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RESUMO

O presente trabalho descreve a avaliagdo de um fotbmetro LED-VIS
desenvolvido no Laboratério de Instrumentagcdo, Automacdo e Miniaturizagao
Analitica (LIAMA) do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. O instrumento
utiliza um médulo LED RGB como fonte luminosa, um maodulo detector modelo
OPT101 e é microcontrolado por um Arduino Uno. Trés métodos colorimétricos
foram adaptados a execucdo com o fotdbmetro, cada um operando com um
comprimento de onda diferente: 0 método de Griess para a determinacéo de nitrito
(A =520 nm) e os métodos do cloreto estanoso e do acido vanadomolibdofosférico
para a determinacao de fésforo (A = 630 nm e A = 470 nm, respectivamente). Foram
obtidas curvas analiticas com excelente correlacao linear para os trés métodos. Os
valores de R? para cada método foram 0,9995, 0,9991 e 0,9994, respectivamente.
Os Limites de Detecgéo alcangados foram da ordem de 0,01 mg.L™" para os métodos
de Griess e do cloreto estanoso e de 0,4 mg.L"' para o método do Aacido
vanadomolibdofosférico. Os Limites de Quantificacdo alcancados foram de 0,05
mg.L-! para os métodos de Griess e do cloreto estanoso e de 1,0 mg.L" para o
meétodo do acido vanadomolibdofosférico. Os trés métodos apresentaram resultados
satisfatorios nos ensaios de recuperagao e de repetibilidade com base nos critérios
estabelecidos pela AOAC International. O método de Griess adaptado se mostrou
aplicavel para a determinacao de nitrito em aguas superficiais quando comparado o
valor do LQ alcangado com a legislagdo brasileira. Os métodos testados para a
determinacao de fésforo ndo atendem estritamente a legislagdo ambiental. O
fotdmetro demonstrou potencial para aplicagdo ao uso em analises de campo, dadas
as suas dimensodes reduzidas, interface microcontrolada que dispensa o uso de
microcomputador para realizar medi¢des e portabilidade dos materiais necessarios a
execucao dos metodos adaptados.

Palavras-chave: Fotdmetro LED-VIS. Nitrito. Fésforo. Validagao analitica.



ABSTRACT

This work describes the evaluation of a LED-VIS photometer developed at
the Laboratory of Instrumentation, Automation and Analytical Miniaturization (LIAMA)
of the Chemistry Institute of the University of Brasilia. The instrument uses an RGB
LED module as a light source, a detector module model OPT101 and is
microcontrolled by an Arduino Uno. Three colorimetric methods were adapted to be
used with the photometer, each operating at a different wavelength: the Griess
method for the determination of nitrite (A = 520 nm) and the stannous chloride and
vanadomolybdophosphoric acid methods for the determination of phosphorus (A =
630 nm and A = 470 nm, respectively). Analytical curves with excellent linear
correlation were obtained for the three methods. The R? values for each method were
0.9995, 0.9991 and 0.9994, respectively. The Limits of Detection achieved were 0.01
mg.L? for the Griess and stannous chloride methods and 0.4 mg.L-' for the
vanadomolybdophosphoric acid method. The Limits of Quantification achieved were
0.05 mg.L™" for the Griess and stannous chloride methods and 1.0 mg.L" for the
vanadomolybdophosphoric acid method. The three methods vyielded satisfactory
results in the recovery and repeatability tests based on the criteria established by
AOAC International. The adapted Griess method proved to be applicable for the
determination of nitrite in surface waters when comparing the LQ value achieved with
the Brazilian legislation. The methods tested for the determination of phosphorus do
not strictly comply with the environmental legislation. The photometer demonstrated
potential for application in field analyses, given its reduced dimensions,
microcontrolled interface that eliminates the need for a microcomputer to perform
measurements, and portability of the materials required to execute the adapted
methods.

Keywords: LED-VIS photometer. Nitrite. Phosphorus. Analytical validation.
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1. INTRODUGAO

A espectroscopia de absor¢do molecular na regidao do visivel (VIS) é
largamente utilizada na determinagdo de substancias orgénicas e inorganicas em
diversas matrizes. Esta técnica é fundamentada na Lei de Beer, que correlaciona a
absorbancia de uma solugao ao ser atravessada por um feixe de radiacdo com a
concentracado da solugdo e o comprimento do caminho 6ptico percorrido pelo feixe
na solucdo a partir de uma constante de proporcionalidade, a absortividade. A
absorbancia é uma grandeza adimensional, calculada a partir dos valores de
intensidade luminosa do feixe sem atenuacdo pela solucdo e do feixe apods
atenuacao. A razao desses dois valores chama-se transmitancia (SKOOG; HOLLER,;
CROUCH, 2017).

Existem diferentes tipos de instrumentos O6pticos dedicados a realizar
medicdes de absorbancia, classificados principalmente de acordo com o método de
selecdo do comprimento de onda da radiacdo a ser utilizada na analise.
Espectrofotbmetros s&o instrumentos mais sofisticados que utilizam estruturas
capazes de decompor a luz policromatica nos seus diversos comprimentos de onda
individuais, como prismas ou redes de difragao, permitindo a obtencdo de espectros
de absorgdo completos das solugdes. Fotdbmetros por outro lado sdo instrumentos
mais simples que utilizam filtros &pticos para selecdo de uma faixa estreita de
comprimentos de onda para serem utilizados na medigdo da absorbancia (SKOOG,
2006; SANTOS; et. al., 2023).

Fotdbmetros LED-VIS sado instrumentos que dispensam o uso de filtros
opticos, visto que LEDs sao fontes que emitem luz em uma faixa estreita de
comprimentos de onda. Esses equipamentos tém se popularizado em aplicacbes
que vao desde laboratérios de ensino a analises clinicas, devido principalmente ao
seu baixo custo e operagao simplificada em relacdo aos espectrofotdbmetros e
fotdbmetros convencionais (PONTES, 2014).

Um fotébmetro LED-VIS utilizando um modulo LED RGB como fonte
luminosa, fotodiodo como detector e microcontrolado por arduino foi desenvolvido no
Laboratério de Instrumentagcdo, Automacgao e Miniaturizacdo Analitica (LIAMA) do
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (IQ-UnB), sob orientagdo do Prof.

Dr. Alexandre Fonseca, e viu-se a necessidade de avalid-lo quanto a sua
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capacidade de realizar medicdes de absorbancia nos trés comprimentos de onda
emitidos e verificar sua aplicabilidade a realizagao de analises na pratica.

Foram entdo selecionadas na literatura trés metodologias analiticas
colorimétricas com potencial para aplicacdo do fotbmetro com base nos
comprimentos de onda requeridos para sua execugao e na relevancia dos analitos
em termos de analises ambientais: o método de Griess para determinagao de nitrito
e 0s métodos do cloreto estanoso e do acido vanadomolibdofosforico para
determinacao de fosforo reativo, para testar a operacdo nos comprimentos de onda
de 520 nm, 630 nm e 470 nm, respectivamente.

Através da validagao analitica dos trés métodos para a operagao com
amostras de agua superficial, conforme parametros estabelecidos em norma
internacional, foi possivel avaliar a performance analitica do instrumento e sua

aplicabilidade.

1.2. Objetivo Geral

Este trabalho visa avaliar a performance analitica de um fotdmetro LED-
VIS labmade, desenvolvido no Laboratério de Instrumentacdo, Automacdo e
Miniaturizagao Analitica (LIAMA) do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia
(IQ-UnB), através da determinagéo de teores de substéncias quimicas indicadoras

da qualidade de aguas superficiais utilizando métodos colorimétricos adaptados.

1.3. Objetivos Especificos

I. Avaliar o desempenho do fotdmetro LED-VIS Jlabmade nos trés
comprimentos de onda operacionais, 470 nm, 520 nm e 630 nm, a partir de
diferentes métodos colorimétricos de analise.

ll. Realizar a adaptagao e validagdo analitica do método de Griess para
determinacdo de nitrito em agua segundo diretrizes estabelecidas pelo INMETRO
através da Orientagdo Sobre Validagdo de Métodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008
Revisao 09, de junho de 2020).

lll. Realizar a adaptagdo e validagdo analitica dos métodos do cloreto

estanoso e do acido vanadomolibdofosférico para determinagao de fésforo em agua
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segundo diretrizes estabelecidas pelo INMETRO através da Orientacdo Sobre
Validagéo de Métodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008 Revisdo 09, de junho de 2020).

IV. Verificar a aplicabilidade do fotdbmetro LED-VIS para a determinacao
dos teores dos trés analitos em agua superficial atendendo aos limites estabelecidos
na legislagdo ambiental brasileira vigente.

V. Verificar a aplicabilidade do fotémetro LED-VIS ao uso em campo.

2. REVISAO TEORICA

2.1. Espectrofotometria e Instrumentos LED-VIS

A espectroscopia € um ramo da Fisica que lida com as diversas formas de
interagcdo da radiacdo com a matéria, seja por absorgcdo, emissao, reflexdo ou
espalhamento (AZEVEDO; SOUSA; CASTRO, 2019). Além da natureza da
interacdo, as diferentes ramificagcdes da espectroscopia sédo classificadas também
pela regido do espectro eletromagnético envolvida, como o infravermelho (IV), o
visivel (VIS) e o ultravioleta (UV) e pela natureza da matéria (atbmica, molecular,
etc.). A espectroscopia de absorcdo molecular na regidao VIS é particularmente
relevante para a determinacdo do teor de substancias quimicas em diversas
matrizes de amostras (SKOOG,; et. al., 2006).

A absorcao de radiagdo na regido do VIS por espécies moleculares
envolve a ocorréncia de transi¢des eletrénicas a niveis energéticos mais elevados,
levando essas espécies de seu estado fundamental a um estado excitado, sendo
que cada transicdo estd associada a um comprimento de onda especifico. E
possivel estabelecer uma relagao entre a concentragdo de uma espécie molecular
em um meio e a atenuagao de um feixe de radiagdo monocromatica incidido sobre
ele devido a absorgédo através da Lei de Beer ou Lei de Absor¢cao (AZEVEDO;
SOUSA; CASTRO, 2019). Esta lei correlaciona a absorbancia (A), uma grandeza
adimensional que indica a quantidade de radiagao absorvida por uma substancia em
um meio, a concentragao do meio (c), ao comprimento percorrido pelo feixe no meio
(b) e a uma constante de proporcionalidade (a) chamada absortividade, resultando

na seguinte equacéo:
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A=abc (1)

Onde A é dada por:

I
A= —log— (2)
Io

Sendo /o a intensidade inicial do feixe e / a intensidade atenuada. Quando
a concentragdo € expressa em mol.L”" a constante a recebe o nome de
absortividade molar (¢). A partir dessa relagao é possivel utilizar solu¢gdes padrao do
analito para construir uma curva A x ¢ e obter uma equacao de calibragédo por
regressao linear. Contudo, esta relagdo apresenta limitagdes em alguns casos, como
o0 de meios mais concentrados, onde a interacido entre as moléculas ou ions
absorventes muito préximos em solugdo gera desvios significativos da linearidade

(SKOOG,; et. al., 2006). A Lei de Beer serve como base para a espectrofotometria.

Figura 1 — Representagéo da atenuacao de um feixe de radiagdo por uma solugao absorvente.

Solucéo de
concentracéo ¢

>

fo /

—
b

Fonte: Adaptado de SKOOG; et. al. (2006).

Instrumentos Opticos que utilizam fontes de radiagdo policromatica,
tipicamente lampadas de tungsténio para a regido do VIS, em conjunto com
dispositivos capazes de separa-la nos diversos comprimentos de onda individuais,
como prismas e redes de difracdo, sdo espectrofotbmetros. Ja os fotdbmetros (ou
colorimetros, no caso de alguns instrumentos que operam na regido do VIS) s&o
instrumentos que utilizam filtros épticos para selecionar uma faixa de comprimentos
de onda a partir da fonte policromatica. Estes ultimos sao instrumentos mais simples

e tém aplicagbes mais diretas (SANTOS; et. al., 2023). Seus componentes basicos
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sao a fonte de radiagao, filtro Optico para selecdo do comprimento de onda,
compartimento para amostras, um detector responsavel por converter o sinal
luminoso em sinal elétrico, amplificador que aumenta este sinal para que seja lido
mais facilmente, e uma interface que permita ao usuario acionar comandos, ajustar
parametros do equipamento e visualizar as medidas (SKOOG, et. al., 2006).

Uma vez que espectrofotdmetros sdo equipamentos mais complexos, de
custo elevado, e em geral requerem manutengao por técnicos altamente treinados
(CHAIANANTAKU; et. al., 2018), fotbmetros se apresentam como uma alternativa de
melhor custo-beneficio para aplicagdes em diversas areas, como laboratérios de
analise ambiental, analises clinicas, analises em campo e laboratérios de ensino
(GAIAO; et. al., 2005; AZEVEDO; SOUSA; CASTRO, 2019).

Uma alternativa mais recente aos fotdbmetros que utilizam filtros épticos
séo os fotdbmetros que utilizam LEDs (Light Emitting Diodes) como fonte de luz
(GAIAOQ; et. al., 2005). Ao contrario das lampadas policrométicas tradicionais, LEDs
emitem apenas uma faixa estreita de comprimentos de onda (da ordem de +20 nm)
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017), portanto dispensam o uso de filtros opticos
para selecdo destes, além de possuirem custo substancialmente mais baixo e
estarem disponiveis comercialmente de forma mais acessivel. Diversos modelos de
fotbmetros LED-VIS estdo descritos na literatura, como os que utilizam LEDs
individuais e em apenas uma faixa de comprimentos de onda (GUADAGNINI;
ROCHA; BARLETTE, 2019), os que utilizam LEDs individuais em varias faixas de
comprimentos de onda (GAIAO; et. al., 2005; CHAIANANTAKU; et. al., 2018) e
ainda os que utiizam um LED RGB, capaz de operar em trés faixas de
comprimentos de onda, nas regides do azul (463 + 20 mn), verde (525 + 30 nm) e
vermelho (645 + 20 nm), respectivamente (SANTOS; et. al.,, 2023). Alguns dos
autores se referem aos equipamentos nas duas ultimas categorias também como
espectrofotdmetros, dado que operam em multiplos comprimentos de onda, porém
SKOOG, HOLLER, CROUCH (2017) os classificam como fotdmetros.

Fotébmetros LED-VIS podem operar com varios tipos de detectores, sendo
os principais os fotodiodos, fotoresistores, fototransistores e até mesmo outro LED.
Alguns moédulos de detector utilizados em fotdmetros dessa natureza tém o
amplificador integrado ao circuito. O uso de LEDs reduziu o custo e a complexidade
desses instrumentos, mas a necessidade de um microcomputador para opera-los e

realizar o tratamento de dados ainda era um inconveniente, entido foram



19

desenvolvidos modelos microcontrolados e mais auténomos. (PONTES, 2014). Séao
descritas versdes desses instrumentos que operam com a plataforma arduino, que
permite o acoplamento de diferentes modulos de detectores, LEDs, displays digitais,
etc., facilitando a montagem, operacdo dos equipamentos e transmissao de dados
coletados (PONTES, 2014; GUADAGNINI; ROCHA; BARLETTE, 2019).

Figura 2 - Diagrama simplificado de um fotémetro LED-VIS.

LED Detector Amplificador Leitura

— T

Fonte: Adaptado de SKOOG, HOLLER, CROUCH (2017).

2.2. Nitrito

Entre as principais formas em que o Nitrogénio é encontrado no meio
ambiente, os ions nitrito (NO2") sdo espécies relevantes em termos de composi¢cao
de aguas e esgotos (APHA, 2023), sendo parte do ciclo biogeoquimico desse
elemento e tendo ampla distribuicio em ambientes terrestres e aquaticos. Neste
ciclo, nitrogénio atmosférico (N2) € convertido em espécies que as plantas podem
utilizar em seu desenvolvimento - ions aménio (NH4*) e nitrato (NO3’) - apdés uma
série de reagbes, em geral realizadas por microrganismos. O ciclo envolve as etapas
de fixacdo (conversdo de N2 a NHs), amonificacdo (conversdao de NHs a NH4%),
nitrificacdo (conversdo NH4" a NOs") e desnitrificagcdo (redugdo de NO2  ou NOs™ a
NO, N20 ou N2) (VIEIRA, 2017; CETESB, 2022).

Apesar da presenga natural desses compostos no meio ambiente, o
aporte dessas espécies em aguas superficiais advindo de fontes antropicas pode
causar desequilibrios nesse ciclo. O nitrito é facilmente oxidado a nitrato no
ambiente, sendo esta ultima a forma mais estavel e mais comumente encontrada
como poluente em solos e aguas superficiais. Nitrato é bastante utilizado na
agricultura em forma de sais inorganicos como parte de fertilizantes, uma vez que é

um dos nutrientes essenciais a espécies vegetais (CETESB, 2022). Nitrito é
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empregado como inibidor de corrosdo em &guas utilizadas para circulagdo em
equipamentos industriais, como sistemas de refrigeracao e caldeiras (APHA, 2023).
Ambos s&o utilizados na industria alimenticia como preservantes, principalmente
para carnes e embutidos. Outros usos dessas espécies incluem as industrias
farmacéutica e de explosivos. Essas atividades e seus efluentes, além de efluentes
domésticos, podem ser fontes de contaminacdo por nitrito e nitrato em aguas
superficiais (APHA, 2023; CETESB, 2022).

O Ministério da Saude do Brasil estabelece, através do Anexo XX da
Portaria de Consolidagcdo n° 5, de 28 de setembro de 2017, os limites de
concentragao de nitrito e nitrato em aguas potaveis como, respectivamente, 1 mg N-
NO2".L-* (um miligrama de nitrogénio como nitrito por litro) e 10 mg N-NOs".L-! (dez
miligramas de nitrogénio como nitrato por litro). O Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), através da Resolugdo N° 357, de 17 de marco de 2005, traz
estes mesmos limites nos padrées de qualidade estipulados para aguas doces
classes I, Il e lll.

A colorimetria é uma das principais técnicas empregadas na
determinacdo de nitrito em &guas e efluentes. O método colorimétrico para
determinacao de nitrito, conhecido como método de Griess, envolve sua reacido com
acido sulfanilico (HO3SCeHsNH2), em meio acido, formando um cation de diazbdnio
(HO3SCeHs—N=N*) que se combina com 1-naftilamina (C1oH7NH2) para formar um
azo-corante (C16H13N3SO3), com pico de absorgédo na regido do visivel em torno de
540 nm. Esta reacao foi reportada pela primeira vez por Johann Peter Griess, em
1879 (TSIKAS, 2007). Também sao reportadas variagbes modernas do método
partindo-se da sulfanilamida (CsHsN202S) em vez do acido sulfanilico e da N-(1-
naftil)etilienodiamina (NED, Ci2H14N2) em vez da 1-naftilamina (TSIKAS, 2007;
APHA, 2023), conforme descrito na figura 3.
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Figura 3 - Reacgao de Griess modificada, mais empregada atualmente.

0 v
II,NO,SAONH“ + ‘N=0 _ H,NQS@—N—N\
2NO, 2 2NO, N o
0

- H,O

Sulfanilamida Nitrito =

{ >—I\‘/‘\'\H =10
\>7< H :

L0
7 N W/ NED
H,NO,S N=N N NH,
H P ———  HNOS NEN

Fonte: Adaptado de TSIKAS (2007).

E possivel realizar a determinacgéo de nitrato a partir do mesmo método,
empregando-se uma etapa prévia de reducédo do nitrato a nitrito utilizando-se uma
coluna contendo grénulos de cadmio tratados com sulfato de cobre (CuSOQa4), porém
este método € menos usual para esta espécie, visto que essa etapa gera residuos
perigosos, e tem sido substituido por métodos mais consonantes com a quimica
verde (MELCHERT; ROCHA, 2004).

2.3. Fosforo

O fésforo € um elemento essencial a todas as formas de vida, compondo
desde a estrutura do DNA aos fosfolipideos formadores de membrana celular em
organismos vivos. Ocorre na natureza quase exclusivamente na forma de fosfatos e
tem ampla distribuicdo em ambientes terrestres e aquaticos, porém seu ciclo nao
tem um componente atmosférico expressivo. Sua movimentagao pela poeira no ar
tem importancia para alguns ecossistemas, mas essa contribuicdo € insignificante
em termos globais. (ADUAN; VILELA, JUNIOR, 2004; ZHU; MA, 2020).

Em ambientes naturais esta distribuido entre as espécies ortofosfato
(forma i6nica, PO4*), polifosfatos (forma condensada) e o fésforo organico (fosfatos
ligados organicamente). Em aguas naturais sdo mais comuns as formas ibnicas
protonadas H2POs4 e HPO4%. A fracdo sollvel de fosfatos esta imediatamente

disponivel para ser aproveitada no desenvolvimento de plantas e microrganismos,



22

mas a fracdo particulada, seja a presente em rochas, na matéria organica ou
adsorvida em superficies, funciona como uma fonte secundaria desse elemento a
longo prazo (FRANZEN, 2009; WORSFOLD; MCKELVIE; MONBET, 2016).

A atividade antropica apresenta forte influéncia no ciclo do fdosforo,
acelerando drasticamente sua disponibilidade no ambiente através de atividades de
mineracgao, fertilizagcdo de solos para plantio, produgdo de gado, geragdo de
efluentes domeésticos, etc. A partir desses processos pode ocorrer o aporte
excessivo de fésforo em solos e corpos aquaticos, causando fortes impactos aos
ecossistemas (FREITAS; et. al., 2020; ZHU; MA, 2020).

Em termos de poluicdo de corpos aquaticos, a presenca de fosforo em
excesso pode levar ao processo de eutrofizagdo, que se caracteriza pelo aumento
exacerbado de nutrientes essenciais (nitrogénio e fésforo) dissolvidos, promovendo
o desenvolvimento excessivo de alguns organismos primarios, prejudicando o
crescimento de outros. O desenvolvimento desenfreado de cianobactérias tdxicas
em aguas para consumo humano constitui grave ameaga a saude da populagao,
uma vez que tratamentos convencionais nao sio eficientes para remoc¢ao de toxinas
dessa natureza. Ambientes |énticos, isto €, ambientes de agua parada como lagos e
lagoas, sdo ainda mais sensiveis a eutrofizacdo, dada sua dindmica mais lenta em
relacdo aos ambientes Io6ticos (rios, riachos, etc.). Reservatérios de agua,
dependendo do tempo de retencdo, sdo considerados ambientes intermediarios
entre |énticos e loticos (FRANZEN, 2009; FREITAS, et. al., 2020).

A analise de fosforo constitui um paradmetro importante na avaliacdo da
qualidade de aguas superficiais (NAGUL; et. al., 2015). A legislacao brasileira
estabelece diferentes limites para as concentracbes desse nutriente com base no
tipo de ambiente aquatico (I6tico, intermediario ou Iéntico) e na classe de qualidade
ambiental exigida (I, Il ou lll), através da Resolugdo N° 357 do CONAMA, de 17 de
margo de 2005. O limite mais restritivo, de 0,02 mg P.L-' (miligramas de fésforo por
litro), € para agua doce classe | em ambiente Iéntico, o que € esperado, visto que
entre as destinagbes possiveis das aguas nessa classe esta o abastecimento para
consumo humano apds tratamento simplificado (BRASIL, 2005).

Dada a importancia da determinacdo do teor de fésforo em matrizes
aquaticas, diversos meétodos de analise para determinacdo de fosforo foram
desenvolvidos, desde métodos colorimétricos simples as versdes adaptadas a

analise por injecdo em fluxo (FIA), além de determinagdes via cromatografia idnica.
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Os métodos colorimétricos apresentam menor custo, bons limites de detecao e
ainda sao dominantes em laboratérios de analise ambientais (WORSFOLD;
MCKELVIE; MONBET, 2016).

Os principais métodos colorimétricos para determinacdo de fésforo séo
baseados na deteccio da intensidade da cor do azul de molibdénio, que tem pico de
absorcao por volta de 690 nm em solugbes aquosas, porém a partir de 625 mn ja
exibe absorbancias apreciaveis em outros solventes (APHA, 2023). A execugao
desse método envolve a reacdo entre fosfato e molibdatos em meio fortemente
acido, formando um heteropoliacido (acido molibdofosférico) que € entdo reduzido
para formar azul de molibdénio, tipicamente pela adicdo de solugcao de cloreto
estanoso ou acido ascorbico. O azul de molibdénio ndo é apenas uma espécie, mas
uma familia de compostos formados apds a redugdo de molibdatos. A descoberta
dessa reacdo € atribuida a Berzelius, ainda em 1826, porém a resolucido da
complexa estrutura formada s6 foi proposta por James F. Keggin em 1934 (NAGUL;
et. al., 2015; WORSFOLD; MCKELVIE; MONBET, 2016).

P03~ + 12 Mo02™ + 27H* — H;P0,(M003);, + 12H,0 (D)

H3;PMo(VI);,0,40 + Redutor — [H,PMo(VI)gMo(V),04,]3~ (II)

O método do azul de molibdénio apresenta boa sensibilidade e € capaz
de alcancar limites de deteccdo bastante baixos, sendo possivel realizar através
dele determinagbes de teores de fosforo da ordem de 7 pg P.L' quando
empregados caminhos Opticos e tratamentos de amostra adequados, porém
apresenta desvantagens relacionadas a estabilidade da cor do complexo formado,
que é bastante dependente das condi¢des e do tempo de reagao (APHA, 2023).

Outro método bastante utilizado para a determinagdo colorimétrica de
féosforo € baseado na deteccdo da intensidade da cor do acido
vanadomolibdofosforico, que absorve na regido entre 400 e 490 nm (APHA, 2023).
Quando a reacgao | é conduzida na presencga de ions vanadato (VOgs’) forma-se essa
espécie, conferindo coloragao amarela a solugdo. (HESLOP; RAMSAY, 1969). Esse
meétodo apresenta menor sensibilidade e limites de deteccdo maiores em relagcéo ao

método do azul de molibdénio, porém tem a vantagem de produzir uma coloragao
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bastante estavel a longo prazo sem a necessidade de um controle tao rigoroso das
condigdes de reagao (APHA, 2023).

A especiacdo do fésforo em solugcbes aquosas €& complexa e
frequentemente definida de forma operacional. A fragdo dissolvida compreende
ortofosfatos, polifosfatos e fosfatos organicamente ligados que estejam em solugéo e
passem por um filtro de 0,45 pm, os demais constituem a fracdo suspensa.
(WORSFOLD; MCKELVIE; MONBET, 2016). Apesar da fragao disponivel para sofrer
as reagbes com molibdato ser majoritariamente composta de ortofosfatos, algum
grau de hidrélise de polifosfatos ocorre dadas as condigdes reacionais extremas,
entdo define-se a fragcdo que reage prontamente com o molibdato como fésforo
reativo. Ao se realizar hidrélise acida para converter polifosfatos a ortofosfato algum
fosfato organico é liberado, entédo a fragao determinada apos esse preparo € definida
como fosforo total hidrolisavel. Determinacbes de fosforo total na amostra sao
realizadas empregando-se uma etapa prévia de oxidagao, tipicamente utilizando-se
permanganato, que converte todo o fésforo na amostra a ortofosfato, sejam fosfatos

organicamente ligados ou polifosfatos (APHA, 2023).

2.4. Validagao de metodologias analiticas

A ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 € uma norma internacional na qual
sao estabelecidos os requisitos de competéncia para laboratérios. Essa norma
define validacdo como um processo de verificagao onde requisitos sdao adequados a
um uso pretendido. A validagcdo de um método analitico diz respeito a sua
adequacao para fornecer o resultado que se presta a fornecer, isto é, considerando
suas condi¢gdes de operacdo, esse método € capaz de gerar resultados com um
nivel de qualidade adequado (SKOOG, et. al., 2006).

Dada a necessidade de se uniformizar os critérios para avaliar se um
método produz resultados adequados, diversas figuras de mérito sdo utilizadas
como parametros de avaliagdo. As principais figuras de mérito envolvidas em
estudos de validacado analitica sao seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho,
sensibilidade, limites de detecgdo e quantificacdo, exatiddo e precisdo
(RODRIGUES, 2014).

A Seletividade de um método diz respeito a sua capacidade de quantificar

inequivocamente um analito na presenca de outras substancias que possam causar
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interferéncias ou alteracbes no sinal analitico. Uma vez que amostras reais sao
constituidas por matrizes mais complexas, contendo diversas substancias diferentes,
€ necessario avaliar se 0 método é seletivo o suficiente para detectar o analito nas
matrizes que o método se propde a analisar (RODRIGUES, 2014; INMETRO, 2020).

A Linearidade é avaliada para métodos cuja resposta seja diretamente
proporcional a concentragcao de um dado analito em uma faixa de concentracdo. A
faixa linear de trabalho corresponde a faixa de concentracdes onde essa relagcéo é
valida. Tipicamente esse critério € atendido em solugbes mais diluidas, com
solugdes mais concentradas exibindo desvios da linearidade progressivamente
maiores devido a interagdes entre espécies presentes em solugao (SKOOG, et. al.,
2006). Diversos testes estatisticos sado utilizados na avaliagdo da linearidade de um
método. Uma vez que o modelo de regresséo linear simples tipicamente utilizado na
obtencdo de equacdes que correlacionem o sinal analitico com a concentragcdo do
analito tem uma série de pressupostos, como a normalidade da distribuicdo dos
erros, € necessario garantir estatisticamente que todos os pressupostos sao
atendidos antes de se utilizarem dados experimentais para obter uma equacao de
calibracdo (CHEIN, 2019). A sensibilidade de um método indica a capacidade do
método em distinguir duas concentragbes proximas com um certo nivel de
confianga, estimada pela medida da variacdo do sinal analitico em fungdo da
variagao da concentracdo do analito, o que em um modelo linear € dado pela
inclinagcdo da equacgao de calibragao (coeficiente angular) (BRITO; et. al., 2014).

O Limite de Detecgao (LD) é a menor concentragdo que o método é
capaz de distinguir, mas nado necessariamente quantificar, com certo nivel de
confianca. O Limite de Quantificagdo (LQ) é a concentragdo minima que o método &
capaz de quantificar com niveis aceitaveis de precisao e exatiddo. O procedimento
para determinar estes limites depende da natureza do método analitico e da faixa de
trabalho. (BRITO; et. al., 2014; INMETRO, 2020).

A exatidao indica o nivel de concordancia entre resultados obtidos a partir
do método analitico testado e um valor aceito como verdadeiro. Sao decritas quatro
modalidades principais ensaios de avaliagcdo da exatidao: ensaios com Materiais de
Referéncia Certificados, onde sdo comparados os resultados obtidos com o
Certificado de Analise do material, ensaios de comparacgao entre resultados obtidos
com o método em validagdo com aqueles obtidos por um método de referéncia ja

validado, ensaios de recuperagao, onde amostras sao fortificadas com quantidades
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conhecidas de analito e os resultados obtidos sdo comparados aos valores teéricos,
e ainda ensaios interlaboratoriais, onde os resultados sdo comparados entre
métodos executados em laboratérios distintos. Para cada uma dessas modalidades
sao estabelecidos critérios especificos de aceitacdo, baseados nos niveis de
concentracéo testados (BRITO; et. al. 2014; INMETRO, 2020).

A precisdo indica o nivel de concordancia entre diferentes medidas
obtidas a partir da mesma amostra. Em geral é avaliada em termos de coeficiente de
variagédo (ou desvio-padrédo relativo) de varios resultados. Pode ser avaliada em trés
niveis: repetibilidade, onde se comparam os resultados obtidos sob as mesmas
condicbes em um curto periodo; precisao intermediaria, onde sao comparados
resultados obtidos pelo mesmo método com variagdo de algum fator, como o
analista responsavel, a data de analise, equipamentos utilizados, etc.; e a
reprodutibilidade, que compara resultados obtidos entre laboratorios diferentes
(ANVISA, 2017).

A partir da avaliagao dessas figuras de mérito sdo elaborados relatérios
detalhados de validagdo analitica. Tais relatorios podem ser utilizados pelo
laboratorio na obtencdo de certificagcbes, como a acreditagdo pela ISO/IEC
17025:2017, concedida no Brasil pela Coordenacdo Geral de Acreditagdo do
INMETRO (CGCRE). Esta comissdo foi a responsavel pela elaboracdo da
Orientacdo Sobre Validagdo de Métodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008 Revisao 09,
de junho de 2020), documento que n&o substitui as diretrizes presentes na ISO, mas
as sumariza e esclarece, auxiliando os laboratérios na elaboragao dos relatérios de
validacado (INMETRO, 2020). Este documento serviu como base para selecionar os

critérios a serem avaliados no desenvolvimento deste trabalho.

3. MATERIAIS E METODOS

A montagem do fotébmetro LED-VIS foi realizada no LIAMA previamente
ao desenvolvimento deste trabalho, sob orientacdo do Prof. Dr. Alexandre Fonseca.
Os métodos para determinacao de nitrito e fosforo reativo foram adaptados a partir
do Standard Methods for the Evaluation of Water and Wastewater (APHA, 2023).
Nos trés métodos foram feitas alteragbes nos volumes de reagentes e amostras,
reduzindo-os de 5 a 10 vezes para minimizar o consumo de reagentes e a geragao

de residuos, porém mantendo-se as proporgdes originais para que as faixas de
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aplicacao e resultados se mantivessem consistentes com a literatura. Uma vez que o
SMEWW traz as faixas de concentracdo onde os métodos apresentam boa
correlagao linear, ndo foram preparadas solugdes preliminares para a delimitagcao da
faixa de trabalho, procedendo-se diretamente ao preparo de solugbes nas
concentracdes descritas, tanto para a verificacdo da linearidade quanto para
obtencdo da equacgao de calibragdo. Também nao foram realizados ensaios para
avaliacdo da seletividade, visto que se tratam de métodos com perfis de
interferentes bastante elucidados pelo SMEWW para as matrizes utilizadas neste
trabalho.

Para cada um dos métodos adaptados foram preparados reagentes de
cor, solugdes para obtengdo das curvas analiticas, solugdes para ensaios de
repetibilidade em trés faixas de concentragédo (baixa, média e alta) e solugbes para
ensaios de recuperagao de padrédo na matriz de agua superficial, também nas trés
faixas de concentragdo. Toda a agua utilizada no preparo de solugdes foi purificada
por osmose reversa, equipamento Gehaka OS10LX. As pesagens de reagentes
solidos foram realizadas em balanca analitica Shimadzu AX200. As transferéncias
de volumes acima de 10 mL foram realizadas com provetas de vidro e as demais
foram realizadas com micropipetas automaticas monocanal de volume variavel cujas
faixas de trabalho estdo indicadas nos procedimentos. As curvas analiticas foram
preparadas utilizando-se as unidades de concentragcdo presentes na legislagao
ambiental — miligramas de nitrogénio como nitrito por litro (mg N-NO2.L'") e
miligramas de fésforo por litro (mg P.L™").

Os ensaios de recuperagao de padrao na matriz de agua superficial foram
realizados com amostras de agua do Lago Paranoa, coletadas na altura do Centro
Olimpico da UnB (15°45'34.8"S 47°51'35.6"W). As amostras foram coletadas em
bombonas de plastico PEAD de 5 L (figura 4) e armazenadas sob refrigeracéo na
faixa de 1-5°C, sem adicao de preservantes. Para a realizagdo dos ensaios de
recuperacao a amostra foi filtrada em membrana de porosidade 0,45 um, visto que a
presenca de solidos em suspensdo é interferente para os trés métodos (APHAA,
2023).
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Figura 4 - Amostras de agua superficial no momento da coleta.

Fonte: Acervo préprio.

3.1. Constituicao do Fotometro LED-VIS

O fotdbmetro LED-VIS desenvolvido no LIAMA é operado a partir de um
microcontrolador arduino uno. A fonte luminosa utilizada € um moddulo LED RGB,
capaz de emitir luz nos comprimentos de onda 470 nm (azul), 520 nm (verde) e 630
nm (vermelho). O mddulo detector utilizado € um fotodiodo, modelo OPT101, que
possui um amplificador integrado. O modulo recebe o sinal luminoso que atravessa o
compartimento de cubetas, o converte em um sinal analdgico elétrico (em volts) e o
amplifica. Este sinal analégico é entdo convertido a um sinal digital pelo arduino uno.
O arduino foi programado para realizar o calculo descrito no item 2.1, equacao 2. Ao
inserir a cubeta com o branco e pressionar o push button vermelho, o arduino zera o
instrumento e registra essa medida como /lo. Ao inserir a cubeta com a amostra o
arduino imediatamente |1& o valor como / e realiza o calculo, mostrando o valor
calculado da absorbancia (A) no display OLED. Além do push button, o instrumento
também ¢é operado pelo encoder rotativo, que permite alternar entre os diferentes
comprimentos de onda ao ser pressionado por um segundo e alterar o brilho do LED
RGB (em uma escala de 0 a 9) ao ser girado. A estrutura do fotbmetro com o
compartimento para cubetas foi impressa em 3D utilizando filamento de PLA preto,

medindo 12 cm de largura, 13 cm de profundidade na base e 5,5 cm de altura.



29

Figura 5 — a) Diagrama esquematico dos componentes eletrénicos do fotdmetro, sendo: 1.

Microcontrolador arduino uno; 2. Médulo de LED RGB; 3. Moédulo detector do tipo fotodiodo,

modelo OPT101; 4. Encoder rotativo; 5. Push button; 6. Display OLED. b) Vista interna dos
componentes eletrdnicos no fotdbmetro.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Fonte: Acervo proprio.

3.2. Método de Griess adaptado

3.2.1. Reagentes e Solugoes

O Reagente de Griess foi preparado adicionando-se inicialmente 70 mL
de agua purificada e 10 mL de acido fosférico (HsPOas, Vetec, 85%) a um béquer de
vidro de 150 mL. Foram pesados 1,0006 g de sulfanilamida (CeHsO2N2S, Synth,
P.A.) e adicionados a solugao acida até sua completa dissolugdo. Em seguida foram
pesados 0,1008 g de N-(1-naftil)-etilenodiamina diidrocloridrato (C12H14N2-2HCI,
Sigma Aldrich, 98%) e adicionados a solugéo resultante até sua completa
dissolucdo. O conteudo do béquer foi transferido quantitativamente para um balao
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado até a marcagdo com agua
purificada. A solucdo foi transferida a um frasco ambar de 100 mL e mantida sob
refrigeragcao quando fora de uso.

As solucbes-padrdao de nitrito para obtencdo da curva analitica foram
preparadas em oito niveis de concentragdo, de 0,025 a 0,200 mg N-NO2.L"', em
triplicata para cada nivel, totalizando 24 replicatas independentes. Cada solugéo foi
preparada adicionando-se uma aliquota adequada (Tabela 1) de MRC de nitrito
(Sigma Aldrich, 304,35 mg N-NO2.L"') a um baldo volumétrico de 100 mL e
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completando-se o volume com agua purificada. Para o preparo destas solugdes

foram utilizadas micropipetas nas faixas de 0,5 - 20 yL e 10 - 100 pL.

Tabela 1 — Aliquotas de MRC de nitrito utilizadas no preparo da
curva de calibragdo do método de Griess adaptado.

Concentragcdao Aliquota de MRC

Nivel

(mg N-NO2-.L) (ML)
1 0,025 8,21
2 0,050 16,4
3 0,075 24,6
4 0,100 32,9
5 0,125 41,1
6 0,150 49,3
7 0,175 57,5
8 0,200 65,7

Fonte: Elaboracgéo propria.

Foram preparadas solugbdes-padrdao de N-NO2" de Faixa Baixa (0,050 mg
N-NO2.L"), Faixa Média (0,125 mg N-NO2".L-') e Faixa Alta (0,175 mg N-NOz".L"),
de forma analoga aquelas preparadas para a curva analitica nessas concentragdes,
para a verificacdo da repetibilidade. Para cada faixa foram preparadas seis
replicatas independentes, em um curto periodo, a partir de um MRC de nitrito
idéntico ao utilizado para o preparo da curva analitica, porém de lote diferente.

As solugbes para recuperagdo de padrao foram preparadas de forma
analoga as solugdes para ensaios de repetibilidade, substituindo-se a agua
purificada por amostra de agua superficial filtrada. Uma vez que o volume de MRC
adicionado € menor que o volume de amostra por varias ordens de grandeza, o
efeito de diluigado pela adigdo das aliquotas de MRC é negligenciavel. Os niveis de
fortificagdo (spikes) correspondem as concentragdes de 0,050 mg N-NO2".L" (Faixa
Baixa), 0,100 mg N-NO2".L" (Faixa Média) e 0,150 mg N-NO2".L" (Faixa Alta).
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3.2.2. Procedimento

Para a realizacdo das medigdes de absorbancia neste método o fotdmetro
LED-VIS foi configurado para o comprimento de onda de 520 nm (luz verde) e brilho
5. Foram utilizados vials de 25 mL para realizar as reacdes e micropipetas nas faixas
de 1000 — 10000 pL, e 100 — 1000 uL para as transferéncias de volume. Inicialmente
foram adicionados 10 mL de agua purificada ao primeiro vial (Qque sera o branco
utilizado para zerar o instrumento) e 10 mL de solugdo padrdo ou amostra aos
demais. Em seguida foram adicionados 0,4 mL do reagente de Griess aos vials, que
foram levemente agitados por 10 segundos em movimentos circulares até completa
mistura dos liquidos e deixados em repouso por 10 minutos. Apds este tempo de
reagao, foram transferidos 2 mL do branco reagido para uma cubeta de plastico com
caminho optico de 1 cm e esta foi tampada para minimizar a entrada de luz externa
no instrumento. Em seguida a cubeta foi inserida no fotdbmetro na orientagao
adequada, aguardou-se a estabilizagdo do valor de absorbancia no display e
pressionou-se o botdo vermelho para zerar o instrumento. A cubeta foi entdo retirada
e enxaguada com agua destilada. A medigdo da absorbancia das demais amostras
ou solugbes é feita de forma analoga, omitindo-se a ultima etapa de zerar o

instrumento.

Figura 7 - Solugbes da curva de calibragdo do método de
_Griess apos reagao.

Fonte: Acervo préprio.
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3.3. Método do cloreto estanoso adaptado

3.3.1. Reagentes e Solugoes

A solucao reagente | de molibdato de aménio foi preparada adicionando-
se inicialmente 30 mL de agua purificada e 28 mL de acido sulfurico (H2S04, Vetec,
97%) a um béquer de vidro de 150 mL. Durante essa etapa o béquer foi mantido em
banho de gelo para conter o aquecimento excessivo da solu¢gdo. Em seguida foram
pesados 2,5 g de molibdato de amodnio tetrahidratado ((NH4)sMo07024-4H20, Synth,
81-83% MoOs3) em um segundo béquer de 150 mL, ao qual foram adicionados 15 mL
de agua. O béquer foi agitado até a completa dissolucdo do sal e a solugéo
resultante foi adicionada a solug&o acida em banho de gelo. Apds o resfriamento da
solucao, esta foi quantitativamente transferida para um baldo volumétrico de 100 mL
e o0 volume completado com agua purificada até a marcagcdo. A solugao foi
transferida para um frasco ambar e armazenada em temperatura ambiente.

A solugao reagente Il de cloreto estanoso foi preparada pesando-se 1,25
g de cloreto estanoso diidratado (SnCl2-:2H20, Vetec, 98-103%) um béquer de 150
mL. Em seguida foram adicionados ao béquer 100 mL de glicerol (C3sHsOs3, Vetec,
99%). O béquer foi colocado em banho-maria a 80°C e agitado suavemente em
movimentos circulares até completa solubilizacdo do sal. A solucdo foi transferida
para um frasco ambar, resfriada e armazenada em temperatura ambiente.

As solugdes-padrao de fésforo para obtencdo da curva analitica foram
preparadas em oito niveis de concentragdo, de 0,020 a 1,000 mg P.L"", em triplicata
para cada nivel, totalizando 24 replicatas independentes. Cada solugédo foi
preparada adicionando-se uma aliquota adequada (Tabela 2) de MRC de Fésforo
(Absolute Standards, 1000 mg P.L'') a um baldo volumétrico de 100 mL e
completando-se o volume com agua purificada. Foram utilizadas micropipetas nas

faixas de 0,5 - 20 yL e 10 - 100 pL para o preparo destas solugdes.
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Tabela 2 — Aliquotas de MRC de fosforo utilizadas no preparo da
curva de calibracdo do método do cloreto estanoso

Concentragcao Aliquota de MRC

Nivel

(mg P.L") (L)
1 0,020 2,0
2 0,050 5,0
3 0,075 7,5
4 0,100 10,0
5 0,250 25,0
6 0,500 50,0
7 0,750 75,0
8 1,000 100,0

Fonte: Elaboragao propria.

Foram preparadas solugdes-padrao de fosforo de Faixa Baixa (0,050 mg
P.L"), Faixa Média (0,250 mg P.L-") e Faixa Alta (0,750 mg P.L"), de forma analoga
aquelas preparadas para a curva analitica, para a verificacdo da repetibilidade. Para
cada faixa foram preparadas seis replicatas independentes a partir de um MRC de
fésforo idéntico ao utilizado para o preparo da curva analitica, porém de lote
diferente.

As solucbes para recuperacado de padrao foram preparadas de forma
analoga as solugdes para ensaios de repetibilidade, substituindo-se a agua
purificada por amostra de agua superficial filtrada. Os niveis de fortificagao (spikes)
correspondem as concentragdes de 0,050 mg P.L-' (Faixa Baixa), 0,250 mg P.L"
(Faixa Média) e 0,750 mg P.L-' (Faixa Alta).

3.3.2. Procedimento

Para a realizagao das medi¢des de absorbancia neste método o fotbmetro
LED-VIS foi configurado para o comprimento de onda de 630 nm (luz vermelha) e
brilho 5. Foram utilizados vials de 25 mL para realizar as reagdes, micropipetas nas
faixas de 1000 — 10000 pyL e 100 — 1000 pL para as transferéncias de volume e
pipeta pasteur como conta-gotas. Inicialmente foram adicionados 10 mL de agua
purificada ao primeiro vial (Que sera o branco utilizado para zerar o instrumento) e 10

mL de solugdo padrao ou amostra aos demais. Em seguida foram adicionados 0,4
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mL do reagente | aos vials, que foram agitados por 10 segundos em movimentos
circulares até completa mistura dos liquidos. Foram adicionadas 2 gotas do reagente
Il aos vials e estes foram vigorosamente agitados até completa mistura do reagente.
Aguardou-se um periodo de reagao de 10 minutos para realizar a medigdo da
absorbancia, porém ndo excedendo os 12 minutos, pois a cor comeca a perder
intensidade apds este periodo (APHAA, 2023). A seguir o procedimento de medigao

foi realizado de forma idéntica ao descrito para o0 método de Griess no item 3.2.2.

Figura 8 - Solugées da curva de calibragdo do método do
cloreto estanoso apos reacgao.

Fonte: Acervo proéprio.

3.4. Método do acido vanadomolibdofosforico

3.4.1. Reagentes e Solugoes

A solugdo reagente de vanadato-molibdato foi preparada pesando-se
inicialmente 0,250 g de metavanadato de aménio (NH4VO3, P.A)) em um béquer de
250 mL ao qual foram adicionados 60 mL de agua purificada. O béquer foi levado a
uma chapa de aquecimento a 250°C até a agua atingir fervura e dissolver o sal
completamente. Em seguida o béquer foi retirado do aquecimento e aguardou-se o
resfriamento da solugdo a temperatura ambiente. Foram entdo adicionados 66 mL
de acido cloridrico concentrado (HCI, Bio-Grade, 37%) a solugdo e novamente
aguardou-se o seu resfriamento. A seguir foram pesados 2,5 g de molibdato de
amonio tetrahidratado ((NH4)sMo07024-4H20, Synth, 81-83% MoOs) em um béquer de
50 mL, ao qual foram adicionados 15 mL de agua purificada. O béquer foi agitado

até a completa dissolugdo do sal e a solugdo resultante foi adicionada a solugao
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acida de vanadato. O conteudo do béquer foi entdo quantitativamente transferido
para um baldo volumétrico de 200 mL e o volume completado com agua purificada
até a marcacao. A solucéo foi transferida para um frasco ambar e armazenada em
temperatura ambiente.

As solugdes-padrdao de fosforo para obtencdo da curva analitica foram
preparadas em oito niveis de concentragéo, de 1,00 a 8,00 mg P.L", em triplicata
para cada nivel, totalizando 24 replicatas independentes. Cada solugdo foi
preparada adicionando-se uma aliquota adequada (Tabela 3) de MRC de Fésforo
(Absolute Standards, 1000 mg P.L'') a um baldo volumétrico de 100 mL e
completando-se o volume com agua purificada. Foi utilizada micropipeta na faixa de
100 - 1000 pL para o preparo destas solugdes.

Tabela 3 — Aliquotas de MRC de fosforo utilizadas no preparo da
curva de calibragdo do método do acido vanadomolibdofosférico.

Concentragdao Aliquota de MRC

Nivel

(mg P.L") (uL)
1 1,00 100
2 2,00 200
3 3,00 300
4 4,00 400
5 5,00 500
6 6,00 600
7 7,00 700
8 8,00 800

Fonte: Elaboragéo propria.

Foram preparadas solug¢des-padrao de fosforo de Faixa Baixa (1,00 mg
P.L"), Faixa Média (4,00 mg P.L-") e Faixa Alta (7,00 mg P.L*"), de forma analoga
aquelas preparadas para a curva analitica, para a verificagao da repetibilidade. Para
cada faixa foram preparadas seis replicatas independentes a partir de um MRC de
fésforo idéntico ao utilizado para o preparo da curva analitica, porém de lote
diferente.

As solucbes para recuperacao de padrao foram preparadas de forma
analoga as solugbes para ensaios de repetibilidade, substituindo-se a agua

purificada por amostra de agua superficial filtrada. Os niveis de fortificagdo (spikes)
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correspondem as concentragbes de 1,00 mg P.L" (Faixa Baixa), 4,00 mg P.L"
(Faixa Média) e 7,00 mg P.L-! (Faixa Alta).

3.4.2. Procedimento

Para a realizagao das medicbes de absorbancia neste método o fotdmetro
LED-VIS foi configurado para o comprimento de onda de 470 nm (luz azul) e brilho
5. Foram utilizados vials de 25 mL para realizar as reacdes e micropipetas nas faixas
de 1000 — 10000 pL, 1000 — 5000 uL e 100 — 1000 uL para as transferéncias de
volume. Inicialmente foram adicionados 7 mL de agua purificada ao primeiro vial
(que sera o branco utilizado para zerar o instrumento) e 7 mL de solugao padréo ou
amostra aos demais. Em seguida foram adicionados 2 mL do reagente de vanadato-
molibdato aos vials, que foram agitados por 10 segundos em movimentos circulares
até completa mistura dos liquidos. A seguir adicionou-se 1 mL de agua purificada
aos vials e estes foram agitados novamente. Aguardou-se um periodo de reagao de
10 minutos para realizar a medigdo da absorbancia. A seguir o procedimento de
medicao é realizado de forma idéntica ao descrito para o método de Griess no item
3.2.2.

Figura 9 - Solucdes da curva de calibragdo do método do acido
vanadomolibdofosférico apos reacao.

Fonte: Acervo préprio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram organizados em secdes e avaliados
estatisticamente conforme paréametros estipulados na Orientacdo Sobre Validagao
de Métodos Analiticos do INMETRO (DOQ-CGCRE-008 Revisdo 09, de junho de
2020). Uma vez que os métodos normalizados presentes no SMEEW (APHA, 2023)
sofreram alteracbes para atender as especificidades da operagdo com o fotdbmetro
LED-VIS, foram verificados a linearidade, a sensibilidade, limites de deteccao e
quantificacdo (LD e LQ), a exatiddo (avaliada pela recuperagdo analitica) e a

precisao (avaliada pela repetibilidade) para realizar sua validagao.

4.1. Linearidade e Sensibilidade

A primeira etapa para a avaliacdo da performance analitica do fotdmetro
LED-VIS foi a obtencdo de curvas analiticas para os trés métodos adaptados
conforme faixas de concentragdo descritas no SMEEW (APHHA, 2023). Para
assegurar que a relagdo concentragdo x absorbancia segue um modelo linear nas
condicbes de operacdo do fotbmetro e obter uma equagcdo de calibragdo é
importante que o conjunto de dados utilizado ndo conte com valores aberrantes
(outliers) que possam causar desvios significativos da linearidade e que para todos
0s niveis de concentracdo o método apresente comportamento homocedastico das
variancias (INMETRO, 2020), isto é, para todos os niveis de concentragao (variavel
independente) ndo ha diferenca significativa entre as variancias na absorbancia
(variavel dependente).

Para avaliar a presenca de outliers foi aplicado o Teste de Grubbs nos
trés conjuntos de dados. Neste teste, para cada valor de absorbancia, foi obtido o
valor de Gcarc (SILVA, 2011):

x; — x|

Gearc = S 3)

Onde x; é o i-ésimo valor de absorbancia, x € a média das absorbancias e
S € o desvio padrdo, em dado nivel de concentracdo. Neste teste a hipotese nula

(Ho) € de que o valor testado ndo é considerado um outlier. Se Hop for rejeitada o
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valor ndo deve ser utilizado na construcdo da curva analitica. Os valores de Gcarc
foram entdo comparados a um valor de Geritico tabelado (SILVA, 2011, p. 96). Se Gcarc
> Geritico rejeita-se Ho. Para um nivel de confianga de 95% e trés replicatas por nivel
de concentragdo (n = 3), temos Geritico = 1,153. Nenhum dos trés métodos
apresentou outliers em seus conjuntos de dados. Os resultados detalhados do Teste
de Grubbs para os trés métodos estdo elencados no Apéndice |.

Para avaliar a homocedasticidade das variancias nos varios niveis de
concentragdo, foi aplicado o Teste de Cochran em cada um dos trés conjuntos de
dados. Neste teste calcula-se a variancia das absorbéancias (s?) em cada um dos
oito niveis de concentracao (p) e depois o valor de Cca, que consiste na razdo entre
a maior variancia do conjunto e a soma das variancias do conjunto (SILVA, 2011):

SZ

Ceate = vz (4
i=15i
Neste teste a hipdétese nula é de que nao ha diferencga entre as variancias
testadas, ou seja, Hy: s? = s = -+ = s2. Comparou-se o valor de Ccac cOm 0 valor
de Cecritico tabelado (SILVA, 2011, p. 95). Se Ccarc > Corit rejeita-se Ho. Para um nivel
de confianga de 95%, oito niveis de concentracéo (p = 8) e trés replicatas por nivel
(n=3), temos Cecriico = 0,516. Para os trés conjuntos de dados Ho foi aceita e ndo se
observou diferenca entre as variancias (Tabela 4). Em termos praticos isso indica
que nao ha uma diferenga significativa de precisdo entre as diferentes regides das

curvas analiticas testadas.

Tabela 4 - Resultados do Teste de Cochran para os trés métodos adaptados.

14
Método sz Z s? Cealc H,
i=1
Griess 1,10x10%  4,27x10* 0,2586 Aceita
Cloreto Estanoso 3,96x10*  9,24x10* 0,4286 Aceita
Acido VMF 4,30%x10° 1,55%x10° 0,2782 Aceita

Fonte: Elaboragao Prépria.
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Dados os resultados satisfatorios dos testes de Grubbs e Cochran, foram
obtidas as curvas analiticas para os trés métodos (Graficos 1, 2 e 3) no modelo de
regressao linear simples através do método dos Minimos Quadrados Ordinarios. As

curvas apresentaram 6timo ajuste linear (R* > 0,99) nos trés métodos adaptados.

Figura 100 - Curva analitica para o método de Griess.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 11 - Curva analitica para o método do cloreto estanoso.
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Figura 12 - Curva analitica para o método do acido vanadomolibdofosférico.
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Fonte: Elaboracao propria.

Apesar do valor de R? ser um bom indicativo de que as relagoes
concentracdo x absorbancia testadas sdo descritas por um modelo linear, ele nao é
conclusivo (INMETRO, 2020). O modelo linear supde que os erros sao aleatorios,
nao correlacionados entre si e tem distribuicdo normal, utilizando os residuos, isto €,
a diferenca entre os valores previstos pelo modelo e os valores observados, para
estima-los (CHEIN, 2019). Para calcular os residuos, as medidas individuais de
absorbancia foram langadas nas curvas analiticas correspondentes para calcular o
valor de concentragao e subtraido destes o valor da concentracdo nominal. Assim,
foram elaborados graficos dos residuos versus concentragdo (variavel
independente) para verificar a presenga de tendéncias ou comportamentos n&o-
aleatdrios dos residuos que sugiram que as suposi¢des para uso do modelo linear
nao foram satisfeitas (CHEIN, 2019).



Residuos

Figura 14 — Distribuigdo dos residuos para o método do cloreto estanoso.
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Figura 13 — Distribuigcdo dos residuos para o método de Griess.
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Figura 15 — Distribuicdo dos residuos para o método do acido vanadomolibdofosférico.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Entre as trés regressbes, a curva para o método do acido
vanadomolibdofosférico foi a que apresentou a melhor dispersao dos residuos, com
comportamento de nuvem de pontos bem distribuidos ao redor da linha central sem
evidéncias de tendéncias ou outliers. O método do cloreto estanoso apresentou
dispersao satisfatoria ao redor da linha central. O ponto mais isolado dos demais na
concentragdo de 1,0 mg P.L' é suspeito, porém o Teste de Grubbs o descartou
como outlier. Ja a curva do método de Griess apresentou um conjunto de pontos
bastante isolados na concentragdo de 0,025 mg N-NO?%.L", indicando um forte
desvio do comportamento linear do método nessa concentracdo. Optou-se entao
pela exclusdo desse nivel de concentracdo e reelaboracdo da curva analitica para
verificar se as condi¢des de linearidade seriam satisfeitas. A nova curva apresentou
valor de R? ainda mais elevado (0,9995) e os residuos apresentaram disperséo
razoavel ao redor da linha central do grafico, indicando um melhor ajuste ao modelo

desta forma.
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Figura 16 - Curva analitica revisada para o método de Griess.

0,700 -
0,600 -|
—~0,500 -

0,400

ncia

«0

—

b

0,300 ~

Abso

0,200

0,100

1|R? =0,9995

y = 3,5956x - 0,0828

0,000

Figura 17 — Disperséo dos residuos revisada para o método de Griess.
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Para avaliar se a regressao € significativa foi realizada uma analise da
variancia (ANOVA), aplicando-se um teste F. A hip6tese nula (Ho) nesse caso € a de
que a variancia total em y (absorbancia) € igual a variancia devida ao erro (SKOOG,
2006). Em outras palavras, esta hipotese propde que x (concentragdo) nédo tem
efeito sobre y e que, portanto, sua variagdo € explicada pelos residuos.
Naturalmente, para uma curva analitica espera-se exatamente que a variagao das
absorbancias seja explicada pela variagdo da concentracdo, logo, para uma
regressao ser considerada significativa € necessario que Ho seja rejeitada, de
preferéncia por larga margem (SKOOG, 2006). Foram elaboradas tabelas ANOVA
para as trés curvas, utilizando o software OriginPro 2025 para realizagdo dos
calculos. As tabelas constituiram uma ferramenta util para organizar as somas de

quadrados necessarias para obter o valor de Fcac, que é dado por:

SSregr/
—Gl‘l (5)

SSresid/GL
2

Fcalc -

Onde SSregr € a soma dos quadrados devido a regressdo, SSresic € @ soma
dos quadrados dos residuos e GL7 e GL2 s&o os graus de liberdade associados a
elas, respectivamente. Valores de Fcac substancialmente maiores que os tabelados
(SKOOG, 2006, p.147) levam a rejeicao da hipotese nula e indicam a significancia
da regressao. Para os trés métodos foram obtidos valores de Fcac bastante elevados

(>10000), indicando que todos satisfazem os critérios de aceitacdo da linearidade.

Tabela 5 - ANOVA para o método de Griess.
Somados Graus de Quadrados

\F,‘a’:‘itaeggi Quadrados Liberdade Médios  Feaic
(SQ) (GL) QM)
Modelo 0,6802 1 0.6802 12228
Erro 0,0011 19 5,56x10°
Total 0,6813 20

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 6 - ANOVA para o método do cloreto estanoso.
Somados Graus de Quadrados

\F,g?itaegg: Quadrados Liberdade Médios Fcaic
(SQ) (GL) (QM)
Modelo 1,617 1 1,617 10739
Erro 0,0033 22 1,51x10*
Total 1,620 23

Fonte: Elaboragao propria.

Tabela 7 - ANOVA para o método do acido vanadomolibdofosférico.
Soma dos Graus de Quadrados

m;eggz Quadrados Liberdade Médios  Feaic
(SQ) (GL) (QM)
Modelo 0,0557 1 00557 19943
Erro 6,00x10° 22 2,79x10°
Total 0,0558 23

Fonte: Elaboragéo propria.

Foi avaliada ainda a sensibilidade da calibragdo dos métodos, que ¢é a
variagao da resposta (absorbancia) pela variagdo da concentragdo (SKOOG, 2006).
O método de Griess se mostrou o mais sensivel, com um coeficiente angular de
3,5956. O método do cloreto estanoso apresentou sensibilidade intermediaria, com
um coeficiente angular de 0,75282. O método do acido vanadomolibdofosférico
apresentou sensibilidade bastante reduzida, 0,021, indicando que para esse método
sao necessarias variagcdes de concentragdo consideraveis para produzir variagdes

no sinal.
4.2. Limites de Detecg¢do e Quantificagao
A determinacdo dos limites de deteccdo para os trés métodos analiticos

foi realizada pelo método simplificado (INMETRO, 2020). Segundo SKOOG (2006),

a estimativa do LD pode ser dada por:

LD = —2

Onde m é a inclinagédo da curva (sensibilidade), sy € o desvio padrao da

resposta do branco e k € um fator de confianga escolhido de acordo com o nivel de
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confianca. Para o calculo do LD dos trés métodos foi utilizado o fator kK = 3,3
(INMETRO, 2020). Uma vez que os trés métodos produzem valores zerados para o
branco, utilizou-se os valores dos desvios-padréo das respostas do fotdmetro no
primeiro ponto de cada curva.

O Limite de Quantificagdo (LQ) pode ser calculado de forma analoga ao
LD, com k = 10 (INMETRO, 2020). Os Limites de Deteccédo e Quantificagao para os
trés métodos estdo resumidos na Tabela 8 O LQ deve ser verificado
experimentalmente e ser, necessariamente, uma concentragdo maior ou igual ao
primeiro ponto da curva analitica (INMETRO, 2020). Para os métodos de Griess e do
acido vanadomolibdofosférico os valores adotados de LQ foram os primeiros pontos
de cada curva. Para o método do cloreto estanoso o menor ponto da curva ficou
abaixo da estimativa, portanto optou-se por utilizar o segundo como LQ praticado. A
confirmagéo dos trés valores de LQ foi realizada em conjunto com os ensaios de
Recuperacdo e Repetibilidade, onde o LQ corresponde a concentracdo de faixa
baixa. Dados os valores de LQ atingidos — da ordem de 0,05 mg.L-! para os métodos
de Griess e do cloreto estanoso e de 1 mg.L"' para o método do &acido

molibdofosférico — os resultados foram considerados bastante satisfatorios.

Tabela 8 — Limites de Deteccéo e Quantificacdo para os trés métodos adaptados.
LD Calculado LQ Calculado LQ Praticado

Wetodo b (mg analito. L")  (mg analito. L") (mg analito. L)
Griess 0,007 0,006 0,020 0,050
Cloreto Estanoso 0,002 0,010 0,030 0,050
Acido VMF 0,002 0,319 0,967 1,00

Fonte: Elaboragao Prépria.

4.3. Exatidao/Recuperagao

A determinagédo de analitos em amostras reais requer que o método seja
capaz de detectar o analito em matrizes mais complexas com um grau substancial
de exatidao e precisdao (SKOOG, 2006). Dado que as solugdes preparadas para o
preparo da curva analitica representam um meio homogéneo e idealizado, é
necessario realizar ensaios de recuperacdo em matrizes mais complexas para

avaliar a performance do método.
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A exatiddo de um método pode ser definida como a proximidade dos
resultados obtidos em relagdo a um valor verdadeiro (ANVISA, 2003). Ensaios de
recuperacao constituem uma forma de avaliar a exatiddo do método, fortificando-se
a matriz com uma quantidade conhecida do analito e procedendo-se a

determinacado. A recuperagao € entdo calculada como (INMETRO, 2020):

G- G

Cs

Recuperacio (%) = ( ) x 100

Onde C; é a concentracao da amostra fortificada, C2 € a concentracéo da
amostra nao fortificada e C3 é a concentragdo de fortificagdo. Os ensaios de
fortificacao para os trés métodos foram conduzidos em trés faixas de concentragédo —
baixa, média e alta. A faixa baixa corresponde aos valores de LQ e os ensaios
confirmam a capacidade do método de detectar com seguranga o analito nesse nivel
de concentracdo. A faixa média corresponde a regido central da curva e tende a ter
exatidao mais elevada, visto que para uma dada curva analitica obtida por regressao
linear o desvio padréo da concentragao calculada é minimizado quando os valores
se aproximam do ponto centréide (x,y) (SKOOG, 2006), onde x é o valor médio de
todas as concentragdes e y € o valor médio de todas as absorbéancias. A faixa alta
corresponde a regido limitrofe superior onde o método mantém resultados
consistentes.

Os critérios de aceitacdo podem variar entre laboratérios de acordo com a
finalidade do método proposto e com o nivel de concentragcéo a ser determinado. A
ANVISA (2017) permite que o laboratério apresente justificativa para os critérios
adotados. O INMETRO (2020, p. 21) utiliza os critérios propostos pela AOAC
International. Entre os trés métodos testados as concentracbes estdo na faixa de
0,020 a 8,0 mg.L'. Para essa faixa de concentragéo é necessario que a recuperagao
esteja entre 80 e 110%. O teor dos analitos na matriz de agua superficial (Cy7) foram
determinados em triplicata e os ensaios de recuperacao foram realizados em
sextuplicata (n=6) para cada método. Foram calculados ainda os coeficientes de
variagao, cuja aceitacdo segue os mesmos critérios dos ensaios de repetibilidade,
discutidos na préoxima secdo. Os resultados para os ensaios de recuperacado estao

resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados dos ensaios de recuperacao para os trés métodos testados.

Método Faixa (m§.1L'1) Fo(rrtr:g.cLa_ :;.)ao Rtlavcl::;gr(aoz)ao CV (%) Resultado
Baixa <LQ 0,050 108,54 0,96 Aceito
Griess Média <LQ 0,125 104,11 1,26 Aceito
Alta <LQ 0,175 101,91 0,44 Aceito
Baixa <LQ 0,050 94,49 4,59 Aceito
EC'OretO Média  <LQ 0,250 104,89 0,62  Aceito
stanoso )
Alta <LQ 0,750 96,25 2,14 Aceito
Baixa <LQ 1,00 100,16 4,91 Aceito
Acido VMF Média <LQ 4,00 100,04 1,63 Aceito
Alta <LQ 7,00 100,04 1,63 Aceito

Fonte: Elaboragao proria.

Para os trés métodos os resultados da amostra de agua superficial
ficaram abaixo do LQ. Os trés métodos apresentaram valores de recuperacao e
coeficientes de variacdo aceitaveis nas trés faixas de concentragao, indicando que

sao capazes de detectar os analitos com boa exatidao na matriz testada.

4.4. Precisao/Repetibilidade

A precisdo de um método diz respeito a reprodutibilidade dos resultados
obtidos por ele, ou seja, o quao concordantes entre si sdo os resultados obtidos pelo
método (SKOOG, 2006).

A repetibilidade foi avaliada a partir da analise de padrbes preparados em
um curto periodo, nas trés faixas de concentracdo. Os critérios de aceitacdo da
repetibilidade propostos pela AOAC International (INMETRO, 2020, p. 23) sao
baseados nos coeficientes de variagdo obtidos, com valores maximos de CV
diferentes para cada faixa de concentragdo. Os resultados dos ensaios de
repetibilidade para os trés métodos estdo resumidos na Tabela 10. Os valores de
Cnominai S@0 as concentracoes testadas e os valores de Cmedia S0 as meédias

experimentais (com n=6 para cada faixa).
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Tabela 10 - Resultados dos ensaios de repetibilidade para os trés métodos testados.

cv
Método Faixa  Cnominaa Cmedia Desv.Pad. CV (%) Max. Resultado
(%)

Baixa 0,050 0,052 5,76x10* 1,11 15 Aceito
Griess Média 0,125 0,124 2,22x103 1,79 11 Aceito
Alta 0,175 0,173 9,08x10* 0,52 11 Aceito

Baixa 0,050 0,049 2,00x103 4,12 15 Aceito

Eg{gf;go Média 0250 0244 261x10° 107 11 Aceito
Alta 0,750 0,741  1,65x102 223 11 Aceito

- Baixa 1,00 0,91  246x102 271 7.3  Aceito
Qﬁ\'/ldFo Média 4,00 3,92  7,78x102 198 7.3  Aceito

Alta 7,00 6,83 7,17x102 1,05 7,3 Aceito

Fonte: Elaboragao propria.

A repetibilidade dos trés métodos foi satisfatoria nas trés faixas de
concentracao testadas, indicando que os métodos tém boa precisdo em toda a faixa

de trabalho.

4.5. Avaliacao da aplicabilidade do instrumento

Os resultados satisfatérios nos testes de validagdo analitica conduzidos
com o uso do fotébmetro LED-VIS labmade demonstraram que € possivel utiliza-lo
para realizar medicdes de absorbancia nos trés comprimentos de onda operacionais,
podendo ser utilizado para conduzir analises colorimétricas que atendem aos
critérios estabelecidos pelo INMETRO para validagdo analitica. Foram alcangados
limites de deteccao e quantificacdo bastante satisfatérios nos trés métodos testados.
Com as devidas adaptagdes e agbdes para mitigar interferéncias € possivel incluir
ainda mais matrizes no escopo de aplicagdo do instrumento, expandindo sua
capacidade de atender as demandas de laboratérios analises ambientais.

O limite de quantificagcdo obtido para o método de Griess de 0,050 mg N-
NO2".L-' permite que o instrumento seja utilizado na determinag&o de nitrito para fins
de controle ambiental na matriz de agua superficial, dado que é bastante inferior ao
menor limite dessa espécie em corpos aquaticos de agua doce Classes 1, 2 e 3,
estabelecido pela Resolugcdo N° 357, de 17 de Marco de 2005 do CONAMA como
1,0 mg N-NO2".L".
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Os limites para fésforo em aguas doces Classes I, Il e lll ndo estdo
estabelecidos pelo CONAMA em termos de fdsforo reativo na forma de ortofosfato,
mas como fésforo total, e sdo diferentes para cada classe e tipo de ambiente
(Iéntico, intermediario e Idtico). A determinacéo de fosforo total a partir dos dois
métodos testados poderia ser realizada aplicando-se uma etapa prévia de digestao
da amostra com persulfato, convertendo todo o fésforo da amostra a forma reativa
(APHA, 2023). Satisfeita essa condicao, o método do cloreto estanoso seria capaz
de atender aos limites de fosforo total estabelecidos pelo CONAMA para aguas de
Classe | em ambiente lético e tributarios de ambiente intermediario (0,1 mg P.L"),
Classe Il em ambientes intermediarios e tributarios de ambiente 1éntico (0,05 mg P.L
) e Classe Ill em todos os ambientes (sendo 0,05 mg P.L" o limite mais restritivo,
para ambientes |énticos), porém este procedimento ndo fez parte do escopo deste
trabalho, sendo necessaria a realizagdo de ensaios de validagdo que incluam a
etapa de digestdo para que o método seja considerado adequado para esta
finalidade.

O método do acido vanadomolibdofosférico tem faixa de aplicagdo mais
alta e pode ser utilizado para a determinagao de fésforo em amostras de agua cujo
teor esteja acima da faixa de trabalho do método do cloreto estanoso sem haver a
necessidade de realizar diluicdo da amostra, etapa que contribui para o aumento da
incerteza dos resultados de analise.

O instrumento apresenta dimensdes reduzidas, peso leve e boa robustez,
visto que seus constituintes estdo firmemente fixados e ndo ha partes moveis ou
pontos particularmente sensiveis, além de ser possivel opera-lo utilizando como
fonte de energia uma porta USB ou powerbank que tenham tensdo de saida de 5V.
A adaptacdo com sucesso dos métodos a uma execucgao utilizando materiais
portateis (figura 18) e volumes de reagentes bastante reduzidos, aliada as
caracteristicas do instrumento, indicou a viabilidade do uso do equipamento para
analises em campo. Isso é particularmente util no caso da determinacéo de nitrito,
visto que este é facilmente convertido a nitrato em amostras de agua doce
(CETESB, 2022) e, portanto, sua determinagao em laboratério requer que a amostra
seja analisada prontamente, sob o risco de haver subestimagdo do teor dessa

espécie na amostra.
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Figura 118 - Material utilizado para execugéo da analise de nitrito pelo método
de Griess adaptado.

Fonte: Acervo proprio.

Além da portabilidade, a redugdo de volumes de amostra e reagentes
utilizados contribuiu para minimizar o volume de residuos gerados durante a
execugao das analises. Apos todos os testes, foi gerado um total de 3,1 L de
residuos, entre solugdes reagidas e aguas de enxague dos materiais. Levando-se
em conta que foram realizadas aproximadamente 70 medi¢cdes de absorbancia por
método e que cada uma contribui com aproximadamente o mesmo volume de
residuo apos reacgao, estima-se que foram gerados aproximadamente 15 mL de
residuo por medicdo em qualquer um dos trés métodos. Com base nessa
quantidade e sem levar em conta as aguas de enxague, os métodos de Griess e do
acido vanadomolibdofosforico antes da adaptagao teriam gerado aproximadamente
3,5 L de residuos cada, enquanto o método do cloreto estanoso geraria 7,0 L.
Mesmo com a inclus&o das aguas de enxague, os métodos adaptados apresentaram

reducao de aproximadamente 78% nos residuos gerados.
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5. CONCLUSAO

O fotdmetro LED-VIS labmade apresentou desempenho analitico bastante
satisfatério nos trés comprimentos de onda operacionais, permitindo a execucao dos
trés métodos colorimétricos de analise com excelente precisdo e exatidao.

Os trés métodos testados foram validados com sucesso, conforme
parametros propostos pelo INMETRO - linearidade, sensibilidade, limites de
deteccgao e quantificagao, recuperacgao e repetibilidade.

O fotdbmetro se mostrou viavel a aplicagao para a determinagao de nitrito
em aguas superficiais pelo método de Griess adaptado. Os métodos testados para a
determinacao de fésforo nao atendem estritamente a legislacdo ambiental,
necessitando a inclusdo de etapas adicionais de preparo amostra e realizagéo de
novos ensaios de validagado para que sejam utilizados para este fim.

O fotbmetro apresentou potencial para aplicacdo em analises de campo,
dadas as suas dimensdes, peso e robustez, além da adaptagdo dos métodos, que

favorecem a portabilidade do instrumento.
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Resultados detalhados do Teste de Grubbs para os métodos de Griess
para determinacdo de nitrito e dos métodos do cloreto estanoso e do &acido
vanadomolibdofosférico para determinacdo de fosforo reativo. Para um nivel de
confianga de 95% e trés replicatas por nivel de concentragao (n = 3), temos Geritico =
1,153.

Tabela 11 - Resultados do Teste de Grubbs para o método de Griess

Concentragao

(mg N-NOZ'.L'1) ABS ABS Média S Gealc Ho
0,025 0,049 0,049 7,50%x103 0,000 Aceita
0,025 0,056 0,049 7,50%x103 1,000 Aceita
0,025 0,041 0,049 7,50%x103 1,000 Aceita
0,050 0,088 0,095 7,02x103 1,044 Aceita
0,050 0,096 0,095 7,02x103 0,095 Aceita
0,050 0,102 0,095 7,02x103 0,949 Aceita
0,075 0,177 0,183 5,51x103 1,029 Aceita
0,075 0,183 0,183 5,51x103 0,061 Aceita
0,075 0,188 0,183 5,51x103 0,968 Aceita
0,100 0,274 0,279 6,11x10°3 0,873 Aceita
0,100 0,278 0,279 6,11x103 0,218 Aceita
0,100 0,286 0,279 6,11x103 1,091 Aceita
0,125 0,366 0,374 7,51x103 1,021 Aceita
0,125 0,374 0,374 7,51x1073 0,044 Aceita
0,125 0,381 0,374 7,51x1073 0,977 Aceita
0,150 0,451 0,461 8,74x103 1,106 Aceita
0,150 0,463 0,461 8,74x103 0,267 Aceita
0,150 0,468 0,461 8,74x103 0,839 Aceita
0,175 0,542 0,543 3,21x10°3 0,415 Aceita
0,175 0,541 0,543 3,21x10°3 0,726 Aceita
0,175 0,547 0,543 3,21x10°3 1,141 Aceita
0,200 0,645 0,634 1,05%x102 1,015 Aceita
0,200 0,624 0,634 1,05%102 0,984 Aceita
0,200 0,634 0,634 1,05%10? 0,032 Aceita

Fonte: Elaboragao Propria.



Tabela 12 - Resultados do Teste de Grubbs para o método do cloreto estanoso.
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C"(rr;f;rl‘,t_ﬁ?)a° ABS  ABS Média s Gesle Ho
0,020 0,062 0,059 2.26x107 115 Aceita
0,020 0,058 0,059 2.26x10°3 0,487 Aceita
0,020 0,058 0,059 2.26x10°3 0,664 Aceita
0,050 0,092 0,085 1,00x102 0,743 Aceita
0,050 0,089 0,085 1,00%102 0,393 Aceita
0,050 0,074 0,085 1,00x102 1137 Aceita
0.075 0,108 0.103 5.15x107 1016 Aceita
0,075 0,103 0,103 5.15x10°3 0,032 Aceita
0,075 0,098 0,103 5.15x10°3 0,983 Aceita
0,100 0.133 0.130 417x107 0.648 Aceita
0,100 0,125 0,130 4.17x103 1152 Aceita
0,100 0,132 0,130 4.17x103 0,504 Aceita
0,250 0,242 0,236 530107 1,006 Aceita
0,250 0,236 0,236 5.30x10°3 0,013 Aceita
0,250 0,231 0,236 5.30x10°3 0,994 Aceita
0,500 0,429 0,444 132x102 1131 Aceita
0,500 0,449 0,444 1.32x102 0,365 Aceita
0,500 0,454 0,444 1.32x102 0,766 Aceita
0,750 0,631 0.617 133x102 1053 Aceita
0,750 0,615 0.617 1.33x102 0.116 Aceita
0,750 0,604 0.617 1.33x102 0,937 Aceita
1,000 0,800 0.793 1.99x102 0,325 Aceita
1,000 0,809 0,793 1.99x102 0,797 Aceita
1,000 0,771 0,793 1.99x102 1122 Aceita

Fonte: Elaboragao Propria.



Tabela 13 - Resultados do Teste de Grubbs para o método do acido vanadomolibdofosférico.
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C"(rr;f;rl‘,t_ﬁ?)a° ABS  ABS Média s Gesle Ho
1,000 0.017 0,019 2,03x10° 1,084 Aceita
1,000 0,021 0,019  203x10° 0887 Aceita
1,000 0,019 0,019  203x10° 0197 Aceita
2.000 0,039 0,041 135x10° 0987 Aceita
2.000 0,042 0,041  135x10° 1,012 Aceita
2.000 0,041 0,041  135x10° 0025 Aceita
3,000 0,058 0.060  2,07x10° 1,077 Aceita
3,000 0,062 0,060  207x10° 0,900 Aceita
3,000 0,061 0,060  207x10° 04177 Aceita
4,000 0.079 0,081  1.22x10° 1151 Aceita
4,000 0,082 0,081  122x10° 0658 Aceita
4,000 0,081 0,081  122x10° 0493 Aceita
5,000 0.103 0103 850x10% 1137 Aceita
5,000 0,104 0103  850x10* 0745 Aceita
5,000 0,104 0103  850x10* 0392 Aceita
6,000 0,121 0122 833x10% 1121 Aceita
6,000 0.123 0122  833x10¢ 0801 Aceita
6,000 0,122 0122  833x10* 0320 Aceita
7.000 0,146 0147  8.74x10% 1106 Aceita
7.000 0,148 0147  874x10* 0839 Aceita
7.000 0,147 0147  874x104 0267 Aceita
8,000 0,166 0.166  1,25x10° 0,027 Aceita
8,000 0,164 0166  1.25x10° 0986 Aceita
8,000 0,167 0166  125x10° 1,013 Aceita

Fonte: Elaboracgao Propria.
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