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Resumo. Este trabalho reune dados de um estudo de validagdo de metodologia
alternativa para determinacdo de NOs e N-NOs; em 4guas e efluentes industriais, os
dados foram obtidos pela equipe que atua na verificagdo e validagdo de metodologias
no Laboratorio de Ensaios de Meio Ambiente, no periodo de janeiro de 2020 ¢ margo
de 2021. O trabalho foi desenvolvido utilizado o método colorimétrico por Kit Hach
Meétodo 10206 TNT 835 e teve como objetivo demonstrar sua eficiéncia em amostras
de aguas e efluentes industriais, assegurando o mesmo desempenho apresentado em
métodos normatizados.

Abstract. This work gathers data from a validation study of an alternative
methodology for the determination of NO; and N-NOs in water and industrial
effluents, the data were obtained by the team that works in the verification and
validation of methodologies at the Environmental Testing Laboratory, from January
2020 to March 2021. The work was developed using the colorimetric method by Kit
Hach Method 10206 TNT 835 and aimed to demonstrate its efficiency in samples of
water and industrial effluents, ensuring the same performance presented in
standardized methods.

1. Importincia da analise de Nitrato (NO;) e N-Nitrato (N-NO3) em aguas

A agua é um recurso natural de grande relevancia para a vitalidade de todos os seres vivos, monitorar
e fazer a gestdo do uso de modo responsavel, requer um monitoramento continuo e a utilizacao de
técnicas analiticas que sejam reprodutiveis no dmbito geral de dguas, contemplando a aplicacdo nas
mais diversas matrizes de aguas e sua complexidade, com abrangéncia dos diversos uso pretendido,
seja uso de abastecimento e potabilidade, tratamento de agua residual ou reutilizagdo no processo

industrial.
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Um dos maiores desafios para o laboratdrio, é assegurar a reprodutibilidade do ensaio analitico do
método de referéncia, com tempo de resposta acessivel para tomada de decisao.

O laboratorio, LEMA, no ambito de analises quimicas tem realizado ao longo dos anos a
implementacdo de métodos analiticos de kit’s, comparando o seu desempenho com os métodos
tradicionais de referéncia, como os métodos previstos no Standard Methods, que possui uma
diversidade de metodologias de trabalho e técnicas que podem ser executadas com tempo de 1 hora ou
até 8 horas, dependendo da complexidade da matriz.

A utilizacdo de kit’s vem como uma alternativa para a reducdo de tempo de analise, em
contrapartida a implementag¢ao da metodologia, por possuir niveis de interferéncias que podem afetar
seu desempenho na rotina de amostras de processo, se faz necessario que haja uma avaliagdo completa
nao s6 de confirmagdo de método, mas sim que haja avaliagdo comparativa com metodologia que ja €
referenciada de forma que possa assegurar a operacionalizacdo do uso kit com eficiéncia de
recupera¢do na matriz aplicada.

Em face dessa importancia para operacionalizacdo de métodos eficazes com otimizagdo de tempo,
o laboratorio realizou no presente a confirmacdo de desempenho do método de nitrato colorimétrico
nas matrizes ambientais de dgua bruta, agua tratada, agua para consumo humano e agua residual. [1]

2. Metodologia
O laboratdrio selecionou o método colorimétrico — KIT TNT835, marca HACH para a determinagéo
de Nitrato (NOs) e N-Nitrato (N-NOs3). [2]

3. Parte Experimental
A validag@o analitica ¢ um processo demorado, porém necessario que requer muitos ensaios e calculos
estatisticos. A validagdo analitica deve garantir a confiabilidade do método e seus resultados.

O laboratoério realizou a validagao do método com a avaliagdo dos parametros de linearidade, limite
de deteccdo e quantificagdo, exatiddo, repetibilidade, reprodutibilidade, precisdo intermediaria, estudo
interlaboratorial e avaliagdo da contribuicdo da amostragem na incerteza de medigdo. Os critérios de
aceitacdo, de acordo com INMETRO, sdo previstos no DOQ-CGCRE-008: Orientagdo geral sobre
validacdo de métodos analiticos. [3]

3.IMateriais e reagentes
Material de Referéncia Certificado: Solugdo de Nitrato (NOs) concentragdo 1000mg/L CPA chem;
Padrao Multielementos — Merck e espectrofotdmetro, modelo UV/VIS HACH DR6000.

3.2 Linearidade

A Linearidade foi avaliada com a constru¢do da curva analitica em 8 niveis de concentragdo
uniformemente distribuidos na faixa de trabalho pretendida com 5 preparos independentes para cada
ponto.

3.2.1 Critério de Aceitacdo
O coeficiente de determinagdo (R2) ¢ frequentemente usado para indicar o quanto pode ser considerada
adequada a reta como modelo matematico. Notemos que o 0 <R2 < 1. Neste estudo, foi adotado como
limite de R2<0,995.
A verificagdo da auséncia de valores aberrantes foi avaliada pelo teste de Grubbs. Critério de
avaliagdo - Teste G (G critico (n=5) = 1,715) e o coeficiente de variagdo CV(%) de cada ponto <10%.
Os residuos foram avaliados graficamente com a observagdo da presenca de comportamento
aleatorio. A homoscedasticidade (homogeneidade da variancia dos residuos) foi avaliada pelos testes
de Cochran. O Critério de aceitacdo da Homogeneidade de variancias é observado através dos valores
obtidos para o C calculado em comparagcio com o C tabelado, ou seja, ¢ considerado
HOMOCEDASTICO quando o C calculado < C tabelado.
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3.3 Limite de Detec¢do e Quantificacdo

Nesse estudo utilizou-se 0 método colorimétrico - KIT TNT835 (Hach) para a Determinagdo de Nitrato
(NO3) e N-Nitrato (N-NOs) KIT TNTS835, foram analisadas 10 replicatas de amostra de branco com
adi¢do do analito. Apos, foi calculada a média e o desvio padrao dos dados.

O percentual de recuperagdo foi determinado conforme equagao abaixo:

G CZ) 100

Recuperacio (%) = (
3
Onde:

C1 = concentragdo determinada na amostra adicionada,
C2 = concentra¢do determinada na amostra ndo adicionada,
C3 = concentrag¢do adicionada.
Apbs, foi calculado a média e o desvio padrdo dos dados.
O Limite de deteccao foi calculado, conforme férmula abaixo:
LD =0+ tm-1,1-0)-S
LD=0+2,.821.8
Onde: S = desvio padrdo dos brancos com adi¢cdo de menor concentragdo aceitavel do analito.
Limite de quantificagdo foi calculado, conforme férmula abaixo:
LQ=0+10s
Onde: S = desvio padrdo dos brancos com adi¢cdo de menor concentragdo aceitavel do analito.

3.3.1 Critério de Aceitacdo

O Limite de quantificacdo foi baseado na leitura da menor concentracao (0,25 mg/L), de acordo com
a curva proposta no método).

Recuperacgao

Analito (%) Fragao(cl\ll)assma Unidade Recuperacao média (%)
100 1 100% 98 — 102
10 10-1 10% 98 — 102
1 10-2 1% 97 — 103
0,1 10-3 0,1% 95 — 105
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 80-—110
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 80-—110
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 80-110
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 60 -115
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Fonte: AOAC, 2016

3.4 Exatiddo/Tendéncia
Para avaliagdo da Exatidao, as amostras foram fortificadas com o analito em 3 diferentes concentracdes
(0,5 mg/L; 5,00 mg/L e 10,00 mg/L) com 10 replicatas independentes em cada faixa de concentragao.
Para avaliacdo do desempenho, foi avaliado o calculo do Erro Relativo e a Recuperacdo das amostras.
Erro Relativo (ER) — As amostras foram fortificadas com adigdo do analito nas concentragdes: 0,50
mg/L; 5,00 mg/L e 10,00 mg/L.

_ Xjap — Xv

ER
Xy

-100

Onde:

Xlab = valor obtido experimentalmente ou média aritmética de valores obtidos

Xv = valor aceito como verdadeiro (valor certificado do MRC)

Recuperacdo de Padrio (Spike) — As amostras foram fortificadas com adi¢do do analito nas
concentragdes: 0,5 mg/L, 5,0 mg/L e 10,0 mg/L.

Foram fortificadas 10 amostras independentes com valores conhecidos do analito. O percentual de
recuperagdo ¢ determinado conforme equagao abaixo:
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< (GG
Recuperacgdo (%) = ) 100
3

Onde:

C1 = concentra¢do determinada na amostra adicionada,

C2 = concentragdo determinada na amostra ndo adicionada,
C3 = concentracdo adicionada.

3.4,1 Critério de Aceitacdo
Erro Relativo
Critérios de aceitabilidade: < 5%

Recuperacao

Analito (%) Fracdo Massica (C) Unidade Recuperacdo média (%)
100 1 100% 98 — 102
10 10-1 10% 98 — 102
1 10-2 1% 97 — 103
0,1 10-3 0,1% 95 — 105
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 80 — 110
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 80 — 110
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 60 —115
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 40 —120
Fonte: AOAC, 2016
3.5 Repetibilidade

Considerando que o laboratorio selecionou o método colorimétrico - KIT TNT835 (Hach) para a
Determinacao de Nitrato (NOs) e N-Nitrato (N-NOs) KIT TNTS835, a repetibilidade foi calculada nas
faixas 0,50 mg/L; 5,00 mg/L e 10,00 mg/L.

Para avaliagdo da Repetibilidade foram fortificadas 10 amostras independentes com branco reagente
em 3 diferentes concentragdes: 0,50 mg/L; 5,00 mg/L ¢ 10,00 mg/L e analisadas individualmente por
dois analistas em dias diferentes no total de 20 amostras por faixa, no mesmo instrumento de medigao
e nas mesmas condi¢des em um curto periodo.

3.5,1 Critério de Aceitacdo

A repetibilidade ¢é avaliada por meio do coeficiente de variagdo (CV%), conforme calculo abaixo:
CV (%) = (desvio padrao / média) x 100

Os critérios de aceitacdo da repetibilidade encontram-se na tabela abaixo, levando em consideragio os
niveis de concentracdo, de acordo com as orientagdes da AOAC.

Analito % Fracdo Massica (C) Unidade DPR, %
100 1 100% 1,3
10 10-1 10% 1,9
1 10-2 1% 2,7
0,1 10-3 0,1% 3,7
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 53
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 15
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 10-9 1 ppb (pg/kg) 30

Fonte: AOAC, 2016

3.6 Reprodutibilidade
As amostras foram fortificadas com o analito em 3 diferentes concentragdes (0,50 mg/L; 5,00 mg/L e
10,00 mg/L).
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Para teste da Reprodutibilidade, foram analisadas 10 amostras por 2 analistas diferentes em dias
diferentes. O calculo para determinacdo da Reprodutibilidade levou em consideragdo a média das
médias das determinacdes dos dois analistas € o desvio padrdo médio para calcular o coeficiente de
variacao.

3.6.1 Critério de Aceitacdo
Os critérios de aceitagdo da Reprodutibilidade encontram-se na tabela abaixo, de acordo com as
orientacoes da AOAC.

Analito, % | Fracdo Massica (C) | Unidade DPR predito, %
100 1 100% 2
10 10-1 10% 3
1 10-2 1% 4
0,1 10-3 0,1% 6
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 8
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 11
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 16
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 22
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 32
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 45

Fonte: AOAC, 2016

3.7 Precisdo Intermediaria

Para teste da Precisdo intermediaria, foram analisadas 15 amostras por 2 analistas diferentes em dias
diferentes. O calculo para determinagdo da Precisdo intermediaria ¢ indicado abaixo, onde devem ser
calculados a média e o desvio padrao.

A estimativa da precisdo intermediaria Si (j,k ), neste caso, ¢ dada pela equacao:

f 1 n
Si .= |I— Ve —
(k) \ ”_12(_;

k=1

= |
p—
2

Sendo:

n = n° de ensaios efetuados por amostra ou padrao;

yk = cada resultado obtido;

y = representa a média aritmética de cada resultado obtido.

Para avaliac¢do da Precis@o Intermediaria, as amostras foram fortificadas com o analito em 3 diferentes
concentracdes (0,5 mg/L, 5,0 mg/L e 10,0 mg/L).

3.7.1 Critério de Aceitagdo
Os critérios de aceitacdo da Reprodutibilidade encontram-se na abaixo, de acordo com as orientagdes
da AOAC. A variagdo entre os quinze dados, foi avaliada de acordo com a tabela abaixo:

Analito, % | Frag¢do Maéssica (C) | Unidade DPR predito, %
100 1 100% 2
10 10-1 10% 3
1 10-2 1% 4
0,1 10-3 0,1% 6
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 8
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 11
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 16
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 22
0,000001 10-8 10 ppb (ug/kg) 32
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 45

Fonte: AOAC, 2016



3.8 Estudo Interlaboratorial
Foi realizado ensaio de proficiéncia para a determinacdo do desempenho do laboratério através do
AbsoluteGrade PT Program.

3.8.1 Critério de Aceitacdo
O desempenho do Ensaio de Proficiéncia ¢ avaliado a partir da andlise estatistica dos resultados
enviados, sendo definida a estimativa do valor de consenso (Low Limit e High Limit).

4. Resulta

dos

4.1 Avaliagdo da linearidade
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Desvio
adrdo da Teste G Valor
Pontos | Concentragdo Abs P Previsto Residuos CV (%) das Abs Teste Cochran %~Residuos
resposta (Geritico(n=5)=1,715) -
- (Tedrico)
analitica
1 0,25 0,0868 0 0,7154 0,08332 0,08332 0,005 0 4,00
2 0,5 0,1148 0 1,789 0,1102 0,0038 0,004 0 3,33
3 1 0,1704 0,002 0,923 0,16396 0,00504 0,009 0 2,98
4 2 0,2624 0,013 0,03 0,27147 -0,00947 0,05 0 -3,61
5 5 0,593 0,007 1,393 0,594 -0,011 0,012 0 -1,89
6 7 0,795 0,003 0,632 0,80902 -0,01202 0,004 0 -1,51
7 10 1,1358 0,007 1,705 1,13155 0,01645 0,006 0 1,43
8 13 1,4594 0,014 1,293 1,45408 0,02292 0,009 0 1,55
C calculado 0,413793 0,390928
C tabelado 0,431 0,391
HOMOCEDASTICO Ccal<Ctab 0,391
% Residuos
Curva analitica
. (1] .
. .
*T
. . . :
- . o0 g, l ..... !
e . !

RESULTADOS da analise da variancia da regressio ANOVA

Concentragio (mg/L)

Avaliacao da Significancia da regressdo (MQ Regressao/MQ Residuos), utilizando os dados

abaixo:
ANOVA
Significancia da
gl SO MQ F F de significagcdo regressio
SIGNIFICATIVO

Regressdo

1 9,28243822  9,28243822 90440,09006 8,92979E-66




Residuo
Total

38 0,00390018 0,000102636
39  9,2863384
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SIGNIFICATIVO

Foram realizados, para a avaliagdo da homogeneidade da variancia dos residuos, os Testes de Cochran
(apresentado acima). Considerando que a curva foi planejada em oito niveis de concentracdo do analito
e com cinco réplicas para cada nivel, os testes demonstraram que as variancias sdo homogéneas
(homocedastico).

4.2 Limite de Quantificagdo
Os resultados obtidos para Estimativa do Limite de Quantificac@o estdo mostrados abaixo:

Amostras Valor Adicionado | Valor Encontrado Recuperacio Recup’er.agﬁo Situacdo
(mg/L) (mg/L) Média
1 0,243 97,2%
2 0,243 97,2%
3 0,259 103,6%
4 0,277 110,8%
5 0,269 107,6%
p 0,250 0,272 108,8% 104,4% APROVADO
7 0,261 104,4%
8 0,266 106,4%
9 0,260 104,0%
10 0,259 103,6%

O limite de Detecgdo adotado pelo laboratorio foi 0,032 mg/L obtido a partir da confirmacdo do LQ
de 0,25 mg/L. O limite de quantificacdo foi confirmado pelo laboratério de 0,112 mg/L. Com a
confirmacdo do Limite de quantificacdo obtido a partir do primeiro ponto da curva, o laboratério
adotou como LQ praticavel de 0,250 mg/L para N-NO3 e 1,1071 mg/L para NO3.

4.3 Exatidao

Os resultados obtidos por cada analista nas faixas de 0,50 mg/L, 5,0 mg/L ¢ 10,0 mg/L encontram-se

abaixo:

4.3.1 Resultados da Exatiddo faixa baixa.

Amostra sem

fortificagdo | Adigdo Valor médio recuperado Recuperacdo | ¢ 1\ acio | ErrORelative | orincio
(10 replicatas) média %
(mg/L)
0 mg/L 0,5 mg/L 0,510 mg/L 101.9% APROVADO 1.92% APROVADO
4.3.2 Resultados da Exatiddo faixa média.
Amostra sem
adi R 3 ~ | Erro Relati ~
fortificagdo | Adigdo Valor médio recuperado ecuperagdo | ¢ acho | ErroRelative | o acko
(10 replicatas) média %
(mg/L)
0 mg/L 5 mg/L 4,975 mg/L 99,50% APROVADO 0,50% APROVADO
4.3.3 Resultados da Exatiddo faixa alta.
Amostra sem Val adi d Recuperagdo Erro Relativo
fortificagio | Adicdo alor medio recuperado Peracdo | siruacio SITUACAO
(10 replicatas) média %
(mg/L)
0 mg/L 10 mg/L 9,904 mg/L 99,00% APROVADO 0,96% APROVADO

5 Repetibilidade
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Os resultados obtidos por cada analista nas faixas de 0,5 mg/L 5,00 mg/L e 10,00 mg/L. encontram-se

abaixo.
4.4.1 Resultados da Repetibilidade faixa baixa
Valor Analistal média (mg/L) . Analista2 média . ~
Nominal 14/07/2021 Desvio| CV | (me/L)13/07/2021 | P&Vie | Y SITUACAO
0,5 mg/L 0,559 0,011 |1,97% 0,548 0,006 1,15% APROVADO
4.4.2 Resultados da Repetibilidade faixa média
Valor Analistal média (mg/L) . Analista2 média . ~
Nominal 14/07/2021 Desvio| CV | (me/u)13/07/2021 | Pesvie | ¢V SITUAGAO
5,0 mg/L 5,22 0,034 | 0,66% 5,08 0,044 | 0,87% | APROVADO
4.4.3 Resultados da Repetibilidade faixa alta
Valor Analistal média (mg/L) . Analista2 média . ~
Nominal 14/07/2021 Desvio | CV | (me/L)13/07/2021 | PesVie | €V SITUACARO
10 mg/L 10,21 0,0920 | 0,90% 10,01 0,067 0,66% APROVADO

6 Reprodutibilidade
Considerando o mesmo procedimento de medi¢do, o mesmo instrumento de medi¢ao e nas mesmas
condi¢des, em dias diferentes e com analistas diferentes. Apds estas medi¢des terem sido realizadas,
foi calculado o coeficiente de variacdo (CV%) entre dois analistas. Os resultados obtidos por cada
analista nas faixas (0,5 mg/L, 5,0 mg/L e 10,0 mg/L) encontram-se abaixo:

4.5.1 Resultados da Reprodutibilidade faixa baixa.

Analistal Média Analista2
(mg/L) Desvio oV Média Desvio | CV M?dla das Desvno‘ entre | CV e_ntre SITUACAO
14/07/2021 (mg/L) médias (mg/L)| analistas analistas
13/07/2021
0,559 0,011 1,97% 0,548 0,006 |1,15% 0,5535 0,0078 1,42% |APROVADO
4.5.2 Resultados da Reprodutibilidade faixa média.
Média das
Analista 1 Média R Analista2 Média . J Desvio entre| CV entre ~
(mg/L) 14/07/2021 P&V° <V |(mg/L) 13/07/2021 [PeSVie| €V '("r::/'?_; analistas | analistas | TUAGAO
5,219 0,034 (0,66%) 5,082 0,044 10,87% 5,1502 0,0966 1,88% |APROVADO
4.5.3 Resultados da Reprodutibilidade faixa alta.
Média das
Analista 1 Média Analista2 Média Desvio entre| CV entre ~
besvi Desvi -
(mg/L) 14/07/2021 esvio| CV (mg/L) 13/07/2021 esvio| CV Tnf:/Ila.; analistas | analistas SITUAGAO
10,21 0,092 10,90% 10,013 0,067 |0,66%| 10,1125 0,1407 1,39% |APROVADO

7  Precisdo Intermediaria
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Apds estas medicdes terem sido realizadas, foi calculado o coeficiente de variacdo (CV%) e o desvio
padrdo de precisdo intermediaria. Os resultados obtidos para cada faixa (0,5 mg/L, 5,0 mg/L ¢ 10,0

mg/L) encontram-se abaixo:

4.6.1 Resultados da Precisdo Intermediaria faixa baixa.

Fator 1 Tempo Fator 2 Analista Média (mg/L) | Desvio Padrido (e Spi SITUACAO
14/07/2021; 13/07/2021 Analistal/2 0,549 0,007 | 1,30% | 0,007 | APROVADO
4.6.2 Resultados da Precisdo Intermediaria faixa média.
Fator 1 Tempo Fator 2 Analista Média (mg/L) | Desvio Padrido cv Spi SITUACAO
14/07/2021; 13/07/2021 Analistal/2 5,118 0,064 | 1,30% | 0,064 | APROVADO
4.6.3 Resultados da Precisdo Intermediaria faixa alta.
Fator 1 Tempo Fator 2 Analista Média (mg/L) | Desvio Padrio | cv Spi SITUACAO
14/07/2021; 13/07/2021 Analistal/2 10,055 0,084 | 0,80%| 0,084| APROVADO
8 Estudo Interlaboratorial
Resultados do Programa de Ensaio de Proficiéncia:
Més/ano - Estimativa o o
de Provedor C%d'go,dp Ensaios | Método Izlesultado do valor .L:(m'.te Limite Desempenho
Realizacio Laboratério o LEMA real inferior | superior
AbsoluteGrad
SET/2020 e PT 1408 it By | 132mgL | 134mgr [ bl 15’/?_ SATISFATORIO
Program itrate mg mg

5. Consideracoes Finais
A utilizagdo do método colorimétrico — KIT TNT835, marca HACH para a determinagdo de Nitrato
(NOs3) e N-Nitrato (N-NOs) em aguas foi validado de acordo com as orientacdes do INMETRO. O
método apresentou linearidade satisfatoria ao longo de uma ampla faixa linear de trabalho com alta
sensibilidade e limites de detecdo e quantificacdo baixas atendendo a legislacdo ambiental brasileira.
O método apresentou boa seletividade com boa precisdo e exatiddo demonstrando atendimento
mesmo na presenca de intereferentes. O preparo da amostra e as condi¢des laboratoriais foram
provados controlados ¢ sem contaminagdo ou perda do analito. O método de preparagao das amostras
foi muito eficiente, apresentando resultados exatos e precisos com baixo tempo de execucdo. Sendo
assim, o método ¢ valido e apresenta facil implementagao e aplicabilidade.
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