METODO DE ENSAIO

®
lnea DETERMINACAO DE NITROGENIO AMONIACAL

inatituto estadual do ambiente (METODO DO FENATO)

1 OBJETIVO

Descrever o procedimento de analise de Nitrogénio Amoniacal, pelo método do fenato, utilizado pelo
Servico de Analises Quimicas (SERVAQ), seu controle de qualidade e registro dos resultados.

2 CAMPO DE APLICACAO E VIGENCIA

Este método se aplica a amostras de agua natural, agua tratada e agua residual do setor de SERVAQ
e passa a vigorar a partir da data de aprovacao.

3  TERMOS E DEFINICOES

TERMO / SIGLA DEFINICAO

Agua purificada grau 2 ou superior, analisada no lugar da
amostra. Usada para verificar a contaminacdo com o
3.1 Branco do Método analito de interesse nos reagentes, na agua purificada e
no processo de andlise e sua contribuicdo para o erro do
resultado.

Material de Referéncia Certificado, é um material
suficientemente  homogéneo e estavel que foi
estabelecido como sendo adequado para seu uso
pretendido. As propriedades especificadas foram
caracterizadas por um procedimento metrologicamente
vélido. Vem acompanhado de um certificado que fornece
o valor das propriedades, a incerteza associada e uma
declaracgédo de rastreabilidade metrolégica.

Solugdo Padrdo contendo os analitos de interesse em
uma concentracdo igual ao ponto médio da curva de
Padrdo de Verificagédo calibracdo. Afim de fazer uma verificagdo inicial diaria da
Inicial exatiddo da curva. O Padrdo de Verificagdo deve ser
diferente do utilizado para o preparo da curva de
calibracéo.

3.4 SERVAQ Servigco de Analises Quimicas.

3.2 MRC

3.3

35 RBC Rede Brasileira de Calibracéo.

4 REFERENCIAS
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 242 ed., EUA. 2022.

INMETRO - Avaliacdo de Dados da Medicdo: Guia para Expressao da Incerteza de Medicdao — GUM
2008. 12 ed., Rio de Janeiro, 2012;

ABNT NBR 5891: Regras de arredondamento na numeracao decimal. Rio de Janeiro, 2014;

NBR 9898 — Preservacgéo e Técnicas de Amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos Receptores. Rio
de Janeiro: ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas), 1987;

DOQ-CGCRE-022, Orientacdes para aplicacdo dos requisitos técnicos da ABNT NBR ISO/IEC 17025
na acreditacdo de laboratérios de calibracdo para o grupo de servico de fisico-quimica. Rev. 03 — JUL
/2019;

DOQ-CGCRE-08 - Orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos. Rev. 09 — JUN / 2020;
POP-INEA-GERLAB-204 — Garantia da Qualidade dos Resultados;

POP-INEA-GERLAB-205 — Validacdo de Métodos de Ensaios;

Cadigo: Data de aprovacéo: Reviséo: Paginacéo:
ME-INEA-GERLAB-630 11/12/2024 02 1de9




instituto estadual do ambisnts

METODO DE ENSAIO

L]
lneq DETERMINACAO DE NITROGENIO AMONIACAL
(METODO DO FENATO)

POP-INEA-GERLAB-209 — Estimativa da Incerteza da Medicao;
POP-INEA-GERLAB-601 — Medidas Gerais de Seguranca e Prevencao de Acidentes;
POP-INEA-GERLAB-602 — Preparo, ldentificacdo e Controle de Solucfes e Reagentes;

POP-INEA-GERLAB-604 — Limpeza e Descontaminagdo de Vidraria e Materiais Diversos de
Laboratorios;

POP-INEA-GERLAB-635 — Incerteza de Medi¢&o Labwin UNC;
POP-INEA-GERLAB-218 Controle de Qualidade das Frascarias;
POP-INEA-GERLAB-800 — Agua reagente.

5 RESPONSABILIDADES GERAIS

FUNCAO RESPONSABILIDADE

A andlise critica deste documento é de responsabilidade do SERVAQ.

SERVAQ A execucao dos procedimentos descritos é de responsabilidade dos
técnicos e analistas do SERVAQ.

6 PROCEDIMENTOS
6.1 Aspectos de Seguranca

6.1.1 Acompanhar rigorosamente as medidas estabelecidas no POP-INEA-GERLAB-601- Medidas
Gerais de Seguranca e Prevencéo de Acidentes.

6.1.2 Na analise de amostras de aguas residuais, despejos industriais ou aguas contaminadas,
somente manipular as mesmas utilizando luvas.

6.1.3 Caso as amostras apresentem odor forte ou contaminacao por produtos volateis usar mascaras
durante o ensaio e/ou manipular as mesmas em capela.

Cuidado: Fenol é uma substancia inflaméavel, corrosiva, extremamente téxica. Toda manipulacdo
deve ocorrer dentro de capela quimica e utilizando luvas de latex natural ou borracha nitrilica.

6.2 Equipamentos e materiais

6.1.1 Sistema para destilacdo e absor¢éo da amonia.

6.1.2 Espectrofotdbmetro capaz de operar em comprimento de onda de 640 nm.

6.1.3 Cubetas em vidro, quartzo ou poliestireno, de caminho 6tico de 1,0 cm (10 nm).
6.1.4 BalGes volumétricos de 100 mL.

6.1.5 Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL e 10 mL.

6.1.6 Pipetas graduadas de 5 mL e 10 mL.

6.1.7 Provetas de 10, 25 e 50 mL.

6.1.8 Tubos de ensaio com tampa de rosca de capacidade aproximada de 30 mL (150mmX20mm).
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6.3 Reagentes, solucdes e padrbes

6.3.1Preparar os reagentes e solucBes conforme as instrucdes do POP-INEA-GERLAB-602—
Preparo, Identificacdo e Controle de Solucfes e Reagentes.

6.3.2 Padréo Nitrogénio Amoniacal em concentracdo de 1.000 mg/L.

6.3.3 Fenol alcodlico 11,1% vi/v.

6.3.4 Hipoclorito de sddio 5-6% P.A.

6.3.5 Nitroprussiato de sédio 0,5% p/v.

6.3.6 Citrato alcalino (citrato de sddio + hidroxido de sédio).

6.3.7 Tampao Borato.

6.3.8 Hidrdéxido de sodio 0,1 mol/L.

6.3.9 Acido sulfarico. 0,02 mol/L (0,04N).

6.3.10 Solucdo oxidante (citrato alcalino + hipoclorito de sadio).

6.3.11 Agua purificada no minimo grau 2 (destilada e deionizada) recentemente preparada.

Nota: Utilizar padrdes diferentes para a curva de calibracéo e leitura de padréo de verificagéo.
Ambos devem ser adquiridos como solucdo comercial do Material de Referéncia Certificado (MRC

- Padrao), produzido e certificado de acordo com as normas ABNT NBR ISO 17034 e ABNT NBR
ISO/IEC 17025.

6.4 Metodologia do ensaio

6.4.1 Principio do Método

O indofenol é uma substancia de cor azul intensa, formada pela reagdo da amoénia, presente nas
amostras, com fenol e hipoclorito, catalisada pela presenca de nitroprussiato. A intensidade da
coloracdo azul que se forma é proporcional a concentracdo de nitrogénio amoniacal presente na
amostra, que pode ser determinada em um espectrofotdmetro por leitura em comprimento de onda de
640nm. O método utilizado é o N-NH3 4500 F. Phenate Method do livro referéncia Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater. A. D. Eaton, L.S. Clesceri, E. W. Rice. Eds. 242 ed.,
EUA. 2022.

6.4.2 Interferéncias

6.4.2.1 Magnésio e calcio podem precipitar no pH do ensaio e s&o eliminados por
complexacao com citrato.

6.4.2.2 A turbidez nas amostras pode causar interferéncia, podendo ser eliminada pela
filtragdo prévia da amostra.

6.4.2.3 Sulfeto de hidrogénio também interfere na determinagdo e deve ser eliminado por
acidificacdo da amostra com acido cloridrico diluido, até pH 3. Seguida de vigorosa aeracédo da
amostra até que nao seja mais perceptivel nenhum odor de sulfeto de hidrogénio.

6.4.3 Preservacao de Amostras / Condicionantes para analise
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6.4.3.1 A determinacdo do teor de nitrogénio amoniacal (N-NHs) deve ser efetuada o mais
rapido possivel apés a entrada das amostras no SERVAQ. Caso, a determina¢cdo ndo possa ser
realizada imediatamente, as amostras devem ser mantidas refrigeradas a 4°C por um prazo de até
24 horas. Para preservacao das amostras por até 28 dias, € necessario manté-las congeladas em
temperatura aproximada de -20° C ou acidifica-las até pH < 2 e conserva-las em temperatura de 4°
C.

6.4.3.2 As amostras devem ser coletadas e mantidas em frascos de vidro (borosilicato) ou de
plastico (polietileno ou equivalente), bem fechados e sem adigdo de preservantes. Os frascos
devem seguir os controles de qualidades estipulados no POP-INEA-GERLAB-218 - Controle de
Qualidade das Frascarias.

6.4.3.3 Em amostras de efluentes antes da determinacdo do nitrogénio amoniacal é
necessaria uma etapa prévia de destilacdo da amostra conforme o item 5.7, para eliminacdo dos
interferentes.

6.4.3.4 Na determinacéo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) em 4gua tratada e 4guas naturais,
as concentracdes normalmente encontradas dos interferentes ndo causam problema. Neste caso,
pode-se efetuar a determinacdo diretamente na amostra sem necessidade de tratamento prévio,
apenas removendo alguma turbidez presente por filtracéo.

6.4.3.5 As vidrarias utilizadas na determinacdo devem seguir o procedimento de limpeza e
descontaminacdo descrito no POP-INEA-GERLAB-604 — Limpeza e Descontaminag&o de Vidraria
e Materiais Diversos de Laboratérios. Sendo assim, antes de ser utilizada, a vidraria empregada na
determinacgéo, recomenda-se colocar de molho em solugédo &cida (acido cloridrico 10%).

6.4.4 Destilagcéo prévia das amostras

6.4.4.1 Preparo do Equipamento

6.4.4.1.1 Em um bécher de 250 mL colocar 100 mL de &gua purificada, adicionar 5 mL de solugéo
tamp@o de borato e homogeneizar.

6.4.4.1.2  Verificar e ajustar o pH dessa mistura até pH 9,5 pela adi¢do de hidroxido de sédio, gota
a gota e com agitacdo constante.

6.4.4.1.3 Iniciar a destilacdo para a descontaminacéo do sistema, e recolher ao menos 40 mL do
destilado.

6.4.4.1.4  Colocar na saida do destilador um erlenmeyer 250 mL contendo 10 mL de &cido sulfarico
0,02 mol/L como solucéo de absorc¢éo.

Cuidado: Certifique-se que a saida do destilador fique imersa na solugdo de absorcdo de acido
sulfarico 0,02 mol/L

6.4.4.1.5 Ao parar o aquecimento, deixar esfriar e manter a aparelhagem montada até
imediatamente antes de iniciar a destilacdo da amostra.

6.4.4.2 Preparo da Amostra

6.4.4.2.1 Em um bécher de 250 mL colocar 100 mL da amostra e adicionar 5 mL de solucao
tampao de borato e homogeneizar.

6.4.4.2.2  Verificar e ajustar o pH dessa mistura pela adicdo de hidréxido de sédio, gota a gota e
com agitacdo constante, até pH 9,5.

6.4.4.2.3  Transferir para o tubo da aparelhagem previamente descontaminada e adaptar ao
destilador.
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6.4.4.2.4  Colocar na saida do destilador um erlenmeyer 250 mL contendo 10 mL de acido sulfdrico

0,02 mol/L como solucédo de absorc¢éao.

Cuidado: Certifique-se que a saida do destilador fique imersa na solugéo de absorcgéo.

6.4.4.2.5  ApoOs o termino da destilacdo neutralizar o destilado com hidréxido de s6dio 1mol/L.
6.4.4.2.6 Utilizar esta solucao destilada para executar a determinacdo conforme o item 9.6.
6.4.5 Determinacao de nitrogénio amoniacal da amostra

6.4.5.1 Transferir para um tubo de ensaio com capacidade aproximada de 30 mL com tampa
rosqueével, 10,0 mL da amostra ou do destilado obtido na etapa prévia de destilagéo.

6.4.5.2 Adicionar 0,5 mL de fenol alcodlico 11,1 % v/v em etanol.

6.4.5.3 Adicionar em seguida 0,5 mL de nitroprussiato de sodio 5 % pi/v.

6.4.5.4 Adicionar por ultimo 1,0 mL de solugdo oxidante (citrato alcalino + hipoclorito de
sédio).

6.4.5.5 Fechar o tubo de ensaio com a tampa de rosca, homogeneizar a solu¢gdo com auxilio

de agitador automatico e deixar desenvolver cor em temperatura ambiente (22 a 27°C) e sem
contato com luz natural por no minimo 1 hora.

Obs.: A coloragdo azul se desenvolve em 1 hora e é estavel por até 24 horas.

6.4.5.6 Apbs o desenvolvimento da cor, ler a absorbancia em comprimento de onda de 640
nm, utilizando cubeta de 1 cm de caminho 6tico.

6.4.5.7 Caso a concentracdo de N-NH3 da amostra ultrapasse 1,50 mg/L fazer uma diluicdo
adequada da amostra e repetir a determinacao.

6.4.5.8 Registrar todos os dados e valores obtidos no FRM-ME-630-01 Memoria de anélise N-
amoniacal.
6.4.5.9 Executar quaisquer calculos necessarios e expressar 0s resultados conforme

estabelecido no item 6.
6.4.6 Preparacéo da curva de calibracdo

6.4.6.1 A periodicidade da preparacdo da curva de calibracdo dependera da performance
apresentada pelos controles de qualidade empregados e da validade do Padréo (MRC).

6.4.6.2 ApOs os padrfes falharem pela segunda vez consecutiva no controle de qualidade
serd necessario preparar uma nova curva de calibracao.

6.4.6.3 E necesséario o preparo de nova curva de calibracdo sempre que o equipamento
passar por manutencéo e calibracdo RBC.

6.4.6.4 Preparar inicialmente uma curva de calibragdo composta de pelo menos cinco pontos
com concentracdes que abranjam pelo menos a faixa até 1,50 mg/L de nitrogénio amoniacal (p. ex.
0,30 — 0,60 — 1,50 mg/L). Usar esta curva para calcular a concentracdo de N-NHz nas amostras.

6.4.6.5 Certificar que na curva de calibracdo obtida haja linearidade dentro da faixa de
interesse (r2 = 0,995 ou maior).

Cadigo: Data de aprovacéo: Reviséo: Paginacéo:

ME-INEA-GERLAB-630 11/12/2024 02 5de9




METODO DE ENSAIO

L]
lneq DETERMINACAO DE NITROGENIO AMONIACAL
(METODO DO FENATO)

6.4.6.6 Tomar exatamente uma aliquota de 1,00 mL da solucéo estoque padrao de nitrogénio
amoniacal (1.000 mg/L N-NH3) e transferir para baldo volumétrico de 100,00 mL.

6.4.6.7 Completar o volume do baldo com agua purificada e homogeneizar bem. Esta solucéo
tem uma concentracéo de 10 mg/L (1,00 mL = 0,01 mg N-NH3).

6.4.6.8 Utilizando a solugé@o preparada anteriormente (1,00 mL = 0,01 mg N-NH3), preparar
padrdes nas concentracdes especificadas na tabela a seguir, através da utilizacdo dos volumes
indicados de cada solucéo.

Concentracéo do padrao a ser preparado veliis ¢ elugEe de_ .N'NH3 de 10,0 mg/L
a ser utilizado
0,10 mg/L de N-NHs 1,00 mL da solucéo.
0,30 mg/L de N-NHs 3,00 mL da solugéo.
0,60 mg/L de N-NHs 6,00 mL da solucéo.
0,90 mg/L de N-NHs 9,00 mL da solucéo
1,20 mg/L de N-NHs 12,00 mL da solucéo
1,50 mg/L de N-NHs 15,00 mL da solucéo
6.4.6.9 Adicionar, com auxilio de pipetas volumétricas calibradas, cada um dos volumes

indicados da solugdo padrédo de nitrogénio da tabela anterior para balées volumétricos calibrados
RBC de 100,00 mL.

Nota: Caso utilize baldes volumétricos calibrados RBC de volumes diferenciados (exemplo: 50 mL
— volumes menores ou 200 mL — volumes maiores) efetuar o célculo do volume de solugéo de N-
NH3 de 10,0 mg/L a ser utilizado para cada concentra¢éo do padréo a ser preparado.

6.4.6.10 Completar o volume dos bal6es com &gua purificada e homogeneizar bem.

6.4.6.11 Fazer um branco utilizando apenas agua purificada em lugar dos padrdes.

6.4.6.12 Proceder, entdo, a determinag&o de nitrogénio amoniacal (N-NH3) conforme descrito
no item 5.8.

6.4.6.13 Ler a absorbancia em comprimento de onda de 640 nm em cubetas de 1 cm de
caminho ético.

6.4.6.14 Tragar uma curva de calibracdo de absorbancia X concentracdo de N-NHs (mg/L).
6.5 Validacdo
6.5.10s seguintes parametros foram estudados para assegurar que as caracteristicas de
desempenho do método atendem aos requisitos para as operacdes analiticas pretendida e
garantem a adequac¢do do método ao uso pretendido:
i. Seletividade;
ii.Linearidade;
iii.Limites de Quantificacéo e Deteccdo do método;
iv.Recuperacéo;

v.Precisao;
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6.5.2 Estes estudos de verificacdo foram realizados com o auxilio de padrées certificados (MRC).

6.5.3Os resultados encontram-se declarados nos relatérios de validacdo emitidos pelo médulo de
Validacdo do LABWIN, exceto a linearidade que se encontra salvo no espectrofotdmetro.

6.6 Controle de Qualidade e Critérios de Aceitacado

6.6.1 Conforme POP-INEA-GERLAB-204 — Controle da Qualidade dos Resultados, abaixo se
encontram os critérios que poderdo ser utilizados para verificacdo dos dados e resultados de
analise e o consequente controle da qualidade dos resultados analiticos deste método.

6.6.2 Verificar possibilidade de contaminacdo dos reagentes, da agua purificada utilizada e do
processo de analise através da andlise de um branco do método. Caso os resultados obtidos
apresentem concentracdes que interfiram nas determinacdes, todas as etapas devem ser
refeitas.

6.6.3 Verificar a curva de calibracdo antes de analisar as amostras utilizando um padréo de
verificagdo com concentracéo igual ao ponto médio da curva.

6.6.4 Os valores individuais de cada padrdo de verificacdo devem estar situados dentro dos limites
do desvio padrédo calculado a partir do teste de reprodutibilidade. Caso os valores obtidos
figuem fora do limite estabelecido, avaliar e corrigir possiveis erros e em seguida repetir a
verificag8o. Se a verificagdo atender aos limites, continuar as determinagfes, caso contrario,
refazer a curva de calibracao.

6.6.5Lancar os valores do padréo de verificagdo em uma Carta de Controle de Média de padréo de
verificacdo para avaliacdo da exatiddo da curva de calibracao.

6.6.6 Execute uma andlise em duplicata de amostras/padréo de verificagdo para cada batelada para
determinar a precisdo do método.

6.6.7 Os valores individuais de cada duplicata devem estar situados dentro dos limites do desvio
padréo calculado a partir do teste de reprodutibilidade. Caso o valor obtido das duplicatas ficar
fora do limite estabelecido, isto pode indicar problemas com o sistema de analise e/ou
influéncia de efeito da matriz das amostras.

6.6.8 Avaliar e corrigir estes possiveis problemas e em seguida repetir as analises. Se a repeticédo
das andlises atender aos limites, continuar as determinacdes, caso contrario, indicar este fato
junto com os resultados das amostras daquela batelada.

6.6.9 Os valores das duplicatas das amostras devem ser lancados em uma Carta de Controle de
Amplitude de duplicata de amostras/padrdo de verificacdo para avaliagdo da preciséo do
método.

Observacdo: Considerar como batelada uma quantidade de até 20 amostras analisadas nas mesmas
condi¢cdes, em um mesmo dia e utilizando os mesmos reagentes. Quando ocorrer o recebimento de
menos de 20 amostras no dia fazer pelo menos um de cada controle e uma duplicata em uma das
amostras recebidas/padrdo de verificagcdo. O mesmo critério deverd ser adotado para um nuamero
maior de vinte amostras e menor que seus multiplos.
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7 CALCULOS E EXPRESSAO DOS RESULTADOS

7.1 Registrar as absorbancias lidas, o volume de amostra utilizado, o valor de diluicao quando
aplicavel e utilizando a curva de calibracdo, determinar as concentracdes correspondentes
de nitrogénio amoniacal (N-NH3) em mg/L.

7.2 Para casos em que houver a diluicdo da amostra analisada e o equipamento utilizado néo
expressar a concentracdo do analito mediante leitura direta, considerar os célculos abaixo:

C=CaxFd
Onde:

C = concentracdo de N-NH3 na amostra analisada em mg/L;
Ca= Leitura direta da concetra¢édo analisada, gera pelo equipamento em mg/L;
Fd= Fator de diluicdo aplicado a aliquota de amostra analisada.

7.3  Expressar os resultados finais como nitrogénio amoniacal (N-NH3) em mg/L, conforme a tabela
a seguir e, se necessario, adotando o critério de arredondamento especificado pela Norma
ABNT NBR 5891.:

Faixa de concentragdo encontrada (mg/L) Expressar o resultado
Menor que 0,10 < 0,10 mg/L
0,10 =X <1,00 2 algarismos ap0s a virgula
1,0=X<10,0 1 algarismo ap6s a virgula
X210 NUmeros inteiros

7.4 Caso esteja disponivel no laboratério um sistema informatizado para langamento dos dados
(por exemplo, o LabWin), os valores obtidos nas andlises e, se necesséario, os fatores de
diluicdo das amostras devem ser langados no sistema para que ele execute quaisquer calculos
e expresse os resultados diretamente, conforme os critérios estabelecidos.

7.5 Registrar no sistema LabWin os resultados obtidos tanto de amostras como de
duplicatas/Spike. Neste caso, 0 sistema expressara os resultados diretamente, conforme os
critérios estabelecidos.

7.6 A Estimativa da Incerteza de Medicéo é realizada de acordo com os critérios definidos no POP-
INEA-GERLAB-635 — Incerteza de Medi¢cdo Labwin UNC. A incerteza estimada da medi¢éo
sera incluida no relatério de ensaio, somente quando ela for relevante para a validade ou
aplicacdo dos resultados de ensaios, quando requerida pelo cliente ou quando afetar a
conformidade com um limite especificado.

8 REGISTROS

° FRM-POP-634-02 - REGISTRO DE EXECUQAO DE CURVA DE CALIBRA(}AO DO SERVAQ;

. FRM-POP-639-01- REGISTRO DE UTILIZA(}AO DE EQUIPAMENTOS SERVAQ

ESPECTROFOTOMETROS;
e FRM-ME-630-01 - MEMORIA DE ANALISES E CALCULOS SERVAQ NITROGENIO-
AMONIACAL (METODO DO FENATO);
e  FRM-POP-602-01- CONTROLE INTERNO DE SOLUCOES SERVAQ;
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e FRM-POP-602-03- REGISTRO DE PREPARO DE SOLUCOES E REAGENTES ESTOQUE

SERVAQ.
9 ANEXOS
N&o aplicavel.

10 HISTORICO DA ULTIMA REVISAO

Atualizacéo para adequacdo ao POP-INEA-GERLAB-104, NOI-INEA-01-R1 e Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 242 ed., EUA, 2022.
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