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RESUMO

Nos Ultimos anos observou-se um interesse crescente na determinacdo dos niveis de
nitrato em produtos alimenticios, essencialmente devido ao potencial de reducdo de
nitrato em nitrito, que é conhecido por ter efeitos adversos na saide humana e animal. O
nitrato € intermediario no ciclo do nitrogénio e sua alta concentracdo na dgua € indicador
de baixa qualidade (Wang et al.). A determinacédo direta em &guas é realizada na regiao
do ultravioleta em meio &cido e no comprimento de onda especifico (205 nm) (APHA,
2012). Esse procedimento é muito Gtil em aguas potaveis, mas suscetivel a efeito de
matriz em aguas com pH alcalino ou com elevada forca ibnica (APHA, 2012). Assim,
prop6s-se no presente trabalho utilizar o método de adicdo de padrdo (MAP) em
comparagdo com o procedimento de calibracdo convencional (MC) descrito no livro de
normas “Métodos Fisico-quimicos para Analise de Alimentos” (técnica 195/1V) (1AL,
2008) e executado no Laboratério de Analises Fisico-quimicas do Instituto Adolfo Lutz
- Centro de Laboratdrio Regional de Sdo José do Rio Preto X, em contrapondo, ao
procedimento de adi¢cdes cumulativas do padrdo (MAP-C). Diante disso, foi realizada
uma comparagdo entre os métodos MC, MAP e MAP-C, objetivando viabilizar e validar
um tratamento de dados diferente do original para a estimativa do calculo da incerteza,
destacando para esse fim a abordagem bottom-up. Além, de identificar as limitacdes dos
métodos que podem ser empregados para a vigilancia da qualidade da agua mineral e de
abastecimento. De acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:20175, foram
determinados os parametros de desempenho para os trés procedimentos: limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao, precisdo intermediaria e a incerteza. Para a
execucdo dos ensaios as condi¢cdes ambientais foram monitoradas e estabelecidas as
curvas de calibragédo (absorbancia x concentracdo da solucéo padréo de nitrato de sodio,
9,98 mg L%, calculado em N, para MC, MAP e para 0 MAP-C uma solugéo de 2,00 mg
L), com o objetivo de determinar a concentracdo de nitrato de sodio. Assim, foram
ensaiados 100 mL provenientes de 4L das amostras de d&gua mineral de trés marcas com
diferentes pH (8,44; 6,96; e 5,77). Os parametros de desempenho dos procedimentos
foram determinados a partir de dilui¢des das solug¢des padréo e os resultados obtidos.
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ABSTRACT

In recent years, there has been increasing interest in determining nitrate levels in food
products, mainly due to the potential for nitrate to nitrite reduction, which is known to
have adverse effects on human and animal health. Nitrate is intermediate in the nitrogen
cycle and its high concentration in water is poor quality indicative (Wang et al.). The
direct determination in water is carried out in the ultraviolet region in acidic medium and
at specific wavelength (205 nm) (APHA, 2012). This procedure is very useful in drinking
water, but susceptible to matrix effect of matrix in water with alkaline pH or high ionic
strength (APHA, 2012). Thus, the present work proposes the use of the standard addition
method (SAM) in comparison with the conventional calibration procedure (CM)
described in the standard book "Physicochemical methods for food analysis” (technique
195 / 1IV) (IAL , 2008) and performed in the Laboratory of Physical and Chemical
Analysis of the Adolfo Lutz Institute - Sdo José do Rio Preto X Regional Laboratory
Center, in contrast to the standard cumulative additions procedure (SAM-C). Therefore,
a comparison between the CM, SAM and SAM-C methods was made in order to enable
and validate a data treatment different from the conventional one to estimate the
uncertainty calculation, highlighting for this purpose the botton-up approach. In addition,
to identify the methods limitations that can be employed to monitor the quality of bottled
water and drinking water. According to 1SO / IEC 17025: 2017, we determine the
performance parameters for the three procedures such as: limit of the detection (LOD),
limit of quantification (LOQ), precision, intermediate precision and uncertainty. To
perform the tests, environmental conditions and calibration curves were monitored
(absorbance x concentration of standard sodium nitrate solution, 9.98 mg L-1, calculated
in N, for MC, MAP and MAP-C, a 2.00 mg L-1 solution) to determine the sodium nitrate
concentration. Thus, 100 mL of 4L of table water samples from three brands with
different pH (8.44, 6.96 and 5.77) were tested. We determined the performance
parameters of the procedures from the dilutions of the standard solutions and the results
obtained.

Keywords: drinking water, validation studies, uncertainty, nitrates

1 INTRODUCAO

A agua cumpre func¢des importantes no organismo humano, como garantir o bom
funcionamento do sistema fisioldgico e bioquimico. Considerando, o crescimento
significativo do consumo da dgua mineral envasada (ABINAM, 2019), as anélises para
verificar sua qualidade s&o julgadas como essenciais, de modo que a presenca de
determinados elementos quimicos, dentre eles o nitrato, em concentra¢cdes acima da
estabelecida pela Resolucdo 274/2005 do Ministério da Saude (Brasil, 2005), acarreta
consideraveis danos a satde do individuo e requerem acdes de satde publica.

O nitrato é regularmente monitorado para fins de protecdo, principalmente em

aguas para controle da potabilidade. Nos ultimos anos observou-se um interesse crescente
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na determinagdo dos niveis de nitrato em produtos alimentares, em decorréncia da
potencial possibilidade de ocorrer a redugdo de nitrato em nitrito, sendo esse Ultimo
conhecido por ter efeitos adversos na saide humana e animal. O nitrato € intermediario
no ciclo do nitrogénio e sua alta concentragdo na agua € indicador de baixa qualidade
(Wang et al., 2017).

A quantificagdo de nitrato, atualmente é exercida em amostras de agua, alimentos,
plasma, soro e urina por varios métodos baseados em diferentes principios analiticos,
dentre eles tem-se 0 método espectrofotométrico, que por sua vez, apresenta as técnicas:
leitura direta na regido do UV-Vis e indireta com reagentes especificos e desenvolvimento
de cor (Wang et al.,2017).

A determinacdo direta em &guas ocorre na regido do ultravioleta em meio &cido,
no comprimento de onda especifico (205 nm). Esse procedimento é (til para aguas
potaveis, mas suscetivel a efeito de matriz em aguas com pH alcalino ou com elevada
forga idnica. (APHA, 2012).

Em razdo do consideravel risco desse procedimento aos efeitos de matriz, propos-
se no presente trabalho utilizar o método de adi¢édo de padrdo (MAP) em comparagdo com
0 procedimento de calibracdo padrdo descrito na literatura e, executado na rotina de
andlises do Instituto Adolfo Lutz- Centro de laboratério Regional de S&o José do Rio
Preto (MC).

Quando a composicdo da matriz da amostra é desconhecida ou complexa e afeta
o sinal analitico, é apropriado o uso do método de adi¢do de padrdo (MAP). Logo, 0 MAP
compensa uma serie de interferéncias ao se adicionar quantidades conhecidas do objeto
de analise a amostra desconhecida (Steliopoulos, 2015).

O MAP apresenta limitacdo quanto a quantidade de amostra necessaria para
proceder as adi¢des de padrdo, o que dificulta a sua aplicacdo. Desta forma, contrapondo,
a realizacdo de adicbes cumulativas do padrdo (MAP-C) a mesma porcdo analitica de
amostra, torna mais viavel a implementacdo do MAP. Em que pese essa estratégia de
adicéo ter como desvantagem a diluicdo progressiva da amostra, que pode causar erros
nas analises, este risco é potencialmente corrigido ao se considerar o fator de diluicdo nos
calculos (Goncalves et al., 2016). Diante disso, foi realizada uma comparacdo do
procedimento convencional (MC), do MAP e do MAP-C, objetivando viabilizar e validar
um tratamento de dados diferente do original.

Para todos os procedimentos propostos no presente trabalho foram realizadas as

determinacfes dos parametros de desempenho (validagdo in house), de acordo com a
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ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, para a medicdo espectrofotométrica de nitratos em
agua mineral envasada, que possui menos interferentes e matriz simples. Conforme
apresentada na literatura, ha varias abordagens para a avaliacdo da incerteza da medicgéo
destacando-se a abordagem bottom-up, a qual permite uma avalia¢do precisa por meio do
levantamento detalhado de todos o0s componentes contribuintes para o erro,
proporcionando otimizar os custos a partir de intervencdes ao nivel das componentes de
incerteza minoritarias e majoritarias, respectivamente (Burr et al., 2016).

Justificou-se o desenvolvimento deste trabalho pela iniciativa da identificagcdo das
limitacGes do meétodo utilizado no monitoramento do nitrato, contribuindo para melhor
qualidade da &gua de consumo. A agua mineral envasada € uma matriz mais simples e
por isso foi utilizada para realizacdo dos ensaios de validacdo para simultaneo controle
do efeito matriz. Como consequéncia, avaliarmos os parametros de desempenho do
método e as fontes de incerteza mediante pequenas variacGes dessa matriz, por meio da
abordagem bottom-up.

Ao aperfeicoar os ensaios laboratoriais atenderemos a diretriz de aprimorar as
acOes de vigilancia de fatores ambientais de risco e agravos a saude; aperfeicoar a
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e, atingir a meta de desenvolver
referéncias técnicas para contribuir com gerenciamento de riscos sanitarios associados a
agua para consumo humano.

O objetivo principal do presente trabalho foi desenvolver o método para
estimativa do célculo da incerteza utilizando o MAP-C. Em decorréncia de tal
desenvolvimento pode-se: implementar, otimizar e determinar os parametros de
desempenho do método (itens para validar a medicdo espectrofotométrica de nitratos),
realizar treinamento adicional de equipes técnicas nas principais ferramentas da qualidade
a serem utilizadas no desenvolvimento de métodos, principalmente, na estimativa do

calculo da incerteza e assim, disseminar a cultura metroldgica.

2 CONSIDERACOES GERAIS
2.1 NITRATO

Nitrato consiste no composto quimico formado naturalmente pela combinacao do
nitrogénio com oxigénio ou ozonio (Suzuki, 2013). Trata-se de um dos ions mais
encontrados em aguas naturais, inclusive na mineral, no entanto sua presenca em elevada
concentracdo indica a contaminacdo causada, principalmente pela falta de condicdes

higiénico-sanitarias satisfatorias, ou ainda, por descargas de nitrogénio organico e
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amoniacal de industrias quimicas, siderurgicas, farmacéuticas, alimenticias, frigorificos
e matadouros, por exemplo (Nishihara, 1998).

Diante disso, importante ressaltar que sua presenca em quantidades elevadas pode
causar graves danos a saude humana, podendo ser reduzido em nitrito, sendo ambas
altamente perigosas a satde publica que pode ocasionar a inducdo a metemoglobinemia,
especialmente em criancas, e a formacdo potencial de nitrosaminas e nitrosamidas
carcinogénicas (Nishihara, 1998).

Dentre os métodos para determinacdo do nitrato em agua mineral, tem-se o
espectrofotométrico na regido do ultravioleta (205nm), que consiste na leitura direta da
absorbéncia da amostra, com adic¢éo de &cido cloridrico 1,0 M (usado para prevenir as
interferéncias espectrais) (1AL, 2018).

2.2 AGUA MINERAL NATURAL

Desde os primeiros anos de vida se aprende que a agua é um bem precioso e
necessario a vida. A agua cumpre funcdes importantes no organismo humano, como
regular a temperatura corporal, e ser responsavel pelo bom funcionamento do sistema
fisiolégico e bioquimico do corpo humano (ABINAM, 2019).

Deste modo, demonstrando a conscientizacdo da populacdo em relacdo a
importancia da agua, e refletindo a onda de hébitos saudaveis adotados pela sociedade
atual, a Associacdo Brasileira de Industrias de Agua Mineral registrou o crescimento
préximo de 20% ao ano do consumo da agua mineral natural envasada (ABINAM, 2019),
0 que enaltece a pesquisa para auferir a qualidade da &gua, garantido que esta cumpra
com as funcdes regulamentadas por lei.

Como previsto no item 2.1 do anexo da Resolucgédo n. 274 do Ministério da Salde,
“Agua Mineral Natural trata-se da agua obtida diretamente de fontes naturais ou por
extracdo de aguas subterraneas, caracterizada pelo conteudo definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros componentes considerando as
flutuagdes naturais” (Brasil, 2005).

A Resolucéo citada acima apresenta os parametros e requisitos esséncias da dgua
mineral natural envasada, bem como o limite de substancias quimicas que podem causar
riscos a saude. O limite maximo do nitrato na agua mineral natural, objeto desse trabalho

é de 50 mg L calculado como nitrato
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2.3 ADICAO CUMULATIVA DE PADRAO

Em grande parte das praticas instrumentais, a resposta do instrumento de medic&o
depende da matriz em que se encontra o item analisado. Sendo a matriz todos integrantes
da amostra, exceto aquele que se objetiva analisar. Tal objeto pode estar presente em
grande quantidade ou em uma fragdo pequena.

Quando ¢ possivel a reprodugdo da matriz, pode-se utilizar calibradores com
matriz ajustada, ou seja, com valores de grandeza conhecidos, para calibracdo do
instrumento, além uma matriz correspondente aos elementos analisados. Porém, nem
todas as circunstancias sdo rentaveis e possivel o preparo dos calibradores com matriz
ajustada, em consequéncia da falta de compreensdo da composicdo da matriz e aos
diversos efeitos da matriz. (Viana et al., 2011).

Em casos como esse, 0 modo em que as calibracBes devem ser realizadas é pelo
método de adicdo de padrdo, em que sdo adicionados o material analisado, niveis
crescentes e conhecidos da grandeza estudada. Desse modo, é possivel estimar a
sensibilidade da resposta do instrumento de medicéo e consequentemente determinagéo
do valor da grandeza medida estimado pela extrapolacdo da curva de calibracao para uma
resposta do instrumento igual a zero (Rodrigues et al., 2015).

Porém, o método convencional de adicdo de padrdo (MAP) possui como
desvantagem, a necessidade de uma grande quantidade de reagentes no preparo da curva
de calibracdo, bem como do item analisado no preparo dos calibradores, além do tempo
gasto. Ainda, para o preparo das amostras que serdo analisadas ha necessidade de um
grande volume para preparar as varias diluicdes contendo a grandeza estudada em valores
crescentes. (Dadamos et al., 2018).

Essa desvantagem pode ser superada através do procedimento de adigdes
cumulativas dos valores da grandeza estudada para a mesma quantidade analitica da
amostra, com o levantamento dos sinais antes e apés as adi¢fes (Dadamos et al., 2018).

No presente trabalho, utilizou-se uma calibracdo por adi¢do cumulativa de padréo
dispondo-se de um procedimento instrumental de analise da qual o sinal varia
proporcionalmente com a concentragdo, uma vez que o volume total do sistema aumenta
ao longo das adigdes, considerando o aumento do volume do sistema e das dilui¢des do

objeto de anélise.
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2.4 VALIDACAO DO METODO

Na realizag8o de procedimentos analiticos dentro de um laboratorio, é necessaria
a certificacdo das operacOes executadas, por este motivo a validacdo de método almeja
critérios para demonstrar a confiabilidade e adequacdo dos resultados, assegurando a
qualidade. Segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, validacdo do método € a
confirmacéo por exame ou evidéncia que dado método é adequado ao uso (ABNT, 2017).
Para executar a validagdo no laboratério (“in house validation”), considera as etapas
dentro de mesmo laboratdrio, seja para legalizar um novo método que esteja sendo
desenvolvido ou para confirmar se um método adotado é efetuado corretamente (Ribani
et al., 2004, Ramos et al., 2020).

A validagdo dos procedimentos é realizada em fungdo do modelo metrolégico
desenvolvido para estimar a incerteza da medi¢do. Para esse trabalho, foram definidos
modelos de medicdes baseado na incerteza de interpolacdo e extrapolacdo, da curva de
calibracdo, por meio do método dos minimos quadrados (MMQ), com adi¢do de padréo
(MAP) e com adicdo de cumulativa de padrédo (MAP-C).

A incerteza foi estimada utilizando a Lei da Propagacéo das Incertezas (Sega et
al., 2016), método numérico de Kragten (Kragten, 1994) e Simulaces de Monte Carlo
(Sega et al., 2016). Na validacdo dos procedimentos, quando utilizado a extrapolagdo
estimada pelo MMQ, avaliou-seos pressupostos do mesmo, seguido da definicdo e
avaliacdo do modelo de medicdo a partir da analise das amostras caracterizadas pelo
procedimento de referéncia (método executado na rotina de analises do Instituto Adolfo
Lutz- Centro de laboratério Regional de S&o José do Rio Preto). Com o auxilio de folhas
de célculos do software MS-Excel foi efetuada avaliagdes bottom-up da incerteza, por
esse se tratar de um aplicativo de grande disseminacdo de calculos (Bettencourt da Silva,
2016; Dadamos et al., 2018).

3 MATERIAL E METODO
3.1 COLETA E AMOSTRAGEM

Foram adquiridas no comércio varejista local, no periodo de novembro a
dezembro de 2018, amostras de agua mineral envasada, de trés marcas, que se
diferenciavam pela faixa de pH sendo uma acida (5,67), outra neutra (7,07) e uma ultima
alcalina (9,13), observando-se lote e prazo de validade. A unidade amostral contou com

4 litros de cada marca, analisada no Laboratorio de Analises Fisico-quimicas do Instituto
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Adolfo Lutz - Centro de Laboratério Regional (CLR) de Séo José do Rio Preto, SP (CLR-
X)

3.2 PREPARO E TRATAMENTO DA AMOSTRA

Foram ensaiados 100 mL, provenientes de um “pool” de cada amostra de agua.
Para determinag&o do nitrato de sddio foi utilizada a técnica 195/1V, preconizada no livro
de normas “M¢étodos Fisico-quimicos para Analise de Alimentos”, editado pelo Instituto
Adolfo Lutz, a fim de serem utilizadas por toda rede de laboratorios de saude publica
(IAL, 2008). Também, foi comparado com o respectivo parametro da Resolu¢do RDC n°
274/2005, que estabelece o padrdo de potabilidade (Brasil, 2005).

3.3 SOLUCOES UTILIZADAS PARA OS PROCEDIMENTOS ANALITICOS
Solucéo de Acido Cloridrico a 1 mol.L*
Foram medidos 90 mL de &cido cloridrico HCI (P.A.) (D =1,19) e diluidos com
agua destilada para 1000 mL em um baldo volumeétrico.

3.4 SOLUGAO DE NITRATO DE SODIO

Preparou-se uma solugdo padrao estoque de nitrato de sodio de 9,9812 mg L™ em
N, pesando-se 0,0606 g de nitrato de sodio previamente seco por 1 hora a 105 °C e
deixado no dessecador até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente transferiu-se o
sal quantitativamente para baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com
agua deionizada.

Para as adi¢cBes cumulativas foi preparado uma solucdo padréo de sodio de 2,00

mg Lt em N, pesando-se 0,0121 g do sal anteriormente seco em 1000 mL.

3.5 SOLVENTES UTILIZADOS
Agua Deionizada: foi utilizada agua oriunda do Sistema Mili-Q®, Modelo: Direct,
Marca: Milli-Q®, com pH: 5,5 a 25 °C e Condutividade: 31.6 uScm™.

3.6 TECNICA PARA DETERMINA(;AO DO NITRATO

O método espectrofotométrico validado baseou-se nas leituras diretas das
absorbancias das amostras em diferentes comprimentos de onda. Tais leituras foram
efetuadas na regido ultravioleta (UV) em 205 nm para determinagdo do nitrato de sédio
(Espectrofotometro UV-Visivel, Marca: Analytik Jena,Modelo: SPECORD® S 600
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Series) Comprimento de onda este, de maior absorcdo confirmado na prética de varredura,
conforme Figura 1.

Figura 1 - Representacdo grafica da varredura entre 185 e 255 nm
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Fonte: Proprio autor

Para os ensaios mencionados foram estabelecidas previamente as curvas de
calibragdo com o objetivo de determinar a concentracéo de nitrato de sédio, e a realizagdo
foi de acordo com o descrito no documento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 do
Inmetro, onde define como branco a 4gua e o branco da amostra a matriz da amostra sem
o mensurando de interesse. Assim, para determinacéo do nitrato de sédio, foi considerado
como branco da amostra 1 mL da solug&o de 4cido cloridrico a 1,0 mol L' em 100 mL de
agua deionizada. As andlises foram realizadas contra esse branco da amostra. Para a

execucdo dos ensaios as condi¢des ambientais foram monitoradas.

3.7 DETERMINAQAO DO NITRATO EM AGUA

Para a determinacdo de nitratos em aguas de abastecimento e minerais, 0 método
utilizado baseia-se na leitura direta da absorbancia da amostra, em espectrofotdmetro a
205 nm, com anterior adi¢do de acido cloridrico 1,0 mol.L?, afim de minimizar as
interferéncias espectrais, tais como hidroxidos e carbonatos (IAL, 2008). Porém, como
na amostra ainda é suscetivel a ocorréncia de interferéncias a efeitos de matriz, analisou-
se diferentes amostras de agua minerais engarrafadas para consumo com o procedimento
convencional (MC), com adicdo de padréo e adicdo cumulativa de padrdo (MAP-C) e

estimada as incertezas de tais procedimentos.
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A concentracdo do nitrato na amostra foi determinada por meio de curvas de
calibracdo construidas com solucbes padrdo e medida em 205 nm. A concentracdo de
nitrato é expressa em mg L-1 em N.

3.8 PREPARO DA AMOSTRA

Para esta analise foram medidos 100 mL da amostra do “pool”, que foi
homogeneizado em um baldo volumétrico (2000 mL). Logo apés adicionou-se com uma
micropipeta 1000 uL de HCI 1,0 mol.L! e homogeneizou. Em seguida, procedeu a leitura
da absorbancia a 205 nm contra o “branco” do reagente (espectrofotometro Analytik Jena
SPECORD® S 600 Series).

O mesmo procedimento foi executado 5 vezes para cada amostra de &gua mineral

envasada, com trés leituras consecutivas, como demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Esquema utilizado no preparado da amostra para leitura das absorbéncias a 205 nm

Agua Mineral Env asada
Amostra (2000 mL)
Homogeneizacéo

| I [ |

100 mi 100 mi 100 mL 100 mL 100 mL

d4dd

Adiciona-se 1000 pL
de HCI 1,0 molL-1e
homogeniza-se.

3 leituras da
absorbancia a 205
nm, executada no
espectrofotometro

Fonte: Proprio autor
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Posteriormente, sucedeu quantificacbes de 100 mL de aliquotas de amostras de
agua mineral envasada, sujeitas a adi¢des de padrdo (1000 uL da solucdo padrdo estoque
de nitrato de sddio de 9,9812 mg L em N),e adi¢des de padrio cumulativas (1000 pL da
solucéo padrio estoque de nitrato de sodio de 2 mg L™t em N), por meio do mesmo método

de leitura direta em espectrofotdbmetro a 205 nm.

3.9 CONSTRUCAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO

Foram pipetadas aliquotas de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 20,0 e 24,0 mL da solucéo
padrdo de nitrato de sodio (NaNOz) (9,9812 mg.L-1 N) para baldes volumétricos de 100
mL. Os volumes foram completados com &gua deionizada. Em cada um dos baldes foram
adicionados 1 mL de solugéo de &cido cloridrico a 1 mol.L! e homogeneizados. Apos,
foi determinada a absorbancia a 205 nm contra o “branco” de reagentes, utilizando cubeta
de quartzo (1cm de caminho 6tico). A construcdo da curva de calibracdo foi realizada
com os valores de absorbancia e de concentragdo de nitrato de sédio conforme a Tabela
1 A aplicacdo do ajuste linear possibilitou o célculo dos coeficientes linear e angular da
reta. Deste modo, as absorbancias obtidas foram analisadas graficamente em funcgédo das

concentragoes.

Tabela 1 - Concentrages de nitrato de sddio utilizadas na construcdo da curva de calibragdo e os volumes
correspondentes utilizados da solucdo de trabalho (n=7)

Volume da solucdo padrdo de Concentragdo de nitrato de sédio (mg L-

trabalho (9,9812 mg L-1 N) (mL) 1de N)
1 0,0997
2 0,1964
4 0,3970
8 0,7990
16 1,5867
20 1,9886
24 2,3875

Fonte: Proprio autor

Em uma segunda etapa elaborou-se padrdes por meio da pesagem das massas de
nitrato de sodio previamente seco, conforme informado na Tabela 2, seguido da adigdo
de agua deionizada até o volume de 1000 mL. Transferiu-se dessas solucdes, aliquotas de
100 mL para balGes volumétricos, finalizando com a adi¢do 1 mL de solucdo de &cido
cloridrico (1 mol.LY) e homogeneizados. Assim, aferiu-se a absorbancia a 205 nm. A
elaboracdo da curva e célculo dos coeficientes linear e angular da reta foi realizada de

modo analogo a curva de calibracdo construida anteriormente.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.4, p. 14412-14432, apr., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

14424

Tabela 2 - PadrGes produzidos a partir das massas para obtencdo dos padrées de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6;
2,0;24e33mgL'deN

Massa (g) Padr&o obtido (mg L™ N)
0,0006 0,1351
0,0012 0,2569
0,0024 0,5271
0,0049 0,8762
0,0097 1,6998
0,0121 2,0193
0,0146 2,5134
0,0200 3,3106

Fonte: Proprio autor

Preparou-se, posteriormente, solugdes padrdes em baldes volumétricos de 100
mL, mediante a pipetagem de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 20,0 e 24,0 mL da solugéo padrao
estoque (9,9812 mg L de N) expostas ao método de adigGes de padrdo de 1000 pL da
mesma solugdo utilizada para confec¢do dos padrdes e a adigdes cumulativas de 100 puL.
de uma solugdo padrdo 2,0000 mg L de N. Subsequente analisou-se todas amostras

conforme procedimento j& descrito.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA REGIAO DE ABSORCAO

Foi realizada a varredura de 185 e 255 nm para verificar se as condigdes de
operacdo afetariam o comprimento de onda recomendado (205 nm) pela técnica
empregada (IAL, 2008). O perfil do espectro de varredura Figura 1 mostrou-se

compativel com a literatura.

4.2 PARAMETROS DA VALIDACAO DOS PROCEDIMENTOS

Linearidade e Homocedasticidade

Foram construidas as curvas de calibracdo dos métodos MC, MAP, MAP-C e seus
parametros de regressdo linear e de correlacdo linear, estimados para avaliar a

homocedasticidade e linearidade do sinal instrumental, conforme na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros de regressdo e correlacdo linear usado para avaliar a homocedasticidade e
linearidade do sinal instrumental nas calibracdes pelos MC, MAP e MAP-C

i Pardmetros*
Métodos
a b r Fror Fecritico LOF W Feritico
MC (volume) | 0,052 0,640 0,99964 2,647 3,890 1,950 3,574
MC (massa) 0,056 0,624 0,99877 1,552 4,218 3,746 3,895
MAP 0,542 0,692 0,99405 3,096 9,330 1,354 6,927
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MAP-C 2,638 664,412 0,99995 1,271 3,737 0,604 3,425

a: coeficiente linear da reta de regressao
b: coeficiente angular da reta de regresséo
r: coeficiente de correlacdo linear de Pearson
FLor (valor maximo: Feritico Lor): parametros considerados nos testes de ANOVA-LOF
W (valor maximo: Feritico): parametros considerados nos testes de Levene
Fonte: Proprio autor

A avaliacdo da homogeneidade de variancias dos sinais instrumentais foi realizada
por meio do teste de Levene (Bettencourt da Silva, 2016) para comprovagdo da
homocedasticidade. Ja a linearidade pdde ser provada pelo teste de falta de ajuste
ANOVA-LOF (Bettencourt da Silva, 2016). Os testes foram efetuados para um nivel de
confianca de 99 %, para que tenham uma probabilidade menor de ter resultado nédo
verdadeiro. Considerando as conclusdes do teste de homocedasticidade de Levene, todas
as calibracbes possuem sinais homocedasticos.

A partir dos valores de coeficiente de correlacdo linear (r) (Tabela 4), que expressa
a porcentagem de variacdo total do sinal analitico, em decorréncia da variacdo da
concentracdo do mensurando, notou-se uma boa correlacéo, para os padrdes preparados
para todos os métodos, indicando 6tima qualidade da curva de calibragdo (ou analitica),
com base no Guia EURACHEM (EURACHEM, 1998).

Os coeficientes linear e angular da curva de calibracdo do MAP-C (a) tém uma
peculiaridade na forma de calcular, pois leva em conta a dilui¢do progressiva da amostra
pelas sucessivas adi¢des do padrdo. Como o volume total do sistema aumenta ao longo
das adicdes, considerou-se a multiplicacdo do sinal pelo volume total da solu¢do em
funcdo da massa do item analisado. Tendo em conta que o sinal, é proporcional a
concentracdo do item analisado, a multiplicacdo do sinal pelo o volume total sera
proporcional a multiplicacdo da concentracdo adicionada pelo volume total que

corresponde & massa do item analisado adicionada, como esbogados na Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo grafica da Curva de calibragdo obtida do Método de Adigdo Cumulativa (MAP-
C); Adigdes cumulativas de padrdo: cinco adigdes de 100 uL de solugdo estoque de 2,00 mg L* de
NaNOs, calculado em N

3,5

3 s ¢ oot =t
2,5
2
1,5

1

Absorbancia * Volume Total {mL)

0,5

y=664,4x + 2,637

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Massa Adicionadade NO; (mg)
Fonte: Proprio autor

Por meio de um modelo de regressao linear com distribuicdo aleatéria dos seus
residuos, como na Figura 4, que foram avaliados pelo tratamento | —T (significando: sinal
analitico obtido — sinal analitico estimado), indicando que o comportamento aleatorio
manteve a linearidade na faixa de trabalho estudada para todos os métodos. A analise dos
residuos permitiu ainda, a confirmacdo que os sinais sdo homocedasticos, quais dos

valores obtidos experimentalmente que estavam mais distantes da linha de maior ajuste.

Figura 3 - Representac¢do grafica dos Residuos de regressao em fungdo da massa de NaNO3 adicionada na
sequéncia da calibracdo, por adi¢do cumulativa de padréo

0,006
0,004 * . s
= ]
£ 0,002
= ' - »
z .
f o0 : . : L] :
5 Cl . . .
2 0,0002 0,0004 0,0906 0,0008 0,001 0,0012
£ -0,002
L .
-0,004 o .
* ®
-0,006

Massa Adicionadade NO; (mg)

Fonte: Préprio autor

4.3 LIMITE DE DETECCAO (LOD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)

Com o intuito de caracterizar a capacidade analitica dos métodos, estimou-se 0
limite de deteccédo (LOD), os dados de desempenho das calibrac¢des. Possibilitando entéo,
a comparacao o desempenho de cada método.
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Os valores estimados para 0os LOD e LOQ com base em cada calibracéo estdo
representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Limiares analiticos realizados para a cada método de analise

Métod Limiares
etoaos
LOD LOQ
(volum'e\z/)lc 0,052 0,640
(massa';"c 0,056 0,624
MAP 0,542 0,692
MAP-C 2,638 664,412

Fonte: Préprio autor

Com base nos valores de LOD e LOQ verifica-se que estdo em acordo com 0s
limites desejados para quantificacdo em amostras de &gua mineral.

Os célculos realizados para as determinacdes de LOD e LOQ por meio das
Equacdes (1) e (2) (Bettencourt da Silva, 2016).

Si/q q? L
1) LODyq =33 -4 |1+ +
1) 1/a b 2P TE% (der- ® B, 0e

Si/q q? 1
2) LO =1024 1
@) Q/q b + 3P 228 (Qef— a)2 + 3P oe

4.4 AVALIACAO DA PRECISAO E EXATIDAO

A verificacdo da exatiddo foi estudada através de testes de recuperacdo aparente
de amostras independentes de forma aleatéria. Para os calculos de recuperacdo das
amostras, utilizou-se a Equacao 3 e os resultados foram em expressos na Tabela 5.

C experimental "

(B) R(%) = 100

C tedrica

Tabela 5 - Parametros de Avaliacdo da precisdo e exatiddo dos métodos utilizados

) Avaliacdes

Métodos

R (%) %CV

MC 98,9267 1,53%
(volume)

MC (massa) 97,2618 2,45%

MAP 97,8843 1,23%

MAP-C N/T N/T

Fonte: Proprio autor
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Para avaliar a precisdo dos métodos calculou-se os coeficientes de variagdo dos
desvios padrdo precisdo intermediaria (CV%), conforme a Equag&o 4 e apresentadas em

forma de dados relativos na Tabela 5.

DP
Xx100

(4) %CV =

Onde: DP: desvio padrdo das medidas experimentais

X: média dos valores obtidos nas medidas experimentais

O preparo das curvas de calibracdo mostrou-se eficiente demonstrando bons
resultados de recuperacéo, pois estdo no intervalo de aceitacdo (de 80 a 110%) (AOAC,
1993). Além do mais, os estudos evidenciaram por meio dos ensaios de recuperagdo, que
0s métodos sdo adequados para a avaliacdo de nitrato dessa matriz, destacando o MAP-C
que obteve um valor maior.

Assim, os resultados obtidos indicam que o método MACP-C é preciso.
Observou-se também, que os primeiros pontos de todos os métodos possuem uma menor
precisdo, fato comum devido a chance de erro quando trabalha-se com pequenas massas

e grandes volumes.

4.5 APLICAGAO DO METODO VALIDADO

As amostras de agua mineral envasada foram submetidas a determinacdo de
nitrato, por trés (3) diferentes métodos. Procedeu-se as medicBes das amostras, em cinco
(5) replicatas independentes para cada modo operacional. As médias das concentracBes
dessas amostras foram calculadas pela aplicacdo das absorbancias nas curvas de
calibragdo construidas. Os valores de nitrato de sddio, expressos em mg.L™?, estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de nitrato das amostras de agua mineral envasada, expressos em mg L-1 de N

Métodos Amostras 2

1 3
(vo'}/:,(r:ne) -0,00747  -0,01808  -0,00559

MC (massa) | -0,01535  -0,02623  -0,01343
MAP 0,051512  0,069876  0,055846

MAP-C 0,084118 0,110525 0,076473
Fonte: Proprio autor
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Apesar das diferencas encontradas para o teor de nitrato das amostras analisadas
e algumas até abaixo do LOD, verificou-se que os resultados estdo todos de acordo com

0s parametros estabelecidos na legislacao vigente.

4.6 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DA MEDICAO
O uso da abordagem bottom-up teve como vantagem poder estimar a contribuigéo
percentual das componentes de incerteza de cada método utilizada para a identificacéo de

nitrato em aguas, dados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Componentes de incerteza da determinagdo espectrofotométrica de nitrato em agua
mineral usando a abordagem bottom-up baseada no modelo de regressdo dos minimos quadrados

, Incertezas
Métodos u(C)  uFd u'Fd’ u'(int) u'(v)
(%) (%) (%) (%) (%)  u'(Camostra) (%)
MC
(volume) 1,1 0,4 Nc 4 Nc 4,6
MC (massa) 4,9 Nc Nc 1 Nc 5
MAP 1,1 0,2 0,4 6 Nc 1,2
MAP-C 2,3 13 N/T 0,004 0,2 2,7

Nc= ndo considerado
Fonte: Proprio autor

Com a incerteza padrdo combinada da concentracdo estimada de agua mineral,
u'(Camostra), calculada pela Equacéo 5, obteve-se incertezas adequadamente baixas com
valores de 1,2 a 5 %, sendo maiores para os métodos MC e MAP, ou seja, mais incertos.
A construcdo da curva de calibracdo e o preparo da solucdo estoque foram os fatores que

mais contribuiram para as incertezas dos métodos convencionais de volume e massa,

respectivamente.

u’(Camostra)
= Camostra +/ (u/(C))? + (u'(Fd))2 + (u'(Fd)")? + (u'(int))2 + (u'(v))?

Sendo:

u'(Camostra) - Incerteza padréo da concentracdo estimada da amostra
Camostra - concentracdo estimada da amostra

u’ (Fd) - Incerteza padrao do fator de dilui¢do

u’ (Fd)’ - Incerteza padrdo do fator de diluicdo 2

u’(int) - Incerteza padrdo da curva de calibracéo

u’(v) - Incerteza padrdo do volume da amostra

u’(C) - Incerteza padréo da solucéo estoque
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5 CONCLUSAO

O nitrato consiste em um composto quimico muito encontrado em &guas naturais,
no entanto sua presenca em elevada concentracdo indica a contaminacdo causada,
principalmente pela falta de condic¢des higiénico-sanitarias.

Em particular, dentre os métodos para determinacao do nitrato em agua mineral,
tem-se o espectrofotométrico na regido do ultravioleta, que consiste na leitura direta da
absorbancia da amostra em meio acido, porém suscetivel a efeito de matriz.

Em relacdo ao preparo das solugdes de calibracdo, é possivel sugerir que o
comportamento foi estatisticamente aceitavel, pois comparando as concentracdes
tedricas, com as concentracBes experimentais, percebe-se uma semelhanca quanto aos
valores de r e comprovam a 6tima qualidade da curva analitica.

Quanto a validacdo, os métodos mostraram-se lineares evidenciados pelo bom
coeficiente de correlacdo linear, juntamente com o tratamento dos residuos, com
comportamento homocedastico, ou seja, distribuicdo aleatoria dos residuos ao longo das
abscissas.

Definiu-se o Limite de Detec¢do dos métodos e o Limite de Quantificacdo
conforme os dados apresentados na Tabela 2. A Preciséo foi representada pelo % CV
apresentando valores aceitaveis, assim como os da Exatiddo dado pelos valores de
recuperacao.

As estimativas bottom-up da incerteza da medicédo, envolvidas na preparacdo das
solucdes calibradoras, revelaram-se realistas quando aplicadas a analise de amostras de
agua mineral envasada e produziram resultados metrologicamente compativeis. O
levantamento da contribuicdo relativa das componentes de incerteza permite otimizar 0s
custos e a incerteza da medicdo a partir de intervenc@es nas analises.

Os métodos desenvolvidos sdo aplicaveis, sendo o de adi¢do cumulativa de padrédo
muito promissor, visto que se encontrou um menor limite de detecgdo e quantificacao,
incluindo uma 6tima validacdo e avaliacdo da incerteza das medicgoes.

Em relacdo a aplicacdo dos métodos validados, as amostras de agua mineral
envasadas adquiridas no comércio varejista tiveram resultados satisfatorios por

apresentarem valores inferiores ao da legislacdo vigente (Ministério da Saude, 2005).
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