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INTRODUGAO

Das formas bioquimicamente interconversiveis do, ciclo ‘do nitrogénio, as que tem maior interésse no estudo de dguas e
de 4guas residudrias s%o o nitrato, o nitrito, a améniae o nitrogénio orgénico.

Nitrogénio orginico é definido como aquele nitrogénio orginicamente ligado e no estado de oxidagio —3. Inclui
materiais naturais tais como proteinas ¢ peptidios)dcidos nucléicos, uréia e substincias orginicas sintéticas. Ocorrem em
dguas naturais em concentragBes de/10 u g/l ou menos, e em 4guas residudrias em concentragGes superiores a 10 mg/l.

‘Nos processos de tratamento biolégico de diguas residudrias as determinagBes de nitrogénio orginico so feitas para

verificar se a quantidade de nitrogénio presente é suficiente para o bom desenvolvimento dos microrganismos e para
controlar os processos de aeragfo.

O método de determinagio do nitrogénio orginico ¢ o da determinagfo desse nitrogénio em forma de aménia.

1 OBJETIVO

1.1 A presente Norma prescrevejes métodos de determinagdo de nitrogénio organico e de nitrogénio total Kjeldahl
em amostras de dguas naturais em geral, 4guas de abastecimento, efluentes industriais ¢ domésticos, 4guas de mar, lodos
e sedimentos. a

-

1.2 Os presentes métodos se aplicam para a determinagd:- dv nitrogénio organico ou total em concentragBes supe-
riores a 0,5 mg/l. Valores inferiores a 0,5 mg/l s3o duvidosos. Para valores superiores a 2,0 mg/l € feita a diluigio da
amostra.
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2 REFERENCIAS
Deve ser consultada a seguinte Norma CETESB:
“Determinagfo de nitrogénio amoniacal em 4guas. Método da nesslerizag§o com destilagfo prévia”.

3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sfo adotadas as seguintes definigBes:

3.1 Nitrogénio orgénico

E o resultado da diferenga entre nitrogénio total Kjeldahl e aménia livre. Pode ser determinado diretamente, por
remogdo preliminar da amonia da amostra antes da digestdo.

3.2 Nitrogénio total Kjeldahl
E o resultado da soma da aménia livre ¢ do nitrogénio orginico. Pode ser detefminado diretamente, sem remogio preli-

minar da amoOnia da amostra antes da digestfo. O nitrogénio total Kjeldahl também € chamado simplesmente nitrogénio
total.

4 APARELHAGEM

4.1 Vidraria, materiais e equipamentos

4.1.1 Pipetas volumétricas, tipo pyrex, classe A, volumes diversos.
4.1.2 Pipetas volumétricas, tipo pyrex, classe B, volumes,diversos.
4.1.3 Pipetas graduadas, tipo pyrex, 10 ml, subdivistes 0,1 ml.
4.1.4 Provetas, tipo pyrex, 100 — 250 — 500 ml.

4.15 Pérolas de ebuligfo.

4.1.6 BalGes volumétricos, tipo pyréxyiclasse A,YIOOO ml..

4.1.7- BalOes volumétricos, tipo pyrex, classe B, 250 ml.

4.1.8 Provetas, tipo pyrex, 100 ml/tampa de/polietileno.

4.1.9 Aparelhagem de destilacfio:

— balfio Kjeldahl, tipo pyrex, 800 ml, fundo redondo, colo longo;
— conexfio Kjeldahl;
— condensador reto, com ponta longa.

4.1.10 Espectrofqt&metro. par@iuso § 420 nm.

4.1.11  Acess6rios do espectrofotdmetro: -~

— tubos calibrados, 20 mm (ou 3/4");
— adaptador para tubos.

Nota: Ver em anexo uso e verificagio do espectrofotdmetro.

e st Py g 1 TR o L1 s 2 L et 4 %2t %2+ ¢ e e e s e et e e e e mn + = [ ——



CETESB/L 5.139 3

4.1.12 Chapa aquecedora para digestdo.

4.1.13 Chapa aquecedora para destilacfio.

4.2 Reagentes

4.2.1 Agua destilada isenta de aménia: preparar passando dgua recém-destilada por umd coluinayde troca jonica conten-
do resina trocadora de cdtions fortemente 4cida e resina trocadora de dnions fortemente bdsica. Empregar resinas que
removam compostos orginicos que possam interferir com a determinacio;

Alternativa: preparar acrescentando 4 dgua recém destilada 0,1 ml H,SO, cofic., p.a.,Jpor litroe redestilando em
seguida, descartando a primeira € a Gltima porgBes de redestilado.

Nota I: E praticamente impossivel armazenar dgua destilada no laboratério semycontamindda com aménia. Por isso,
preparar sempre uma quantidade que serd consumida no mesmo dia.

Nota 2: Manter o frasco contendo dgua destilada isenta de aménia bemifechado e afastado de locais em que se trabalha
com hidréxido de amonio e, quando em uso, deixd-lo na capela.

422 Tampfo de borato: adicionar 88 ml de solugdo de NaOH 0,1 N a 500 ml de solugdo de borato de sédio 0,025 M
(5,0 g Na;B40,, p.a.,, ou 9,5 g Na,B,0,.10H, 0, p.a., diluidos a 1000 ml com dgua destilada isenta de amdnia), e
diluir a 1000 ml em baldo volumétrico com dgua destilada isenta de aménia.

4.2.3 Solugio de hjdréxidd de s6dio 6N: dissolver 240 g NaOH, p.a., efn 1 litro de 4gua destilada isenta de amonia.
42.4 Acido sulftrico, H,SO,, conc., p.a.
425 Sulfato de potdssio, K, SOQ , pa.

4.2.6 Solugio de sulfato mercfirico: dissolver 2 g de 6xido merchrico vermelho, HgO, p.a., em 25 ml de solugfo
H, S0, 6N. o

4.2.7 Reagente hidroxido de s6dio-tiossulfato de sbdio: dissolver 500 g NaOH, p.a., e 25 g Na,S5,Q;.5H;0, pa.,em
4gua destilada isenta de amonia e diluir a 1 litro.

4.2.8 Solugio de 4cido bériéo: dissolver 20 g H; BO,, pa., em dgua destilada isenta de aménia e diluir a 1 litro.

42,9 Reagente de Nessler: ‘
1) Dissolver 61475g de iodeto de potéésio, KI, p.a., em 200 ml de dgua destilada isenta de amOnia;
2) Dissolver/180 g de hidréxido de potdssio, KOH, p.a., em 250 m! de dgua destilada isenta de amdnia;

3) Preparar uma solugdo saturada de cloreto de mercirio, HgCl,, p.a., a quente (aproximadamente 30 /400 ml
de 4gua destilada isenta de amonia);

4) Pesar 0,75 g de iodeto'de potdssio, KI, p.a., em separado;

5) Adicionar (3) em (1), vagarosamente e com agitagfo, até precipitagio do Hgl, vermelho intenso. Dissolver o
precipitado com (4). Adicionar (2) quando frio, e completar a 1000 ml com 4gua destilada isenta de
a 3 ; . " 4

6) Guardar em frasco ambar.
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. 4.2.10 Solugfio-estoque de amoOnia: v
dissolver 3,819 g NH,Cl anidro, p.a., seco em estufa a 100°C por 2 horas, em 4gua destilada isenta de amonia, e diluir
a 1000 ml em balfio volumétrico. 1,00 ml = 1,00 mg amdnia em N:

42,11 Solugio-padrio de aménia: diluir 10,00 ml da solugfo 4.2.10. a 1000 ml em balfo volumétrico, com dgua
destilada isenta de aménia. 1,00 ml = 10 ug aménia em N,

5 EXECUCAO DO ENSAIO

5.1 Principios gerais
Existem varia¢Ses do método, conforme o tipo de amostra, a saber:

Método A: Da remogdo da amdnia, digestdo do material restante e detefminagfo do nitrogénio orginico na forma de o,
amonia — aplica-se a amostras de sguas naturais em geral, 4guas de abastecimento, efluentes domésticos e industriaise
dguas de mar.

Método B: Da determinagfio do nitrogénio orginico por diferencasentre os valores determinados para nitrogénio total
Kjeldahl e nitrogénio amoniacal — aplica-se especialmente a amostraside lodos e sedimentos.

S

5.2. Interferentes

6.2.1 Interferem quantidades de N que contaminam a vidraria ¢ que tem origem de outras fontes externas. Por isso,
efetuar a destilagdo em ambiente separado, empregando Vidraria pretratada para eliminar tragos de nitrogénio.

5.22 O método deixa de incluir nitrogénio nas formas,de azida, azo, hidrazona, nitrato, nitrito, nitrila, nitro, nitroso,
oxima e semi-carbazona.

- 8.3 Coleta de amostras

6.3.1 As amostras para a determinagdo de mitrogénio total sdo coletadas em frasco de vidro ou pldstico, e o volume
necessdrio é 1000 ml.

6.3.2 As amostras nio analisadas imediatamente sfo preservadas por até 7 dias pela adigdo de dcido sulféirico até
pH < 2 e refrigeragdo a 4°C.

6.3.3 As amostras para/a determinagdo de Nitrogénio orginico sfo coletadas em frasco de vidro ou pldstnco, eo0
volume necessdrio ¢ de 1000 ml.

5.3.4 As amostras nio ahalisadas imediatamente para determinar Nitrogénio orginico sio preservadas por até 24
horas pela adigio de 4cido sulfirico’até pH < 2 e refrigeragdo a 4°C.

6.4 Método A — Nitrogénio orgénico

65.4.1 Principio do método: ap6s a remogdo da amdnia por destilagdo, o nitrogénio orginico € convertido.em sulfato
de amdnio por digestdio com écido sulférico, sulfato de potdssio e catalisador sulfato merctrico. O material digerido ¢

em seguida tratado com tios sulfato de s6dio em meio alcalino, e a amonia rcsulumte ¢ destilada, recolhida em 4cido
bérico, e sua concentragdo é determinada espectrofotometricamente ou por tmilqg,io
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Nota: Para concentragdes de N orginico inferiores a 5 mg/l, a determinago espectrofotométrica € a mais indicada. Para
outras concentrages a titulagio ¢é adequada, e a faixa de concentragdo ¢ funcdo do volume de é4cido bérico empregado
¢ da concentrag#io do titulante.

6.4.2 Procedimento.

5.4.2.1

5.4.22

Ajuste do espectrofotometro:

a) Ligar o aparelho e permitir um aquecimento durante 20 minutos;

b) Ajustar o comprimento de onda em 420 nm;

c) Ajustar o zero, colocando o ponteiro em transmitincia zero, sem tubo no instrumento e com a tampa
fechada;

d) Encher um tubo com liquido de referéncia (ver 5.4.2.2, “v”, 5.4:2.3, “b” e 5.5:2.2, 5.5.2.3);

¢) Ajustar a transmitincia em 100%.

Processamento da amostra:

a) A destilagdo deve ser feita de preferéncia em capela, ou pelo menos em 16¢cal afastado de locais em que sfo
freqiientemente abertos frascos de hidréxido de amonio. Bvitar/o desprendimento de vapores de amonia
no laboratério. A digestdio deve ser feita obrigatoriamente em capela;

b) Pretratar a vidraria, colocando no balio Kjeldahl'500 ml de 4gua, destilada isenta de amonia, 20 ml de
tamplo de borato (4.2.2) hidréxido de s6dio/6N (4.2.3)até pH\9,5 e pérolas de ebuligio. Conectar o baldo
ao condensador e destilar a mistura até que 0 destilado recolhido nfio apresente tragos de amdnia. Deixar o
sistema de destilagio montado e com dgua destilada isenta de amdnia no baldo, enquanto o sistema nio

. estiver em uso; ,

¢) Num balfo Kjeldahl colocar 500 ml dé amostrajou um volume menor diluido a 500 ml com 4gua destilada
isenta de amonia, e ajustar o pH em 7 com solugdo de hidréxido de sédio 1N ou solugio de dcido sulfirico
IN; : :

d) Acrescentar 25 ml de solugio-tampio de borato (4.2.2); .

€) Acrescentar solugfo de hidroxido\de sodio 6NI(#.2.3) até pH = 9,5; verificar o pH;

f) Colocar algumas pérolas' de ebuli¢do;

g) Ferver para remover cerea.de 300 ml de mistura;

h) Alternativa: se foi feita a determinago de Nitrogénio amoniacal conforme a Norma CETESB L 5.136 —

~ “Determinagfio de Nitrogénio amoniacal em éguas”, usar o residuo do baldo (do item 3.4.2.9) e prosseguir
conforme os itens “i” até u”, que se seguem;

i) Esfriar e adicionar, COM CUIDADO, 10 ml de 4cido sulftirico concentrado (4.2.4), 6 7 8 de sulfato de
potissio (4.2.5) ¢ 1,5'ml de solugfo de sulfato merciirico (4.2.6); - i .
Nota: Se houver grande quantidade de matéria orginica isenta de nitrogénio na amostra, adicionar quanti-
dades maiores, porém_proporcionais, de 4cido sulflrico concentrado, sulfato de potdssio e sulfato
mercGfico. ' '

j) Misturar, e aquecer até fumos brancos de SO;, e continuar a ferver até que a solugio sé torne lfmpida

(incolor ou amarelada). O aquecimento deve. ser feito em capela ou em ambiente com exaustio adequada;

k) Digerir por mais 30 minutos, também em capela ou em ambiente adequado. Esfriar, diluir a 500 ml com
dgua destilada isenta de amonia (4.2.1) e adicionar 0,5 ml de soluqﬁo de indicador fenolftaleina; .

m)Adicionar, COM CUIDADO E PELAS PAREDES, uma quantidade suficiente de reagente hidr6xido-tios-
sulfato (4.2.7) para fonnarumacamadaaleahnanofundo do frasco. (50 ml para cada lOmldeicxdosulfu
rico empregado na digestdo);
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. n) Conectar o frasco ao sistema de destilagdo previamente limpo, misturar, testar mais uma vez a mistura com
fenolftaleina, acrescentar mais reagente hidréxido-tiosulfato (4.2.7) se a mistura nfo apresentar cor résea
com fenolftalefna;

0) Destilar & velocidade de 10 mi/minuto, mantendo a ponta do condensador imersa na solugio de 4cido
bérico (4.2.8) (50 ml da solugdo de 4cido borico em balfo volumétrico de 250 ml). Ndo deixar a tempera-
tura no condensador ultrapassar 29°C; _

p) Interromper a destilacio quando faltarem 5 — 10 ml para o volume do destilado atingir a marca de 250 mi;

q) Retirar a ponta do condensador acima do nivel da solug@o, desconectar o condensador, lava 1o com dgua
destilada isenta de amdnia (4.2.1) até atingir a marca de 250 ml;

r) Tomar 100 ml do destilado em proveta com tampa de polietileno, neutralizar com solug¢do de hidréxido de
sodio 6N (4.2.3);

s) Adicionar 2 ml de reagente de Nessler (4.2.9) e homogeneizar;

t) Apés 30 minutos, transferir um pouco da solugdo reagida para o tubo de 3/4’’, € ler a % transmitincia no
espectrofotometro a 420 nm, ajustando 100% T com a prova em branco; ‘

u) Efetuar uma prova em branco, procedendo com 500 mliderdgua destilada conforme os itens “a” até “t”,
utilizando-a para ajustar o aparelho em transmitincia 100%(ver 5.4.2.1,'d);

v) Correr 2 padrSes com cada lote de amostras, para verificar a validade da curva padrdo.

5.4.2.3 Construco da curva-padrio;

a) Preparar solugSes-padrio de virias concentracGes de N, fazendo dilui¢des da solugdo-padrio 4.2.11 em
baldo volumétrico, conforme a Tabela 1:

TABELA 1 — Preparo de solugBes-padriio

Concentra¢do em N mg/l ml de solugdo 4.2.11 a elevar a
(orginico ou total) 1000 ml com égua destilada 4.2.1
0 (branco) . 0
0,2 20
04, : - 40
- 08 80
1,2 120
1,6 160
2,0 200

b) Tratar 500 ml,de cada umaydestas soluqOes-padrto conforme os itehé 5.4.2.2; a,b,¢fi,j,k1,m, f;, 0,p,
q,1, s e t/ajustando 100% T com o branco (ver 5.4.2.1, “d”);

¢) Constriir uma curva'% Transmitincia x mg/1 N, utilizando papel monolog, e a partir desta curva elaborar
uma Tabela % Transmitincia x mg/1 N,

Nota 1: A curvade calibragdo vale para um determinado aparelho, e deve ser feita nova curva cada vez que
forem preparados ou utilisados novos reagentes ou for feita alguma alteragdo no aparelho.

Nota 2: Opcionalmente pode-se fazer a regressdo linear dos pares absorbancxa/concentragio, ecoma
equagzo obtxda elaborar uma Tabela.
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5.5 Método B — Nitrogénio total Kjeldahl

6.5.1 Principio do método: o nitrogénio da amostra é convertido em sulfato de amoéneo, sem prévia remogdo de
amonia, por digestdo com 4cido sulfirico, sulfato de potéssio e sulfato mercirico. O material digerido é em seguida
tratado com tiossulfato de s6dio em meio alcalino, e a amonia resultante é destilada e recolhida em 4cido bérico, tendo
sua concentragdo determinada espectrofotometricamente ou por titulagdo.

6.6.2 Procedimento.
5.5.2.1 Ajuste do espectrofotometro: proceder conforme 5.4.2.1.

§5.2.2 Processamento da amostra: proceder com a amostra de dgua ou com umd porgdo,pesada de lodo umido sus-
pensa em 500 ml de 4gua destilada conforme 5.4.2.2, itens a, b, ¢, f,i,j,k, 1, m,n, o, p, q, 1,8, e v;efetuar uma prova
em branco procedendo com 500 ml de dgua destilada conforme 5.4.2.2, itensa, b, c, f, i,j,K,1,m,n,0,p,q,1,5¢t,
utilizando-a para ajustar o aparelho em 100% T.

6§5.2.3 Construgdo da curva-padrio: proceder conforme 5.4.2.3.

6 RESULTADOS
6.1 Expressio dos resultados

6.1.1 Método A — Nitrogénio orginico
‘ ' mg N x 200 x Vp

mg/l N orginico = ——8MM —— ohde:
Vam XVN

mg N é obtido da curva

Vp = volume de destilado, em ml

= volume de amostra, em ml

= volume para nesslerizagdo, em ml

Nota: A partir deste resultado:
mg/I N total = mg/1 N orginico + mg/l Niaménia -

£
o

6.1.2 Método B — ‘Nitrogénio total Kjeldahl

mgNx Vp x200
“mg/l total'= g D , onde:
Vaum xVN :

mg N é obtido da curva

Vp = volume de destilado, em m!

Vam = volume,de amostra, em ml
volume para nesslerizagdo, em mi

=
i

Nota: A partir deste resultado:
mg/l N orginico = mg/l N total — mg/l N amonia

6.2 Precisdo e exatiddo
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6.2.1 Conforme “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, 142 edigfio, foi determinado
nitrogénio orgdnico em 3 amostras pelos Métodos A e B. As composi¢Ges das amostras e os resultados encontrados

estdo na Tabela 2:

TABELA 2 — Precisio e exatiddo na determinag¢io de N orgéinico

Desvio- .
swo'padrﬁo Erro relativo %
relativo %
Amostra Composigao NOde Método A Método B Método A | Meétodo B

- mgfl Laboratérios
Nog 02 | ‘
Cloreto 400 .26 - 94,8 55,0

1 N-NH, 1,50
N-NO,; 1,0
Fosfato 0,5 15 68,8 70,0
Silica 30
Norg 0,8 .
Cloreto 200 - 26 52,1 12,5

2 N-NH, 08
N-NO,3 1,0
Fosfato 5,0 16 52,6 8,7
Silica 15,0
Norg 1,5 _ _ N
Cloreto 10 26 43,1 93

3 NNH, 0.2 .
H-NO; 1,0 a
Fosfato 10,0 16 45,9 40
Stlica 5,0

~ /Anexo A
.
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ANEXO A — USO E-VERIFICAGCAO DO ESPECTROFOTOMETRO

A-1 Uso adequado e cuidados com o espectrofotdmetro.
A-1.1 Reajustar a transmitancia 100% cada vez que for mudado o comprimento de onda,
A-1.2 Antes de passar para outro comprimento de onda, girar o botdo controle de luz@mrsentido anti-hordrio.

A-1.3 Quando se operar a um comprimento de onda fixo durante um longo periodo, verificar/0casionalmente o ajuste
em 100%. : ‘

A-1.4 Os tubos calibrados devem ser manuseados com cuidado para ndo riscdJos.

A-1.5 Os tubos calibrados devem ser lavados com detergente comum, enxaguades com 4gua e 4gua destilada e secos na
estufa, Tubos em uso hd muito tempo podem ser limpos com mistura sulfocromica.

A-2 Verificagdo do desempenho do espectrofotdometro.

A-2.1 Verificar ocasionalmente o seletor de comprimento déionda, procedendo conforme instrugdes constantes do
manual do aparelho, a saber: ‘

— Colocar o seletor em 500 nm, sem tubo no aparelho e com a tampa fechada;

— Ajustar o zero;

— Colocar no aparelho um tubo com dgua destilada, fechar @'tampa e ajustar a transmitincia em 100%;
— Substituir a 4gua destilada por uma solugdo de cobalto, e ler a % transmitincia.

Solugdo de cobalto — Dissolver 22 =~ 23 g CoCl; p.a. em icido cloridrico 1% e completar o volume até 1000
ml, em balfo volumétrico, com dcido cloridrico 1%; .

— Repetir os itens anteriores para §0S, 510, 515.e.520 nm.

O seletor estd em ordem se a % transmitancia, entre 505 e 515 nm, for menor.

A-2.2 Verificar ocasionalmente a escala, -
— Colocar o seletor em 510 nm, sem tubo 1o aparelho e com a tampa fechada; |
— Ajustar o zero;
— Colocar no aparelho um tube com 4gua destilada, fechar a tampa e ajustar a transmitincia em 100%;
— Substituir a 4gua destilada por uma solugdo de cobalto e ler a absorbancia (A, ); -
— Diluir a amostra com igual volume de dgua destilada e ler a absorbancia (A, );

— Diluir a amostra diluida- com.igual volume de dgua destilada e ler a absorbincia (A4).

A, Ay
Aescalaesticorretase Ay = — = — N

2 4

/Anexo B
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