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RESUMO - O nitrogénio amoniacal presente em efluente da digestdo anaerdbia,
dependendo das concentracdes, pode causar toxicidade e ser fator limitante do processo.
Assim, sua determinacdo € uma importante andlise de rotina em processos para a
producdo de biogas a partir da digestdo anaerobia de microalgas e macroalgas. Com o
objetivo de comparar o desempenho do método de Nessler e o eletrodo ion seletivo na
determinacdo da concentracao do nitrogénio amoniacal em efluente de processo anaerébio
para producdo de biogas, amostras de efluentes da digestdo anaerdbia de biomassa da
microalga Spirulina, biomassa de macroalgas e glicerol foram analisadas, utilizando como
padrdo solucdo de NH4CIl. Ambos os métodos mostraram-se confiaveis. O eletrodo ion
seletivo apresentou elevada linearidade da curva quando da andlise de diferentes
concentracdes do padrdo (R* = 0,999). Embora o método de Nessler forneca resultados
confidveis, tem a desvantagem de fazer uso de mercdrio, reagente toxico. Seu pequeno
intervalo de medicdo faz deste um método adequado para a analise de amostras com
baixas concentracdes de N-NH,", a exemplo dos efluentes de processos anaerobios com
biomassa de macroalgas. Por fornecer uma resposta rapida e direta, sem a necessidade de
diluicdo da amostra, o eletrodo ion seletivo de aménia demonstrou ser o mais adequado
para a determinacdo de N-NH," em efluentes de processos anaerébios com biomassa de
substratos com alto teor proteico, como a biomassa de microalgas.

1. INTRODUCAO

Devido a fatores como altas taxas de crescimento, as algas tém desempenhado papel de
destaque no que concerne ao atual debate sobre as mudancas climéticas e a busca de alternativas
energéticas frente ao uso dos combustiveis fosseis, atuando tanto na mitigacdo do didxido de carbono
atmosférico, como sendo matéria-prima para a producdo de biodiesel, bioetanol e biogés. Estudos
com digestdo anaerdbia de biomassa algal séo relatados desde a década de 1950 (Golueke et al.,
1957), no entanto, a exploracdo mais acentuada desta biomassa com o intuito de obtencdo de biogas
teve inicio a partir do final da década de 1980, ap0s a crise do petréleo, em que as macroalgas
comegaram a ser vistas como matéria-prima promissora para a producdo biocombustiveis (Samson e
LeDuy, 1986). Recentemente, a producdo de biogds a partir de macroalgas e microalgas, e as
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condicdes operacionais que envolvem esses processos, tém sido objeto de crescente interesse pela
comunidade cientifica (Vergara-Fernandez et al., 2008; Tedesco et al., 2014; Jard et al., 2013).

No processo de digestdo anaerObia, as proteinas presentes no substrato sdo degradadas e
convertidas em nitrogénio amoniacal, o qual pode encontrar-se sob as formas ion aménio (NH,") ou
amonia (NHs), segundo o equilibrio quimico NH; + H* <> NH,4". O nitrogénio amoniacal total (N-
NH;") é uma fonte essencial de nitrogénio para os micro-organismos envolvidos no processo
anaerdbio, no entanto, quando presente em altas concentracfes, a NH3 pode representar toxicidade
aos micro-organismos, e assim, causar inibi¢do ao processo bioldgico para producdo de biogés (Sheng
et al., 2013; Liu e Sung, 2002). Por esse motivo, a determinacdo do N- NH;" em efluentes de
processos anaerébios da producdo de biogas é uma andlise de rotina importante, que pode contribuir
para a garantia de melhores condi¢des operacionais.

A concentracdo de N- NH;" em &guas pode ser determinada por método titulométrico,
colorimétrico e por eletrodo fon seletivo. Para concentraces superiores a 5 mg.L™, utiliza-se o
método titulométrico, em que a amostra é destilada, e ap6s, a porcao destilada € tratada com &cido
borico para ser titulada com solucdo de H,SO,. O término da titulacdo se da quando ha a mudanca de
coloracéo da solucdo para lilas. A concentracdo de N- NH," ¢ diretamente proporcional ao volume de
acido gasto na titulacdo (Thompson e Morrison, 1951.). Entre os métodos colorimétricos estdo o de
fenol-hipoclorito, no qual fenol e hipoclorito reagem com NH," formando um composto de coloragéo
azul (Weatherburn, 1967), e o método de Nessler, que faz uso de reagente de mesmo nome, composto
por potassio (K), mercurio (Hg), e iodo (1), que reagem com NH," formando um composto coloidal de
coloracdo castanho amarelado, que dependendo da intensidade apresentara uma determinada
concentragdo de nitrogénio amoniacal (Nessler, 1856).

Dentre os métodos para esta analise, o de uso do eletrodo ion seletivo (EIS) é o
operacionalmente mais simples. O equipamento consiste em um eletrodo de vidro alocado no interior
de cilindro plastico, na parte inferior uma membrana permeavel a gas separa a amostra da solucao
eletrolitica de referéncia de aménia contida no interior do cilindro. Apoés a adi¢do de reagente alcalino
a amostra (de forma que o pH da solucdo seja superior a 11, no qual todo o N- NH,;" em soluc&o esta
sob a forma de NH3), a NH3 se difunde através da membrana localizada na parte inferior do eletrodo,
acarretando na alteracdo do potencial elétrico, sendo este medido para determinar a concentracdo de
N-NH;" (Arnold e Solsky, 1986).

Para a escolha de determinado método de analise alguns fatores sdo avaliados, tais como a
reducdo de custos para analise, maxima precisdo dos dados obtidos, minima interferéncia do analista,
menor consumo de reagentes e menor geracao de residuos (Merchert et al., 2012). Assim, o objetivo
deste trabalho € comparar o desempenho do método de Nessler e o eletrodo ion seletivo na
determinacdo da concentragdo do nitrogénio amoniacal em efluente de processo anaerobio para
producéo de biogas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras
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As amostras analisadas foram provenientes de diferentes processos anaerdébios para producgéo de
biogas a partir de biomassa de microalgas e macroalgas, como consta a seguir:

Amostra 1: Efluente de um biorreator anaerébio alimentado com 10 g.L™ de suspensdo da microalga
Spirulina (operado a 35 °C);

Amostra 2: Efluente de um biorreator anaerébio operando em co-digestdo de 10 g.L™* da microalga
Spirulina e 5 g.L™ de glicerol (operado a 35 °C);

Amostra 3: Efluente de um biorreator anaerébio operando em co-digestdo de 5 g.L™ da microalga
Spirulina + 5 g.L™ de glicerol (operado a 35 °C);

Amostra 4: Efluente de um biorreator anaerébio alimentado com 7 g.L™ de macroalgas (operado a 30

Amostra 5: Efluente de um biorreator anaerébio alimentado com 10 g.L™ de macroalgas (operado a
50 °C);

Amostra 6: Efluente de um biorreator anaerébio operando em co-digestéo de 3 g.L™ de microalgas +
4 g.L™* de macroalgas (operado a 35 °C);

Amostra 7: Efluente de um biorreator anaerébio operando em co-digestéo de 3 g.L™ de microalgas +
10 g.L™ de macroalgas (operado a 35 °C);

Amostra 8: Efluente de um biorreator anaerébio alimentado com 10 g.L™ de macroalgas (operado a
30 °C);

Amostra 9: Efluente de um biorreator anaerébio alimentado com 4 g.L™ de macroalgas (operado a 50

Amostra 10: Efluente de um biorreator anaerdbio alimentado com 7 g.L™ de macroalgas (operado a
50 °C).

Agua destilada foi analisada como branco para ambos 0s métodos e solugdo de NH4CIl em
concentracdes de 1 a 20 mg.L™ foi utilizada como padrao.

2.2. Procedimentos Analiticos

As amostras foram analisadas quanto a concentracdo de N-NH," pelo método de Nessler e por
eletrodo ion seletivo, com e sem filtracdo em membrana de acetato de celulose com didmetro de poro
0,45 um (Merck Millipore, Brasil). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Método de Nessler: Para as analises pelo método de Nessler, 0,1 mL de reagente de Nessler (KI
+ Hgl + NaOH) foi adicionado para cada 5 mL de amostra de efluente em tubos de ensaio. Apos, as
amostras foram deixadas em repouso e sob a protecdo da luz por 10 min. As concentracdes de N-
NH," foram determinadas a partir da leitura em espectrofotometro (Quimis Q798DRM, Brasil) a 525
nm, com curva padrdo de NH,Cl em concentracdes de 0 a 20 mg.L™ de N-NH,".

Método do eletrodo ion seletivo: A determinagdo de N-NH," foi realizada com eletrodo ion
seletivo (HANNA HI 4101, EUA) composto por eletrodo de referéncia de pH interno, alocado no

Area tematica: Engenharia de Reacdes Quimicas e Catalise 3



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

interior de recipiente termoplastico e isolado da amostra por membrana de politetrafluoretileno
permeével a gas. Para a anélise, 1 mL da solugdo ISA (HANNA HI 4001-00, EUA) (solucéo alcalina,
para ajuste de pH) foi adicionado a 50 mL de amostra contida em recipiente de polietileno.
Imediatamente apos a adi¢do da solucéo alcalina, o recipiente contendo a amostra foi fechado com
tampa na qual estava acoplada o eletrodo ion seletivo, para evitar a perda de gas. A leitura foi
realizada em mg.L™ de N-NHs.

2.3. Analise Estatistica

Os resultados médios foram avaliados por Analise de Variancia e Teste de Tukey para
determinar as possiveis diferencas entre as médias, utilizando nivel de confianca de 95 %.

Os indicativos de desempenho utilizados foram os limites de deteccdo e quantificacdo, e a
precisdo (repetitividade), com seis repeticbes de analise. O calculo do limite de deteccdo (LD) foi
realizado com base na Equacdo 1, em que a minima concentracdo do analito presente na amostra

relaciona a média (Y) e os desvios padrdo (s) do branco, e valor de “t” da distribui¢do de Student
para o nimero de graus de liberdade (gl) estudado a 95 % de confianca (1- « = 0,05).

LD = X +1tg1 4 *S
1)
O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado a partir da Equacdo 2, a partir dos valores de limite
de detecgéo (LD).
LQ=3*LD
()

A precisdo (repetitividade) dos dados foi avaliada conforme o coeficiente de variagdo (CV),
calculado segundo a Equacéo 3.

S
CV (%) == *100
(%) x
(3)
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas dos métodos estudados para determinagcdo da
concentragdo de N-NH4". Devido ao seu maior intervalo de calibragio, a linearidade da curva de
medicdo da solugdo padrdo de NH4CI, para o eletrodo ion seletivo, manteve-se constante até a
concentracdo de 100 mg.L™ de NH,* (maior concentracdo analisada), com coeficiente de correlagdo
(R?) de 0,9990 + 0,0011. Tal fato incorre em vantagem do uso do eletrodo fon seletivo frente ao
método de Nessler, ndo havendo a necessidade de diluicdes das amostras que apresentem
concentracdes superiores a 20 mg.L™* de NH4*, concentracdo apds a qual a curva de calibracdo da
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solucdo padréo pelo método de Nessler deixa de ser linear.

+

Tabela 1 — Caracteristicas avaliadas dos métodos para determinagdo da concentracdo de N-NH,".

Método de Nessler Eletrodo ion seletivo
Medida do sinal analitico Espectrofotdmetro Potencial elétrico
Reagente utilizado para analise Nessler (K1 + Hgl + NaOH) NaOH
Volume de amostra (mL) 5 50
Intervalo de medicdo (mg.L™ NH;") 1-20 1-1000
Limite de detecgdo (mg.L™ NH,") 0,23 0,30
Limite de quantificacdo (mg.L™ NH,") 0,68 0,89
CV (%) 2,1 1,8

Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo para o0 método de Nessler foram inferiores aos
encontrados para 0 método com eletrodo ion seletivo. Segundo a IUPAC (siga em inglés para Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada) (Thompson et al., 2002), o limite de deteccdo € a menor
quantidade do analito que pode ser medida com confiabilidade estatistica razoavel, enquanto o limite
de guantificacdo corresponde a concentracdo abaixo da qual o método analitico ndo pode operar com
uma precisdo aceitavel. Para ambos os métodos estudados, os limites de detec¢do e quantificacdo
ficaram abaixo da mais baixa concentracéo do padréo analisada (1 mg.L™).

A Figura 1 apresenta as concentracio de N-NH,4" para as amostras analisadas, em que percebe-
se que aquelas provenientes de processos anaerébios utilizando a biomassa da microalga Spirulina
como substrato apresentaram as maiores concentragcdes de nitrogénio amoniacal. Tal fato ocorre
devido o alto teor proteico da biomassa dessa microalga (Morais et al., 2009). Das 10 amostras de
efluentes analisadas com microfiltracdo, para a amostra 5 ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre os resultados obtidos por ambos os métodos. A amostra 4 apresentou maiores resultados de
concentragéo de N-NH;" quando analisada pelo método de Nessler, enquanto as demais (1, 2, 3, 6, e
7) apresentaram os maiores resultados de N-NH4" quando analisadas por eletrodo ion seletivo. Para
estas Gltimas, as concentracdes de N-NH," eram superiores a 200 mg.L™. Essa diferenca nos
resultados obtidos para as amostras analisadas pelo método de Nessler e por eletrodo ion seletivo
quando presente em maiores concentracdes de N-NH," é devido a faixa de concentragdo para a qual o
método de Nessler é mais adequado (1 — 20 mg.L™ de N-NH,"). Efluentes provenientes da digest&o
anaerobia de microalgas com alto teor de proteinas, como é caso da microalga Spirulina, costumam
ter concentragdes de nitrogénio amoniacal igual ou superiores a essa (Borges et al., 2013). Devido a
isso, para a analise de efluentes da digestdo anaerdbia de microalgas, o eletrodo ion seletivo de
amonia é o mais adequado, quando comparado ao método de Nessler. Diferentemente do que ocorre
para as amostras provenientes da digestdo anaerobia de macroalgas, as quais costumam ter menores
concentragdes de nitrogénio amoniacal (Franck, 2012).

No entanto, quando observadas as amostras que ndo foram filtradas (amostras 8, 9 e 10), essa
relagdo da concentragdo de N-NH," da amostra com o método mais adequado a ser utilizado, no foi
verificada da mesma forma, visto que as trés amostras eram provenientes de processos anaerobios
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com biomassa de macroalgas, e portanto, com baixas concentracdes de N-NH,". Nao houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre os métodos analisados para a amostra 8, enquanto para a amostra 9 a
concentracgio de N-NH,4" encontrada pelo método de Nessler foi superior ao eletrodo ion seletivo, e 0
contrério foi observado para a amostra 10. Essa diferenca entre os dois métodos quando comparadas
as amostras sem microfiltracdo pode ser devido a presenca de interferentes nas amostras que nao
receberam este tratamento antes de analisadas. Alguns autores relatam que a presenga de alguns
interferentes prejudicam os resultados obtidos por ambos os métodos. Jeong et al., 2013, ao
estudarem o método de Nessler com e sem modificacio para a analise de N-NH," em dagua,
verificaram que a presenca de Fe?* em concentracées superiores a 1 mg.L™, influencia nos resultados,
ndo sendo obtidos resultados confiaveis, pois o Fe** é capaz de formar complexos com os sais do
reagente de Nessler aumentando a turbidez das amostras analisadas. Por outro lado, Molins-Legua et
al. (2006), ao comparar diferentes métodos para determinagdo de amonia em &guas, constataram que
em amostras contendo aminas e compostos aromaticos nitrogenados, estes atuam como interferentes
na analise por eletrodo ion seletivo.
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Figura 1 — Concentragdo de N-NH," nas amostras de efluentes da digestio anaerdbia analisadas pelo
método de Nessler e eletrodo ion seletivo (EIS), com (CMF) e sem microfiltragdo (SMF).

4. CONCLUSOES

O presente trabalho comparou os resultados de determinagdo de N-NH,4" a partir do método de
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Nessler e eletrodo ion seletivo. Ambos os métodos demonstraram ser confiaveis para a determinacgéo
de N-NH,4", apresentando baixos limites de deteccéo (< 0,3 mg.L™) e quantificacéo (< 0,9 mg.L™Y), e
coeficientes de variacdo < 3 %. Embora a analise com reagente de Nessler forneca resultados
confidveis, fazendo uso de menor volume de amostra quando comparado ao eletrodo ion seletivo,
deve-se levar em consideracdo o fato deste método empregar mercurio, reagente toxico e, além disso,
a reacéo do reagente com o N-NH," forma um composto coloidal, sendo este passivel de floculagdo e
0 seu grau de dispersdo importante na intensidade da cor final da solucéo.

A determinacdo de N-NH;" nos efluentes provenientes da digestio anaerdbia de macroalgas,
devido as suas menores concentracdes (24 — 124 mg.L™"), demonstraram ser mais adequadamente
analisadas segundo o método de Nessler. No entanto, 0 emprego do método de Nessler demonstrou
ndo ser o mais confiavel para a quantificacdo de N-NH;" em efluentes da digestdo anaerdbia de
microalgas com alto teor proteico, devido as elevadas concentragdes de N-NH;" encontradas (227 —
670 mg.L™), sendo o eletrodo fon seletivo o mais adequado neste caso. A anélise com eletrodo fon
seletivo tem a vantagem de fornecer uma resposta répida e direta, sem a necessidade de diluicdo da
amostra, além de ser metodologia analitica limpa, sem geracao de residuos toxicos, evitando assim,
possiveis contaminacgdes do analista e do ambiente quando do descarte do residuo.

Através dos resultados apresentados foi possivel determinar, o0 método mais adequado, dentre 0s
estudados, para a quantificagdo de N-NH;" em efluentes de processos anaerdbios envolvendo a
biomassa de microalgas e macroalgas, que se faz relevante devido o crescente interesse em estudos
para a producdo de biogéas a partir de biomassa algal, e a importancia que tal determinagdo tem para o
controle das condicdes ideais deste processo.
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