplicatas.

Construa a curva padrdo plotando a absorbancia dos padroes em fungdo da concentracao de N-NO;".

Tabela 23: Volumes requeridos da solucdo mae para preparar a curva de calibragao.

Concentracoes estimadas Volume (mL) da solugao mae para
(ug N-NO; /L) diluicdo em baldo volumétrico de 10 mL
0 (branco) 0,0
50 1,0
100 2,0
150 3,0
200 4,0
250 5,0
300 6,0
350 7,0
400 8,0
450 9,0
500 10,0

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o0 aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

17.4. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE NITRITO

(a)

()

(©

(@)

(e)

@

)

Para remover sdlidos em suspensdo, filtrar previamente um volume adequado de amostra em
membrana com 0,45 um de didmetro de poro;

se necessario, diluir a amostra com agua Milli-Q®;

a amostra devera apresentar valor de pH dentro da faixa entre 5,0 e 9,0. Caso seja necessario,
utilizar uma pipeta de Pasteur e ajustar o pH da amostra dosando algumas gotas das solugdes de
HCl 1 M e/ou NH40H 1 M;

em seguida, transferir 5 mL de amostra para tubo de DQO e adicionar 200 pL do reagente
colorante, tampar e misturar bem por inversao;

preparar um branco com agua Milli-Q® e submeter ao mesmo procedimento aplicado nas
amostras*;

zerar o espectrofotdmetro com o branco e efetuar a leitura da absorbancia das amostras em

543 nm, entre 10 min e 2 h apds a adicao do reagente colorante;

por fim, calcular a concentracdo da amostra interpolando o resultado na curva de calibragao.
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*Observacoes:
1) Considerando que o intervalo de concentracdo do método é muito baixo, e que o procedimento
de diluicdo pode ser uma importante fonte de erro, recomenda-se que a andlise seja feita em

triplicatas auténticas, ou seja, que o procedimento de diluicdo seja repetido em triplicatas para cada

amostra.

2) Segundo Golterman (1969), o teste em branco deve ser preparado pela adicdo de 1,0 mL de
uma solugdo de sulfamato de aménio (NH:OSO:NHz) 5% a dgua deionizada. Sulfamato de amdnio
converte nitrito em Oxido nitroso. Esta sugestdo geralmente ndo é seguida nas rotinas do
laboratorio, ja que a dgua ultrapura (Milli-Q®) utilizada é de boa qualidade e se apresenta isenta

tanto de ions nitrito quanto de nitratos.
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18.NITRATO — METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Nitrato (NOs.) ocorre, geralmente, em pequenas quantidades nas aguas superficiais, mas pode atingir
altos niveis em aguas subterraneas. Em excesso, contribui para o desenvolvimento da doenca conhecida como
metahemoglobinemia, que acomete criangas. E encontrado apenas em esgotos domésticos frescos, mas no
efluente de instalagdes de tratamento, pode atingir concentragdes superiores a 30 mg NOs7/L.

Nitrato € um dos nutrientes essenciais para muitos seres autotrdficos fotossintetizantes, sendo, em
alguns casos, identificado como fator limitante ao aumento desses organismos.

O Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) apresenta dois procedimentos
que analisam especificamente o nitrato: O método por reducdo de cadmio (18.3) e o método de
espectrofotometria de absorcdo ultravioleta (18.1). O primeiro ndo é recomendado uma vez que emprega
cadmio, um composto de alta toxicidade. O segundo sofre interferéncia da presenca de matéria organica,
embora existam técnicas para amenizar essa limitagao inerente do método.

Outra metodologia existente na literatura é a que se baseia na reagao do nitrato com o acido
cromotropico na presenca de acido sulfurico, gerando um composto de coloracao amarela (18.2). Esse método
foi descrito por West e Ramachandran (1966) e modificado por Robinson e Hsu (1969).

No presente manual os trés métodos serdo apresentados, cabendo ao analista a escolha criteriosa do

método a ser empregado para as suas amostras.

18.1. METODO DA ABSORGAO ULTRAVIOLETA
(Modificado de AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

18.1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A técnica de espectrometria de absorgdo ultravioleta se baseia na absorcao de luz ultravioleta em um
comprimento de onda de 220 nm. A curva de calibracdo segue a Lei de Beer até 11 mg N-NOs7/L.

Essa metodologia é recomendada para aguas com baixo teor de matéria organica, como aguas
naturais ndo contaminadas ou agua de abastecimento. Essa recomendacdo se deve ao fato de que a matéria
organica absorve ondas de 220 nm e de 275 nm. No entanto, o ion nitrato ndo absorve esta Ultima e uma
forma de contornar a limitagdo do método é realizar uma segunda medida em 275 nm para que o valor de
absorbancia referente a matéria organica seja subtraido.

A extensdo dessa correcdo empirica esta relacionada a natureza e concentracdo da matéria organica e
dependem muito da origem da amostra. Para amenizar essa interferéncia, a amostra pode ser tratada com
uma solugdo de hidroxido de aluminio para que a matéria organica seja precipitada e, posteriormente,
separada por filtracdo utilizando-se membrana filtrante com diametro de poro de 0,45 pm (CAWSE, 1967).

A amostra também devera ser previamente acidificada (pH < 2,0) com uma solucdo de HClI 1 M para

prevenir a interferéncia de hidrdéxidos ou carbonatos em concentragdes de 100 a 1.000 mg CaCOs/L.

Uma correcdo mais eficaz da interferéncia da matéria organica pode ser realizada pela digestdo da
amostra com persulfato de potassio a quente (GROSS; BOYD; SEO, 1999; FERREE; SHANNON, 2001),
conforme o procedimento descrito no item 22.4. Neste caso, todavia, o nitrogénio organico, amonia e nitrito
sao convertidos totalmente a nitrato e o carbono organico a CO,, possibilitando a quantificacdo do teor de

nitrogénio total da amostra na forma de nitrato.
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18.1.2. INTERFERENTES

Além de matéria organica dissolvida, hidroxidos e carbonatos, o nitrito € um forte interferente do
método, além de cromo hexavalente [Cr(VI)] e alguns ions inorganicos. Cloretos em geral nao interferem.
Substancias inorganicas podem ser compensadas por analises independentes, com preparacao de curvas de
corregao individuais. Nitrito pode ser eliminado pela adicdo de acido sulfamico, conforme proposto por Cawse
(1967) e Norman, Edbgerg e Stucki (1985).

18.1.3. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo ou filtro de seringa com membrana de 0,45 ym de poro (Atencao:

Testar previamente os filtros para verificar contaminagao do filtrado por nitrato!)
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Chapa aquecedora e agitadora
e Espectrofotdmetro (UV-Vis)
e TermOmetro
e Estufa a 103-105°C
e Micropipetas de 1,0 e 10,0 mL
e Baldes volumétricos de 100, 250 e 1.000 mL
e Copos de béquer de 500 e 2.000 mL
e Provetas de vidro graduadas de 100, 250 e 500 mL
e Cubetas de quartzo com passo optico de 1 cm
e Tubos de ensaio com tampa (ou tubos de DQO padrdo HACH®)
e Tubos de centrifugacao tipo fa/con de 15 mL
e Sulfato de Aluminio e Potassio dodecahidratado — AIK(SQ4),.12H,0 P.A.
e Hidroxido de Sédio — NaOH P.A. (em lentilhas)
e Nitrato de Sodio — NaNOs P.A.
« Acido Cloridrico — HCI P.A.
o Acido Sulfamico — NH,SOsH P.A.

18.1.4. PREPARO DA SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIO (2 M)
Dissolver 20 g de NaOH em 150 mL de agua deionizada. A dissolucdo devera ser conduzida
cuidadosamente, uma vez que a reagao é extremamente exotérmica. Utilizar luvas, dculos de seguranca e
trabalhar na capela, sob exaustdo. Apds o resfriamento da solucdo a temperatura ambiente, transferir para

baldo volumétrico de 250 mL e completar com agua deionizada.

18.1.5. PREPARO DA SUSPENSAO DE HIDROXIDO DE ALUMiINIO (ADAPTADO DE CAWSE, 1967)
(a) Transferir 125 g de sulfato de aluminio e potassio [AIK(SO4).12H,0] para béquer de vidro de
2.000 mL e adicionar 1.000 mL de agua deionizada ou ultrapura (Milli-Q®). Agitar para dissolver o
reagente e aquecer a mistura até 60°C (acompanhar com termometro). Em seguida, adicionar

lentamente, em agitagdo, 250 mL da solucdo de NaOH 2 M. Ocorrera a seguinte reagdo:
AP+ K* + 2(S04)*> + 4Na* + 40H" — AI(OH)3 + K* + OH™ + 4 Na* + 2(S04)* Equacao 78

(b) deixar a suspensao formada sedimentar em repouso de um dia para o outro, a temperatura

ambiente, descartando o sobrenadante;
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(c) lavar o precipitado com agua deionizada para remocao dos ions em solugao por mais 2 vezes, no
minimo, adicionando cerca de 500 mL de agua deionizada por vez, misturando, deixando
decantar (por cerca de 2 h) e descartando o sobrenadante (remover o maximo de sobrenadante
possivel);

(d) ao final, armazenar a suspensao concentrada em frasco devidamente identificado.

18.1.6. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDO CLORIDRICO (1 M)

(a) Em béquer de vidro de 500 mL colocar cerca de 300 mL de agua deionizada;

(b) na capela, sob exaustao e usando proveta de vidro graduada, adicionar, devagar e com
cuidado, 84 mL de acido cloridrico concentrado. Utilizar luvas nitrilicas e éculos de seguranca
para manusear o acido;

(c) aguardar a solucdo esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL;

(d) completar o volume com agua deionizada e armazenar em frasco devidamente identificado.

18.1.7. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDO SULFAMICO (2%)

Uma vez que o ion nitrito (NOy) apresenta absorcdo similar ao nitrato no comprimento de onda
utilizado, amostras contendo NO,™ exigem um pré-tratamento consistindo na adicdo de acido sulfamico para
eliminacdo dessa interferéncia (CAWSE, 1967; NORMAN; EDBERG; STUCKI, 1985).

Em solucdo acida, o nitrito reagirda com o acido sulfamico, liberando N, gasoso e ions bissulfato,

conforme a equagao abaixo:

NH,SO,H+NO, ——>N, +HSO,” +H,0 Equacio 79

Para isso, preparar uma solucdo de acido sulfamico (NH,SOsH) 2% dissolvendo 5,0 g do reagente com
agua deionizada em baldo volumétrico de 250 mL (20 g/L) CUIDADO: Manusear com luvas e evitar o
contato do reagente com a pele! Armazenar a solugao refrigerada, ao abrigo da luz, em frasco

devidamente tampado e identificado. 0,5 mL dessa solucdo em 5 mL de amostra é capaz de eliminar até cerca

de 650 mg/L de nitrito (~ 200 mg/L de N-NO>"). Para analise de amostras que apresentem nitrito, submeter ao

mesmo tratamento o branco e os padrdes da curva de calibragao.

18.1.8. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (0,5 — 7,0 MG/L)

(a) Secar cerca de 1,0 g de NaNO3; (MM: 85 g/mol) em estufa a 103-105°C, por 2 h, no minimo;

(b) preparar uma solugdo padrdo (solugdo mae) de 100 mg N-NOs7/L. Para tanto, dissolver 0,6071 g
de NaNO; (adequadamente resfriado em dessecador) em agua deionizada e diluir para 1.000 mL
em baldo volumétrico;

(c) preparar os pontos da curva de calibracao diluindo a solucdo padrdao em bales volumétricos de
100 mL. Os volumes da solucdo padrao para cada um dos pontos da curva de calibragao estdo
apresentados na Tabela 24. ATENCAO: E fundamental que cada ponto da curva seja feito em

triplicata. Isso significa preparar também as diluicdes em triplicatas!

(d) efetuar a leitura dos padroes conforme o mesmo procedimento descrito para as amostras, no
item 18.1.9 a sequir;

(e) construir a curva de calibracao ajustando as concentragdes padroes em funcdo dos respectivos

valores de absorbancia final, calculados conforme a Equacdo 80, mostrada mais adiante.
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Tabela 24: Volumes requeridos da solugdo mae para preparar a curva de calibragdo.
Concentracoes estimadas Volume (L) da solugao mae para

(mg N-NO3'/L) 100 mL da solugdo de calibracao
0,0 (branco) 0

0,5 500

1,0 1.000
2,0 2.000
3,0 3.000
4,0 4.000
5,0 5.000
6,0 6.000
7,0 7.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

18.1.9. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE NITRATO

(a) Filtrar as amostras em membrana de 0,45 um e diluir com agua deionizada, se necessario;

(b) transferir 10 mL dessa amostra filtrada para tubo tipo falcon de 15 mL e adicionar 0,5 mL da
suspensdo de hidrdoxido de aluminio [AI(OH)s];

(c) tampar, agitar vigorosamente e deixar em repouso por cerca de 2 h para que a matéria organica
seja sedimentada (ou centrifugar a 3.500 — 5.000 rpm por 5 min, no minimo);

(d) apos este periodo, filtrar o sobrenadante da amostra em membrana de 0,45 pm, podendo
reutilizar a mesma membrana (ou 0 mesmo filtro de seringa, se for o caso);

(e) transferir 5 mL desse filtrado para tubo de DQO e adicionar 0,5 mL da solugdo de acido sulfamico

2% (NH,SOsH — 20,0 g/L), tampar o tubo e agitar por cerca de 1 min (esse passo podera ser

omitido caso a amostra ndo apresente nitrito. Nesse caso, uma curva de calibracdo especifica

devera ser levantada para essas amostras);

() na sequéncia, adicionar 0,1 mL de HCI 1 M e homogeneizar;

(g) preparar um teste em branco com agua deionizada e submeter aos mesmos passos que as
amostras (desde o item 18.1.9 (b) em diante);

(h) transferir uma aliquota da amostra tratada para cubeta de quartzo e efetuar a leitura da
absorbancia em dois comprimentos de onda: 220 nm (nitrato + matéria organica) e 275 nm
(apenas matéria organica);

(7)) o branco deve ser utilizado para zerar o espectrofotdmetro nos dois comprimentos de onda;

(i) subtrair o dobro da leitura de absorbancia a 275 nm da leitura a 220 nm, obtendo assim a

absorbancia devida a concentragdao de nitrato na amostra:

Absorbancia niTRATO = (Absorbancia 220 nm) — 2 x (Absorbancia 275 nm) Equagdo 80

(k) interpolar o resultado na curva de calibragdo.

ATENGCAO: A leitura em 275 nm n3o deve exceder 10% do valor lido em 220 nm! Se isto ocorrer,

significa que a matéria organica ndo foi suficientemente removida. Deve-se repetir o preparo da amostra
adicionando-se um volume maior da suspensao de AI(OH); (nesse caso, corrigir o resultado da analise de

acordo com a diluicdo adicional efetuada).
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18.2. NITRATO — METODO DO ACIDO CROMOTROPICO
(WEST; RAMACHANDRAN, 1966)

18.2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O método baseia-se na reacdo do ion nitrato com acido cromotrépico (1,8-dihidroxi-3,6-
naftalenodissulfonico acido) na presenca de acido sulfurico forte. Embora o mecanismo de reacdao nao esteja
claro, testes espectrométricos indicam a formacao um derivado sulfonil polimerizado (Figura 9). De acordo com
Robinson e Hsu (1969) a coloragdo amarela é mais intensa com H,SO4 entre 69 — 73%.

O método original prevé a adicdo de ureia, sulfito de sddio e solucdo de antiménio para remogao de
interferentes como nitrito, agentes oxidantes e cloretos.

Embora ndo conste no Standard Methods, esse método foi adotado pela HACH® (NitraVer X) no
fornecimento de seus kits para determinacgao de nitrato (até 30 mg N-NOs7/L), os quais tem sido empregados
no Laboratério de Processos Bioldgicos (LPB/EESC/USP).

O método HACH® (Method 10020) é adequado para amostras contendo até cerca de 1.000 mg/L de
cloretos. Presenca do ion nitrito (NO,") acima de 12 mg/L devera ser removida através de pré-tratamento com

ureia, para o favorecimento da volatilizacdo do NO, sob a forma de nitrogénio gasoso (N2).

Figura 9: Mecanismo de reagdo proposto entre o nitrato e o acido cromotrdpico, na presenca de acido sulfurico.
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Fonte: West e Ramachandran (1966).

18.2.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo ou filtro de seringa com membrana de 0,45 um de poro

e Agitador magnético e barra magnética
e Cronémetro digital

e  Espectrofotometro HACH®

e Estufa a 103-105°C

e Micropipeta de 1000 pL

e Proveta de vidro graduada

e Colher dosadora (0,5 g)
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e Dispensador automatico

e Tubos de DQO (padrdo HACH®)

e Reagente HACH® NitraVer X (ref. 26053-45)
e Ureia — (NH,),CO P.A.

e Acido Sulftrico concentrado — H,SO4 P.A.

18.2.3. PREPARO DA SOLUGAO DE H2S04 ~ 70%
Quando necessario, pode-se preparar uma solucdo de acido sulfurico a 70% para ser utilizada no lugar
da solucdo fornecida pela HACH®. Para isso, seguir os passos descritos a seguir:

(a) Preparar um béquer de vidro de 1.000 mL em banho de agua e gelo na capela, sob exaustao,
contendo 270 mL de agua deionizada (aferir corretamente o volume em proveta graduada);

(b) transferir, com cuidado e vagarosamente, 730 mL de acido sulfdrico concentrado, aferindo o
volume de H,SO4 em proveta de vidro graduada. Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de seguranca
para manusear o acido;

(¢) aguardar a solucdo esfriar e armazena-la em frasco de vidro devidamente identificado, com

dispensador automatico ajustado para dosagem de 8,5 mL.

Observacao: A utilizacdo de uma solucdo de acido sulfurico preparada pelo analista exige o

levantamento de uma curva de calibracdo para ser utilizada no lugar da curva propria da HACH®.

18.2.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (1 — 30 MG/L)

(a) Secar cerca de 1,0 g de NaNOs; em estufa a 103-105°C, por 2 h, no minimo;

(b) preparar uma solucdo padrao (solucdo mae) de 100 mg N-NOs/L. Para isso, dissolver 0,6071 g
de NaNOs; (adequadamente resfriado em dessecador) em agua deionizada e diluir para 1.000 mL
em baldo volumétrico (solucdo mae);

(c) preparar os pontos da curva de calibracdo diluindo a solugdo padrdao em baldes volumétricos de
100 mL, conforme apresentado na Tabela 25. Preparar cada ponto da curva em triplicata
(lembrar que isso significa preparar trés solugdes de cada concentracdo);

(d) realizar a leitura seguindo os mesmos procedimentos descritos para as amostras (item 18.2.6).

Tabela 25: Volumes requeridos da solugdo mae para preparar a curva de calibragdo.
Concentracgdes estimadas Volume (mL) da solugdo mae para

(mg N-NO37/L) diluicdo em 100 mL
0,0 (branco)* 0
1,0 1,0
5,0 5,0
10,0 10,0
15,0 15,0
20,0 20,0
25,0 25,0
30,0 30,0

*Zerar o espectrofotometro com 1 mL de &gua deionizada em 8,5 mL da solugdo H2SOs 70%
antes da adigdo do reagente do saché.

Fonte: Os autores.
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18.2.5. PRE-TRATAMENTO PARA REMOGAO DE NITRITO
(a) Para amostras que apresentem concentracoes de nitrito acima de 12 mg/L e até, no maximo,
100 mg/L, adicionar, com auxilio de colher dosadora, cerca de 0,5 g de ureia a 10 mL de
amostra;
(b) manter em agitagdo magnética até a dissolucdo completa do reagente;
(c) em seguida, proceder a analise como de costume;
(d) a ureia dissolvida na amostra reagira com o acido sulfirico, produzindo acido sulfamico, o qual é

responsavel pela eliminacdo do nitrito (caso presente) na forma de N..

18.2.6. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE NITRATO

(a) Filtrar um volume adequado de amostra em membrana de 0,45 pm para remover sdlidos em
suspensao e diluir com agua deionizada, se necessario;

(b) adicionar 1 mL da amostra filtrada ou solucdo padrdo a 8,5 mL de solucdo de acido sulftrico ~
70% em tubo de DQO;

(c) tampar e homogeneizar por inversdao suave do tubo (10 vezes) para evitar a formacdo de
microbolhas em excesso;

(d) ler como branco no programa adequado do espectrofotometro (410 nm);

(e) adicionar, em seguida, o contetido do saché do kit HACH® (contém acido cromotrdpico, ureia e
metabissulfito de sédio), tampar, homogeneizar por inversao suave do tubo (10 vezes) e acionar
o cronémetro (resquicios do reagente no fundo da cubeta nao interferem na analise);

() aguardar o tempo adequado para que a reacdo se complete: 5 min, caso for utilizado o kit
completo e a curva pré-instalada da HACH® (Method 10020); ou 10 min, caso for utilizado
apenas o saché com o reagente HACH®, e a solucdo de H,SOs ~ 70% e curva de calibragdo
preparadas pelo analista;

(g) efetuar, em seguida, a leitura da amostra no espectrofotometro.

Observacoes:
1) Amostras preservadas por acidificacgdo devem ser convenientemente neutralizadas antes da

realizacdo da andlise. Ndo acidificar amostras contendo nitrito antes de armazenar

2) Néo deixar as amostras preparadas diretamente sob a luz do sol.

3) Caso haja formacdo de microbolhas em excesso, segurar o tubo tampado na horizontal e ir
girando vagarosamente até que todas as bolhas se dissipem. Deixar o precipitado sedimentar para

efetuar a leitura.
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18.3. NITRATO + NITRITO — METODO DA REDUGAO cCOM CADMIO
(Modificado de AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

18.3.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O presente método consiste na redugao dos ions nitrato (NO3") a nitrito (NO,) por meio do contato da
amostra com cadmio metalico tratado com sulfato de cobre (cadmio coperizado). O nitrito resultante,
juntamente com o nitrito pré-existente na amostra, quando for o caso, é determinado através da reacdo de
diazotacdo do nitrito com a sulfanilamida, seguida pelo acoplamento com o dicloridrato de n-(1-naftil)-
etilenodiamina. O complexo formado apresenta coloracdo rosada e sua absorbancia é proporcional a
concentragao de N-NO; formado na amostra.

Uma vez que o resultado da andlise representa o somatdrio das concentrages de N-NOs;™ e N-NO,™ da
amostra, essa soma também pode ser denominada de nitrogénio oxidado total (NTO).

O nitrito, por sua vez, pode ser determinado separadamente, omitindo-se a etapa de reducao com
cadmio. Dessa forma, as concentracdes de N-NO, podem ser subtraidas das concentracdes correspondentes
de NTO para obtencdo das concentragoes originais de nitrato (N-NOs") na amostra em questao.

Usualmente o método de redugdo por cadmio é realizado pela passagem da amostra em uma coluna
de vidro contendo cadmio coperizado empacotado (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).
Todavia, a confeccdo da coluna de vidro, a necessidade do manuseio do cadmio com risco de contaminagao
para o analista, bem como os problemas decorrentes do entupimento e saturacdo da coluna, tornam a sua
aplicacdo problematica. Como alternativa simplificada, alguns trabalhos sugerem que a etapa de reducdo do
nitrato a nitrito seja efetuada por meio da agitacdo da amostra com limalhas ou grdos de cadmio, o que pode
ser realizado sob diferentes condicdes experimentais (WU et al., 2016; GAUGUSH; HEATH, 1984; JONES,
1984; ELLIOTT; PORTER, 1971). Essa estratégia pode ser facilmente adotada com o auxilio do reagente
comercial disponibilizado pela HACH® (NitraVer 6).

Ja para a determinagao do nitrito total na amostra apds a redugao induzida pelo cadmio em pd, outro
reagente comercial pode ser empregado (NitriVer 3), sequido da leitura em espectrofotometro com curva
prépria da HACH® (Method 8192). Caso contrario, uma aliquota da amostra apds a etapa de reducdo pode ser
submetida ao método para determinagao de nitrito anteriormente apresentado (item 17), com utilizagao das

solugBes reagentes e curva de calibracdo preparadas pelo proprio analista.

18.3.2. INTERFERENTES

fons cloretos (CI) em excesso (> 100 mg/L) podem comprometer o resultado da andlise. Para
contornar esse problema, preparar uma curva de calibragdo com os padrées em meio contendo NaCl na
mesma concentracdo de cloretos esperada para as amostras.

Calcio (> 100 mg/L) e ferro férrico (Fe**) interferem na analise. Interferéncias devidas ao ferro podem
ser evitadas por dosagem de EDTA a amostra.

Cloro residual, caso presente, deve ser removido imediatamente apds a coleta da amostra por meio da
dosagem de uma solugdo de tiossulfato de sédio (Na,S,03.5H,0 — 3,5 g/L). 1 mL dessa solugdo € suficiente
para remover 1 mg/L de cloro residual em 500 mL da amostra.

ATENGAO: Amostras preservadas por acidificacio deverdo ser neutralizadas (pH ~ 7,0) antes da

realizacdo da analise. Amostras contendo nitrito ndo devem ser acidificadas para armazenamento.
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Amostras contendo concentracdes de NTO (= N-NO; + N-NOs) acima dos 0,5 mg/L devem ser

diluidas previamente ao procedimento analitico.

18.3.3. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

e  Espectrofotdbmetro HACH®

e Estufa a 103-105°C

e Cronb6metro digital

e Medidor de pH de bancada

e Micropipetas de 100, 1.000 e 10.000 pL

e Pipeta de Pasteur

e Baldes volumétricos de 100 e 1.000 mL

e Cilindro de vidro graduado de 25 mL com tampa esmerilhada

e Cubeta de vidro redonda com passo dptico de 2,5 cm (cubeta de 10 mL da HACH®)

e Reagente HACH® NitraVer 6 (ref. 21072-49) para redugao de nitrato por cadmio coperizado em pd
e Reagente HACH® NitriVer 3 (ref. 21071-69) para determinacdo do nitrito total formado
e Solucgdes para ajuste do pH (HCl 1 M e NH4OH 1 M) preparadas conforme o item 17.6
e Nitrato de Sodio — NaNOs P.A.

Observacao: Pela alta sensibilidade do método de determinacdo de nitrito, utilizar apenas agua
ultrapura (Milli-Q®) isenta de ions nitrito e nitrato no preparo das solucbes reagentes, padrbes e na

diluigdo das amostras.

18.3.4. PADROES DE VERIFICACAO (N-NITRATO)

Para verificar a efetividade da reducao de nitrato pelo reagente comercial NitraVer 6, preparar alguns
padrbes de verificagdo contendo nitrato dentro da faixa de anadlise do método (0,01 a 0,50 mg N-NOs7/L).
Submeter os padrdes ao mesmo procedimento descrito para as amostras (item 18.3.6) e comparar os
resultados observados com os resultados esperados.

Abaixo seguem os passos para preparo da solucdo padrao de nitrato, bem como para a confeccdo de
alguns padrdes de verificagao cobrindo a faixa de calibragdo do método:

(a) Secar cerca de 1,0 g de nitrato de sodio (NaNOs) em estufa a 103-105°C, por 2 h, no minimo;

(b) preparar uma solucdo estoque contendo 100 mg N-NOs;7/L. Para tanto, dissolver 0,6071 g de
NaNO; (adequadamente resfriado em dessecador) em agua ultrapura (Milli-Q®) e diluir para
1.000 mL em baldo volumétrico;

(c) diluir 10 mL da solugdo estoque em baldo volumétrico de 100 mL, completando com agua Milli-
Q®. Essa solucdo mde devera conter 10 mg/L de N-NOs7/L (10.000 pg/L);

(d) preparar os pontos da curva de verificacdo diluindo a solucdo mae em baldes volumétricos de
100 mL. Os volumes da solucdo mae para cada um dos pontos da curva estdo apresentados na

Tabela 26. Preparar, ao menos, duplicatas de cada ponto escolhido;

(e) efetuar o tratamento e leitura dos padrdes de verificagdo conforme o mesmo procedimento

descrito para as amostras, no item 18.3.6;
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(f) vale lembrar que as concentragbes de nitrito formado apds a redugdo com cadmio (em termos de
N-NO,") deverdo ser equivalentes as concentragdes de nitrato (em termos de N-NOs’) inicialmente
presentes em cada amostra padrdo;

(g) ajustar a curva de calibracdao do equipamento caso sejam notadas pequenas variacdes entre os

valores reais e os medidos.

Tabela 26: Volumes requeridos da solugdo mae para preparar a curva de verificacao.
Concentracoes estimadas Volume (L) da solucao mae para

(ug N-NO3/L) 100 mL da solucao de calibragao

0 (branco) 0,0
10 100

100 1.000

200 2.000

300 3.000

400 4.000

500 5.000

Fonte: Os autores.

18.3.5. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (N-NITRITO)

Caso sejam utilizadas solugGes reagentes proprias para a analise de nitrito, bem como para utilizagdo do
kit HACH® NitriVer 3 em espectrofotdmetro de outro fabricante, a curva de calibracdo devera ser levantada
pelo analista, com preparo das solucdes padrdes de nitrito em triplicatas.

Para isso, preparar os padroes seguindo os passos apresentados anteriormente, na secdo referente a
analise de nitrito (item 17), e submeté-los ao mesmo procedimento descrito para as amostras, no item 18.3.6
a seguir.

Plotar as absorbancias obtidas contra as concentracoes de NOT (equivalentes as concentragées de N-
NO;" de cada padrao — Tabela 23), construindo assim a curva de calibracao.

Na sequéncia, realizar o procedimento de verificacgdo do método de reducao com alguns padrdes de
nitrato, conforme descrito acima (item 18.3.4). Ajustar a curva de calibracdo caso sejam notadas pequenas

variacdes entre os valores reais e os medidos.

18.3.6. DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO DE NITRATO + NITRITO (10 — 500 puG NOT/L)

(a) Filtrar previamente um volume adequado de amostra em membrana de 0,45 pm e diluir com
agua Milli-Q®, se necessario;

(b) com auxilio de pipeta de Pasteur, ajustar o pH da amostra para préximo de 7,0 utilizando as
solugdes de HCI 1 M e/ou NH4OH 1 M, anteriormente preparadas (item 17.6);

(¢) transferir 15 mL de amostra filtrada para cilindro de vidro graduado de 25 mL;

(d) adicionar o conteldo completo do saché HACH® (NitraVer 6) e tampar adequadamente com
tampa de vidro esmerilhada. CUIDADO: O reagente contém Cadmio — Manusear com
luvas e evitar a inalagao e o contato com a pele!

(e) acionar o crondmetro e agitar vigorosamente o cilindro durante 3 min;

() passado o intervalo de tempo de agitacdo, zerar o cronémetro e manter o cilindro em repouso

durante 2 min (resquicios do reagente no fundo do cilindro ndo interferem na analise);
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(g) em sequida, transferir 10 mL da amostra tratada (cuidado para ndo transferir particulas de
cadmio) para cubeta redonda de 10 mL da HACH®;

(h) adicionar o conteldo do segundo saché HACH® (NitriVer 3), tampar a cubeta e agitar
suavemente por 30 s;

(i) aguardar 15 min para o desenvolvimento da reacdo (coloracdo rosa aparecera caso haja
presenca de nitrato convertido a nitrito na amostra);

(7) passado o tempo da reacdo, zerar o espectrofotometro com o branco (10 mL de amostra filtrada
sem adicdo dos reagentes do método) e efetuar a leitura das amostras na curva pré-instalada da
HACH® (Method 8192), em comprimento de onda de 507 nm;

(k) lavar os cilindros graduados e as cubetas imediatamente apds o uso para remover todas as

particulas de cadmio, descartando adequadamente os residuos da analise.

Observacoes:

1) Néo deixar as amostras preparadas diretamente sob a luz do sol.

2) Para determinacdo exclusiva da concentracdo de nitrato (N-NOs) na amostra, repetir o
procedimento acima, omitindo, porém, a etapa de reagdo com o cadmio (itens (c) a (f)). Determinar
a concentracdo original de nitrito (N-NO=) na amostra e descontar o valor obtido do resultado da
analise de NOT (N-Nitrato + N-Nitrito).

3) Caso se€ja utilizado o método de determinacdo de nitrito com reagentes proprios € curva
preparada pelo analista, tomar 5 mL de amostra apos o tratamento com cadmio em po (cuidado
para néo transferir particulas remanescentes) e submeter ao méetodo apresentado anteriormente, no

item 17.4 a partir do passo (c) em diante.
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19.SULFATO — METODOS TURBIDIMETRICOS

19.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
O ion sulfato, em meio acido, é precipitado por cloreto de bario, formando micro-cristais uniformes de

sulfato de bario em suspensdo coloidal, conforme a equagao a seguir:
SO.? +Ba"” —— BaSO, Equagdo 81

A determinacdo da concentracdo de sulfato em uma amostra é feita através da medida da absorgao de
luz pela turbidez proporcionada pela suspensao de sulfato de bario.

A metodologia de determinagao de sulfato em amostras de agua reportada pelas Ultimas versées do
Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) baseia-se no método descrito
anteriormente por Rossum e Villarruz (1961), o qual consiste na utilizagdo de uma solucdo tampao com acido
acético e alta forga idnica, seguida da leitura da absorbancia da turbidez formada pela adigdo de cloreto de
bario em 420 nm, conforme o procedimento apresentado no item 19.2.

Na experiéncia pratica do LPB, bons resultados também foram obtidos empregando-se a metodologia
proposta pela EPA (United States Environmental Protection Agency), a qual ja foi descrita em versGes
anteriores do Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1975), e é baseada na utilizacdo
de uma solugdo condicionadora (mistura de etanol, glicerol, acido cloridrico e NaCl) em conjunto com a leitura
da absorbancia da turbidez formada pelo sulfato de bario em 420 nm (ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 1986). Tal metodologia, descrita no item 19.3, além de exigir um menor nimero de reagentes, é
caracterizada pela melhor linearidade da curva de calibragdo, o que confere uma maior confiabilidade ao
resultado. No procedimento em questdo, etanol é utilizado para diminuir a solubilidade do sulfato de bario,
enquanto glicerol é empregado para favorecer a estabilidade da suspens3o coloidal formada. Acido cloridrico é
dosado para garantir a acidificagdo do meio liquido, viabilizando as reacdes de precipitagao, e cloreto de sodio
¢é acrescentado para aumentar a forca ionica da mistura, visando a minimizacdo das interferéncias (ASTM
INTERNATIONAL, 2002).

Em ambas as metodologias, coloracdo e sodlidos suspensos na amostra poderdo interferir nos
resultados. Sélidos em suspensdo devem ser removidos previamente por filtragdo. Ja a interferéncia devida a
coloragdao, se muito menor que a concentracao de sulfato, pode ser corrigida utilizando-se, como branco, a
propria amostra antes da adicao de cloreto de bério.

Silicatos em concentragdo superior a 500 mg/L precipitardo com o bario, interferindo positivamente.
Elevada quantidade de matéria organica dissolvida também podera afetar a precipitacao do sulfato de bario.

Mesmo baixas concentracdes de polifosfatos (~ 1 mg/L) podem inibir a formagdo do sulfato de bario.
Presenca de aluminio e polimeros podera prejudicar a uniformidade da turbidez. Concentrages de cloretos
acima dos 5.000 mg/L poderdo interferir negativamente na analise.

Caso sulfeto esteja presente, as amostras devem ser analisadas o quanto antes, para evitar que a
oxidacdo do sulfeto dissolvido pelo oxigénio atmosférico ndo resulte em uma interferéncia positiva na
determinacdo da concentracdo de sulfato. Ndo sendo possivel realizar a andlise imediatamente, acidificar a
amostra para pH entre 3,0 e 4,0 com algumas gotas de uma solucdo de HCl diluido e manter sob fluxo de N,
durante cerca de 15 min, ou em agitacdo magnética vigorosa, para a eliminacdo do H,S em solugdo. Lembrar

de neutralizar convenientemente a amostra antes de proceder a analise.
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CUIDADO: O sulfeto de hidrogénio é toxico! Realizar estes procedimentos na capela, com
a exaustao ligada!

A analise de uma amostra com valor médio de 7,45 mg SO.%/L apresentou o desvio padrdo de 0,13
mg SO4%/L e coeficiente de variacdo de 1,7%. Duas amostras preparadas com sulfato apresentaram
recuperacgoes de 85% e 91% (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

19.2. METODO DO TAMPAO ACETATO

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

19.2.1. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 um de poro

e Agitador magnético e barra magnética

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Cronbémetro digital

e Espectrofotometro

e Estufa a 103-105°C

e Micropipetas de 1.000 yL e de 5 mL

e Cubeta de vidro redonda com passo dptico de 2,5 cm (cubeta de 10 mL da HACH®)

e Colher de medida (0,5 g) ou espatula dosadora

e Acetato de Sddio trihidratado — CH;COONa.3H,0 P.A.

e Acido Acético glacial — CHsCOOH P.A.

e Cloreto de Magnésio hexahidratado — MgCl,.6H,0 P.A.

o Nitrato de Potassio — KNO; P.A.

e Cloreto de Bario di-hidratado — BaCl,.2H,O P.A. (Recomenda-se utilizar cloreto de bario com
granulometria entre 20 e 30 mesh para formacdo mais homogénea da suspensao)

e Sulfato de sddio anidro — Na;SO4 P.A.

19.2.2. SOLUGAO TAMPAO A (PARA AMOSTRAS COM CONCENTRAGAO DE 10 — 60 MG SO42 /L)
(a) Em béquer de 1.000 mL, adicionar 500 mL de agua deionizada;
(b) dissolver 30 g de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0);
(c) dissolver 5 g de acetato de sddio (CH;COONa.3H,0);
(d) dissolver 1 g de nitrato de potassio (KNOs);
(e) adicionar 20 mL de acido acético (CH;COOH);

(f) transferir a solugdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar com agua deionizada.

19.2.3. SOLUGAO TAMPAO B (PARA AMOSTRAS COM CONCENTRAGAO < 10 MG SO4%°/L)
(a) Em béquer de 1.000 mL, adicionar 500 mL de agua deionizada;
(b) dissolver 30 g de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0);
(c) dissolver 5 g de acetato de sddio (CH;COONa.3H,0);
(d) dissolver 1 g de nitrato de potassio (KNOs);
(e) dissolver 0,111 g de sulfato de sddio (Na;S04);
(f) adicionar 20 mL de acido acético (CH;COOH);
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transferir a solugdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar com agua deionizada.

19.2.4. PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DE SULFATO (1.000 MG/L)

(@)

(®)

(©

Pesar com exatiddo 1,479 g de sulfato de sddio anidro (Na,S0.), previamente seco em estufa a
103-105°C por 2 h, no minimo, e resfriado em dessecador;

transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua
deionizada;

manter em agitacdo magnética até a completa dissolucdo do reagente.

19.2.5. DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO DE SULFATO

A Solucao Tampao a ser utilizada durante a analise é funcdo da concentracdo de sulfato presente na

amostra. Para amostras com concentragbes superiores a 10 mg SO4%/L, utilizar a Solugdo Tampdo A. Em

amostras com concentragoes inferiores ou proximas a 10 mg SO4%/L, utilizar a Solucao Tampao B.

Filtrar amostras com sdlidos em suspensdo ou turbidez em membrana com didametro de poro de

0,45 um e seguir os passos elencados a seguir:

(a)

()

(©

(@)

(e)

)
)

Medir 10 mL de amostra ja diluida, caso necessario, e transferir para cubeta redonda de vidro
com passo Optico de 2,5 cm (cubeta de 10 mL da HACH®);

adicionar 2 mL da Solucao Tampao A ou B (conforme o caso), tampar e misturar manualmente
por inversao do tubo;

para correcao de cor ou turbidez da amostra, utilizar como branco a prdpria amostra com a
solucdo tampado antes da adigdo do cloreto de bario;

apds zerar o espectrofotbmetro, adicionar cerca de 0,2 g de cloreto de bario a amostra;
CUIDADO: Usar luvas e evitar o contato do sal de bario com a pele!

proporcionar a mistura rapida agitando vigorosamente o tubo durante cerca de 1 min;

deixar descansar, cronometrando o tempo imediatamente;

medir a absorbancia apos 5 min em comprimento de onda de 420 nm.

Observacoes:

1) Quando for utilizado o reagente comercial da HACH® para analise de sulfato por turbidimetria
(Method 8051 — 2 a 70 mg SO#7/L), omitir a adicdo da solucdo tampdo. Transferir 10 mL da

amostra filtrada para a cubeta, zerar o equijpamento com a propria amostra e inserir o conteudo do

saché (contém cloreto de badrio e dcido citrico). Tampar e agitar manualmente para dissolver

(resquicios do reagente no fundo da cubeta ndo interferem na andlise). Ler, apos 5 min, na curva

propria da HACH® (450 nm) instalada no espectrofotometro.

2) O preparo de novas solugdes tampao exige o levantamento de novas curvas de calibragdo!

3) Caso ocorra deposicdo de sulfato de bario na superficie do vidro, deixando a cubeta com aspecto

esbranquicado, lavar com solu¢do de dcido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCl conc. em 3

volumes de agua deionizada) e enxaguar abundantemente com agua deionizada antes do uso.
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19.2.6. LEVANTAMENTO DAS CURVAS DE CALIBRAGCAO

19.2.6.1. CURVA ALTA — PARA AMOSTRAS COM CONCENTRACAO DE 10 — 60 MG S04% /L

Preparar as solucdes padrdes de sulfato (em baldes de 50 mL) partindo da solugao estoque, conforme

indicado na Tabela 29. Usar triplicatas para cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés

solugdes de cada concentracdo).
Ler os padrdes da curva de calibracao utilizando a Solucdo Tampao A e seguindo 0S mesmos passos

descritos anteriormente para as amostras (item 19.2.5).

Tabela 27: Relagdo das concentracdes e aliquotas da solugdo estoque para o tragado da curva alta.

Aliquota da solucdo estoque (L)
para diluicao em baldao
volumétrico de 50 mL

Concentracoes estimadas
(mg Sulfato/L)

0,0 (branco)* 0
10,0 500
20,0 1.000
30,0 1.500
40,0 2.000
50,0 2.500
60,0 3.000

*Zerar o espectrofotdbmetro com 10 mL de &gua deionizada + 2 mL da solugdo tamp&o A
antes da adicéo do cloreto de bario.

Fonte: Os autores.

19.2.6.2. CURVA BAIXA — PARA AMOSTRAS COM CONCENTRACAO DE 1 — 10 MG SO42 /L

Preparar as solugbes padrdes de sulfato (em baldes de 100 mL) partindo da solucao estoque,

conforme indicado na Tabela 28. Usar triplicatas para cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar

trés solucdes de cada concentracdo).
Ler os padrdes da curva de calibracdo utilizando a Solucdo Tampado B e seguindo 0s mesmos passos

descritos anteriormente para as amostras (item 19.2.5). Apds zerar o espectrofotdmetro, adicionar o cloreto de
bario também ao teste em branco e plotar a absorbancia obtida por ele como sendo o primeiro ponto da curva
de calibracdo (0 mgS0O4> /L).
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Tabela 28: Relacdo das concentracdes e aliquotas da solucdo estoque para o tragado da curva baixa.
Aliquota da solucdo estoque (L)

Concentragoes estimadas para diluicio em baldo
(mg Sulfato/L) volumétrico de 100 mL
0,0 (branco)* 0
1,0 100
2,0 200
4,0 400
6,0 600
8,0 800
10,0 1.000
12,0 1.200

*Zerar 0 espectrofotometro com 10 mL de agua deionizada + 2 mL da solugéo tamp&o B
antes da adigao do cloreto de bario.

Fonte: Os autores.

Observacao: Recomenda-se que a presente curva de calibracdo (faixa baixa) ndo seja estendida
para valores além dos indicados pela Tabela acima, uma vez que isso poderia prejudicar a

determinacdo acurada de baixas concentracoes de sulfato. Para concentracbes maiores, utilizar a

solugcdo tampéo e a curva padrdo especificas da faixa alta.
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19.3. SULFATO — METODO DA SOLUCAO CONDICIONADORA

(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986; ASTM INTERNATIONAL, 2002)

19.3.1. MATERIAL

Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de 0,45 pm de poro

Agitador magnético e barra magnética

Agitador Vortex

Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

CronOmetro digital

Espectrofotometro

Estufa a 103-105°C

Micropipetas de 1.000 e 5.000 pL
Proveta de vidro graduada

Béquer de vidro de 1.000 mL

BalGes volumétricos de 50 e 1.000 mL
Tubos de DQO (padrdo HACH®)

Colher de medida pequena

Funil de vidro pequeno

Acido Cloridrico concentrado — HCI P.A.
Etanol 96% — C,HsOH P.A.

Glicerina — C3HgOs P.A.

Cloreto de Sédio — NaCl P.A.

Cloreto de Bario di-hidratado — BaCl,.2H,0O P.A. (Recomenda-se utilizar cloreto de bario com

granulometria entre 20 e 30 mesh para formacdo mais homogénea da suspensao)
Sulfato de Sddio anidro — Na,SO4 P.A.

19.3.2. PREPARO DA SOLUGAO ESTOQUE DE SULFATO (1.000 MG/L)

(@)

(®)

(©

Pesar com exatiddo 1,479 g de sulfato de sddio anidro (Na,S0.), previamente seco em estufa a
103-105°C por 2 h, no minimo, e resfriado em dessecador;

transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua
deionizada;

manter em agitacdo magnética até a completa dissolugao do reagente.

19.3.3. PREPARO DA SOLUCAO CONDICIONADORA

(@)
(®)
©
(@)

(e)

Transferir 100 mL de glicerina (126 g) para béquer de vidro de 1.000 mL;

adicionar 200 mL de etanol (95-99%) seguidos de 600 mL de agua deionizada;

colocar a mistura em agitacdo magnética vigorosa e aguardar a homogeneizagao dos reagentes;
em seguida, na capela, sob exaustdo e usando proveta de vidro graduada, adicionar,
cuidadosamente, 60 mL de acido cloridrico concentrado e aguardar o resfriamento da solucdo.
Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de seguranca para manusear o acido!

acrescentar 150 g de cloreto de sddio (NaCl) e manter em agitacdo magnética vigorosa até a

completa dissolugdo do sal;
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armazenar a solucdo a temperatura ambiente, em frasco ambar devidamente identificado;
essa solugdo é estavel por até 6 meses, devendo ser descartada adequadamente apos esse

periodo e substituida por uma nova.

Observacao: O preparo de uma nova solugdo condicionadora exige o levantamento de uma nova

curva de calibraggo!

19.3.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (5 — 80 MG SO4% /L)

Preparar as solugdes padrdes de sulfato (em baldes de 50 mL) partindo da solugdo estoque (item

19.3.2), conforme indicado na Tabela 29. Usar triplicatas para cada concentracdao (lembrar que isso significa

preparar trés solucdes de cada concentracdo). Ler os padrGes da curva de calibracdo seguindo os mesmos

passos descritos a seguir para as amostras (item 19.3.5).

Tabela 29: Relagdo das concentracdes e aliquotas da solucdo mde para o preparo dos padroes.

Aliquota da solucdo estoque (L)
para diluicao em baldo
volumétrico de 50 mL

Concentracoes estimadas
(mg Sulfato/L)

0,0 (branco)* 0
5,0 250
10,0 500
20,0 1.000
40,0 2.000
60,0 3.000
80,0 4.000

*Zerar o espectrofotometro com 4 mL de &agua deionizada + 0,2 mL da solugéo
condicionadora antes da adi¢do do cloreto de bario.

Fonte: Os autores.

19.3.5. DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO DE SULFATO

Filtrar as amostras com teor de sdlidos em suspensdo ou turbidez em membrana com diametro de

poro de 0,45 pum e seguir 0s passos descritos a seguir:

(a)

()

(©

(@)

(e)

@

Transferir 4 mL da amostra ja diluida, se necessario, ou das solucdes padrdes para tudo de DQO

(para amostras pouco concentradas, ver observacoes 1 e 2*);

adicionar 200 pL da solugdo condicionadora, tampar e misturar manualmente por inversdes
sucessivas do tubo;

para correcao de cor ou turbidez, lembrar de utilizar como branco a prdpria amostra contendo a
solucdo condicionadora antes da adicao do cloreto de bario e zerar o espectrofotometro;

em seguida, com auxilio do funil de vidro, adicionar uma colher dosadora pequena (~ 0,1 g) de
cloreto de bario a amostra;

CUIDADO: Usar luvas e evitar o contato do sal de bario com a pele!

tampar adequadamente e proporcionar a mistura vigorosa em vértex durante 20 s, com o

equipamento ajustado para a velocidade maxima (ver observacao 3*);

apds a agitacdo, dentro de um intervalo de tempo de até 2 min, medir a absorbancia em

comprimento de onda de 420 nm.
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Observacgoes:

1) Apesar de baixa, a solubilidade do BaSOs em agua pode dificultar a determinacdo de
concentragoes de sulfato inferiores a 5 mg/L. Para contornar esse inconveniente, adicionar 100 uL
da solugdo estoque de sulfato (1.000 mgSO+# /L) em baldo volumétrico de 10 mL. Completar o
volume do baldo com a amostra e submeter ao teste turbidimétrico. Apos a leitura, subtrair 10 mgy/L

do resultado.

2) Caso se suspeite da ocorréncia de interferéncias, diluir a amostra com um volume igual de dgua
deionizada e repetir a determinacdo. Se for obtido um valor equivalente a metade do valor

anteriormente determinado, pode-se considerar que interferéncias estdo ausentes.

3) A metodologia original prescreve a agitacdo da amostra em vortex por um intervalo de 1 min. No
entanto, na experiéncia pratica do LPB, esse tempo se mostrou demasiadamente impeditivo quando
se deseja efetuar a analise de numerosas amostras. Dessa forma, optou-se por um tempo menor de
agitacdo vigorosa (20 s), sendo este tempo aplicado também na confeccdo da curva de calibracdo,

com a obtencdo de resultados satisfatorios.

4) Caso ocorra deposicdo de sulfato de bario na superficie do vidro, deixando a cubeta com aspecto
esbranquicado, lavar com solucdo de acido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCI conc. em 3

volumes de dgua deionizada) e enxaguar abundantemente com dgua deionizada antes do uso.
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20.SULFETO

20.1. METODO DO AZUL DE METILENO (ESPECTROFOTOMETRICO)
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

20.1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

fons sulfetos (S?) sdo encontrados frequentemente em aguas residudrias oriundas de despejos
industriais, e se originam da decomposicdo de matéria organica acoplada a redugao do ion sulfato por
Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS).

Por ser volatil, principalmente sob condicGes acidas, é responsavel por odores desagradaveis (mesmo
em baixas concentracoes), pela corrosdo de tubulacbes metalicas e de concreto, sendo tdxico para a maioria
dos microrganismos, para a vida aquatica e para os seres humanos.

Pode ser dividido nas seguintes fracOes:

o Sulfeto total: a fracdo de sulfeto constituida pelas porgdes de H,S ndo ionizado, pelos ions HS e S*
dissolvidos, e pelos sulfetos metalicos em suspensao;

¢ Sulfeto dissolvido: a por¢ao que permanece na amostra apds remocao do material em suspensao.

Em meio acido e na presenca de um forte agente oxidante (cloreto férrico) os sulfetos reagem com
N,N-dimethyl-p-phenylene diamine produzindo o azul de metileno, um corante azul intenso e sollvel em agua,
capaz de absorver radiagdo com comprimento de onda de 664 nm. Fosfato de amoénio deve ser adicionado
apods o desenvolvimento da coloracdo para remover a interferéncia causada pela presenca do cloreto férrico.

Kloster e King (1977) propuseram uma adaptagao da metodologia do azul de metileno, baseada na
utilizacdo do reagente N, N-diethyl-p-phenylene diamine, para obtencdo de uma coloracdo com maior
intensidade, e no emprego de dicromato de potassio como agente oxidante, dispensando assim a necessidade
da adicdo de fosfato de amonio. Esse método adaptado (equivalente ao método proposto pelo Standard
Methods) foi adotado pela HACH® no fornecimento de seus kits (Method 8131 — 80 a 800 ug S°/L) para
determinacdo de sulfetos totais e dissolvidos, os quais tém sido empregados no Laboratério de Processos
Bioldgicos (LPB/EESC/USP).

Ja para a determinacdo do teor de H,S em amostras gasosas, um procedimento indireto, idealizado no
LPB, encontra-se descrito no item 29 do presente manual, consistindo na coleta e fixacdo do sulfeto na fase

liguida, com a sua posterior analise via método colorimétrico.

20.1.2. MATERIAL
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Balanca semi-analitica (precisdo + 0,01 g)
e Cron6metro digital
e  Espectrofotometro HACH®
e Copos de béquer de vidro de 250 e 500 mL
e Béquer de plastico de 1.000 mL
e BalGes volumétricos de 10, 50, 500 e 1.000 mL
e Funil de separacdo de 500 mL
e Tubos de centrifugacdo tipo fa/con de 50 mL

e Bastdo de vidro
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e Funil de vidro

e Micropipetas de 200 e 1.000 pyL e de 5 mL

e Proveta graduada de 250 mL

e Pipeta de Pasteur

e Cubetas redondas de vidro com passo 6ptico de 2,5 cm (cubetas de 10 mL da HACH®)

e Reagentes HACH® para sulfeto: Sulfide Reagent 1 (ref. 1816-32) e Sulfide Reagent 2 (ref. 1817-32)
e Acetato de Zinco dihidratado — Zn(C;Hz0.),-2H,0 P.A.

e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Cloreto de Aluminio hexahidratado — AlCl;.6H,0 P.A.

e Sulfeto de Sédio nonahidratado — Na,S.9H,0 P.A.

20.1.3. PREPARO DA SOLUGCAO DE ACETATO DE ZINCO 1 M
(a) Em balanca analitica e usando béquer de 250 mL, pesar 220 g de acetato de zinco dihidratado;
(b) com agua deionizada, transferir o acetato de zinco para baldo volumétrico de 1.000 mL;
(c) completar o volume e homogeneizar a solugao;
(d) guardar em frasco tampado e devidamente identificado;
(e) para uso rotineiro, transferir uma quantia dessa solucao para um frasco menor com dosador do

tipo conta-gotas.

20.1.4. PREPARO DA SOLUGCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 10 M

(a) Em balanca semi-analitica e usando béquer de plastico de 1.000 mL, pesar 400 g de hidrdxido de
sodio (NaOH);

(b) na capela, com exaustao ligada, colocar o béquer com hidréxido em banho de agua e gelo;

(c) transferir, vagarosamente, cerca de 800 mL de agua deionizada, misturando com auxilio de
bastdo de vidro. CUIDADO: A reacdo é extremamente exotérmica! Utilizar luvas e
6culos de seguranca!

(d) ainda na capela, aguardar a solucdo esfriar até a temperatura ambiente (se esfriar demais, tirar o
béquer do banho de gelo e esperar a temperatura estabilizar);

(e) transferir a solugao para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume usando a agua da
lavagem do béquer da solucdo;

() guardar em frasco plastico bem fechado e devidamente identificado;

(g) para uso rotineiro, transferir uma quantia dessa solucdo para um frasco plastico menor com

dosador do tipo conta-gotas.

20.1.5. PREPARO DA SOLUCAO DE CLORETO DE ALUMiNIO (FLOCULANTE)
Devido as caracteristicas fortemente higroscdpicas do cloreto de aluminio hexahidratado (AICI;.6H;0),
diluir, em béquer de 250 mL, 100 g desse reagente (usar o conteido de um frasco de 100 g recém-aberto)

com 144 mL de agua deionizada medida em proveta graduada.

20.1.6. PROCEDIMENTO DE COLETA E PRESERVACAO DA AMOSTRA
Amostras para determinacdo de sulfetos devem ser coletadas com o minimo de aeracdo e agitacdo,

para evitar a volatilizacdo do sulfeto de hidrogénio e a sua oxidacdo.
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ATENCAO: E fortemente recomendavel a andlise imediata da concentragdo de sulfeto logo apds a

coleta da amostra. Para preservacdo (por até algumas horas) do sulfeto total presente na amostra, seguir o

procedimento abaixo apresentado:

(@)

()

©

(@)

(e)

"
@)

Dosar 4 gotas da solugao de acetato de zinco (1 M) em tubo /a/con de 50 mL;

coletar com cuidado cerca de 50 mL de amostra, evitando turbuléncia e aeragdo;

dosar 3 gotas da solucdo de hidroxido de sédio (NaOH 10 M) para elevar o pH e favorecer a
precipitacdo do sulfeto de zinco (ZnS) (o pH final devera ser maior que 9, adicione mais NaOH se
necessario);

encher o recipiente até a borda (ndo deixar headspace), tampar o frasco e misturar suavemente
por inversao, deixando em seguida o frasco em repouso;

quando for efetuar a analise, agitar para ressuspender o precipitado de forma homogénea e
retirar rapidamente a amostra;

transferir para baldo volumétrico e proceder a diluicdo com agua deionizada (caso necessario);

efetuar a analise de sulfeto total conforme descrito no item 20.1.7.

Observacao: Para determinacdo imediata do sulfeto logo apos a coleta da amostra basta transferir

o volume a ser utilizado para recipiente contendo algumas gotas da solu¢ao de acetato de zinco (de

preferéncia, mantendo a ponta da pipeta ou da agulha mergulhada na solucéo). Diluir, se

necessario, em baldo volumétrico com agua deionizada, € proceder a analise.

20.1.7. DETERMINACAO DO SULFETO TOTAL

(a)

(®)
(©
(@)
(e
@

@)

Usando micropipeta, transferir 10 mL de amostra (contendo entre 80 e 800 ug S*/L) para cubeta
HACH® de 10 mL;

preparar em conjunto com as amostras um branco contendo 10 mL de agua deionizada;
adicionar, com auxilio de micropipeta, 400 pL do reagente 1 (Sulfide Reagent 1);

adicionar, com auxilio de micropipeta, 400 L do reagente 2 (Sulfide Reagent 2);

tampar e misturar por inversdo suave do frasco;

selecionar a curva da HACH® ja instalada no espectrofotdmetro (Method 8131 — 665 nm) e
acionar o crondémetro;

apo6s 5 min de reacdo, zerar o equipamento com o branco (preparado no mesmo tempo que as

amostras) e efetuar a leitura da concentracao de sulfeto total.

Observacao: Para corrigir interferéncias devidas a presenca de cor ou turbidez significativa, utilizar

0 pré-tratamento indicado no item 20.2.10 (proxima segdo), para lavagem da amostra antes de

realizar o teste colorimétrico.

20.1.8. DETERMINAGAO DO SULFETO TOTAL DISSOLVIDO (STD)

Para determinagdo do sulfeto total dissolvido, toda matéria em suspensdo devera ser previamente
removida conforme o procedimento a seguir (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005):

(@)
(b)
(©

Adicionar 3 gotas da solugdo de hidréxido de sédio (NaOH 10 M) em tubo fa/con de 50 mL;
transferir um volume de amostra bruta contendo sulfeto até quase atingir a borda do tubo;

adicionar imediatamente 3 gotas da solucdo de cloreto de aluminio;
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(d) tampar sem deixar headspace;
(e) agitar vigorosamente por cerca de 1 min para favorecer a floculacao;
(f) deixar repousar até obter um sobrenadante razoavelmente claro. Com floculacdo adequada, isso
pode levar de 5 a 15 min. Ndo esperar mais tempo do que o necessario!

(g) transferir uma aliquota do sobrenadante para baldo volumétrico contendo algumas gotas da
solucdo de acetato de zinco e proceder as diluicbes com agua deionizada, caso necessario;

(h) analisar o conteldo de sulfeto dissolvido conforme os mesmos passos para o sulfeto total
(item 20.1.7).

Observacao: Uma alternativa para determinagcdo da concentracdo do sulfeto total dissolvido (STD)
consiste em dosar algumas gotas da solucdo de NaOH imediatamente apos a coleta da amostra, de
forma a evitar perdas de sulfeto por volatilizacdo. Omitir, nesse primeiro passo, a adicao da solucao
de acetato de zinco. Em seguida, filtrar rapidamente a amostra em filtro de seringa (0,45 um),
descartando um volume inicial e recolhendo o restante diretamente em um recipiente com algumas
gotas da solucdo de acetato de zinco. Efetuar a diluicdo necessaria e proceder a determinacdo do

conteudo de STD pelo método colorimétrico (item 20.1.7).

20.1.9. CALCULO DOS SULFETOS EM SUSPENSAO
A concentracdo de sulfeto em suspensao é obtida subtraindo o sulfeto total dissolvido da concentracao

de sulfeto total no efluente, conforme a equagdo a seguir.

mg S*suspenso/L = (Mg S*roral/L) — (Mg S* bissovvioo/L) Equacdo 82

20.1.10. PREPARO DE SOLUGAO PADRAO DE SULFETO
Caso seja necessario preparar uma solugdo padrdo de sulfeto (para construcdo de curva de calibragdo

ou verificacdo da confiabilidade do método do azul de metileno), seguir os procedimentos abaixo elencados:

ATENCAO: Sulfetos em solucdo produzem Sulfeto de Hidrogénio (H:S), um composto volatil

extremamente TOXICO! Nunca acidificar essa solucdo! Cuidado!

Os cristais de sulfeto de sodio apresentam geralmente excesso de agua em sua constituicdo, além de
uma camada superficial contaminada com subprodutos (polissulfetos, polithionatos, enxofre elementar e
sulfato) da oxidacdo do sulfeto, o qual reage rapidamente com o oxigénio atmosférico.

Para minimizar esse tipo de problema, o reagente a ser utilizado como padrdo (sulfeto de sddio
nonaidratado — Na,S.9H,0), deve ser armazenado adequadamente em dessecador a vacuo com silica anidra.

Uma vez que as solugdes contendo sulfeto dissolvido também sdo propensas a uma imediata oxidagao
pelo oxigénio dissolvido, as solugdes estoque e os padrdes deverdo ser preparadas utilizando-se apenas agua

de diluicdo deionizada, desoxigenada e alcalina (daqui em diante chamada apenas de agua de diluicdo).

Para isso, ferver por cerca de 5 min um volume razoavel de agua deionizada (cerca de 2 litros) e
manter sob fluxo gasoso de nitrogénio ou argonio durante o resfriamento (cerca de 15 min).
Ao invés da fervura, a agua deionizada também podera ser mantida em banho de ultrassom durante

um periodo de tempo razoavel (20 min), recebendo em seguida fluxo de N, ou Ar; para a completa eliminacdo
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do oxigénio dissolvido. Em seguida, dosar aproximadamente 1 mL da solucdo de NaOH 10 M para cada litro de
agua de diluigao.

Preparar a solucao estoque de sulfeto conforme os passos a seguir:

(a) Tarar a balanca semi-analitica com um baldao volumétrico de 500 mL tampado e contendo cerca
de 20 mL de agua de diluicdo;

(b) usando uma colher ou espatula de plastico, de preferéncia, transferir uma quantia de sulfeto de
sédio nonaidratado (Na,S.9H,0) tirado do fundo do frasco (evitar a camada superficial do
reagente em contato com o O, atmosférico), tampar o baldo e aferir a massa obtida;

(c) repetir o procedimento até a obtengdo de aproximadamente 3,75 g de sulfeto de sddio
(Na3S.9H,0), completando em seguida o volume do baldo com a agua de diluicdo;

(d) tampar o baldo volumétrico e homogeneizar a solucdo por meio de inversGes. Evitar agitacao
em excesso!

(e) essa solucdo estoque deverd conter cerca de 1.000 mg S*/L, dependendo da qualidade do
reagente utilizado, e devera ser armazenada ao abrigo da luz, em frasco hermeticamente fechado
e com o minimo de headspace possivel, por ndo mais que 1 semana;

() preparar, em seguida, uma solucdo intermediaria (cerca de 10 mg S%/L) transferindo 5 mL da
solugdo estoque para funil de separacao de 500 mL contendo 2 mL da solucao de acetato de
zinco 1 M;

(g) encher o funil aproximadamente até a metade com agua de diluicdo, tampar, homogeneizar e

aguardar a sedimentacao do sulfeto de zinco formado (ZnS) por cerca de 30-40 min;

(h) recolher, em seguida, o0 maximo possivel do precipitado branco em baldo volumétrico de 500 mL,
descartando o sobrenadante e completando o volume do baldo com agua de diluicdo;

(i) tampar e homogeneizar o conteldo do baldo por inversdes do frasco, retirando imediatamente
uma aliquota adequada para efetuar a padronizacdao da solugdo intermediaria, em triplicatas,
através do método iodométrico (item 20.2.11), de forma a determinar a concentragdo real de
sulfeto. Sugestao: Utilizar 10 mL da solucdo padrdo de iodo para cada 100 mL da solucdo
intermedidria, o que devera resultar em um volume de tiossulfato gasto da ordem de 7,5 mL

(esse volume pode variar dependendo da concentracdo final de sulfeto obtida).

20.1.11.LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (80 — 800 pG/L)

Para o preparo dos padrGes para a construgao (ou verificagdo) da curva de calibracdo do método
colorimétrico do azul de metileno, preparar uma solugdo mae contendo 1.000 pg S%/L, partindo da solugdo
intermediaria, padronizada pelo método iodométrico.

Sendo C a concentracdo real de sulfeto na solucdao intermediaria (em mg/L), aplicar a equacdo a
seguir para determinar o volume de solugdao intermediaria (V, em mL) necessério para diluicdo em baldo

volumétrico de 50 mL:

_50
C

Vv Equagdo 83
Diluir o volume V (cerca de 5 mL da solucdo intermediaria) com a mesma agua de diluicdo utilizada no
preparo das solucbes anteriores. Tampar o frasco e homogeneizar por inversdoes sucessivas, evitando

turbuléncia em excesso.
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Em baldes volumétricos de 10 mL, pipetar as aliquotas indicadas na Tabela 30 da solucdo mae recém
homogeneizada e completar o volume dos baldes com agua de diluicdo, utilizando uma pipeta de Pasteur para
aferir corretamente o volume. Usar triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solucbes de cada

concentragao).

Tabela 30: Relagdo das concentracdes e aliquotas da solucdo mde para o preparo dos padrdes.

Concentracgoes estimadas Aliquota da solucao mae (pL) para
(ug Sulfeto/L) diluicdo em baldao volumétrico de 10 mL
0 (branco) 0

80 800

200 2.000
320 3.200
440 4.400
560 5.600
680 6.800
800 8.000

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.
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20.2. SULFETO — METODO IODOMETRICO (TITULOMETRICO)
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

20.2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
Na metodologia iodométrica, o sulfeto presente na amostra é precipitado com Acetato de Zinco na
forma de Sulfeto de Zinco (ZnS). Tal precipitado € lavado para a remogao de eventuais impurezas e transferido
para um erlenmeyer. O Sulfeto é entdo oxidado, em meio acido, por uma solucao padrao de Iodo (I2) em
excesso, com formagao de enxofre elementar. O Iodo excedente (I2), por sua vez, é quantificado por titulacdo
com uma solucdo padronizada de Tiossulfato de Sdédio (Na.S;03) na presenca de suspensao de amido como
indicador, constituindo-se uma titulacdo de retrocesso.

20.2.2. MATERIAL
Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
Buretas de vidro de 10,00 e 25,00 mL

e Baldes volumétricos de 1.000 mL

e Agitador magnético e barra magnética

e Erlenmeyers de 50 e 250 mL

e Espatula dosadora

e Proveta de vidro graduada

e Pipetas volumétricas de 50 ou 100 mL

e Micropipetas de 1.000 pL

« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.

e Hidrdxido de Sddio em lentilhas — NaOH P.A.

e Dicromato de Potassio — K,Cr,0O; P.A.

e Iodeto de Potassio — KI P.A.

e Iodo-1I,P.A.

e Tiossulfato de Sddio pentahidratado — Na,S5,05.5H,0 P.A.
« Acido Salicilico — C;HsO3 P.A.

e Amido soltvel — (C¢H1,0s)n P.A.

e Solucdo de Acetato de Zinco — 1 M (item 20.1.3)
e Solugdo de NaOH — 10 M (item 20.1.4)

20.2.3. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDO SULFURICO 3 M.

(@) Na capela, com a exaustdo ligada e auxilio de proveta de vidro graduada, adicionar
cuidadosamente 160 mL de H,SO4 concentrado a 700 mL de agua deionizada em béquer de
vidro de 1.000 mL. Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de seguranca para manusear o acido;

(b) apds aguardar o resfriamento, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL;

(c¢) completar o volume com agua deionizada;

(d) estocar em frasco de vidro devidamente identificado

20.2.4. PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE 10D0 0,025 N

(a) Dissolver de 20 a 25 g de iodeto de potassio (KI) em um pouco de agua;



(b)
(©

(@
(e)
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adicionar 3,2 g de iodo (1,);
apos a dissolugdo do iodo, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL por lavagens sucessivas
e completar com agua deionizada;
armazenar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado;

padronizar utilizando a solucdo de tiossulfato de sddio 0,025 N.

20.2.5. PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE TIOSSULFATO DE SODIO 0,025 N

(@
®)
©
(@)
(e)

®

Em balanca analitica, pesar 6,205 g de tiossulfato de sédio pentahidratado (Na,S,0s.5H;0);
dissolver em cerca de 800 mL de agua deionizada e adicionar 0,4 g de NaOH em lentilhas;

depois de dissolver e resfriar, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL;

completar o volume com agua deionizada;

padronizar com a solucdo padrao de dicromato de potassio 0,1 N semanalmente, ou
imediatamente antes de usar;

armazenar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado.

20.2.6. PREPARO DA SOLUGCAO PADRAO DE DICROMATO DE POTASSIO 0,1 N

(@)

(b)
(©
(@)

Em balanga analitica, pesar com exatiddo 4,9 g de dicromato de potassio (K,Cr,0;), previamente
seco em estufa a 103-105°C por, no minimo, 2 h antes do uso, e resfriado em dessecador;
transferir o sal quantitativamente para baldo volumétrico de 1.000 mL usando agua deionizada;
homogeneizar a solucdo e completar o volume;

agitar bem e armazenar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado.

20.2.7. PREPARO DA SOLUCAO INDICADORA DE AMIDO

Dissolver 2,0 g de amido solivel e 0,2 g de acido salicilico (conservativo) em 100 mL de agua

deionizada quente com auxilio de agitacdo magnética vigorosa.

20.2.8. PADRONIZAGAO DA SOLUCAO DE TIOSSULFATO DE SODIO

(@)

()
©)
(@)
(e)
@
@)

(h)

Transferir 10 mL da solucdo de dicromato de potassio (KoCr,O;) 0,1 N para erlenmeyer de
250 mL;

Adicionar cerca de 80 mL de agua deionizada;

adicionar 1 mL de acido sulfdrico concentrado (H,S0a);

deixar a solugdo repousar por 6 min no escuro;

adicionar, em seguida, uma espatula (cerca de 1 g) de KI (iodeto de potassio) livre de iodato;
titular contra a solucdo de tiossulfato até o aparecimento de uma coloracdo amarelo-palha;
adicionar algumas gotas da solugdo indicadora de amido e prosseguir a titulagdo até a viragem
do azul para o incolor;

calcular a normalidade real da solugdo padrao de tiossulfato conforme equagdo a seguir:

N _ (VDICROMATO x NDICROMATO)

TIOSSULFATO — vV Equacao 84
TIOSSULFATO GASTO
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Na qual:

Vbicromato = Volume da solugdo padrao de dicromato de potassio utilizada (mL)
Npicromato = Normalidade da solucdo padrao de dicromato de potassio (N)
Vriossutrato gasto = Volume da solugdo de tiossulfato de sddio gasto na titulagao (mL)
Niossutrato = Normalidade corrigida da solugdo de tiossulfato de sédio (N)

20.2.9. PADRONIZACAO DA SOLUGAO DE IODO
(a) Transferir 10 mL da solucdo padrao de tiossulfato para erlenmeyer de 50 mL;
(b) adicionar 2 mL da solucdo de acido sulftrico 3 M;
(c) adicionar algumas gotas da solucdo indicadora de amido;
(d) titular com a solugdo padrao de iodo até viragem de incolor para azul;

(e) calcular a normalidade real da solucdao padrao de iodo pela equagao a seguir:

N B (VTIOSSULFATO X NTIOSSULFATO) .
IODO — Equagao 85

\ I0ODO GASTO

Na qual:

Vriossuirato = Volume da solugdo padrao de tiossulfato utilizada (mL)

Nrmiossurato = Normalidade real da solugao padrao de tiossulfato (N)
Viopo casto = Volume da solugdo padrao de iodo gasto na titulagao (mL)

Niooo = Normalidade corrigida da solugdo padrao de iodo (N)

20.2.10. COLETA E LAVAGEM DA AMOSTRA

Amostras para determinagao de sulfetos devem ser coletadas com o minimo de aeragdo e agitacdo,
para evitar a volatilizacdo do sulfeto de hidrogénio e a sua oxidacdo. E fortemente recomendavel a andlise
imediata da concentracdo de sulfeto logo apds a coleta da amostra.

Uma vez que o método iodométrico para sulfetos pode sofrer interferéncias causadas por compostos
reduzidos, que reagem com o iodo, tais como o tiossulfato, sulfito, iodeto, substancias organicas e sélidos em
suspensao, o seguinte procedimento devera ser adotado para a lavagem da amostra:

(a) Dosar 8 gotas da solucdo de acetato de zinco 1 M (preparada conforme apresentado no
item 20.1.3) em recipiente com tampa e capacidade para cerca de 100 mL;

(b) coletar a amostra, enchendo o recipiente quase até a borda;

(c¢) dosar 4 gotas da solugdo de NaOH 10 M (preparada conforme apresentado no item 20.1.4) para
elevacdo do pH (o valor do pH final devera ser maior que 9, adicionar mais NaOH se necessario);

(d) tampar sem deixar headspace e misturar suavemente por inversao;

(e) deixar sedimentar em repouso por cerca de 30 min e descartar o sobrenadante, aferindo o seu
volume exato em proveta graduada;

(f) substituir o volume descartado por dgua deionizada;

(g) agitar, para ressuspender o precipitado de forma homogénea, e retirar rapidamente a amostra

para determinagdo do sulfeto.
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Observacdo: Esse procedimento também podera ser utilizado quando houver a necessidade de

concentrar o sulfeto, ressuspendendo o precipitado em um volume de agua deionizada menor que o

do sobrenadante descartado. Dividir, por fim, o resultado obtido na andlise pela razdo Vemar /

Voriemvar (fator de concentragao empregado).

20.2.11. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE SULFETO TOTAL

(@)

()

©

(@)

(e

®

)

Transferir para erlenmeyer de 250 mL um volume de solugao de iodo 0,025 N estimada* para
exceder a quantidade de sulfeto presente na amostra;

adicionar agua deionizada, se necessario, para elevar o volume até 20 mL (volume minimo para
proceder a titulacdo);

adicionar 2,0 mL de solugao de acido sulfdrico 3 M;

com pipeta volumétrica, transferir uma aliquota (50-100 mL, se possivel) da amostra
homogeneizada para o erlenmeyer, mantendo a ponta da pipeta com a amostra contendo sulfeto
submersa na solucdo de iodo;

se a cor do iodo desaparecer, adicionar rapidamente mais solucdao de iodo (anotando o volume)
até a cor permanecer;

sob lenta agitacdo magnética, titular com a solugdo padronizada de tiossulfato o excesso de iodo,
adicionando algumas gotas da solucdo de amido quando o ponto final estiver proximo (coloracao
amarelo-palha) e continuar a dosagem até o desaparecimento da coloracgdo azul;

determinar a concentragao de sulfeto total na amostra a partir da equacdo a seguir:

mgS‘zlL _ |_(VIODO xN IODO)_ (VTIOSSULFAD GAsTO X NTIOSSULFA‘IO )J %«16.000 Equacdo 86

Na qual:

VAMOST RA

Viono = Volume da solucdo padrao de iodo utilizada (mL)

Niopo = Normalidade real da solugao padrao de iodo (N)

ViossuLrato gasto = Volume da solugdo de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo (mL)

Nriossutrato = Normalidade real da solugdo padrdo de tiossulfato de sédio (N)

Vamostra = Volume inicial da amostra (mL)

*Observacdo: 1 mL da solugio de iodo 0,025 N reage com 0,4 mg de sulfeto ().
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21.ENXOFRE ELEMENTAR — METODO TURBIDIMETRICO

(GODOI et al., 2019; HART, 1961)

21.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O enxofre elementar (S°) é um dos intermediarios do ciclo biogeoquimico do enxofre, podendo
ocorrer em ecossistemas aquaticos, terrestres e reatores bioldgicos. O S° se trata de um composto sélido,
nao corrosivo, de baixa solubilidade em agua e de valor comercial, por suas aplicacdes na industria
quimica e de fertilizantes (GODOI et al., 2019).

Os avancos na tecnologia de reatores bioldgicos tém

mostrado a possibilidade de obtencdo do enxofre elementar como subproduto de diversas reacdes
mediadas por microrganismos, 0s quais atuam na transformagdo de compostos contendo enxofre em
variados estados de oxidacao.

Dependendo das estratégias utilizadas, o enxofre elementar pode ser encontrado em suspensdo
coloidal, finamente disperso no meio liquido, sedimentando ou precipitando na forma de aglomerados, ou
ainda armazenado intracelularmente.

Na presenca de sulfeto dissolvido, predominantemente em amostras com valores de pH de neutro
a alcalino, o enxofre elementar pode se combinar com o HS-, dando origem aos chamadas polissulfetos
(Sx*7), moléculas de tamanho variavel e que apresentam solubilidade superior em solugGes aquosas. Em
condigGes acidas, as moléculas de polissulfetos sao decompostas, liberando o enxofre elementar de volta
para o meio liquido.

O método aqui apresentado para a determinacdo da concentragdao de enxofre elementar presente
em amostras aquosas de reatores bioldgicos (GODOI et al., 2019) consiste de uma adaptacao da
metodologia de Hart (1961), originalmente desenvolvida para a quantificacdo do enxofre proveniente de
amostras de solo.

O principio do método consiste em realizar a separacao do enxofre coloidal por filtragdo em
membrana hidrofilica resistente a solvente organico (celulose regenerada) com poro de, no maximo,
0,2 ym. Na sequéncia, acetona é empregada para a dissolucdo do enxofre elementar. Uma aliquota da
solucdo de enxofre em acetona € misturada em agua (20%), levando a formacdo de uma dispersdo
coloidal branco-azulada, cuja turbidez é medida em espectrofotémetro nos 420 nm.

Embora etanol também possa ser utilizado como solvente (HART, 1961), a acetona é
recomendavel por sua maior efetividade e por também garantir a extracdo do enxofre elementar
acumulado intracelularmente, pela maior capacidade de dissolver os constituintes da membrana
citoplasmatica de bactérias oxidadoras de enxofre (BHADURI; DEMCHICK, 1983).

Em amostras provenientes de reatores sulfetogénicos, uma vez que se espera concentragdes
significativas de sulfeto dissolvido, a quebra da formacdao dos complexos de polissulfetos pode ser

realizada pela adicdo de uma solucao de acido cloridrico (GODOI et al., 2019).
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21.2. MATERIAL

e Aparato de filtracdo a vacuo com membrana filtrante de celulose regenerada com diametro de poro

de, no maximo, 0,2 um (opcionalmente pode-se empregar um porta filtro — Aolder — para seringa e
membrana de celulose regenerada de tamanho compativel com o mesmo)

e Agitador magnético e barra magnética pequena

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Cronb6metro digital

e pHmetro digital ou fitas indicadoras

e  Espectrofotometro

e Micropipetas de 5.000 pL

e Pipeta volumétrica de vidro de 1,0 mL

e Pipetas de vidro graduadas de 0,5, 1, 2e 5 mL

e Pipeta de Pasteur

e Provetas de vidro graduadas de 50, 100 e 500 mL

e Erlenmeyers de 100 e 200 mL

e Copos de béquer de vidro de 100 e 1.000 mL

e BalGes volumétricos de 10 e 250 mL

e Tubos de DQO (padrao HACH®)

e Pinca metdlica pequena

e Acetona — CH;(CO)CHs P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCl P.A.

e Enxofre elementar — S° P.A.

21.3. PREPARO DA SOLUGAO PADRAO DE ENXOFRE ELEMENTAR (200 MG/L)

(3) Pesar com exatiddo 50,0 mg de enxofre elementar (S°) em balanca analitica;

(b) transferir quantitativamente para balao volumétrico de 250 mL e completar com acetona;

(c) tampar e manter em agitacdo magnética até a completa solubilizacdo do reagente. Podem
demorar até algumas horas para se obter uma solucdo homogénea, com total dissolucdo do

enxofre.

21.4. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDIFICAGAO (HCL 6 M)
Na capela, sob exaustao e usando luvas nitrilicas e 6culos de seguranca, transferir aos poucos, com
cuidado e lentamente, usando proveta graduada, 520 mL de HCl concentrado para béquer de vidro de

1.000 mL contendo previamente 480 mL de agua deionizada. Aguardar a solugdo esfriar antes de usar.

21.5. PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS CONTENDO SULFETO

(a) Amostras contendo sulfeto dissolvido, especialmente provenientes de reatores sulfetogénicos,
deverdo ser acidificadas previamente ao protocolo de extracdo, para garantir a completa
desintegracao dos polissulfetos, os quais implicam na solubilizagdo parcial, e portanto, na perda

de enxofre elementar durante a filtracdo;
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(b) transferir 50 mL de amostra para béquer ou erlenmeyer de 100 mL e colocar sob agitacao
magnética, em velocidade média, na capela, sob exaustdo;

(¢) adicionar algumas gotas (variavel) da solucdo de acidificacdo (HCl 6 M) até obter um valor de pH
da ordem de 3,0 ou menos. Ir aferindo com pHmetro ou fita indicadora;

(d) aumentar a velocidade de agitacdo da amostra, porém evitando respingos, e manter na
capela por cerca de 5 min para liberacdo do H.S;

(e) transferir um volume adequado para proveta graduada e proceder com a filtracdo da

amostra (item 21.6).

21.6. EXTRAGAO DO ENXOFRE ELEMENTAR DE AMOSTRAS AQUOSAS
(a) Filtrar a vacuo em membrana de celulose regenerada de, no maximo, 0,2 um de poro, um
volume conhecido da amostra previamente homogeneizada contendo o enxofre elementar em

suspensao coloidal. Recomenda-se a utilizagao de volumes de amostra maiores que 10 mL e que

possuam um contetido maior que 300 ug de S° (caso necessario, pode-se utilizar um porta filtro

de seringa — holder — e membranas filtrantes de celulose regenerada de tamanho compativel, ou
cortadas manualmente para adequa-las ao tamanho do porta filtro utilizado);

(b) com auxilio de uma pinga metalica pequena, transferir cuidadosamente a membrana filtrante
contendo o enxofre retido para erlenmeyer e adicionar um volume exato, entre 20 e 50 mL, de

acetona (ver observacdes*). No caso de ter sido utilizado um porta filtro, abrir cuidadosamente o

mesmo e garantir que nenhuma parcela do enxofre retido durante a filtragem seja perdida ou
permaneca aderida ao interior do porta filtro;

(c) manter sob agitagao suave, garantindo a completa imersdao da membrana na acetona, por cerca
de 5 min (se necessario, usar agitador magnético com barra pequena em velocidade média);

(d) apds o periodo de extracdo, caso a solugdo de acetona apresente turbidez ou sdlidos em

suspensao, centrifugar a solugao por 5 min a 3.500 rpm.

*Observacoes:
1) Para garantir uma extracdo efetiva, a massa de enxofre retido na membrana néo devera exceder
0,5 mg de S° por mL de acetona. Para amostras contendo de 5,0 a 100,0 mg S°/L, o mesmo volume de

amostra filtrada pode ser utilizado como volume de acetona para extracdo sem diluigdo.

2) Amostras com menor concentracdo de enxofre podem ser previamente concentradas, filtrando-se um
volume maior do que o volume de acetona utilizado na extracdo. O resultado final da anélise é corrigido

dividindo-o pelo fator de concentracao empregado (fc =V amostra /' V acetona)-

3) Amostras mais concentradas podem ser diluidas filtrando-se um volume menor do que o volume de
acetona utilizado. Nesse caso, o resultado da andlise € corrigido multiplicando-o pelo fator de diluicdo

empregado (fd = V acetona /' V amostra).
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21.7. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (5 — 100 MG S°/L)

Preparar as solugdes padrdes de enxofre em acetona (em baldes de 10 mL) partindo da solugao

estoque (item 21.3), conforme indicado na Tabela 31. Transferir os volumes com auxilio de pipetas de vidro

graduadas e usar pipeta de Pasteur para completar o volume dos baldes com acetona. Usar triplicatas para

cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés solugdes de cada concentragdo). Ler os padroes da

curva de calibragao seguindo os mesmos passos descritos a seguir para as amostras (item 21.8).

Tabela 31: Relagdo das concentracdes e aliquotas da solugdo mde para o preparo dos padroes.
Concentracgdes estimadas Aliquota da solucao estoque (mL) para

(mg S°/L) diluicdo em baldo volumétrico de 10 mL
0,0 (branco)* 0

5,0 0,25

10,0 0,50

25,0 1,25

50,0 2,50

75,0 3,75
100,0 5,00

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que o aparelho passe por manuteng&o.

Fonte: Os autores.

21.8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ENXOFRE ELEMENTAR

(a) Com pipeta de vidro volumétrica, transferir 1,0 mL da solugao de acetona contendo o enxofre
elementar dissolvido para tubo de DQO contendo 4,0 mL de agua deionizada;

(b) para o preparo do branco, transferir 1,0 mL de acetona P.A. para tubo de DQO contendo 4,0 mL
de agua deionizada;

(c) tampar o tubo e agitar gentilmente com algumas inversdes sucessivas;

(d) armazenar os tubos ao abrigo da luz e aguardar a formacdo da turbidez por, exatamente, 1 hora;

(e) medir a absorbancia final em comprimento de onda de 420 nm, zerando o espectrofotometro

com o branco (agua deionizada no lugar da amostra).
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22.FOSFORO — METODO DO ACIDO ASCORBICO (ESPECTROFOTOMETRICO)
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

22.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Fosfatos sdo as principais fontes de fosforo em aguas naturais e residuarias, bem como na matéria
organica. Em meio acido, molibdato de amonio com tartarato de potassio e antimonio reagem com o ion
ortofosfato (PO4*), formando acido fosfomolibdico (de coloracdo amarela). Este acido é reduzido pelo acido
ascorbico, formando o complexo azul de molibdénio, que absorve radiacdo de 882 nm. A absorbancia é
proporcional a concentracdo de ortofosfato (fdsforo reativo) presente na amostra, até cerca de 1300 pg P/L.

Caso presentes, polifosfatos (ou fosfatos condensados) devem ser previamente convertidos a
ortofosfatos por hidrélise acida (item 22.2.12). Somente ortofosfatos e uma pequena parcela de polifosfatos
sao medidos quando o ensaio é realizando diretamente com amostras nao hidrolisadas.

Ja a quantificacdo do fosforo total envolve duas etapas gerais: a conversao dos compostos
organofosforados e polifosfatos, através de digestdo com persulfato a quente, a ortofosfato dissolvido, seguida
de sua determinacdo espectrofotométrica (item 22.3). Uma outra alternativa para a digestao dos compostos
fosforados a ortofosfatos é o método simultdneo do persulfato de potassio, em solucdo com hidrdxido de
sddio, na autoclave (item 22.4).

Nitrito (NOy) e cromo hexavalente (dicromato) interferem, diminuindo os resultados em 3% quando
em concentragdes em torno de 1 mg/L, e de 10% a 15% quando presentes em 10 mg/L. Arsenatos reagem da
mesma forma que fosfatos, interferindo positivamente, mesmo em concentragdes da ordem de 0,1 mg As/L.
Sulfetos (S*) e silica (SiO,;) podem interferir quando suas concentracdes ultrapassarem 1,0 e 10 mg/L,

respectivamente.

22.2. FOSFORO INORGANICO (ORTOFOSFATOS)
22.2.1. MATERIAL
e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
e Estufa a 103-105°C
e Chapa aquecedora
e Cronbémetro digital
e BalGes volumétricos de 100, 250, 500 e 1.000 mL
e Erlenmeyers de 125 mL
e Béquer de vidro de 1.000 mL
e Béquer de plastico de 250 mL
e Micropipetas de 1,00 e 10,0 mL
e Pipeta de vidro graduada de 5 mL
e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas
e Proveta de vidro graduada
e  Espectrofotometro
e Tubos de DQO (padrdao HACH®)
e Vidros de reldgio
e Acido Ascérbico — CeHgOs P.A.

e Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.
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« Acido Nitrico concentrado — HNOs P.A.

e Hidrdxido de Sédio — NaOH P.A.

e Fosfato de Potassio Monobasico — KH.PO4 anidro P.A.

e Molibdato de Amonio — (NH4)sM07024.4H,0 P.A.

e Tartarato de Potdssio e Antimonio — K(SbO)C4H40¢.2H,0 P.A.

¢ Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [C¢H4COO.C(CsH4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.

Observacao: O fosforo € facilmente absorvido por superficies de vidro. Para evitar contaminagoes,
utilizar vidrarias lavadas com solugdo de dcido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCl conc. em 3
volumes de dgua deionizada) e enxaguadas abundantemente com dgua deionizada. N&o utilizar

detergentes comerciais. De preferéncia, reservar em separado a vidraria para analise de fosforo.

22.2.2. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDO SULFURICO 5 N (SoLUCAO A)

(a) Em béquer de vidro de 1.000 mL, adicionar, com cuidado e lentamente, 140 mL de acido
sulfirico concentrado (H.SO4) a 800 mL de agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de
seguranga para manusear o acido e realizar o preparo da solucdo na capela, sob exaustdo;

(b) apds resfriar, transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua

deionizada e estocar em frasco de vidro devidamente identificado.

22.2.3. PREPARO DA SOLUGCAO DE TARTARATO DE POTASSIO E ANTIMONIO (SOLUGCAO B)
(a) Transferir 1,3715 g de tartarato de potassio e antiménio (K(SbO)C4H40s.Y2H,0) para baldao
volumétrico de 500 mL com uma certa quantidade de agua deionizada, agitando para dissolucdo;

(b) completar o volume com agua deionizada e estocar em frasco de vidro devidamente identificado.

22.2.4. PREPARO DA SOLUGAO DE MOLIBDATO DE AMONIO (SoLUGAO C)
(a) Transferir 20 g de molibdato de aménio [(NH4)sM07024.4H,0] para baldo volumétrico de 500 mL
com uma certa quantidade de agua deionizada, agitando para dissolucdo;
(b) completar o volume com agua deionizada;
(c) agitar e deixar em repouso por cerca de 2 h, para que a matéria orgdnica seja sedimentada;

(d) estocar em frasco de vidro devidamente identificado.

22.2.5. PREPARO DA SOLUGCAO DE ACIDO ASCORBICO 0,1 M (SoLucAo D)

Dissolver 1,76 g de acido ascorbico em 100 mL de agua deionizada.

Observacao: Estocada a 4°C, essa solucdo € estavel por aproximadamente uma semana.

22.2.6. PREPARO DO REAGENTE MISTO
Para o preparo de 100 mL do reagente misto, transferir para um frasco ambar as seguintes proporgdes
das solugdes A, B, C e D a temperatura ambiente, na ordem apresentada:
(a) Adicionar 50 mL da solucdo de acido sulftrico 5 N (A);
(b) adicionar 5 mL da solucdo de tartarato de potassio e antimonio (B) e agitar;
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(c) adicionar 15 mL da solucao de molibdato de amonio (C) e agitar;

(d) adicionar 30 mL da solucao de acido ascérbico (D) e agitar.

Observacao: Essa solucdo é estavel por 4 h. Planejar a quantidade de reagente misto requerida

para o dia da analise de acordo com o numero de amostras.

22.2.7. REAGENTE MODIFICADO PARA CORREGAO DE COR OU TURBIDEZ
Para o preparo de 20 mL do reagente modificado, misturar 10 mL de acido sulftrico 5 N (A), 3 mL de
solucdo de molibdato de amonio (C) e 7 mL de agua deionizada. Agitar e utilizar no lugar do reagente misto

quando indicado.

22.2.8. PREPARO DA SOLUGAO DE H2S04 ~ 30%

(a) Em béquer de vidro de 1.000 mL, adicionar, com cuidado e lentamente, 300 mL de acido
sulfrico concentrado (H.S04) a 600 mL de agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de
seguranca para manusear o acido e realizar o preparo da solucao na capela, sob exaustdo;

(b) apds o resfriamento da solugdo, transferir para baldao volumétrico de 1.000 mL e completar o
volume com agua deionizada;

(c) estocar em frasco de vidro devidamente identificado.

22.2.9. PREPARO DA SOLUGAO DE ACIDO FORTE (PARA A ETAPA DE HIDROLISE ACIDA)

(@) Em béquer de vidro de 1.000 mL, adicionar, com cuidado e lentamente, 300 mL de acido
sulfirico concentrado (H.SO4) a 600 mL de agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas e 6culos de
seguranga para manusear o acido e realizar o preparo da solucdo na capela, sob exaustdo;

(b) apds o resfriamento da solugdo, adicionar, com auxilio de pipeta de vidro graduada, 4 mL de
acido nitrico concentrado (HNOs);

(c) transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua deionizada.

22.2.10. PREPARO DA SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIO 6 N (PARA A ETAPA DE HIDROLISE ACIDA)
(a) Pesar 60,0 g de hidréxido de sodio (NaOH) e dissolver cuidadosamente com aproximadamente
150 mL de agua deionizada em béquer de plastico de 250 mL. Utilizar luvas nitrilicas, oculos de
seguranca e realizar o preparo da solucdo na capela, sob exaustdo;
(b) apds o resfriamento da solugdo, transferir para baldo volumétrico de 250 mL e completar o
volume com agua deionizada;

(¢) armazenar em frasco de plastico devidamente identificado, a temperatura ambiente.

22.2.11. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO DE FOSFORO INORGANICO (0,10 — 1,25 MG/L)

Preparar a solugao padrao de fosfato monobasico de potassio conforme procedimento a seguir:

(a) Usando agua deionizada, transferir 0,2197 g de fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4)
previamente seco em estufa (103-105°C por 2 h) e resfriado em dessecador para um baldo
volumétrico de 1.000 mL (caso ndo seja possivel pesar a massa exata, calcular a concentragao
real, sabendo que 0,2197 g de KH,PO4 contém 50 mg de P ou 153,3 mg de PO,*);

(b) adicionar 1,25 mL da solucdo de H,SO4 ~ 30% e completar o volume com agua deionizada;
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(c) estocar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado;

(d) a partir das concentragbes de fdsforo total de interesse, transferir as aliquotas correspondentes
as diferentes concentracoes de fosfato para baldo volumétrico de 100 mL, sabendo-se que,
nessas condicoes, 1,00 mL da solucdo mae resultard em uma concentracao final de 500 ug P/L. A

Tabela 32 apresenta um exemplo de construcao da curva de calibragao:

Tabela 32: Preparo da curva padrdo de fosforo inorganico.
Concentracgdes estimadas Aliquota (pL) da solucdo padrao

(mg P/L) no baldao de 100 mL
0,0 (branco) 0
0,10 200
0,25 500
0,50 1.000
0,75 1.500
1,00 2.000
1,25 2.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas
solucdes reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manuteng&o.

Fonte: Os autores.

(e) Preparar triplicatas de cada concentragdo e, no minimo, dois brancos (agua deionizada no lugar
do padrdo), e aplicar o mesmo procedimento de analise apresentado no item 0;

(f) efetuar a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 882 nm,
zerando o equipamento com o branco de menor absorbancia;

(g) a partir das leituras obtidas (utilizando a média dos valores de absorbéancia), tracar a curva
absorbancia x concentracdo de fosforo inorganico, para obtencdo da equagdo de calibragdo e o

coeficiente de correlacdo, avaliando a confiabilidade do método.

22.2.12.PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS CONTENDO POLIFOSFATOS — HIDROLISE ACIDA
Para a conversdo de polifosfatos a ortofosfatos dissolvidos, quando necessario, submeter as amostras
ao procedimento de hidrdlise acida seguindo os passos elencados a seguir:

(a) Adicionar 1 gota de solugdo indicadora de fenolftaleina a 100 mL de amostra em frasco de
erlenmeyer. Se ocorrer coloracdo avermelhada, adicionar algumas gotas da solucdo de acido
forte (item 22.2.9 — acido sulflrico+nitrico) até o desaparecimento da cor;

(b) acrescentar mais 1,0 mL da solugdo de acido forte;

(c) ferver suavemente a amostra em chapa aquecedora por, no minimo, 90 min, adicionando agua
deionizada para manter o volume da mistura entre 25 e 50 mL, sem deixar a amostra secar
(realizar esse procedimento sob exaustio, colocando sobre o erlenmeyer um vidro de reldgio com
0 lado cbéncavo voltado para cima);

(d) na sequéncia, aguardar o resfriamento da amostra até a temperatura ambiente e transferir para
baldo volumétrico de 100 mL;

(e) repassar o erlenmeyer com algumas porgdes de agua deionizada e recolher no baldo;

() neutralizar com solugdo de NaOH 6 N até coloragao rosa clara;

(g) completar o volume do baldo com agua deionizada e homogeneizar;

(h) submeter a determinagdo de fosforo inorganico conforme item 22.2.13;
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a diferenca entre as concentracdes de fdsforo medidas nas amostras antes e apods a etapa de

hidrélise acida se referem ao teor de polifosfatos, também chamados de fosfatos hidrolisaveis.

Observacao: Para determinacdo de fosforo inorgénico em amostras submetidas ao presente pré-

tratamento dcido, tratar os padrbes da curva de calibracdo empregando o mesmo procedimento

antes de efetuar a andlise.

22.2.13. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE FOSFORO INORGANICO (ORTOFOSFATOS)

(a) Transferir 50 mL de amostra, bruta ou diluida, para erlenmeyer de 125 mL. Preparar dois testes
em branco com 50 mL de agua deionizada (ver observacoes*);

(b) adicionar uma gota do indicador fenolftaleina. Se ocorrer coloracdo avermelhada, adicionar
algumas gotas da solucao de acido sulfarico 5 N até o desaparecimento da cor;

(¢) adicionar 8,00 mL de reagente misto e homogeneizar, misturando vigorosamente;

(d) apds transcorridos 10 min para o desenvolvimento da coloracdo azul (nunca esperar mais que 30
min), transferir uma aliquota da amostra para tubo de DQO e proceder a leitura em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 882 nm, zerando o equipamento com o branco
de menor absorbancia (ver observagdo 1*);

(e) determinar a concentracdo de fosforo inorganico de acordo com a equacdo da reta obtida a partir
dos padroes pré-estabelecidos — item 22.2.11.

*Observagoes:

1) Para amostras que apresentem cor ou turbidez significativa, preparar um branco com 50 mL de

amostra e submeter ao mesmo procedimento, substituindo, porém, o reagente misto pelo reagente

modificado (item 22.2.7). Ler em conjunto com as amostras e descontar a absorbancia obtida por

esse branco da absorbancia final da amostra em questao.

2) Devido a alta instabilidade dos reagentes do método, o aconselhavel € armazenar um numero

razoavel de amostras para efetuar a analise no mesmo dia, em conjunto com o0s padroes da curva

de calibracdo. Caso isso ndo seja possivel, preparar alguns padrdes de verificagdo com KH2PO4+

dentro da faixa de concentracdo das amostras e corrigir o resultado, se necessario.

3) Se necessario, volumes menores de amostra também poderdo ser utilizados na andlise. Para

isso, reduzir proporcionalmente o volume do reagente misto adicionado.
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22.3. FOSFORO TOTAL
22.3.1. MATERIAL
Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
Estufa a 103-105°C

e Chapa aquecedora

e Cronb6metro digital

o  Espectrofotémetro

e Micropipetas de 1,00 e 10,0 mL

e BalGes volumétricos de 100, 500 e 1.000 mL

e Béquer de vidro de 1.000 mL

e Erlenmeyers de 125 mL

e Tubos de DQO (padrdo HACH®)

e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas

e Proveta de vidro graduada de 50,0 mL

e Vidros de reldgio

e Persulfato de Aménio sélido — (NH4),S,0s P.A. — ou Persulfato de Potassio sdlido — K,S,0s P.A.

e Hidrdxido de Sédio — NaOH P.A.

e Solucdo de Acido Sulfdrico — H,S04 5 N (preparo conforme o item 22.2.2)

e Solucdo de Acido Sulfurico — H,S04 ~ 30% (preparo conforme o item 22.2.8)

e Reagente Misto (preparo conforme o item 22.2.6)

e Reagente Modificado, se necessario (preparo conforme o item 22.2.7)

¢ Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [C¢H4COO.C(CsH4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.

Observacao: O fosforo € facilmente absorvido por superficies de vidro. Para evitar contaminagoes,
utilizar vidrarias lavadas com solucdo de acido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCl conc. em 3
volumes de dgua deionizada) e enxaguadas abundantemente com dgua deionizada. Néo utilizar

detergentes comercials. De preferéncia, reservar em separado a vidraria para andlise de fosforo.

22.3.2. PREPARO DA SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIO 1 M
(a) Pesar 40,0 g de hidroxido de sédio (NaOH) em béquer de 1.000 mL e dissolver
cuidadosamente com aproximadamente 800 mL de agua deionizada. Utilizar luvas nitrilicas,
oculos de seguranca e realizar o preparo da solucdo na capela, sob exaustao;
(b) apds o resfriamento da solugdo, transferir para balao volumétrico de 1.000 mL e completar o
volume com agua deionizada;

(c¢) armazenar em frasco de plastico devidamente identificado, a temperatura ambiente.

22.3.3. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGCAO DE FOSFORO TOTAL (0,10 — 1,25 MG/L)
Preparar a solucdo padrao de fosfato monobasico de potassio conforme procedimento a seguir (igual
ao método para fosforo inorganico):
(a) Usando agua deionizada, transferir 0,2197 g de fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO4)

previamente seco em estufa (103-105°C por 2 h) e resfriado em dessecador para um baldo
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volumétrico de 1.000 mL (caso nao seja possivel pesar a massa exata, calcular a concentragao
real, sabendo que 0,2197 g de KH,PO4 contém 50 mg de P ou 153,3 mg de PO,*);
adicionar 1,25 mL da solucdo de H,SO4 ~ 30% e completar o volume com agua deionizada;
estocar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado;

a partir das concentracoes de fosforo total de interesse, transferir as aliquotas correspondentes
as diferentes concentracoes de fosfato para baldo volumétrico de 100 mL, sabendo-se que,
nessas condicoes, 1,00 mL da solucdo mae resultara em uma concentracdo final de 500 ug P/L. A

Tabela 33 apresenta um exemplo de construcdo da curva de calibragdo:

Tabela 33: Preparo da curva padrdo de fosforo total.

Concentracgdes estimadas Aliquota (pL) da solugdo
(mg P/L) padrao no baldo de 100 mL
0,0 (branco) 0
0,10 200
0,25 500
0,50 1.000
0,75 1.500
1,00 2.000
1,25 2.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

Preparar triplicatas de cada concentragdo e, no minimo, dois brancos (agua deionizada no lugar
do padrdo);

submeter as solugbes padroes ao mesmo procedimento de digestdo que as amostras, seguindo

os procedimentos apresentados no item 22.3.4. Alternativamente, pode-se escolher utilizar o
método da digestao simultdnea para fosforo e nitrogénio totais, conforme descrito no item 22.4;
efetuar a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 882 nm,
zerando o equipamento com o branco de menor absorbancia;

a partir das leituras obtidas (utilizando a média dos valores de absorbancia), tracar a curva
absorbancia x concentracdo de fdsforo total, para obtencdo da equacdo de calibragdo e o

coeficiente de correlacdo, avaliando a confiabilidade do método.

22.3.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FOSFORO TOTAL
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Transferir 50 mL de amostra, bruta ou diluida, para erlenmeyer de 125 mL. Preparar dois testes

em branco com 50 mL de agua deionizada (ver observacoes*);

adicionar uma gota do indicador fenolftaleina. Se ocorrer coloracdo avermelhada, adicionar
algumas gotas da solugdo de acido sulfirico ~ 30% até o desaparecimento da cor;

acrescentar mais 1,0 mL da solugdo de H,SO4 ~ 30%;

na sequéncia, adicionar 0,4 g de persulfato de aménio [(NH4)2520sg] ou 0,5 g de persulfato de
potassio (K2520s). CUIDADO: Manusear com luvas e evitar a inalacdo e o contato do
reagente com a pele!

ferver suavemente sobre uma chapa pré-aquecida por cerca de 30-40 min, ou até obter um
volume final préximo de 10 mL (realizar esse procedimento sob exaustdo, colocando sobre o
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erlenmeyer um vidro de relégio com o lado céncavo voltado para cima). Levar em conta que
alguns compostos organofosforados, por exemplo, a adenosina monofosfato (AMP), podem exigir
até cerca de 2 h para serem completamente digeridos;

alternativamente, pode-se aquecer a amostra por 30 min em autoclave (120°C). Ver as

orientacoes do item 22.1;

aguardar o resfriamento da amostra digerida, homogeneizar e transferir para baldo volumétrico
de 100 mL;

repassar o erlenmeyer com algumas porgoes de agua deionizada e recolher no balao volumétrico;
adicionar agua deionizada até atingir cerca de metade do volume do baldo;

adicionar uma gota do indicador fenolftaleina e neutralizar levemente com NaOH 1 M até
obtencdo de uma coloracao rosada persistente;

homogeneizar e completar o volume com agua deionizada;

algumas amostras poderao apresentar formacdao de precipitados neste ponto: Nao filtrar! O
precipitado (possivelmente, fosfato de célcio) sera redissolvido sob as condicdes acidas do teste
colorimétrico;

na sequéncia, adicionar algumas gotas da solucdo de acido sulftrico 5 N até o desaparecimento
da coloracdo rosada devida a fenolftaleina;

transferir 50 mL da amostra de volta para o erlenmeyer de 125 mL e adicionar 8,00 mL do
reagente misto, misturando vigorosamente para homogeneizar;

apos transcorridos 10 min para o desenvolvimento da coloragdo azul (nunca esperar mais que 30

min), transferir uma aliquota da amostra para tubo de DQO e proceder a leitura em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 882 nm, zerando o equipamento com o branco
de menor absorbancia (ver observagdo 1*);

determinar a concentracdo de fosforo total de acordo com a equacdo da reta obtida a partir dos
padrbes pré-estabelecidos — item 22.3.3;
pela diferenga entre os resultados das analises de fosforo total e ortofosfatos (fésforo inorganico

— item 22.2.13) obtém-se a concentracdo referente ao fosforo orgdnico da amostra.

*Observacoes:

1) Para amostras que apresentem cor ou turbidez significativa, preparar um branco com 50 mL de

amostra e submeter ao mesmo procedimento, substituindo, porém, o reagente misto pelo reagente

modificado (item 22.2.7). Ler em conjunto com as amostras e descontar a absorbancia obtida por

esse branco da absorbéncia final da amostra em questao.

2) E recomendavel o preparo de alguns padrdes de controle contendo formas orgénicas de fosforo,

como por exemplo, o trifosfato de adenosina (CioH1sNsO13P3). Submeter estes padroes ao mesmo

procedimento de digestdo que as amostras e verificar a eficiéncia da digestdo e a recuperagdo de

fosforo total.

3) Uma metodologia alternativa proposta para a digestdo de amostras visando a determinagdo

simultdnea de fosforo e nitrogénio totais € apresentada a seguir (item 22.4).
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22.4. METODO DE DIGESTAO SIMULTANEA DO PERSULFATO PARA FOSFORO E NITROGENIO TOTAIS
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

22.4.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
Na metodologia baseada nos trabalhos de Valderrama (1981), Ameel et al. (1999), Gross e Boyd
(1998) e Gross, Boyd e Seo (1999), entre outros, a oxidagao dos compostos nitrogenados (nitrogénio organico,
amonia e nitrito) até nitrato é efetuada pela reacdo com o persulfato de potassio a quente, em meio alcalino, o
qual é proporcionado durante as etapas iniciais da digestdo (pH > 10,0). Com o decorrer do tempo, o
persulfato é decomposto termicamente em ions bissulfatos, implicando na acidificacdo da amostra (conforme
mostrado pela Equacdo 87), a qual chega a atingir um pH préximo a 2,0. Dessa forma, sob condicdes acidas,

polifosfatos e compostos organofosforados sao hidrolisados em ortofosfato dissolvido.
S,0;° +H,0—252HSO, +0,50, Equaggo 87

A digestao é realizada em autoclave durante cerca de 60 min a 120°C, condigles nas quais foram
observadas melhores recuperagées de nitrogénio total (FERREE; SHANNON, 2001).

Apdés a digestdo, a concentracdo de fosforo total pode, entdo, ser determinada pelo método
colorimétrico da reducao com acido ascérbico (item 22.3).

O nitrogénio total convertido a nitrato, por sua vez, pode ser determinado por meio de uma das
metodologias espectrofotométricas anteriormente apresentadas: método da absorgdo ultravioleta (item 18.1),
método do acido cromotrdpico (item 18.2) ou método da reducdo de nitrato por cadmio aliada a determinacdo
do nitrito total formado (item 18.3). A determinacdo individual de amonia, nitrito e nitrato previamente ao
processo de digestao permite obter, por diferenca, a concentragao de nitrogénio organico.

ATENCAO: Amostras &cidas ou preservadas por adi¢do de acido devem ser neutralizadas (pH > 7,0)

antes de serem submetidas ao procedimento de digestdo. Nao acidificar amostras contendo nitrito antes de

armazenar!
A presenca expressiva de carbono organico (em amostras com alta concentragdao de DQO) podera
prejudicar a digestao das formas organicas de fosforo e nitrogénio, uma vez que o persulfato é consumido na

oxidacdo da matéria organica até CO,, exigindo a dosagem de maiores quantidades do reagente oxidante.

22.4.2. MATERIAL

Autoclave

Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Chapa aquecedora e agitadora

e Cronémetro digital

e Baldes volumétricos de 50, 500 e 1.000 mL

e Copos de béquer de 500 e 1.000 mL

e Micropipeta de 10.000 pL

e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas

e Provetas graduadas de 50, 100 e 500 mL

e Frascos de antibiético ou Erlenmeyers de 100 mL

e Persulfato de Potassio anidro — K;S,0s P.A.
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e Hidrdxido de Sdédio — NaOH P.A.

Observacao: O fosforo € facilmente absorvido por superficies de vidro. Para evitar contaminagoes,

utilizar vidrarias lavadas com solugdo de acido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCl conc. em 3

volumes de dgua deionizada) e enxaguadas abundantemente com dgua deionizada. Néo utilizar

detergentes comerciais. De preferéncia, reservar em separado a vidraria para analise de fosforo.

22.4.3. SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIO 3 M

(@)

()

(©

Pesar 60,0 g de hidroxido de sddio (NaOH) e dissolver cuidadosamente em béquer de 500 mL
com aproximadamente 400 mL de agua deionizada. Utilizar luvas, dculos de seguranca e realizar
esse procedimento na capela, sob exaustdo;

apos o resfriamento da solucdo, transferir para baldao volumétrico de 500 mL e completar o
volume com agua deionizada;

armazenar em frasco de plastico devidamente identificado, a temperatura ambiente.

22.4.4. PREPARO DO REAGENTE OXIDANTE

(@)

(b)
(©

(@)

(e)

Em béquer de vidro de 1.000 mL, dissolver 64 g de persulfato de potassio (K;S;0s) em cerca de
500 mL de agua deionizada. Manter em agitacdo magnética e aquecer até a dissolugdo completa
do reagente. CUIDADO: Manusear com luvas, evitando a inalacdo e o contato do
reagente com a pele!

adicionar 80 mL da solucdo de NaOH 3 M anteriormente preparada e homogeneizar;

apos o resfriamento, transferir a solugao para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o
volume com agua deionizada;

armazenar em frasco ambar devidamente identificado, a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz solar direta;

esta solucdo é estavel por até 9 meses.

22.4.5. PROCEDIMENTO DE DIGESTAO SIMULTANEA PARA FOSFORO E/OU NITROGENIO TOTAIS

(a)

()

(©

(@)
(e)

Transferir 40 mL de amostra para frasco de antibiético ou erlenmeyer de 100 mL. ATENGAO: As
amostras devem ser diluidas previamente a etapa de digestdao, de modo que os teores de
nitrogénio e fésforo nao ultrapassem as faixas de trabalho dos métodos a serem utilizados para
determinagdo de nitrogénio total, como nitrato, ou de fdsforo total, como fosfato. Amostras

originalmente acidas ou preservadas por acidificacdo devem ser neutralizadas (pH > 7,0) antes

da etapa de digestao podendo-se dosar algumas gotas da solugao de NaOH 3 M;

preparar dois brancos com 40 mL de agua deionizada cada e submeter ao mesmo procedimento
(para a analise exclusiva de nitrogénio total, apenas um branco é requerido);

adicionar 8,5 mL do reagente oxidante, vedar adequadamente a boca dos frascos com papel
aluminio (ndo lacrar) e agitar vigorosamente;

aquecer em autoclave a 120°C e 1 atm durante 55 min (ver as orientacdes do item 22.1);

apos o término, aguardar o resfriamento até a temperatura ambiente;
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() na sequéncia, proceder conforme indicado nos itens a seguir para preparar as amostras que
serdo submetidas as analises de fosforo e/ou nitrogénio total:

22.4.5.1. PARA DETERMINACAO DE FOSFORO TOTAL (NA FORMA DE FOSFATO):

(a) Homogeneizar a amostra digerida e transferir 30 mL para baldao volumétrico de 50 mL (filtrar
previamente a amostra em membrana de 0,45 pm caso apresente turbidez excessiva);

(b) seguir o procedimento descrito no item 22.3.4 a partir do passo (j) em diante;

(¢) tratar os dois brancos digeridos da mesma forma que as amostras;

(d) no levantamento da curva de calibracdo para a determinagao de fosforo total (como fosfato) em
amostras digeridas pelo presente método, submeter previamente os padrdes ao mesmo

procedimento de digestdo que as amostras e tracar uma curva de calibragdo propria.

22.4.5.2. PARA DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL (NA FORMA DE NITRATO):

(a) Homogeneizar o volume restante de amostra digerida e filtrar em membrana de 0,45 um;

(b) para andlise de nitrato pelo método da absorcao ultravioleta (item 18.1), efetuar diretamente a
leitura da amostra contra o teste em branco, conforme indicado no item 18.1.9 a partir do passo
(h) em diante;

(c) para andlise de nitrato pelo método do acido cromotrdpico (item 18.2) ou pelo método da
reducdo por cadmio (item 18.3), neutralizar a amostra dosando algumas gotas da solucdo de
NaOH 3 M até pH préximo de 7,0 (verificar com auxilio de pHmetro ou fita indicadora);

(d) tratar o branco da mesma forma que a amostra;

(e) efetuar a determinacdo de nitrato conforme o procedimento apresentado no item 18.2.6 (método
do acido cromotropico) ou no item 18.3.6 (método da reducdo de nitrato por cadmio);

() no levantamento da curva de calibracdo para a determinagdo de nitrogénio total (como nitrato)

em amostras digeridas pelo presente método, submeter previamente os padroes ao mesmo

procedimento de digestdo que as amostras e tracar uma curva de calibragdo propria.

Observacoes:
1) Levar em conta que, uma vez que o carbono orgénico € oxidado a CO: pelo persulfato, amostras
com alta concentragdo de matéria orgéanica poderdo exigir maiores dosagens do reagente oxidante

para viabilizar a conversgo total dos compostos orgénicos nitrogenados e fosforados.

2) E recomendivel o preparo de alguns padrées de controle contendo formas orgénicas de
nitrogénio e fosforo (por exemplo, dcido nicotinico [CsHsNO:] e trifosfato de adenosina
[CioH16N5013P3], respectivamente). Submeter estes padrées ao mesmo procedimento de digestdo

que as amostras e verificar a eficiéncia da digestao e a recuperacdo de nitrogénio e fosforo totais.

22.1. ORIENTACOES GERAIS PARA A OPERACAO DA AUTOCLAVE

ATENCAO: Quando necessitar utilizar o aparelho pela primeira vez, ou sempre que surgir alguma
duvida ou dificuldade na operacdo da autoclave, solicite a orientacdo das técnicas responsaveis.
Observe as instrucoes contidas no manual do fabricante e ndo realize acoes arriscadas. Cuidado!
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Abra a tampa da autoclave com auxilio do pedal. Antes de ligar, verificar se o nivel da agua dentro da
autoclave esta encobrindo as resisténcias. Completar até a base de apoio do cesto, se necessario. Ao tampar,
apertar firmemente as travas da tampa, duas a duas (de forma cruzada), para evitar o escape de vapor pelas
bordas do aparelho. Ligar o aparelho e ajustar a chave de temperatura na posigdo “Maxima” (ver
observacdo*). Abrir imediatamente a valvula de escape do vapor.

Quando o vapor comecar a sair por essa valvula, esperar de 3 a 5 min e fecha-la. O ponteiro do
manometro comegara a subir. Quando o ponteiro atingir a pressao de 1,1 kgf/cm2, a temperatura devera estar
em 120°C. Mudar a chave seletora de temperatura para “Média” para a estabilizacao da pressao.

Caso a pressdao continue subindo, alterar a chave para a posicdo “Baixa” e observar se ocorre a
reducio da pressdo. ATENGCAO: Nunca deixar a pressdo da autoclave ultrapassar 1,5 kgf/cm2! Caso
necessario, qualquer fase do ciclo pode ser interrompida desligando-se o aparelho.

Decorrido o tempo necessario, desligar o aparelho e aguardar a despressurizagao (Nao abrir ainda!).
Esse procedimento pode ser acelerado abrindo-se com cuidado e lentamente a valvula de escape de vapor.

ATENCAO: Nunca abrir essa vélvula de uma s6 vez!

Quando o ponteiro do manoGmetro atingir a marca de 0 Kgf/cm2 e ndo estiver mais saindo vapor pela
valvula, abrir cuidadosamente a tampa do aparelho e retirar o material. Cuidado ao manipular o material

quente. Utilize luvas especificas para evitar queimaduras!

*Observacdo: As autoclaves possuem geralmente uma chave seletora de temperatura com trés
posicoes de ajuste "Minima, Média e Maxima”, utilizadas para manter a pressdo e a temperatura do
equijpamento dentro da faixa adequada. Essa chave pode servir também para ligar e desligar a
autoclave. Atualmente existem tipos de autoclaves microprocessadas, com controles automatizados
de temperatura, bastando apenas programar o ciclo de autoclavagem com o0s pardmetros

necessarios. Em todo caso, seguir as instrugdes contidas no manual do fabricante!
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23.FEeRRO II E ITI — METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

23.1. METODO DA FERROZINA
(VIOLLIER et al., 2000)

23.1.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O ferro é um dos elementos mais abundantes do planeta, podendo ser encontrado na natureza em
muitos minerais nos estados de oxidagdo +II (ferroso) ou +III (férrico). O ion ferroso (Fe?*) em solugdo tende
a se oxidar rapidamente a Fe’* (estado mais estavel) na presenga de oxigénio dissolvido ou pelo contato com
0 oxigénio atmosférico.

O ferro III é praticamente insollivel em meios com pH neutro, enquanto o ferro II apresenta uma
maior solubilidade. A solubilidade do ion férrico (Fe3*) aumenta em condigOes acidas. Valores de pH abaixo de
4,0 possibilitam, além de uma melhor dissolugao do Fe**, a coexisténcia do ion Fe** mesmo na presenca de
oxigénio. Em ambientes anaerdbios, com pH > 4,0, o ion férrico pode ser reduzido quimicamente ou
biologicamente de volta ao estado ferroso.

O presente método, proposto incialmente por Stookey e Ferrozine (1970), baseia-se na utilizagao do
reagente ferrozina (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-pp-disulfonic acid monosodium salt hydrate) o qual
reage com o ion ferroso (Fe?*) formando um complexo estavel de cor magenta, capaz de absorver a luz em
comprimento de onda de 562 nm (VIOLLIER et al., 2000).

Para a determinacdao da concentracdo de ferro total presente na amostra deve ser utilizada uma
solucdo redutora (cloridrato de hidroxilamina 1,4 M preparada em HCl 2 M) para proporcionar a reducdo do ion
férrico (Fe**) de volta ao seu estado ferroso (Fe?*), Unico passivel de reagir com a ferrozina. Pela diferenca
entre as concentracdes determinadas de ferro total e ferro II (analisado sem a dosagem da solugdo redutora)
obtém-se a parcela devida ao ferro III.

Para facilitar o manuseio das amostras, tanto para proporcionar uma melhor solubilizacdo do ferro III
quanto para evitar a rapida oxidacdo do ferro II ao estado férrico, uma solucao de acido cloridrico 1 M é
empregada no pré-tratamento das amostras. Uma mistura da amostra com a solucdo de extragdo na
proporcao de 1:1 resulta em uma concentracao final de HCl 0,5 M, condicao que foi proposta como ideal por

Garcia-Balboa et al. (2011) para extracao de ferro antes da realizacdo do teste colorimétrico.

23.1.2. MATERIAL
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Balanga semi-analitica (precisdo + 0,01 g)
e Capela com exaustao
e Cronémetro digital
e  Espectrofotometro
e Tubos de DQO (padrdao HACH®)
e Copos de béquer de vidro de 25, 100, 250, 500 e 1.000 mL
e Baldes volumétricos de 25, 100 e 1.000 mL
e Micropipetas de 200, 1.000 e 5.000 pL
e Pipeta de vidro graduada de 10 mL
e Proveta de vidro graduada de 250 mL

e Funil e bastdo de vidro
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e Ferrozina (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyi-1,2,4-triazine-pp-disulfonic acid monosodium salt hydrate) P.A.

o Cloridrato de Hidroxilamina — NH,OH.HCI P.A.

e Acetato de Amonio — CH;COONH, P.A.

e Hidréxido de Amonio concentrado — NH4OH P.A.

e Cloreto de Ferro II tetrahidratado — FeCl,.4H,0 P.A. — ou Sulfato de ferro II heptahidratado —
FeS0,.7H,0 P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCI P.A. (teor de ferro < 0,5 ppm)

Observacao: Utilizar apenas dgua isenta de fons ferro (de preferéncia, agua ultrapura — Milli-Q®)

no preparo das solugoes reagentes e na diluicdo das amostras, para evitar interferéncias devidas as

concentracoes residuais de ferro na agua de abastecimento. Para evitar contaminacgoes, utilize

apenas vidrarias lavadas com solugdo de acido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCI conc. em 3

volumes de dgua deionizada) e enxaguadas abundantemente com agua deionizada.

23.1.3. PREPARO DA SOLUGAO DE FERROZINA (1072 M EM ACETATO DE AMONIO 101 M)

(a)
()

(©

(@)
(e)

@

Em béquer de vidro de 25 mL, pesar 7,708 g de acetato de amdnio (CH;COONH,);

na capela, com a exaustdo ligada, transferir o reagente com agua ultrapura (Milli-Q®) para baldo
volumétrico de 1.000 mL (por meio de lavagens sequenciais);

completar o volume do baldo com agua Milli-Q® e homogeneizar a solucdo;

pesar em seguida 4,925 g do reagente ferrozina;

ainda na capela, sob exaustdo, transferir a ferrozina por meio de lavagens sequenciais para outro
baldo volumétrico de 1.000 mL, utilizando a solucdo de acetato de amonio preparada até
completar o volume do baldo;

homogeneizar a solucdo e guardar refrigerada, ao abrigo da luz, em frasco tampado e

devidamente identificado.

23.1.4. PREPARO DA SOLUGCAO REDUTORA (CLORIDRATO DE HIDROXILAMINA 1,4 M EM HCL 2 M)

(a)
()

(©

(@)

(e)

Em béquer de vidro de 1.000 mL colocar 800 mL de agua Milli-Q®;

com auxilio de proveta de vidro graduada, trabalhando com luvas nitrilicas, dculos de segurancga
e na capela, com a exaustdo ligada, adicionar cuidadosamente 168 mL de HCl concentrado;
apos esfriar, transferir a solugdo para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com
agua Milli-Q®;

em balanca analitica e usando béquer de vidro de 100 mL, pesar 97,286 g de cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH.HCI);

usando a solucdo de HCl (2 M), transferir a hidroxilamina para baldo volumétrico de 1.000 mL
(por meio de lavagens sequenciais) até completar o volume do baldo; homogeneizar e guardar a

solugdo refrigerada, em frasco tampado e devidamente identificado.

23.1.5. PREPARO DA SOLUGCAO TAMPAO (ACETATO DE AMONIO 10 M)

@)

(b)

Em béquer de vidro de 1.000 mL e usando balanca semi-analitica pesar 770,8 g de acetato de
amonio (CH;COONHy);

na capela, com a exaustdo ligada, ir adicionando vagarosamente 200 mL de agua Milli-Q®;
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(c) em agitacao magnética e com auxilio de bastdo de vidro misturar até homogeneizar a solucao;

(d) transferir para balao volumétrico de 1.000 mL com auxilio de funil de vidro, completando o
volume do balao;

(e) ainda na capela, transferir a solucdo de volta para o béquer de vidro de 1.000 mL;

() em agitacdo magnética, dosar algumas gotas de hidréxido de amoénio (NH4OH) até obter pH
préximo de 9,5;

(g) guardar a solucao em frasco bem tampado e devidamente identificado.

Observacao: Cada nova solucdo de ferrozina, de hidroxilamina (solugdo redutora) e de acetato de

amonio (solugcdo tampdo) exige o preparo de uma nova curva de calibracdo!

23.1.6. PREPARO DA SOLUGAO DE EXTRACAO (HCL 1 M)

Para a estabilizacdo do ferro ferroso em solucao (Fe?*) e para a solubilizacdo do ferro férrico (Fe3*), o
que se consegue pelo abaixamento do pH da fase liquida, prepara-se uma solugdo de acido cloridrico 1 M para
ser utilizada no método de extracdo:

(a) Em béquer de vidro de 500 mL colocar cerca de 300 mL de agua Milli-Q®;

(b) na capela, sob exaustao e usando proveta de vidro graduada, adicionar, devagar e com
cuidado, 84 mL de acido cloridrico concentrado. Utilizar luvas nitrilicas e éculos de seguranca
para manusear o acido;

(c) aguardar a solucdo esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL;

(d) completar o volume com agua Milli-Q® e armazenar em frasco devidamente identificado.

23.1.7. PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE FERRO
Para o preparo dos padrdes da curva de calibragao usar cloreto de ferro II tetrahidratado (FeCl,.4H,0
—P.M. = 198,81 g/mol) ou sulfato de ferro II heptahidratado (FeSO4.7H,O — P.M. = 278,02 g/mol).

Preparar, inicialmente, uma solugdo estoque com concentracdo de 1.000 mg Fe?*/L:

(a) Em béquer de vidro de 100 mL colocar 50 mL de agua Milli-Q®;

(b) na capela, usando pipeta de vidro, adicionar cuidadosamente 10,0 mL de HCl concentrado,
usando luvas e oculos de seguranca;

(c) em balanga analitica, pesar 0,356 g de cloreto ferroso tetrahidratado (FeCl,.4H,0) ou 0,498 g de
sulfato ferroso heptahidratado (FeS04.7H,0);

(d) usando a solucdao de HCI, transferir, por lavagens sucessivas, o cloreto ferroso para baldao

volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua Milli-Q®, homogeneizando a solucdo;

Preparar, em seguida, uma solucdo de concentragao intermediaria (50 mg Fe?*/L), transferindo

5 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 100 mL e completando o volume com agua Milli-Q®.

23.1.8. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO (1 — 15 MG/L),
Para a construcdo da curva de calibragdo, transferir as aliquotas indicadas na Tabela 34 da solucdo
intermediaria (50 mg Fe?*/L) para baldes volumétricos de 25 mL, completando o volume com agua Milli-Q®.

Usar triplicatas para cada concentracdo (lembrar que isso significa preparar trés solucdes de cada

concentragao). Submeter os padroes aos mesmos passos descritos para as amostras (item 23.1.10).
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Tabela 34: Relacdo das concentragGes e aliquotas da solugdo intermediaria para a curva de calibragdo.
Concentragoes estimadas  Aliquota da solucao intermediaria (pL) para

(mg Ferro/L) diluicdo em baldo volumétrico de 25 mL
0,0 (branco) 0

1,0 500

2,5 1.250
50 2.500
7,5 3.750
10,0 5.000
12,5 6.250
15,0 7.500

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes reagentes
forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manuteng&o.

Fonte: Os autores.

23.1.9. COLETA E PRESERVACAO DE AMOSTRA (ADAPTADO DE GARCIA-BALBOA ET AL., 2011)

Uma vez que em meios com pH > 4,0 o ion ferroso (Fe?*) é rapidamente oxidado a ion férrico (Fe3*),
a coleta de amostras para determinagdo de ferro II devera ser realizada em anaerobiose. Isso pode ser feito
com o auxilio de uma seringa com agulha, imersa no liquido a ser amostrado, evitando a entrada de ar.

Para a estabilizacdo do ion ferroso (Fe**) e solubilizacdo do ferro férrico (Fe3*), a amostra deve ser
acidificada pela adicdo de uma solugago de HCI 1 M (solucdo de extracdo), conforme indicado nos
procedimentos analiticos descritos a seguir.

No caso da determinacdo do teor de ferro total, o ideal é deixar a mistura (amostra + solugdo de
extracdo) descansar por 24 h, no escuro, antes de efetuar a analise (item 23.1.10). Ja para a determinagdo de
ferro II, a andlise pode ser realizada imediatamente (item 23.1.11).

Amostras que apresentem cor ou turbidez excessiva apds a etapa de extracdo em HCl 1 M devem ser

filtradas em membrana de 0,45 pm, uma vez que o ferro presente na amostra ja devera se encontrar
totalmente solubilizado pelo pH acido da mistura. Para determinacdo da fracdo de ferro sollvel, adotar a

estratégia descrita no item 23.1.13.

23.1.10. PROCEDIMENTO PARA DETERMINAGCAO DE FERRO TOTAL
(a) Transferir 500 pL da solucdo de extracao (HCl 1 M) para tubos de DQO e adicionar, na sequéncia,
500 pL da amostra ou solucdio padrdo. ATENGAO: Levar em conta que a concentracdo de ferro
total na amostra ndo devera exceder 15,0 mg/L. Caso contrdrio, utilizar um volume menor de
amostra e diluir com agua Milli-Q® para 500 pL;
(b) tampar os tubos contendo as amostras, homogeneizar suavemente e deixar em repouso, no
escuro, por cerca de 24 h antes de continuar o procedimento;

(c) apos o periodo de extragdo, adicionar 3,0 mL de agua Milli-Q® aos tubos contendo amostras ou

solucdes padroes (ndo considerar no fator de diluicdo);
(d) preparar em conjunto um teste em branco consistindo de 500 pL da solugdo de extracao (HCI

1 M) e 3,5 mL de agua Milli-Q® (ver observagbes*);

(e) adicionar 400 uL da solugdo de Ferrozina seguidos de 600 pL da solugdo Redutora
(Hidroxilamina);
(f) adicionar 200 pL da solucdo Tampao (Acetato de Aménio);
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(g) tampar o tubo e misturar por inversao;

(h) deixar em repouso no escuro e acionar o crondémetro;

(7)) apds 10 min, zerar o espectrofotdmetro com o branco e efetuar a leitura em comprimento de
onda de 562 nm.

*Observacoes:

1) Interferéncias relativas a presenca de cor ou turbidez podem ser removidas por filtracdo em
membrana de 0,45 um apos a etapa de extracdo em HCl 1 M. Para isso, utilizar um volume maior de
amostra e extrair em um volume igual da solucdo de HCl 1 M. Apds o periodo de extracéo (24 h),
filtrar em membrana de 0,45 um e submeter 1.000 uL desse extrato ao teste de ferro total, do item

(¢) em diante.

2) Caso ndo seja possivel filtrar o extrato, preparar um branco modificado consistindo de 500 uL de
amostra + 500 ulL de HCl 1 M e adicionar 3,4 mL de dagua Milli-Q®, 600 uL de solucdo redutora e
200 ulL da solugcao tampéo (omitir a adicdo da ferrozina). Ler em conjunto com as amostras e

descontar a absorbancia obtida por esse branco da absorbéncia final da amostra em questao.

3) Caso as concentracbes de ferro total na amostra estejam abaixo do limite de deteccdo do
método aqui apresentado (cerca de 0,5 mg/L) proceder ao teste empregando 2,0 mL de amostra
extraida em 2,0 mL de HC/ 1 M e omitir a dosagem de dgua Milli-Q®. Apos o periodo de extracéo,
seguir os passos indicados do item (e) em diante, dosando os mesmos volumes das solucoes
reagentes. Neste caso, dividir a concentracdo aparente de ferro obtida por 4 (fator de concentracdo

empregado) para corrigir o resultado final da analise.

23.1.11. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE FERRO II (FE2*)
Quando o objetivo da anadlise for determinar a concentracdo de ferro II (ion ferroso), modificar o
procedimento anterior conforme indicado a seguir:

(a) Transferir 500 pL da solucdo de extracdo (HCl 1 M) para tubos de DQO e adicionar, na sequéncia,
500 pL da amostra. ATENGCAO: Levar em conta que a concentracdo de ferro II na amostra ndo
devera exceder 15,0 mg/L. Caso contrario, utilizar um volume menor de amostra e diluir com
agua Milli-Q® para 500 pL;

(b) adicionar 3,0 mL de agua Milli-Q® (ndo considerar no fator de diluicdo);

(c) preparar um teste em branco consistindo de 500 pL da solugdao de extragdo (HCl 1 M) e 3,5 mL
de 4gua Milli-Q® (ver observacbes*);

(d) adicionar 400 L da solugdo de Ferrozina;

(e) omitir a dosagem da solucdo redutora (Hidroxilamina) e adicionar 200 pL da solucdo tampao

(Acetato de Amonio);
(f) tampar o tubo, misturar por inversao e deixar em repouso, no escuro;
(g) apods 10 min, zerar o espectrofotdbmetro com o branco e efetuar a leitura em comprimento de

onda de 562 nm;
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(h) corrigir a leitura do espectrofotdmetro (dada em mg Ferora/L) multiplicando o resultado obtido
pela razao 4,6/5,2 (= 0,885) (ou tracar uma nova curva de calibracdo corrigida pelo mesmo
fator);

(i) essa concentracao corrigida, por sua vez, deverd ser multiplicada pelo fator de diluicao
empregado, se for o caso, sendo assim determinada a concentragao real de ferro II na amostra;

() caso se deseje determinar a concentracao de ferro total partindo da mesma amostra, deixar
previamente a amostra por 24 h em descanso na solucdo de extracdo antes de efetuar a analise.
Apds a leitura da concentracao de ferro II, adicionar 600 UL da solucdo redutora aos tubos da
amostra e do branco, agitar e efetuar uma nova leitura em 562 nm apo6s 10 min na curva padrao
para ferro total.

*Observagoes:

1) Interferéncias relativas @ presenca de cor ou turbidez podem ser removidas por filtracdo em
membrana de 0,45 um apos a etapa de extracdo em HCl 1 M. Para isso, utilizar um volume maior de
amostra e extrair em um volume igual da solucdo de HCl 1 M. Na sequéncia, filtrar em membrana

de 0,45 um e submeter 1.000 ulL desse extrato ao teste de ferro II, do item (b) em diante.

2) Caso ndo seja possivel filtrar o extrato, preparar um branco modificado consistindo de 500 uL de
amostra + 500 uL de HC 1 M e adicionar 3,4 mL de agua Milli-Q® e 200 uL da solu¢do tampé&o
(omitir a adicao das solucoes de hidroxilamina e ferrozina). Ler em conjunto com as amostras e

descontar a absorbancia obtida por esse branco da absorbéncia final da amostra em questao.

3) Caso as concentragoes de ferro IT na amostra estejam abaixo do limite de deteccdo do método
aqui apresentado (cerca de 0,5 mg/L) proceder ao teste empregando 2,0 mL de amostra extraida
em 2,0 mL de HCI 1 M e omitir a dosagem de agua Milli-Q®. Na sequéncia, seguir os passos
indicados do item (d) em diante, dosando os mesmos volumes das solugoes reagentes. Neste caso,
dividir a concentracdo aparente de ferro II obtida por 4 (fator de concentracdo empregado) para

corrigir o resultado final da andlise.

23.1.12. DETERMINACAO INDIRETA DA CONCENTRAGAO DE FERRO III (FE3*)

A concentragao de ferro III é obtida subtraindo o ferro II da concentragao de ferro total:

mg Fe3*/L = (mg Fe tora/L) — (Mg Fe?*/L) Equacao 88

23.1.13. DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE FERRO SOLUVEL
A filtracdo de amostras com pH > 4,0 (antes da etapa de extragao) podera comprometer o resultado
da andlise pela facil oxidacdo do ferro II dissolvido e pela retencdo do ferro III, de baixa solubilidade. Ja a
acidificacdo da amostra previamente a filtracdo ira solubilizar todo ferro presente, impedindo a determinacdo
em separado das fragdes de ferro dissolvido e em suspensdo. Para viabilizar a andlise das fragdes de ferro

dissolvidas, utilizar a estratégia descrita a seguir:
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Coletar a amostra com auxilio de uma seringa com agulha imersa no meio liquido, evitando a
entrada de ar;
utilizar um filtro de seringa para realizar a filtragem imediata da amostra em membrana de
0,45 pm, descartando um volume filtrado inicial;
recolher rapidamente 500 UL de amostra filtrada diretamente em 500 WL da solugao de HCI 1 M,
de preferéncia com a ponta da ponteira submersa;

utilizar imediatamente esse extrato para a determinacao de ferro total dissolvido (item 23.1.10

(c) em diante) ou ferro 1II dissolvido (item 23.1.11 (b) em diante);

por fim, as fracOes de ferro em suspensdo podem ser calculadas pela diferenca entre as fracdes
totais e dissolvidas.
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23.2. FERRO II E III — METODO DA 1,10-FENANTROLINA

(COMPANHIA DE SANEAMENTO BASICO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2001; AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

23.2.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A reagdo entre o ion ferroso (Fe’*) e a 1,10-fenantrolina (também denominada ortofenantrolina),
originando um complexo de cor laranja-avermelhado, constitui-se a base de um método sensivel para a
determinacdo de ferro. A intensidade da cor produzida é independente do pH no intervalo de 3,0 a 9,0 e o
complexo é opticamente estavel por longo periodo de tempo. Ja pH entre 2,9 e 3,5 garante o rapido
desenvolvimento da coloracdo na presenga de ortofenantrolina em excesso.

Para viabilizar a reagao, o ferro deve estar presente na forma ferrosa (reduzida) e, assim, um agente
redutor é adicionado antes do desenvolvimento da reacdo colorante. Emprega-se como agente redutor a

hidroxilamina, a qual é responsavel por converter os ions férricos (Fe3*) segundo a equacdo a seguir:
2Fe3* + 2NH,0H + 20H — 2Fe?* + N; + 4H,;0 Equacdo 89

De fato, em condicGes redutoras, o ferro permanece no estado ferroso (Fe’*). Na presenca de
oxigénio, por sua vez, ou pela acdo de agentes oxidantes, o ferro ferroso é espontaneamente oxidado ao
estado férrico (Fe3*), o qual apresenta baixa solubilidade em meio liquido, a ndo ser que o pH da solucdo seja
expressivamente acido (pH < 2,0). Além disso, em amostras de aguas residuarias, o ferro também pode ser
encontrado em suspensdo coloidal, complexado com a matéria organica ou com ions inorgdnicos (COMPANHIA
DE SANEAMENTO BASICO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2001). Nota: Alguns trabalhos da literatura propdem
a utilizacdo de acido ascorbico como agente redutor ao invés da hidroxilamina, o que pode ser efetuado sem
prejuizo do resultado da analise.

Para a determinagdo da concentragao de ferro total, incluindo a fracao coloidal e em suspensao, um
pré-tratamento da amostra consistindo de ebulicdo com acido forte e hidroxilamina se faz necessario para a
solubilizacdo de todo ferro presente na amostra, viabilizando a sua reducdo ao estado ferroso. Caso se deseje
determinar apenas a fracdo de ferro sollvel, apenas a filtracdo da amostra seguida da reducdo por
hidroxilamina é suficiente para a analise.

A 1,10-fenantrolina é especifica para o ferro ferroso. Contudo, devido a instabilidade do ferro nesse
estado, podendo ser facilmente oxidado a férrico, a determinacdo direta apenas do ferro ferroso na amostra
requer cuidados especiais, tais como a coleta sob anaerobiose estrita e acidificagdo da amostra para
estabilizacdo do ion Fe?* em solucdo. Nesse caso, a dosagem do reagente redutor (hidroxilamina) é omitida.
Por fim, a concentragdo do ion férrico (Fe**) pode ser estimada indiretamente pela diferenca entre os teores
de ferro total e ferro II.

Sao interferentes da presente analise: oxidantes fortes, cianeto, nitrito, fosfatos, cromo, zinco em
concentragbes 10 vezes superior a de ferro, cobalto e cobre (acima de 5 mg/L), niquel (acima de 2 mg/L).
Bismuto, cadmio, mercurio, molibdato e prata precipitam com a 1,10-fenantrolina.

Matéria organica e cor em excesso também podem prejudicar o resultado da analise. Caso necessario,
procedimentos especificos de digestdo de amostras mais dificeis podem ser encontrados no Standard Methods
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005) e na Norma Técnica NTS 010 (COMPANHIA DE
SANEAMENTO BASICO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2001).



205

23.2.2. MATERIAL
Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

Banho termostatico (100°C) ou chapa aquecedora

e Cronb6metro digital

e  Espectrofotdmetro

e Tubos de DQO (padrdao HACH®)

e Tubos de ensaio de 50 mL (tipo Pyrex®)

e Baldes volumétricos de 10, 50, 200 e 1.000 mL

e Micropipetas de 200, 1.000 e 5.000 pL

e Pipeta de vidro volumétrica de 20,0 mL

e Pipeta de Pasteur

e Provetas de vidro graduadas de 25, 100, 250 e 1.000 mL

e Copos de béquer de 100, 250 e 1.000 mL

« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.

 Acido Cloridrico concentrado — HCI P.A. (teor de ferro < 0,5 ppm)
e Acido Acético glacial — CHsCOOH P.A.

e Acetato de Amonio — C;H;NO, P.A.

e 1,10-Fenantrolina — Ci,HsN;.H,O P.A.

e Sulfato Ferroso Amoniacal hexahidratado — Fe(NH4)2(S04)2.6H,0 P.A.
e Cloridrato de Hidroxilamina — NH,OH.HCI P.A.

o OU Acido Ascérbico — CeHsOs P.A.

Observacao: Utilizar apenas dgua isenta de fons ferro (de preferéncia, agua ultrapura — Milli-Q®)
no preparo das solugoes reagentes e na diluicdo das amostras, para evitar interferéncias devidas as
concentragdes residuais de ferro na agua de abastecimento. Para evitar contaminagles, utilize
apenas vidrarias lavadas com solugdo de acido cloridrico 3 N (diluir 1 volume de HCI conc. em 3

volumes de dgua deionizada) e enxaguadas abundantemente com agua deionizada.

23.2.3. PREPARO DAS SOLUCOES REAGENTES

(a) Hidroxilamina (solucdo redutora): Dissolver 10 g do cloridrato da substancia (NH,OH.HCI)
em 100 mL de agua ultrapura (Milli-Q®). Armazenar refrigerada em frasco tampado e
identificado. Observacdo: Ao invés da hidroxilamina pode-se empregar uma solucao de acido
ascorbico (CeHsOs) @ 1% (10g/100mL), a qual deve ser armazenada em frasco ambar, ao abrigo
da luz, além de refrigerada. No entanto, essa solugao s6 é estavel por poucas semanas;

(b) 1,10-Fenantrolina (solucdo cromogénica): Dissolver 0,10 g do monohidrato da substancia
(C12HsN2.H,0) em 100 mL de agua Milli-Q® em agitacdo. Se necessario, aquecer até proximo de
80°C para promover a dissolugdo (ndo deixar entrar em ebulicdo). O aquecimento da solugdo
pode ser dispensado adicionando-se 2 gotas de HCl concentrado a agua de diluicdo do reagente.
Descartar a solugdo caso ocorra o0 seu escurecimento. Armazenar refrigerada e ao abrigo da luz

em frasco tampado e devidamente identificado;
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(c) Acetato de Aménio (solucdo tampao): Na capela, sob exaustao, dissolver 250 g de acetato
de amo6nio em um béquer de 1.000 mL contendo 150 mL de agua Milli-Q®. Na sequéncia,
adicionar, com cuidado e usando luvas, 700 mL de acido acético concentrado (glacial).
Armazenar em frasco de vidro devidamente tampado e identificado;

(d) HCl 6 M (solucdo de extracdo): Na capela, sob exaustdo e usando luvas nitrilicas e 6culos de
seguranga, transferir com cuidado e lentamente, com auxilio de proveta graduada, 520 mL de
HCl concentrado para béquer de 1.000 mL contendo 480 mL de agua Milli-Q®. Aguardar a
solucao esfriar antes de usar;

(e) Solucdo Estoque de Ferro Ferroso (200 mg Fe’*/L): Na capela, sob exaustdo e usando
luvas e éculos de seguranga, adicionar, cuidadosamente 20 mL de acido sulfdrico concentrado
(usar pipeta de vidro) a 100 mL de agua Milli-Q® em béquer de vidro de 250 mL. Em seguida,
dissolver 1,404 g de sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04),.6H,0] e transferir para baldo
volumétrico de 1.000 mL, completando o volume com agua Milli-Q®. Evitar exposicdo dessa
solucdo a luz solar direta;

(f) Solucdo Intermediaria de Ferro Ferroso (20 mg Fe**/L): Com auxilio da pipeta de vidro
volumétrica, transferir 20,0 mL da solucdo mde para baldo volumétrico de 200 mL e completar
com agua Milli-Q®. Preparar essa solu¢do imediatamente antes de confeccionar os padrGes para a

curva de calibracdo e evitar exposicdo a luz solar direta.

Observacao: Cada nova solugdo de 1,10-fenantrolina, de hidroxilamina (solugdo redutora) e de

acetato de amonio (solucdo tampao) exige o preparo de uma nova curva de calibragcdo!

23.2.4. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (0,4 — 4,0 MG/L)
Preparar as solucdes padrbes requeridas para a construcdao da curva de calibracao transferindo os
volumes da solugdo intermediaria de ferro ferroso (20 mg Fe/L) indicados na Tabela 35 para baldes

volumétricos de 50 mL, completando em seguida o volume com agua Milli-Q®. Preparar os padrGes em

triplicatas (lembrar que isso significa preparar trés solucdes de cada concentragdo).

Tabela 35: Relacao das concentracGes e aliquotas da solugdo intermediaria para a curva de calibragdo.

Concentracgoes estimadas Aliquota da solugdo mde (mL) para

(mg Fe/L) diluicdo em baldo volumétrico de 50 mL
0,0 (branco) 0,0

0,4 1,0

1,0 2,5

2,0 5,0

3,0 7,5

4,0 10,0

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes
reagentes forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manutengao.

Fonte: Os autores.

Tratar as solugdes padrdes seguindo os mesmos passos descritos a seguir, no item 23.2.5, para a

construcdo da curva de calibragdo de ferro total, inclusive a etapa de ebulicdo. Para construcdao da curva de
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calibracao a ser utilizada na determinacdo de ferro II, submeter os padroes ao procedimento descrito mais a
diante, no item 23.2.6.

23.2.5. PROCEDIMENTO PARA DETERMINACAO DE FERRO TOTAL

(a)

()

©

(@)
(e)

"
@)
(h)

Para a determinacdo de ferro total, homogeneizar a amostra e transferir 25 mL para um tubo de
ensaio do tipo Pyrex® de 50 mL. ATENGAO: Para determinagdo de ferro total, levar em conta
que a concentracao de ferro na amostra ndo devera exceder 4 mg/L. Caso contrario, utilizar um
volume menor de amostra e diluir com agua Milli-Q® para 25 mL;

adicionar 2,0 mL da solucao de extracao (HCl 6 M) seguidos de 0,5 mL da solugao redutora de
hidroxilamina (solucao a);

manter o tubo de ensaio destampado em banho de agua em ebulicdo até a fervura da amostra,
aguardando a reducao do volume para menos de 10 mL. Caso ocorra a evaporacao total da
amostra, dissolver o residuo com 2 mL da solugdo de HCl + 2 mL de agua Milli-Q®;

resfriar até a temperatura ambiente e adicionar 5,0 mL da solucdo tampao (solucdo c);

adicionar 2,0 mL da solucdao de 1,10-fenantrolina (solugdo b), homogeneizar e transferir
quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL, repassando o tubo sucessivas vezes com
agua Milli-Q® e recolhendo no baldo volumétrico;

na sequéncia, completar o volume do baldo, tampar e homogeneizar;

deixar repousar ao abrigo da luz por, no minimo, 10 min antes de efetuar a leitura;

ao final do periodo de reacdo, transferir uma parcela do contetddo do baldo para tubo de DQO,

zerar o espectrofotdmetro com o branco de referéncia (ver observacao*) e efetuar a leitura da

amostra em comprimento de onda de 510 nm.

*Observacdo: O branco de referéncia € preparado com 25 mlL da amostra original sendo

submetida a todos os passos acima descritos, omitindo-se, porém, a solucdo de 1,10-fenantrolina

(item (e)) e completando o volume do baldo de 50 mL com agua Milli-Q®. Apds o periodo de reagéo,

zerar o espectrofotémetro com esse branco de referéncia para efetuar a leitura da amostra.

23.2.6. PROCEDIMENTO PARA DETERMINACAO DE FERRO FERROSO (FERRO II)

Para determinar exclusivamente a concentracdo do ion ferroso (Fe?*), coletar a amostra em

anaerobiose, evitando qualquer contato com o oxigénio atmosférico. Para isso, pode-se utilizar uma seringa

com agulha imersa no meio liquido. Efetuar a analise o mais rapidamente possivel, seguindo os passos

elencados a seguir:

(@)
(b)

(©

(@)

(e)
)

Transferir 0,2 mL da solugdo de extracao (HCl 6 M) para baldo volumétrico de 10 mL;

adicionar 5,0 mL da amostra. ATENGAO: A concentracdo de ferro II na amostra ndo deverd
exceder 4 mg/L. Caso contrario, transferir um volume menor e calcular o fator de diluicdo
empregado;

na sequéncia, adicionar rapidamente 2,0 mL da solucdo de 1,10-fenantrolina (solugdo b),
seguidos de 1,0 mL da solugdo tampao (solugdo c);

tampar e agitar vigorosamente;

com auxilio de uma pipeta de Pasteur, completar o volume do baldo com agua Milli-Q®;

homogeneizar e deixar em repouso ao abrigo da luz por, no minimo, 10 min antes da leitura;
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(g) decorrido o periodo da reacdo, transferir uma parcela do conteiido do baldo para tubo de DQO,

zerar o espectrofotdbmetro com o branco (ver observacdo*) e efetuar a leitura das amostras no

comprimento de onda de 510 nm.

*Observacdo: O branco é preparado utilizando dgua deionizada no lugar da amostra. Caso a
amostra apresente cor ou turbidez, preparar um branco de referéncia consistindo de 5 mL da
amostra em questdo, 0,2 mL da solugdo de HCl + 1,0 mL da solucdo tampdo. Diluir com agua Milli-
Q® para 10 mL. Apds o perfodo de reacdo, zerar o espectrofotémetro com esse branco de referéncia

para efetuar a leitura da amostra.

23.2.7. DETERMINAGAO INDIRETA DA CONCENTRAGAO DE FERRO FERRICO (FERRO III)

A concentracdo de ferro III é obtida subtraindo o ferro II da concentragao de ferro total:

mg Fe3*/L = (mg Fe tora/L) — (Mg Fe**/L) Equagdo 90

23.2.8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FERRO SOLUVEL
Para realizar a amostragem, utilizar uma seringa com agulha imersa no liquido para evitar o contato
do ion Fe?* com o O, atmosférico, o que poderia causar a sua oxidacdo espontdnea a Fe3*, de baixa
solubilidade, prejudicando a representatividade da amostra.
Na sequéncia, utilizar um filtro de seringa para realizar a filtragem da amostra em membrana de

0,45 pm, descartando um volume filtrado inicial. Recolher, em seguida, o volume adequado de amostra filtrada

para determinacdo de ferro total dissolvido (item 23.2.5 em diante) ou ferro II dissolvido (item 23.2.6 em

diante). A fragao de ferro em suspensao pode ser calculada pela diferenca entre as fracdes total e dissolvida.
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24.CoBRE I E II — METODO DO ACIDO BICINCONiNICO (BCA)
(ANWAR et al., 2000)

24.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O acido bicinconinico (BCA) é conhecido por formar um complexo estavel com formas reduzidas do ion
cobre (Cu'*), ou cobre cuproso. Duas moléculas de BCA reagem com uma molécula de Cu*' e geram um
composto com coloracdao roxa, possivel de ser medido em espectrofotdbmetro com comprimento de onda
proximo de 560 nm. O método pode ser utilizado tanto para medir diretamente a concentragao de ion cuproso
(Cu™!), quanto a concentracao de cobre total, desde que um agente redutor (hidroxilamina) seja utilizado para
converter os ions clpricos (Cu?*) de volta ao estado cuproso (Cut*!) previamente a realizacdo da analise.

O método apresenta adequada linearidade e o complexo é formado rapidamente (10 min), a
temperatura ambiente, e mantém sua estabilidade durante varias horas.

Nao foram reportadas interferéncias significativas causadas pelos seguintes cations metalicos: Al**,
Ba?*, Bi**, Ca?*, Ce*, Co?*, Fe?*, La®*, Mg?*, Mn?*, Hg?*, Mo?*, Ni%*, Sn?*, Sr?*, Ti3*, U022, V**, Zn** e Zr*.

Os anions carbonato, bicarbonato, tiossulfato, fosfato, borato, nitrito e citrato também parecem ndo
interferir.

No entanto, a presenca do ion Fe3* (ferro férrico), pode causar interferéncias na analise da amostra,

as quais podem ser evitadas por precipitagdo dos ions férricos em solugao tampao fosfato.

24.2. MATERIAL
e Agitador e barra magnética
e Agitador Vortex
e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)
e Espectrofotometro
e Agitador vortex
e pHmetro de bancada
e Centrifuga para microtubos (Minicentrifuga de bancada)
e Tubos Eppendorfde 2 mL
e Micropipetas de 20, 100, 1.000 e 5.000 pL
e Cubetas de vidro com passo ético de 1,0 cm
e BalGes volumétricos de 20, 100 e 1.000 mL
e Provetas de vidro graduadas de 25, 50, 100 e 1.000 mL
e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas de vidro
e Copos de béquer de 100 e 500 mL
e Tartarato de sddio e potassio - C4H4sKNaOs.4H,0 P.A.
e Cloridrato de Hidroxilamina — NH,OH.HCI P.A
e Acido cloridrico concentrado — HCI P.A.
e Fosfato monossddico diidratado — NaH,PO4.2H,0 P.A.
e Fosfato dissédico dodecahidratado — Na,HPO4.12H,0 P.A.
e Sulfato de cobre pentahidratado — CuSQO4.5H,0 P.A.

e Solucao comercial de acido bicinconinico [(HO2CCsHsN),] 0,2%
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24.3. soLUcAo DE AcIDo CLORiDRICO (HCL 0,5 M)

(a) Em béquer de vidro de 500 mL colocar cerca de 300 mL de agua ultrapura (Milli-Q®);

(b) na capela, sob exaustao e usando proveta de vidro graduada, adicionar, devagar e com
cuidado, 42 mL de acido cloridrico concentrado. Utilizar luvas nitrilicas e éculos de seguranca
para manusear o acido;

(c) aguardar a solucao esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL;

(d) completar o volume com agua Milli-Q® e armazenar em frasco devidamente identificado.

24.4. SOLUCAO TAMPAO TARTARATO
A solucdo tampao tartarato é preparada misturando-se 14.11 g de tartarato de sddio e potassio
(C4H4KNaOs.4H,0) em 100 mL de agua Milli-Q®. Apds a mistura, adicionar 1 mL da solucdo de acido cloridrico

0,5 M (item 24.3) e ajustar o pH da solugdao em 5,5.

24.5. SOLUGCAO DE ACIDO BICINCONiNICO (0,1%)
Diluir um volume de solucao de acido bicinconinico (0,2%) em igual volume da solucdo tampao
tartarato (item 24.4).

24.6. SOLUGAO REDUTORA DE HIDROXILAMINA (10%b0)
Dissolver 10,0 g de cloridrato de hidroxilamina em 100 mL de agua ultrapura e agitar até a completa

solubilizacdo do reagente.

24.6.1. SOLUGAO TAMPAO FOSFATO (PARA REMOGAO DE fONS FE3*)

(@) Solucdo de fosfato monossodico 0,2 M (Solucdo A): Em baldao volumétrico de 100 mL,
dissolver 3,120 g de fosfato monossddico diidratado (NaH.PO4.2H,0) em agua ultrapura. Agitar
para obter completa solubilizacdo do reagente;

(b) Solucdo de fosfato dissodico dodecahidratado 0,2 M (Solucdo B): Em baldo volumétrico
de 25 mL, dissolver 1,791 g de fosfato dissddico (Na;HPO4.12H,0) em agua ultrapura. Agitar para
obter completa solubilizacdo do reagente;

(c) Solucdo Tampéao Fosfato: Misturar 87,7 mL da solucdao (A) com 12,5 mL da solucao (B).

24.7. SOLUGAO ESTOQUE DE COBRE CUPROSO (1,0 G/L Cu*?)
Pesar em balanca analitica 0,393 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuS04.5H,0) e dissolver em
baldo volumétrico de 100 mL com a solucdo de acido cloridrico 0,5 M (item 24.3). Agitar até obter a completa

dissolugao do reagente.

24.8. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (15— 125 MG/L)
Preparar a curva de calibracdo partindo da solucdo estoque de 1,0 g Cu*!/L e realizando as diluicdes
proposta na Tabela 36, com agua ultrapura (Milli-Q®), usando balGes volumétricos de 20 mL. Preparar cada

padrdo, no minimo, em triplicatas (Lembrar que a triplicata consiste em preparar trés solugbes de mesma

concentragdo para efetuar a medida).
Submeter os padrdes ao mesmo protocolo descrito para as amostras (item 24.9) e tragar a curva de
calibracao. Lembrar de agitar os baldes volumétricos das soluges padroes imediatamente antes de pipetar e

transferir as aliquotas para o tubo de reagao.
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Tabela 36: Relacdo das concentracoes e aliquotas da solucao padrdo para a curva de calibragdo.
Concentracoes estimadas Aliquota da solugdao mae (mL) para diluicao

(mg Cu*'/L) em baldo volumétrico de 20 mL
0,0 (branco) 0,0

15,0 0,30

25,0 0,50

45,0 0,90

65,0 1,30

85,0 1,70

105,0 2,10

125,0 2,50

Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita todas as vezes que novas solugdes reagentes
forem preparadas ou sempre que o aparelho passe por manuteng&o.

Fonte: Os autores.

24.9. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE COBRE TOTAL

(a) Em tubos do tipo eppendorf de 2,0 mL adicionar 15 YL de amostra, ja previamente diluida em
agua Milli-Q®, caso necessario;

(b) adicionar 200 L da solucdo redutora (hidroxilamina), tampar, agitar e aguarda reagir por 10 min
a temperatura ambiente;

(c) adicionar 650 L da solucdo tampao de tartarato, tampar e homogeneizar a amostra;

(d) adicionar 50 pL da solucao de acido bicinconinico (BCA 0,1%), tampar novamente e agitar em
vortex por alguns segundos;

(e) apods o completo desenvolvimento da cor (aguardar mais 10 min), transferir uma aliquota para
cubeta de vidro com passo 6tico de 1,0 cm e efetuar a leitura em comprimento de onda de
562 nm, zerando o espectrofotdmetro com o branco, preparado com agua ultrapura (Milli-Q®) no

lugar da amostra.

Observacoes:

1) O procedimento acima descrito se refere a determinacdo da concentragdo de cobre total da
amostra, ou seja, da soma das parcelas dos ions cuproso e cuprico (Cu*! e Cu*?). Caso se deseje
analisar apenas a fracdo de fon no estado reduzido (Cu*!) originalmente presente na amostra,
substituir a adicdo da solugdo de hidroxilamina (item 24.9 (b)) por 200 ulL de dgua Milli-Q® e seguir
0S passos subsequentes. A concentracdo de cobre no estado oxidado (CLF*), por sua vez, pode ser
obtida pela diferenca entre a concentragdo de cobre total e cobre cuproso (Cutt).

2) Caso as amostras apresentem turbidez ou coloragdo excessiva, que possam ocasionar
interferéncias na leitura, convém preparar um branco modificado consistindo da amostra e os
reagentes sucessivos, com excecdo do acido bicinconinico (item 24.9 (d)). Adicionar 50 uL de dgua
ultrapura no lugar do BCA e ler em conjunto com as amostras. Subtrair, entdo, o valor medido na

leitura desse branco modificado do resultado da andlise das amostras.
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24.10. PRE-TRATAMENTO PARA REMOGAO DA INTERFERENCIA DEVIDA AO ION FERRICO (FE3*)

Caso as amostras apresentem concentracoes de ion férrico em concentragao na ordem de grandeza
proxima da concentracdo de cobre, adicionar 1,0 mL da solugdo tampao fosfato para cada 2,0 mL de amostra
a ser tratada. Agitar e transferir 2,0 mL da mistura para tubo de eppendorf, submetendo, em seguida, a
9.500 rpm na minicentrifuga, por 3 min, para a precipitagdo do Fe3*. Utilizar o sobrenadante na realizacdo da

analise, multiplicando o resultado final pelo fator de diluicdo empregado (f = 3,0/2,0 = 1,50).
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25.CLORETOS TOTAIS — METODO DE MOHR (ARGENTOMETRICO)

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

25.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O anion cloreto (Cl) pode ser determinado por meio de métodos gravimétricos, volumétricos,
potenciométricos ou colorimétricos. Os métodos volumétricos, como por exemplo, os métodos de Mohr e
Volhard, sdo extensivamente utilizados, tendo sido desenvolvidos no século XVII. O método de Mohr consiste
na determinacao direta do ion cloreto através da titulagdo da amostra com uma solucao padronizada de nitrato
de prata (AgNOs), tendo uma solugdo de cromato de potassio (K,CrO4) como indicador.

O cation Ag* reage com o anion CI formando cloreto de prata (AgCl), um sélido branco e insoltvel em
agua. O ponto final da titulagdo é identificado apos todos os ions Ag* terem se depositado sob a forma de
AgCl, ocorrendo entdao a precipitacdo do cromato de prata (Ag.CrQ.), visualizado pela coloracdo marrom-
avermelhada (vermelho tijolo).

Essa titulacdo exige a manutencao do pH da amostra dentro da faixa de 7,0 a 10,0. Se o meio estiver
acido (pH < 7,0) o cromato de potassio ndo reagira com a prata, pois seu equilibrio sera deslocado no sentido
da formacdo de dicromato. Ja se o meio estiver basico (pH > 10,0) a prata precipitara na forma de hidrdxido.

fons brometo, iodeto, cianeto e sulfeto interferem positivamente, sendo titulados em conjunto com o
cloreto. Ortofosfatos acima de 25 mg/L precipitam como fosfatos de prata. Ferro acima de 10 mg/L podera
mascarar o ponto final da titulacao.

Sulfeto, tiossulfato e sulfito podem ser removidos por tratamento da amostra com perdxido de
hidrogénio. Cor ou turbidez também devem ser eliminadas previamente a titulagdo, o que pode ser realizado

com a dosagem de uma suspensdo de hidrdxido de aluminio seguida de decantacao e filtragao.

25.2. MATERIAL

e Aparato de filtragdo a vacuo com membrana filtrante de 1,2 um de poro

e Agitador magnético e barra magnética

e Almofariz e pistilo

e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Baldo volumétrico de 1.000 mL

e Bureta de vidro de 50,00 mL

e Erlenmeyer de 250 mL

e Espatula dosadora

e Estufas a 60°C e 103-105°C

e Nitrato de Prata — AgNOs P.A.

e Cromato de Potdssio — K,CrO4 P.A.

e Cloreto de Sédio — NaCl P.A.

e Perdxido de Hidrogénio — H,0, 30% P.A.

e Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4 P.A.

e Hidroxido de Sodio — NaOH P.A.

e Suspensdo de Hidrdxido de Aluminio (ver item 25.9)

¢ Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [C¢H4COO.C(CsH4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.
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Observacao: Utilizar apenas dgua isenta de fons cloreto (de preferéncia, agua ultrapura — Milli-Q®)
no preparo das solugoes reagentes e na diluicdo das amostras, para evitar interferéncias devidas as

concentragoes residuais de cloretos oriundos da agua de abastecimento.
25.3. SOLUGAO PADRAO DE NITRATO DE PRATA 0,0141 N
ATENCAO: O Nitrato de Prata deve ser manuseado sempre com luvas e jaleco. Pode provocar

queimaduras na pele. Em baixas concentracoes provoca manchas escuras persistentes por alguns

dias. Por ser inflamavel e explosivo, manter longe de fontes de calor, e de outros reagentes, tais

como etanol, hidroxido de sodio, dgua oxigenada, acidos, etc. Cuidado!

(a) Triturar com almofariz e pistilo cerca de 5 g de nitrato de prata (AgNO;) e secar em estufa a
60°C por cerca de 24 h; resfriar em dessecador imediatamente antes do uso;

(b) em balanca analitica, pesar 2,395 g do nitrato de prata previamente seco, transferindo
quantitativamente para baldo volumétrico de 1.000 mL usando agua ultrapura (Milli-Q®);

(c) agitar para dissolver o reagente e completar o volume do baldo com agua Milli-Q®;

(d) armazenar a solucdo em frasco ambar, devidamente identificado e ao abrigo da luz.

25.4. SOLUCAO PADRAO DE CLORETO DE sODIO 0,0141 N

(a) Pesar 0,824 g de cloreto de sddio (NaCl) previamente seco em estufa a 103-105°C (por, no
minimo, 2 h antes do uso) e resfriado em dessecador;

(b) dissolver em baldao volumétrico de 1.000 mL com agua ultrapura (Milli-Q®);

(c) a solucdo resultante apresentara uma concentracdo de cloreto igual a 500 mg/L.

25.5. SOLUGCAO INDICADORA DE CROMATO DE POTASSIO (5%)

(a) Dissolver 50 g de cromato de potassio (K:CrO;) em 100 mL de agua ultrapura (Milli-Q®) e
adicionar;

(b) colocar a solucdo em agitagdo magnética e ir dosando, aos poucos, a solucdo de nitrato de prata
(AgNO:s) até que haja formagao de um precipitado marrom-avermelhado persistente;

(c) deixar a solugdo descansar, ao abrigo da luz, por 12 h;

(d) filtrar em membrana de 1,2 ym para remover o precipitado;

(e) em seguida, diluir para 1.000 mL com agua Milli-Q® usando baldo volumétrico;

() armazenar em frasco ambar devidamente identificado e ao abrigo da luz.

25.6. SOLUCAO DE ACIDO SULFURICO 1 N

Na capela, com a exaustdo ligada e auxilio de proveta de vidro graduada, adicionar cuidadosamente
107 mL de acido sulfdrico concentrado (H.S04) a 800 mL de agua Milli-Q®. Utilizar luvas nitrilicas e éculos de
seguranca para manusear o acido. Aguardar a solucao esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL,

completando em seguida o volume com agua Milli-Q®.
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25.7. SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 1 N
Dissolver cuidadosamente cerca de 40 g de hidroxido de sédio (NaOH) em 500 mL de agua Milli-Q®.
Utilizar luvas, éculos de seguranca e realizar esse procedimento na capela, sob exaustdo. Aguardar a solugdo

esfriar e transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL, completando com agua Milli-Q®.

25.8. PADRONIZAGAO DA SOLUGAO DE NITRATO DE PRATA

(a) Transferir 10 mL da solucdo padrao de cloreto de sédio 0,0141 N para Ernelmeyer de 250 mL e
completar o volume com 90 mL de agua ultrapura (Milli-Q®);

(b) ajustar o pH da solucdo para a faixa de 7,0 a 10,0 utilizando algumas gotas da solucdo indicadora
de fenolftaleina (elevar o pH da solucdo até cor rosa clara persistente com dosagem de NaOH
1 N, abaixando o pH em seguida até a viragem para incolor com dosagem de H,SO4 1 N);

(c) adicionar 1 mL da solucao indicadora de cromato de potassio e homogeneizar;

(d) titular lentamente com a solucdo de nitrato de prata até o aparecimento do precipitado marrom-
avermelhado (vermelho tijolo);

(e) calcular a normalidade real da solucdo de nitrato de prata conforme a equagao a seguir:

_ (VNaCI x NNaCI)

NAgNO3 =

Equacao 91
VAgNO3

Na qual:

Vinaar = Volume da solugdo padrao de cloreto de sodio utilizada (mL)
Nnact = Normalidade da solucao padrao de cloreto de sodio (N)

Vagnos = Volume da solucdo de nitrato de prata gasto na titulagdo (mL)

Nagnos = Normalidade corrigida da solugdo de nitrato de prata (N)

25.9. PROCEDIMENTOS PARA A PREPARAGCAO DA AMOSTRA

— Caso a amostra apresente cor ou turbidez significativa, adicionar cerca de 3 mL da suspensao de
hidroxido de aluminio (AI(OH);) ao volume que sera utilizado na titulagdo, homogeneizar e aguardar a
decantacdo. Em seguida, submeter o sobrenadante a filtracdo em membrana de 1,2 ym. A suspensdo de
Al(OH); deve ser preparada conforme apresentado anteriormente, no item 18.1.5, utilizando-se apenas agua
Milli-Q® e repetindo a lavagem da suspensdo até que ndo seja mais observada a presenga de ions cloretos no
sobrenadante (separar o sobrenadante em béquer de vidro e testar com algumas gotas da solugao de nitrato
de prata; caso ocorra a formacdo de precipitado branco, ainda ha cloretos a serem removidos).

— Para a remocao de interferéncias devida a sulfetos, tiossulfato e sulfito, adicionar cerca de 1 mL de
agua oxigenada (H,0, 30%) ao volume que sera titulado e manter em agitacdo magnética por cerca de 1 min.

— Em todos os casos, recomenda-se filtrar previamente amostras contendo material em suspensao

utilizando membrana com diametro de poro de 1,2 pm.

25.10. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE CLORETOS
(a) Transferir 100 mL de amostra filtrada, ou menos, contendo entre 0,25 a 20 mg CI" para um
erlenmeyer de 250 mL; caso necessario, completar com agua Milli-Q® para obter um volume final

de, no minimo, 50 mL;
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(b) dosar algumas gotas do indicador fenolftaleina (ver observacdo*) e homogeneizar;

(c) caso a solucdo permanega rosa, abaixar o pH até o ponto de viragem (incolor) com algumas
gotas da solugdo de H,SO4 1 N;

(d) caso a solucdo permanega incolor, elevar o pH com algumas gotas da solu¢cdo de NaOH 1 N até
coloracdo rosa clara persistente, e abaixar novamente até o ponto de viragem (incolor) com a
solucdo de H;S0O4 1 N;

(e) adicionar 1 mL da solugdo indicadora de cromato de potdassio 5% e misturar;

(f) com auxilio de uma bureta, titular vagarosamente com a solugao padronizada de nitrato de prata
até o aparecimento de um precipitado marrom-avermelhado (vermelho tijolo);

(g) calcular a concentracao de cloretos na amostra conforme a equacao a seguir:

Vv x N
( AgNO3 AgNO3) % 35.450 Equagao 92

AMOSTRA

mgCl /L=

Na qual:
Vagnos = Volume da solugdo padronizada de nitrato de prata utilizada (mL)
Nagnos = Normalidade da solugdo padronizada de nitrato de prata (N)

Vamostra = Volume inicial de amostra utilizada (mL)

*Observacdo: E preferivel utilizar a solugdo indicadora de fenolftaleina no ajuste o pH da amostra
para a faixa de 7,0 a 10,0 ao invés de recorrer a pHmetro com eletrodo de prata/cloreto de prata

(Ag/AgCl), o que poderia resultar em alteragdes no resultado da analise de cloretos.

25.11. DETERMINACAO DO BRANCO

Caso seja necessario obter resultados com maior grau de precisao, titular uma amostra de 100 mL de
agua livre de cloretos (agua ultrapura — Milli-Q®) ao mesmo procedimento para determinacdo da concentracdo
de cloretos totais (item 25.10). Descontar o volume obtido na titulagdo do branco (Veranco, Usualmente entre
0,2 e 0,3 mL) do volume de nitrato de prata gasto na titulacao das amostras reais. Nesse caso, a equacao para

o calculo da concentragdo de cloretos fica como mostrado abaixo:

Vv -V x N
mgCl /L= ( AGNO3 BRANCO) ANOS 1 35.450 Equacdo 93

VAMOSTRA
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26.0XIGENIO DISSOLVIDO — METODO DE WINKLER (TITULOMETRICO)

(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005)

26.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A concentracado de oxigénio dissolvido (OD) constitui um parametro chave para a avaliagdo da poluigao
das aguas naturais e para o controle dos processos de tratamento de aguas residuarias.

O método de Winkler, proposto em 1888, é o procedimento titulométrico mais preciso e confidvel para
a determinagao do oxigénio dissolvido na agua, sendo inclusive utilizado em ensaios de DBO, ou ainda para a
calibragdo e verificacdo da acuracia de sondas destinadas a medigao do OD /n situ.

O método se baseia na oxidagao do hidréxido manganoso (Mn(OH),) pelo oxigénio dissolvido na agua,
resultando na formacgdo de um precipitado marrom, o hidréxido manganico (Mn(OH)a,).

Quando um precipitado branco € obtido, ndo existe oxigénio dissolvido na amostra.

Ap0s a fixagdo do oxigénio dissolvido (pela adicdo de sulfato manganoso e uma base forte) a amostra
é acidificada e o iodo € liberado a partir da oxidacao do ion iodeto (I).

Uma vez que o iodo liberado é proporcional a quantidade de oxigénio dissolvido presente, essa pode
ser entdo determinada por meio da titulacdo do iodo com uma solucdo de tiossulfato de sédio (NaxS;0s). As
interferéncias devidas a presenca de ions nitrito sdo evitadas pela adigdo de azida sodica (NaNs).

Amostras contendo ferro férrico (Fe3*) devem ser tratadas pelo procedimento modificado do
permanganato. Ja altas concentracdes de sdlidos em suspensdao devem ser previamente eliminadas por
coagulacao e floculagdo com alimen de potassio (AIK(SO.),). Para amostras de lodos ativados, as quais
apresentam altas taxas de consumo de oxigénio dissolvido, a acdo dos microrganismos deve ser previamente
inibida pela adicdo de uma solucdo de sulfato de cobre + acido sulfamico. Todas essas modificacdes da
metodologia original podem ser encontradas no Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2005).

Vale lembrar que amostras para determinacao de OD devem ser coletadas sempre com muito cuidado:
N&o deixa-las em contato com o ar e nao agita-las, pois qualquer perturbagdo pode provocar uma mudanca no
seu contelido gasoso. Proteger da luz e titular o mais rapidamente possivel.

Sulfetos, compostos reduzidos de enxofre e cloro molecular residual devem estar ausentes!

26.2. MATERIAL

e Aparato de filtragdo a vacuo com membrana filtrante de 1,2 pum de poro

e Agitador magnético e barra magnética

e Aerador com pedra porosa

e Balanca analitica (precisao + 0,0001 g)

e Baldo volumétrico de 1.000 mL

e Béquer de 1.000 mL

e Erlenmeyer de 250 mL

e Espatula dosadora

e Frascos de DBO com tampa esmerilhada de 250 a 300 mL
e Micropipetas de 1.000 e 10.000 pL

e Pipeta de vidro de 1,0 mL

e Provetas graduadas de 50, 100 e 1.000 mL
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e Sulfato Manganoso monohidratado — MnSQ04.H,0 P.A.
e Iodeto de sddio — Nal P.A.
e Azida Sddica — NaNs P.A.
e Amido soltvel — (C¢H100s)n P.A.
e Tiossulfato de sddio pentahidratado — Na,S,03.5H,0 P.A.
e Dicromato de potassio — K,Cr,0; P.A.
e Hidréxido de Sédio — NaOH P.A.

 Acido sulftrico concentrado — H.SO4 P.A.

26.3. AGUADE DILUICAO DESOXIGENADA
Para o preparo das solugdes (quando indicado), coletar previamente um volume razoavel de agua
deionizada (~ 4,5 litros), ferver por cerca de 5 min e manter sob fluxo de nitrogénio ou arg6nio durante o

resfriamento (por cerca de 15 min).

26.4. SOLUGAO DE SULFATO MANGANOSO (MNSO4)

(a) Dissolver 364 g de sulfato manganoso monohidratado (MnSO4.H,0) (ou 480 g de MnS04.4H,0,
ou ainda 400 g de MnS04.2H,0) em aproximadamente 800 mL de agua desoxigenada;

(b) filtrar em membrana de 1,2 ym;

(c) diluir em baldo volumétrico de 1.000 mL.

Observacao: Esta solucdo ndo deve apresentar cor na presenca de amido quando for adicionada a

uma solucdo de iodeto de potassio acidificada.

26.5. SOLUGCAO ALCALINA DE IODETO-AZIDA

ATENCAO: N0 acidificar essa solugdo para evitar a emisséo de vapores toxicos e explosivos!

Manter a azida sodica e suas solucoes longe de dcidos fortes e de fontes de calor! Cuidado!

(a) Colocar um béquer de 1.000 mL com cerca de 800 mL de agua desoxigenada em banho de gelo,
na capela, sob exaustdo;

(b) dissolver cuidadosamente 500 g de hidroxido de Sodio (NaOH) (ou 700 g de hidroxido de
potassio — KOH) e 135 g de iodeto de sodio (Nal) (ou 150 g de iodeto de potassio — KI). Utilizar
luvas, jaleco e dculos de seguranca para realizar o procedimento;

(¢) diluir para a marca de 1.000 mL com agua desoxigenada e aguardar esfriar;

(d) adicionar 10 g de azida sddica (NaNs) previamente dissolvida em 40 mL de agua desoxigenada e
homogenizar;

(e) armazenar em frasco plastico devidamente identificado.

Observacgao: Esta solucdo se aplica apenas para amostras saturadas ou nao saturadas. Amostras
Supersaturadas deverdo ser tratadas com uma solu¢do mais concentrada de iodeto (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).
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26.6. SOLUGAO INDICADORA DE AMIDO

(a)

()
©
(@)

Dissolver 5 g de amido soltivel em um pouco de agua deionizada, misturando até formar uma
pasta uniforme;

transferir para um béquer contendo 1.000 mL de agua fervendo e promover a mistura;

aguardar esfriar e sedimentar por 24 h;

recolher o sobrenadante e adicionar a ele 1,25 g de acido salicilico e 4 g de cloreto de zinco, para

preservar a solucdo.

26.7. SOLUGAO PADRAO DE TIOSSULFATO DE s6DI10 0,025 N

(@)
(b)

(©
(@)

Em balanca analitica, pesar 6,205 g de tiossulfato de sddio pentahidratado (Na»S;03.5H,0);
dissolver juntamente com 0,4 g de hidroxido de sddio (NaOH) em aproximadamente 800 mL de
agua desoxigenada;

transferir para um baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua desoxigenada;
armazenar em frasco ambar, ao abrigo da luz, e padronizar semanalmente (ou antes do uso)

com a solucgdo padrao de dicromato de potassio 0,1 N.

26.8. SOLUGCAO PADRAO DE DICROMATO DE POTASSIO 0,1 N

(@)

()

(©
(@

Em balanga analitica, pesar com exatiddo 4,9 g de dicromato de potassio (K,Cr.0;), previamente
seco em estufa a 103-105°C por, no minimo, 2 h antes do uso, e resfriado em dessecador;
transferir o sal quantitativamente para um baldo volumétrico de 1.000 mL usando agua
deionizada;

homogeneizar a solucdo e completar o volume;

agitar bem e armazenar em frasco ambar, ao abrigo da luz e devidamente identificado.

26.9. PADRONIZACAO DA SOLUCAO DE TIOSSULFATO

(a)

()
(©
(@)
(e)
U
@)

h)

Na qual:

Transferir 10 mL da solucdo padrdo de dicromato de potassio (K.Cr>0;) 0,1 N para erlenmeyer de
250 mL;

adicionar cerca de 80 mL de agua deionizada;

com pipeta de vidro, adicionar 1,0 mL de acido sulfirico concentrado;

deixar a solugdo repousar por 6 min no escuro;

adicionar, em seguida, uma espatula (cerca de 1 g) de KI (iodeto de potassio) livre de iodato;
titular contra a solucdo de tiossulfato até o aparecimento de uma coloracao amarelo-palha;
adicionar algumas gotas da solucdo indicadora de amido e prosseguir a titulagdo até a viragem
do azul para o incolor;

calcular a normalidade real do tiossulfato conforme a equagdo a seguir:

N B (VDICROMATO X NDICROMATO) .
TIOSSULFATO — v Equagao 94
TIOSSULFATO GASTO

Vbicromato = Volume da solugdo padrao de dicromato de potassio utilizada (mL)
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Noicromato = Normalidade da solugdo padrdo de dicromato de potassio (N)
Vriossutrato gasto = Volume da solugdo de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo (mL)
Niossutrato = Normalidade corrigida da solugdo de tiossulfato de sédio (N)

26.10. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE OXIGENIO DISSOLVIDO

(a) Coletar a amostra para determinacdo de OD cuidadosamente e evitando turbuléncias em frasco
de DBO com tampa esmerilhada (250 a 300 mL);

(b) adicionar, gentilmente, 1 mL da solucdo alcalina de iodeto-azida seguida de 1 mL da solucao de
sulfato manganoso;

(c) tampar com cuidado para excluir as bolhas de ar da garrafa (ndo deixar headspace) e misturar
suavemente por inversao algumas vezes;

(d) manter em repouso até o precipitado sedimentar abaixo da metade do volume da garrafa,
adicionando em seguida 1 mL de acido sulftrico concentrado;

(e) tampar e misturar varias vezes até dissolucao completa;

(f) transferir cuidadosamente (deixando escorrer pela parede) cerca de 100 mL para erlenmeyer de
250 mL e colocar sob lenta agitagdo magnética;

(g) adicionar algumas gotas da solucdo indicadora de amido, o que tornara a solugdo azul, e titular
com solugdo de tiossulfato 0,025 N até que a cor desapareca;

(h) calcular a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) conforme a equacdo a seguir:

V. x N
mg 02 / L — ( TIOSSULFATO GASTO TIOSSULFA'IO)>< 8000 Equagéo 95

VAMOSTRA

Na qual:
Vriossutrato gasto = Volume da solugdo padrdo de tiossulfato gasto na titulagdo (mL)
Niossutrato = Normalidade real da solucdo de tiossulfato de sédio (N)

Vamostra = Volume inicial da amostra (mL)

Observacao: Quando a cor for muito ténue, titule devagar. Caso a cor azul ndo volte apos o
término da titulacdo (até 20 s depois) € sinal de que foi adicionado mais agente titulante do que o

necessario!

26.11. CALIBRACAO DE OXIMETRO (SONDA DE OD)

(a) Manter cerca de 1 litro de agua deionizada sob aeracao por aproximadamente 2 h;

(b) deixar em repouso de 15 a 30 min;

(c) transferir a agua para dois frascos de DBO (250 a 300 mL);

(d) em um dos frascos, colocar a sonda do oximetro e ligar o aparelho;

(e) no outro frasco, adicionar 1 mL da solucdo alcalina de iodeto-azida seguida de 1 mL da solucao
de sulfato manganoso;

(f) tampar e agitar vigorosamente por 10 vezes;

(g) deixar o precipitado marrom sedimentar até metade do frasco;



h)
)
(k)
)
(m)

(n)
(o)

»)

(q)

(r)
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adicionar 1 mL de acido sulfirico concentrado;

tampar e agitar mais 10 vezes;

retirar uma aliquota de 100 mL e transferir para erlenmeyer de 250 mL;

adicionar algumas gotas da solucdo de amido;

titular com a solugao de tiossulfato de sddio 0,025 N até que a amostra se torne incolor;

calcular o oxigénio dissolvido (OD) através da Equacgdo 95 e ajustar o valor de OD obtido no
oximetro;

na sequéncia, completar outros dois frascos de DBO (250 a 300 mL) com agua deionizada;
adicionar sulfito de sédio em ambos (cerca de uma espatula), juntamente com uma
ponta de espatula de cloreto de cobalto (tracos);

em um dos frascos, adicionar 1 mL da solucdo alcalina de iodeto-azida e mais 1 mL da solucdo de

sulfato manganoso;

caso haja formacao de um precipitado branco, colocar a sonda no outro frasco e ajustar o zero
no aparelho;

caso contrario, repetir a adicdo de sulfito de soédio nos dois frascos, até que se forme um
precipitado branco apds adicao de 1 mL da solucdo alcalina de iodeto-azida, sequida de 1 mL da

solugao de sulfato manganoso no frasco de teste.
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27.METANO DI1SSOLVIDO — METODO CROMATOGRAFICO INDIRETO
(SOUZA; CHERNICHARO; AQUINO, 2011; SOUZA, 2010)

27.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Em digestores anaerdbios, parcela dos gases gerados podem permanecer dissolvida no meio liquido
(VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994; NOYOLA et al., 2006). Isso acontece porque o biogas é produzido quando a
concentragdao de seus componentes na fase liquida excedem as suas concentracdoes de saturacao (VAN
HAANDEL; LETTINGA, 1994). Dessa forma, uma parte do biogas gerado acaba sendo perdida com o efluente,
liberada para a atmosfera com a despressurizacao da corrente liquida do sistema.

As perdas praticas de metano em um reator UASB podem variar de 20 a 60% em funcdo do metano
dissolvido no efluente que acaba liberado para a atmosfera (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994; AGRAWAL et
al., 1997; SINGH; VIRARAGHAVAN, 1998). Hartley e Lant (2006), desenvolveram a hipdtese de que o metano
dissolvido no efluente de reatores anaerdbios poderia estar supersaturado em relagdo a saturacdo tedrica
proposta pela lei de Henry, o que também pode estar relacionado com problemas de transferéncia de massa
da fase liquida para a gasosa (PAUSS et al., 1990).

Esses estudos, vistos em perspectiva, apontam para a necessidade de um melhor entendimento da
supersaturacdo do metano e de outros componentes gasosos do biogas gerados em sistemas anaerdbios. E
isso tanto para evitar, no ambito das estagGes de tratamento de efluentes, a emissao excessiva de gases
responsaveis pelo efeito estufa, caso do CH4 e do CO,, quanto para minimizar as perdas de metano que
impactam negativamente na recuperacdo de energia pelo reaproveitamento do biogas.

O método aqui apresentado permite quantificar a fracdo de metano dissolvida no efluente de reatores
anaerobios, e foi proposto por Souza (2010). Destaca-se que o presente método é de facil execucdo, e pode
ser utilizado para quantificar também outros componentes gasosos presentes na forma dissolvida em efluentes

de biorreatores (por exemplo, H, e COy,).

27.2. MATERIAL
e Balanca analitica
e Cromatdgrafo gasoso
e Camara termostatica ou incubadora com temperatura controlada
e Seringa cromatografica ou seringa com valvula gas-tight
e Frascos de antibidtico (60 mL) com tampas de borracha e lacres de aluminio
e Alicate lacrador/recravador (Crimper)
e Valvula gas-tight
e Agulha
e Mangueiras de poliuretano (PU)

e Linha de gas inerte (por exemplo: N, ou Argonio)

27.3. PREPARO DOS FRASCOS DE ENSAIO

Para o desenvolvimento da metodologia, separar frascos de antibidtico de 60 mL, aferindo o peso
vazio de cada frasco (Po, em g) e o peso dos mesmos cheios de agua (P;, em g). Pela diferenca de peso,
determinar o volume liquido (mL) de cada frasco (Pr = P1 — Po). Para efeito de calculo, considerar a massa

especifica da agua de 1,0 g/mL.
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27.4. PROCEDIMENTO
(a) Encher o frasco de antibiético com agua de torneira e lacrar o frasco. Conecte duas agulhar a

tampa de butila, sendo que uma delas devera estar acoplada a valvula gas-tight (ver Figura 10).

Figura 10: Esquema de frasco de antibidtico cheio de agua com duas agulhas conectadas a tampa de butila, sendo
uma agulha comum e a outra agulha conectada a valvula gas-tight

AGULHA COMUM —» %, «—VALVULA GAS-TIGHT

[
S

11- _”j

Fonte: Os autores.

(b) conecte a valvula gas-tight aberta a linha de gas (os tubos PU de 4 mm sdo os mais indicados) e
fluxione N, ou argobnio até esvaziar completamente o frasco (Figura 11). A dgua sera expulsa pelo
orificio da outra agulha. Dessa forma, garantimos que toda atmosfera do frasco lacrado contera

apenas gas inerte;

Figura 11: Demonstracdo de esvaziamento do liquido do frasco de antibidtico com gas inerte.
) e A

Fonte: Os autores.

(c) apds o esvaziamento do frasco, deixe fluxionando gas inerte por mais 2-3 min, assegurando que
todo o frasco estara exclusivamente cheio do gas inerte, sem oxigénio. Ao final desse tempo,
desligue o fluxionamento do gas e retire a agulha comum, deixando apenas a agulha com a
valvula gas-tight na posicao fechada. Dessa forma, o frasco estara submetido a uma atmosfera
anaerodbia em pressdo atmosférica;

(d) na sequéncia, coletar cerca de 25 ml do efluente com uma seringa;



(e)

@

@)

h)

@)
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transferir o liquido da seringa para o frasco de antibidtico preparado conforme os itens anteriores
(injetar a amostra através da agulha com valvula gas-tight, fechando a valvula antes de retirar a
seringa para evitar escape ou contaminacdo da fase gasosa);

caso a amostra nao seja analisada imediatamente, conservar em geladeira;

imediatamente antes de realizar a analise, ambientar os frascos por, no minimo, 50 min a
temperatura controlada (25°C). De preferéncia, manté-los em incubadora, com agitacdo por
cerca de 10 min, para o estabelecimento do equilibrio entre as fases liquida e gasosa. Caso nao
seja possivel, agitar manualmente os frascos por alguns minutos, deixando descansar um pouco
antes de efetuar a amostragem do gas;

com seringa propria, amostrar uma aliquota da fase gasosa, permitindo o equilibrio da pressdo na
seringa com a pressao do headspace do frasco;

determinar a composigao com auxilio de cromatografia gasosa, de acordo com as recomendag6es

do equipamento e metodologia de uso corrente;

(7) o célculo é ent3o efetuado de acordo com a equagdo a seguir:
[%CH, ]
g
100 - [dens. Vgés‘l‘(Plucal — P,_,ap). K -Viig ] )
CH,|s= Equacdo 96
[CHs]q v
lig
Na qual:

[CH4]d é a concentragdo de metano dissolvido no efluente (mg/L);

[%CH4]g € a fracdo de metano no headspace do frasco (%);
dens é a densidade do metano (595,4 mg/L a 25°C e 0,91 atm);

Vgss € 0 volume da fase gasosa do frasco, obtido pela diferenca entre o volume total do frasco (item 27.3) e 0

volume de amostra liquida (mL);

Piocal € @ pressdo atmosférica local (atm);

Pvap € a pressdo de vapor de agua (0,032 atm a 25 °C);

Kn é a constante da Lei de Henry para o metano (21,5 mg/L.atm a 25°C);

Viiq € 0 volume da fase liquida (amostra) no frasco (mL).

que segue:

_ [CH4]q-Qen

CH,

Na qual:

Por fim, para transformacao dos valores em termos de vazdo de metano dissolvido, aplicar o calculo

Equacdo 97
dens

PcHa € a vazdo volumétrica diaria de metano dissolvido perdido no efluente do reator (L CH4/d a 25°C);

[CH4]d é a concentracdo de metano dissolvido no efluente (mg/L);
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dens é a densidade do metano (595,4 mg/L a 25°C e 0,91 atm);

Qefi € a vazao didria de efluente liquido produzido pelo o reator (L/d).

Observacoes:
1) Para a corre¢do da constante de Henry para outras condicoes de temperatura e pressdo, bem
como para consultar os valores das constantes de outros constituintes do biogds, utilizar a

compilacdo de dados e calculos reportados por Sander (1999).

2) A injecdo de um volume de amostra no frasco lacrado provocard uma alteracdo na pressao
interna do mesmo. No entanto, como o0s volumes em questao sdo pequenos, essa variacdo pode ser
negligenciada. Vale pontuar que a medicdo de pressdo com os transdutores disponiveis no LPB
também provocam uma pequena variacéo a cada medicdo, e portanto, também introduzem erros na

medicdo. Assim, recomenda-se adotar a pressao atmosférica para os efeitos dos calculos.

3) Um outro protocolo para preparo do frasco envolve utilizar uma vélvula de trés vias para criar
vacuo no frasco lacrado. Nesse caso, ao adicionar um volume de amostra liquida, deve-se
necessariamente proceder a medicdo da pressdo interna com um transdutor. O operador deverd
estar atento a possibilidade de ocorréncia de pressbes parciais negativas e ao uso de equipamentos
adequados (nem todos os transdutores disponiveis no LPB sdo capazes de efetuar a medicdo de

pressoes negativas).
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28.B10GAS — METODO DO DESLOCAMENTO DE VOLUME
(AQUINO et al., 2007; WALKER et al., 2009)

28.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A producdo de biogas é medida com o auxilio de um gasémetro composto por um erlenmeyer ou
frasco Duran® adaptado (selo hidrico) e uma pipeta graduada de 25,0 a 50,0 mL (para reatores em batelada)
ou um frasco de Mariotte (para reatores com producdo continua).

O biogas que sai do reator atravessa o selo hidrico, o qual contém uma solucao fortemente alcalina
(para a retencao do CO; e do H,S) ou uma solucdo salina acidificada (para minimizar a solubilizacdo dos gases
presentes), deslocando um volume de liquido que é igual ao volume de metano ou hidrogénio produzido (no

primeiro caso), ou ao volume de biogas total produzido (no segundo caso).

28.2. MATERIAL

e Balanga semi-analitica (precisdo + 0,01 g)

e Béquer de 2.000 mL

e Erlenmeyers com rolha (ou frascos Duran® com tampa de butila)

e Frasco de Mariotte

e Pipetas de vidro graduadas de 25,0 e 50,0 mL

e Proveta graduada de 1.000 e 2.000 mL

e Pipeta de Pasteur ou dosador tipo conta-gotas

e Espatula dosadora

e Mangueiras (Tygon® ou PU)

« Acido Sulfdrico concentrado — H,SO4

e Cloreto de Sddio — NaCl

e Hidrdxido de Sddio — NaOH

¢ Indicador Fenolftaleina: Dissolver 1 g de Fenolftaleina P.A. [CsH4COO.C(CsH4OH),] em 60 mL de alcool
etilico 96%, diluindo com agua deionizada até os 100 mL em baldo volumétrico.

e Indicador Alaranjado de Metila: Dissolver 0,1 g de Alaranjado de Metila [C14H14N3NaO3S] em 100 mL
de agua deionizada.

28.3. PREPARO DAS SOLUGOES SELETIVAS PARA O SELO HiDRICO (WALKER ET AL., 2009)
28.3.1. SOLUGAO ALCALINA (NAOH 12% —PH > 14)

(a) Em balanca semi-analitica e usando béquer de 2.000 mL, pesar cerca de 120 g de hidréxido de
sédio (NaOH);

(b) na capela, com a exaustdo ligada, colocar o béquer com a massa de hidréxido em banho de agua
com gelo e adicionar, com cuidado e vagarosamente, cerca de 1 litro de agua;

(c¢) misturar a solugdo com bastdo para homogeneizar e aguardar o resfriamento;

(d) dosar cerca de 10 a 20 gotas da solucao indicadora de Fenolftaleina e homogeneizar: uma cor
violeta forte devera surgir brevemente, desaparecendo em seguida, uma vez que a Fenolftaleina

perde a coloracdo em solugdes alcalinas muito concentradas;
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(e) com o passar do tempo, depois de colocada em uso, essa solucdo devera se tornar novamente

violeta, o que indica a absor¢do do CO, (e H.S) e a queda do pH da solugao. Quando se tornar
rosa clara, antes de voltar a ficar transparente, a solugdo devera ser substituida.

28.3.2. SOLUCAO SALINA ACIDIFICADA (NACL 75% DE SATURACAO — PH ~ 2,0)

(a) Em balanca semi-analitica e usando béquer de 2.000 mL, pesar cerca de 270 g de cloreto de
sodio (NaCl);

(b) adicionar 1.000 mL de agua e manter em agitacdo magnética vigorosa até a completa dissolucdo
do sal;

(c) em seguida, dosar 5 gotas de acido sulflrico concentrado (H>SO4) para abaixar o pH da solucao
até préximo de 2,0;

(d) por fim, adicionar cerca de 10 a 20 gotas da solucdo indicadora de alaranjado de metila até a
obtencdo de uma coloracdo avermelhada (pH < 3,2). A solucdao deve ser trocada sempre que

perder a coloracdo original.
28.4. DETERMINAGAO DA PRODUGAO EM REATORES EM BATELADA

Figura 12: Esquema de gasometro utilizado para medir a produgdo de biogas de reator em batelada.

(1 - selo hidrico contendo a solucdo seletiva; 2 — pipeta graduada).
Entrada
de gas

e L = L B U

——
—»

Fonte: Os autores.

A saida de gas do reator em batelada é conectada a uma mangueira, a qual entra pelo selo hidrico
(confeccionado a partir de um erlenmeyer ou frasco Duran® com rolha ou tampa) e é mergulhada na solugdo

de NaOH 12% (120 g/L e pH > 14). Outra mangueira, também mergulhada na solucdo de NaOH, liga a

solucao alcalina do selo hidrico a pipeta. Desta forma, o volume dos gases produzidos no reator entra no selo
hidrico, sendo lavado pela solucdo alcalina. Em seguida, o metano (ou hidrogénio) é liberado para o headspace
do selo hidrico e causa um aumento na pressdo, levando ao deslocamento da solucdo de NaOH na pipeta,
permitindo assim a quantificagao direta do CH4 ou H; produzido, enquanto CO, e H,S sdo retidos pela solugdo
de NaOH (

Figura 12). A solugdo alcalina deve ser substituida sempre que passar de incolor para violeta seguida

de rosa clara, o que indica a saturacdo do liquido pela absorcdo do CO,.
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Caso se deseje aferir o volume de biogas total produzido, trocar a solugdo de NaOH do selo hidrico por

uma solucao salina acidificada (NaCl 75% de saturagao e pH ~ 2,0), para minimizar a solubilidade dos gases
(especialmente do CO,) no liquido do selo hidrico.

Outra forma de efetuar a medicdo direta do volume de metano, hidrogénio ou biogas produzido em

batelada é a utilizacdo de uma seringa de vidro esmerilhada (a qual ndo oferece resisténcia ao deslocamento)

conectada pela agulha a rolha ou tampa do selo hidrico (Figura 13). O biogas, que borbulha na solucdo

seletiva, causa 0 aumento da pressdo no Aeadspace do frasco, impulsionando o émbolo da seringa:

Figura 13: Esquema de gas6metro utilizado para medir a produgdo de biogas de reator em batelada.

(1 - selo hidrico contendo a solucado seletiva; 2 — seringa esmerilhada com agulha conectada a rolha do selo).

Entrada___ @
de gas

Fonte: Os autores.

Antes de iniciar a medida da produgao de gas, imediatamente apds a etapa de carga do sistema,
deve-se sempre circular nitrogénio no headspace do reator com a finalidade de eliminar qualquer possivel
residuo de biogas da batelada anterior, evitando assim qualquer interferéncia na medida.

A medida de biogas em reator ASBR (reator anaerdbio em bateladas sequenciais) consiste do seguinte
procedimento:

(a) Fluxo de N, no headspace do reator por 3 min;

(b) conexdo do gasémetro (fechar outras mangueiras do reator), sendo que a tampa do reator e a

entrada do eixo de agitagdo ndo podem apresentar vazamentos;

(c) para evitar a pressurizacdo do reator, medir o deslocamento de volume do gasOmetro em
intervalos de tempo que ndo excedam a altura de 10 cm;

(d) retirar amostra do headspace do reator para anadlise da composicdo do biogas (quando for o
caso);

(e) fazer a purga do sistema, abrindo a tampa ou rolha do selo hidrico (manter as mangueiras
afogadas) e aguardar a despressurizacdo do headspace do reator, e também a equalizacdo das
alturas da solucdo no selo hidrico e na pipeta graduada (quando for o caso);

() marcar os tempos inicial e final da amostragem para o calculo da vazao de biogas produzido.

Observacdo: Ao manusear o gasémetro, tomar cuidado para que a solu¢do do selo hidrico ndo

retorne e seja sugada para dentro do reator!
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Por se tratar de sistemas em batelada, a determinacdo da producdo em reatores do tipo ASBR se da a
partir do seu acompanhamento através de um perfil temporal, que corresponde ao tempo de ciclo ao qual o
sistema estd submetido.

Durante um perfil temporal, inicialmente determina-se a pressao atmosférica local. Apds o tempo de
purga do sistema (cerca de 3 min de N,), inicia-se a determinacao da producdo de metano/hidrogénio ou
biogas total, acompanhando-se os valores de temperatura, intervalo de tempo da medicdo e volume

deslocado. A corregao para as CNTP é feita através da seguinte equagao:

P. XV,  Ponre X Venre Equacio 98

T.+27315  Teum

Na qual:
P. = pressdo atmosférica a qual o reator é submetido (mm Hg);
2 = volume de biogas (ou metano/hidrogénio) nas condicdes do ensaio (mL);
Ta = temperatura a qual o reator é submetido (°C);
Pente = pressao atmosférica nas CNTP (730 mmHg);
Vente = volume de biogas (ou metano/hidrogénio) nas CNTP (mL);
Tente = temperatura nas CNTP (0°C).

A variagdo do volume no intervalo de tempo (dV/dt), ou seja, a vazdao do biogas (ou de

metano/hidrogénio) produzido, é determinada pela razdo V cnte / At Lerura.

28.5. DETERMINAGCAO DA PRODUCAO EM REATORES CONTINUOS

Figura 14: Esquema de gasometro utilizado para medir a produgdo de biogas em reator continuo.

(1 - selo hidrico contendo a solugdo seletiva; 2 — frasco de Mariotte contendo agua; 3 — proveta graduada).

Entrada
de gas

H®

—

Fonte: Os autores.

A saida de gas do reator, perfeitamente hermético, € mergulhada na solucdo alcalina do selo hidrico
(erlenmeyer ou frasco Duran® selado) para absorgdo do CO. e do H,S do biogas. O headspace do selo hidrico

€ conectado ao fundo do frasco de Mariotte. Apds borbulhar na solucao alcalina (NaOH 12% e pH > 14), o
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metano ou hidrogénio ocasiona o aumento da pressdo no headspace do selo hidrico e, consequentemente, do
frasco de Mariotte, cuja abertura elimina dgua, coletada pela proveta (Figura 14).

O volume deslocado de liquido corresponde ao volume de gas introduzido, ou seja, o volume de agua
medida na proveta é igual ao volume de CH,; ou H; produzido. A solucdo alcalina deve ser trocada de tempos
em tempos, sempre que passar de incolor para violeta seguida de rosa clara, indicando a saturacao do meio
liquido pelo CO, e a queda do pH.

Para efetuar a medicdo da producdo de biogas total, e ndo somente de metano ou hidrogénio, trocar a
solucdo alcalina do selo hidrico por uma solugao salina acidificada (NaCl 75% de saturagdo e pH ~ 2,0),
minimizando assim a solubilidade dos gases (principalmente do CO,) no liquido do selo. E importante, nesse

caso, utilizar a solucdo salina acidificada também para preencher o frasco de Mariotte.

Uma alternativa adicional para medigdo do biogas em reatores continuos é a da proveta emborcada
(Figura 15), a qual consiste em utilizar uma proveta graduada cheia de liquido, fixada de cabega para baixo,
com a boca submersa em recipiente parcialmente repleto do mesmo liquido que a proveta. O biogas que
atravessa o selo hidrico é transportado por uma mangueira até a entrada da proveta. A saida do biogas
(afogado no meio liquido) provoca um deslocamento na coluna liquida da proveta, cujo volume pode ser
aferido visualmente.

Como no caso do Mariotte, se o objetivo da medigao for apenas determinar a porcao de metano ou
hidrogénio presente no biogas, deve-se colocar a solucdo de NaOH no selo hidrico, enquanto que na proveta
basta colocar agua. Ja para medir o volume de biogas total, convém preencher também a proveta com a
solugdo salina acidificada.

Para efetuar a correcdo da producdo de biogas para as CNTP, aplicar a Equagdo 98.

Figura 15: Esquema de gasometro utilizado para medir a produgdo de biogas em reator continuo.

(1 - selo hidrico contendo a solucao seletiva; 2 — proveta graduada emborcada em recipiente adequado).

Entrada
de gas

.
>

T®

1]

Fonte: Os autores.

Observacgao: E fortemente recomendavel a inser¢do de um selo de retengéo previamente ao selo

hidrico, constituido por um erlenmeyer ou frasco Duran® vazio e lacrado, o qual o biogas atravessa
entrando e saindo pela parte superior. Caso as solugbes do selo hidrico retornem, ficardo retidas no

selo de retencdo, mantendo o reator a salvo.
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29.SULFETO GASOSO — METODO COLORIMETRICO INDIRETO

29.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A presente metodologia, idealizada no LPB, prop0e realizar a quantificacdo do sulfeto de hidrogénio

(H.S) proveniente de amostras gasosas utilizando o método colorimétrico do azul de metileno, o mesmo

utilizado na determinacdo de sulfeto total em amostras liquidas (item 20.1). Para esta finalidade, a amostra

gasosa devera ser transferida para um tubo a vacuo contendo uma solucdo de acetato de zinco, na qual o gas

sulfidrico é fixado sob a forma de sulfeto de zinco (ZnS). Hidréxido de sddio é empregado para elevar o pH da

solugao e promover a precipitacao do ZnS.

29.2, MATERIAL

e  EspectrofotOmetro

e (ilindro de H,S padrao

e Tubos de coleta de sangue a vacuo (ou frascos de antibidtico lacrados a vacuo)

e Seringa cromatografica ou seringa com valvula gas-tight

e Seringas (tipo BD®) e agulhas

e Micropipetas de 100 e 200 pL, e de 5 mL

e TermOmetro para afericdo da temperatura ambiente

e Tubos de DQO padrdo HACH®

e Reagentes HACH® para sulfeto: Sulffide Reagent 1 (ref. 1816-32) e Sulfide Reagent 2 (ref. 1817-32)

e Solucdo de Acetato de Zinco 1 M (preparo conforme item 20.1.3)

e Solugdo de Hidroxido de Sddio 10 M (preparo conforme item 20.1.4)

29.3. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO (0,02 — 0,2 uMOLS H2S)

(a)

(®)

(©

(@)

Preparar os tubos a vacuo para coleta do H,S gasoso, injetando, com o auxilio de uma seringa e
agulha, 5 mL de uma solucao consistindo de 4,7 mL de agua deionizada e 200 UL da solugdo de
acetato de zinco (1 M);

preparar os pontos da curva de calibracdo injetando lentamente, e com o auxilio de uma seringa
cromatografica (ou seringa com valvula gas-tight ), o H,S gasoso padrao diretamente na solugdo
de acetato de zinco (mantendo a ponta da agulha imersa na solugao). Os volumes de H,S para
cada ponto da curva de calibragdo s3o apresentados na Tabela 37. ATENGAO: E fundamental

gue cada ponto da curva seja preparado em triplicatas. O nimero de mols de H,S para cada

ponto da curva foi calculado através da equacdo dos gases ideais (PV = nRT), considerando-se
uma temperatura ambiente de 25°C, a qual deve ser corrigida conforme a temperatura medida
no momento da coleta. Levar em conta também o teor de H,S do cilindro, corrigindo
proporcionalmente os volumes empregados (no presente caso, considerou-se um cilindro de H,S
com pureza de 99,9%);

adicionar, com o auxilio de seringa e agulha, 100 pL de NaOH (10 M) para elevar o pH e
favorecer a precipitacdao do sulfeto de zinco (ZnS);

agitar o frasco para ressuspender o precipitado de forma homogénea, abrir e retirar rapidamente

uma aliquota da mistura. Devido a alta concentracdo de H.S no cilindro em questdo, uma diluicdo
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de 200 vezes devera ser empregada. Para isto, transferir com auxilio de micropipeta 25 pL da
mistura para a cubeta do ensaio (tubo de DQO), completando com 4975 ulL de agua deionizada;
(e) efetuar a leitura dos padres conforme o mesmo procedimento descrito na sequéncia para as
amostras (item 29.4 (f) em diante);
(f) construir a curva de calibracdo plotando o nimero de mols de H,S em fungao dos respectivos

valores médios de absorbancia obtidos em cada nivel de concentracdo.

Tabela 37: Volumes requeridos de H,S gasoso para preparar a curva de calibracdo. O nimero de mols estimado
para cada nivel ja se encontra corrigido de acordo com o fator de diluicdo adotado.

Namero de mols de H,S Volume (pL) de H,S gasoso
estimado a 25°C (umols) (99,9%)
0,0 (branco) 0
0,020 100
0,041 200
0,061 300
0,082 400
0,102 500
0,123 600
0,143 700
0,164 800
0,184 900
0,204 1.000
Observagao: A curva de calibragdo devera ser refeita sempre que o aparelho passe por
manutencao.

Fonte: Os autores.

Observacao: Caso ndo haja disponibilidade de tubos de coleta a vacuo, podem ser preparados
frascos de antibiotico com tampas de borracha e lacres de aluminio. Nesse caso, utilizar bomba a
vacuo equipada com seringa e agulha na ponta da mangueira para gerar o vacuo adequado no

interfor do frasco.

29.4. DETERMINACAO DO NUMERO DE MOLS DE H2S EM AMOSTRAS GASOSAS

(a) Coletar um volume adequado do biogas a ser analisado, conforme o teor esperado de sulfeto,
utilizando para isso seringa cromatografica (ou seringa com valvula gas-tight);

(b) preparar os tubos a vacuo para coleta do H,S gasoso injetando, com auxilio de seringa e agulha,
5,0 mL de uma solugdo consistindo de 4,7 mL de agua deionizada e 200 L da solucdo de acetato
de zinco (1 M);

(c) injetar lentamente a amostra gasosa diretamente na solugdo de acetato de zinco, mantendo a
ponta da agulha imersa na solucgdo;

(d) na sequéncia, adicionar, com o auxilio de seringa e agulha, 100 pL da solucao de NaOH (10 M)
para elevar o pH e favorecer a precipitacdo do sulfeto de zinco (ZnS);

(e) agitar o frasco para ressuspender o precipitado de forma homogénea, abrir e retirar rapidamente
uma aliqguota da mistura. Geralmente, para amostras de biogas real, pode-se transferir
diretamente 5,0 mL da mistura para a cubeta do ensaio (tubo de DQO), omitindo a etapa de

diluicao;
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() preparar, em conjunto com as amostras, um branco consistindo de 5 mL de agua deionizada
diretamente no tubo de DQO;

(g) em seguida, adicionar a todas as cubetas, com auxilio de micropipeta, 200 uL do reagente 1
(Sulfide Reagent 1);

(h) acrescentar 200 uL do reagente 2 (Sulffide Reagent 2);

(i) tampar e misturar por inversao suave dos tubos;

(7) selecionar absorbancia de 665 nm no espectrofotometro e acionar o cronémetro;

(k) apods 5 min de reacao, zerar o equipamento com o branco (preparado ao mesmo tempo que as
amostras) e efetuar a leitura das absorbancias;

(1) calcular o nimero de mols de H,S da amostra interpolando o resultado na curva de calibracdo.

29.5. CALCULO DA CONCENTRAGAO DE H2S NO BIOGAS

A concentracgao de H,S em diferentes unidades é obtida a partir das seguintes equages:

n (mols
H,S (zmol/L) = V(TOG) Equag&o 99
H,S (ppm) = H,S (#mol/L)x MM x10° Equag&o 100
H,S (ppmy) = H,S (ppm) x R x (273+ T ) %1000 cquacio 101

MM

Nas quais:

V é o volume de amostra gasosa em pL;

T é a temperatura do biogas no momento da coleta em °C;

MM é a massa molar do H,S, equivalente a 34,1 g/mol;

R é a constante universal dos gases ideais, equivalente a 0,082 atm.L/mol.K;

ppmv (partes por milhdo em volume) € equivalente a mL/m3.

29.6. CUIDADOS PARA COLETA DO H2S PARA LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO

ATENCAO: Para realizar a coleta do H:S gasoso do cilindro de gés padrdo, sequir as medidas de
seguranca abaixo elencadas:

(1) Utilizar mascara facial para gases acidos;

(2) Realizar a coleta do gas em ambiente externo, aberto e arejado;

(3) O cilindro deve ser conectado a um frasco lavador de gas contendo NaOH (10 M), no qual o
sulfeto é borbulhado, enquanto a amostragem é efetuada com seringa em um trecho de silicone

da mangueira (Figura 16);
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(4) A solugdo de NaOH deve ser trocada periodicamente, sempre que se mostrar saturada. Para isso,

pode ser Util empregar fenolftaleina como indicador (Ver item 28.3.1).

Figura 16: Foto do sistema utilizado para coleta de H,S composto pelo cilindro de gas e frasco lavador de gas.

o

S

)

=

Fonte: Os autores.
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disponivel.



https://unsplash.com/

237
30.GRANULOMETRIA DE LODOS BIOLOGICOS — METODO DE PROCESSAMENTO DE IMAGEM

(ALVES et al., 2018)

30.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O sucesso do uso da tecnologia UASB para o tratamento de uma ampla gama de efluentes esta
fortemente relacionado ao fendmeno da granulacdo do lodo anaerdbio. As caracteristicas do granulo na manta
de lodo estdo associadas a inumeros fatores relacionados a natureza das aguas residuarias e as caracteristicas
de projeto e operacao do reator, como apontado por Grotenhuis et al. (1991). O processo de agrupamento
celular, que comega quando os microrganismos se tornam sensiveis aos parametros ambientais ou a condigGes
de estresse, compreende uma importante estratégia de sobrevivéncia, uma vez que as células sdo protegidas
contra agressoes externas.

A imobilizacdo adequada de microrganismos € o que fara a diferenga entre um sistema de tratamento
de alta taxa bem-sucedido e os outros, independentemente do sistema de tratamento considerado. A
imobilizacdo de biomassa é um arranjo metabdlico complexo e estavel que permite condicdes ambientais ideais
para todos os seus membros (MACLEOD; GUIOT; COSTERTON, 1990).

O fenébmeno de granulacdo ocorre continuamente nos reatores UASB e o aumento ou redugdo do
tamanho dos granulos acontece de acordo com as condicOes impostas as unidades operacionais. O
monitoramento da dinamica do tamanho de lodo granular é uma ferramenta poderosa na previsao da
estabilidade do reator que, associada a outros parametros de monitoramento, pode esclarecer possiveis causas
de desequilibrio do processo anaerdbio durante diferentes periodos operacionais (LETTINGA et al., 1997).

O sintrofismo microbiano que a imobilizacdo da biomassa beneficia é requisito fundamental para o
desenvolvimento do processo de digestdo anaerdbia. A manta de lodo dos reatores é composta por
microrganismos que formam naturalmente granulos com tamanho geralmente dentro da faixa de 0,5 a 5 mm
de didmetro, os quais resistem ao arraste para fora do reator gragas as suas propriedades de sedimentagao,
mesmo sob cargas hidraulicas elevadas (SHOW et al., 2004). A predominancia de granulos menores também
ja foi reportada em alguns trabalhos da literatura. Lu et al. (2013), por exemplo, relataram uma maior
frequéncia de granulos com diametros na faixa de 0,4 a 4 mm. Gagliano et al. (2017), por sua vez,
encontraram granulos com tamanho na faixa de 0,5 a 3 mm. Enquanto Del Nery et al. (2008) observaram
granulos com didmetros que variavam de 0,1 a 3,5 mm.

Embora seja cada vez mais crescente o interesse em entender o processo de granulacdo e
manutencdo da manta de lodo, ndo ha nenhum relatério disponivel na literatura até o presente momento no
qual a metodologia de determinacdo granulométrica de lodo seja detalhadamente exposta, com nldmero
significativo de granulos analisados, de forma relativamente rapida e simples.

O protocolo de determinagdo de granulos bioldgicos aqui proposto (ALVES et al., 2018) baseou-se na
metodologia utilizada anteriormente por Del Nery et al. (2008). O software indicado para analisar a dimensdo
de granulos anaerdbios é o Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Esta ferramenta é
capaz de verificar diametro e area, entre outras fungdes de analise de imagem.

Para demonstrar a precisdo e a confiabilidade da medida granulométrica, um teste de afericdo do
software utilizando-se esferas metalicas calibradas de tamanhos variados (simulando os granulos bioldgicos)
foi realizado por Alves et al. (2018), tendo sido observada uma alta correlacdo (R2 > 0,999) entre as medidas

de diametros obtidas e esperadas, comprovando assim a validade da técnica aqui apresentada.
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30.2. MATERIAL
e Software Image Pro-Plus 6.0*
e Software para aquisicdo e analise de dados (Microsoft Excel® ou similar)
e Scanner para digitalizagao de imagem
e Régua
e Béquer de 1.000 mL
e Provetas graduadas de 10 e 100 mL
e Placas de Petri

e Pipeta de Pasteur de plastico

*Observacdo: Qualguer software de processamento de imagem com caracteristicas e fungoes

similares pode ser utilizado.

30.3. COLETA DAS AMOSTRAS DE GRANULOS

E importante que a amostra a ser analisada seja representativa. Por exemplo, se o objetivo for avaliar
a manta de lodo de um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), diversas amostras de mesmo volume
devem ser retiradas de varios pontos do perfil reacional do reator e homogeneizadas para que, de fato, a
amostra represente os granulos de toda a manta de lodo. A coleta deve ser realizada do ponto mais alto para
0 mais baixo do perfil vertical do reator devido a reacomodagao dos granulos no sistema (fator importante em
reatores menores, em escalas de bancada ou piloto). Em reatores de escala piloto ou real, que contam com
maior volume de lodo granular, pode-se coletar uma amostra composta de 1 litro no total, coletando-se de 100
a 200 mL em cada ponto ao longo do perfil reacional, a depender da quantidade disponivel de pontos de
amostragem. O volume de amostra para a analise de granulometria é retirado, entdo, da amostra composta.

Se o objetivo for analisar os granulos da manta de lodo em diferentes pontos do reator, entdo a coleta

deve ser pontual (Por exemplo: base, meio e ponto mais alto da manta de lodo do reator).

30.4. PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS PARA DETERMINACAO GRANULOMETRICA

Misturar 10 mL da amostra de lodo granular em aproximadamente 1 litro de agua em béquer
graduado. Apds a mistura, é necessario esperar a sedimentacdo dos granulos (1 a 2 min) para descarte do
sobrenadante (entre 700 e 800 mL). Repete-se este processo por mais duas vezes, completando-se
novamente o volume do béquer com agua e descartando-se o sobrenadante. Durante a presente etapa de

lavagem, granulos muito finos (@ < 0,4 mm) e sem propriedade de sedimentacdo sdo descartados.

30.5. ENSAIO DE DETERMINAGAO GRANULOMETRICA

O ensaio de determinagdo granulométrica ocorre em duas etapas: captura e analise de imagem. Na
primeira, a amostra de agua contendo os granulos que sedimentaram durante a etapa de lavagem é
distribuida em placas de Petri, com atencdo em manter os granulos separados uns dos outros. Para isso,
posicionar as placas de Petri no scanner e verter em cada placa uma por¢ao da amostra contendo os granulos
lavados. Lembrar-se de homogeneizar a amostra antes de transferir cada aliquota para as placas de Petri.

Em seguida, é de suma importdncia que a separagao espacial dos granulos seja feita de forma
criteriosa, uma vez que o programa interpretard dois ou mais objetos escuros aglomerados como sendo um

Unico objeto. Além disso, deve-se evitar também que os granulos se acomodem muito préoximo da borda da
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placa de Petri, o que dificultard o reconhecimento deles pelo software. Os granulos que estiverem préximos da
borda deverao ser trazidos mais para dentro do contorno circular da placa. Veja um exemplo da disposicao
espacial dos granulos na Figura 21.

O manuseio dos granulos deve ser realizado com cuidado, evitando danos que modifiquem a estrutura
dos granulos. Assim, para a separacao espacial dos mesmos é necessario utilizar alguma ferramenta que nao
danifique a amostra. No presente manual propde-se a utilizagdo de uma pipeta de Pasteur de plastico.

Apds o arranjo dos granulos nas placas de Petri, a imagem é obtida pelo scanner e salva. Cada
imagem pode conter até 6 placas de Petri (quantidade maxima que os scanners convencionais comportam)
reduzindo, assim, o tempo de anadlise. Repetir o procedimento até que toda a amostra aquosa contendo os
granulos lavados tenha sido analisada.

Na etapa de analise de imagem deve-se fazer uma calibragao inicial do software (conforme descrito a
seguir, no item 30.5.1). Na sequéncia, efetua-se a analise das imagens capturadas, conforme descrito mais a

frente, no item 30.5.2.

30.5.1. CALIBRAGAO INICIAL DO SOFTWARE ANALISADOR DE IMAGEM

Para calibracdo inicial do software, seguem-se os passos elencados a seguir:

(a) Faz-se captura da imagem de uma régua utilizando o scanner. E importante checar se o
scanner nao causa distorgao da imagem!

(b) abre-se, por meio do software Image Pro-Plus (versao 6.0), a imagem capturada da régua;

(c) selecionam-se as opgoes “Measure” > “Calibration” > “Spatial” (Figura 17);

(d) selecionam-se as opgoes “New” > Altera-se a unidade para milimetro > “Image” (Figura 18);

(e) delimita-se o comprimento e informa-se ao software o valor em milimetros do comprimento
delimitado (Figura 19). Aqui foram selecionados 10 mm de comprimento;

() da-se o nome desejado para a calibracdo realizada ou mantem-se a opgdo do software (Spatial
Cal 0) > “Apply” (Figura 20);

Figura 17: Passo 1 para calibracao inicial do software Image Pro-Plus (versao 6.0).
E:’ Image-Pro Plus - Ruler.bmp (1/1)
File Edit Acquire Sequence Enhance Process BUS-=l -8 Macro Window Help

~ X =3 Spatial Calibration Wizard. ..
eHEDCS R 2 Select Spatial...
Sotonzs
BRuler.bmp (1/1) Sort Objects... e
I Measurements... .
3 Intensity...
Measure Distances...
i Manual Tag...
C % Open...
{ gy . Save Active. ..
Co-Localization... Save Al
Track Objects... jroy
g Linearize Image
Snap Measure B Linearize New
Line Profile...
Bitmap Analysis. ..
Surface Plot...
Report
Data Collector
=9o

Fonte: Os autores.



Figura 18: Passo 2 para calibracdo inicial do software Image Pro-Plus (versao 6.0).

Spatial Calibration - Ruler.bmp |X|

Name: |R Spatial Cal 0 =l
¥ List reference calibrations only

v Calibration is a reference cal
System cal: <none>

Unit: | milimeter _ v|  Apply |

[~ Convert when change units
~ Units/pixel _Syste |

" Pixels/unit & Units/pixel -.m
x[i =

v E Image lete |

~ Aspect Ratio

]1—E Image | Defaults I

~ Drigin (Pixels) Wizard... |
N —

o —

— Angle Offset

]EI E Image | Close |
From resolution | 200 % 200 DPI
Fonte: Os autores.

Image | | 1o |

Figura 19: Passo 3 para calibracdo inicial do software Image Pro-Plus (versao 6.0).
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Fonte: Os autores.
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Figura 20: Passo 4 para calibracdo inicial do software Image Pro-Plus (versao 6.0).

Name: R Spatial Cal 0 _ LI

v List reference calibrations only
Iv Calibration is a reference cal.
System cal. <none>

Unit: | milimeter | M

[~ Convert when change units

Syst
Units/pixel -
(" Pisels/unit & Units/pixel New
% [1250 =
mage Delete
Y [1250 = —
Del Al
Aspect Ratio —
h@ Image Defaults
Origin (Pixels) Wizard...
- I
mage
v[o =
Color

Angle Offset
IIJ E Image| Close |

From resolution | 200 % 200 DPI

Fonte: Os autores.

30.5.2. PROCEDIMENTO PARA MEDICAO DO TAMANHO DOS GRANULOS

(a)

®)

(©

(@)
(e
@
(@)

h)
@)

cAbre-se, por meio do software Image Pro-Plus (versdao 6.0), a primeira imagem capturada que
se quer analisar;

selecionam-se as opgdes “Measure” > “Calibration” > “Select Spatial” > Seleciona-se a opgao de
calibracdo feita antecipadamente “Spacial Cal 0” (esta selecao deve ser realizada sempre que
uma nova imagem for aberta para analise) > “Apply” (Figura 21);

seleciona-se a opgdo de delimitagdo “Elipse” > Delimita-se a placa de Petri contida na imagem
(cuidadosamente para nao selecionar a borda da placa) (Figura 22 e Figura 23);

selecionam-se as opgdes “Measure” > “Count/Size” (Figura 24);

selecionam-se as opgdes “Measurements” > “Select Measurements” (Figura 25);

seleciona-se a fungdo “Diameter Mean” (e/ou outra fungdo de interesse) > “Ok” (Figura 26);
seleciona-se “Count” (verificar se os objetos escuros de interesse, os granulos, foram delimitados
em vermelho pelo software) (Figura 27);

selecionam-se as opgoes “File” > “Clipboard” (Figura 28);

transferem-se os valores copiados para uma pagina do Excel (ou programa equivalente) para
posterior analise estatistica dos dados;
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() repete-se o procedimento para cada placa de Petri da imagem (a circunferéncia obtida pela
funcdo de delimitacao “Elipse” pode ser arrastada com o mouse);

(k) repete-se o procedimento para as demais imagens (como ja dito, é necessario selecionar a

calibragao inicial “Spacial Cal 0”, feita antecipadamente, sempre que abrir uma nova imagem).

ATENCAO: Nio esquecer de selecionar a calibragdo sempre que uma nova imagem for analisada.
Caso contrario, as informagdes obtidas estardo erradas!

Figura 21: Passo 1 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0).
mlmage Pro Plus - Granule Imagel hmp (1/1)

Edit Acquire  Se 5 W Hel

1L hC&i@ﬂ“Doe@vqa%WMHﬂlw A TR |

E]Grdnule Image 1.bmp (1/1) Spatial Calibration - Granule I... El

Name: |R Spatial Cal 0 i
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IV Calbration is a reference cal.
System cat <none>

Unit [riimeter =

¥ C when change units
'Uri:m'i Sﬂl
€ Pivelshrk @ Unis/pisel | New
S —
g = e

Aspect Ratio

— |

[ Orign Piels) Wizad.. |
Gl Mark...
Y[—E__I k|

Ardaﬂﬁsel ;d' |
From resolution ZMxZNDPI

Fonte: Os autres.
Observacao: Na Figura acima, note como os grénulos foram dispostos separadamente e longe
das bordas, de forma a se evitarem erros no reconhecimento individual e na medida do tamanho
de cada gréanulo.

Figura 22: Passo 2 para analise da imagem utilizando o software ImagePro-Plus (versdo 6.0).
w Image-Pro Plus - Granule Image 1.bmp (1/1)

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window
SHiEwCSBR 2 H#OO0SM&:

w Granule Image 1.bmp (1/1)

Fonte: Os autores.



Figura 23: Passo 3 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versao 6.0).

m Image-Pro Plus - Granule Image 1.bmp (1/1)
File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help

SHEBDCESBR2E000cA 2 QAdQ il SEEXml B
menule Image 1.bmp (1/1) g!@\g‘

Fonte: Os autores.

Figura 24: Passo 4 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0).

SHEwCSRBR 2

m(,mnulc Image 1.bmp (1/1)

Co-Localization. ..
Track Objects...
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Line Profile. ..
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Fonte: Os autores.
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igura 26: Passo 6 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0).
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Fonte: Os autores.

Figura 27: Passo 7 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0).

I Count / Size

File Edit View Measure Image
Intensity Range Selection

All Classes Selected

" Manual: Select Colors ..
" Automatic Bright Objects
& Automatic Dark Objects

V' Measure Dbjects Total Count:
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I~ Accumulate Count V' Display Objects

Fonte: Os autores.

Figura 28: Passo 8 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versao 6.0).

M Count / Size

Data to File
Append Data to File

Data to Printer
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Record Environment
Close
Fonte: Os autores.
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31.CLOROFILA — METODO ESPECTROFOTOMETRICO

(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1997; AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION,
2005)

31.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A clorofila (@, b, ¢ e d) consiste de um dos principais grupos de pigmentos responsaveis pela
fotossintese em organismos fototrdficos pluri- e unicelulares. Todas as plantas verdes, algas e cianobactérias
apresentam clorofila do tipo @ em suas células, a qual pode representar de 1 a 2% da massa seca das algas
planctonicas. Clorofilas dos tipos b, ¢ e d, por outro lado, sdo encontradas em organismos mais especificos,
sendo a Ultima observada apenas em rodoficeas marinhas (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2014). Assim, a presenca ou auséncia de alguns tipos de clorofila é utilizada para classificar as algas
conhecidas em diferentes grupos.

A determinacao de clorofila @ em corpos d'agua, por sua vez, é frequentemente utilizada como
parametro indicador do crescimento de biomassa fitoplanctonica, o que pode estar relacionado com a
proliferacdo excessiva de microalgas devido ao aumento na concentracdo de nutrientes (fésforo e nitrogénio)
resultante da poluicdo, fendmeno esse chamado de eutrofizacdo (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2014).

A medida do teor de clorofila constitui, entdo, uma importante ferramenta no monitoramento das
condicbes troficas de um ecossistema aquatico, assim como permite o acompanhamento do crescimento de
microrganismos fotossintéticos em culturas especialmente dedicadas a esse objetivo.

Entre os métodos espectrofotométricos mais utilizados para a quantificagdo de clorofila, encontra-se o
método tricromatico (RICHARDS; THOMPSON, 1952; CREITZ; RICHARDS, 1955), o qual se baseia na leitura da
amostra em trés comprimentos de onda, empregados na estimativa dos teores de clorofila dos tipos a, b e ¢
Uma vez que a clorofila @ é o pigmento predominante em microrganismos vegetais e fitoplanctonicos, o
método monocromatico, consistindo da leitura da amostra em um Unico comprimento de onda, também é
frequentemente utilizado.

Por outro lado, as moléculas de clorofila sdo altamente instaveis, podendo sofrer rapida degradagao
devido as alteracdes nas condigbes ambientais (mudancas de temperatura, pH, luminosidade excessiva, etc.),
originando substancias conhecidas por feopigmentos. A feofitina &, por exemplo, é um pigmento resultante da
perda do atomo de magnésio por parte da clorofila & podendo causar interferéncias na medida
espectrofotométrica da clorofila, por apresentar absorcao de luz em comprimento de onda proximo que essa
Ultima (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005). Partindo dessa observagao, Lorenzen (1967) prop0s
um método eficiente para a estimativa da clorofila a e da feofitina a, por meio da leitura espectrofotométrica
da amostra antes e apds a acidificagdo da mesma. Dessa forma, o resultado da andlise de clorofila @ pode ser

corrigido descontando-se a concentracdo de feofitina @ da amostra.

31.2. MATERIAL

e Aparato de filtrac3o a vacuo com membrana filtrante de 1,2 um de poro

e Membrana filtrante de microfibra de vidro com abertura de poro na faixa de 0,45 - 1,0 um

e Agitador Vortex
e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)

e Centrifuga refrigerada
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e Cronb6metro digital

e  Espectrofotdmetro com largura de banda espectral de 0,5 a 2,0 nm
e Refrigerador (4°C)

e Freezer (-20°C ou -80°C)

e Almofariz e pistilo

e Bastdo de vidro fino

e Baldes volumétricos de 100 e 1.000 mL

e Provetas de vidro graduadas de 100 e 1.000 mL

e Pipetas de vidro graduadas de 2,0, 5,0 e 10,0 mL

e Micropipetas de 1.000 e 5.000 pL

e Béquer de 100 mL

e Funil de vidro pequeno

e Tubos de centrifugacao tipo fa/con de 15 mL em polipropileno
e Pinga metdlica com ponta achatada

e Carbonato de Magnésio — MgCOs; P.A.

e Acetona — CH;(CO)CHs P.A.

e Acido Cloridrico concentrado — HCI P.A.

Observacao: Todos os procedimentos que envolvam a manipulacdo da amostra devem ser
realizados em ambiente com baixa luminosidade (penumbra), cvitando a incidéncia de luz

diretamente sobre a amostra, de forma a minimizar a rapida degradagcdo da clorofila!

31.3. SOLUGCAO SATURADA DE CARBONATO DE MAGNESIO (MGCOz 10 G/L)
Adicionar 1,0 g de MgCOs finamente pulverizado (macerar previamente em almofariz com pistilo) em

100 mL de agua deionizada. Filtrar a vacuo através de membrana com poro de até 1,20 pm.

31.4. SOLUGAO DE EXTRAGCAO (ACETONA 90%)

ATENCAO: Por se tratar de um composto altamente voldtil, inflamével e explosivo, a acetona deve

ser manuseada com cuidado, mantida longe de fontes de calor e chamas de fogo. Evitar inalagdo!

Transferir 100 mL da solugdo saturada de carbonato de magnésio para baldo volumétrico de 1.000 mL

e completar com acetona. Armazenar o frasco devidamente tampado, para evitar a evaporacgao do solvente.
Observacao: Caso necessario a solucdo de extracdo pode ser substituida por etanol anidro.

31.5. SOLUGAO DE ACIDIFICAGAO (HCL 0,1 N)

Com auxilio de pipeta de vidro graduada, transferir 8,4 mL de acido cloridrico concentrado (HCl) para
béquer de vidro de 100 mL contendo cerca de 80 mL de agua deionizada (Cuidado: Manusear o acido na
capela, usando luvas nitrilicas e dculos de seguranca!). Aguardar a solucdo esfriar e transferir para baldo

volumétrico de 1.000 mL, completando com agua deionizada.
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31.6. PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO

Homogeneizar cuidadosamente a amostra e filtrar a vacuo o mais rapidamente possivel, logo apos a
coleta, em membrana de microfibra de vidro com abertura de poro de 0,45 a 1,0 um. Filtrar o maior volume
possivel (entre 0,2 e 5 litros) até a saturacdo da membrana e aferir o volume filtrado em proveta de vidro
graduada (O tempo de filtracdo ndo deve exceder 10 min). O volume filtrado é funcdo da concentracdo de
clorofila na amostra. Para amostras muito concentradas, volumes menores podem ser satisfatorios.

Caso a filtragdo deva ser adiada, armazenar a amostra em recipiente opaco ou ambar, a 4°C ou em
caixa térmica com gelo, ao abrigo da luz, por até 24 h.

Com auxilio de pinga metalica, dobrar a membrana filtrante ao meio (de modo que o material filtrado
fique protegido, voltado para dentro) e transferir para tubo 7a/con de 15 mL, previamente revestido de papel
aluminio (ou papel pardo). Utilizar tubos resistentes a acetona (polipropileno).

Caso seja necessario interromper o procedimento nesse passo, tampar e armazenar o tubo em
freezer, a -20°C por até 30 dias, ou a -80°C por mais tempo. Antes de efetuar a extragao, retirar os tubos do
freezer e aguardar o descongelamento dos filtros por cerca de 12 h, no escuro. Amostras com pH acido estdo
sujeitas a rapida degradacdo da clorofila, devendo ser analisadas o quanto antes.

Com auxilio de pipeta de vidro, adicionar 4,0 mL da solugdo de acetona 90% ao tubo e macerar bem o
filtro com auxilio de bastao de vidro, rompendo as células, até transformar o filtro em uma pasta. Em um
béquer pequeno, lavar totalmente a ponta do bastdo com 4,0 mL da solucdo de acetona e recolher no tubo.
Por fim, repassar o béquer com 2,0 mL da solucdo de acetona e transferir para o tubo (volume final de
10 mL). Tampar bem e agitar em vortex para ressuspender o material (usar velocidade moderada para evitar
respingos). Acondicionar o tubo em refrigerador (4°C), no escuro, e deixar em repouso de 2 a 24 h.

Em seguida, centrifugar o extrato por 10 min a 6.000 rpm em temperatura de 4°C. Retirar os tubos da
centrifuga, tomando cuidado para ndo ressuspender o material sedimentado. Submeter esse extrato a um dos
procedimentos espectrofotométricos descritos nos itens a seguir.

Caso o extrato apresente turbidez excessiva, filtrar o sobrenadante através de filtro de seringa

resistente a solvente (por exemplo, PVDF) com abertura de poro de até 1,0 ym.

31.7. DETERMINAGAO DA CLOROFILA A NA PRESENCA DE FEOFITINA A (METODO MONOCROMATICO)

(a) Com pipeta de vidro graduada, transferir 3 mL do extrato obtido para cubeta de vidro com passo
otico de 1,0 cm;

(b) zerar o espectrofotometro em 750 e 664 nm com 3 mL da solugdo de acetona 90%;

(¢) efetuar a leitura da amostra nos dois comprimentos de onda;

(d) subtrair a densidade otica (absorbancia) obtida em 750 nm (ODso) da leitura obtida em 664 nm
(ODg¢g4) para descontar a interferéncia da turbidez;

(e) acidificar o extrato dosando 0,1 mL da solugdo de acidificacdo (HCI 0,1 N) diretamente na cubeta.
Tratar o branco da mesma forma;

(f) agitar suavemente para homogeneizar e aguardar 1,5 min (ndo demorar mais que 2 min);

(g) decorrido esse tempo, zerar o espectrofotdmetro com o branco acidificado nos comprimentos de
onda de 750 e 665 nm e efetuar nova leitura do extrato;

(h) subtrair a densidade 6tica obtida em 750 nm (OD;so) da leitura obtida em 665 nm (ODsgss) para
descontar a interferéncia relativa a turbidez;
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() aplicar as equagdes a seguir para calcular as concentragdes de clorofila a e feofitina @ na amostra

(em mg/m3 = pg/L):

Clorofilaa (mg/m?) = 26,7 x (664a— 665f)x V, Equagdo
V, xL 102

Feofitinaa (mg/m3) = 26,7x[(1,7 < 665f) — 664a) x V, Equagao
V, xL 103

No qual:

664a = Diferenca entre as densidades dticas antes da acidificacdo (ODess — OD7s0), referente a clorofila a;
665f = Diferenca entre as densidades 6tica apds a acidificacao (OD665 — OD750), referente a feofitina a,
Vi = volume de extracao (solucdo de acetona utilizada) em litros (no caso, 10 mL = 0,01 L);

V, = volume original da amostra filtrada (em m3);

L = caminho dtico da cubeta utilizada (cm).

Observacoes:

1) Quando uma solucdo de clorofila a pura é convertida totalmente em feofitina por acidificacéo,
tem-se uma razdo entre as densidades oticas antes e apos a acidificacdo (664a / 665f) de 1,70. Ou
seja, amostras com essa razdo ndo contém feofitina a, apresentando-se em excelentes condicoes
fisiologicas. Solugoes de feofitina pura ndo apresentam reducdo na densidade Otica de 665 nm apos
acidificacdo (razdo 664a/ 665f = 1,0). Assim, misturas de clorofila a e feofitina a tém razbes dos

picos de absorcéo variando entre 1,0 e 1,7.

2) A densidade dtica em 664 nm antes da acidificacdo (ODsss) deve variar entre 0,1 e 1,0. Para
extratos muito diluidos, pode-se utilizar cubetas com passo otico maior. Nesse caso, aumentar o
volume de dcido proporcionalmente ao volume do extrato na cubeta e substituir o valor de L (cm)
nas equagoes acima apresentadas. Para amostras muito concentradas, aumentar o volume da
solugdo de acetona utilizado na etapa de extracdo ou diluir convenientemente o extrato em solugao

de acetona antes da leitura e calcular o fator de diluigao para corrigir o resultado.

31.8. DETERMINAGAO DE CLOROFILA 4, B, E (METODO TRICROMATICO)

(a) Com pipeta de vidro graduada, transferir 3 mL do extrato obtido para cubeta de vidro com passo
otico de 1,0 cm;

(b) zerar o espectrofotdmetro em 750, 664, 647 e 630 nm com 3 mL da solucdo de acetona 90%;

(¢) efetuar a leitura da amostra nos quatro comprimentos de onda;

(d) subtrair a densidade otica (absorbancia) obtida em 750 nm (ODssp) da leitura obtida em cada um
dos outros comprimentos de onda (ODsgs, ODss7 € ODs30) para descontar a interferéncia relativa a
turbidez;

(e) aplicar as equagles a seguir para calcular as concentragdes de clorofila g, b e ¢ na amostra em

questdo (em mg/m3 = ug/L):
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Ca (mg/m?) = [11,85x (664a)—1,54x (647b)—0,08x (6300)]><V1 Equacio
VoL 104
Cb (mg/m?) = [21,03x (647b)—5,43x (664a)— 2,66 x (6300)]>< v, Equacio
V, xL 105
Cc (mg/m?) = [24,52% (630c)— 7,60x% (647b)—1,67 x (664a)]><V1 Equacio
V, xL 106

No qual:

Ca, Cb e Cc = concentragOes de clorofila a, b ou ¢ respectivamente (mg/m3 = ug/L);
664a = densidade odtica corrigida referente a clorofila @ (ODsss — OD7s0);

647b = densidade dtica corrigida referente a clorofila 6 (ODs47 — OD750);

630c = densidade 6tica corrigida referente a clorofila ¢ (ODs3zo — OD7s0);

Vi = volume de extracao (solugao de acetona utilizada) em litros (no caso, 10 mL = 0,01 L);
V, = volume original da amostra filtrada (em m3);

L = caminho dtico da cubeta utilizada (cm).

31.9. PREPARO DE SOLUCOES PADROES DE CLOROFILA (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO

DE SAO PAULO, 2014)

O método espectrofotométrico para clorofila ndo exige o levantamento de curva de calibracdo
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1997). No entanto, quando determinacdes mais acuradas sao
necessarias, um padrdo de clorofila comercialmente disponivel pode ser utilizado para verificar a qualidade da
medida do espectrofotdmetro (padrdo de verificagdo), ou ainda quando houver a necessidade de efetuar a
calibragdo de outros equipamentos (fluorimetros ou cromatdgrafos).

Nesse caso, uma ampola contendo 1 mg de clorofila @ de espinafre, por exemplo, pode ser adquirida
para o preparo de 100 mL de uma solucdao padrdo (solucdo estoque) contendo 10 mg/L (10.000 mg/m3) de
clorofila a, conforme o procedimento descrito a seguir (lembrar de trabalhar sempre em ambiente com baixa
luminosidade para evitar a deterioragao do padrao):

(@) Quebrar a ampola e lavar sucessivas vezes a ampola com a solucao de acetona 90% (lavar
também a ponta da ampola), recolhendo cuidadosamente todo o contetido em baldo volumétrico
de 100 mL, com auxilio de funil de vidro, até ndo se notarem mais tracos de coloracdo na
ampola;

(b) aferir o volume do baldo com a solucdo de acetona 90% e homogeneizar;

(¢) em seguida, separar diversas aliquotas da solucdo padrao em frascos de vidro @mbar com tampa
(vials de 4 mL). Armazenar os frascos em freezer a -80°C, ao abrigo da luz. O armazenamento
nessa temperatura garante a estabilidade do padrao por tempo indeterminado. Ja a -20°C o
padrao pode ser armazenado por cerca de 6 meses;

(d) o espectrofotbmetro pode ser verificado sempre que necessario utilizando-se essa solugdo
padrdo, cuja concentracdo de clorofila @ é conhecida. Para isso, colocar a solugao na cubeta e
realizar a leitura conforme o procedimento descrito para as amostras (item 35.7), antes e apds a

acidificagdao, zerando com a solugdo de acetona 90%;
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(e) determinar a concentracdo observada de clorofila @ na solucdo padrao e comparar com o valor

@

esperado, calculando a recuperagao obtida (em %), de forma a evidenciar a qualidade da medida
do equipamento;

algumas diluicbes da solugdo estoque também podem ser preparadas em acetona 90%, com
concentragOes variando de 0,1 a 10 mg/L de clorofila a (isto &, de 100 a 10.000 mg/m3 = ug/L),
e lidas no espectrofotometro.
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32.ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE — METODO DO PAPEL DE FILTRO

(GHOSE, 1987; WOOD; BHAT, 1988; ADNEY; BAKER, 1996)

32.1. CONCEITOS FUNDAMENTAIS

A hidrdlise de materiais lignoceluldsicos até monossacarideos, como a glicose, é realizada através de
enzimas celulases que atuam, principalmente, extracelularmente.

A atividade enzimatica da celulase é determinada pela quantidade de aclcar reduzido formada a partir
da hidrdlise de papel de filtro, conforme analise referenciada pela IUPAC (GHOSE, 1987). Por meio deste
método podem-se comparar pesquisas que utilizaram indculos diferentes e também utilizar uma mesma carga
enzimatica para hidrélise de diferentes substratos celuldsicos.

A atividade celulolitica total (FPAse) pode ser determinada como atividade de papel de filtro (Filter
Paper Unit) por volume de caldo enzimatico original, o que se expressa em FPU/mL, sendo que a atividade de
1 FPU corresponde a 1 pmol de glicose liberado em 60 min de reacdo (GHOSE, 1987).

Em termos praticos, uma vez que a liberacdo de aclicares redutores ndo é necessariamente uma
funcdo linear da concentragdo de enzimas do meio (GHOSE, 1987), o presente método consiste em medir a
atividade enzimatica de duas ou mais diluices da solucdo enzimatica original, interpolando entdo o resultado

para se determinar, com razoavel confiabilidade, a atividade da solugao.

32.2. MATERIAL
e Balanca analitica (precisdo + 0,0001 g)
e Banho termostatico (50°C e 100°C)
e Cronbémetro digital
e Espectrofotometro
e Medidor de pH de bancada (pHmetro)
e Baldo volumétrico de 1.000 mL
e Micropipeta de 1.000 pL
e Proveta de vidro graduada de 50 mL
e Espatula ou colher dosadora
e Pinca metdlica pequena
e Tubos de DQO padrdo HACH®
e Papel filtro de celulose Whatman n° 1
« Acido Citrico monohidratado — CsHgO7.H,0 P.A.
e Hidrdxido de Sédio — NaOH P.A.

e Reagente DNS (preparo conforme item 3.2.3)

32.3. PREPARO DA SOLUGAO TAMPAO CITRATO 0,05 M

Dissolver 10,5 g de acido citrico monohidratado (CsHs0,.H,0) em 37,5 mL de agua deionizada.

Posteriormente, com auxilio de espatula ou colher dosadora, adicionar hidréxido de sédio (NaOH) a
solugdo até pH 4,3 (aproximadamente 2,5 g). Completar o volume para 50 mL em proveta graduada e medir
novamente o pH. Se necessario, adicionar mais hidroxido de sodio a solucao até pH final de 4,5. A solugdo

preparada até aqui consiste de uma solugcdo tampao citrato de 1 mol/L.
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Para obter a solugdo tampao de interesse (concentracdo de 0,05 M) transferir a solugdo para um baldo
volumétrico de 1.000 mL, completando em seguida o volume com agua deionizada. O pH final da solucdo

devera ser da ordem de 4,8.

32.4. PROCEDIMENTO
Para a determinacao da atividade enzimatica, realizar diluicdes da solucao enzimatica em tampao
citrato 0,05 mmol/L (pH ~ 4,8).

Observacao: Preparar ao menos duas diluicbes do extrato enzimatico sendo, de preferéncia, uma
diluicdo capaz de liberar pouco mais de 2,0 mg de glicose (em massa) e outra um pouco menos de

2,0 mg de glicose.

Em tubos de DQO adicionar 1,0 mL da solugdo tampao citrato seguidos de 50,0 mg do papel filtro
Whatman n° 1 enrolado, com auxilio de pinga metalica, tomando cuidado para que este fique totalmente
imerso na solucdo tampao. Colocar os tubos tampados em banho termostatico a 50°C e aguardar atingirem o
equilibrio da temperatura (cerca de 10 min). Apds esse tempo, adicionar 0,50 mL de cada uma das diluigGes
dos extratos enzimaticos aos tubos e incubar por mais 60 min.

Ao final deste periodo, interromper a reacdo enzimatica adicionando 3,0 mL do reagente DNS (Miller,
1959), preparado conforme descrito no item 3.2.3. Manter os tubos em banho de agua em ebulicao por 5 min
e transferir, em seguida, para um banho de gelo para interromper a reagdo. Na sequéncia, homogeneizar
manualmente as amostras por sucessivas inversdes dos tubos. Aguardar a polpa de papel restante assentar
(até cerca de 20 min) e medir a absorbancia da solucdo em espectrofotobmetro a 540 nm. Caso seja
necessario, centrifugar brevemente a mistura para melhor separacdo do residuo do papel antes da leitura.

Durante as reacoes, parte da concentracao da glicose quantificada pode ser oriunda da prdpria enzima
e/ou do substrato, uma vez que o complexo enzimatico pode conter aglicares nutrientes, assim como as
extremidades da celulase podem, as vezes, serem quantificadas como glicose antes do ataque da enzima ser
efetuado. Por esta razao, preparar tubos de controle, consistindo: (a) no extrato enzimatico sem substrato e
(b) no substrato sem o extrato enzimatico. Subtrair os valores das absorbancias obtidas para os tubos
controles das absorbancias encontradas para os tubos reacionais contendo a amostra (enzimas) + o substrato
(filtro de papel).

Assim, para a correta quantificacdo da glicose através do método DNS trés categorias de tubos
reacionais serao preparados:

I) Tubos contendo as amostras a serem analisadas (enzimas + papel filtro);

II) Tubos do branco reacional, para zerar o espectrofotémetro; e

III) Tubos controle da enzima (a) e do substrato (b).

Para o preparo do branco reacional (II), adiciona-se 1,5 mL de tampdo citrato ao tubo reacional e
apds os 60 min de reacao aplica-se 0 método DNS como descrito anteriormente.

Para o preparo dos tubos controle da enzima (III-a) adiciona-se 1,0 mL do tampao citrato e 0,5 mL de
cada diluicdo da enzima. O tubo controle do substrato (III-b) é preparado por meio da adicdo de 1,5 mL do
tampao citrato e 50 mg de papel filtro enrolado. Apds o aquecimento e ao final do periodo de reagao (60 min),

ambos os controles também sdo analisados por meio do método DNS.
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O espectrofotometro deve ser zerado com o branco (II) e a leitura da absorbancia das amostras e dos
controles é efetuada em 540 nm. Por fim, descontar as absorbancias dos controles (IlI-a e III-b) da
absorbancia obtida para a amostra. Esse valor final é a absorbancia corrigida da amostra (ABSgaL).

32.5. LEVANTAMENTO DA CURVA DE CALIBRAGAO

A construcdo da curva de calibracdo para determinacdo de agucares redutores liberados pela celulase
através do método do DNS é realizada partindo-se de uma solugdo estoque de glicose 10,0 mg/mL preparada
em tampao citrato (0,05 mol/L) e realizando diluicdes em tampao citrato para obtencao de padrdes de glicose
na faixa de 0 a 10,0 mg/mL, o que equivale a uma massa absoluta de glicose variando de 0 a 5,0 mg em
0,5 mL de amostra.

As reac0es com DNS sdo realizadas adicionando-se, em cada tubo de ensaio, 1,0 mL de tampao
citrato seguidos de 0,5 mL de cada um dos padrdes de glicose diluidos previamente em tampao citrato.

Na sequéncia, 3,0 mL do reagente DNS sdo adicionados e os tubos sao mantidos por 5 min em banho
de agua em ebulicdo. Transferir posteriormente para um banho de gelo para interromper a reacao (~ 5 min).

Por fim, o espectrofotdmetro é zerado com o teste em branco (tampao citrato sem glicose) e a leitura
dos padroes é efetuada em 540 nm. Plotar a curva da absorbancia versus massa absoluta de glicose em
0,5 mL de amostra (mg/0,5 mL).

32.6. CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE

De posse das leituras das absorbancias (ABSrna.) obtidas apds a hidrélise enzimdtica do papel filtro e
utilizando a equacdo obtida através da curva padrdo determina-se a massa de agUcares redutores totais (ART)
liberados pelo extrato enzimatico em cada uma das diluicdes ensaiadas.

Na sequéncia é tracada uma reta relacionando a concentracdo da enzima em cada uma das diluigGes
testadas [enzima diluida] em fungdo da massa de glicose liberada pelos 0,50 mL do extrato enzimatico diluido.

Levar em conta que, para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na
liberagao de exatos 2,0 mg de glicose equivalente, isto €, 2,0/0,18016 pmol de glicose a partir de 50 mg de
papel de filtro por 0,50 mL de enzima diluida em 60 min de reacdo (sendo a massa molar da glicose igual a
0,18016 mg/umol). Assim, interpolar os dados obtidos para determinar a diluigdo necessaria que resulta na
liberagao de 2 mg de glicose e determinar a atividade enzimatica (FPU por mL de solugdo enzimatica original)

pela aplicagao da equacdo abaixo:

FPU 2,0
mL  0,18016x0,50x 60x[enzima diluida]

pmol.min*.mL* Equagdo 107

FPU 0,37
mL  [enzima diluida]

pumol.min™.mL* Equacgo 108

No qual o termo [enzima diluida] refere-se a proporcao adimensional da solugao enzimatica original
presente em cada diluicdo enzimatica (ou seja, o niUmero de mL da solugdo original presente em cada mL da

diluicdo testada).
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