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Validacao de metodologia analitica do ensaio de ortofosfatos
em aguas superficiais por espectrofotometria de absor¢ciao mo-
lecular no visivel

Elton Alves de Souza Filho!, Marcos Denilson de Oliveira Monteiro?, Priscila Ketlen
Negreiros 3, Jelmir Craveiro de Andrade?, Larissa Silveira Moreira Wiedemann?,
Tereza Cristina Souza de Oliveiras

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a validacdo e implementacdo em rotina de laboraté-
rio, do método de determinacdo de formas de ortofosfatos (PO4%>) em dguas superficiais
utilizando a espectrofotometria de absorcdo molecular no visivel. Realizar a validacdo de
um método garante a confiabilidade e rastreabilidade dos resultados obtidos em um lo-
boratdrio. Foram realizados testes de linearidade, faixa de trabalho, Sensibilidade, Limite
de deteccdo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), Repetividade, Precisdo Intermedidria
(reprodutibilidade), Recuperacdo e Robustez. Preconizado pela Standard Methods (SM-
4500-P) o método sob estudo foi o de colorimetria direta pelo método do dcido ascorbi-
co. As amostras utilizadas para quantificacdo de fosfatos foram coletadas no leito do
igarapé do Mindu na cidade de Manaus-AM e posteriormente filtradas com membranas
de 0,45 um. A validacdo do método foi realizada em espectrofotdbmetro de UV/VIS no
comprimento de onda de 880 nm. Através dos resultados obtidos concluiu-se que o mé-
todo em estudo se apresentou dentro da faixa de aceitacdo estabelecida segundo o
documento orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-008 para os testes de linearidade, pre-
cisdo e exatiddo. No teste de robustez o método apresentou-se sensivel a qualidade de
reagentes (fabricantes) e ao tempo de ensaio conforme descrito no método Standard
Methods (SM-4500-P) para quantificacdo de ortofosfatos. Com relacdo as amostras anali-
sadas pelo ensaio validado, das cinco amostras analisadas, quatro se apresentaram em
desacordo ao preconizado pela Legislacdo CONAMA 357/2005 e uma amostra da nas-
cente do igarapé enquadrado para os limites de ortofosfatos.

Palavras-chave: figuras de mérito, dguas naturais, fosfatos.

Validation of analytical methodology for the orthophosphate assay in surface wa-

ters by visible molecular absorption spectrophotometry. This work aimed to validate

and implement in a laboratory routine, the method of determining orthophosphate forms
(PO43-) in surface waters using the molecular absorption spectrophotometry in the visible.
Performing the validation of a method guarantees the reliability and traceability of the re-
sults obtained in a laboratory. Linearity tests, working range, sensitivity, detection limit (LD),
quantification limit (LQ), repeatability, intermediate precision (reproducibility), recovery
and robustness were performed. Recommended by Standard Methods (SM-4500-P), the
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method under study was direct colorimetry using the ascorbic acid method. The samples
used to quantify phosphates were collected in the stream of the Mindu stream in the city
of Manaus-AM and later filtered with 0.45 ym membranes. The method was validated us-
ing a UV / VIS spectrophotometer at a wavelength of 880 nm. Through the results ob-
tained, it was concluded that the method under study was within the acceptance range
established according to the guiding document of INMETRO DOQ-CGCRE-008 for linearity,
precision and accuracy fests. In the robustness test, the method was sensitive to the quali-
ty of reagents (manufacturers) and to the test time as described in the Standard Methods
method (SM-4500-P) for quantification of orthophosphates. Regarding the samples ana-
lyzed by the validated test, of the five samples analyzed, four were in disagreement with
what is recommended by CONAMA Legislation 357/2005 and a sample from the source of
the stream framed for the orthophosphate limits.

Keywords: figures of merit, natural waters, phosphates

1. Introducao aqudtica, através da diminuicdo de oxi-
O uso antrépico da agua pelas di- génio dissolvido, liberacdo de toxinas,
ferentes atividades gera poluentes que além de odor e sabor desagraddveis.
implicam de forma direta na qualidade (VOLLENWEIDER et al, 1980; PAULA et al,
dos corpos hidricos. Entre eles estdo a 2016; BARRETO et al, 2013). O P estd pre-
descarga inadequada de residuos indus- sente em trés formas: fosfato particulado,
tricis, agricolas e os esgotos domésticos fosfato orgdnico dissolvido e fosfato inor-
que alteram as caracteristicas fisicas, gdnico dissolvido. Este Ultimo €& o mais
quimicas e bioldgicas do meio hidrico importante, pois € a principal forma de P
prejudicando a utilizacdo das dguas pa- assimilada pelos vegetais aqudticos. O P
ra outros fins (SANTOS et al., 2006; SER- inorgdnico dissolvido, na forma de orto-
RAO e CHAVES, 2019: SOUZA FILHO et al., fosfato, é faciimente utilizado pelos pro-
2019; SOUZA FILHO et al., 2020a). dutores primdrios e é, portanto, a princi-
Diante disso, no ano de 2005 o Con- pal forma biodisponivel de P, mas algu-
selho Nacional do Meio Ambiente esta- mas espécies de P orgdnico dissolvido
beleceu as Resolucdes n° 274 e n° 357 do também pode ser utilizado (SANUDO,
CONAMA no intuito de enquadrar os 2006; MONBET et al 2009; WORSFOLD et
corpos de dgua segundo suas classes e al., 2016). O fracionamento e especia-
adequar as melhores condicdes de qua- ¢cdo de P sdo fatores importantes ao
lidade da dgua a ser utilizada nas mais considerar o impacto do elemento na
diversas finalidades (BRASIL, 2005). De qualidade da agua. Nas aguas naturais
acordo com a resolucdo n° 357 de 2005 o P pode ser encontrado em vdarias for-
do CONAMA (BRASIL, 2005), o teor ma- mas ‘“dissolvidas” definida como a fro-
ximo permitido de P (fésforo) em dagua ¢do que passa por um filtro de 0,2 a 0,45
doce é de 0,020 m g I' de P para ambi- UM e em funcdo do pH do meio e da vo-
ente 1éntfico (Ggua parada), para ambi- riacdo da femperatfura pode-se ter dife-
ente intermedidrio € de 0,025 m g ' de P renfes espécies idnicas: HiPOs, H2POu,
para ambiente [6tico (em movimento, HPO42 e PO4* (ESTEVES, 2011).
correnteza) é de 0,1 m g I' de P (BRASIL, Conforme o método difundido
2005). O excesso de P nos rios acarreta a Standard Methods (SM-4500-P) as andli-
eutrofizacdo da dgua, pois a elevada ses de P em dguas naturais englobam
concenfracdo favorece o crescimento dois passos de procedimentos gerais: (a)
de algas (cianobactérias) e macrofitas conversdo da forma de P de interesse
aqudticas impactando a fauna e a flora para ortofosfato dissolvido e (b) determi-
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nacdo colorimétrica de ortofosfato dis-
solvido. Do ponto de vista quimico, os
fosfatos que respondem aos testes colo-
rimétricos sem hidrélise ou digestdo oxi-
dativa preliminares, sdo chamados de
fosforos reativos. O método mais empre-
gado para determinacdo do teor de or-
tofosfato dissolvido (fésforo reativo) € o
colorimétrico com quantificacdo por es-
pectrofotbmetro de absorcdo molecular
no visivel que mede a transmiténcia de
um feixe de luz num determinado com-
primento de onda quando atravessa
uma solucdo colorida dentro de uma
cubeta de quartzo ou de vidro
(EDWARDS e ALEXANDER, 2017). A de-
tferminacdo da concentracdo de fosfa-
tos pela técnica espectrofotométrica de
absor¢cdo molecular no visivel relaciona
a fransmit@ncia e a concentracdo da
solucdo que estd baseada na formagdo
de um complexo colorido, azul de moli-
bdénio, que é formado entre a reacdo
do molibdato de amoénio e o fosfato,
formando o fosfomolibdénio, com sua
posterior reducdo quimica mediada pelo
dcido ascorbico para espécie colorida
no tom de azul, conforme explicita na
equacdo quimica a seguir (STRICKLAND
et al.,1965).
7 HsPOs + 12 (NH4)sM07O24+ 51 H — 7

(NH4)3PO4.12MoOs+ 51 NHs* + 36 Hz

Trés métodos de determinacdo de
ortofosfato sdo descritos na metodologia
Standard Methods (SM-4500-P). A sele-
c@o depende amplamente da faixa de
concentracdo de ortofosfato. O método
do dcido vanadomolibdofosférico (C) é
mais usado para andlises de rotina na
faixa de 1 a 20 mg P/L. O método do clo-
reto estanhoso (D) ou o método do &ci-
do ascérbico (E) sdo mais adequados
para a faixa de 0.01 a 6 mg P/L. Neste
trabalho o método colorimétrico utilizado
foi o da quantificacdo pelo método do
dcido ascorbico (E), mais adequados
para a faixa de 0.01 a 6 mg P/L, que
compreende a faixa da resolucdo CO-
NAMA 357/2005 para limites de até 0,1
mg de P/L (Aguas da Classe ) na forma
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de ortofosfatos dissolvidos como efeito
de aplicacdo da legislacdo.

O método selecionado neste estu-
do foi o de colorimetria direta, que em
relacdo aos métodos que utilizam do
procedimento de oxidacdo, apresenta
menos interferentes, o que apresenta vi-
abilidade devido a reducdo de custos
para aquisicdo de reagentes, menor
consumo de tempo e aparelhagem mais
simples em relacdo ao necessdrio para
realizacdo da digestdo e emprego dos
métodos; dcido nitrico-acido sulfurico,
oxidacdo com persulfato, além do mé-
todo com dcido perclérico, o mais drds-
tico e que consome maior tempo de
andlise, sendo esta Ultima recomenddvel
somente para amostras particularmente
dificeis como os sedimentos. O método
pelo dcido ascoérbico tem sido ampla-
mente utilizado para determinacdo de P
em daguas superficiais e residuais, solo e
dgua para fins alimenticios (SANTOS et
al., 2014; COLZANI et al., 2017). Do ponto
de vista de precisdo, o método selecio-
nado para validacdo, pelo dcido ascor-
bico estd entfre os que possuem menor
desvio padrdo relativo (Entre 4,0 a 9,1%)
e menor erro relativo (Entre 4,4 a 10%)
associados ao ensaio conforme Standard
Methods (SM-4500-P).

Nesse intuito o presente trabalho
teve como objetivo realizar a validacdo
da metodologia de determinacdo de
ortofosfatos dissolvido por intermédio de
uma curva andlitica da concentracdo
de fosfatos relacionando com a absor-
bdancia resultante, através da verificacdo
dos pardmetros de aceitacdo e confiabi-
lidade determinados pelo DOQ-CGCRE-
008 — INMETRO de 2018. Como forma de
verificar a aplicabilidade do método pa-
ra o ensaio validado foi escolhido um
igarapé na cidade de Manaus-AM para
tomar como local de referéncia (Matriz)
para esta validacdo, igarapé este que
apresenta atualmente concentracdo de
fosfatos em concenfracdo acima do es-
tabelecido pela legislacdo CONAMA de
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2005 (OLIVEIRA et al., 2016; ARCOS et al.,
2018; SOUZA FILHO et al., 2019; SOUZA FI-

LHO et al., 2020a; SOUZA FILHO et al.,
2020b).

2. Material e Métodos
2.1 Materiais, Reagentes e Equipamen-
tos

Todas as vidrarias utilizadas para es-
te estudo foram submetidas & desmine-
ralizacdo com dcido nitrico a 5%, com o
intuito de diminuir o risco de contamino-
cdo. O Padrdo de P utilizado foi da fabri-
cante Sigma-Aldric na concentracdo
1000 m g ', preparado em dgua ultrapu-
ra pureza de 99,.5% + 5% do tipo Milli-Q
(Tipo 1). Os demais reagentes utilizados
foram de qualidade P.A. O equipamento
utilizado foi o espectrofotbmetro de ab-
sorcdo molecular no visivel modelo Evo-
lution 220 da fabricante Thermo Scienti-
fic, acoplado em um computador. As
andlises foram realizadas nos meses de
novembro e dezembro de 2018 no Labo-
ratério de Métodos Espectroscodpicos —
LAMESP e a preparacdo de solucdo e
reagentes no Laboratério de Qualidade
Ambiental - LAQUA na Central Analitica
da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM).

2.2 Coleta de amostras no Igarapé do
Mindu

As amostras foram coletadas con-
forme metodologia de coleta e preser-
vacdo de amostras de dguas descritas
por Souza Filho et al. (2019), realizadas no
periodo de execucdo da metodologia
de validacdo anadlitica do ensaio, na
drea urbana da cidade de Manaus-AM
no norte do Brasil. Foram coletados cinco
amostras de aguas com caracteristicas
distintas de qualidade, partindo da drea
de nascente do igarapé (montante) de-
nominado ponto P1 até pontos com ca-
racteristicas antropizadas, perpassando
por trechos do meio do curso alto do iga-
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rapé no ponto P2 no bairro Novo Aleixo,
P3 no conjunto residencial Petros, no P4 —
Parque municipal do Mindu, € nas proxi-
midades da foz do curso (jusante), no
ponto P5 no Parque dos Bilhares. As
amostras foram previamente filfradas
através de uma membrana de filtro de
di@metro de poro de 0.45 um conforme
Standard Methods (SM-4500-P).

2.3 Validacao do Método analitico em
Laboratorio

O método proposto foi validado
conforme as orientacdes normativas do
DOQ-CGCRE-008 INMETRO (Instituto Na-
cional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial), conforme o traba-
lho de Albano e Raya-Rodrigues (2015) e
por Ultimo, através do descrito por Leite
(2008). Foram analisados os seguintes pao-
rGmetros: Linearidade, Faixa de frabalho
ou Faixa linear de trabalho (INMETRO,
2018), Sensibilidade, Limite de deteccdo
(LD), Limite de quantificacdo (LQ), Repe-
tividade, Precisdo Intermedidria (repro-
dutibilidade), Recuperacdo e Robustez.
O método selecionado (Figura 1) para
validacdo foi o de colorimetria direta (4)
na forma de fésforo reativo dissolvido (or-
tofosfato dissolvido) pelo método do
dcido ascoérbico (E) conforme descrito
em Standard Methods (SM-4500-P).

2.3.1 Linearidade, Faixa de trabalho, e
Sensibilidade

A execucdo do método de valida-
cdo foi realizada em etapas. Na Etapa 1
(Figura 2) foram preparados os reagentes
para a reacdo de reducdo do P em or-
fosfatos dissolvidos. A separacdo dos re-
agentes e preparo das solucdes para
execucdo do método foi realizado con-
forme descrito na referéncia do Standard
Method (SM 4500-P), pelo método de re-
ducdo com dcido ascorbico (E) para de-
terminacdo de fosfatos em aguas.
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Sem filtracéo

Colorimetria 1. Hidrdlise H ;S04 1. Digest#io
d\n‘ata 2. Colorimetria 2. Colorilmetria
|
i A Fosforo A+B c Fosforo
Filtragdo em membrana reativo total total
de filtro de 0.45 um (2) | |
(A+E|i)—A Cf(A|+B)
B Fosforo total D Fosforo
acido-hidrolizavel total orgénico
f - Filtrado (3)
I
Matéria \ L |
suspensa Colorimetria 1. Hidrolise H250, 1. Digestio
Direta (4) 2. Colorilmetria 2 CDIDrilmetria
E - - G .
Fosforo reativo E+F Fosforo
Dissolvido (5) total dissolvido
(E+T)—E G-(E|+F)
F Fosforo H - A
acido-hidrolizavel Fésforo orgénico
. . dissolvido
dissolvido

—— C - G =fésforo total suspenso
—— A- E = fosforo reativo suspenso

B - F = fésforo acido-hidrolizavel suspenso

D - H = fésforo organico suspenso

Figura 1 — Rota para andlise de fosfatos pelo método Standard Methods 4500-P em dguas naturais.
Em negrito, com seta laranja em énfase, a rota utilizada neste trabalho. Fonte: Standard Methods

4500-P pelo método do dacido ascérbico (E).

D

(€HO: L 0.1 M

484,30, 0, 4,0)

—

¥'Reagente Combinado

A v Acido sulfirico 5 N (H,50,)

B v Tartarato de antiménio e potassio CgH,oK,0,55b,
C v Molibdato de aménio ((NH,)sMo,0,,.4H,0)

D v Acido Ascérbico (CgHgOg ), 0,1 M:

I, 50mL de H,50,

Il. 5 mL de solugdo de tartarato de antiménio e potassio
lll. 15 mL de solugdo de molibdato de aménio

IV. 30 mL de solugdo de acido ascérbico

Figura 2 — Solucoes preparadas para execucdo da Etapa 3 deste estudo.

Na Etapa 2 (Figura 3A) para a determi-
nacdo da linearidade foi utilizado o mé-
todo do padrdo externo a partir de uma
solucdo padrdo de 1000 m g I de P da
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marca Sigma Aldrich. Foram preparadas
duas solucdes (mdes) de 50 m g I'!, e @
partir destas solucdes foram preparadas
novas solucoes (solucdes filhas) de forma
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alternada para a determinacdo da cur-
va analifica com valores de concenfro-
cdo; 0,050; 0,10; 0,25;0,50,075e 1,0m g I
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e avolumadas em baldo volumétrico de
50 mL (Figura 3A).

50,0 mg.L*!

=

1000 mg.L1PO,>

50,0 mg.L*!

Yy
— A4

0,050 mg.L* 0,250 mg.L! 0,750 mg.L*

0,10 mg.L'* 0,50 mg.L? 1,0mg.L?

Solugdo Mae

50,0 mL g

L

/ \Testes com a Matriz:

Limite de Deteccdo
Seletividade 50
Repetibilidade -
Reprodutibilidade
Exatid3o (Recuperagio)

Testede L*earidade I /\ V

-

Matriz

&

1,0 gt Fenolftaleina

PO> + 12M0O* + 27H* —* H,P0,(M0O0,),, + 12M0O* + 12H,0

H;P0,(M00;),; + 2C6HB06 — + PM0,M0y0O4o + 2CHgOg + 7H*

C=880nm

Apds 10 a 30 min

C

Figura 3— Em (3A) Solucdes maes um e dois preparadas a partir de um padrdo de 1000 m g Ii'de P
marca Sigma Aldrich. Em (3B) mistura com reagentes da dgua deionizada (tipo MiliQ) para deter-
minacdo da linearidade ou utilizagcdo da Matriz (amostra) para realizacdo dos testes complemen-
tares da validacdo. Em (3C) quantificacdo das amostras de dgua e matriz em espectrofotébmetro
de absorcdo molecular no visivel com comprimento de onda de 880 nm apds intersticio de 10 a 30

min de reacdo.

A Etapa 3 (Figura 3B e 3C) foi exe-
cutada atfravés da obtencdo de aliquo-
ta de 50 mL de dgua deionizada (fipo
MiliQ) com adicdo de padrdo de cada
uma das concentracdes definidas e adi-
cdo de 0,05 mL (1 gota) de fenolftaleina
em um erlenmeyer de 125 mL. Em segui-
da adicionado 8.0 mL do reagente
combinado preparado na Etapa 1, apds
o intersticio entre 10 e 30 minutos foi reali-
zado leitura no equipamento em com-
primento de onda de 880 nm. O proces-
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samento das reacodes foi destacado na
Figura 4C; Em amarelo é apresentada a
reacdo de reducdo dos fosfatos presen-
te na amostra, e em azul a reacdo de
complexacdo na forma de fosfomolib-
dénio para quantificacdo em 880 nm.
Para o preparo da linearidade foram
executadas sete curvas, em cada uma
delas foi realizada a leitura em friplicata
de cada padrédo de concentfracdo defi-
nido, gerando ao final do teste uma mé-
dia final das sete curvas obtidas.
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A faixa de frabalho ou faixa linear
de trabalho (faixa de concentracdo do
analito em que os resultados do método
sdo proporcionais & concentracdo do
analito) foi definida a partir de um po-
drdo central de 0,10 m g I! (limite da re-
solucdo CONAMA n°357/2005 para o po-
rdmetro de P inorgdnico (fosfatos) em
curso lético de corpos receptores de
Classe Il desta resolucdo), com uma
concentracdo inferiora 0,10 m g I'' e trés
concentracodes superiores a 0,10 m g I!
com limite méximo de 1,0 m g I''. Foram
preparadas sete curvas, sendo que cada
uma delas foi elaborada com leituras em
friplicata de sua respectiva concentra-
cdo. As mesmas leituras em friplicatas
foram inferidas para os outros pardmetros
de validacdo elaborados.

Apss as Etapas 1, 2 e 3 foi calculo-
da a regressdo linear obtida através do
método dos minimos quadrados (equa-
cdo da reta ou equacdo do 1° grau) ex-
plicita na equacdo 1. A partir da curva
de linearidade obtida foi determinada a
faixa de trabalho através da regressdo
linear e sensibilidade do método que fo-
ram calculadas conforme a Equacdo 1 e

2 respectivamente.
y=ax tb 1)

em que y é varidvel dependente, x é a

varidvel independente, a é o coeficiente

angular e b é coeficiente linear.

gz

> (2)
Em que S é a sensibilidade, dx € a varia-
cdo da resposta e dy a variacdo da
concentracdo.

2.3.2 Residuos

A partir da curva de linearidade
plotada a partir da Equacdo 1, foram
analisados o perfil do grdfico dos resi-
duos. Conforme destacou Albano e Ra-
ya-Rodrigues (2015), o grdfico de resi-
duos deve possuir uma ordem aleatdria
de distribuicdo, onde, se o “coeficiente
de determinacdo” da equacdo da reta
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for maior que 0,995 e o grdfico de perfil
dos residuos de regressdo possuir ordem
aleatdéria de distribuicdo, entdo o méto-
do pode ser considerado linear. Um dos
pressupostos do modelo de regressdo
linear € a de que os erros devem ter va-
riéncia constante, esta condicdo é de-
signada por homoscedasticidade. A vo-
ridncia ser constante equivale a supor
qgue ndo existem observacoes incluidas
na varidvel residual cuja influéncia seja
mais intensa na varidvel dependente.
Uma das técnicas usadas para verificar a
suposicdo de que os residuos sdo homo-
ceddsticos, € a andlise do grdfico dos
residuos versus valores ajustados. Este
grdfico deve apresentar pontos dispostos
aleatoriamente sem nenhum padrdo de-
finido. Por isso, se os pontos estdo aleato-
riamente distribuidos em torno da reta y
= 0, sem nenhum comportamento ou
tendéncia, tem-se indicios de que a va-
ridncia dos residuos € constante, a pre-
senca, por exemplo, de “funil” & um indi-
cativo da presenca de heteroscedastici-
dade. Podemos dizer que homoscedas-
ticidade € o termo para designar varién-
cia constante dos erros experimentais
para observacdes distintas (RODRIGUES,
2012). Caso a suposicdo de homosce-
dasticidade ndo seja vdlida, podemos
listar alguns efeitos no ajuste do modelo:
Os erros padroes dos estimadores, obfi-
dos pelo método dos minimos quadra-
dos, sdo incorretos, portanto, a inferéncia
estatistica ndo é vdlida. Em resumo ndo
basta apenas a equacdo da reta se
apresentar na forma linear, o gréfico de
residuos € importante para avaliar se o
modelo apresenta homoscedasticidade
ou heteroscedasticidade, isto é, o2 cons-
tante.

Para verificacdo de valores discre-
pantes em cada nivel de concentracdo
da curva andlitica foi aplicado o teste
de Grubbs a 95% de confian¢ca (GRUBBS,
1969). O teste de Grubbs é primeiramen-
te realizado para verificar a existéncia de
um valor anémalo em cada extremido-
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de do conjunto de dados. Se nesta pri-
meira andlise, um dos dois valores for
considerado andémalo, ele é rejeitado,
retirado do conjunto e um novo teste,
verificando a existéncia de um valor
andmalo em cada extremidade do con-
junto, é realizado e assim sucessivamen-
te; caso confrdrio, se nesta primeira and-
lise, ambos os valores forem aceitos co-
mo ndo andmalos, o teste & encerrado e
utiizamos o conjunto de dados rema-
nescentes para andlise (FERREIRA, 2017).

2.3.3 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccdo (LD) € defini-
do como a menor concentracdo detec-
tada, mas ndo necessariamente quanti-
ficada. O limite de deteccdo pode ser
determinado mediante o sinal/ruido, o
desvio-padrdo da resposta e do coefici-
ente angular e por processos estatisticos.
O sinal/ruido pode ser aplicado somente
para processos andliticos que exibem
linha de base. Conforme Brito et al (2003)
a determinacdo da razdo sinal/ruido é
realizada por meio da comparacdo dos
sinais medidos da amostra com baixas
concentfracdes conhecidas do analito
com as do branco, estabelecendo-se a
concentracdo minima na qual o analito
pode ser detectado, o documento orien-
tativo do INMETRO (2016) sugere no mi-
nimo sete replicatas para a estimacdo
do LD. A razdo sinal/ruido com valor trés
€ geralmente considerada aceitdvel pa-
ra estimar o limite de detec¢do (BRITO et
al, 2003; RIBEIRO e FERREIRA, 2008; SOA-
RES et al., 2012; SOUZA et al., 2016). Neste
trabalho o LD foi determinado pela
Equacdo 3:

s

LD =3,3 x b (3)

em que LD € o Limite de detecgdo, s € o
desvio padrdo da resposta da matriz de
menor concentracdo e b a inclinacdo
(coeficiente angular) da curva analitica.
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2.3.4 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo é defini-
do como a menor concentracdo que
pode ser quantificada pelo método,
com exatfiddo e precisdo, geralmente
adota-se o menor valor de concentra-
cdo da faixa de trabalho (LEITE, 2008;
BRITO et al., 2003; RIBEIRO e FERREIRA,
2008; SOARES et al., 2012; SOUZA et al.,
2016). Para esse fim, o LQ foi determino-
do pela Equacgado 4:

S
LD =10 x - (4)

Onde LQ é o Limite de quantifica-
c¢do, s & o desvio padrdo da resposta da
matriz de menor concentracdo e b a in-
clinacdo (coeficiente angular) da curva
analitica.

2.4 Teste de Precisio do Método

A precisdo de um método é quan-
do existe concord@ncia entre os valores
experimentais obtidos e quanto mais
proximos entre si estiverem, maior serd a
precisdo. A precisdo foi determinada a
partir da repetitividade e reprodutibilida-
de (precisdo intermedidria). De acordo
com o documento DOQ-CGCRE-008 IN-
METRO, quando ndo houver métodos
com quais possam ser comparadas as
caracteristicas de precisdo, entdo, os va-
lores tedricos de repetibilidade e repro-
dutibilidade podem ser calculados a par-
fir da equacdo de Horwitz, que leva em
consideracdo a concentracdo do anali-
to. A forma mais adequada é o uso dos
valores de HORRAT para avaliar a acei-
tabilidade das caracteristicas de preci-
sdo de um método. O valor de HORRAT é

dado pela Equacdo 5.
DPR g, (Derivado do Estado Colaborativo)

DPRp, (Previsto da Equagdo de Horwitz)

()

Sendo a Equacdo de Horwitz:
DPR(R] — zil—U.ELang (6)
Em que DPR é o desvio padrdo relativo e
C a concentracdo do analito. Se os valo-
res de HORRAT forem menores ou iguais
a 2,0; os valores de repetibilidade e re-

Valor de Horrat =
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produtibilidade dos métodos podem ser
considerados satisfatorios.

2.5 Teste de Exatidao (Recuperacao)

Nesse estudo foi determinada a re-
cuperacdo do método, que consiste na
adicdo (fortificacdo) de uma quantido-
de conhecida de analito d amostra para
testar se a resposta da amostra corres-
ponde ao esperado a partir da curva de
calibracdo. Nesse estudo, a amostra foi
fortificada com uma concentragcdo co-
nhecida de concenfracdo de P e em
seguida foram analisadas em ftriplicata,
em trés niveis de concentracdo (baixa,
média e alta) da mesma forma que as
desconhecidas. No final do procedimen-
to foi calculado o Fator de Recuperacdo
(FR) conforme Equacdo 7 (INMETRO,
2018) ou seja, o FR € uma resposta sobre
a eficiéncia do método (FILHO, 2010).
(c1-c2)

3

x 100

(7)

em que Recuperacdo (%) € o fator de
recuperacdo, Ci é a concentracdo do
analito na amostra fortificada, C2 é a
concenfracdo do analito na amostra
ndo fortificada, e Cs a concentracdo do
analito adicionado a amostra.

Recuperacio(%) =

2.6 Teste de Robustez

Segundo a International Conferen-
ce on Harmonisation (ICH), a robustez do
método é a medida da sua capacidade
de permanecer inalterado sob peque-
nas, mas estudadas variagcdes nos pard-
metros do método e prover indicacdo
da sua dependéncia durante o uso nor-
mal (MAROTO et al., 1999; NIJHUIS et al.,
1999; VAN DER HEYDEN et al., 1999; BRITO
et al., 2003). A robustez neste trabalho foi
calculada de acordo com Albano e Ro-
ya-Rodriguez (2015) por meio da média
de seis réplicas para cada uma das
combinacodes testadas. As varidveis rela-
cionadas para o cdlculo da robustez fo-
ram dispostas através do cdlculo entre os
fatores:
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1. O célculo do efeito dos fatores Reagente (FT)

e fator Tempo (Ft) calculados através das
seguintes equagdes 8 e 9;

MRA{IEmpui}+MRA(tE mpo)

Fr¥*=
2
MRB(tempol)—MRB (tempo2)
2

(8)
Sendo:*Média dos reagentes A no tempo 1
(MRAtempol), *Média dos reagentes A no
tempo 2 (MRAtempo2), *Média dos reagen-
tes B no tempo 1 (MRBtempol), e a *Média

dos reagentes B no tempo 2 (MRBtempol)
F* = MRA(tempol)+MRB(tempol)

2
MRA{IEmpﬂ}—MRB (tempol)
2

)

2. Elevar estas diferencas dos fatores
2 2.

ao quadrado Fr e Ft

3. Somar os desvios e fazer d média;

Fr? + Ft? .
— = Média (M)

4. E por fim calcular o desvio (Srob)

pela Equacado 10:

Sro‘b[dewio da robustez) — 2x (M)

Calcula-se entdo o desvio da Ro-
bustez (Srob) de cada concentracdo e
compara-se com o desvio da reproduti-
biidade interna (Srepro) de cada con-
centracdo caso o desvio da robustez se-
ja menor que o desvio da reprodutibili-
dade interna (Srob<Srepro) entdo o mé-
todo é considerado robusto.

(10)

3. Resultados e Discussao
3.1 Teste de Regressao Linear

Os resultados das absorbdncias
com leituras no comprimento de onda
de 880 nm foram reunidos na Tabela 1.

A curva analitica média, obtida por
meio do método dos minimos quadra-
dos, apresentou a equacdo: y= 0,6136x +
0,0033 e um “coeficiente de determina-
cdo” de 0,9999. No grdfico da Figura 4
foram plotados os dados da linearidade
obtidas para as sete curvas obtidas.
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Tabela 1 — Dados de absorbancia obtidos em comprimento de onda de 880 nm para as sete curvas de linearidade.

= Curva i
Concen‘r:’_?goo MEDIA
(mgh) 1 2 3 4 5 6 7
0,050 0,033 0,030 0,035 0,033 0,035 0,031 0,033 0,033
0,100 0,062 0,061 0,062 0,059 0,069 0,064 0,072 0,064
0,250 0,149 0,159 0,163 0,152 0,162 0,147 0,153 0,155
0,500 0,310 0,314 0,316 0,308 0,330 0,321 0,306 0,315
0,750 0,453 0,477 0,460 0,472 0,443 0,463 0,461 0,461
1,000 0,603 0,626 0,625 0,616 0,610 0,600 0,620 0,616
0,7000
o ;," + Curval
B Curva 2
0,5000 z ’
.E AT A Curva 3
E 04000
E ' Curva 4
£ 03000 =
Curva s
0. 2000 #
LD ? Curva &
0,1000 e
4 Curva 7
o T
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 Lingar
(MEDIA)

Concentragdo (mg.L)
Figura 4 — Grdfico da regresséo linear obtido a partir de sete curvas analiticas realizadas. Programa

estatistico utilizado: Microsoft Excel 2016.

Pode-se perceber pelo valor do
coeficiente de determinacdo, que as se-
te curvas plotadas apresentam correlo-
cdo fortissima (0,21< R<0,99) conforme
dados de Brito et al (2003), sendo na opi-
nido de Leite (2008) o coeficiente de de-
terminacdo, o critério minimo aceitdvel
para os testes de linearidade e seletivi-
dade. Outros frabalhos (Moura et al.,
2008; Rubim et al., 2012; Borba et al.,
2013) consideraram valores aceitdveis o
coeficiente de determinacdo dentro do
intervalo (0,91<R<0,99) para os meétodos
avaliados por espectrofotometria de ab-
sorcdo molecular, sendo considerado,
linear o método sob estudo.
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3.2 Limite de Deteccdo e Limite de
Quantificaciao

Os limites de deteccdo e quantifi-
cacdo foram calculados a partir da ra-
zAo sinal/ruido (BRITO et al., 2003; INME-
TRO, 2018; RIBEIRO e FERREIRA, 2008; SO-
ARES et al., 2012; SOUZA et al., 2016) fo-
ram estabelecidos a partir da média da
determinacdo de sete aliquotas de 50
mL da matriz de menor concentracdo,
calculados os limites de deteccdo
(Equacdo 3) em 0,0060 m g I, limites de
quantificacdo (Equacdo 4) de 0,0118 m
g I e desvio padrdo (S) com dados reu-
nidos na Tabela 2. O valor da sensibilida-
de de 0,6136 foi obtido a partir do coefi-
ciente angular da equacdo de lineari-
dade y= 0,6136x + 0,0033. A faixa de tra-
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balho estabelecida ficou no intervalo de
0,0118a 1,0 mg L.

Tabela 2 — Dados de replicatas obtidos para
o cdlculo dos limiares LD e LQ a partir da Ma-
triz.

Repeticoes Replicatas para LD
1 0,0750
2 0,0770
3 0,074
4 0,0760
5 0,0750
6 0,0760
7 0,0740
Média 0,0750
Desvio Padrdo (S) 0,0011
Sensibilidade 0,6136
LD 0,0060
LQ 0,0118

Conforme Pinheiro (2010) que avo-
liou a distribuicdo espacial de ortofosfa-

0,006
0,005
0,004
0,003

0,002

Residuos

0,001

-0,001

-0,002

0,003

L, 400
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tos na cidade de Manaus com limites es-
tudados entre 0,04 e 5,31 mg L' na bacia
do Sdo Raimundo, implica que os valores
de LD e LQ obtidos neste estudo inferio-
res ao de Pinheiro (2010) tem capacida-
de de detectar este método e pode ser
utilizado para quantificacdo das aguas
do Igarapé do Mindu, curso principal da
bacia do SGdo Raimundo.

3.3 Residuos

No grdfico da Figura 5 foram plo-
tados os residuos obtidos que se apresen-
taram sob forma aleatéria de distribui-
c¢do, onde também se pode considerar o
método linear.

1,000 ]

Concentracao
Figura 5 — Grdfico de plotagem de residuos. Programa estatistico utilizado: Microsoft Excel 2016.

Para verificar se houve valores dis-
crepantes em cada nivel de concentra-
cdo da curva andlitica foi aplicado o
teste de Grubbs a 95% de confianca. Os
valores obtidos apresentaram-se abaixo
do Giabelado, NGO havendo valores discre-
pantes para as réplicas. Aplicou-se o tes-
te de Cochran (COCHRAN,1934; TUKEY,
1962) a um nivel de confianca de 95%
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para determinar se o método é homo-
ceddstico, isto €, a homogeneidade da
variénecia dos residuos. Os valores de
Cecalculado Obtidos apresentaram-se todos
abaixo do Ciapelado PAra as concentro-
coes determinadas, portanto, existe ho-
mogeneidade e homoscedasticidade
em todas as concentracodes testadas e
comprova-se a linearidade do método.
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Os dados de desvio padrdo, variGncia,
coeficiente de variacdo, e teste de Co-
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chran a nivel de 95% de significGncia fo-
ram reunidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados calculados para comprovacdo da homoscedasticidade do método.

Coeficiente de

Concentragdo Desvio Padrdo (S) variagdo (CV Varidncia Teste de Ctab
%) Cochran
0,05 0,0019 57 0,00000348 0,0094 0,4194
0,10 0,0048 7.4 0,00002283 0,0616 0,4194
0,25 0,0064 4,10 0,00004033 0,1087 0,4194
0,50 0,0084 2,7 0,00006978 0,1881 0,4194
0,75 0,0113 2,5 0,00012824 0,3458 0,4194
1,00 0,0103 1,7 0,00010624 0,2864 0,4194

Os valores do coeficiente de variacdo
(CV) engquadrados, inferiores a 10%, de-
monstram que hd& baixa dispersdo dos
residuos obtidos tanto do método quan-
to da leitura do equipamento (CHAVES
et al., 2018). Cardoso et al. (2010) utilizou
metodologia semelhante para andlise de
residuos empregando avaliacdo pelo
teste de Cochran obtendo valores de
Cculculudo < Cfcbelado.

3.4 Testes de Repetividade e Precisao
intermediaria (Reprodutibilidade In-
terna)

A Repetividade e a precisdo inter-
medidria (reprodutibilidade interna do
laboratdrio) foram avaliadas a partir de
trés niveis de concentracdo diferentes e

com analistas diferentes. Os resultados
organizados na Tabela 4 para a repetivi-
dade demonstraram que o método tes-
tado apresentou boa precisdo, pois o
valor de Horrat apresentou-se inferior a
2,0. Lessa et al. (2017) analisou a precisdo
por estudos de repetibilidade por espec-
trofotometria de absorcdo molecular. Os
resultados obtidos da repetibilidade re-
velaram coeficientes de varidncia meno-
res do que o valor maximo exigido.

Os resultados obtidos para a preci-
sdo intermedidria estdo apresentados na
Tabela 5. O valor de Horrat apresentou-
se inferior a 2,0; 0 que comprova que o
método testado apresentou boa preci-
s@o (INMETRO, 2018; ALBANO e RAYA-
RODRIGUEZ, 2015).

Tabela 4 - Resultados de repetitividade obtido por meio de medidas espectrofotométrica de ab-
sorcdo molecular no visivel em trés niveis de concentragdes diferentes (0,05,0,25e 0,75 m g ).

Analista Concentragcdo (mg L) DPR % calculado DPR valor de Horwitz vﬁlooricﬁe
0.05 1.41 22 0,064
1 0,25 1.54 19 0,081
0.75 0,722 17 0,044
0.05 4,13 22 0,191
2 0.25 0,948 19 0,050
0.75 0,363 17 0,022

Tabela 5 - Resultados de precisdo intermedidria obtido por meio de medidas espectrofotométrica
de absorcdo molecular no visivel em trés niveis de concentracdes diferentes (0,05;0,25 e 0,75 m g

L).

Analista Concentracdo (mg L) DPR % calculado DPR valor de Horwitz Vg(')oricﬂe
0,05 6,16 22 0,28
le?2 0,25 3,46 19 0.18
0.75 0,983 17 0,059
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Bomfim et al. (2010) em validacdo
de método cromatogrdfico gasoso para
determinacdo de mondmetros pldsticos
de embalagens utilizou a equacdo de
Horwitz utilizando do valor de Horrat co-
mo critérios de aceitabilidade, indicando
gue o método apresenta precisdo ade-
qguada quando as medidas de uma Uni-
ca amostra sdo obtidas em dias diferen-
fes.

Aguiar et al. (2013) em validagdo
por cromatografia liquida em andlise de
aspirina e acido acetilsalicilico em teste
de validacdo da utilizou da equacdo de
Horwitz na andlise da precisdo interme-
diaria confirmando pelos valores dos
desvios padrdo relativos de reprodutibili-
dade (DPR%). O teste foi realizado com
frés analistas e alteracdo de trés fabri-
cantes dos analitos estudados. Todos os
resultados obtidos ficaram abaixo dos
limites estabelecidos de DPR% em fun-
cdo da concentracdo do analito.

Costa et al. (2018) em andlise de ni-
tratos e nitrogénio amoniacal por espec-
frofotomeftria de absorcdo molecular de
amostras de lixiviado de solo, com varre-
dura de comprimento de onda entre 550
a 630 nm, adotando-se 590 nm para
quantificacdo. Em andlise de validacdo
do método realizou o teste de precisdo
intermediaria a partir da equacdo de
Horwitz utilizando dos valores de Horrat,
utiizando trés niveis de concentracdo,
leituras no mesmo dia e no dia seguinte
para quantificacdo. As trés amostras
avaliadas por Costa et al. (2018) foram
consideradas validadas no critério de
aceitacdo de valores de Horrat, apresen-
tando-se inferiores a 2,0 para o método
avaliado.

3.5 Teste de Robustez

Verificou-se o comportamento dos
resulfados em relacdo a duas varidveis:
reagentes e tempo. Os dois par&dmetros
foram realizados de forma independente
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com variacdo dos reagentes nas con-
centracdes de 0,25 e 0,75; e com vario-
cdo do tempo de 45 min e 60 min em
cada uma das concentracdes estuda-
das; 0,25e 0,75.

Para os reagentes foram alterados
os fabricantes do dcido sulfurico e dcido
ascorbico, utilizados no preparo do rea-
gente combinado (RC) necessdrio para
a reducdo do P inorgénico a partir do
molibdato em meio dcido. No teste, o
reagente A (dcido sulfurico) é da fabri-
cante Synth® e o dacido ascoérbico € da
fabricante Biotec®, o reagente B é do
fabricante Nuclear® para dcido sulfurico,
e o dcido ascoérbico do fabricante Che-
micals®. Os resultados experimentais ob-
tidos para a robustez estdo apresentados
nas Tabela é para os conjuntos analisa-
dos.

Apds a andlise das seis replicatas de to-
dos os conjuntos estudados, calculou-se
a média dos conjuntos e verificou-se o
efeito dos fatores analisados como de-
monstrado no cdlculo a seguir:
Para a concentracdo de 0,25:

0,2272+0,2231 .

Fator Reagente (Fr) = 5

0,2225 -0.2328

= 10,2303
2

0,2272+0,2225

Fator Tempo (Ft) = 5

0,2231-0.2328

=0,2297
2

Apds a verificacdo dos fatores analisa-
dos elevaram-se ao quadrado os mes-
Mos:

(Fr? e Ft?)

Por fim, somaram-se os desvios elevados
ao quadrado (M) e fez-se a média. Para
o cdlculo do desvio da Robustez (Srob)
usou-se a Equacdo 10.

Syon =+/2x (M) = /20,0529 = 0,3252

T



9
Ciéncias Exatas

Para a concentracdo de 0,75:

0.,7011+0,6988

Fator Reagente (Fr) = 5

0,7120 -0,7110

= 0,6995
2

0,7011+0,7120

Fator Tempo (Ft) = 5

0.6988 -0,7110

=0,7127
2

Apds a verificacdo dos fatores analisa-
dos elevaram-se ao quadrado os mes-
mos (Fr? e Ft?), por fim, somaram-se os

desvios elevados ao quadrado (M) e fez-
se a média para a concentracdo de
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0,75. Para o cdlculo do desvio da Robus-
tez (Srob);

Srob =.,/2 x (M) = /2 x 0,4986 = 0,9986

Como desvio padrdo (Srob) da robustez
para as concentracdes de 0,25 e 0,75
respectivamente de (0,3252 e 0,9986) foi
maior do que o Desvio da Reprodutibili-
dade Interna de Horrat (Srepro) para as
concentracdes de 0,25 e 0,75 respecti-
vamente de (0,018 e 0,059) o método
ndo € considerado robusto, ou seja, €
sensivel as alteracdes de tempo (45 e 60
min) e reagentes (fabricantes diferentes).

Tabela 6 - Resultado relativo d robustez do método para a concentracdo de 0,25 e 0,75 no tempo

de 45 min e de 60 min.

Tempo 45 min
Concentracdo 0,25

Tempo 60 min
Concentracdo 0,25

Replicatas Reagente A (Ac. Reagente B Ac. Reagente A Reagente B (Ac.
Sulf. Synth®) Ascérb. — Biotec®) (Ac. Sulf. Ascorb. - Bio-
Synth®) tec®)
1 0,2213 0,2231 0,2231 0,2301
2 0,2231 0,2266 0,2231 0,2319
3 0,2284 0,2231 0,2249 0,2301
4 0,2319 0,2231 0,2213 0,2336
5 0,2319 0,2196 0,2231 0,2354
6 0,2266 0,2196 0,2231 0,2354
Média 0,2272 0,2225 0,2231 0,2328
Tempo 45 min Tempo 60 min
Cor)cenfrogéo 0,75 ) Congenfrogéo 0,75 )
Replicatas Reagente A (Ac. Reagente B Ac. As- Reagente A (Ac. Reagente B Ac.
Sulf. Synth®) corb. — Biotec®) Sulf. Synth®) Ascorb. — Bio-
tec®)
1 0,7041 0,7093 0,6935 0,7146
2 0,7023 0,7093 0,6918 0,7058
3 0,6970 0,7128 0,6953 0,7128
4 0,7005 0,7163 0,7023 0.7163
5 0,7005 0,7128 0,7076 0,7057
6 0,7023 0,7111 0,7023 0,711
Média 0,7011 0,7120 0,6988 0,7110

A andlise estatistica dos dados ob-
fidos, variando os fabricantes dos dcidos
sulfUrico e dcido ascérbico, e alteracoes
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no tempo de teste demonstrou que ocor-
re uma influéncia significativa nos resul-
tados. No entanto, essa variacdo ndo
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afeta nos resultados dos outros testes so-
bre validacdo de métodos analiticos
(INMETRO, 2018) pois, a robustez € um
parémetro opcional dentro dos estudos
de validacdo, no entanto, outras opgodes
de mudancas poderiam ser realizadas
para avaliar o pardmetro robustez no
método. Lessa et al. (2017) utilizando es-
pectrofotdbmetro de absorcdo molecular
de feixe duplo da marca Shimadzu para
qguantificacdo do corantes em efluentes
industriais na faixa de comprimento de
onda de 500 a 520 nm realizou altero-
coes na robustez do método ajustando o
pH das solucdes de corantes de concen-
fracdes distintas com solucdes de HCH e
NaOH para os valores de 3, 7 e 11, os au-
tores observaram que o método apre-
senta sensibilidade a influéncia do pH do
corante quantificado pelo método.

Junior et al. (2017) em validacdo
por método espectrofométrico de ab-
sorcdo molecular realizou a andlise de
robustez variando-se a marca do solven-
te etanol (Vetec, Reagen e Dindmica) e
a temperatura da sala de andlise (27 e
24 °C), demonstrando que o meétodo
avaliado foi sensivel a estas alteracoes,
ndo sendo considerado robusto.

Chaves et al. (2018) em teste de va-
lidacdo por cromatografia gasosa mos-
trou que o método foi robusto para de-
terminar herbicida 2,4-D (d&cido 2,4-
diclorofenoxiacético) em dguas superfi-
ciais realizando mudancgas de reagentes,
temperatura, para diferentes analistas e
variacdo de temperatura da coluna.

3.6 Teste de Exatidao (Recuperacao)

As recuperacoes médias para frés
niveis diferente de concentracoes foram
reunidas na Tabela 7. Os valores da re-
cuperacdo média obtido para o método
testado apresentou-se enquadrado na
faixa de aceitacdo para recuperacdo
(80-110), (INMETRO, 2018; ALBANO e RO-
DRIGUEZ, 2015).

Vdrios autores tém utilizado o limiar
de Recuperacdo para avaliar a exatid@o
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de métodos de validacdo em testes es-
pectrofotometria de absorcdo molecular
em uv/vis, absorcdo atébmica, plasma
induzido (ICP/OES), cromatografia e etc.
Brito et al. (2003) destacou que o tfeste
de recuperacdo estd relacionado com a
exatiddo, pois reflete a quantidade de
determinado analito, recuperado no
processo, em relacdo a quantidade real
presente na amostra. Os valores apresen-
tados por Brito et al (2003), em andlise de
residuos de pesticidas apresentaram re-
cuperacoes médias enquadradas na le-
gislacdo com valores entre 83 a 109%.

Tabela 7 - Recuperacdo obtidos do teste de
adicdo de padrdo em trés niveis de concen-
fracdo diferentes.

Recuperacdo mé-

Concentragdo (mglL) dia +/-DP (%)

0,05 99,9958 +/-0,0038

0.25 100,0001 +/- 0,0096

0.75 100,001 +/- 0,0020
Média +/- DP 99,9990 +/- 0,0051

Chaves et al. (2018) em validacdo
de ensaio de herbicida por cromatogra-
fia gasosa verificou que a recuperacdo
média avaliada apresentou regressdo
conforme aumentou o volume de amos-
tfra de 100 a 1000 mL obtendo faixas de
recuperacdo média de 105,93+2,2% para
volumes de 100 mL e 51,8+2,4% para vo-
lumes de 1000 mL de amostra.

Lessa et al. (2017) em andlise de co-
rantes por espectrofotometria de absor-
cdo molecular na faixa de comprimento
de onda de 500 a 520 nm avaliou o teste
de exatiddo pelo método de recupera-
cdo do analito em trés concentracoes
diferentes (5, 40 e 60 mg.mL'1) obtendo
valores aceitdveis para os testes realiza-
dos.

3.7 Teste de determinacao de P inorga-
nico (Fosfatos) com amostra do igara-
pé do Mindu

Na Tabela 8 foram reunidos os
resultfados de cada ponto amostral
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do igarapé apds a execucdo do en-
saio. A equacdo utilizada foi ad média
da curva de regressdo linear y=
0,5779x + 0,0033, com leituras no es-
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pectrofotbmetro de absorcdo mole-
cular no visivel com comprimento de
onda de 880 nm.

Tabela 8 — Apresentagdo dos resultados obtidos para amostras de P1 a P5 do igarapé do Mindu.

Pontos Amostrais

Leitura Média em Absorbéancia

El
P inorganico (mg! )

P1 (Saida Nascentes) 0,0560 0,09
P2 (Novo Aleixo) 0,5400 0,37
P3 (Conjunto Petros) 0,3860 0,28
P4 (Parque do Mindu) 0,2580 0,20
P5 (Pg. Dos Bilhares) 0,2840 0,22
Limite Resolugdo Conama 357/2005 (m g |71) 0,10

O ponto de proximidade das nas-
centes do igarapé do Mindu foi o Unico
que apresentou limites inferiores a 0,10
mg L' de P inorgdnico e enquadrados a
legislagcdo vigente, sendo os demais pon-
tos com concentracdo de P inorgdnico
fora de especificacdo. Souza Filho et al.
(2019) destacaram queu as principais
suspeitas de contaminacdo das dguas
por fosfatos no igarapé do Mindu e em
outros igarapés de Manaus tem sido o
despejo de efluentes industriais, residuos
solidos e a baixa coleta e tratamento de
esgoto que colabora para a entrada de
efluentes com alta concentracdo de P e
nitrogénio nas daguas (SANTOS et al,
2006; ARCOS et al., 2018; SOUZA FILHO et
al., 2018; SOUZA FILHO et al., 2019; SER-
RAO e CHAVES, 2019).

4. Conclusao

Para a Linearidade o método apre-
sentou-se com homogeneidade e resi-
duos homoceddsticos, apesar dos in-
crementos de alguns pontos necessito-
rem de aproximacdo conforme teste de
Cochran. Os limites de Deteccdo (LD) e
Quantificacdo (LQ) foram de 0,0060 e
0,0118. A precisdo (Repetibiidade e Re-
produtibilidade) foram avaliados con-
forme os valores de HORRAT que se apre-
sentaram inferiores a 2, atestando a pre-
cisdo do método para esse pardmetro.

O teste de exatiddo foi realizado
conforme teste de Recuperacdo que se
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apresentou denfro da faixa de aceito-
cdo. No teste de Robustez o método ndo
se apresentou robusto com valores supe-
riores aos valores do desvio padrdo da
Reprodutibilidade Srob > Srepro. A mu-
danca foi realizada no tempo e fabri-
cante de reagentes do qual o método
se mostrou sensivel a estas alteracoes.

O método foi testado com a apli-
cacdo de uma amostra real de um igo-
rapé da cidade de Manaus-AM. Os valo-
res para os pontos amostrais foram en-
quadrados dentro da faixa de trabalho,
mas valores de concentracdo superiores
(>1,0 m g ') poderiam ter aceitacdo na
faixa de tfrabalho com a diluicdo das
amostras e posterior cdlculo da concen-
tfracdo pelo fator de diluicdo.

O teste foi realizado em relacdo ao
igarapé do Mindu, obedecendo a suas
caracteristicas e propriedades fisicas e
guimicas encontfradas. Em relacdo a re-
solucdo CONAMA 357/2005, quatro pon-
tos amostrais coletados apresentaram
criticos em relacdo a legislacdo e ape-
nas um ponto (P1 — Saida Nascentes)
possui concentracdo de fosfatos a legis-
lacdo vigente para dguas de classe |l
para corpos receptores l6ticos, objeto de
estudo deste frabalho, o que pode ainda
carecer de informacdes precisas sobre
0s principais contribuintes e diluentes de
fosfatos nas dguas.
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Sob o ponto de vista de aplicabili-
dade, o teste foi validado a partir de
uma metodologia consagrada como
Standard Methods (SM-4500-P) pelo mé-
todo do dcido ascérbico (E), com limia-
res analiticas mantidas dentro dos limites
pre-estabelecidos (DOQ-CGCRE-008 IN-
METRO) e estudos estatisticos dentro da
faixa de aceitacdo conforme resultados
obtidos nos testes de linearidade, repeti-
bilidade, reprodutibiidade e exatiddo,
testados nas condicdes de frabalho do
laboratério  (reagentes, temperatura,
amostras, equipamentos, operadores),
com resultados satisfatdrios na validacdo
o método apresentou-se apropriado pa-
ra a finalidade pretendida, a de realiza-
cdo de andlises de fosfatos na rotina do
laboratdrio em dguas naturais.
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