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CETESB L5.137

DETERMINACAO DE NITRATO EM AGUAS
METODO DO AC1DO FENOLDISULFONICO
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lNTRODUgK

Das formas bioqulmlcamente |nterconversfve|s do ciclo do nltrogenio, as que
tem maior interésse no estudo de aguas ‘e de dguas residuarias sao o nitrato, o
nitrito, a amonia e o nitrogénio organico.

0 nitrato ocorre em quantldades pequenas em aguas superficnals, e pode atingir
nfvels elevados em aguas subterraneas. Nas aguas residuarias em geral e encon
trado pouco nitrato, excegao [feita aos efluentes do tratamento biologico, em
que se encontra até 50 mg/1 de nitrato. Aguas de abastecimento contendo quanti
dades excessivas de nitrato padem ser causadoras de metahemoglobnnemia nas crian
gas, porisso o limite estabelecido,par@ nitratos neste tipo de agua & de 45mg/T
sob forma de NO3, ou 10 mg/l\sob forma de Nitrogenio.

Antes do desenvolvnmento das ahalises bacteriologicas, as determinagoes das va
rias formas de nitrogénio eram feitas para verificar a qualidade sanitaria das
aguas, em conjunto com a determinagao de cloretos, Concentragoes elevadas de ni
trogénio organico ¢de ambnia sao indicativas de poluigao recente, enquanto que
concentracao elevada denitrato considera~se devida a poluicao mais antiga.

0_conhecimento da concentragao de nitratos, bem como das outras formas de nitro
genlo,e empregadonna veriflcagao do grau deoxidacao em rios e estuarios e na’ a
valiacdo dos niveiside purificacaoobtidos em processos bioldgicos de tratamento.

Analiticamente 08, nitratos podem ser determinados pelo método do eletrodo =- ou
por métodos espectrofotometrccos, como, por_exemplo, o espectrofotemetrﬁco no
ultravioleta, redugao prévia com zinco, redugao prévia com cadmio, brucina, aci
do ¢ crometroplco e acido fenoldisulfonico. 0 metodo do eletrodo e o método es
pectrofotometrlco no ultravioleta em geral sao empregados para estimar a quantT
dade de nitratos,he escolher o método mais adequado.

1 OBJETIVO

l l A presente Norma prescreve o método de determinagao de nitratos em amos
tras de aguas naturais em geral e de efluentes industriais e domésticos.




1.2 0 presente método se aplica para a determinagcao de nitratos em concentra

coes a partir de 10 pg/! de nitrato em N.

2 APARELHAGEM

2.1 Vidraria, Materiais e Equipamentos

2.1.! Erlenmeyers, 300 ml,

2.1.2 Baguetas de vidro.

2,1.3 Funls, vidro ou plastico, diametro 10 cm.

2.1.4 Capsulas de porcelana, capacidade 150 ml.

2.1.5 Baloes volumetricos, classe A, 100 ml, com tampa.

2.1.6 Espectrofotometro, para uso a 410/e a 480 nm.

2.1.7 Acessorios do espectrofotometro

- tubos calibrados, 20 mm (ou_3/4'Y);
- tubos calibrados, 25 mm (ol 1")5
- adaptador para tubos.

Ver em anexo, cuidados com o espectrofotometro.

2.2 Reagentes

2.2,1 Hidroxido de amdoneoy, NH OH, conc., p.a.

2.2.2 Suspensao de hidroxido de alumTnio

- Dissolver 125 g sulfato de alumnio e potassio, A1K(S04)2.12H,0, p.a.,
ou sulfato/de aluminio ¢ amoneo, AINH,(S04)2.12H,0 p.a., em |1 litro de

agua destiladay

- Aquecer @& 60°C e “adicionar 55 ml NH,OH conc., lentamente e com agita

¢ao. Deixar ‘@ mistura em ‘repouso por 1| lhora, transferf-la para
becher de 2 /litrosype lavar o precipltado varias vézes por adigao

um
de

agua destilada e decantagao, até que os testes indiquem ausencia de a
monia, €loreto, nitrito e nitrato. Remover o maximo de ‘sobrenadante

possfvel, ‘restando a solugao concentrada.

2.2.3 Solugao de hidroxido de sodio IN

- Dissolver 40 g NaOH, p.a., em dgua destilada e diluir a 1 litro.

2.2,4 Solugao acido sulfirico IN
- Diluir 28 ml H,SO,, conc., p.a.,densidade 1,84, a 1 litro com

agua



destilada.

2.2.5 Solucao-padrao de sulfato de prata

- Dissolver 4,40 g Ag;S04, p.a., em agua destilada e diluir a 1000 ml.
1,00 ml € equivalente a 1,00 mg Cl.

2.2.6 Reagente icido fenoldisulfdnico

- Dissolver 25 g fenol branco, C¢HsOH, p.a., em 150°ml H,S0, conc. Adi
cionar cuidadosamente 75 ml H,S0, fumeganteg(l5% SO3)livre), misturar
bem com uma bagueta de vidro e aquecer em banho=maria durante 2 horas.

2.2.7 Solugao estoque de nitrato

- Dissolver 721,8 mg nitrato de potassio anidro, KNO,, p a., em agua des
tilada e dllu1r a 1000 m! com agua destilada. Alsolucao assim prepara
da contem 100 mg/1 em N.

'2.2.8 Solugao-padrao de nitrato

= Diluir 20 ml da solugao-estoque de nitrato (2.2.7) a 1000 ml com agua
destilada, em balao volumétfico.

2.2.9 Solugao permanganato de potassio 0,IN

- Dissolver 316 mg KMnO;, p.a.jpem agla destilada e diluir a 100 ml,

2.2.10 Solugao peroxido de hidrogénio
- Elevar 10 ml H,0,, 30%, p.a., /@ 100 ml com agua destilada.

2.2.11 Papel de filtro, Whatman &l ol simiiar,”diimetro 11 cm,

3 EXECUCAO DO ENSAIO

3.1 Principio do/metodo

Os nitratos reagem com'acido fenoldisulfonico, formando-se um composto que_  em
solugao alcalina adquire coloragao amarela; lé-se a absorbancia da solugao a
410 nm ou a 480 nm,lconforme as concentracoes de nitrato em Nitrogenlo sejam de
até 2 mg/l ougde ate 12ymg/1 respectivamente.

3.2 ‘Interferentes

3.2,1 0O presente método se aplica para a determinagao de nitratos em concentra
goes de até 12 mg/lpyou 12,000 ug/1 de nitrato em Nitrogénio. Para concentragoes
superiores a 12 mg/1, devera ser feita a diluigao da amostra.

3.2.2 A cor interfere quando superior a 10, e € eliminada tratando a amostra
com suspensao de hidréxido de alumfnio.

3.2.3 Os nitritos interferem quando em concentracao superior a 0,2 mg/l. Sao



el iminados por oxidagao por permanganato de potassio ou por agua oxigenada e de
terminados como nitratos em Nitrogenio. A concentracao de nitritos em Nntroge
nio e determinada em alfquota separada e deduzida do valor encontrado para ni
tratosemliltrogenio. No caso de aguas naturais a concentragao de nitritos € pe
quena, e nao € comum oxida-los.

3.2.4 A interferéencia dos cloretos € minimizada precipitando=osycom sulfato de
prata, reduzindo a sua concentragao para valores inferiores ‘a,10 mg/l,

3,2.5 0 presente método nao se aplica para a determinacao de nitratos em agua
de mar.

3.3 Coleta de amostras

3.3.1 As amostras para determinagao de nitratos sao coletadas em frasco tipo
‘Pyrex ou plastico. 0 volume necessario € de 300 mil

3.3.2 As amostras n§o analigadas imediatamente_sepreservam por 24 horas pela
adicao de acido sulfurico ate PH<, e refrigeracao a 49C.

3.4 Procedimento

3.4.1 Ajuste do espectrofotometro.
3.4,1.1 Ligar o aparelho e permifir um aquecimento durante 20 minutos.
3.4.1.2 Ajustar o comprimento de onda desejado (410 nm ou 480 nm).

3.4.1.3 Ajustar o zero, colotando Gyponteiro em transmitancia zero, sem tubo
no instrumento e com a tampa fechada.

3.4.1.4 Encher um tubo calibrado com 1Tquido de referencia (ver 3.4.,2,10 e
.4.3.2) ate a metade, coloca-lo no aparélho e fechar a tampa.

3.4.1.5 Ajustar a transmitancia em 100%,
3.4,2 Processamentg da amostra.

3.4.2.1 Se a amostra tem colofacao superior a 10, adicionar 3 ml de suspensao
Je Frd roxido de atuminio (ver(2.2.2) a 150 ml de amostra misturar muito bem,
deixar em repouso por alguns'minutos e filtrar, descartando a primeira porgao
de filtrado.

3.4.2.2 Se alamostra contiver nitritos, adicionar a 100 ml de amostra (ou de
amostra clarificada) 1 ml de solugao acido sulfurico IN, e misturar. Adicionar
entao,gota a gota e misturando sempre, s olugaopermanaanatoCb potassio (2.2.9)
e esperar 15 min, A quantidade de_permanganato sera suficiente quando permane
cer uma ligeira coloragao rosa apos 15 minutos.

3.4.2,3 Se a amostra contiver mais de 10 mg/1 de cloretos, acrescentar a amos
tra uma quantidade suficiente de solugao de sulfato de prata(2.2.5). Determinar
a quantidade suficiente testando uma porgao de amostra em separado (Ver L5,113
Cloreto, Método do. nitrato mercurico). :

Acrescentar a 100 ml de amostra ( ou de amostra clarificada, ou a todo o volume
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de amostra tratada para oxidagao de nitritos), solugao de sulfato de prata “em
quantidade_indicada pelo teste. Remover o cloreto precipitado por centrifugacao
ou filtragao.

3.4.2,4 Ajustar o pH de 100 ml de amostra (ou de amostra clarificada, ou a todo
o volume de amostra pretratada) em torno de 7.

3.4.2.5 Transferir todo o volume para uma capsula de porcelana, e evaporar até
a secura em banho-maria.

3.4,2,6 Adicionar sobre o resfduo da evaporagao 2 mlgde acido) fenoldisulfonico
(Z2.2.6] atritar com uma bagueta de vidro, para misturar bem o reslduo com o rea
gente e dissolver todo o reslduo.

~'3.4.2.7 Adicionar entao ID =20 ml de agua destiladape, com agitacao e lentamen

te, 6~/ ml hidroxido de amneo (2.2.1).

3.&.2.8 Transferir todo o volume frio paral um'balaopvolumeétrico de 100 ml, fil
trando se necessario, diluir até a marca com agua destilada, tampar e misturar.

3.4.2.9 Transferir um pouco da mistura para o tubo de 1"e ler a ¥ transmitancia
no espectrofotometro a 410 nm, ou a 480¢nm utilizando tubo de 3/4" (ver item 3.],
PrincTpio do Metodo).

3. 4 2,10 Efetuar uma prova em branco, tratando /100 ml de agua destilada segundo

o5 Ttens 3.h.2.4, 3.4.2.5, 3.4.2.6,13.4.2.7 e '3.4.2.8 e utilizando-a como 1T
quidz de ;eferencia para ajustar o aparelho e transmitancia 100%. (Ver 3.h4,1.k,
e 3.4.1.5).

3.4.2,11 Correr 2 padroes diariamente, para verificacao da validade da curva=-pa
rao.

3.4.3 Construgao da curvaspadrao.

3.h4,.3.1 Preparar solugoes*padrao de varias concentragoes de nitrato, fazendo di

iulgoes da solugao-padrao (2.2.8y0u 2.2.7) em balao volumétrico, conformeas tabe
las | e 2.:

a) 410 nm "TABELA 1 - Preparo de solucdes-padrao

Concentracao dé NOs~ em N Nolume de solugao 2.2.8(ml)
o elevar a 100 ml com“agua
destilada

0 (branco) 0
0705
0,10
0,20
0,40
0,60
0,80
1,00

mg/1l

OO0 OOWNMN
-

“ W W 9 w

VY B2 N e
LOoOO0OooOoowWwm




b) 480 nm TABELA 2 - Preparo de solucoes-padrao

Concentragao de NOs~ em N |Volume de solugdo2:2.7-a etevar
mg/1 a 100 ml com agua destilada

(branco)

0
1
2
L
6
8
0

. DO0OONE N -0

3.4.3.2 Tratar cada uma destas solucoes-padrao conforme os ftens - 3.h,2.4,
3.4.2.5, 3.4.2.6, 3.4.2.7, 3.4.2.8, e 3.4,2.9, ajustando 1003 T com a prova em
branco (Ver 3.4.1.4 e 3.4.1.5)

3.4,3.3 Construir uma curva: % transgitsncia x mg NO3~ em N/1000 ml, utilizando
papel monolog. A partir da curva-padrao, @laborar uma tabela 2 transmitancia x
mg NOs™ em N/1000 ml.

Nota 1: A curva de calibracao vale para uf determinado aparelho, e deve
ser feita nova curvag€ada,vez que forem preparados ou utiliza
dos novos reagente$ ou for feita alguma alteracao no aparelho
(troca de lampada, de filtro, etc..)

‘Nota 2: Opcionalmente poderse fazer a regrgssso linear dos pares absor
bancia/concentracaoj e com a equacao obtida elaborar uma tabe
1a, -

4. RESULTADOS

L.l Expressao do Resultado

mg NO,7 em N x 100

m! amostra

4.1.1 mg/y NOg~ em N = , onde:

mg NO,~ ém Nitrogénie.é o valor correspondente a transmitancia lida (obti
do da clirva od da tabela).

4.1.2 0 resultado & expresso com duas casas decimais, no maximo com 3 algaris
mos significativos.

4,2 Precisao e Exatidao

4,2,1 Segundo ''Standard Methods Ior the Examination of Wasef and  Wastewater',
3% edigao, precisao da ordem de = 0,1 mg/1 NO3”~ em Nitrogénio so6 se obtém pela
eliminacao adequada de cloretos e nitritos.



4,2,2. Segundo ''Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater',
138 edigao, uma amostra sintética contendo 1,0 mg/1 nitrato em Nitrogenio,10mg/1
cloreto, 200 ug/l amonia em Nitrogénio, 1,5 mg/1 Nitrogénio organico, 10,0 mg/)
fosfato e 5,0 mg/! sTlica em agua destilada foi analisada pelo método do acido
fenoldisulfonico, com um desvio-padrao relativo de 74,4% e um erro relativo de
38,0% em 46 laboratorios.

4,2.3 Ainda segundo ''Standard Methods for the Examination‘of Water and Waste
water", 132 edi¢ao, uma segunda amostra sintética contendo 1030 mg/1 nitrato em
Nitrogenio, 200 mg/l cloreto, 800 ug/1 amonia em Nitrogénio, 800 ug/1,Nitrogénio
organico, 5,0 mg/1 fosfato e 15,0 mg/) sTlica em agda destilada, fol ~“anatisada

pelo método do acido fenoldisulfonico, com um desyio-padrao relativo de 57,9% &
um érro relativo de 31,0% em 46 laboratorios.

/Anexo A



a/l

ANEXO A
USO E VERIFICACAO DO ESPECTROFOTOMETRO

A-1 Uso adequado e cuidados com o espectrofotometro.,

A-1.1 Reajustar a Transmitancia 1002 cada vez que for mudado o comprimento de
onda. ’

A-1.2 Antes de passar para outro comprimento de onda, girar, o botao controle de
Tuz em sentido anti-horario.

A-1.3 Quando se operar a um comprimento de onda fixo durante um longo pericdo,
verificar ocasionalmente o ajuste em 100%.

A-1.4 0s tubos calibrados devem ser manuseados 'com cuidado para nao risca-los.

A-1.5 Os tubos calibrados devem ser lavados £om detergente comum, enxaguados
com agua e agua destilada e secos na/estufa,/ Tubos em uso ha muito tempo podem
ser 1impos com mistura sulfocromica.

ké:g Verificagao do desempenho/do espectrofotometro.

A-2,1 Verificar ocasionalmente\o seletor de comprimentos de onda, -procedendo
conforme instrucoes constantes doimanuad do aparelho, a saber:

- Colocar o seletor em)500 nm, sem tubo no aparelho e com a tampa fecha
da.

=~ Ajustar o zero,

- Colocar no aparelho um.tubo com agua destilada, fechar a tampa e ajus-
tar a Transfiitancia em 100%.

- Substituir a agua destilada por uma solugao de cobalto, e -ler a %
Transmitancia.
Solugao/de cobalto - Dlssolver 22-23 g CoClz p.a. em acido cloridrico
1% e completar o volume até 1000 m!, em balao volumetrico, com acudo
cloridrico 1%.

- Repetirios itens anteriores para 505, 515 e 520 nm.
0 seletor esta em ordem se a % Transmitancia for menor entre 505 e
515 nm,

A-2.,2 Verificar ocasionalmente a escala.

- Colocar o seletor em 510 nm, sem tubo no aparelho e com a tampa fecha
da.

= Ajustar o zero,

- Colocar no aparelho um tubo com agua destilada, fechar a tampa e ajus
tar a Transmltanc1a em 100%.

- Substituir a dgua destilada por uma solugao de cobalto e ler a absor
bancia (A1). -

- Diluir a amostra com igual volume de agua destilada e ler a absorban
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cia (A2).
- Diluir a amostra diluida com igual volume de agua destilada e ler a
absorbancia (A.). A A
A escala esta correta se Ay= —2 = —Zl
2

~.
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