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Resumo

Amoénia total é encontrada em d&guas superficiais ou subterraneas, como
resultado da decomposi¢cdo da matéria organica. Quando plantas e animais morrem, a
matéria organica dos mesmos é consumida por bactérias que a transforma em amonia,
dissolvida em aguas na forma de NHz e NH4". A poluicdo doméstica, industrial e
agricola também é importantes fontes de contaminacdo por aménia nos sistemas
aquéticos. Altas concentragdes de amonia podem ter implicacGes ecoldgicas nos
sistemas aquéticos. Este trabalho descreve a analise colorimétrica de amdnia em aguas
naturais, na qual foi baseada na reacdo de Berthelot, método do azul de indofenol sendo
as medidas realizadas pelo uso de imagens digitais, a partir de um aplicativo para
smartphone (photometrix) em um ambiente de luz controlada. Foi realizado teste de
fortificacbes de NH4" a partir de amostras retiradas do Lago Paranod. A faixa de
concentracdo linear foi estudada a partir dos padrdes de 0,1 — 3,0 mg L™ de NH4". Para
a identificacdo de limites de deteccdo do método foi utilizado a faixa de 0,1 — 1,0 mg L™
de NH4". Foi avaliada sua exatiddo frente a métodos de referéncia a partir do uso de
imagens digitais, utilizando-se de um espectrofotdmetro comercial e com o fotdmetro de
LED.

Palavras-chaves: Amonia, colorimétrica, reacdo de Berthelot, smartphone,
imagens digitais.



Abstract

Total ammonia is found in surface or groundwater as a result of the
decomposition of organic matter. When plants and animals die, the organic matter is
consumed by bacteria that transforms it into ammonia, dissolved in water as NH3 and
NH4*. Domestic, industrial and agricultural pollution are also important sources of
ammonia contamination in aquatic systems. High concentrations of ammonia may have
ecological implications on aquatic systems. This work describes the colorimetric
analysis of ammonia in natural waters, in which it was based on the reaction of
Berthelot, indophenol blue method being the measurements made by the use of digital
images, from a smartphone application (photometrix) in an environment of Controlled
light. A fortification test of NHs* was carried out from samples taken from Lake
Paranoa. The linear concentration range was studied from 0.1 - 3.0 mg L* NHs *
standards. For the identification of limits of detection of the method was used the range
of 0.1 - 1.0 mg L of NH4*. It was evaluated its accuracy against reference methods
from the use of digital images, using a commercial spectrophotometer and the LED
photometer.

Keywords: Ammonia, Colotimetric, Berthelot reaction, smartphone, digital

images.
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1. INTRODUCAO

A amonia é uma das substancias mais empregadas e produzidas na industria,
podendo ser encontrada naturalmente nos corpos d’agua como produto da degradacdo
de compostos organicos e inorganicos do solo e da agua. Estd presente nas aguas
superficiais e em baixas concentragdes na dgua subterranea, uma vez que as particulas
do solo absorvem amonia. Ela pode se apresentar sob a forma ionizada (NH4") ou ndo —
ionizada (NHs), a soma de suas concentragdes constitui a amonia total ou nitrogénio
amoniacal. Segundo Ericksonet al., embora alguma toxicidade possa ser atribuida a
amoOnia ionizada, a forma da aménia ndo ionizada é reconhecidamente a espécie mais
toxica de amonia.Por isso que, elevagbes do pH ou da temperatura deslocam o
equilibrio quimico no sentido da amdnia ndo-ionizada, uma vez que o equilibrio entre as
diferentes espécies de amdnia depende das caracteristicas fisicas e quimicas dos corpos
d"agua.! A amonia é também constituinte comum no esgoto sanitario e industrial. Com
0 crescente aumento da contaminacdo dos recursos hidricos a partir de efluentes
domeésticos, efluentes industriais, carga difusa urbana e agricola, tem sido observada a
relacdo da contaminacdo por aménia com a mortalidade dos organismos aquaticos,
prejudicando a vida selvagem. A ambnia € um toxico bastante restritivo a vida dos
peixes, sendo que muitas espécies ndo suportam concentracdes acima de 5mg L, além
disso, a amonia provoca consumo de oxigénio dissolvido das &guas naturais ao ser
oxidado biologicamente, reduzindo a sua concentracdo a niveis muito baixos. Por esses
motivos, a concentracdo de nitrogénio amoniacal € um importante parametro de
classificagdo das aguas naturais e normalmente utilizada na composic¢do de indices de
qualidade das aguas.?

O nitrogénio em geral, pode aparecer de diversas formas nos esgotos, desde
nitrogénio organico, amonia, até formas mais oxidadas como nitrito e nitrato. A Figura

1 mostra o ciclo do nitrogénio a partir de produtos residuais ou degradacao.
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Figura 1. Ciclo do Nitrogénio

O nitrogénio presente no esgoto fresco é primeiramente transformado em
amonia, pelaoxidacdo bioldgica causada por bactérias em proteinas e uréia. Além disso,
0 nitrogénio amoniacal € formado a partir da decomposi¢cdo e morte de proteina vegetal
e animal, pela acdo das bactérias, completando assim o ciclo.®

Os esgotos costumam ser classificados em dois grupos principais: 0s esgotos
sanitarios e os industriais. E possivel destacar que os esgotos industriais, de maneira
geral, sdo tratados por estacdes de tratamento de efluentes na propria industria geradora,
ou sdo levados para serem tratados por empresas especializadas. Assim, depois de
alcancado os padrées aceitaveis pela legislacdo, sdo descartados nos corpos de agua. No
caso do tratamento dos esgotos domeésticos, estes sdo feitos por empresas (privadas,
publicas ou estatais) conveniadas pelas prefeituras.

Juntamente com esse despejo de efluentes vem a verificacdo da forma como
estdo presentes os compostos de nitrogénio na agua residual. As determinacfes das
especies de nitrogénio reduzidas, correspondentes as formas organicas e amoniacal, séo
realizadas, usualmente, por titulacdo acido-base, apds destilacdo da amostra em meio
basico. Entretanto, essa estratégia ndo permite a determinacdo de niveis de nitrogénio
em éaguas inferioresa 1 mg L4

Oconselho nacional do meio ambiente (CONAMA) dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem
como estabelece as condi¢Oes padroes de lancamento de efluentes. A resolugédo
CONAMA 430/2011 estabelece o limite de 20,0 mg N.L™ para nitrogénio amoniacal de

efluentes industriais. J& para os sistemas de tratamento de esgotos sanitarios, essa
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condicdo pode ser aplicavel, ficando a critério do 6rgdo ambiental competente, em
funcdo das caracteristicas locais, ndo sendo exigivel o padrdo de nitrogénio amoniacal
total. O teor de nitrogénio amoniacal total nos corpos hidricos depende da classe a que
esté classificada, dependendo do valor do pH da massa d’agua, pode variar de 0,4 a 13,3
mg N-NH4*. Por exemplo,para aguas doces de Classe 2as concentragdes de nitrogénio
amoniacal variam de: 3,7mg/L N, para pH < 7,5 2,0 mg/L N, para 7,5 < pH < 8,0 1,0
mg/L N, para 8,0 < pH < 8,5 0,5 mg/L N, para pH > 8,5 mg L™ pela Resolucio
CONAMA n° 357/05.°

A crescente necessidade de analises quimicas tem exigido o
desenvolvimento de métodos de analises rapidos, exatos e precisos. Ainda mais quando
a espécie de interesse encontra-se em niveis muito baixos de concentracdo no material a
ser estudado. Ha diversos métodos analiticos para determinacdo de concentracdo de
amonia total na solucdo estudada. Entre esses métodos, destacam-se 0s métodos
colorimétricos/espectrofotométricos, os quais se baseiamna formacdo de compostos
coloridos cuja intensidade pode ser relacionada com a concentragéo.

O objetivo deste trabalho é avaliar o uso de imagens digitais obtidas por
smartphones para a determinacdo de amonia total em aguasnaturais, como forma de
eliminar a subjetividade das medidas colorimétricas usuais ou eliminar a necessidade de
uso de espectrofotbmetros. Adicionalmente propde-se a diminuicdo dos reagentes
utilizados na analise de forma a minimizar custos e geracdo de residuos. Neste contexto,
pesquisas recentes tém comprovado que a imagem digital € uma boa alternativa de
baixo custo, rapida, ndo destrutiva que permite uma avaliacdo e controle de qualidade
dos alimentos, processos industriais, qualidade das &guas com uma boa precisao.

Nos processos de tratamento bioldgico dos esgotos, o0 nitrogénio organico é
rapidamente e quase quantitativamente, convertido em nitrogénio amoniacal. Se a
nitrificacdo ocorre, e se houver capacidade de oxigenacdo suficiente, entdo o processo
de oxidacdo da aménia é quase completo, deixando uma baixa concentracdo de
nitrogénio amoniacal. Neste sentido, o desenvolvimento de um método baseado em
imagens digitais, de forma simples e rapida, constituindo-se de uma ferramenta que
permitiria a verificacdo preliminar de niveis de concentra¢des de aménio ou nitrogénio
total tanto em aguas naturais ou tratamentos de esgotossanitarios ou efluentes industriais
sem a necessidade de instrumentos sofisticados e sem a subjetividade do método
comparativo de cores. As analises em campo facilitariam a identificacdo da

concentragdo de nitrogénio amoniacal ou amonio na amostra coletada atendendo
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plenamente a legislacdo brasileira para concentracdo destas espécies em aguas doces e

esgoto.®

1.1. Métodos para a determinacao de amodnia em aguas naturais e efluentes

Para a determinacdo da concentracdo de amdnia presente em aguas, 0s métodos
mais utilizados sdo baseados em titulagédo,colorimetria, espectrofotometria e separagédo
por membranas seguida por condutometria.

O método Kjeldahl é provavelmente a mais comum de todas as titulagdes
acido-base. A técnica envolve vérias etapas, primeiro a amostra € digerida com acido
sulfarico, depois eleva-se o pH da amostra digerida adicionando-se cuidadosamente
hidréxido de sddio, a alteracdo do pH bésico faz os ion aménio se converterem em
amonia. Em seguida, a amonia é retirada da amostra por destilacdo e recolhida em um
recipiente separado contendo um volume medido de uma solucdo acida padrdo. A
quantidade de &cido que permanece nessa solucdo €, entdo, determinada por uma
titulagcdo de retorno com uma base forte. A diferenca na concentracdo da solucéo acida
antes e apds a destilacdo da amostra serve para determinar a quantidade de aménia que
foi capurada.’

Para as analises colorimétricas/espectrofotometricas, os métodos mais
utilizados baseiam-se na reacdo de Berthelot ou de Nessler. O método de Nessler na
reacdo em que o potassio, 0 mercurio e o ido reagem com NH4" para criar um composto
de cor amarelo-acastanhado, o qual tem sua absorbancia medida na faixa de 400 —
425nm. Apesar de ser um método sensivel, 0 mesmo entrou em desuso por necessitar,
frequentemente, de uma destilagdo da amostra para eliminar a interferéncia de
substancias organicas o que o torna a determinacao relativamente lenta.®

Ja 0 método de Berthelot, se baseia na formacdo do composto azul intenso de
indofenol, resultante da reagdo do ion aménio com compostos fenolicos na presenga de
um oxidante. A Figura 2mostra 0 mecanismo de reacdo para determinacdo de amonia
pelo método de Berthelot. O produto final, azul de indofenol, é obtido atraves da reagédo
de fenol com aménia e hipoclorito em meio alcalino, conforme a reagdes mostradas
naFigura 2. O nitruprussiato de sodio é usualmente utilizado como catalisador uma vez
que a formacéo da cor pode ser muito lenta. De fato, mesmo com o uso do catalisador é
indicado que se aguarde cerca duas horas para a realizagdo das leituras instrumentais.
H4 relatos na literatura de que o mecanismo para a formacao do indofenol é dependente
da luz e temperatura.’
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Figura 2. Mecanismo para detec¢do de am6nia empregando a reacdo de Berthelot.

1]

Deve-se destacar que existem Kkits comerciais para o desenvolvimento da
reacdo de Berthelot que permitem a andlise colorimétrica para a avaliacdo da qualidade
da &gua para consumo humano, aqlicultura, entre outros. Esses kits sdo muito utilizados
por agentes da vigilancia sanitaria para o monitoramento de agua em pogos ou agua
tratada por familias, escolas e empresas e também para o controle de qualidade da agua
doce. Nestes kits é realizada uma comparacdo visual da cor obtida para a amostra de
agua com os padrdes impressos em uma cartela para padrbes com concentracdes na
faixa entre 0,10 & 3,0 mg.L™* N-NH3.20

Uma fotografia desta cartela de comparacdo pode ser observada na Figura 3.
Como pode ser visto, esta comparacdo pode inviabilizar a determinacdo de
concentracdes intermediarias as estabelecidas na cartela por se tratar de um método

colorimétrico que também € sujeito a subjetividade do analista.

Lo ALFAKIT
AMONIA INDOTEST (mg L 'N-NH,)

1.0
@
2,0

30 0,25

= @

0,50

Figura 3. Cartela Alfakit com faixa entre 0,10 a 3 mg.L-1 N-NHS3.

A determinacdo baseada na separacdo por membranas seguida de medidas
condutométricas é normalmente realizada em sistemas de analises em fluxo como os

sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA). Nestes sistemas um volume discreto de
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amostra (da ordem 300 microlitros) é injetado em um fluxo carregador contendo
hidroxido de sdédio e levado até uma célula de difusdo gasosa que contém uma
membrana hidrofébica de separacdo (politetrafluoretileno-PTFE). Em meio basico
favorece-se a formacédo de gas amonia que permeia a membrana e € recolhido por outro
fluxo (aceptor) constituido por adgua purificada ou uma solucdo acida. A mudanca de
condutancia da solucdo aceptora € monitorada por um condutivimetro e o sinal é

relacionado a concentracéo de nitrogénio amoniacal total na amostra.'

Figura 4. Mddulos de extracdo por membrana (membranas planas) utilizada em sistemas de analise em

fluxo.

1.2. Imagens digitais com smartphones para determinacdes colorimétricas

Com o advento das tecnologias para a aquisi¢do e processamento de imagens
em telefones celulares de Gltima geracdo, chamados smartphones, tem sido possivel
realizar determinacGes colorimétricas/espectrofotométricas e fluorimétricas sem a
necessidade de instrumentos analiticos com a possibilidade adicional da realizacdo de
medidas in situ. Um trabalho desenvolvido por Neto et al. descreve um método rapido,
simples e de baixo custo para a classificagdo de adguas minerais, a partir de imagens
digitais de um smartphone,baseada na reacdo dos ion metalicos constituintes com
reagente colorimétricos, as medidas sdo realizadas diretamente sobre a amostra
complexada com o sistema RGB.'? Oliveira et al.utilizou-se de imagens digitais, entre
eles o sistema RGB com o emprego de uma impressora multifuncional para a
classificacdo de solos contaminados com diferentes teores de cromo para identificagdo
de amostras de solo com concentragcbes superiores aos valores estabelecidos pelas

legislacGes internacionais, 0 cromo e seus compostos derivados sédo aplicados em
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diversos processos industriais, representando um sério problema industrial.** Os autores
relataram que as imagens digitais mostraram boa potencialidade para serem utilizadas
em modelos de classificagdo, principalmente por tornar possivel a identificacdo de
amostras com baixas concentracfes de cromo, pois 0 uso de imagens digitais evita erros
visuais. Torreset al. exploraram um método baseado no uso de imagem digital para a
determinacdo da acidez em vinhos tintos por meio de uma titulacdo acido-base sem uso
do indicador ou um pré-tratamento da amostra. A metodologia proposta baseou-se nas
propriedades absorventes da matriz do vinho. Dez amostras de vinho foram analisadas e
os resultados foram comparados com o método de referéncia. Segundo os autores, 0 Uso
de imagens digitais obtidas com uma simples webcam pode servir de uma nova
estratégia de titulacdo acido-base para a determinagdo da acidez total em vinhos tintos
sem a utilizagdo de um indicador externo por ser de instrumentacéo barata e simples.'*

Nessa estratégia, a imagem de uma regido do compartimento que contém a
amostra/padrao é adquirida pelo smartphone e parametros da imagem como as cores do
sistema RGB sdo mensuradas e relacionadas com a concentragdo das espécies.

Recentemente, um grupo de pesquisas nacional desenvolveu um aplicativo de
analise colorimétrica para smartphones denominado Photometrix, que permite a
obtencdo de valores relacionados a imagem, como os parametros RGB, além de realizar
a calibracdo e a determinacdo da concentracdo do analito na amostra.

No presente trabalho de conclusdo de curso, a ferramenta photometrix foi
utilizada para a determinacdo de amonia em aguas a partir do método de Berthelot e
maiores detalhes sobre o funcionamento do aplicativo sdo descritos na segdo de
metodologia.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a possibilidade de uso de
um smartphone para a determinacdo de nitrogénio amoniacal em efluentes ou aguas

naturais empregando-se imagens digitais e 0 método de Berthelot.

2.1.0Objetivos Especificos:

o Estudar a faixa de concentragéo linear

. Identificar limites de detec¢do do método utilizado
o Avaliar a exatidao frente a métodos de referéncia
. Reduzir a quantidade de reagentes empregados

o Desenvolver um ambiente de luz controlado para as medidas

17



3. METODOLOGIA

A anélise colorimétrica de amo6nia em aguas naturais foi baseada na reagédo de
Berthelot, método do azul de indofenol sendo as medidas realizadas a partir de um
aplicativo para smartphone (photometrix) em um ambiente de luz controlada. A seguir
sdo apresentados a montagem do aparato para a realizagdo das medidas, o preparo das
solugBes, o funcionamento basico do aplicativo e o procedimento de medida.

3.1.Montagem do aparato para a realizagdo das medidas

Como ambiente de luz controlada para a leitura por imagens digitais, utilizou-
se uma caixa preta de madeira com dimensdes 19 cm x 27 cm x 12,5 cm (largura x
comprimento x altura). A caixa foi confeccionada de maneira a minimizar a entrada de
luz externa, de modo que o compartimento da amostra fosse exclusivamente iluminado
por uma fita de diodos emissores de luz branca (LED) contendo nove emissores, a qual
foi fixada na tampa da caixa preta, cerca de 13,2 cm acima do compartimento de
amostra. A tampa é removivel para que possa trocar os frascos a cada analise. Além
disso, foi instalado um resistor variavel para controle da intensidade da luz do LED, que
pode variar dependendo do método de analise a ser utilizado. A Figura 5 (A) mostra o
aparato completamente montado e a Figura 5 (B) mostra a tampa removivel com a fita
de LED.

Um suporte foi colocado na parte externa da caixa para a acomodacdo do
smartphone, sendo confeccionado um orificio com cerca de 1,5 cm de didmetro
alinhado com a cadmera do celular e também com o suporte do reservatorio de amostra.

Outrosuporte, para a fixacdo do frasco de amostra/padrdo (Figura 5(C)), foi
construido em é&cido polilatico (PLA) por uma impressora 3D (Cliever CL1), disponivel
no laboratorio e posicionado a 8,5 cm do celular. Foi também desenvolvido um suporte
em aco forrado com etil vinil acetato (EVA) de cor branca para fornecer um fundo
neutro para a imagem a ser obtida.

Como reservatdrios para as amostras e padrdes foram utilizados pequenos
frascos de vidro com volume de aproximadamente 2,5 ml, 10 mm de didmetro externo e

4.5 cm de altura.
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Figura 5. Aparato montado visdo superior (A), caixa removivel com fita de LED (B) e Suporte para
acomodar os frascos com destaque para o fundo neutro (C).

3.2.Aplicativo usado para coleta de dados

O aplicativo Photometrix, recentemente desenvolvido por um grupo de
pesquisa brasileiro foi utilizado para a calibracdo e determinacdo colorimétrica de
amonia. Este aplicativo esta disponivel gratuitamente no Google Play Store para
smartphones Android e Windows phone e permite a realizacdo das medidas de forma
rapida e intuitiva.'®

Na interface principal do aplicativo(Figura 6(A)), no idioma inglés, inclui
opcdes de analise univariada, analise multivariada, configuracdo e informacdes sobre o
aplicativo. A analise univariada foi a utilizada no presente trabalho e permite ao usuario,
apos acessa-la(Figura 6(B))executar as opc¢des de calibragcdo, amostragem, procurar uma
analise previamente salva ou ajuda.

Ao acessar a opc¢éo calibration, o usuario deve adicionar o numero de padrées
desejados para a construcdo da curva analitica (Figura6(C)). Apoés isso, 0 usuario deve
indicar a concentracdo do padrdo a ser medido para entdo realizar a medida

colorimétrica da solucdo que ja deve estar devidamente posicionada no
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aparato.Terminada as medidas individuais de cada padrdo, o aplicativo lista os
resultados para as calibragdes lineares obtidas com diferentes parametros de imagem
(RGB, HSV, HSL e HSI). A curva escolhida pode ser enviada por e-mail para o usuario.

PhotoMetrix @J Univariate - Calibration mode
Number of samples {5
r P
A ( N B Univariate Analysis _ :
’ Region of interest X
Calibration Local |
Univariate Analysis Date 05/06/2017

Capture images
Multivariate Analysis
Last Calibrations - Tap to select

Data: 03/05/2017
. Size: 64 x 64 Points: 3
Settings Local 8.2
Data: 03/05/2017
“ Size: 64 x 64 Points: 4
. Local teste8.2
About this app Data: 26/04/2017

Size: 64 x 64 Points: 27
Local teste8.1

Data: 26/04/2017
Size: 64 x 64 Points: 6

Figura 6. Interface principal do aplicativo (A), Analise univariada do aplicativo (B) e modo de calibra¢do
do aplicativo (C).

Finalizada a calibracdo, o usuario pode realizar a medida da concentracdo na
amostra a partir de um modelo de calibracdo previamente selecionado. Nesse caso, 0
usuario deve acessar a funcdo sampling e realizar a medida de forma semelhante a
realizada com os padrdes. O aplicativo fornece ao final da leitura a concentracdo do
analito na amostra diluida. O celular equipado com camera fotogréafica utilizado para as

medic¢des possui resolucdo de 15Mp.

3.3.Reagentes e solugdes

Todas as solugdes utilizadas nesse trabalho foram preparadas em &gua
purificada por osmose reversa. Reagentes de grau analitico com pureza superior a 98%
foram utilizados na maioria dos estudos, para reagentes com pureza diferenciada foi
realizada a indicacao na descri¢do do preparo.

Uma solugdo estoque de 100 mg L?! de NH.* foi preparada a partir da
dissolugdo de 0,1571 g de NH4Cl (VETEC, teor 99,5%) em &gua em um baldo
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volumétrico de 500 mL. Padrdes de concentracdes variando entre 0,1-3,0 mg.L™! de
amonio foram preparados pela diluicdo de aliquotas da solugdo estoque em agua.

Os reagentes colorimétricos para a determinacdo de aménia total pelo método
de Berthelot foram preparados seguindo a descricdo de Jean-Pierre C..*> Uma solugio
fenolica, denominada reagente 1, foi preparada em baldo volumétrico de 100 ml,
dissolvendo-se 8 g de fenol em etanol. A solucdo do reagente 2 foi preparada pela
mistura de volumes iguais de uma solucdo aquosa de citrato de sddio em meio basico
com uma solucdo aquosa de Trione (&cido dicloroisocianurico sob forma de sal de sodio
dihidratado). Para o preparo da solucdo de citrato de sdédio, 40 g do sal (VETEC 99%)
foram misturados a 3,2 g de hidréxido de sédio (Sigma Aldrich, teor 98%) e dissolvidos
com 50 mL de agua em um béquer. Essa mistura foi entdo aquecida em uma chapa de
aquecimento até a total dissolucdo dos sais e eliminacdo de possiveis tracos de amonio.
Posteriormente a solucao resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 100
mL sendo o volume aferido com agua. A solucéo de trione foi preparada pela dissolugédo
de 0,1 grama do sal de s6dio dihidratado do &cido dicloroisocianurico(VETEC 99%) em
baldo volumétrico de 25 mL em agua.

Por ultimo, um terceiro reagente (reagente 3) foi preparado em um balédo
volumétrico de 50 mL, dissolvendo-se 0,25 g de nitroprussiato de potéssio (VETEC
99%) em agua. Apbs o preparo todos os reagentes foram armazenados em frascos de
vidro escuro e na geladeira.

Nesse estudo, foram coletadas amostras de agua do lago Paranoa de trés pontos
diferentes. Todas as amostras consistiam de aguas superficiais dos locais: Deck Asa-
Norte, Pier 21 L4 sul e Pontdo do lago sul. Apés a coleta, as amostras foram filtradas
em papel de filtro quantitativo e analisadas no mesmo dia de coleta.

Considerando a possibilidade das amostras apresentarem concentracdes muito
baixas de amonia total, estudos de recuperacdoforam realizados pela fortificagcdo das
amostras coletadas. Para cada ponto estudado, foram realizadas fortificaches das
amostras de forma a proporcionar concentragdes da ordem de 0,35 mg Lt e 0,7 mg L-
! Para isso, aliquotas adequadas da solugio estoque de amonio foram transferidas para
baldes volumétricos de 25 mL, os quais foram avolumados com as proprias amostras.

Para o desenvolvimento da reacdo colorimétrica, 1,00 mL de cada amostra ou
dos padrdes foram transferidos para os frascos de medidas e adicionados, na ordem, de
50 pL de solucao fendlica (reagente 1), 100 pL de solugdo de citrato/trione (reagente 2)

e 100 pL de solugdo de nitroprussiato de sodio (reagente 3). E importante destacar que,
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entre cada adicdo de reagente, as amostras/padroes foram agitadas para a
homogeneizacdo. Ap6s a mistura, as solucbes foram protegidas da luz por
aproximadamente 2 horas antes da realizagéo das leituras.

3.4.Instrumentos utilizados para comparacao

Nesse estudo, foram utilizados também os equipamentos espectrofotdmetro e o
fotometro. As medidas fotométricas sdo realizadas com instrumento lab-made
construido a partir de um Led vermelho (635 nm) como fonte de radiacdo e um foto-
resistor LDR (Light Dependent Resistor) como detector. Jao instrumento
espectrofotdbmetro possui fonte Ocean Optics USB-2000, com comprimento de onda
630 nm de luz visivel com lampada de filamento de tungsténio e halogénio. Para ambas
as medidas foram adaptadas um suporte para se realizar as medidas com o0 mesmo

frasco de amostra utilizado para as imagens digitais.

22



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os métodos colorimétricos/espectrofotométricos baseados na reacdo de
Berthelot consistem na reacdo entre Amonia, fenol e hipoclorito em meio alcalino,
seguido pela formacdo do indofenol de cor azul conforme indicado na Figura 1. E
importante destacar, entretanto, que o hipoclorito de sddio € um reagente que apresenta
baixa estabilidade, de modo que sua concentracdo em cloro ativo tende a diminuiro que
acaba dificultando o seu uso em analises periodicas. Nesse sentido, o hipoclorito tem
sido substituido por solucbes de sal de sddio de dicloro-S-Triazina-2,4,6-triona (acido
dicloroisociandrico) popularmente conhecido por trione, o qual apresenta maior
estabilidadee, por isso, foi utilizado no desenvolvimento desse trabalho.’

A Figura 7 mostra o espectro obtido para uma solucdo de azul de indofenol
obtido a partir de uma solugdo padrdo de aménio com concentragdo de 1,0 mg L.
Como pode ser observado o maximo de absor¢do ocorre no comprimento de onda de
631 nm, o que mostra que o produto absorve radiacdo correspondente a cor
vermelha/alaranjada (cor complementar,Figura 8). De fato, como sera discutido mais
adiante, a resposta instrumental por imagens digitais se deu pela variacdo da
componente R do sistema RGB. Além disso, o LED utilizado no fotdmetro apresenta
maximo de emissdo muito proximo de 631 nm (630 nm), o que permitiu a realizacao

das medidas com esse instrumento.
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Figura 7. Espectro obtido pelo espectrofotémetro para o padréo de 1,0 mg L™
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Figura 8. Circulo de cores complementares.

4.1 Curva analitica e Figuras de mérito

Inicialmente foi avaliada uma faixa mais ampla de concentracdes de forma a
estabelecer a regido linear da calibracdo. As curvas foram obtidas a partir do método
colorimétrico, pelo sistema RGB.A Figura 9 (A) mostra o sistema calibrado utilizando-
se seis padrdes na faixa de concentracdo de 0,1 — 3,0 mg L*de NH4". Desta calibragdo
obteve-se uma equacdo linear descrita por y= 36,9379x+93,8009 e coeficiente de
quantificagdo R?= 0,988.Uma perda de linearidade é observada em padrdes com
concentragbes maiores que 2,0 mg L™%e menores que 0,25mg L . Retirando-se o0s
pontos das extremidades, as concentragGes 0,1e 3,0 mg L, a linearidade aumenta de
forma que se poderia afirmar que o método € linear entre 0,25 e 2,0mg L, como pode
ser visto na Figura 9 (B) que possui a equacdo y= 41,1874x+94,0821 com coeficiente de
quantificacdo R?= 0,998. Entretanto, como sera mostrado mais adiante, alterando-se a
intensidade de luminosidade do ambiente, pode-se tornar o método mais linear para
concentracdes mais baixas ou mais altas respeitando as concentragdes entre 0,1 e 3,0 mg
L1,
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Figura 9.Curva de calibragdo utilizando-se com seis padrdes, na faixa de 0,1 — 3,0 mg L™ NHs* (A) e
Curva de calibragdo utilizando-se quatro padrdes, na faixa de 0,25 — 2,0 mg L NH.*(B).

Devido ao interesse em se determinar concentragdes menores, realizou-se um
ajuste de iluminacdo da cAmara de leitura de forma a realizar as medidas na faixa de
concentragdo de 0,1 — 1,0 mg Lde NH4*. Como mostrado na Figura 10, é possivel
identificar o aumento da tonalidade da cor azul a partir do acréscimo da concentracao,
permitindo assim a calibracdo baseada em imagens digitais. Para fins de
comparagdo,amesma faixa de concentracdo foi avaliada para construgdo de curvas

analiticas com o celular, espectrofotdmetro e fotbmetro.
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Figura 10. Variacao de cor para os cinco padrdes utilizados para a constru¢do da curva analitica de 0,1 —
1,0 mg L't NH4*.

Para o método colorimétrico, a partir do sistema RGB obteve-se uma equacéo
y= 110,587x+ 77,624 e um coeficiente de correlagdo R?= 0,994 para 0s cinco pontos
avaliados como mostrado na Figura 11 (A). Deve-se destacar que, para a obtengédo desta
curva analitica foi necessario diminuir a intensidade luminosa da cAmera de leituras de
forma a permitir a leitura de padr6es com uma faixa de concentracdo menor que aquela
indicada na curva da Figura 9. Baseado no valor do intercepto da curva mais trés vezes
0 seu desvio padréo, calculou-se o limite de detecgéo, o qual foi estimado em 0,04 mg
LTNH,4*( 0,03 mg L*N) como mostrado na Tabela 1. Este valor é bastante inferior ao
estabelecido pela resolucdo CONAMA 357/2005 como limite de concentracdo de
nitrogénio amoniacal em aguas doces (0,38 mg L*NHs" ou 0,5 mg/L N), o que indica
que a estratégia adotada pode ser utilizada para a determinacdo. A precisdo das medidas
foi também avaliada com base no coeficiente de variacao para trés leituras do padréo de
maior concentracéo (1,0 mg L*NH4") sendo estimado em 2,2 %.

A Figura 11 (B) mostra a curva de calibracdo construida a partir do método
espectrofotométrico com um instrumento comercial. De fato, para as medidas realizadas
com o espectrofotdbmetro foi necessario adaptar um suporte que permitisse a realizacdo
das medidas com os mesmos frascos que foram utilizados para as medidas com o
celular. Ainda assim, a curva analitica apresentou uma linearidade (R?= 0,994) similar
ao do método com o celular com os mesmo cinco padrdes. O limite de detecgdo para o
método espectrofotométrico foi estimado em 0,03 mg L™*NH4*, valor que é semelhante
ao obtido com a medida digital.

A Figura 11 (C) mostra a curva de calibracdo construida a partir do método

fotométrico, com LED e foto-resistor.Para esse caso, a curva analitica apresentou uma

26



linearidade (R?= 0,998) similar a0 do método com o celular, com 0s mesmos cinco
padrdes. O limite de deteccdo (0,07 mg L*NH4") obtido com o método fotométrico foi
também semelhante ao obtido com a medida digital. Todas as calibragdes foram
realizadas em triplicata e no mesmo dia.

A Tabela 2 mostra também os valores de precisdo para as leituras com 0s
diferentes instrumentos e indicam que as variagcbes encontradas para as medidas
realizadas com o celular sdo semelhantes aquelas obtidas com os outros instrumentos.
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Figura 11. Curva de calibracdo construida a partir do método colorimétrico (A), Curva de calibracdo
construida a partir do método espectrofotomeétrico de UV-Vis (B) e curva construida a partir do méetodo
fotométrico (C).

Tabela 1. Coeficiente de correlagdo obtido dos trés métodos, juntamente com seu limite de

deteccéo.

Método R? Limite de deteccéo
Colorimétrico 0,994 0,04
Espectrofotdmetro 0,994 0,03

Fotdbmetro 0,998 0,07

Tabela 2. Valores obtidos do coeficiente de variagio, em triplicata, do padrdo de 1 mg L™ dos
trésmétodos .

Método Coeficiente de variagdo (%)
Colorimétrico 2,3
Espectrofotdmetro 3,0
Fotdmetro 2,6

Para avaliar a exatiddo do método colorimétrico com o celular foi realizado um
teste de recuperacdo com dois diferentes niveis de concentragdo do analito.
Adicionalmente, as mesmas medidas foram realizadas com o espectrofotdmetro
comercial e com o fotdmetro de LED.

A Figura 12 mostra fotografias das trés amostras ndo fortificadas e fortificadas
apos o desenvolvimento da reacdo colorimétrica. Como pode ser observado, todas as
amostras ndo fortificadas levaram ao desenvolvimento de cor, demonstrando que estas

amostras continham aménia na faixa de concentracdo avaliada. Observa-se ainda que, as
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amostras fortificadas apresentaram aumento da intensidade de cor com o aumento da

concentracdo de amonia usada na fortificagdo.

Figura 12. Amostras do Pier 21 sem ser fortificada, fortificada com de 0,35 mg.L*e 0,7 mg.L*
respectivamente (A), Amostras do Pontdo sem ser fortificada, fortificada com de 0,35 mg.L*e 0,7 mg.L*
respectivamente (B) e Amostras do Deck sem ser fortificada, fortificada com de 0,35 mg.L e 0,7 mg.L™

respectivamente (C).

Avaliando-se os dados apresentados nas Tabelas 3 e 4, observa-se que o0s
resultados obtidos com o espectrofotbmetro comercial apresentaram as maiores
diferencas em relacdo aos dados colhidos com o smartphone e com o fotdmetro para as
amostras ndo fortificadas. Possivelmente, a dificuldade relatada anteriormente com
relacdo a improvisacdo do sistema de medida tenha levado a essas diferencas (erros
maiores que 20% para as amostras ndo fortificadas) o que devera ser avaliado no futuro
utilizando-se um sistema de medida usual com cubeta de vidro e suporte convencional.
Vale ressaltar, entretanto, que os frascos fechados minimizam o contato do analista com
a solucdo fenodlica, a qual proporciona a reacdo colorimétrica, diminuindo os riscos de
contato com esta substancia. Na comparagédo dos resultados entre o sistema proposto e o
fotbmetro de LED, observa-se que para seis das nove amostras analisadas (fortificadas e
nédo fortificadas) foram observados erros relativos inferiores a 10 % e que flutuaram
acima e abaixo do valor de referencia indicando a auséncia de erros sistematicos nas
leituras. Deve-se destacar ainda que mesmo com erros relativos elevados (maiores que
15 %), como o observado para a amostra coletada no Pier fortificada com 0,35 mg L°
'deNH.", o erro absoluto para essa amostra é de apenas 0,12 mg L o que corresponde a
trés vezes o limite de deteccdo do método e é inferior ao seu limite de quantificacdo
0,13, calculado como o valor do intercepto adicionado de 10 vezes o seu desvio

padrio.'8
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Tabela3.Concentracdes das amostras de [NHs"] para cada método analitico estudado,

juntamente com seu desvio padrao.

Amostras (mg.L™?) RGB Fotdmetro Espectrofotémetro
Pier 0,43+0,02 0,39+0,07 0,40+0,01
0.35 0,78+0,02 0,83+0,05 0,66+0,005
0.7 1,09+0,02 1,17+0,07 1,03+0,01
Pont&o 0,45+0,01 0,44+0,08 0,47+0,003
0.35 0,81+0,02 0,89+0,04 0,83+0,01
0.7 1,11+0,03 1,26+0,04 1,14+0,01
Deck 0,35+0,03 0,38+0,06 0,47+0,004
0.35 0,66+0,003 0,78+0,05 0,73+0,005
0.7 0,99+0,008 1,12+0,04 1,04+0,01

Tabela 4. Erro relativo das amostras de agua superficial fortificadas com NH4*.

Amostras RGB RGB
(mg.L?) vsFotémetro(%6) VsEspectrofotémetro(%o)
Pier 9,40 7,5
+0.35 -6,11 18
+0.7 -7,03 6
Pontéo 3,35 -4,2
+0.35 -7,94 -2,4
+0.7 -11,70 -2,7
Deck -8,80 -25
+0.35 -15,96 -9,6
+0.7 -11,37 -4,8

Aos resultados obtidos aplicou-se o teste t pareado para comparagdo do método

colorimétrico e o espectrofotométrico, a um nivel de confianga 95% com N= 8 e obteve-

se 2,90como t calculado. Quando comparado ao valor de t tabelado (2,30) a hipotese

nula foi rejeitada, indicando que os dois métodos fornecem resultados diferentes.

Porém, erros absolutos para as amostras ndo apresentaram variagoes discrepantes, tendo

como maior erro absoluto 0,12 mg L, valor este que corresponde a trés vezes seu

limite de deteccéo e é inferior ao seu limite de quantificacdo 0,10, com isso a hipétese

nula seria aceita a um nivel de 99% de confianca (twn= 3,35).
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A comparacao do fotdmetro com o espectrofotdmetro, o erro absoluto de uma
das amostras chegaa 0,17 mg L™, como pode ser visto na amostra Pier fortificada com
0,35, valor este que corresponde a duas vezes o limite de deteccdo do método e é

inferior ao seu limite de quantificacéo 0,21.

Tabela 5. RecuperagBes do método colorimétrico para as amostras de agua superficial

fortificadas com NH.*, juntamente com o valor de concentragdo encontrado.

Amostras Valor Esperado Valor Encontrado Recuperacéo (%)
(mgL™) (mg L™
Pier 0,35 0,35 100,70%
Pier 0,7 0,66 93,87%
Pontéo 0,35 0,36 103,34%
Pontéo 0,7 0,66 93,44%
Deck 0,35 0,31 87,82%
Deck 0,7 0,64 92,14%

O teste de recuperacdo foi calculado a partir da seguinte relagéo:

% rec. = concentracdo amostra fort. — concentracao amostra original x 100

concentracdo esperada correspondente a fortificagdo

As recuperacOes e concentracOes esperadas de NH4" obtidas para as amostras
de agua fortificadas (0,35 mg.L™ e 0,7 mg.L™Y) sdo mostradas na Tabela 5. As
recuperacOes obtidas para a determinacdo de NHs"variaram entre 87,82 % e 103,34 %
demonstrando boa exatiddo do método colorimétrico. As concentracBes encontradas
correspondem de seis a dezesseis vezes do limite de deteccdo do método (Tabela 1),
além disso, as concentragdes encontradas estdo acimado limite de quantificagdo 0,13.
Variagdes nos valores de concentracdo esperado podem ter sido ocasionados por

processos bioquimicos, reduzindo assim sinais de absorbancia na analise das amostras.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir dos estudos reportados nesta dissertacéo
permitem concluir que a identificacdo de amonia total ou aménio em aguas naturais

pode ser realizada de forma simples e eficiente empregando-se medidas colorimétricas
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obtidas de um aplicativo para smartphone sem a necessidade de instrumentos
sofisticados e sem a subjetividade do método comparativo de cores.

A estratégia proposta neste trabalho poderd ser utilizada no futuro como
ferramenta para a verificacdo preliminar de concentracfes de amonia total em aguas
naturais ou efluentes industriais, assim como esgotos sanitarios atendendo plenamente a
legislacdo brasileira para concentracdo destas espécies em aguas doces e esgoto.
Entretanto, modificagGes no proprio sistema, como aumento do caminho 6ptico deverdo
ser realizadas para que 0 mesmo possa ser realizado como uma ferramenta mais sensivel
para 0 monitoramento das aguas.

O método proposto proporciona uma reducdo de 50 % dos reagentes e na
geracgdo de residuos comparando-se com o descrito a partir da literatura utilizada para a
preparacdo dos reagentes, de modo que esta proposta podera ser utilizada como forma

atender os requisitos da quimica verde.®
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