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RESUMO 

 

A determinação de nitrato em matrizes aquosas é de extrema importância para a 

saúde pública e preservação ambiental, dado o risco de desenvolvimento de 

condições médicas, como a metemoglobinemia, e à ocorrência de processos de 

eutrofização. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo validar um 

método analítico espectrofotométrico baseado na reação com 2,6-dimetilfenol (DMP), 

conforme a norma DIN 38405-9, utilizando kits de testes prontos comerciais no 

Laboratório de Análises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da Universidade de Caxias 

do Sul. A validação seguiu as diretrizes do documento orientativo DOQ-CGCRE-008, 

avaliando seletividade, efeito matriz, linearidade, exatidão, limites de detecção (LDM) 

e quantificação (LQM), precisão intermediária (R&R) e comparação interlaboratorial. 

O método mostrou-se seletivo na ausência e presença das matrizes de água bruta, 

tratada e residual (teste F com  = 0,05). A linearidade na faixa de trabalho de 0,5 a 

25,0 mg L-1 apresentou coeficiente de determinação (R2) superior a 0,9945 e ausência 

de outliers pelo teste de Grubbs. A exatidão foi confirmada pelo teste t de Student 

(tcalculado = 0,543 < ttabelado = 2,1) em comparação com o método oficial do ácido 

fenoldissulfônico (ABNT NBR 12620:1992). O LDM e o LQM foram estabelecidos em 

0,1 mg L-1 e 0,5 mg L-1, respectivamente, mostrando sensibilidade adequada frente ao 

limite regulatório nacional de 10 mg L-1. Na comparação interlaboratorial, o laboratório 

obteve um Z-score satisfatório de 0,20. O estudo formal de repetibilidade e 

reprodutibilidade resultou em uma variabilidade de apenas 0,36%. Adicionalmente, a 

análise econômica e operacional indicou uma redução drástica do tempo de análise 

de 3h30min para apenas 25 minutos, além de mitigar a manipulação de reagentes 

perigosos e corrosivos. Conclui-se que o método baseado no kit comercial de DMP é 

uma alternativa confiável, rápida e viável para implementação na rotina de 

monitoramento ambiental e controle de qualidade da água.  

 

Palavras-chave: Nitrato. Validação de método. Espectrofotometria. 2,6-Dimetilfenol. 

Monitoramento ambiental. Qualidade da água 

  



 

ABSTRACT 

 

The determination of nitrate in aqueous matrices is of paramount importance for public 

health and environmental protection due to the risks associated with medical 

conditions such as methemoglobinemia and the occurrence of eutrophication. In this 

context, the present study aimed to validate a spectrophotometric analytical method 

based on the reaction of nitrate with 2,6-dimethylphenol (DMP), according to the DIN 

38405-9 standard, using commercial ready-to-use test kits at the Laboratory of 

Environmental Analysis and Research (LAPAM) of the University of Caxias do Sul. 

Method validation was conducted following the guidelines of the DOQ-CGCRE-008 

guidance document by evaluating selectivity, matrix effect, linearity, accuracy, limits of 

detection (LOD) and quantification (LOQ), intermediate precision (within-laboratory 

reproducibility), and interlaboratory comparison. The method proved to be selective in 

both the absence and presence of raw water, treated water, and wastewater matrices 

(F-test, α = 0.05). Linearity over the working range of 0.5–25.0 mg L-1 resulted in a 

coefficient of determination (R2) greater than 0.9945, with no outliers detected by 

Grubbs' test. Accuracy was confirmed by Student's t-test (tcalculated = 0.543 < ttabulated = 

2.1) through comparison with the official phenoldisulfonic acid method (ABNT NBR 

12620:1992). The LOD and LOQ were established at 0.1 mg L-1 and 0.5 mg L-1, 

respectively, demonstrating adequate sensitivity for compliance with the Brazilian 

regulatory limit of 10 mg L-1. In the interlaboratory comparison, the laboratory achieved 

a satisfactory z-score of 0.20. The within-laboratory reproducibility study showed a 

variability of only 0.36%. Furthermore, economic and operational analyses revealed a 

substantial reduction in analysis time, from 3 h 30 min to only 25 min, while eliminating 

the need to handle hazardous and corrosive reagents. Overall, the validated method 

based on the commercial DMP kit proved to be a reliable, rapid, and practical 

alternative for routine environmental monitoring and water quality control. 

 

Keywords: Nitrate. Method validation. Spectrophotometry. 2,6-Dimethylphenol. 

Environmental monitoring. Water quality.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A quantificação precisa e exata de nitrato em amostras de água é de 

fundamental importância devido à sua relevância ambiental e sanitária, especialmente 

pela associação entre o consumo excessivo desse íon e o desenvolvimento de 

metemoglobinemia e determinados tipos câncer em humanos (Patel et al., 2022). 

Além disso, concentrações de nitrato em corpos hídricos podem indicar processos de 

eutrofização, os quais comprometem a qualidade da água e a biodiversidade aquática 

(Camargo; Alonso, 2006). 

A contaminação por nitrato constitui um problema de escala global, tornando 

essencial o monitoramento contínuo desse contaminante para assegurar a qualidade 

da água potável e das reservas subterrâneas (Alahi; Mukhopadhyay, 2018). Essa 

poluição decorre principalmente do escoamento agrícola e do lançamento de 

efluentes urbanos, sendo estimado que cerca de 50% dos fertilizantes nitrogenados 

aplicados na agricultura percolam para águas superficiais e subterrâneas (Mai et al., 

2025). Em razão de sua elevada solubilidade e ampla utilização, o nitrato é 

reconhecido como um dos contaminantes mais recorrentes em ambientes aquáticos 

(Patel et al., 2022). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabelece um valor guia de                             

10 mg L-1 de nitrogênio na forma de nitrato para o consumo humano, considerando os 

riscos associados à ingestão excessiva desse íon, como metemoglobinemia, 

distúrbios cardiovasculares e alterações comportamentais (Lara, 2025). Em 

consonância com essa recomendação, a legislação brasileira, por meio da Portaria 

GM/MS nº 888, de 4 de maio de 2021, também estabelece o limite máximo permitido 

de 10 mg L-1 de nitrogênio na forma de nitrato em água potável, com base em critérios 

toxicológicos e de proteção à saúde pública. 

Além dos efeitos agudos, estudos recentes, como os de Ward et al. (2018), 

indicam que a ingestão prolongada de água contendo teores elevados de nitrato pode 

estar associada ao aumento do risco de câncer e de malformações congênitas, 

especialmente em condições favoráveis à formação de compostos N-nitrosos. Esses 

resultados reforçam a importância do monitoramento contínuo da qualidade da água 

e do cumprimento dos limites estabelecidos por órgãos nacionais e internacionais. 
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Nesse contexto, pesquisas recentes destacam a necessidade de abordagens 

integradas para o monitoramento e a gestão da poluição por nitrato, incorporando 

tanto métodos tradicionais quanto técnicas instrumentais avançadas. Entre as 

metodologias analíticas mais empregadas destacam-se o uso de eletrodos íon-

seletivos (ISEs), a cromatografia iônica (CI) e os métodos colorimétricos, os quais 

permitem a detecção e quantificação de nitrato em diferentes matrizes aquosas. 

De acordo com DU et al. (2015), técnicas avançadas de modelagem 

hidrológica têm possibilitado a identificação de fontes difusas de contaminação em 

regiões agrícolas, subsidiando políticas públicas voltadas à mitigação desse 

problema. Mathewson et al. (2020) destaca que os efeitos adversos da poluição por 

nitrato extrapolam aspectos ambientais e sanitários, envolvendo também elevados 

custos econômicos relacionados ao tratamento da água e à perda de serviços 

ecossistêmicos. De forma complementar, estudos demonstraram que concentrações 

de nitrato na ordem de 10 mg L-1 N-NO3
– já são capazes de alterar processos 

ecológicos em lagos temperados, intensificando fenômenos de eutrofização e, 

consequentemente, de perda da biodiversidade aquática (Kurtz et al. 2023; Paerl; 

Otten, 2013). 

Dessa forma, a problemática do nitrato deve ser compreendida como um 

desafio multidimensional, que transcende as fronteiras da química ambiental, 

envolvendo também aspectos sociais, econômicos e tecnológicos. A mitigação efetiva 

desse contaminante requer estratégias integradas que combinem avanços analíticos, 

gestão sustentável dos recursos hídricos e políticas públicas voltadas à proteção 

ambiental e à saúde coletiva. 

A utilização de técnicas analíticas validadas é fundamental para a 

quantificação de nitrato em águas, garantindo a confiabilidade, precisão e exatidão 

dos resultados obtidos. Nesse sentido, a aplicação de métodos padronizados, como 

aqueles descritos no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 

é essencial para assegurar a comparabilidade dos dados, especialmente em estudos 

ambientais e no monitoramento da qualidade da água. 

Considerando a crescente demanda por metodologias analíticas mais rápidas, 

acessíveis e operacionalmente simplificadas para o monitoramento da qualidade da 

água, torna-se relevante investigar alternativas capazes de aliar confiabilidade 

analítica, praticidade operacional e menor impacto ambiental. Assim, a avaliação de 
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testes prontos aplicados à determinação de nitrato surge como uma abordagem 

promissora para ampliar a viabilidade do monitoramento desse contaminante em 

diferentes rotinas laboratoriais e ambientais.  

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Validar um método para a determinação de nitrato em amostras de água 

utilizando kits de testes comerciais. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Para que o objetivo geral deste trabalho seja alcançado, foram definidos os 

seguintes objetivos específicos: 

● avaliar os parâmetros de validação aplicáveis à determinação de nitrato em 

amostras de água por meio de kits de testes prontos, conforme os critérios 

estabelecidos no documento DOQ-CGCRE-008 (Orientação sobre Validação 

de Métodos Analíticos); 

● determinar parâmetros analíticos do método, incluindo seletividade, 

linearidade, precisão, exatidão, comparação interlaboratorial, limite de 

detecção e limite de quantificação; 

● comparar o desempenho operacional do método proposto com o método 

atualmente utilizado no laboratório, considerando o custo operacional por 

ensaio, a geração de resíduos, a necessidade de manipulação de reagentes 

potencialmente perigosos, o tempo de análise e a sensibilidade analítica. 



18 
 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A presença de nitrato em sistemas aquáticos constitui uma preocupação 

relevante devido à sua estabilidade química e alta mobilidade no meio ambiente. 

Originado principalmente de atividades antrópicas, como o uso de fertilizantes 

agrícolas e o lançamento de efluentes, esse íon pode se acumular em águas 

superficiais e subterrâneas, comprometendo sua qualidade. Diante disso, neste 

referencial teórico serão discutidos os principais aspectos relacionados às fontes de 

contaminação por nitrato, seus impactos ambientais e à saúde humana, além dos 

métodos analíticos utilizados para sua determinação em amostras de água. 

 

2.1 NITRATO E SUA PROBLEMÁTICA AMBIENTAL 

 

O nitrogênio, sétimo elemento da Tabela Periódica, é essencial para todos os 

organismos vivos, pois desempenha papel fundamental na constituição de 

aminoácidos, proteínas e ácidos nucleicos. Embora represente cerca de 78% da 

atmosfera terrestre, predominantemente na forma de N2, essa espécie é pouco reativa 

e não pode ser utilizada diretamente pela maioria dos seres vivos. Para tornar-se 

biologicamente disponível, o nitrogênio passa por uma série de transformações que 

compõem o chamado ciclo do nitrogênio (Figura 1), incluindo processos como a 

fixação, nitrificação, assimilação, amonificação e desnitrificação (Fiore et al., 2010; 

Spiro; Stigliani, 2008).  

Entre as espécies envolvidas nesse ciclo, o nitrato destaca-se como uma das 

formas oxidadas mais importantes, tanto por sua disponibilidade para as plantas 

quanto por sua elevada mobilidade em ambientes aquáticos e terrestres. Em solos 

agrícolas, o uso intensivo de fertilizantes nitrogenados tem contribuído para o aumento 

significativo de sua concentração, ampliando a relevância ambiental e sanitária desse 

íon (Galloway et al., 2008). 

Além das práticas agrícolas, infiltrações de efluentes domésticos e industriais, 

bem como o descarte inadequado de resíduos orgânicos também constituem fontes 

relevantes de contaminação, especialmente em águas subterrâneas devido à 

mobilidade do nitrato no solo (Metcalf; Eddy, 2016). Assim, o nitrato tornou-se um dos 
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íons mais monitorados em estudos de saúde pública, em razão de seu potencial de 

contaminar mananciais de abastecimento e causar efeitos adversos quando ingerido 

em concentrações elevadas (> 10 mg L-1 N-NO3
–). Desde a década de 1970, a  OMS 

estabeleceu um limite máximo de 10 mg L-1 de nitrogênio na forma de nitrato para a 

água potável; contudo, estudos mais recentes indicam que mesmo níveis 

considerados seguros podem estar associados a efeitos deletérios à saúde. 

 

Figura 1. Ciclo natural do nitrogênio 

 

Fonte: Lazarin (2008) 

 

Nos últimos dez anos, pesquisas epidemiológicas têm investigado a relação 

entre a ingestão de nitrato e diversos agravos à saúde. Ward et al. (2018) destacam 

que a exposição crônica pode aumentar a incidência de câncer colorretal e de 

distúrbios da tireoide. Schullehner et al. (2018), em um amplo estudo na Dinamarca, 

observaram uma correlação positiva entre a ingestão de nitrato presente na água 

potável e risco de câncer colorretal, mesmo em concentrações inferiores ao limite 

europeu de 10 mg L-1, sugerindo que os valores regulatórios atualmente adotados 

podem não oferecer proteção completa. 

Outro campo de investigação refere-se às doenças metabólicas e 

cardiovasculares. Ward et al. (2018) relataram que a exposição ao nitrato pode 
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influenciar a pressão arterial e o metabolismo endotelial. Um dos mecanismos 

propostos envolve a redução do nitrato a nitrito e, posteriormente, a óxido nítrico (NO), 

molécula vasodilatadora de grande relevância biológica. Em excesso, entretanto, essa 

via pode gerar espécies reativas de nitrogênio, aumentando o estresse oxidativo e 

contribuindo tanto para a carcinogênese quanto para alterações no sistema 

cardiovascular. 

A problemática do nitrato, entretanto, vai além dos impactos sobre a saúde 

humana, consistindo também de um dos principais agentes de poluição difusa em 

ecossistemas aquáticos e terrestres. A agricultura intensiva, fortemente dependente 

do nitrogênio sintético para sustentar a produtividade global, contribui 

significativamente para esse cenário, acarretando sérias consequências ambientais, 

como eutrofização, perda de biodiversidade e degradação da qualidade da água 

(Spiro; Stigliani, 2008). 

A eutrofização é um dos fenômenos mais relevantes associados ao excesso 

de nitrato (Figura 2). O enriquecimento de nutrientes, sobretudo nitrogênio e fósforo, 

estimula a proliferação de algas e cianobactérias, reduzindo a transparência da água 

e diminuindo o teor de oxigênio dissolvido durante a decomposição da biomassa. 

Essas condições favorecem a formação de zonas hipóxicas ou anóxicas, resultando 

em mortandade de peixes e no colapso das cadeias tróficas aquáticas (Wetzel, 2001; 

Camargo; Alonso, 2006). Além disso, certas cianobactérias produzem toxinas que 

intensificam os riscos à saúde humana e animal (Paerl; Otten, 2013). 

 

Figura 2. Eutrofização em um corpo hídrico superficial 

 

Fonte: Cooper (2019) 
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O aporte de nitrato decorrente do escoamento agrícola e da lixiviação de 

fertilizantes é reconhecido como um dos principais vetores da eutrofização em lagos, 

reservatórios e zonas costeiras (Smith; Schindler, 2009). Segundo Galloway et al. 

(2008), a intensificação antrópica do ciclo do nitrogênio constitui um dos maiores 

desafios ambientais globais, sendo a eutrofização uma de suas consequências mais 

críticas. Mesmo após a redução do uso de fertilizantes, seus efeitos podem perdurar 

por anos devido ao acúmulo de nitrogênio nos solos e à sua liberação gradual para os 

corpos d’água. 

Camargo e Alonso (2006) realizaram uma avaliação global dos efeitos 

ecológicos e toxicológicos do nitrogênio inorgânico e concluíram que o nitrato, mesmo 

em concentrações relativamente baixas (<1,0 mg L-1), pode alterar a estrutura e o 

funcionamento das comunidades biológicas, resultando em prejuízos ecológicos e 

econômicos, incluindo perdas na pesca, impactos sobre o turismo e aumento dos 

custos de tratamento de água. 

Estudos hidrogeológicos reforçam que a contaminação de aquíferos por 

nitrato é um fenômeno persistente. Rivett et al. (2008) demonstraram que, embora 

mecanismos naturais de atenuação, como a desnitrificação microbiana, possam 

reduzir parcialmente as concentrações, eles raramente são suficientes para 

compensar as elevadas cargas provenientes da agricultura intensiva. Em pesquisa 

realizada no norte da China, Su; Wang e Zhang (2013) verificaram níveis de nitrato 

superiores aos limites recomendados, identificando a lixiviação de fertilizantes e o 

manejo inadequado de resíduos animais como as principais fontes de contaminação. 

Ampliando essa análise, Yu et al. (2020) combinaram monitoramento químico 

e avaliação de risco à saúde em escala nacional e demonstraram que milhões de 

pessoas na China estavam expostas a níveis potencialmente perigosos de nitrato. O 

estudo evidenciou ainda o caráter desigual da poluição, mais severa em regiões 

sujeitas à intensa pressão agrícola e as práticas de gestão ambiental deficientes. 

Zaresefat; Hosseini; AhrarI Roudi (2023) ressaltam que o nitrato constitui 

atualmente um dos maiores desafios globais para a qualidade das águas 

subterrâneas. Mesmo com a adoção de práticas agrícolas mais sustentáveis, a 

recuperação desses sistemas é lenta devido ao longo tempo de residência da água 

nos aquíferos, implicando que os benefícios das ações de mitigação podem levar 
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décadas para se tornar perceptíveis. Essa defasagem temporal impõe obstáculos 

significativos à governança e demanda políticas preventivas e de longo prazo, 

integrando ciência, tecnologia e gestão ambiental. 

Além disso, a poluição por nitrato apresenta caráter transfronteiriço, dada sua 

elevada mobilidade em solos e águas subterrâneas, permitindo que o contaminante 

se disperse para além das áreas de origem e afete bacias hidrográficas inteiras. Esse 

problema é particularmente crítico em regiões de agricultura mecanizada e uso 

intensivo de fertilizantes, como nos Estados Unidos, Europa Ocidental e em países 

emergentes da Ásia. 

Em síntese, o nitrato configura um poluente ambiental persistente e ubíquo, 

cuja presença reflete diretamente as atividades humanas. Seus impactos abrangem 

desde a saúde pública até a degradação dos ecossistemas aquáticos. Apesar dos 

avanços analíticos, como o uso de métodos isotópicos e sistemas de monitoramento 

contínuo, a persistência do problema evidencia que os esforços atuais ainda são 

insuficientes. Torna-se, portanto, imprescindível fortalecer políticas integradas de 

gestão hídrica e ampliar o investimento em tecnologias de mitigação e práticas 

agrícolas sustentáveis. 

  

2.2 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

A validação de métodos analíticos constitui uma etapa essencial para 

assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos em análises químicas e ambientais, 

especialmente no contexto do controle da qualidade da água. No Brasil, a principal 

referência normativa é o documento DOQ-CGCRE-008 (Orientação sobre Validação 

de Métodos Analíticos), elaborado pelo INMETRO, o qual apresenta diretrizes 

alinhadas aos requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. De acordo com 

esses referenciais, a validação consiste na demonstração experimental de que 

determinado método é adequado ao propósito a que se destina, assegurando que os 

resultados gerados sejam tecnicamente válidos, rastreáveis e compatíveis com os 

padrões de qualidade requeridos. 

Segundo o DOQ-CGRE-008, diversas características de desempenho devem 

ser avaliadas de modo a fornecer visão abrangente da qualidade do método. Entre 

elas, destaca-se a seletividade, definida como a capacidade de o método quantificar 
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o analito de interesse mesmo na presença de interferentes presentes na matriz; a 

linearidade, que expressa a relação proporcional entre a resposta instrumental e a 

concentração em uma faixa pré-estabelecida; e a sensibilidade, relacionada à 

capacidade de o método detectar pequenas variações de concentração. 

Complementarmente, devem ser determinados os LDs e de LQs, que correspondem, 

respectivamente, à menor concentração detectável (ainda que não quantificável) e à 

menor concentração que pode ser quantificada com níveis aceitáveis de precisão e 

exatidão (INMETRO, 2020). 

A precisão é outro parâmetro fundamental e pode ser avaliada sob diferentes 

condições experimentais. A repetitividade refere-se à concordância entre medições 

sucessivas obtidas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e em curto intervalo 

de tempo; já a precisão intermediária considera variações de operadores, 

equipamentos ou dias distintos, representando a reprodutibilidade interna do método. 

A exatidão, também denominada veracidade, corresponde à proximidade entre o valor 

medido e o valor verdadeiro aceito, podendo ser avaliada por comparação com 

métodos de referência ou por ensaios de recuperação em amostras fortificadas. Outro 

parâmetro importante é a robustez, definida como a capacidade do método manter 

seu desempenho mesmo diante de pequenas variações nos parâmetros operacionais, 

como temperatura, tempo de reação ou concentração de reagentes. Por fim, a 

incerteza de medição deve ser estimada de forma quantitativa, representando o grau 

de confiança associado ao resultado analítico (INMETRO, 2020). 

Do ponto de vista experimental, a validação requer o planejamento de ensaios 

específicos para avaliar cada um desses parâmetros. Curvas de calibração com 

múltiplos pontos são utilizadas para verificar a linearidade, a sensibilidade e os LDs e 

LQs. A exatidão é avaliada por testes de recuperação ou pela comparação dos 

resultados com métodos de referência reconhecidos. A precisão é analisada a partir 

de medições repetidas sob condições variáveis, e a robustez é determinada por meio 

de pequenas alterações controladas nas condições de ensaio. A incerteza de 

medição, por sua vez, é calculada a partir de modelos estatísticos que consideram as 

diversas fontes de variabilidade do processo analítico, incluindo calibração, 

preparação de amostra, repetitividade e leitura instrumental (INMETRO, 2020). 

Os critérios de aceitação recomendados pelo DOQ-CGCRE-008 não são 

fixos, devendo ser definidos conforme a finalidade do método e as normas 
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internacionais aplicáveis. De modo geral, recomenda-se que o coeficiente de 

determinação (R2) das curvas de calibração seja superior a 0,99; que o desvio padrão 

relativo (RSD) da precisão não ultrapasse 10% para concentrações médias; e que os 

valores de recuperação se situem entre 80 e 120%. A incerteza de medição deve ser 

compatível com os limites regulatórios vigentes e com os requisitos de uso dos dados 

analíticos (INMETRO, 2020; Albano; Raya-Rodriguez, 2015). 

No caso específico da determinação de nitrato em águas, a validação do 

método assume papel particularmente relevante, uma vez que os resultados obtidos 

servem de base para decisões regulatórias e de saúde pública. As concentrações de 

nitrato em amostras ambientais podem variar amplamente, desde níveis traço, 

inferiores a 0,1 mg L-1, até valores muito superiores ao limite de potabilidade de              

45 mg L-1 de NO3
–, estabelecido pela Portaria GM/MS nº 888/2021. Isso exige que os 

métodos empregados apresentem ampla faixa de resposta, boa sensibilidade e 

elevada exatidão em toda a faixa de interesse. Assim, a validação garante que os 

resultados obtidos em amostras de água bruta, tratada, subterrânea ou efluente sejam 

confiáveis para comprovar conformidade com a legislação, embasar estudos 

epidemiológicos e subsidiar políticas de gestão ambiental sustentáveis. 

 

2.3 ÁGUAS SUPERFICIAIS, SUBTERRÂNEAS, RESIDUAIS E TRATADA 

 

A água é o recurso natural essencial à manutenção da vida no planeta, 

constituindo o principal componente dos organismos vivos e elemento indispensável 

no equilíbrio dos ecossistemas. Além da sua relevância biológica, desempenha papel 

fundamental no desenvolvimento econômico e social, sendo utilizada na agricultura, 

indústria, geração de energia e para consumo humano (Gleick, 1993; Rebouças, 

2006). Apesar de sua aparente abundância, apenas cerca de 2,5% da água do planeta 

é doce, e a maior parte encontra-se em geleiras e aquíferos, restando apenas uma 

pequena fração disponível em rios e lagos superficiais (Gleick, 1993) (Figura 3). Essa 

distribuição desigual torna o recurso limitado e estratégico, especialmente diante do 

crescimento populacional e das pressões antrópicas. 

A qualidade da água depende de fatores naturais, como o regime hidrológico 

e a geologia local, mas também é fortemente influenciada por atividades humanas. 

Entre os contaminantes de maior relevância destaca-se o nitrato, devido à sua elevada 
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solubilidade em água, alta mobilidade no solo e persistência no ambiente. Essas 

características favorecem sua lixiviação e transporte para camadas mais profundas, 

sendo estimado que entre 8 e 19% do nitrogênio aplicado ao solo na forma de 

fertilizantes possa ser perdido por lixiviação como nitrato, especialmente em áreas 

agrícolas (Sebilo et al., 2013). A agricultura também contribui com aproximadamente 

60 a 70% da carga de nitrato presente em águas subterrâneas, reforçando o impacto 

das atividades antrópicas na qualidade hídrica (Nakagawa et al., 2021). Em 

concentrações elevadas, compromete não apenas os usos múltiplos da água, mas 

também a integridade dos ecossistemas e a saúde humana (WHO, 2017; Rivett et al., 

2008). Para compreender a dinâmica desse poluente, é necessário distinguir suas 

principais origens e características nas diferentes tipologias hídricas (superficiais, 

subterrâneas e residuais), cada uma com vulnerabilidades e processos específicos 

(Rebouças, 2006). 

 

Figura 3. Disponibilidade hídrica mundial 

 

Fonte: POSSAS, 2011 

  

A concentração de nitrato em águas destinadas ao consumo humano no Brasil 

apresenta variabilidade significativa, estando diretamente associada a fatores 

antrópicos, como a urbanização e a deficiência nos sistemas de saneamento. Estudos 

conduzidos em aquíferos urbanos do Nordeste brasileiro indicam tendência de 

aumento das concentrações ao longo do tempo, atribuída principalmente à infiltração 

de esgoto doméstico em aquíferos não confinados (Campos; Lucena; Alves, 2024). 

Em escala regional, análises realizadas no estado de São Paulo em amostras de água 

de abastecimento público distribuídas em 88 municípios, evidenciaram concentrações 

médias geralmente inferiores a 3,0 mg L-1 de N-NO3
–, com a maioria dos valores 

abaixo de 5,0 mg L-1, embora tenham sido observados pontos com concentrações 
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mais elevadas, aproximando-se do limite máximo permitido de 10 mg L-1 estabelecido 

pela legislação brasileira (Dovidauskas et al., 2019). Esses resultados indicam que, 

embora predominem concentrações baixas a moderadas no país, há ocorrência de 

contaminação localizada, reforçando a influência do uso do solo e das condições 

sanitárias sobre a qualidade das águas e o potencial risco à saúde pública. 

 

2.3.1 Águas superficiais 

 

As águas superficiais (Figura 4) incluem rios, lagos, represas e estuários, que 

atuam como receptores diretos de nutrientes e poluentes. O aporte do nitrato ocorre 

principalmente pelo escoamento superficial de áreas agrícolas, que transporta 

fertilizantes nitrogenados, e pelo lançamento de efluentes domésticos e industriais (Di; 

Cameron, 2002). 

 

Figura 4. Exemplo de água superficial 

 

Fonte: Revista Indústria e Ambiente (2021) 

 

Em ambientes de fluxo lento, como lagos e reservatórios, o acúmulo de 

nutrientes favorece processos de eutrofização, devido à baixa taxa de renovação da 

água (Smith; Schindler, 2009). Já em ambientes lóticos, como rios e córregos, o 

movimento constante da água favorece a autodepuração, isto é, a capacidade natural 

do corpo hídrico de restaurar suas condições ambientais. No entanto, grandes 

descargas de poluentes podem exceder essa capacidade, levando ao desequilíbrio 

ecológico (Howarth, 2009). Além dos impactos ecológicos, a contaminação por nitrato 
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em águas superficiais compromete múltiplos usos, como o abastecimento, o lazer e a 

irrigação, exigindo controle rigoroso da qualidade da água. 

2.3.2 Águas subterrâneas 

 

As águas subterrâneas, armazenadas em aquíferos (Figura 5), são 

particularmente vulneráveis à contaminação por nitrato devido à sua alta mobilidade 

no solo e baixa capacidade de retenção. A lixiviação de fertilizantes agrícolas, o uso 

de fossas sépticas e a infiltração de efluentes são as principais fontes de poluição. 

 
Figura 5. Exemplo de água subterrânea 

 

Fonte: MundoGEO (2019) 

 

Diferentemente das águas superficiais, a recuperação de aquíferos é lenta, 

podendo demandar décadas após a mitigação das fontes poluidoras (Di; Cameron, 

2002; Ward et al., 2018). Em diversos países em desenvolvimento, como a China, 

esses aquíferos constituem a principal fonte de água potável, o que agrava a 

relevância do problema. 

Estudos epidemiológicos apontam que o consumo prolongado de água 

subterrânea contaminada com nitrato está associado a doenças como a 

metemoglobinemia infantil e ao aumento do risco de determinados tipos de câncer 

(Fewtrell, 2004; Ward et al., 2018). Assim, a contaminação de aquíferos representa 

um desafio de longo prazo para a gestão dos recursos hídricos e para a saúde pública. 
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 2.3.3 Águas residuais (efluentes) 

 

As águas residuais correspondem aos despejos líquidos resultantes de 

atividades humanas, cuja composição varia conforme a origem e o tipo de processo 

desenvolvido (Figura 6). Em geral, os efluentes são classificados como domésticos, 

industriais, agropecuários ou hospitalares. 

 

Figura 6. Exemplo de água residual (efluente) 

 

Fonte: Instituto del agua (2025) 

 

Os efluentes domésticos apresentam elevadas concentrações de matéria 

orgânica biodegradável, nutrientes (nitrogênio e fósforo) e microrganismos 

patogênicos. Já os industriais são heterogêneos, podendo conter metais pesados, 

compostos tóxicos e substâncias recalcitrantes. Os efluentes agropecuários se 

destacam pelo excesso de nutrientes provenientes de fertilizantes e resíduos animais, 

enquanto os hospitalares incluem contaminantes emergentes, como antibióticos e 

fármacos (Sperling, 2011; Metcalf & Eddy, 2016). 

Independentemente da origem, esses efluentes possuem alta carga poluidora 

e, quando lançados sem tratamento adequado, tornam-se uma das principais rotas de 

entrada de compostos nitrogenados no ambiente.  

Nos corpos d’água superficiais, efluentes não tratados ou insuficientemente 

tratados intensificam a eutrofização, provocando a proliferação de algas e 

cianobactérias que comprometem a biodiversidade e elevam os custos de tratamento 

da água. Nas águas subterrâneas, a infiltração contínua de nitrato oriundo de fossas 
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sépticas, áreas irrigadas com efluentes ou sistemas inadequados de disposição 

representa sério risco à potabilidade (Metcalf & Eddy, 2016; WHO, 2017). 

Do ponto de vista do tratamento, sistemas convencionais como lodos ativados 

e reatores anaeróbios removem eficientemente matéria orgânica e sólidos suspensos, 

mas são pouco eficazes na remoção de nitrato, exigindo etapas complementares. 

Entre as alternativas estão a desnitrificação biológica, baseada na ação de bactérias 

desnitrificantes sob condições anóxicas, e processos físico-químicos, como troca 

iônica, osmose reversa e oxidação avançada (Metcalf; Eddy, 2016). 

A gestão eficiente dos efluentes, portanto, vai além do tratamento: envolve 

políticas de prevenção na fonte, incentivo ao reuso e monitoramento contínuo da 

qualidade, aspectos fundamentais diante da intensificação das atividades humanas e 

do rigor crescente das legislações ambientais (WHO, 2017). 

 

2.3.4 Água bruta 

 

A água bruta é aquela captada diretamente de mananciais, superficiais ou 

subterrâneos, antes de qualquer tratamento. Representa a base de praticamente 

todos os sistemas de abastecimento público e, por isso, sua qualidade inicial influencia 

diretamente a complexidade e o custo dos processos de purificação (Di Bernardo; 

Dantas, 2005). 

Em regiões agrícolas, é comum a presença de altas concentrações de nitrato 

decorrentes do uso intensivo de fertilizantes e da infiltração de resíduos pecuários. 

Em áreas urbanas, o problema está frequentemente ligado ao lançamento de esgoto 

e à lixiviação de aterros sanitários (Di Bernardo; Dantas, 2005). Assim, o 

monitoramento sistemático da água bruta é essencial tanto para orientar o tratamento 

nas estações de tratamento de água (ETAs) quanto para subsidiar ações de proteção 

dos mananciais e do uso do solo. 

 

2.3.5 Água tratada 

 

A água tratada é obtida após processos de clarificação, filtração e 

desinfecção, visando atender aos padrões de potabilidade estabelecidos pela 

legislação vigente (Figura 7). Esses processos convencionais removem a maior parte 
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das impurezas físicas, químicas e microbiológicas, porém o nitrato não é removido 

pelos métodos convencionais de coagulação, filtração e desinfecção, pode ser 

necessário recorrer a tecnologias avançadas, como troca iônica, osmose reversa ou 

desnitrificação biológica (APHA; AWWA; WEF, 2023). 

 

Figura 7. Sistema de água tratada 

 

Fonte: Dek Engenharia (2018) 

 

A presença de nitrato em água potável está associada a riscos à saúde pública 

e efeitos crônicos, o que torna necessária a adoção de tecnologias específicas, como 

osmose reversa, troca iônica ou desnitrificação biológica. Entre essas, a 

desnitrificação biológica destaca-se pela elevada eficiência, com remoções variando 

entre 70 e 99%, e médias entre 85 e 95% sob condições controladas (Metcalf & Eddy 

2016). Processos físico-químicos, como a osmose reversa e a nanofiltração, também 

apresentam altas eficiências, frequentemente superiores a 90%, enquanto a troca 

iônica pode atingir remoções acima de 80%, dependendo das condições operacionais. 

Técnicas como a eletrocoagulação apresentam desempenho moderado a elevado, 

com eficiências entre 60 e 90% (Shrimali; Singh, 2001). Embora eficazes, essas 

técnicas envolvem custos elevados, requerem mão de obra especializada e 

demandam gestão adequada dos resíduos (Sperling, 2011). 

A complexidade do controle do nitrato em sistemas de abastecimento é um 

desafio crescente, especialmente em áreas rurais e agrícolas, onde o uso de 

fertilizantes intensivos favorece sua lixiviação. De acordo com a OMS (WHO, 2017), 

a gestão adequada desse risco exige não apenas tecnologias de remoção, mas 
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também estratégias preventivas de manejo do solo e monitoramento contínuo da 

qualidade da água. 

De modo geral, a contaminação por nitrato afeta de maneira distinta cada 

compartimento hídrico. Em águas superficiais e efluentes, prevalece a poluição difusa 

e pontual decorrente de atividades urbanas e industriais; em águas subterrâneas, 

observa-se persistência e difícil reversão; e, mesmo após o tratamento, resíduos 

desse íon podem permanecer. Esse cenário evidencia a complexidade em garantir a 

potabilidade frente a esse contaminante e reforça a necessidade de estratégias 

integradas de monitoramento e controle, aliando prevenção, reuso e tecnologias 

avançadas (APHA; AWWA; WEF, 2023; WHO, 2017). 

 

2.4 QUANTIFICAÇÃO DE NITRATO EM AMOSTRAS DE ÁGUA 

 

A determinação do nitrato em amostras de água constitui uma das análises 

mais importantes no monitoramento ambiental, na saúde pública e na gestão de 

recursos hídricos. Isso se deve ao fato de o nitrato ser um contaminante de alta 

mobilidade, de difícil remoção natural e que, em concentrações elevadas, está 

associado tanto a impactos ecotoxicológicos, como a eutrofização, quanto a efeitos 

adversos à saúde humana, incluindo metemoglobinemia, doenças cardiovasculares e 

risco potencial de câncer (Ward et al., 2018; Paerl; Otten, 2013). 

O monitoramento sistemático desse íon é fundamental para assegurar a 

conformidade com as legislações ambientais e sanitárias. No Brasil, a Portaria GM/MS 

nº 888/2021 estabelece um limite de 10 mg L-1 de N–NO3
– (equivalente a ~45 mg L-1 

de NO3
–) para água destinada ao consumo humano, enquanto a Resolução                              

nº 357/2005 define limites para corpos d’água superficiais conforme a classe de uso. 

Esses valores estão em consonância com as recomendações internacionais, como as 

Guidelines for Drinking-water Quality da OMS (2017), que indicam 50 mg L-1 de nitrato 

(equivalente a ~11 mg L-1 de N-NO3
–) como valor guia para consumo humano. 

 

2.4.1 Histórico e evolução dos métodos de quantificação para nitrato 

 

Os métodos de determinação de nitrato passaram por uma notável evolução, 

desde as técnicas gravimétricas e colorimétricas utilizadas no início do século XX até 
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as sofisticadas abordagens instrumentais atualmente empregadas. Entre os métodos 

clássicos, destaca-se a reação de Griess (Figura 8), baseada na diazotização e 

posterior acoplamento de compostos aromáticos, que permite a quantificação 

espectrofotométrica do nitrito e, indiretamente, do nitrato após sua redução. Essa 

metodologia foi posteriormente aprimorada com o uso de colunas redutoras de 

cádmio, consolidando-se como referência em laboratórios de monitoramento da 

qualidade da água (APHA, AWWA, WEF, 2023). 

 

Figura 8. Mecanismo da reação de Griess 

 

Fonte: Ramos; Cavalheiro; Cavalheiro, 2006 

 

A partir da segunda metade do século XX, a espectrofotometria na região do 

ultravioleta (UV) passou a ser empregada como uma alternativa direta para a 

determinação de nitrato, dispensando o uso de reagentes adicionais. Apesar da 

simplicidade e rapidez do método, essa técnica exige correções para minimizar 

interferências de compostos orgânicos e outras espécies que também apresentam 

absorção nessa faixa espectral (Edwards; Hooda; Cook, 2001). 

Os eletrodos de íon-seletivos (ISEs) constituem sensores químicos capazes 

de determinar potenciometricamente a atividade de espécies iônicas mesmo na 

presença de outros íons. Embora estudados há décadas, seu uso permaneceu 

limitado devido à baixa seletividade e aos elevados limites de detecção (LDs), 

tipicamente na ordem de 10-5 a 10-6 mol/L para nitrato, o que corresponde a 

aproximadamente 0,6 a 6 mg/L de NO3
– em sistemas convencionais (Bakker; Pretsch; 
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Bühlmann, 2000). Nos últimos anos, entretanto, avanços como o emprego de agentes 

complexantes e tampões iônicos têm melhorado substancialmente o desempenho e 

os limites de detecção dos ISEs de contato líquido (Torres et al., 2006). 

Outro método amplamente empregado é a cromatografia iônica (CI), método 

instrumental que utiliza resinas de troca iônica para a separação e quantificação de 

ânions. Os primeiros estudos datam do século XIX, com Way e Thompson (1850), e 

seu princípio baseia-se nos equilíbrios de troca entre íons do eluente e da fase 

estacionária. A Figura 9 ilustra o processo de separação por troca iônica (Danuello et 

al., 2022). 

 

Figura 9. Esquema de separação por troca iônica 

 

Fonte: Danuello et al., 2022 

  

A escolha do método depende da finalidade (rotina laboratorial, pesquisa 

avançada ou monitoramento em campo), bem como dos LDs exigidos e da 

infraestrutura disponível. Pesquisas recentes têm explorado sensores 

nanoestruturados e sistemas microfluídicos acoplados à detecção óptica ou 

eletroquímica, possibilitando análises em tempo real com alta sensibilidade (Alahi; 

Mukhopadhyay, 2018; Patel et al., 2022). Esses sistemas se destacam como soluções 

promissoras para o monitoramento contínuo de bacias hidrográficas, ETAs e efluentes 

industriais, possibilitando respostas rápidas frente a episódios de contaminação. 

Outra tendência é a aplicação de técnicas isotópicas (δ¹⁵N e δ¹⁸O do nitrato), 

que permitem não apenas quantificar, mas também identificar as fontes de 

contaminação (fertilizantes, efluentes domésticos ou deposição atmosférica), 
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fornecendo subsídios estratégicos para a gestão ambiental (Kendall; McDonnell, 

1998; Rivett et al., 2008). 

A análise de nitrato, contudo, enfrenta diversos desafios técnicos, tais como: 

● interferências químicas: cloretos e ácidos húmicos podem afetar métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos; 

● LD: alguns métodos clássicos são inadequados para concentrações muito 

baixas (< 0,1 mg L-1); 

● custos e infraestrutura: técnicas como IC e ICP-MS requerem laboratórios 

especializados, enquanto métodos colorimétricos oferecem maior 

acessibilidade; 

● segurança: o uso de cádmio em colunas redutoras exige cuidados especiais, 

devido à toxicidade do metal. 

 

Assim, a seleção do método deve equilibrar custo, confiabilidade e 

sensibilidade, sendo frequente a combinação de diferentes abordagens em programas 

de monitoramento (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Métodos de quantificação de nitrato em águas 

Método Fonte / Norma Vantagens Desvantagens 

Espectrofotometria UV 
(220 nm, correção em        

275 nm) 

APHA SMEWW 

4500-NO₃⁻ B 

Rápido, baixo 
custo, sem 
reagentes 
adicionais 

Interferência de 
matéria orgânica 

dissolvida e 
turbidez 

Redução por 
cádmio/reação de Griess 

APHA SMWW 
4500-NO₃⁻ E 

Alta sensibilidade, 
amplamente 

validado 

Uso de cádmio 
(tóxico), requer 
manutenção da 
coluna redutora 

Cromatografia iônica 
(IC) 

ISO 10304-1 
(2007) 

Elevada precisão, 
detecta nitrato 
junto a outros 

ânions 

Custo elevado, 
necessidade de 

manutenção 
sofisticada 

Eletrodo íon-seletivo 
(ISE) 

APHA SMWW 
4500-NO₃⁻ D 

Simples, aplicável 
em campo, 

resposta rápida 

Interferências de 
ânions (ex.: 

cloreto), menor 
precisão em baixas 

concentrações 
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Espectrometria UV/Vis 
com sensores ópticos 

Estudos recentes 
(Alahi; 

Mukhopadhyay, 
2018; Patel et al., 

2022) 

Monitoramento em 
tempo real, 

potencial para 
automação 

Custo de 
implementação, 

ainda em fase de 
validação em larga 

escala 

Fonte: autora (2025) 

 

2.5 LABORATÓRIO DE ANÁLISES E PESQUISAS AMBIENTAIS (LAPAM) 

 

O LAPAM, localizado no Bloco V do Campus-Sede da Universidade de Caxias 

do Sul e vinculado à Área do Conhecimento de Ciências Exatas e Engenharias, atua 

há mais de uma década como suporte fundamental às atividades de ensino, pesquisa 

e extensão no campo ambiental (LAPAM, 2017). Além de sua função acadêmica, a 

unidade presta serviços especializados à indústria e à comunidade, contribuindo para 

a solução de problemas ambientais regionais e garantindo a conformidade com as 

legislações vigentes (Figura 10). 

 

Figura 10. Vista parcial do LAPAM 

 

Fonte: autora (2025) 
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A estrutura laboratorial conta com equipe técnica qualificada para realizar 

amostragens e análises de diferentes matrizes hídricas, abrangendo águas residuais, 

brutas e tratadas. Os serviços oferecidos incluem ensaios físico-químicos e 

microbiológicos, conduzidos em conformidade com os requisitos da ABNT NBR 

ISO/IEC 17025:2017, o que assegura imparcialidade, rastreabilidade e confiabilidade 

aos resultados. Essa aderência a padrões internacionais é reforçada pela acreditação 

concedida pela Coordenação Geral de Acreditação do INMETRO (CGCRE) e pelo 

reconhecimento da Rede Metrológica RS, que ampliam a credibilidade do laboratório 

em nível nacional. 

Entre os ensaios físico-químicos realizados pelo LAPAM, destaca-se a 

determinação de nitrato por meio do método de ácido fenoldissulfônico, conduzida 

atualmente segundo a norma ABNT NBR 12620:1992. Considerando a relevância 

ambiental e sanitária desse parâmetro, o laboratório planeja ampliar seu escopo 

metodológico até 2026 por meio da validação do método descrito na norma DIN 

38405-9, iniciativa que reforça o compromisso da instituição em adotar práticas 

atualizadas e internacionalmente reconhecidas. Essa perspectiva coloca o LAPAM em 

posição de vanguarda no monitoramento e controle da qualidade da água, integrando 

rigor científico, inovação e aplicação prática em benefício da sociedade. 

O método do ácido fenoldissulfônico (AFD) constitui um dos procedimentos 

clássicos mais difundidos para a determinação de nitrato em amostras de água. 

Recomendado pela norma NBR 12620 (ABNT, 1992), trata-se de um método 

colorimétrico de elevada sensibilidade, capaz de detectar concentrações de nitrato a 

partir de 10 µg L-1 de N–NO3
–. Por essa razão, é adequada tanto para o monitoramento 

de águas de abastecimento quanto para amostras ambientais (ABNT, 1992).  

Entre suas principais vantagens destacam-se o baixo custo operacional, a 

simplicidade instrumental e a possibilidade de aplicação em diferentes tipos de 

amostras, incluindo águas naturais, tratadas e efluentes. Entretanto, o método 

apresenta algumas limitações, como a necessidade de utilização de reagentes 

corrosivos e potencialmente perigosos, a exemplo do ácido sulfúrico fumegante, além 

de etapas adicionais de preparo da amostra, que aumentam o tempo de análise e 

exigem cuidados rigorosos de segurança laboratorial. Adicionalmente, quando 

comparado a técnicas instrumentais mais modernas, como a cromatografia iônica (CI), 

pode apresentar menor praticidade para a análise de matrizes mais complexas. 
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A reação baseia-se na formação de um complexo amarelo intenso entre o 

nitrato e o AFD em meio fortemente ácido, o qual, após alcalinização com hidróxido 

de amônio, apresenta absorvância proporcional à concentração de nitrato presente 

(Figura 11). A quantificação é realizada por espectrofotometria, com leitura a 410 nm 

para concentrações de até 2 mg L-1 de N–NO3
–, ou a 480 nm para concentrações de 

até 12 mg L-1 de N–NO3
– (ABNT,1992). 

 

Figura 11. Reação de formação do complexo de coloração amarelo entre nitrato e 

AFD em meio fortemente ácido 

 

Fonte: autora (2025) 

 

A norma DIN 38405-9, publicada em setembro de 2011, integra o conjunto de 

métodos alemães padronizados para análise de águas, águas residuais e lodos, com 

enfoque específico na determinação de ânions. Essa parte da norma, identificada 

como D9, descreve o método espectrofotométrico para quantificação de nitrato, 

analito de grande relevância ambiental e sanitária. O método baseia-se na reação do 

íon nitrato com o reagente DMP, formando um composto colorido cuja intensidade em 

termos de absorvância, medida em comprimento de onda específico, é diretamente 

proporcional à concentração de nitrato na amostra (DIN, 2011). 

A aplicabilidade do método abrange diferentes matrizes aquosas, incluindo 

água potável, águas superficiais com baixo grau de poluição, águas subterrâneas e 

águas residuais de complexidade moderada. Os LQs variam conforme o caminho 

óptico da célula utilizada durante a leitura. Para cubetas retangulares de 5,0 cm, a 

norma define uma faixa de quantificação de 0,10 a 5,00 mg L-1 de nitrogênio na forma 

de nitrato; já para cubetas de 1,0 cm, a faixa se estende de 0,50 a 25,0 mg L-1 (DIN, 

2011). Essa flexibilidade metodológica permite adaptar o procedimento às 
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características específicas de cada amostra, mediante diluições adequadas ou 

seleção do comprimento de célula mais apropriado. 

Apesar de sua robustez e padronização, o método apresenta limitações que 

devem ser cuidadosamente avaliadas. Interferentes ópticos, como turbidez e 

coloração natural da amostra, podem comprometer a exatidão das leituras 

espectrofotométricas, sendo necessária a realização de pré-tratamentos, como 

filtração ou correção de branco. Substâncias redutoras ou oxidantes presentes em 

determinadas matrizes também podem reagir com o DMP, alterando a intensidade do 

sinal analítico e gerando desvios sistemáticos. Tais fatores reforçam a importância da 

preparação adequada das amostras e da validação dos resultados por meio de 

ensaios comparativos com métodos alternativos (Sigma-Aldrich, 2023). 

No Brasil, laboratórios de universidades e centros de pesquisa, como o 

Laboratório de Saneamento Ambiental da Universidade Estadual de Maringá (PR), já 

aplicam a norma DIN 38405-9 como referência para a determinação de nitrato em 

amostras de água, devido à sua padronização internacional e à confiabilidade dos 

resultados obtidos (UEM, 2023). Embora existam outras técnicas disponíveis, como a 

CI e a determinação eletroquímica, a espectrofotometria baseada na reação com DMP 

apresenta vantagens significativas, como simplicidade operacional, boa sensibilidade 

para baixas concentrações e custo reduzido de reagentes e equipamentos, fatores 

que justificam sua ampla adoção em programas de monitoramento ambiental. 

Diante disso, a norma DIN 38405-9 representa uma importante referência 

internacional para a quantificação de nitrato em matrizes aquosas, assegurando 

resultados consistentes, rastreáveis e comparáveis entre laboratórios. Sua adoção 

contribui diretamente para a vigilância da qualidade da água e para a mitigação de 

riscos associados ao excesso de nitrato, configurando-se como ferramenta essencial 

na interface entre análise laboratorial, políticas ambientais e saúde pública. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 TIPO E NATUREZA DA PESQUISA 

 

O estudo classifica-se como uma pesquisa aplicada, de abordagem 

quantitativa, voltada à avaliação laboratorial do método analítico para determinação 

de nitrato utilizando DMP. 

A natureza do estudo é experimental, uma vez que envolve a aplicação 

controlada do procedimento normalizado DIN 38405-9, visando à análise de 

desempenho do método e à comparação dos resultados obtidos com os critérios de 

qualidade estabelecidos pelo documento normativo DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 

2020). Adicionalmente, a pesquisa apresenta caráter descritivo e exploratório, pois 

busca compreender o comportamento do método em diferentes matrizes de água e 

discutir sua adequação às exigências da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, 

aplicável a laboratórios de ensaio e calibração acreditados. 

 

3.2 LOCAL DE EXECUÇÃO DO ESTUDO 

 

Os experimentos e análises foram conduzidos no LAPAM, localizado no Bloco 

V do Campus-Sede da UCS. A unidade dispõe da infraestrutura adequada para a 

execução das atividades propostas, contando com espectrofotômetro de absorção 

molecular UV-Vis, da marca Merck, modelo Prove 600 Plus, vidrarias volumétricas 

calibradas, sistema de purificação de água e demais equipamentos de apoio 

necessários ao desenvolvimento das análises experimentais. 

 

3.3 AMOSTRAGEM E COLETA DE DADOS 

 

Foram utilizadas vinte amostras de água distribuídas nas matrizes bruta, 

tratada e residual e naturalmente contaminadas já disponíveis no LAPAM, 

provenientes de coletas realizadas pelo próprio laboratório, seguindo procedimentos 

padronizados de amostragem adotados pela instituição. 

As amostras permanecerão armazenadas em frascos brancos de polietileno, 

com volume mínimo de 500 mL, mantidas sob refrigeração entre 2 °C e 6 °C, conforme 
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as boas práticas laboratoriais e as recomendações das normas ABNT NBR 

9898:2017, ABNT NBR ISO 5667-3:2012 e APHA (2023), garantindo a preservação 

da integridade da amostra até o momento da análise. 

 

3.4 REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS. 

 

Serão utilizados reagentes e materiais de grau analítico, devidamente 

certificados, padrões de referência certificados (MRC), soluções preparadas com água 

deionizada, além dos equipamentos necessários, conforme listado a seguir: 

● kit para determinação de nitrato: Spectroquant® Nitrate Cell Test 

1.14563.0001 (Merck) baseado no método fotométrico em DMP, com faixa 

analítica de 0,5 a 25,0 mg L-1 N–NO3
–; 

● MRC de nitrato (Nitrate Nitrogen Standard for IC 53638, Sigma-Aldrich, 1000 

mg L-1), utilizado na preparação de soluções de calibração e fortificação; 

● ácido aminossulfônico (Êxodo Científica, pureza de 99,32%); 

● ácido sulfúrico 1N, preparada a partir de ácido sulfúrico PA (Química Moderna, 

pureza de 98%); 

● fita teste para cloreto (MQuant® Chloride Test Strips, Supelco, 1.10079), com 

faixa analítica entre 500 a 3000 mg L-1; 

● fita teste para nitrito (MQuant® Chloride Test Strips, Supelco, 1.10007), com 

faixa analítica entre 2 a 80 mg L-1; 

● micropipetadores de diferentes volumes, devidamente calibrados; 

● balões volumétricos de diferentes capacidades, devidamente calibrados; 

● espectrofotômetro de absorção molecular UV-Visível, Prove 600 Plus (Merck). 

 

3.5 PROCEDIMENTO ANALÍTICO 

 

A determinação do nitrato foi realizada de acordo com o método descrito pelo 

fabricante do kit Spectroquant®, o qual é análogo à norma DIN 38405-9. O princípio 

baseia-se na reação DMP em meio ácido, formando o composto 4-nitro-2,6-

dimetilfenol, o qual é quantificado fotometricamente a 340 nm. Os passos adotados 

encontram-se sumarizados no fluxograma da Figura 12. 
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Figura 12. Fluxograma do passo a passo para determinação de nitrato por kit 

 

Fonte: autora (2026) 

 

3.6 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

A validação do método analítico foi conduzida com base nas diretrizes 

estabelecidas no DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020), e fundamentada nos 

conceitos e requisitos de desempenho de métodos analíticos descritos na literatura 

especializada, com destaque para Albano e Raya-Rodriguez (2015).  

O estudo teve como finalidade demonstrar que o procedimento analítico é 

adequado ao uso pretendido, sendo capaz de produzir resultados confiáveis, precisos 

e rastreáveis, em conformidade com os princípios de qualidade exigidos para métodos 
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normalizados e laboratórios acreditados segundo a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. 

Para isso, foram avaliados os parâmetros de desempenho descritos a seguir. 

 

3.6.1 Seletividade do método e efeito da matriz 

 

De acordo com Albano e Raya-Rodriguez (2015), a seletividade do método 

deve ser avaliada utilizando-se, no mínimo, seis concentrações distintas do padrão de 

referência distribuídas ao longo da faixa analítica, tanto na ausência quanto na 

presença da matriz de interesse, com o objetivo de verificar possíveis interferências 

da matriz sobre o sinal analítico. 

Para essa avaliação, foram preparados três balões volumétricos de 100 mL 

contendo concentração inicial de 25 mg L-1, correspondentes às seguintes matrizes 

naturais de interesse: água bruta, água tratada e água residual. A partir dessas 

soluções, foram adicionadas alíquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL aos tubos de teste 

do kit analítico, obtendo-se concentrações finais de 0,5, 10, 15, 20 e 25 mg L-1, 

respectivamente. Posteriormente, o volume dos tubos foi completado para 1 mL com 

a respectiva matriz de referência. 

A seletividade foi avaliada por meio da análise das regressões lineares obtidas 

para cada matriz, associados à aplicação do teste F de Fischer-Snedecor                 

(Equação 1), utilizado para verificar a homogeneidade das variâncias e identificar 

possíveis diferenças estatisticamente significativas entre as curvas analíticas.  

 

𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 = 
𝑠𝑚𝑎𝑖𝑜𝑟
2

𝑠𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟
2      (1) 

onde, 

s = desvio padrão 

 

O valor de Fcalculado foi comparado ao valor de Ftabelado (Tabela 2), 

considerando os respectivos graus de liberdade (n-1), em que n corresponde ao 

número de repetições empregadas no cálculo da variância. Neste estudo, cada ponto 

analítico foi realizado em triplicata, resultando em n = 3.  
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Tabela 2. Valores de Fcalculado em função dos graus de liberdade empregados no 

método 

α = 0,05 Maior s2 (n-1) 

Menor s2 (n-1)  1 2 3 4 5 6 

1 161,446 199,499 215,707 224,583 230,160 233,988 

2 18,513 19,000 19,164 19,247 19,296 19,329 

3 10128 9,552 9,277 9,117 9,013 8,941 

Fonte: Albano; Raya-Rodriguez (2015) 

 

A ausência de interferentes da matriz foi avaliada por meio do paralelismo 

entre as curvas analíticas obtidas na presença e na ausência das matrizes avaliadas, 

bem como pela aplicação do teste F. Para a análise estatística, adotou-se nível de 

significância (α) de 0,05, correspondente a 95% de confiança, conforme descrito por 

Albano e Raya-Rodriguez (2015).  

 

3.6.2 Linearidade da curva de calibração e faixa linear  

 

A avaliação da linearidade e da faixa linear do método foi realizada por meio 

da análise, em triplicata, de seis concentrações de nitrato (0,5; 5; 10; 15; 20 e                

25 mg L-1), preparadas a partir de solução padrão certificada. Com base nos 

resultados obtidos, realizou-se a regressão linear considerando a concentração do 

padrão analisado como variável independente (“x”) e a resposta analítica obtida como 

variável dependente (“y”), para avaliação do coeficiente de determinação (R2 ≥ 0,9945) 

na faixa de trabalho de 0,5 a 25,0 mg L-1 N–NO3
–, conforme especificado por Albano 

e Raya-Rodriguez (2015). 

A presença de valores discrepantes foi avaliada por meio do teste de Grubbs, 

aplicado às respostas analíticas obtidas para cada nível da curva analítica. O valor de 

G foi calculado a partir da razão entre o módulo da diferença do possível valor 

discrepante em relação à média do conjunto de dados e o respectivo desvio padrão, 

sendo posteriormente comparado aos valores críticos tabelados (Quadro 1) em 

função do número de replicatas analisadas. 
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Quadro 1. Valores críticos para o teste de Grubbs (α = 0,05)  

 

Fonte: Albano; Raya-Rodriguez (2015) 

 

Também foi calculado o coeficiente de variação (CV%) para cada ponto da 

curva analítica, utilizando-se as respostas analíticas obtidas como critério de 

repetibilidade. Posteriormente, foram determinados os resíduos da regressão linear, 

calculados pela diferença entre os valores teóricos estimados pela regressão e as 

respostas analíticas experimentais obtidas. A avaliação da linearidade foi 

complementada pela análise do perfil dos resíduos, visando verificar a distribuição 

aleatória dos pontos ao longo da faixa de trabalho, bem como a ausência de 

tendências ou erros sistemáticos. 

Os tratamentos estatísticos e a construção da curva analítica foram realizados 

utilizando o Microsoft Excel. 

 

3.6.3 Exatidão do método 

 

A exatidão do método foi avaliada por meio da comparação entre o método 

normalizado empregado pelo laboratório (ABNT NBR 12620:1992) e o método não 

normalizado, baseado em DMP. Para essa avaliação, foram preparadas e analisadas 

dez amostras homogêneas, pertencentes de diferentes matrizes de interesse e 

naturalmente contaminadas com nitrato, sendo todas analisadas por ambos os 

métodos. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software 

Microsoft Excel, conforme descrito por Albano e Raya-Rodriguez (2015).  

Inicialmente, foi calculada a variância amostral para cada conjunto de 

resultados por meio da Equação 2: 

 

     𝑠2  =  
∑  𝑛
𝑖=1 (𝑥−𝑥  )2

𝑛−1
     (2) 



45 
 

onde, 

s2 = variância amostral; 

xi = valor individual obtido experimentalmente; 

x̄ = média aritmética dos resultados; 

n = número de determinações realizadas. 

 

Posteriormente, aplicou-se o teste t de Student para verificar se existiam 

diferenças estatisticamente significativas entre os resultados obtidos pelos dois 

métodos, conforme apresentado na Equação 3: 

  

𝑡 =  
|𝑥 𝐴− 𝑥 𝐵|

√𝑠𝐴
2 + 𝑠𝐵

2

𝑛

     (3) 

onde, 

x̄A e x̄B = médias obtidas pelos métodos A e B; 

s2
A e s2

B = variâncias dos métodos A e B; 

n = número de replicatas.  

 

Os graus de liberdade foram calculados pela expressão (2n−2), resultando em 

18 graus de liberdade. Foram estabelecidas as hipóteses do teste t com a finalidade 

de comparar os métodos normalizado e não normalizado. A hipótese nula (H0) 

considerou a inexistência de diferença significativa entre os métodos, assumindo 

equivalência estatística entre eles, enquanto a hipótese alternativa (H1) considerou a 

existência de diferença significativa (Albano; Raya-Rodriguez, 2015). 

O valor de tcalculado foi comparado ao valor de ttabelado (2,10092) obtido a partir 

da distribuição t de Student, adotando-se nível de confiança de 95%, para verificação 

da aceitação ou rejeição da hipótese nula.   

 

3.6.4 Limite de quantificação do método (LQM) 

 

O limite de quantificação do método (LQM) corresponde à menor 

concentração de analito que pode ser determinada quantitativamente com níveis 

aceitáveis de precisão e exatidão (INMETRO, 2020). O LQM foi determinado a partir 

da análise de sete replicatas de amostras contendo baixas concentrações do analito, 

conforme descrito por Albano e Raya-Rodriguez (2015). 
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Inicialmente, foram realizadas diluições sucessivas da solução padrão, 

utilizando-se concentrações correspondentes ao menor ponto da curva analítica                       

(0,5 mg L-1), bem como concentrações de 0,3 e 0,2 mg L-1, com o objetivo de verificar 

o atendimento aos critérios de aceitação estabelecidos pelo laboratório para desvio 

padrão relativo (DPR ≤ 20%), exatidão (80 a 120%) e recuperação do analito (50 a 

150%). 

Posteriormente, foram calculados a média e o desvio padrão dos resultados 

obtidos, sendo o LQM estimado por meio da Equação 4. Dessa forma, o LQM foi 

definido como a menor concentração que apresentou conformidade simultânea com 

todos os critérios analíticos adotados pelo laboratório: 

  

𝐿𝑄𝑀 =  𝑥̅  +  5𝑠     (4) 

onde: 

x̅ = média das replicatas; 

s = desvio padrão. 

 

3.6.5 Limite de detecção do método (LDM)  

 

O limite de detecção do método (LDM) corresponde à menor concentração de 

analito que pode ser detectada, embora não necessariamente quantificada, nas 

condições estabelecidas para o ensaio (INMETRO, 2020). A determinação inicial 

desse parâmetro foi realizada de forma análoga à empregada para o LQM, utilizando-

se sete replicatas de amostras em branco, constituídas por água deionizada isenta de 

nitrato e fortificada nas concentrações de 0,5, 0,3 e 0,2 mg L-1 de N–NO3
–, atendendo 

os mesmos critérios internos de aceitação adotados pelo laboratório. 

Após o cálculo do desvio padrão das replicatas, consultou-se a tabela t de 

Student unilateral, adotando-se nível de confiança de 99% e 6 graus de liberdade 

(n−1), obtendo-se valor de t igual a 3,143. Esse valor foi utilizado na Equação 5 para 

a determinação do parâmetro analítico: 

 

𝐿𝐷𝑀 =  𝑡 ·  𝑠     (5) 

onde, 

t = valor da tabela Teste t Student; 

s = desvio padrão. 
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3.6.6 Comparações interlaboratoriais  

 

O documento orientativo do CGCRE estabelece distinção entre as 

comparações interlaboratoriais empregadas em programas de ensaios de proficiência 

(PEP), destinados à avaliação do desempenho dos laboratórios participantes, e 

aquelas aplicadas a outras finalidades analíticas. Entre essas finalidades destacam-

se a avaliação da eficácia e da comparabilidade de novos métodos de ensaio ou 

medição, o monitoramento de métodos já estabelecidos e a determinação das 

características de desempenho analítico, sendo essas aplicações frequentemente 

denominadas estudos colaborativos (INMETRO, 2020). 

Para a avaliação estatística dos resultados das comparações 

interlaboratoriais, utilizou-se o score z, ferramenta amplamente empregada na análise 

do desempenho de laboratórios participantes em ensaios de proficiência. O cálculo do 

Z-score foi realizado conforme a Equação 6: 

  

𝑧 =  
(𝑋𝑙𝑎𝑏 − 𝑋𝑉)

𝑠
     (6) 

onde, 

xlab = média aritmética obtida pelo laboratório participante; 

xV = valor admitido como verdadeiro; 

s = desvio padrão do ensaio de proficiência. 

 

3.6.7 Estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade (R&R) 

 

De acordo com Albano e Raya-Rodriguez (2015), o estudo formal da 

repetibilidade e reprodutibilidade, também denominado estudo da média e amplitude, 

permite decompor as fontes de variabilidade associadas ao método analítico, 

possibilitando identificar as principais contribuições relacionadas às variações 

observadas durante a execução do ensaio. 

Para a avaliação da repetibilidade e da reprodutibilidade do método, dois 

analistas realizaram a análise, em duplicata, de dez amostras, sob condições 

previamente estabelecidas pelo laboratório, com o objetivo de avaliar a precisão do 

método tanto em condições de repetição quanto em condições de variação entre 

analistas. Posteriormente, os dados obtidos foram tratados e analisados utilizando o 



48 
 

software Microsoft Excel. A adequação da variação associada ao estudo de R&R foi 

avaliada conforme os critérios descritos por Albano e Raya-Rodriguez (2015), 

apresentados no Quadro 2.  

 

Quadro 2. Faixa de aceitação para o estudo de R&R 

 

Fonte: Albano; Raya-Rodriguez (2015) 

 

3.6.8. Elaboração da planilha de custos 

  

A planilha de custos foi elaborada utilizando o software Microsoft Excel® para 

determinar o custo direto da análise de NO3
– por AFD e DMP. Sua estrutura foi dividida 

em duas seções, sendo a primeira voltada ao preparo das soluções empregadas no 

método correspondente. A segunda avalia itens diretamente relacionados ao ensaio, 

reunindo materiais consumíveis, mão de obra, descarte dos resíduos gerados, 

consumo de energia elétrica, calibrações de equipamentos e demais custos 

operacionais envolvidos na execução da análise. 

Para cada item foram registrados a categoria, a quantidade adquirida, a 

unidade de medida, o custo de aquisição e a quantidade efetivamente consumida por 

amostra. O custo unitário por amostra foi obtido por meio da relação entre a 

quantidade utilizada pela quantidade adquirida, conforme Equação 7: 

 

𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 
𝑄𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎

𝑄𝑎𝑑𝑞𝑢𝑖𝑟𝑖𝑑𝑎
 ×  𝐶𝑎𝑞𝑢𝑖𝑠𝑖çã𝑜     (7) 

onde, 

Camostra = custo do insumo por análise (R$); 

Qutilizada = quantidade de insumo utilizado por amostra; 

Qadquirida = quantidade total de insumo adquirido; 

Caquisição = custo total do insumo (R$). 

 



49 
 

Ao final, o custo total do ensaio foi determinado pela soma dos custos 

individuais de todos os reagentes, padrões, consumíveis, mão de obra, descarte de 

resíduos, energia elétrica e custos de calibração dos instrumentos, resultando no 

custo direto por amostra. 

 

3.7 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS E DE SEGURANÇA 

  

Durante a execução das atividades laboratoriais, foram rigorosamente 

observadas as normas de biossegurança e segurança química aplicáveis ao 

manuseio de reagentes e amostras. Todas as etapas experimentais foram realizadas 

com utilização obrigatória de equipamentos de proteção individual (EPIs), incluindo 

jaleco, luvas e óculos de proteção. 

Os resíduos gerados durante as atividades experimentais foram segregados, 

identificados e destinados adequadamente pelo LAPAM, por intermédio do Setor de 

Gerenciamento Ambiental (SEAMB), em conformidade com as normas e a legislação 

ambiental vigente.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A determinação de nitrato foi realizada utilizando metodologia análoga à 

norma DIN 38405-9, empregando kit de testes prontos para análise fotométrica. A fim 

de avaliar a confiabilidade do procedimento analítico, foi conduzido o processo de 

validação do método, com base nas orientações descritas no documento DOQ-

CGCRE-008 e no Guia Prático Validação e Garantia da Qualidade (Albano; Raya-

Rodriguez, 2015). 

Foram avaliados parâmetros de desempenho analítico, como seletividade, 

linearidade, LDQ e LQM, precisão e exatidão, cujos resultados são apresentados e 

discutidos nas subseções a seguir. 

Os ensaios de validação foram realizados utilizando matrizes de água bruta, 

água tratada e água residual. Para os estudos de exatidão, repetibilidade e 

reprodutibilidade, foram empregadas amostras selecionadas aleatoriamente e 

identificadas por numeração de 1 a 20. Já para os ensaios de seletividade, foi utilizada 

uma única amostra representativa de cada matriz. Todas as amostras foram 

preparadas em laboratório exclusivamente para fins de avaliação e validação 

metodológica. 

 

4.1 SELETIVIDADE E EFEITO DA MATRIZ 

 

A seletividade do método foi avaliada a partir da análise de soluções padrão 

de nitrato nas concentrações de 0,5; 5; 10; 15; 20 e 25 mg L-1, na ausência e na 

presença das matrizes de interesse (água bruta, água tratada e água residual), em 

ensaios realizados em triplicata. O objetivo foi verificar a possível influência de 

interferentes presentes nas matrizes sobre a resposta analítica do método. 

Dessa forma, a seletividade foi investigada para as três matrizes de interesse 

por meio da comparação entre as curvas analíticas obtidas na presença das matrizes 

e aquela obtida na ausência de matriz. Os resultados experimentais encontram-se 

apresentados nas Tabelas 3 a 6. 
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Tabela 3. Resultados obtidos para a avaliação da seletividade na ausência de matriz  

Concentração ou 

quantidade 

(mg L-1) 

Resultados das vias sem a 

presença da matriz  

(u. a.) Média 
Desvio 

padrão 
Variância 

1 2 3 

0,5 0,035 0,055 0,045 0,045 0,010 0,0001000 

5 0,354 0,371 0,363 0,363 0,009 0,0000723 

10 0,711 0,731 0,720 0,721 0,010 0,0001003 

15 1,073 1,095 1,080 1,083 0,011 0,0001263 

20 1,425 1,448 1,437 1,437 0,012 0,0001323 

25 1,783 1,801 1,790 1,791 0,009 0,0000823 

Média das variâncias 0,0001023 

R2 0,99999 

Fonte: autora (2026) 

 

Tabela 4. Resultados obtidos para a avaliação da seletividade na presença da matriz 

de água bruta  

Concentração ou 

quantidade 

(mg L-1) 

Resultados das vias com a 

presença da matriz de água 

bruta (u. a.) Média 
Desvio 

padrão 
Variância 

1 2 3 

0,5 0,093 0,092 0,087 0,091 0,003 0,0000103 

5 0,409 0,413 0,406 0,409 0,004 0,0000123 

10 0,769 0,775 0,772 0,772 0,003 0,0000090 

15 1,125 1,131 1,129 1,128 0,003 0,0000093 

20 1,477 1,483 1,485 1,482 0,004 0,0000173 

25 1,823 1,824 1,832 1,826 0,005 0,0000243 

Média das variâncias 0,0000138 

R2 0,99994 

Fonte: autora (2026) 
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Tabela 5. Resultados obtidos para a avaliação da seletividade na presença da matriz 

de água tratada 

Concentração ou 

quantidade 

(mg L-1) 

Resultados das vias com a 

presença da matriz de água 

tratada (u. a.) Média 
Desvio 

padrão 
Variância 

1 2 3 

0,5 0,062 0,069 0,059 0,063 0,005 0,0000263 

5 0,397 0,407 0,397 0,400 0,006 0,0000333 

10 0,756 0,767 0,757 0,760 0,006 0,0000370 

15 1,123 1,134 1,124 1,127 0,006 0,0000370 

20 1,474 1,489 1,479 1,481 0,008 0,0000583 

25 1,838 1,845 1,835 1,839 0,005 0,0000263 

Média das variâncias 0,0000364 

R2 0,99994 

Fonte: autora (2026) 

 

Tabela 6.  Resultados obtidos para a avaliação da seletividade na presença da matriz 

de água residual 

Concentração ou 

quantidade 

(mg L-1) 

Resultados das vias com a 

presença da matriz de água 

residual (u. a.) Média 
Desvio 

padrão 
Variância 

1 2 3 

0,5 0,056 0,058 0,060 0,058 0,002 0,0000040 

5 0,398 0,404 0,407 0,403 0,005 0,0000210 

10 0,763 0,765 0,771 0,766 0,004 0,0000173 

15 1,125 1,128 1,134 1,129 0,005 0,0000210 

20 1,486 1,487 1,492 1,488 0,003 0,0000103 

25 1,838 1,840 1,860 1,846 0,012 0,0001480 

Média das variâncias 0,0000369 

R2 0,99989 

Fonte: autora (2026) 

 

A partir dos dados experimentais, realizou-se a regressão linear utilizando as 

médias das respostas analíticas obtidas na ausência e na presença das matrizes de 

interesse, com a finalidade de avaliar o paralelismo entre as curvas analíticas. A 
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comparação foi realizada individualmente para cada matriz avaliada, conforme 

apresentado nas Figuras 13 a 15.  

 

Figura 13. Regressão linear obtida na ausência e presença da matriz de água bruta  

 

Fonte: autora (2026) 

 

Figura 14. Regressão linear obtida na ausência e presença da matriz de água tratada 

 

Fonte: autora (2026) 

 

Figura 15. Regressão linear obtida na ausência e presença da matriz de água residual 

 

Fonte: autora (2026) 
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Ao comparar as curvas analíticas obtidas para as matrizes, observou-se que 

paralelismo entre as curvas construídas na ausência e na presença de matriz, 

indicando ausência de interferências significativas capazes de comprometer a 

resposta analítica do método. Esses resultados sugerem que o método apresenta 

seletividade adequada para a determinação de nitrato nas matrizes avaliadas. 

Adicionalmente, aplicou-se o teste F com a finalidade de comparar as 

variâncias entre as curvas analíticas e verificar a existência de diferenças 

estatisticamente significativas entre os conjuntos de dados, conforme apresentado na 

Figura 16. 

 

Figura 16. Teste F realizado nas matrizes de interesse 

Fonte: autora (2026) 

 

De forma geral, os valores de Fcalculado foram inferiores aos respectivos valores 

de Ftabelado (Tabela 2), indicando ausência de diferenças significativas entre as 

variâncias avaliadas. Observou-se também comportamento linear em toda a faixa de 

concentração estudada, tanto na ausência quanto na presença das matrizes, com 

coeficientes de determinação (R2) superiores a 0,99 em todos os casos. Esses 

resultados demonstram que a presença das matrizes avaliadas não promoveu 

interferências significativas na resposta analítica do método, corroborando sua 

seletividade para a determinação de nitrato em amostras de água bruta, tratada e 

residual. 

Resultados semelhantes são reportados na literatura para métodos 

colorimétricos aplicados à determinação de nitrato, nos quais a presença de matéria 

orgânica, íons dissolvidos e outros interferentes pode influenciar a resposta analítica, 

sem necessariamente comprometer a aplicabilidade do método. Coviello et al. (2020), 

ao avaliarem nitrato em alimentos, observaram que o efeito matriz pode ocasionar 
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alterações nas respostas analíticas, evidenciadas por diferenças entre curvas obtidas 

com e sem matriz. Entretanto, R2 > 0,99 indicaram manutenção da linearidade e da 

seletividade do método para as matrizes analisadas. 

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que, mesmo na presença 

das matrizes avaliadas, o método apresentou seletividade adequada para a 

determinação de nitrato, não sendo observadas interferências capazes de inviabilizar 

sua aplicação. Ainda assim, os possíveis efeitos de matriz foram considerados na 

interpretação dos resultados experimentais.  

 

4.2 LINEARIDADE 

 

A avaliação da linearidade foi realizada em triplicata, ao longo da faixa de 

trabalho estabelecida pelo fabricante do kit analítico, utilizando-se seis concentrações 

de solução padrão de nitrato (0,5; 5; 10; 15; 20 e 25 mg L-1), conforme apresentado 

na Tabela 7. 

 

Tabela 7.  Valores experimentais obtidos para a avaliação da linearidade do método  

Padrão (mg L-1) 

Absorvância (u. a.) 

Curva 1 Curva 2 Curva 3 

0,5 0,045 0,055 0,035 

5 0,363 0,371 0,354 

10 0,721 0,731 0,711 

15 1,086 1,095 1,078 

20 1,436 1,448 1,425 

25 1,792 1,801 1,783 

Fonte: autora (2026) 

 

  A partir dos resultados experimentais, realizou-se a regressão linear das três 

curvas analíticas, com o objetivo de verificar se os parâmetros de aceitação se 

encontravam em conformidade com os critérios estabelecidos por Albano e Raya-

Rodriguez (2015). As curvas analíticas obtidas encontram-se apresentadas na         

Figura 17. 
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Figura 17. Curvas analíticas obtidas para a avaliação da linearidade do método  

 

Fonte: autora (2026) 

 

A linearidade do método foi avaliada por meio de R2, o qual, de acordo com 

Albano e Raya-Rodriguez (2015), deve apresentar valor igual ou superior a 0,9945. 

Observou-se que as três curvas analíticas apresentaram R2 satisfatórios, indicando 

adequada relação linear entre concentração e resposta analítica ao longo da faixa de 

trabalho estudada. 

Adicionalmente, avaliou-se a distribuição dos resíduos das curvas analíticas, 

com a finalidade de verificar a adequação do modelo linear empregado. A Figura 18 

apresenta os resíduos obtidos para as curvas analíticas avaliadas. 

 

Figura 18. Distribuição dos resíduos das curvas analíticas utilizadas na avaliação da 

linearidade  

 

Fonte: autora (2026) 
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Observando o gráfico de resíduos, verifica-se que os pontos apresentam 

distribuição predominantemente aleatória em torno do eixo zero, sem tendências 

sistemáticas evidentes, indicando que o modelo linear é adequado para descrever a 

relação entre concentração e resposta analítica na faixa estudada. 

Os dados experimentais também foram avaliados quanto à presença de 

valores discrepantes por meio do teste de Grubbs, considerando nível de confiança 

de 95%. Nenhum dos resultados apresentou valor de Gcalculado superior ao valor crítico 

tabelado para n = 3 (G = 1,15), indicando ausência de valores discrepantes (outliers) 

nas replicatas analisadas, como mostra a Tabela 8. 

 

Tabela 8.  Resultados obtidos para o teste de Grubbs aplicado às curvas analíticas 

Concentração 

(mg L-1) 
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 Média 

Desvio 

padrão 

G 

calculado 

0,5 0,045 0,055 0,035 0,045 0,010 1,000 

5 0,363 0,371 0,354 0,363 0,009 1,019 

10 0,721 0,731 0,711 0,721 0,010 1,000 

15 1,086 1,095 1,078 1,086 0,009 0,980 

20 1,436 1,448 1,425 1,436 0,012 0,985 

25 1,792 1,801 1,783 1,792 0,009 1,000 

Fonte: autora (2026) 

 

Resultados semelhantes são reportados na literatura para métodos 

espectrofotométricos aplicados à determinação de nitrato. Nugraha e Ridwan (2019), 

ao validarem um método baseado na redução de cádmio associada à 

espectrofotometria, observaram elevado coeficiente de determinação (R2 = 0,999). 

Entretanto, os autores reportaram faixa linear limitada a concentrações de até                         

5 mg L-1. 

Em comparação, o método validado no presente estudo apresentou 

linearidade adequada em uma faixa analítica mais ampla, estendendo-se até                          

25 mg L-1. Essa característica amplia o potencial de aplicação do método, 

especialmente no monitoramento de águas com maiores cargas de matéria orgânica 

e amostras de efluentes. 
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4.3 EXATIDÃO DE MÉTODO 

A exatidão do método foi avaliada por meio da comparação entre o método 

normalizado baseado em ácido fenoldissulfônico (Método A – AFD) e o método não 

normalizado baseado em DMP (Método B – DMP). Os resultados obtidos para ambas 

as metodologias se encontram apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Valores obtidos nas amostras no método A e B 

Amostra Método A (ẋ A– xa)2 Método B (ẋ B – xb)2 

1 0,09 4,21 0,19 7,59 

2 2,59 0,20 3,72 0,60 

3 0,93 1,47 3,56 0,38 

4 0,2 3,77 0,54 5,78 

5 0,4 3,03 0,48 6,08 

6 3,9 3,09 4,49 2,39 

7 0,04 4,42 0,16 7,76 

8 0,18 3,85 0,36 6,68 

9 9,64 56,22 11,67 76,13 

10 3,45 1,71 4,28 1,78 

Soma - 81,98 - 115,16 

 

Média ẋA 2,14 Média ẋB 2,95 

s2 A 9,11 s2 B 12,80 

sA 3,02 sB 3,58 

Fonte: autora (2026) 

 

A partir dos dados experimentais, os valores obtidos foram substituídos na 

Equação 3 para aplicação do teste t de Student, resultando em tcalculado = 0,543. Esse 

valor foi comparado ao valor de ttabelado = 2,1, considerando nível de confiança de 95%. 

Como o valor de tcalculado foi inferior ao valor de ttabelado, não houve evidência estatística 

para rejeição da hipótese nula (H0), indicando ausência de diferença significativa entre 

os resultados obtidos pelos métodos avaliados. 

Esses resultados demonstram que o método baseado em DMP apresentou 

desempenho analítico comparável ao método normalizado baseado em ácido 
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fenoldissulfônico para a determinação de nitrato nas amostras analisadas, 

evidenciando adequada exatidão dentro das condições experimentais empregadas. 

 

4.4 LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO (LQM) E DETECÇÃO (LDM) 

 

Para a determinação do limite de quantificação do método (LQM) e do limite 

de detecção do método (LDM), utilizaram-se os dados obtidos a partir da análise de 

sete replicatas em branco com adição de padrão de nitrato, iniciando-se pelo menor 

ponto da curva analítica (0,5 mg L-1). Os resultados obtidos para essa condição 

experimental encontram-se apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10. Resultados obtidos para a avaliação do ponto de 0,5 mg L-1 utilizado na 

determinação do LQM e LDM  

Menor ponto da curva de 

calibração Absorvância 

(u. a.) 

Concentração 

(mg L-1) 
(0,5 mg L-1) 

1 0,05 0,581 

2 0,041 0,455 

3 0,044 0,497 

4 0,044 0,497 

5 0,047 0,539 

6 0,046 0,525 

7 0,044 0,497 

Média 0,5131 

Desvio padrão 0,04 

Exatidão 102,62% 

RSD % 7,79% 

Recuperação da adição analito 102,62 

Fonte: autora (2026) 

 

Observou-se que os valores de exatidão, desvio padrão relativo (RSD%) e 

recuperação do analito atenderam aos critérios de aceitação estabelecidos por Albano 
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e Raya-Rodriguez (2015). Dessa forma, prosseguiu-se com a avaliação da diluição de 

0,3 mg L-1, conforme apresentado na Tabela 11. 

 

Tabela 11. Resultados obtidos para a avaliação da diluição de 0,3 mg L-1  

Diluição: Absorvância 

(u. a.) 

Concentração 

(mg L-1) (0,3 mg L-1) 

1 0,032 0,329 

2 0,031 0,315 

3 0,032 0,329 

4 0,034 0,357 

5 0,036 0,385 

6 0,032 0,329 

7 0,036 0,385 

Média 0,347 

Desvio padrão 0,029 

Exatidão 115,70% 

RSD % 8,31% 

Recuperação da adição analito 115,69 

Fonte: autora (2026) 

 

Para essa diluição, os valores obtidos também atenderam aos critérios de 

aceitação para exatidão, RSD% e recuperação do analito. Assim, procedeu-se à 

avaliação da diluição de 0,2 mg L-1, conforme apresentado na Tabela 12. 

Para a diluição de 0,2 mg L-1, os critérios de aceitação estabelecidos não 

foram atendidos, uma vez que os valores de exatidão e RSD% permaneceram fora 

dos limites recomendados para validação analítica. Observou-se aumento significativo 

da variabilidade experimental, evidenciado principalmente pelo elevado valor de 

RSD% (49,77%), indicando comprometimento da precisão analítica nessa faixa de 

concentração. 

Dessa forma, para a determinação do LQM e do LDM, optou-se pela utilização 

dos dados apresentados na Tabela 11, correspondentes à menor concentração que 

apresentou conformidade simultânea com todos os critérios de aceitação adotados. 

Substituindo-se os valores na Equação 4, obteve-se um valor de LQM de 0,5 mg L-1, 
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o demonstra que o método é capaz de quantificar nitrato com precisão e exatidão 

adequadas nessa faixa de concentração. Já para o cálculo do LDM, os valores foram 

substituídos na Equação 5, obtendo-se um valor de aproximadamente 0,1 mg L-1. 

 

Tabela 12. Valores obtidos para diluição de 0,2 mg L-1 

Diluição: Absorvância 

(u. a.) 

Concentração 

(mg L-1) (0,2 mg L-1) 

1 0,042 0,469 

2 0,046 0,525 

3 0,027 0,259 

4 0,028 0,273 

5 0,03 0,301 

6 0,012 0,049 

7 0,03 0,301 

Média 0,3111 

Desvio padrão 0,1548 

Exatidão 155,53% 

RSD % 49,77% 

Recuperação da adição analito 155,53 

Fonte: autora (2026) 

 

A análise comparativa dos LQMs obtidos nesse estudo revela diferenças 

importantes em relação às metodologias descritas na literatura. No estudo de Nugraha 

e Ridwan (2019), o método espectrofotométrico por redução de cádmio atingiu um LQ 

inferior a 0,1 mg L-1, enquanto Coviello et al. (2020), utilizando CI, obtiveram limites 

ainda menores, visando à detecção de concentrações traço de nitrato. 

Em contraste, o método baseado no kit comercial validado apresentou um 

LQM de 0,5 mg L-1. Embora esse valor seja numericamente superior aos observados 

em métodos instrumentais de alta sensibilidade, o desempenho obtido mostra-se 

plenamente adequado para aplicações de monitoramento ambiental e controle da 

qualidade da água. Considerando o limite máximo permitido de 10 mg L-1 de N–NO3
–

para água destinada ao consumo humano, estabelecido pela Portaria GM/MS                        

nº 888/2021, o LQM obtido encontra-se significativamente abaixo do valor regulatório, 
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demonstrando adequada sensibilidade para aplicações de monitoramento da 

qualidade da água. 

Assim, embora os métodos descritos na literatura apresentam maior 

sensibilidade analítica para determinação de concentrações ultra traço, o kit validado 

neste estudo demonstrou adequada robustez, precisão e aplicabilidade prática para 

análises de rotina, aliando simplicidade operacional à confiabilidade estatística 

necessária para monitoramento ambiental. 

  

4.5 COMPARAÇÃO INTERLABORATORIAL 

 

Com o objetivo de avaliar o desempenho analítico do método e a 

confiabilidade dos resultados obtidos, realizou-se a participação em ensaio 

interlaboratorial, utilizando amostra com valor designado conhecido pelo programa de 

proficiência. Os resultados obtidos pelo laboratório foram avaliados quanto à exatidão 

e à concordância em relação ao valor de referência fornecido pelo programa, por meio 

da determinação da média das replicatas e do cálculo do Z-score (Equação 6), 

parâmetro amplamente empregado na avaliação de desempenho em ensaios de 

proficiência. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 13.  

 

Tabela 13. Resultados obtidos na comparação interlaboratorial e cálculo do Z-score  

Repetições da amostra Resultados Desvio padrão Z-score 

Resultado 1 11,87 

0,113 0,20 

Resultado 2 11,67 

Resultado 3 11,68 

Média dos resultados 11,74 

XPT = Valor Designado como Referência (programa) 11,48 

σPT =desvio designado (programa) 1,27 

Critério de avaliação: 
|Z| ≤ 2: resultado satisfatório; 
2 < |Z| < 3: resultado questionável; 
|Z | ≥ 3: resultado insatisfatório. 

Fonte: autora (2026) 
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O valor de Z-score calculado foi de aproximadamente 0,20, sendo classificado 

como satisfatório segundo os critérios adotados para ensaios de proficiência (|Z| ≤ 2). 

Esse resultado evidencia adequada exatidão analítica e elevada concordância entre 

os resultados obtidos pelo laboratório e o valor designado pelo programa 

interlaboratorial. Além disso, os resultados obtidos demonstram que o método 

validado apresentou desempenho analítico compatível com metodologias 

empregadas rotineiramente em laboratórios de referência, reforçando sua 

confiabilidade para aplicações de monitoramento da qualidade da água. 

Como parâmetro comparativo, dentre os 28 laboratórios participantes do 

programa, três apresentaram resultados classificados como insatisfatórios. Entre os 

métodos empregados por esses laboratórios estavam CI, espectrofotometria UV e 

diferentes metodologias colorimétricas, incluindo AFD, salicilato de sódio e coluna de 

cádmio. Esses resultados evidenciam que o desempenho analítico satisfatório não 

depende exclusivamente da complexidade instrumental do método empregado, mas 

também do adequado controle das etapas analíticas, calibração, preparo das 

amostras e execução experimental. 

 

4.6 ESTUDO FORMAL DE REPETIBILIDADE E REPRODUTIBILIDADE (R&R) 

 

Com o objetivo de avaliar a precisão intermediária do método, utilizou-se o 

estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade (R&R), considerando análises 

executadas por dois analistas distintos e sob diferentes condições experimentais. 

Foram realizadas determinações em duplicata de dez amostras naturalmente 

contaminadas com nitrato, sendo os resultados avaliados estatisticamente quanto à 

variabilidade intralaboratorial, conforme descrito por Albano e Raya-Rodriguez (2015). 

Os dados obtidos foram utilizados para determinação dos parâmetros de 

repetibilidade e reprodutibilidade do método, permitindo avaliar a concordância entre 

os resultados analíticos gerados nas diferentes condições estudadas. Esses 

resultados experimentais encontram-se apresentados no Apêndice A. 

O estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade apresentou valor de R&R 

igual a 0,36%, indicando baixa variabilidade entre os resultados obtidos nas diferentes 

condições avaliadas. De acordo com os critérios apresentados na Figura 14, valores 
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inferiores a 10% são considerados aceitáveis, evidenciando adequada precisão do 

método analítico. 

O resultado obtido demonstra elevada concordância entre as determinações 

realizadas, indicando que pequenas variações operacionais, como diferenças entre 

analistas e condições de execução experimental, exerceram influência mínima sobre 

os resultados obtidos. A baixa dispersão observada também sugere adequada 

padronização das etapas analíticas e boa estabilidade do método durante sua 

aplicação. 

Dessa forma, o método apresentou desempenho satisfatório quanto aos 

parâmetros de repetibilidade e reprodutibilidade, demonstrando capacidade de 

fornecer resultados consistentes, precisos e confiáveis para a determinação de nitrato 

na faixa de trabalho avaliada. 

 

4.7 COMPARATIVO DE CUSTOS ENTRE O MÉTODO DE REFERÊNCIA E O TESTE 

COMERCIAL  

 

Com o objetivo de avaliar a viabilidade operacional das metodologias 

estudadas, realizou-se uma análise comparativa de custos entre o método 

normalizado e o teste rápido comercial utilizado para determinação de nitrato. Os 

dados referentes aos custos operacionais, consumo de reagentes, tempo de análise 

e demais parâmetros avaliados encontram-se apresentados nos Apêndices B e C. 

Observou-se que o método normalizado apresentou maior custo operacional 

associado à execução analítica (R$ 60,59), principalmente em razão do maior tempo 

necessário para realização completa do ensaio, estimado em aproximadamente                     

3 h e 30 min. Além disso, o procedimento requer a utilização de reagentes químicos 

de elevada periculosidade, como ácido sulfúrico concentrado e fumegante e fenol 

cristal. Em contrapartida, o teste rápido permitiu a obtenção dos resultados em 

aproximadamente 10 min, reduzindo significativamente o tempo analítico e 

minimizando os riscos ocupacionais associados à manipulação de substâncias 

potencialmente perigosas. 

Embora o custo de aquisição do kit comercial seja relativamente elevado, sua 

utilização apresenta vantagens relacionadas à praticidade operacional, rapidez 

analítica e maior segurança durante a execução das análises. Adicionalmente, a 
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redução no tempo de preparo e execução pode representar vantagem significativa em 

laboratórios que demandam elevada rotina analítica ou necessidade de respostas 

rápidas. 

Dessa forma, a comparação entre as metodologias demonstra que a escolha 

do método analítico não deve considerar apenas os custos diretos envolvidos, mas 

também aspectos relacionados à segurança, tempo de análise, facilidade operacional 

e aplicabilidade prática em rotina laboratorial. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O presente estudo cumpriu com êxito o objetivo de validar o método 

espectrofotométrico baseado na reação do 2,6-dimetilfenol (DMP) para a 

quantificação de nitrato em amostras de água, utilizando kits de testes prontos 

comerciais de acordo com as diretrizes normativas do DOQ-CGCRE-008.   

Os ensaios estatísticos comprovaram que o método proposto atende a todos 

os requisitos rigorosos de desempenho analítico necessários para uma rotina 

laboratorial acreditada. A seletividade e o paralelismo das curvas evidenciaram que o 

efeito de matriz para águas brutas, tratadas e residuais é estatisticamente 

insignificante. O modelo de regressão linear mostrou-se altamente robusto na faixa de 

trabalho de 0,5 a 25,0 mg L-1, com coeficientes de determinação adequados e 

distribuição homogênea de resíduos.   

A equivalência analítica em relação ao método clássico do ácido 

fenoldissulfônico (ABNT NBR 12620:1992) foi ratificada pelo teste t de Student 

(tcalculado = 0,543), demonstrando que o kit comercial fornece resultados com exatidão 

e confiabilidade idênticas à metodologia de referência. Embora o limite de 

quantificação obtido (LQM = 0,5 mg L-1) seja superior a técnicas sofisticadas de alta 

sensibilidade como a CI, ele se mostrou satisfatório, operando bem abaixo do limite 

máximo de 10 mg L-1 preconizado pela Portaria GM/MS nº 888/2021.   

A competência técnica e precisão intermediária do método foram 

consolidadas pelo índice de R&R de 0,36%, o qual aponta estabilidade frente a 

variações de analistas e condições experimentais. Ademais, o desempenho exemplar 

no ensaio de proficiência interlaboratorial, culminando em um Z-score de 0,20, ratifica 

a aptidão do LAPAM para a inserção desse novo parâmetro em seu escopo de 

reconhecimento.   

Sob a perspectiva operacional e de sustentabilidade laboratorial, o kit 

comercial de DMP validado demonstrou vantagens expressivas. A otimização do 

tempo foi o fator de maior destaque, reduzindo o tempo de ensaio em mais de 3 h por 

análise. Isso, somado à eliminação da necessidade de manipulação de ácidos 

concentrados e fumegantes e à consequente redução na geração de resíduos 

perigosos, resulta em um ambiente de trabalho mais seguro aos analistas e em um 

fluxo analítico muito mais dinâmico.   
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Por fim, conclui-se que a metodologia avaliada representa um avanço técnico 

e econômico relevante para o LAPAM, consolidando-se como uma ferramenta de alta 

confiabilidade, praticidade e conformidade regulatória para o monitoramento contínuo 

e efetivo da qualidade dos recursos hídricos.    
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

● Desenvolver o estudo de incerteza de medição para o método; 

● Investigar alternativas de logística reversa junto ao fabricante dos kits 

analíticos, com o objetivo de promover a coleta, reutilização ou reciclagem de 

embalagens e componentes pós-consumo, reduzindo os impactos ambientais 

associados às atividades laboratoriais; 

● Avaliar e implementar outros controles do método na rotina. 
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APÊNDICE A - Cálculos do estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade (R&R) 
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APÊNDICE B - Planilha de custos para o nitrato AFD 
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APÊNDICE C - Planilha de custos para nitrato por kit 
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