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RESUMO

O presente trabalho se prop6s a adaptar, implementar e validar um método analitico para
quantificacdo de nitrogénio total em amostras de deposicdo Umida (chuva e neblina), vias
consideradas potencialmente como de baixa concentracdo de elementos. O método analitico
proposto baseou-se na oxidacdo do nitrogénio total das amostras a ion nitrato, com posterior
complexacdo com tartarato e formacdo de um composto de cor amarela que pbde ser
quantificado por espectrofotometria no comprimento de luz visivel. Apds a adaptacdo do
método, foi elaborado o procedimento operacional padrdo que foi executado utilizando-se
amostras de chuva e neblina, coletadas na Universidade Federal de Ouro Preto e no Parque
Estadual do Itacolomi, por meio de coletores passivos de chuva e neblina. Averiguou-se a
confiabilidade dos dados obtidos por meio da validacdo do método analitico através de
parametros estabelecidos em guias de validacdo de 6rgdos competentes como ANVISA e
INMETRO. Obtiveram-se experimentalmente os limites de deteccdo e quantificacdo. A faixa
de trabalho foi estipulada entre o limite de quantificacdo inferior e superior, utilizando-se como
valor médio a concentracdo maxima permitida pelo CONAMA para ambientes Iénticos, faixa
em que o método apresentou linearidade com alto coeficiente de determinacéo. A seletividade
foi adequada apenas para valores de concentracdo baixo e médio, sugerindo interferéncia dos
componentes da matriz em concentracdes altas. A sensibilidade foi baixa devido & concentracédo
da ordem de ppb, sendo isto uma limitacdo da espectrofotometria no visivel. A exatiddo do
método foi adequada para concentracGes médias e a precisao foi satisfatoria para valores acima
de 300 ug/L. Portanto o0 método mostrou-se linear, com limite de quantificacdo e deteccdo
aceitaveis, seletivo para concentracGes baixas e médias, exato para concentracfes médias e com

precisdo satisfatoria.

Palavras chave: andlises quimicas, nitrogénio, neblina, chuva



1. INTRODUCAO

O nitrogénio € o gas de maior abundancia na composi¢do do ar atmosférico, perfazendo
cerca de oitenta por cento da sua totalidade. Esse elemento faz parte da constituicdo das rochas
e solos e esta presente em todos 0s seres vivos. Apresenta-se sob a forma de gés inerte (N2),
amonia (NHs), proteinas (matéria orgénica) e 0xidos em geral (NOyY), onde X representa o
namero de atomos de oxigénio e y a carga do ion. Todas essas formas estdo distribuidas na
natureza e seguem um ciclo denominado ciclo do nitrogénio, onde cada espécie sofre reacdes
de oxirreducao para tornarem-se mais estaveis (GALLO, L. 2013).

As atividades antrdpicas sdo responsaveis pela producdo e acumulo de materiais
contendo compostos nitrogenados que posteriormente sdo lancados no meio ambiente,
alterando o ciclo biogeoquimico do N. Como exemplo podemos citar a agricultura que faz uso
de fertilizantes e agrotoxicos que contém nitrogénio em sua composicdo; a agropecudria,
responsavel pelo lancamento de matéria organica (MOSIER, A. 2013); a atividade industrial
que libera gases contendo 6xidos de nitrogénio advindos do processo de producdo (HE, Z.
2017), e finalmente, o setor de mineracdo responsavel pela emissao de material particulado e
rejeitos de minério com alto contetdo de componentes nitrogenados como éter-aminas, que
quando em contato com 0 meio ambiente causam prejuizos (CARNEIRO, M. 2018).

Dentre os danos causados no ambiente podemos citar a eutrofizacdo de lagos, rios e
mananciais, fator que compromete a qualidade da 4gua para consumo humano (OLIVER, N. et
all. 2017). Quando se ingere agua com altas concentracGes de dxidos de nitrogénio podem
ocorrer o0 aparecimento de doengas como a metahemoglobinemia, que pode ser fatal em recém-
nascidos (FERNANDEZ, J. 2018).

Além do lancamento destes compostos diretamente nas aguas e nos solos, ocorre
também a emissdo destes no ar, causando poluigdo. Por estarem presentes no ar na forma
particulada ou dissolvida, podem sofrer processo de carreamento através da chuva e da neblina,
e retornar a superficie causando os prejuizos anteriormente citados. Quando transportados pela
chuva e pela neblina, é possivel que estes compostos se concentrem, pois, as goticulas de chuva
e neblina possuem grande area de contato devido ao seu tamanho reduzido, e o carreamento
destas goticulas por grandes distancias também favorece o enriquecimento da concentracao.
Alguns estudos relatam que a neblina possui maior potencial de concentracdo de elementos
quando comparada com a chuva (BAETA, H. 2012).

Considerando o alto potencial da presenca de compostos nitrogenados, faz-se necessario

aprimorar as etapas de métodos analiticos capazes de quantificar o nitrogénio total em amostras
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liquidas de baixo volume, como a neblina. Dentre as técnicas para quantificacdo podemos citar
o método Kjeldahl, que é ideal para matéria organica, mas ndo quantifica formas oxidadas
(APHA, 2005), o método de Dumas para nitrogénio total, que fornece resultados satisfatorios
porém é uma metodologia onerosa (METCALF, L e EDDY, H. 2003), o método da coluna
redutora de cddmio, que € um dos métodos preconizados para determinagdo de nitrogénio total
(APHA 2005), e 0 método do salicilato ou Valderrama, que é um método geralmente aplicado
para amostras de agua de superficie (MURPHY, J. e RILEY, J.1962).

Entretanto, deve-se avaliar se 0 método proposto para analise, fornece resultados
confiaveis. A avaliacdo da confiabilidade dos resultados é denominada validagdo de método, e
deve ser executada toda vez que se crie, implemente ou modifique uma metodologia analitica.
As modificacBes incluem variacdo da quantidade de amostra utilizada, mudanca de
componentes da matriz, mudanca de equipamentos ou de reagentes. A validacdo deve ser
executada por profissionais treinados, utilizando-se equipamentos qualificados e calibrados, e
os dados obtidos devem ser documentados de forma a facilitar sua rastreabilidade. Para sua
execucdo € necessario protocolo bem estabelecido com detalhamento dos parametros e
procedimentos a serem aplicados na validacdo (FDA, 2015).

Dentre os parametros da validacdo citam-se: seletividade, garantia que o analito é
quantificado sem sofrer a interferéncia de outros componentes da matriz; o limite de detecgéo
que é a menor quantidade de analito que pode ser detectada mas ndo necessariamente
quantificada; o limite de quantificacdo, parametro este que fornece a menor quantidade de
analito que pode ser quantificado com precisao e exatiddo satisfatdrias; faixa de trabalho onde
numericamente os resultados ficardo contidos e o resultado esperado se situe no meio desta
faixa, linearidade do método observada pela proporcionalidade entre a concentracdo e o sinal
fornecido; a sensibilidade, referente a variacdo do sinal obtido em relacdo a variagdo da
concentracdo e deve ser a melhor possivel; a exatidao é o quanto as concentragdes obtidas estdo
de acordo com uma concentracdo de referéncia tida como verdadeira e a precisdo que esta
relacionada com a variabilidade dos resultados levando-se em consideracdo, tempo, local e
diferentes analistas (INMETRO, 2010).

A cidade de Ouro Preto situa-se no quadrilatero ferrifero, regido responsavel pela maior
parte da producdo de minerio no Brasil, contribuindo com mais de sessenta por cento da
producéo total do pais (COELHO, T. 2012), portanto contribui ativamente na emissdo de
rejeitos que podem conter grandes quantidades de nitrogénio total provenientes por exemplo de

éter aminas usadas no beneficiamento do minério de ferro. Estes rejeitos por sua vez sao
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carreados através da chuva e da neblina, portanto faz-se necessario uma metodologia confivel
de anélise de nitrogénio total presente nestas vias de deposicao, pois esse parametro pode ser
utilizado para monitoramento tanto da qualidade do ar como prever resultados de impactos

causados pela atividade mineradora.
2. REVISAO DA LITERATURA

Poluicdo do ar é definida como emissdo antropica de gases ou material particulado em
concentragcdes suficientes para causar danos diretos ou indiretos nos seres Vvivos, Nnos
ecossistemas ou causar alteracdes estruturais e paisagisticas. Apesar das emissdes
antropogénicas serem as mais danosas aos seres vivos, as emissdes naturais também devem ser
consideradas pois impactam diretamente a composicdo atmosférica e o clima (MONKS, O.
2009).

As emissdes antropicas vém superando quantitativamente as emissdes naturais
provenientes da lixiviagdo dos solos e deposicdes atmosféricas, devido ao crescimento
populacional e consequente aumento da atividade industrial e de exploracdo de recursos
naturais como carvdo e minério. Dentre os compostos de interesse ambiental emitidos
destacam-se N, P e metais como Zn, Cu, Pb e Cd (MOLISANI, M. 2013). Segundo MOLISANI,
M. 2013, as emissBes antropicas sao responsaveis pela maior deposicdo de metais e nutrientes
nas aguas em comparacao com fontes naturais de emissao.

Segundo a organiza¢do mundial de salde, estima-se que cerca de 3 bilhGes de pessoas
ainda usam a queima de combustiveis sélidos como fonte de energia (madeira, carvdo mineral,
rejeitos de plantio, esterco animal, carvado vegetal) para uso familiar, contudo os efeitos dos
gases liberados sdo nocivos a saude resultando em cerca de 4,12 milhGes de mortes prematuras
de criancas e adultos segundo estimativas da organizacdo mundial de saide em 2012 (WHO,
2012). Dentre os poluentes atmosfericos, destaca-se o material particulado (PM), por possuir o
maior carater toxico. Ressalta-se que o diametro das particulas esta intimamente ligado ao
impacto sobre a salde, visto que particulas menores atingem mais facilmente o trato
respiratério. A queima de biomassa libera particulas menores que 2.5 pm. Estudos
correlacionando niveis de poluicdo por material particulado emitido por queima de biomassa
indicam correlacdo direta entre 0 aumento da poluicdo com incidéncia de problemas
respiratorios (CARMO, C. 2013).

Além da queima de combustiveis, a atividade mineradora também é responsavel pelo
lancamento de material particulado na atmosfera. Uma mina de exploragéo a céu aberto pode

produzir cerca de 10 toneladas de poeira por dia que sdo lancadas na atmosfera causando
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impactos na populagdo local, aléem de serem transportadas por grandes distancias impactando
regides afastadas do ponto de mineragcdo (ANDRADE, P. 2013).

A superficie da terra funciona como um depdsito para varios gases tracos e aerossois
advindos da atmosfera e como fonte de varios outros num processo de troca constante. O
entendimento deste ciclo é de suma importancia para o entendimento de perturbagdes climaticas
causadas por emissdes antropicas. Neste contexto citam-se as emissfes de compostos de
nitrogénio (Oxidados e reduzidos) que no ultimo século superaram as emissdes naturais em
pelo menos cinco vezes. Como 0 nitrogénio é um elemento limitante ao crescimento de
microrganismos em diversos ecossistemas, essas modificagdes causam um profundo impacto
na biodiversidade (ERISMAN et al., 2008 e FOWLER, D. 2009).

Associado as emissdes antropogénicas esta o aumento de material particulado e
aerossois derivados de compostos de nitrogénio, que sdo removidos da atmosfera tanto por
deposicdo Umida quanto seca. Gases e material particulado emitidos para atmosfera sdo
transportados para a superficie terrestre por deposic¢ao seca ou Umida (OLADOSU, N. 2017).
A deposicdo Umida ocorre quando a chuva dissolve o0s gases sollveis e 0s arrastam consigo. Ja
a deposicdo seca ocorre por difusdo dos gases e transporte pelo vento, retirando os componentes
da atmosfera e os depositando na superficie, processo que torna o ar atmosférico mais limpo
(RODRIGUES, R. 2009).

Os poluentes podem ser transportados por curta distancia e serem depositados na
vizinhanca sem qualquer tipo de transformacdo, ou podem sofrer processo de transporte por
longas distancias e neste caso o fator tempo é crucial e da margem para transformacéo destes
compostos antes de serem depositados na superficie. (OLADOSSU, N. 2017).

Além da chuva, a neblina também é caracterizada como via de deposi¢do imida e pode
ser definida como goticulas de dgua suficientemente pequenas para se manterem em suspensao
no ar formando nuvens que podem tocar o solo ou ndo. (SCHOOL, M.; EUGSTER, W. e
BURKARD, R. 2010). A neblina possui maior potencial de concentracao de metais e compostos
de nitrogénio devido ao tamanho reduzido das goticulas, o que propicia maior area de contato
para transferéncia de material entre o ar atmosférico e a dgua contida na neblina. De fato,
quando ambas as formas de deposicdo Umida sdo comparadas, observa-se maiores
concentracdes de metais e nitrogénio total na neblina. Em algumas regides dos Estados Unidos
por exemplo, foram encontradas concentragdes de nitrogénio e metais cerca de 200 vezes maior
na neblina, e em florestas da Alemanha essa concentracdo atingiu 1000 vezes os valores
encontrados na chuva (ZIMMERMANN, L. e ZIMMERMANN, F. 2002).
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Em Ouro Preto, regido situada no quadrilatero ferrifero onde ha intensa atividade
mineradora, foram encontrados valores altos de concentragédo de nutrientes como nitrogénio na
neblina, superando em até trinta vezes as concentragcdes observadas na chuva (BAETA, H.
2012).

2.1 Nitrogénio

O nitrogénio é elemento essencial ao ciclo de vida de todos os organismos, fazendo parte
dos componentes estruturais das células e inimeros processos bioquimicos. Outros elementos
como o ferro e metais tracos também sdo de suma importancia, porém, nitrogénio destaca-se,
visto que faz parte de todas as proteinas. As principais fontes de nitrogénio total sdo: os
compostos contendo nitrogénio, tanto de plantas quanto de animais, nitratos, nitrito e nitrogénio
atmosférico (METCALF, L. e EDDY, H. 2003).

A atividade mineradora também contribui com o carreamento de compostos contendo
nitrogénio para 0 ambiente. Do processamento do minério surgem dois produtos, o concentrado
do minério de ferro, que é utilizado como matéria prima pela industria e o rejeito contendo
subprodutos ndo reutilizaveis, como a silica e a argila, que por sua vez sédo depositados em
barragens das mineradoras. Junto a esse rejeito pode-se encontrar em altas concentragdes
compostos organicos que sdo utilizados durante o processo de flotacdo, e neste contexto
podemos citar compostos organicos contendo nitrogénio em sua estrutura, como aminas
alifaticas, mais precisamente éter-aminas que sdo responsaveis pela separacdo entre 0 minério
de ferro e a silica (SILVA, F. 2009).

Neste quadro, a deposi¢do de nitrogénio no ambiente pode ocasionar diversos impactos
como: eutrofizacdo de lagos e mananciais comprometendo sua biodiversidade, excesso de
nitrato nas aguas para consumo humano o que pode causar doengas como a
metahemoglobinemia e toxicidade do ar causando problemas respiratorios (ANEJA, V. 2001).
2.2. Formas de nitrogénio

O termo nitrogénio total refere-se a soma das seguintes formas: nitrogénio organico,
amoOnia, nitrito e nitrato. O nitrogénio organico consiste da mistura de aminoacidos, proteinas
e glicoproteinas, e podem apresentarem-se na forma soltvel ou particulada. (METCALF, L e
EDDY, H. 2003). As concentracbes de nitrogénio em amostras de agua, podem ser
determinadas pelo método de Kjeldahl (que consiste em digestdo &cida da amostra afim de
converter todo o nitrogénio organico em aménia com posterior determinacdo colorimétrica
(SILVA, L. et al, 2006)), pelo método de Dumas (que se baseia na conversdo do nitrogénio total
em N2 gasoso (METCALF, L e EDDY, H. 2003)), por meio da oxidacgao do nitrogénio total em
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nitrato e subsequente reducdo para nitrito em coluna redutora de cadmio (APHA 2005) ou
reacdo do nitrato com salicilato, formando p-nitrosalicilato (MURPHY, J. e RILEY, J.1962).

2.3. Metodologias de quantificacéo de nitrogénio total

2.3.1. Método Kjeldahl

O método Kjeldahl foi desenvolvido para determinacdo de nitrogénio organico e
amonia, ndo podendo ser utilizado na determinacdo das demais formas de nitrogénio como
azida, azina, hidrazona, semicarbazona, grupos nitrila, compostos n-nitrosos heterociclicos,
nitrito e nitrato. A técnica é dividida em semimicro Kjeldahl e macro Kjeldahl, diferenciando-
se apenas nos aparatos e nas quantidades minimas de amostra. Para amostras contendo altas
concentracdes de nitrogénio usa-se micro Kjeldahl, que pode quantificar neste caso
concentracdes da faixa de 0,2 a 2,0 mg (APHA, 2005). Por outro lado, usa-se macro Kjeldahl
para faixas menores de concentracdo, podendo ser aplicado também em amostra mais
concentradas, porém macro Kjeldahl necessita de quantidades maiores de amostra quando estas
estdo diluidas. As amostras coletadas devem ser imediatamente analisadas ap6s coletadas e em
caso de posterga das analises, deve-se acidifica-las usando-se H,SO4 e armazenar a -4°C
(APHA, 2005). As etapas do método sdo: Aquecimento da amostra na presenca de H>S04,
oxidando matéria organica a sulfato de amonia, adicdo de NaOH em excesso, que converte
sulfato de amdnia em sulfato de sodio e amonia livre. A amonia livre entdo reage novamente
com excesso de H2S04, que por sua vez, em excesso, é titulado usando-se NaOH. O esquema
resumido da equacao € o seguinte (APHA, 2005):

COMPOSTOS ORGANICOS + H,S0, —— (NH,),S0,

2NaOH
(NH4)2504, — Na2504, + 2NH3 + 2H20

2NH; + H,S0, —— (NH,),SO0,

2.3.2. Método de Dumas

A andlise quantitativa de nitrogénio pelo método de Dumas consiste no aguecimento
das amostras contendo nitrogénio juntamente com 6xido de cobre em excesso e em presenca de
CO.. Nitrogénio livre, CO> e agua sdo liberados pela reacdo assim como Oxidos de nitrogénio
de acordo com a reacdo a seguir (METCALF, L e EDDY, H. 2003):

CH+2Cu0 ——CO, + 2Cu
2H + CuO —— H,0 + Cu
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NITROGENIO + CuO —— N, + OXIDOS DE NITROGENIO

OXIDOS DE NITROGENIO + Cu —— N, + Cu0

Os Oxidos de nitrogénio formados na reagdo séo reduzidos a N2 quando passados por
uma coluna contendo cobre. O gas N> é assim coletado em tubo graduado, onde o volume de
N2 obtido é usado para se calcular a massa de nitrogénio por meio da equagdo dos gases
(METCALF, L e EDDY, H. 2003).

O método de dumas ganhou destaque quando em 1990 foram proibidos o uso de
mercurio e cadmio em laboratorios do Canada e da Australia. Ambos sdo validados por 6rgaos
internacionais, porém Dumas é o método mais preciso enquanto Kjeldahl é o mais difundido,
usual, devido & razdes de natureza comercial e possibilidade de conflitos, sendo assim adotado
pela comissdo europeia. Ndo obstante, 0 método é capaz de quantificar tanto as formas
organicas guanto as formas inorganicas do nitrogénio, porém com a desvantagem do alto custo
de implantacdo do método (MULLER, J. 2017).

2.3.3. Coluna redutora de cadmio

O método da coluna redutora de cadmio baseia-se na reducdo quantitativa dos ions
nitrato para ions nitrito na presenca de cadmio, portanto, nitrogénio organico e aménia devem
ser convertidos previamente em nitrato. A parte principal da técnica consiste em se passar a
solucdo contendo os ions nitrato, por uma coluna de vidro preenchida com granulos de cadmio
tratados com sulfato de cobre. O N-NOzs" sofre uma reacdo de diazotizagdo com sulfanilamida
e depois conjugado com N-(1-naftil)-dihidrocloreto de etilenodiamina, o composto de
coloragdo rosa € entdo determinado colorimetricamente. O limite de detec¢do da técnica é 10
ug/L podendo quantificar um maximo de 1000 pg/L (APHA, 2005).

2.3.4. Método de Valderrama

O método de Valderrama se baseia na oxidagdo simultanea dos compostos nitrogenados
em um meio basico, através de um sistema acido bdrico hidroxido de sodio. Apos oxidacéo dos
compostos de nitrogénio das amostras, a nitrato, pode-se inferir as concentracfes de nitrogénio
através da quantificagdo de um composto formado pela reacdo do nitrato com salicilato de
sodio, formando p-nitrosalicilato, de cor amarela, que pode ser quantificado por
espectrofotometria a 420 nm. O método é adequado para concentra¢fes de100 a 2000 pg/L de
N-NOs” (MURPHY, J. e RILEY, J.1962).

Além das técnicas oficiais j& em uso, podemos citar também métodos ndo destrutivos e

mais sofisticados com precisdo e exatiddo comprovadas como a analise por ativacao de fotons
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baseado em emissdo de raios gama durante a transicdo de N4 para N**. Cromatografia liquida
e absorc¢do atomica (MADLIKOVA, M. 2018).

Neste contexto, visando o desenvolvimento e implementacdo de metodologias
analiticas, deve-se avaliar se 0 método ¢é eficiente e realiza aquilo que se propGe. Esse Processo
de avaliacdo é denominado validagdo. Alguns Pardmetros de validacdo que devem ser
averiguados durante implementacdo sdo: seletividade e especificidade, limites de deteccédo e

quantificacéo, faixa de trabalho e linearidade, precisao e exatiddo (FDA, 2015).
2.4. Parametros de Validacéao

2.4.1. Seletividade

A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo,
excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros compostos de propriedades
similares que possam estar porventura presentes, distinguindo-os do composto de interesse
(ANVISA, 2017). Para se testar a seletividade de um determinado método analitico, pode-se
usar diversas abordagens dentre as quais podemos citar adicdo de padrdo na matriz e
comparacao dos resultados com outra técnica comprovadamente especifica (FORTI, M. 2011).

Ainda segundo FORTI, M. 2011, o método da adicéo de padrdo é usado quando néo €
possivel obter a matriz livre da substancia de interesse. Para se proceder desta forma,
constroem-se duas curvas analiticas, em que uma delas esta presente apenas a substancia de
interesse e na outra a substancia de interesse adicionada na propria matriz. Apds a confec¢édo
das curvas analiticas, sobrepde-se ambas e se elas forem paralelas fica comprovada a
seletividade do método por ndo haver interferéncia dos componentes presentes na matriz. Ja no
teste de seletividade usando técnicas alternativas, pode-se usar por exemplo espectrometria de

massas e ressonancia magnética (FORTI, M. 2011).

2.4.2. Limite de Deteccéo (LD)

Limite de deteccdo é a menor concentracdo dos analitos que pode ser detectada pelo
método em analise, mas ndo necessariamente quantificada; estd diretamente relacionada com
ruidos inerentes ao método e sinais relativos a brancos de amostras. O Limite de deteccdo pode
ser obtido de varias formas dentre as quais pode-se destacar trés: método visual, método relagéo

sinal-ruido, método baseado em pardmetros da curva analitica (RIBANI, M. 2004).

2.4.2.1. Método visual

E utilizado para determinar o limite de deteccdo utilizando a matriz com adicdo de

concentracdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre
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ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragdo detectavel (RIBANI, M. 2004).
Para a validacéo de um método analitico, normalmente é suficiente fornecer uma indicagdo do
nivel em que a deteccdo do analito pode ser distinguida do sinal do branco (INMETRO, 2010).

Quadro 1 - Férmulas utilizadas para o limite de detec¢édo
Matriz Célculos Observacoes
LD= X+t (n-1,1-0)-S

Sendo:

X: média dos valores dos A média e o desvio padrédo

brancos da amostra. amostral dos brancos da amostra
sdo dependentes da matriz.

Branco da amostra

t: distribuicdo de student Vélido somente quando os valores

dependente do tamanho da dos brancos apresentarem desvio

amostra e do grau de padrdo amostral diferente de zero

confianca

S: desvio padréo amostral dos
brancos da amostra
LD= (0+t(n-1,1-0).)-S

Sendo:

t: distribuicéo de student A menor concentracdo aceitavel é
dependente do tamanho da aquela tida como a concentragéo
Branco da amostra com a3mostra e do nivel de confianga mais baixa para a qual um grau de
menor adicdo aceitavel incerteza aceitavel pode ser

do analito alcancado

S: desvio padrdo amostral dos
brancos com adicdo dos analito
até deteccédo

Fonte: Adaptado de INMETRO, 2010.
E fundamental que avaliacBes independentes sejam realizadas em amostras com

concentragdo igual ao limite de deteccdo determinado. E recomendado um minimo de 7
replicatas para a determinacéo do LD. Por exemplo, no caso de se analisar 7 aliquotas, temos
7-1 = 6 graus de liberdade de uma matriz de branco da amostra com adi¢cdo da menor
concentracdo aceitavel do analito. Para esses graus de liberdade, o valor de t unilateral, para
99% de confiancga é 3,143. O LD sera igual a 3,143 vezes o desvio padrdo amostral. O método
analitico deve ser especificado e o LD para cada analito deve ser expresso nas unidades

apropriadas, de acordo com o preconizado no método analitico.
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2.4.2.2. Método da relacao sinal-ruido

Em metodologias cujo o sinal analitico apresenta ruido da linha de base, pode-se
estabelecer uma concentracdo minima em que este ruido € equiparavel ao sinal de brancos
analiticos e amostras contendo concentragfes minimas da espécie em analise. Este parametro

pode ser estimado também como sendo 3 vezes o sinal da linha de base.

2.4.2.3. Método baseado em parametros da curva analitica

De acordo com INMETRO, 2010, o limite de detec¢do pode ser expresso como a razéo
entre a estimativa do desvio padrdo dos brancos ou do coeficiente linear da equacdo e o
coeficiente angular da curva analitica. Nos calculos dos desvios deve-se construir curvas
analiticas a partir da matriz contendo o composto de interesse na faixa de concentracdo mais
baixa detectavel. A formula para o desvio é apresentada abaixo, onde s representa o desvio
padrdo dos brancos ou coeficiente linear e S a inclinacdo da reta ou coeficiente angular da curva
analitica (INMETRO, 2010):

LD = 3,3 >
=0, xS

2.4.3. Limite de Quantificacdo (LQ)

Entende-se como limite de quantificacdo de um determinado procedimento analitico, a
menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com precisdo e exatidao satisfatdria
(ANVISA, 2017). Para efeitos praticos pode ser entendido como a menor concentracdo dos
padrGes da curva analitica. Este limite, apds ter sido determinado, deve ser testado com
amostras independentes, para averiguar se a tendéncia e a precisdo conseguidas sdo
satisfatorias. O LQ pode ser expresso como o valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 vezes
0 desvio padrdo dos mesmos, ou ser obtido experimentalmente de acordo com o laboratorio.
Em anélises inferiores a 100 ppm admite-se como LQ o ponto de menor concentragéo da curva

analitica.

2.4.4. Linearidade e Curva de Calibracéo

Segundo ANVISA, 2017 a linearidade representa a capacidade do método em oferecer
respostas diretamente proporcionais a concentracao dos analito, dentro de uma faixa de trabalho
determinada, geralmente esta faixa é iniciada pelo limite de quantificacdo e termina na
concentragdo maxima em que 0 método gera respostas com o menor grau de incerteza. A curva
de calibracdo apresenta os dados estatisticos de interse¢do, da equacdo de regressdo linear, o

coeficiente de correlacdo ou de determinagéo e a concentracdo estimada das solugdes padréo.
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Para se garantir um minimo de desvio das respostas analiticas obtidas pela curva de calibracéo,
recomenda-se um minimo de cinco valores de concentracdo dentro da faixa de trabalho

(BRITO, M. 2003). A equacéo da reta € apresentada a seguir:

y=ax+b
Onde: Y=resposta medida (Absorbancia)
X = concentragao
a = coeficiente angular (sensibilidade)
b = intersecdo com o eixo y, quando x =0

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios
em funcdo da concentrac¢ao do analito ou entdo calculada a partir da equacédo da regresséo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente de correlacdo linear (R) é
frequentemente usado para indicar o quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo
matematico, ou seja, a linearidade pode ser demonstrada pelo coeficiente de correlacdo da curva
de calibracdo, que ndo deve ser estatisticamente diferente de 1, observando-se que a inclinagéo
da reta seja diferente de zero. No caso, segundo BRITO, M. 2003 considera-se:

R=1 Correlacdo Perfeita
0,91<R<0,99 Correlacdo Fortissima
0,61<R<0,90 Correlacdo Forte
0,31<R<0,60 Correlacdo Média
0,01<R<0,30 Correlagdo Fraca

R=0 Correla¢do Nula

2.4.5. Sensibilidade

A sensibilidade (S) é a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianca, duas concentracfes proximas. Sob o ponto de vista préatico, a sensibilidade constitui
o coeficiente angular do grafico analitico, expresso como coeficiente entre a varia¢éo do sinal

obtido (dy) pela faixa de concentragéo correspondente (dx) (RELACRE, G. 2000):
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_dy

= ux

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentracao do analito causa grande
variacdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do
procedimento analitico gerar varia¢do no valor da propriedade monitorada ou medida, causada
por pequeno incremento na concentracdo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se
comum o uso erréneo desse termo para designar método com baixo limite de deteccdo (BRITO,
M. 2003).

2.4.6. Exatidao
A exatidao associada a processos analiticos € numericamente demonstrada através da
tendéncia, e esta consiste em comparar os valores obtidos nos experimentos com valores

adotados como verdadeiros, e € expressa em forma de porcentagem através da equacéo:

valor esperado

100
valor observado

A tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa
combinagdo de componentes de erros aleatdrios e sistematicos (NEVES, M. 2017). Os
principais guias de validacdo preconizam que os valores adotados como verdadeiros sejam
obtidos das seguintes formas: comparacdes interlaboratoriais, uso de substancias e materiais de
referéncia e através de ensaios de recuperagdo (INMETRO, 2010).

As substancias quimicas e materiais de referéncia sdo denominados MRC e séo
fornecidos por 6rgdos regulatérios como IRMM (Institute for Reference Materials and
Measurements) e NIST (National Institute of Standards and Technology), dos Estados Unidos
da Ameérica e possuem concentracdo ou outra grandeza, comprovadas com um indice de
incerteza associado (RELACRE, G. 2000).

J& em comparagdes interlaboratoriais, o valor de referéncia é obtido por uma
metodologia previamente validada e comparado com o valor obtido nos experimentos a serem
validados. O terceiro ensaio trata-se dos testes de recuperacdo que consistem em se avaliar a
exatiddo do método atraves da fortificacdo de amostras reais com o analito de interesse, neste
caso a resposta analitica obtida é comparada com a resposta do analito isolado na mesma

concentragdo adicionada, seguindo a formula:
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valor obtido — valor real
Re% = x 100
valor real

Esta comparacéo reflete a quantidade de determinado analito, recuperado no processo,
em relacdo a quantidade real presente na amostra. As fortificacdes devem ocorrer em pelo
menos trés niveis de concentracdo da faixa de trabalho, baixo, médio e alto, e de forma a usar

a menor quantidade adicionada para ndo alterar a matriz da amostra (BRITO, M. 2003).

2.4.7. Precisao

O INMETRO, 2010 destaca que dentre os parametros para se analisar a precisao, a
repetitividade é o primeiro requisito a ser cumprido. Para analise da repetitividade os seguintes
pontos devem ser considerados: mesmo procedimento, mesmo observador, mesmos
instrumentos, mesmas condic¢Bes, mesmo local e repeticbes no menor espaco de tempo possivel.
Resultados satisfatorios de repetitividade sdo obtidos por meio do coeficiente de varia¢do ou
desvio padrdo relativo (DPR), que deve apresentar valores baixos em termos da dispersao dos

resultados. O coeficiente de variacdo é calculado atraves da seguinte formula:

DP
CV% = DPR = 573 x 100

Onde: CV= coeficiente de variacdo

DPR= desvio padrdo relativo

M=Meédia dos resultados.

Um segundo ponto de andlise da precisdo de métodos analiticos segundo FORTI, M.
2011, é a avaliacdo da precisao intermediaria, definida como precisdo dos resultados obtidos
em uma mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando 0 mesmo método, no mesmo
laboratdrio, mas variando as seguintes condic¢des: Analistas, equipamentos e tempos. Pode ser
expressa por meio da analise do coeficiente de variacao.

Para obtencdo destes dados de validacdo, deve se ter protocolo preestabelecido e
aprovado, com toda descricdo da metodologia e todos os parametros avaliados com seus
respectivos critérios de aceitacdo, alem do uso de materiais e instrumentos calibrados e
certificados (USA FDA, 2015).

3. OBJETIVO GERAL

A partir do Método de Valderrama para quantificacdo de nitrogénio total em agua,

elaborar um procedimento para quantificagdo de nitrogénio total em amostras de chuva e

neblina consideradas, em geral, como de baixa concentragéo.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar protocolo de anélise de nitrogénio total em via imida

¢ Validar metodologia analitica para determinacéo de nitrogénio total em via imida

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes e solucdes
Preparo de solucéo de hidroxido de sodio 1M

Pesou-se em um béquer de 100mL 20,20 g de hidroxido de sodio (NaOH P.A.
micropérolas BIOTEC, 99,0%). Adicionou-se agua até a dissolucdo. Transferiu para baldo
volumétrico de 500 mL com o auxilio de um bastdo de vidro e completou-se com agua
ultrapurificada.

Preparo do reagente oxidante.
Dissolveu-se 50 g de persulfato de potassio (K2S20g P.A. Synth 99,0%) e 30 g de acido

borico (HsBOs P.A. Synth 99,8%) em 350 mL de hidroxido de sodio 1M. Transferiu-se para
baldo volumétrico de 1 L e completou-se com agua ultrapurificada.
Preparo da solucéo padrao de nitrogénio de nitrato (N-NOs3")

Pesou-se 0,7220 g de KNOgs, previamente seco em estufa (Fanem CLL) a 110°C em
balanca analitica (Shimadzu AY720), com auxilio de vidro de rel6gio, em seguida transferiu-
se 0 material para um béquer de 200 mL, Transferiu-se para baldo de 1 L e completou-se com
agua ultrapurificada. A solugdo final contem 100.000 pg/L de N-NO3).

Preparo da Solucéo de tartarato de sédio e potassio-hidréxido de sddio

Dissolveu-se 400 g de hidréxido de sédio (NaOH P.A. micropérolas BIOTEC, 99,0%)
em menos de 1 L de agua ultrapurificada, aguardou-se o resfriamento e adicionou-se
imediatamente 50 g de tartarato de sodio e potassio. Homogeneizou-se até completa dissolucéo
e aferiu-se até 1 L com agua ultrapurificada.

Preparo das amostras e da curva de calibracéo.

Amostras de chuva e neblina foram coletadas no Parque Estadual do Itacolomi e no
Campus da Universidade Federal de Ouro Preto, por meio de coletores passivos de chuva e
neblina, estocadas em freezer -4 °C e descongeladas em temperatura ambiente por cerca de 24
horas antes das analises. Transferiu-se 135 mL das amostras para frascos de cultura, adicionou-
se 27 mL do reagente oxidante e autoclavou-se por 30 minutos a 120 °C 1.2 atm. Apds
resfriamento, fracionou-se em porc¢des de 50 mL em erlenmeyers identificados, adicionou-se 2

mL de solucéo de salicilato de sédio e evaporou-se a 100 °C em estufa; apds secura, adicionou-
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se 1 mL de &cido sulfurico concentrado ao residuo dos erlenmeyers distribuindo por todo o
fundo. Adicionou-se 50 mL de agua ultrapurificada, agitou-se o frasco até a dissolugdo do
residuo. Logo em seguida adicionou-se 7 mL de solucdo de tartarato de sodio e potassio,
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL completando com agua ultrapurificada. A
absorbancia das amostras foi obtida em 412 nm. As solucdes padréo das curvas de calibracéo e

demais solucéo-teste foram processadas da mesma forma que as amostras.

5.2. Varredura do comprimento de onda

Para varredura do comprimento de onda, foi utilizada solucéo diluida com concentracéao
de N-NOsz de 1200 pg/L obtida a partir de solugdo estoque de nitrato de potéssio na
concentracdo de 100 mg/L. realizou-se varredura para determinagdo do comprimento de onda
onde ha maior absor¢ao na faixa de comprimento de onda (A) visivel. A varredura foi realizadas
utilizando-se cubetas de quartzo, de 1 cm de diametro. O espectrofotdmetro utilizado foi o

Evolution 60, que fornece varredura automatizada do comprimento de onda.

5.3. Seletividade

A seletividade do método foi determinada pelo efeito matriz. Foram preparadas solucdes
de nitrato de potassio (KNOs) a partir de solucdo estoque de 100 mg/L de N-NOs™, nas
concentragfes de 150, 1200 e 2400 pg\L utilizando-se agua ultrapurificada como solvente.
Estas mesmas concentraces foram preparadas utilizando-se neblina como solvente. Pipetou-
se 150, 1200 e 2400 pL em baldo de 100 mL e completou-se com amostra de neblina. Procedeu-

se com a determinagéo de nitrogénio total.

5.4. Limite de deteccéo

O limite de deteccgdo foi estipulado através do desvio padrdo da andlise de 7 replicatas
de brancos, pelo método da relacédo sinal ruido. Os valores foram obtidos em dias diferentes de
experimento, totalizando um ndmero minimo de sete amostras em triplicata. (INMETRO,
2010).

5.5. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo foi estipulado através da curva de calibracdo, sendo este a
menor concentracdo da faixa de trabalho (INMETRO 2010).
5.6. Linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade

Para o teste de linearidade e sensibilidade, foram testados valores entre 150 e 2400 pg/L
de N-NOs". A partir de uma solugéo estoque de 100 mg/L, preparou-se solucgéo de trabalho (S2)

de 1000 pg/L diluindo-se 2,5 mL de S1 em baldo de 250 mL, realizou-se dilui¢bes sucessivas
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a fim de se obter os valores de concentragfes da curva padrdo, com excecdo das solugdes de
1200 e 2400, que foram preparadas diretamente a partir de S1, de acordo com a tabela 1.

Tabela 1 - Diluic6es referentes & curva padrao de nitrato

ConcentracGes pg/L Diluicao
150 15 mL da S2 para 100 mL de H20
300 30 mL da S2 para 100 mL de H»0
600 60 mL da S2 para 100 mL de H-0
900 2,25 mL da S1 para 250 mL de H20
1200 3 mL da S1 para 250 mL de H20
2400 6 mL da S1 para 250 mL de H20

5.7. Exatidao

Amostras de neblina fortificadas com nitrato foram utilizadas para o teste de exatid&o.
Foi utilizada como matriz, neblina contendo 2279,67 ug/L, adicionadas de 150 pL, 1200 pL e
2400 pL de nitrato de potassio. Em paralelo foi preparado solugdes de nitrato de potassio a

partir da solucdo estoque nas concentracfes de 150, 1200 e 2400 pg/L.

5.8. Preciséo
A precisdo do método foi avaliada utilizando-se dados de absorbancia obtidos nas
replicatas referentes aos pontos da curva padréo, levando-se em consideracdo dias diferentes de

analise (Repetitividade).
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Elaboracédo de protocolo de anélise de nitrogénio total.

As amostras de neblina sdo de dificil coleta e por isso nem sempre fornecem quantidades
suficientes necessarias aos testes. Por se tratar de amostras com baixas concentracfes de
nitrogénio total, faz-se necessario o uso de quantidades maiores de amostra para que 0 método
espectrofotométrico seja capaz de quantificar. Ndo foi possivel obter na literatura quantidades
usadas na determinacdo de nitrogénio total, portanto foram propostas duas quantidades iniciais,
25 e 50 mL de amostra para o teste.

Para 25 mL (Tabela 2) o método mostrou-se pouco preciso, fornecendo valores
discrepantes de absorbancia, devido a grande quantidade de etapas de tratamento das amostras,
que ocasionaram perdas, oxidag¢do incompleta dos compostos de nitrogénio e principalmente a

concentracédo baixa das amostras da ordem de ppb. Obtiveram-se respostas precisas com 0 uso
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de 50 mL de amostra (Tabela 3). Como as leituras foram realizadas em triplicata usou-se um
minimo de 150 mL de amostra por teste, quantidade esta que nem sempre foi possivel se obter
sendo necessaria diluicdo das amostras com agua purificada. Procedeu-se diluicdo, quando
necessario, utilizando pipetas e baldes volumétricos, sendo fornecido um fator de diluicdo que

foi multiplicado ao valor da concentragéo final das amostras.

Tabela 2 - Precisdo dos resultados tomando-se 25 mL de amostra

Concentracdo pg/L Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média 5:;;’5:8 CV %
150 0,039 0,028 0,023 0,03000 0,00668 22,28
300 0,051 0,017 0,006 0,02467 0,01915 77,65
600 0,025 0,031 0,020 0,02533  0,00450 17,75
900 0,053 0,037 0,047 0,04567 0,00660 14,45
1200 0,082 0,210 0,060 0,11733 0,06614 56,37

Abs - Absorbancia
Tabela 3 - Precisdo dos resultados tomando-se 50 mL de amostra

Concentracdo pg/L Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média Eaej;/é:g CV%
150 0,055 0,061 0,058 0,05800 0,00245 4,22
300 0,119 0,121 0,119 0,11967  0,00094 0,79
600 0,246 0,246 0,240 0,24400 0,00283 1,16
900 0,353 0,355 0,550 0,41933  0,09240 22,03
1200 0,498 0,455 0,462 0,47167 0,01884 3,99

Abs - Absorbancia

A elaboracéo do procedimento operacional padréo referente a analise de nitrogénio total
em amostras de neblina foi realizada utilizando-se metodologia usualmente aplicada na
limnologia, descritas na literatura (VALDERRAMA, J. 1981 et all) levando-se em
consideracao os equipamentos e estrutura oferecidos pelo Laboratério de Ecologia Aquética da
Universidade Federal de Ouro Preto. Realizaram-se adaptacGes no método descrito por
MURPHY, J. e RILEY, J.1962, pois trata-se de um método de determinacdo simultanea de
fosforo total e nitrogénio total, porém a determinacdo de fdésforo total oferece melhor
sensibilidade e facilidade na execucéo, portanto foi elaborado um protocolo a parte, além do
fato da determinacdo de fosforo demandar quantidade de amostra muito menor que a
determinacdo de nitrogénio total. Apds correcdes nas quantidades de amostra utilizadas, o
protocolo foi elaborado e posteriormente executado por usuérios do laboratério, utilizando-se
amostras de chuva e neblina. Os valores de concentracdo obtidos sdo demonstrados na tabela
4,
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Tabela 4 - Valores de concentracdo obtidos ap6s implementacéo de protocolo

Amostras Concentragdo pug/L.  Desvio padréo CV%
Lagoa seca 06/10/17 2330,35 0,01080 2,5415
Lagoa seca 23/06/17 1694,18 0,00249 0,8064
Lagoa seca 21/07/17 1710,68 0,00450 1,4398
Chuva OP 27/04/17 707,83 0,00531 3,8037
Chuva OP 18/04/17 1119,50 0,03102 13,9712

6.3. Validacdo da métodologia

6.3.1. Varredura do comprimento de onda ()

O comprimento de onda utilizado deve ser aquele em que a espécie quimica mais
absorve a energia radiante, para evitar oscilagdes e erros nas leituras e melhorar a sensibilidade.
De acordo com MURPHY, J. e RILEY, J.1962, o composto p-nitrosalicilato absorve em 420
nm. Experimentalmente obteve-se o pico maximo de absorbancia em 412 nm, do composto

majoritario formado na reacao.

Figura 1 - Pico relativo ao comprimento de onda de maior absorg¢do. Fonte: Prdprio autor

6.3.2. Limite de quantificacéo
O limite de quantificacdo foi estabelecido em 150 pg/L. De acordo com INMETRO,
2010, para quantificacdo de elementos tracos, usa-se como limite de quantificacdo o ponto de
menor concentracdo da curva analitica, porém este valor deve ser obtido experimentalmente
por brancos fortificados com o analito. Para solucBes enriquecidas com nitrato nas
concentragdes abaixo de 150 pg/L, os valores das absorbancias ndo foram diferentes dos valores
dos brancos.
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6.3.3. Limite de deteccdo
Utilizou-se a relacdo sinal ruido dos brancos para determinagédo do LD, sendo o limite

de detecgdo estabelecido pela formula LD= (0+t(r-1,1-0)-).S, onde S representa o desvio padréo das
7 medidas dos brancos, mostrado no quadro 1 (INMETRO, 2010). O limite de deteccdo foi
determinado para 95% de confianca para 7 replicatas. A absorbancia foi zerada no

espectrofotdbmetro utilizando-se dgua ultrapurificada.

Quadro 2 - Valores de absorbancia dos brancos obtidos em dias diferentes de experimento
Dial | Dia2 @ Dia3 | Dia4 | Diab | Dia6 | Dia7 | Desvio | Media

0,062 0,06 0,067 | 0,0/8 | 0,063 | 0,068 | 0,0/0 0,0068230,065429

Usando-se o valor de t (student) para n-1 replicatas obteve-se o valor de 0,017 de absorbancia,
ou seja, o limite de detecc¢do estipulado para 0 método, representou o valor de concentracdo
correspondente a 2 pg/L, segundo a equacgéo a seguir obtida nos estudos de linearidade.

y = 0,0004x + 0,0178

6.3.4. Faixa de trabalho, linearidade e curva de calibracéo

Foi estabelecido como faixa de trabalho as concentragdes entre o limite de quantificacdo
de 150 pg/L e o valor de 2400 pg/L, nesta faixa 0 método apresentou linearidade com
coeficiente de determinacdo maior que 0,99. O CONAMA estabelece como nivel méximo
permitido para ecossistemas 1énticos, 1270 ug/L de nitrogénio total, valor ao qual os resultados
ficaram mais proximos, portanto foi adotado como ponto médio da faixa de trabalho. A
linearidade do método foi obtida usando-se célculo da regressao linear, por meio do calculo dos
minimos quadrados. A curva de regressao linear mostrada na figura 2, foi obtida em triplicata,
em trés dias diferentes, totalizando nove replicatas por ponto, sendo os valores expressos por

meio da media das concentragdes.

30



Curva de calibracao
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Figura 2 - Curva de calibracgdo e coeficiente de determinacgéo. Fonte: Proprio autor

6.3.5. Seletividade

De acordo com o guia de validacdo de métodos do INMETRO, a matriz da amostra é
passivel de apresentar interferentes que comprometem o desempenho da medicdo, podendo
aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também pode depender da concentracao
(INMETRO, 2010).

Seletividade
1,200
y = 0,0003x + 0,2762
----- 2 =
000 | e R"=0,9738
C_G ........
S oen e
o0 .
«w e
Doe0 LT
o e y = 0,0002x - 0,0021
DD nn | ettt e ® 2 _
80400 o LT e R2 = 0,9999
0,200 | e @
0,000 @
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Concentracao ug/L

Figura 3 - Perfil de seletividade do método mostrando efeito da matriz em concentragdes baixa, média e

alta. Fonte: Préprio autor
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Tabela 5 - Valores de absorbancia dos padrdes e da matriz fortificada com concentracdes conhecidas de

nitrogénio
Concentracdo ~ Absorbancia média dos padrbes Absorbancia média fortificada
150 0,028 0,366
1200 0,226 0,614
2400 0,461 1,131

De acordo com o grafico mostrado na figura 3, concluiu-se que a matriz interferiu nas
concentracdes adicionadas, superestimando mais visivelmente na maior concentracao
adicionada (2400 pg/L), este efeito causou diferenca na inclinagdo da reta de calibracdo. Para
garantir a seletividade do método € necessario que a reta obtida pelos padrBes seja paralela &
reta construida na matriz, ou seja, devem apresentar o mesmo coeficiente angular (DE PAULA,
F, 2003), portanto o método apresentou baixa seletividade em altas concentracées, devido &

interferentes presentes na neblina que superestimam a concentracdo de nitrogénio total.

6.3.6. Sensibilidade

A sensibilidade do método foi obtida a partir do coeficiente angular da curva de
calibracdo. Valores altos significam que um pequeno incremento na concentracdo do analito
gera uma grande variacdo na absorbancia e o valor baixo deste coeficiente significa que é
preciso uma variacdo muito grande na concentracdo do analito para gerar uma resposta
observavel na pratica. Na tabela 6 sdo apresentados os valores médios dos coeficientes
angulares obtidos em diferentes dias, em triplicata e respectivo desvio padrdo. O valor de
sensibilidade apresentou-se baixo, sendo necessarios grandes incrementos na concentracdo do
analito para gerar variacdo perceptivel na absorbancia. Uma das limitacGes da sensibilidade do
método € a concentragdo baixa do analito da ordem de microgramas por litro (ppb). Outro fator
que acarretou a baixa sensibilidade do método foi prépria limitagdo do espectrofotémetro,
porque os dados de absorbancia sdo mostrados com trés casas decimais, e de acordo com 0
coeficiente angular, o incremento de 1 pug gerou uma diferenca de 0,0004, ou seja, precisou-se

de pelo menos uma variacgdo de 2,5 g para gerar uma resposta de absorbancia de 0,001.

Tabela 6 - VValores de sensibilidade obtidos a partir das curvas de calibracdo em dias diferentes.
Coeficiente de

Experimento Curva de regresséo determinacéo (R?) Coeficiente angular
NT dia 1 y=0,0004x + 0,0013 0,9994 0,0004
NT dia 2 y=0,0002x + 0,0022 0,9990 0,0002
NT dia 3 y=0,0004x + 0,0013 0,9994 0,0004

NT — Nitrogénio total
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6.3.7. Exatidao

A exatiddo deve ser verificada a partir de, no minimo, nove determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentracdes: baixa, média
e alta, com trés réplicas em cada nivel (ANVISA, 2016).

A vantagem de se testar exatiddo por meio da recuperacdo é que ndo existe um MRC
como amostra complexa de neblina e chuva, apenas nitrato isolado, portanto a recuperacao €
mais representativa que o teste com material de referéncia certificado (MRC). Segundo BRITO,
N. 2003, para analitos na faixa de concentracdo de 0,001 - 0,00001%, sdo aceitaveis valores de
recuperagéo na faixa de 80 a 110%. De acordo com a tabela 7 pdde-se inferir que a exatiddo do
método foi comprometida quando se trabalhou com valores nas extremidades da faixa de
trabalho. Para a matriz enriquecida na concentragdo de 150 pg/L observou-se uma supressao da
concentracdo adicionada para menos que 80% e para o enriquecimento de 2400 ug/L houve
acréscimo no sinal maior que 110%. Porém para concentragdes no meio da faixa de trabalho o

método apresentou exatidao satisfatdria.

Tabela 7 - Exatiddo obtida a partir da recuperacdo do analito em trés diferentes niveis de concentracéo

Con_cgntragao Concentragdo da Concentracdo Obtida Recuperagéo %
adicionada amostra
150 2279,67 1784,67 73,45
1200 2279,67 3021,33 86,83
2400 2279,67 5606,33 119,80

6.3.8. Precisdo
A precisdao do método foi avaliada pela repetitividade com intervalo de 7 dias, tempo
minimo necessario para execucdo das etapas do meétodo, mantendo-se inalterados:

Procedimento, analista, local, equipamentos e materiais.

Tabela 8 - Representacdo da precisdo do método através da repetitividade

Dia 1l
Concentracdo ug/L. Abs1l  Abs?2 Abs 3 Média Desvio CV %
150 0,027 0,025 0,033 0,02783 0,00340 12,21
300 0,051 0,052 0,047 0,04950 0,00216 4,36
600 0,110 0,108 0,095 0,10383 0,00665 6,40
900 0,162 0,165 0,138 0,15450 0,01208 7,82
1200 0,190 0,231 0,181 0,20017 0,02176 10,87

33



Dia 2

Concentracdo pg/LL. Abs1  Abs?2 Abs 3 Média Desvio CV %
150 0,019 0,033 0,009 0,02033 0,00984 48,41
300 0,058 0,042 0,031 0,04367 0,01109 25,39
600 0,133 0,133 0,091 0,11900 0,01980 16,64
900 0,117 0,103 0,096 0,10533 0,00873 8,29
1200 0,189 0,232 0,201 0,20733 0,01812 8,74

Abs — Absorbancia

Segundo BRITO, N. 2003, séo aceitaveis coeficientes de variacdo da ordem de 16-20%
para elementos tragos (<100 mg/L). Observou-se na tabela 8 que o desvio padréo relativo das
amostras diluidas de 150 pg/L e 300 pg/L tendeu para valores acima de 20%, portanto o método
foi impreciso para amostras com baixas concentracdes, sendo necessario expressar as
concentracgdes finais destas amostras juntamente com seus coeficientes de variacdo, porém esta
alta variacdo ndo limitou as andlises, visto que as concentragdes de nitrogénio total encontradas
nas amostras de neblina e chuva coletadas em Ouro Branco e Ouro Preto encontraram-se em

concentragdes acima de 1200 pg/L.
7. CONCLUSAO

O meétodo mostrou se linear, seletivo para concentrac@es baixas e médias, preciso para
concentragOes acima de 300 ug/L e exato para concentracdes médias. Futuros trabalhos serdo
realizados para averiguar o rendimento das reacdes de oxidacdo com persulfato e por fim sera
conduzido um estudo comparativo entre concentracdes de nitrogénio total nas vias de deposigédo

Umida da regido do quadrilatero ferrifero.
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1.328 15600 1.729 2093 2.540
1325 1497 1.726 2086 2529
1323 1494 1721 2080 2518
1321 1492 1717 2074 2508
1.319 1489 1.714 2069 2500
1.318 1487 1.711 2064 2493
1.316 1485 1.708 2060 2486
1315 1483 1.706 2056 2479
1314 1482 1703 2052 2473
1313 1480 1701 2048 2468
1.311 1479 1.699 2045 2463
13100 1477 1.697 2042 2458
1.303 1468 1.684 2021 2434
1.299 1462 1.676 2000 24M
1.296 1458 1.671 2000 2391
1.294 1456 1667 1.994 2381
1292 1453 1664 1990 23T
1291 1452 1.662 1987 2.369
1.2000 1451 1.660 1984 2365

-y

=y

-y

1.282 1440 1645 1.960 2327

Dt

0.m
0.005

63.67
9.520

4.506
4.030
3.707
3.500
3.356
3.250
3170
3.106
3.055
3.013
2.9%7
2.7
2.921
2.500
2.879
2.861
2.846
2.832
2,519
2.808
2.797
2.7E8
2.779
am
2.764
2.757
2.750
2.705
2.678
2.661
2.648
2.639
2.632
2.626

00.8%

(.02
0001

19.65
0937
T.115
5876
5201
4.7T83
4.500
4247
4.144
4.025
3.930
3 852
3. mE8
3.733
3687
3646
3611
3.580
3.552
3528
3505
3.485
3467
3.451
3435
34
3409
3.397
3386
3a0r
3.262
3232
Im
3.196
3.184
3174

3.041

0.001

(0005

26.30
12.39
B.499
6.835
5.046
5.403
5.039
4.780
4.586
4.437
4.318
4.2
4141
4.073
4.015
3.965
3.922
3884
3.850
3.820
3.752
3.768
3. 746
3.725
3.707
3.600
3.674
3.660
3.646
3551
3.456
3460
3435
3417
3.402
33m

3.291
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CERTIFICADO DE CORREGAO

Certifico que a discente George Alberto Dlas, nimero de matricula 12.1.2172,
defendeu a Monografia intitulada “Validacdo de métado analitico para
determinacao de nitrogénio total em amostras de chuva e neblina.”. em
29 de Navembro de 2018 € REALIZOU TODAS AS CORRECOES REQUERIDAS
PELA COMISSAQ AVALIADORA.

Ouro Preto, 2. ! i /2018
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