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RESUMO

A busca por métodos de detec¢do de nitrogénio amoniacal que oferecam praticidade, e que possam ser
realizados in loco, que sejam financeiramente viaveis e de baixa complexidade, tem recebido um
consideravel avango, como por exemplo, através da utilizagdo de sensores opticos. Assim, objetivou-se
desenvolver uma ferramenta Optica portatil e de baixo custo para 0 monitoramento de nitrogénio
amoniacal em agua de piscicultura, utilizando papel para identificar a alteracdo de cor na presenca de
diferentes concentracdes de reagente. Observou-se que 0 sensor proposto para detectar NH4OH ¢
promissor, visto que ja se obteve a deteccdo de amdnio em altas concentragdes. Apesar disso,
a ideia é diminuir essas concentracdes para cerca de 10ppm para garantir que 0 mesmo podera
ser utilizado em amostras reais de agua de piscicultura, para tanto sera necessario realizar
otimizacGes nas condi¢cbes do Reagente de Riegler para que a deteccdo seja permanente e
precisa.
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INTRODUCAO

A deteccdo convencional de nitrogénio amoniacal em agua de piscicultura pode ser
considerada complexa se levar em consideracdo a necessidade de equipamentos de alto custo,
o treinamento de pessoas qualificadas, e a dificuldade de coleta e transporte das amostras
ambientais até os laboratorios. Uma alternativa aos métodos convencionais € 0 uso de sensores
Opticos para 0 monitoramento ambiental, que apresenta beneficios devido a possibilidade de
criacdo de dispositivos portéateis, de baixo custo e que permitem um monitoramento rapido feito
no local de interesse. Uma das formas de desenvolver estes dispositivos sensores, é pelo uso de
papeis, que apresentam baixo custo, e que, com a utilizacao de determinados reagentes, podem
sofrer alteracéo de cor e contribuir para a confirmacédo da presenca ou auséncia de contaminacao
ambiental (MATTEIS, et al. 2020).

Uma caracteristica preocupante das aguas de piscicultura é a eutrofizacdo, causada por
contaminacdo ambiental. De acordo com Vista (2017), este fator pode ocorrer devido ao
aumento excessivo da quantidade de nutrientes disponiveis no meio. Conforme é realizado o
arragoamento nos viveiros de piscicultura, hd um aumento na concentracdo de matéria organica
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no meio. Com a elevacdo de nutrientes, a possibilidade de eutrofizacdo aumenta devido a
proliferacdo de algas e consequentemente, os peixes sdo submetidos a um estresse consideravel.

A maneira que 0s nutrientes se encontram nos criatdrios, se da principalmente em
funcéo do pH. A faixa ideal de pH na piscicultura, esta entre 6,5 e 8,0. Conforme este valor

aumenta, e se aproxima de 10, o nitrogénio sera encontrado como amonia N H3 que apresenta
toxicidade aos peixes. Por isso, € importante monitorar periodicamente os niveis de nitrogénio
amoniacal no meio (HURTADO, 2018).

Considerando a necessidade de estudos para detectar parametros da qualidade da agua
de piscicultura de maneira eficiente e acessivel, o presente projeto de pesquisa, visa propor a
elaboracdo de sensores Opticos de papel para possibilitar a identificacdo e quantificacdo de
nitrogénio amoniacal em agua de piscicultura. Assim, objetiva-se desenvolver uma ferramenta
Optica portéatil e de baixo custo para 0 monitoramento de nitrogénio amoniacal em agua de
piscicultura, utilizando papel para identificar a alteracdo de cor na presenga de diferentes
concentracOes de reagente.

MATERIAL E METODOS
a) Fabricacdo e otimizagdo da configuracgdo do dispositivo analitico baseado em papel

A fabricacdo do dispositivo 6ptico em papel para deteccdo dos parametros de qualidade
da agua de piscicultura foi baseada no uso de canetas permanentes (NIE, 2012). O processo de
fabricacdo envolveu o uso de molde impresso, e a demarcacdo feita com caneta permanente no
papel para formar barreiras hidrofébicas e delimitar as zonas de deteccdo. Essa técnica é rapida,
barata e permite a fabricacdo de grande nimero de dispositivos. O tipo de papel utilizado foi
avaliado, considerando a absorcao das solucdes de analise e efeito de capilaridade. Inicialmente,
foram avaliados papéis de filtro qualitativo e quantitativo (velocidades alta, média e baixa).
Ap0s a demarcacdo do padrdo na superficie do papel, este permaneceu em superficie plana a
fim de evitar que a tinta da caneta escorresse. Foram realizados testes iniciais a fim de
determinar se a necessidade de se desenhar em apenas um lado do papel, ou em ambos os lados.
Inicialmente, o padrdo consistiu em microzonas circulares (5mm) que foram posteriormente
modificadas com os reagentes especificos para deteccdo de cada parametro.

b) Modificagdo das microzonas de deteccéo colorimétrica dos parametros

Inicialmente, foi avaliada a deteccdo de nitrogénio amoniacal, usando reagente
especifico, que reagiu formando um produto colorido que foi quantificado. A escolha do
reagente considerou a especificidade com o parametro de interesse, e a formacéo de transicdo
de cor para valores de comprimento de onda distintos. Para a identificagdo de nitrogénio
amoniacal em agua foi escolhido o teste de Riegler, utilizando solugdes de paranitroanilina e
acido cloridrico que foram gotejadas na microzona e ap0s sua secagem estava pronta para
andlise. A figura 1 mostra a reacdo entre a paranitroanilina e a aménia (TAN, 2012).
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Figura 1. (1) Reacdo de diazotizacéo entre p-nitroanilinae NO,™ e (2) reagdo quimica entre o
reagente de Riegler e NHa"

A reacdo de diazotizacdo entre a paranitroanilina e o nitrito e nitrato, permite uma
alteracdo da coloracdo amarela para vermelha na presenca de hidréxido de sédio.

c) Sintese do reagente de Riegler e Preparo de Hidroxido de Amonio

O Reagente de Riegler utilizado para detectar nitrogénio amoniacal foi preparado em
diferentes condices, conforme tabela a seguir:

Tabela 1. Condicdes propostas para o preparo do Reagente de Riegler.
Riegler = Condi¢do 1 Condigdo 2 Condigéo 3

Nitrito 5% 5% 5%
HCI 2mol/L 0,2mol/L 0,1mol/L
P-nitroanilina 0,49 0,49 0,2
Temperatura 200°C 200°C 150°C

Tempo de Aquecimento HCI + P-nitroanilina: Até dissolver totalmente: em torno de 15 minutos. Tempo de
resfriamento: 2min. em baixo da torneira e ap6s acrescentar o nitrito agitacdo intensa por 2 minutos. As solucées
foram preparadas em agua ultrapura.

As concentracdes utilizadas de Hidroxido de Amonio foram C1=10.000ppm;
C2=1000ppm; C3=500ppm; C4=250ppm; C5=100ppm e C6=50ppm, C7=25ppm; C8=10ppm,;
C9=5ppm; C10=1ppm; Foram desenhadas 12 zonas, sendo Z1 a Z10 referentes a concentracao
C1 a C10 respectivamente, zona 11=Riegler puro e Zona 12=Riegler e tampao, indicando o
branco. Inicialmente, preparou-se uma solugdo estoque de Hidroxido de Aménio a partir do
Reagente concentrado (Hidroxido de Amonio — PA 30%). Para a solucdo estoque na
concentracdo de 10.000ppm utilizou-se agua ultrapura, e para preparar as solugfes das demais
concentragfes partindo da concentragdo C1, utilizou-se tampdo de fosfato dibasico e
monobésico para que o pH fosse mantido em 7,0. As microzonas de deteccao foram preparadas
adicionando 1,5ul de reagente de Riegler e aguardando o periodo de penetracdo no papel por
dois minutos. Apds os dois minutos de secagem, adicionou-se em cada microzona 1,5ul de
solugdes de amonia, com concentracdo variando de 10.000 a 50 ppm, conforme descrito
anteriormente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
a) Fabricacdo e otimizagdo da configuracgdo do dispositivo analitico baseado em papel

Utilizou-se papel filtro quantitativo para realizar a confeccao dos dispositivos analiticos,
por ser um papel de facil aquisicéo e baixo custo. Para fabricar os dispositivos de papel, utilizou-
se molde impresso e caneta permanente para desenhar as zonas de detec¢do. Desenhou-se dos
dois lados do papel e em um dos lados foi aplicado fita durex para evitar possiveis vazamentos
do reagente utilizado.

A Figura 2 a seguir apresenta 0 molde impresso para elaboracdo das microzonas e o
papel com as demarcagdes.

Figura 2. Molde impresso; papel com as demarcaces feitas com caneta permanente

Conforme apresentado na Figura 2, as zonas de deteccdo foram desenhadas com caneta
permanente dos dois lados do papel. Fatores como a espessura da ponta da caneta e a quantidade
de camadas, foram corrigidos e aprimorados mediante testes laboratoriais.

b) Interacdo entre Reagente de Riegler e Hidréxido de Amonio

Na condicédo 1 apresentada na Tabela 1, utilizando &cido cloridrico 2 mol/L, o reagente
de Riegler apresentou coloracdo amarela e ndo houve mudanga de cor em nenhuma das
concentracdes propostas. Este resultado pode ser explicado devido ao fato do pH do reagente

estar muito 4cido e, neutralizando o NH4OH adicionado, impedindo a reacdo com a p-
nitroanilina. Para corrigir esse fator, foi realizado o teste novamente utilizando a condigéo 2,
diminuindo a concentracdo do acido usado para preparar o reagente de Riegler. Apesar de
ocorrer inicialmente a mudanca de cor, a instabilidade mostrou-se aparente. N&o permanecia a
coloracdo no papel ap6s alguns minutos. Testou-se entdo a condicdo 3, utilizando menor
quantidade de p-nitroanilina e menor concentracdo de acido cloridrico.

A temperatura foi diminuida em 50°C na condicdo 3, para analisar se haveria alguma
interferéncia nos resultados do Reagente de Riegler. A terceira condi¢do proposta foi a que
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obteve resultados mais significativos. A Figura 2 mostra os resultados obtidos pela aplicacédo
do reagente de Riegler no papel comparando a condi¢éo 1, 2 e 3.

Figura 3. Comparacéo das condicdes 1, 2 e 3 do Reagente de Riegler

Nas trés condicdes, a solucdo de NH4OH foi prepara em solugdo tampéo pH 7,0, para
que ndo houvesse predominancia do NH3. Para condicédo 1, a concentragdo de 10.000ppm de
hidroxido de amonio apresentou uma coloracdo vermelha, mas a partir dessa concentracdo nao
houve mais alteracdo de cor. Em 2, percebe-se que a coloragdo vermelha comecou a aparecer,
no entanto o melhor resultado foi para a parte 3, onde se pode observar a alteracdo gradual da
cor amarelo para vermelho com as intensidades sendo diminuidas conforme as concentracées
eram menores. Essa foi a condicdo que apresentou melhor resultado e alteragdo da cor
permaneceu no papel por maior tempo, cerca de uma hora, sendo que ap6s a secagem a cor
vermelha permaneceu, perdendo apenas a intensidade.

A tabela a seguir mostra a comparacao de cada condicéo testada indicando o resultado
obtido.

Tabela 2. Comparacéo entre as condicOes de preparo de Riegler e as concentracdes

Riegler C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 c8
Condigéo 1 R PR NR NR NR NR NR NR
Condigéo 2 R R R PR PR NR NR NR
Condicéo 3 R R R R R PR NR NR

PR= pouco reativo / R= reativo / NR= ndo reativo

Conforme apresentado pela tabela a condi¢cdo que demonstrou melhor resultado foi a
terceira, onde pode-se observar a alteragdo da coloracdo amarela para vermelha por mais tempo
e menores concentragdes. No entanto, o reagente de Riegler aplicado e seco nao apresenta bom
funcionamento em nenhuma condigdo. Ap6s 20 minutos da aplicacdo do Riegler, ndo ha mais
ocorréncia da mudanca de cor em nenhuma das condicdes e, portanto, testes ainda estdo sendo
feitos no laboratdrio para otimizar o funcionamento do Riegler. Ressalta-se que o reagente de
Riegler é aplicado no dispositivo de papel e apds 2 minutos as concentraces de amonia ja sdo
aplicadas, tendo a ocorréncia da reacdo. No caso de amostras reais, esse fator devera ser
otimizado pois ndo é possivel aplicar o Riegler diretamente em campo, ele devera vir no
dispositivo, por isso os testes precisam fluir bem com o Riegler seco no papel, motivo do estudo
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continuo desta proposta. Além disso, o reagente de Riegler na condi¢do 3 apresenta alteracao
de cor satisfatoria apenas até certa concentracdo. Para concentrac@es abaixo de 100ppm ainda
ndo pode ser perceptivel a mudanca de cor, permitindo a visualizacdo apenas da cor real do
reagente de Riegler, que é naturalmente amarelo.

c) Otimizacao das zonas hidrofobicas — camadas

Além da alteragdo da cor, outro fator importante de se analisar é observar a zona de
deteccdo, onde ira ocorrer a reacdo entre o reagente e o analito de interesse. Nesse caso, é
necessario que nao ocorra vazamentos para fora da area delimitada. Para corrigir a situacao foi
realizado o desenho de duas camadas com a caneta permanente dos dois lados do papel, sendo
que o verso do papel foi isolado com fita isolante para evitar vazamento. A figura 4 mostra a
comparagao entre as microzonas de detec¢do desenhadas sem o isolamento e com uma camada
de cada lado, e duas camadas, com isolamento em um dos lados.

Figura 4. Comparacéo das zonas de deteccéo.

A figura 4 apresenta a zona de deteccdo com caneta permanente de ponta grossa
desenhada com duas camadas dos dois lados do papel e 1,5 microlitros de reagente de Riegler
com 1,5 microlitros de solucdo de hidréxido de aménio na concentracio de 10.000ppm. E de
fundamental importancia que a zona de deteccdo seja bem delimitada para que ndo ocorra
vazamentos e a reagao ocorra apenas no local indicado.

CONCLUSOES

O desenvolvimento de sensores de baixo custo, miniaturizados, de facil operacdo, com
possibilidade de realizacdo de analises em campo é de grande interesse para a area de
monitoramento ambiental. O tipo de papel selecionado mostrou bom funcionamento e
apresenta-se promissor para a continuidade das pesquisas. A interacdo entre Reagente de
Riegler e o Hidroxido de Amonio também fluiu como o esperado e, portanto, os objetivos do
trabalho foram atendidos. Apesar disso, a concentracdo de deteccdo ainda estd elevada e
necessita-se de melhorias nas técnicas aplicadas para que concentra¢cdes menores que 50ppm
possam ser monitoradas. No entanto, o dispositivo sensor de papel proposto, pode funcionar
como método de triagem, apresentando baixo custo e podendo ser uma alternativa aos métodos
convencionais, sendo entdo muito util para locais precarios onde néo existe a possibilidade de
realizar analises laboratoriais.
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