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Nitrite Quantification in Water Using a Flatbed Scanner 

Resumo

Abstract: Here, we propose a laboratory experiment, where students determine nitrite concentration in water 
samples, which were intentionally contaminated with nitrite, using two colorimetric assays. The differential of this 
laboratory practice was the quantitative method that was carried out using digital images obtained with a flatbed 
scanner. In the Minoxidil colorimetric assay, nitrite react with Minoxidil providing a yellow compound which absorbs 
light in 325 nm and 400 nm. In Griess-Ilosvay assay it formed a pink diazo compound that strong absorbs light at 
540 nm and it is the reference assay for nitrite determination. The experiments were carried out placing samples 
and standard solutions in a 96 micro-well plate, then, a digital image of the plate was recorded using a flatbed 
scanner. R (red), G (green) and B (blue) values were extracted using the ImageJ and inserted in a spreadsheet. In the 
spreadsheet, limits of quantification (LQ), limits of detection (LQ) and concentrations of unknown solutions were 
calculated. In the Minoxidil assay the LD was 58,1 58,1 µmol L-1 and the LQ was 176 µmol L-1. In the Griess-Ilosvay assay, 
the LD was 2,5 µmol L-1 and the LQ was 6,8 µmol L-1. The Griess-Ilosvay assay can detected nitrite in concentrations 
lower than the Minoxidil assay and it was also faster than the minoxidil assay. However, the Minoxidil assay just use 
a commercial minoxidil formulation that may be purchased in any pharmacy. This laboratory experiment provides 
undergraduate students an opportunity to learn, quantitative analysis, determine the concentration of an unknown 
using the calibration plot, calculate percent error, LD and LQ.

No presente trabalho é apresentado um experimento onde os alunos utilizam dois métodos colorimétricos para 
determinar a concentração de nitrito em amostras de água intencionalmente contaminadas. O diferencial deste 
trabalho foi conduzir os métodos quantitativos utilizando imagens digitais de placas 96 micropoços obtidas com um 
scanner de mesa. Os métodos colorimétricos utilizados foram os métodos do Minoxidil e de Griess-Ilosvay. No ensaio 
com o Minoxidil, ocorre uma reação entre o nitrito e o Minoxidil que gera um produto amarelo que absorve em 325 
e 400 nm. O método de Griess-Ilosvay é o método de referência para determinar nitrito em água, onde é formado 
um diazo composto rosa que absorve fortemente em 540 nm. As amostras e os padrões de nitrito foram colocados 
em uma placa de 96 poços e uma imagem digital da placa foi obtida utilizando um scanner de mesa. Os valores R 
(vermelho), G (verde) e B (azul) foram extraídos usando o plugin ReadPlate do ImageJ e inseridos em uma planilha 
eletrônica. Utilizando esta planilha eletrônica, foram determinadas os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 
e as concentrações de nitrito nas amostras desconhecidas. O método que utiliza o Minoxidil apresentou LD de 58,1 
e LQ de 176,2 µmol L-1. O método de Griess-Ilosvay apresentou LD de 2,5 e LQ de 6,8 µmol L-1. O método de Griess-
Ilosvay pode ser utilizado para determinar concentrações de nitrito mais baixas que o método do Minoxidil, ele é 
também mais rápido que o método do Minoxidil. No entanto, o método do Minoxidil utiliza apenas uma formulação 
comercial de Minoxidil que pode ser comprada em qualquer farmácia. Este experimento proporcionou aos alunos a 
oportunidade de aprender tópicos como, por exemplo: o processamento de imagens digitais, como fazer uma curva 
analítica, como determinar a concentração de um analito utilizando a curva analítica, como calcular o erro relativo, 
além da determinação dos limites de detecção e limites de quantificação. 
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1. Introdução

O nitrito é um poluente encontrado nas 
águas, especialmente nas proximidades de 
regiões agrícolas, onde existe adubação com 
compostos nitrogenados. Normalmente, o nitrato 
é reduzido a nitrito por micro-organismos. O 
aumento da concentração de nitrito na água 
representa um problema de saúde pública, pois 
altas concentrações podem ser especialmente 
problemáticas para bebês, grávidas e idosos.1

Os bebês são sensíveis a altos níveis de nitrito e 
desenvolvem a doença conhecida como síndrome 
do bebê azul, onde o excesso de íons nitrito na 
corrente sanguínea compromete a capacidade de 
ligação da hemoglobina com o oxigênio devido 
à estabilidade da ligação dos íons nitrito com o 
ferro da hemoglobina, podendo levar à morte 
do bebê.2,3 Adicionalmente, o nitrito ainda pode 
formar nitrosaminas carcinogênicas quando reage 
com aminas secundárias. 2

A agência de proteção ambiental norte 
americana (EPA, Environmental Protection 
Agency)4 e o Ministério da Saúde do Brasil 5 
estipulam que o limite máximo de nitrito em 
água potável é de 1 mg L-1 (ppm), enquanto a 
Comunidade Europeia (CE) estabelece que o 
limite máximo de nitrito em água é de 0,1 mg L-1 6.

Técnicas instrumentais, como, por exemplo, 
eletrodos de íons seletivo, 1 cromatografia líquida 
de alta eficiência (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC),7 microelétrodos8 e 
eletroforese capilar9 são utilizadas para tal fim. 
No entanto, estas técnicas têm um custo elevado.

No Brasil, o método oficial para a determinação 
do nitrito, segundo a NBR 12619, 10,11 é o método 

Griess-Ilosvay, no qual o nitrito reage com a 
sulfanilamida em meio ácido, formando um 
diazo composto que reage com o cloridrato de 
N-(l naftil) etilenodiamina (NED), gerando um 
composto de coloração rosa intensa (Figura 1)2. O 
método de Griess-Ilosvay.1

González-Jiménez1 et al., propuseram 
um experimento didático para determinar a 
concentração de nitrito em águas, que consiste na 
reação entre o Minoxidil e o íon nitrito (Figura 2) 
para gerar uma substância com forte absorção 
em 325 nm e 400 nm.

O Minoxidil (6-(1-piperidinil)-2,4-
pirimidinediamine 3-oxido, 6-(1-piperidinyl)-
2,4-pyrimidinediamine 3-oxide, CAS 38304-
91-5), mostrado na Figura 2, foi o primeiro 
fármaco aprovado pelo FDA (U.S. Food and Drug 
Administration) contra a alopecia (calvície).1 O 
Minoxidil pode ser comprado, como solução 
tópica, a um preço acessível e sem receita médica 
em qualquer farmácia. 

O Minoxidil é incolor e possui um anel aromático 
passível de sofrer reação eletrofílica na posição 5. 
Como o nitrito é um eletrófilo em potencial, ele 
reage com o Minoxidil por intermédio desta reação 
eletrofílica na posição 5 (Figura 2), para formar o 
Nitrosominoxidil que tem coloração amarela.

A velocidade da reação entre o Minoxidil e 
o íon nitrito varia em função do pH e pela força 
iônica. González-Jiménez et al.,1 recomendam 
que a reação seja realizada em uma solução de 
NaCl 0,18 mol L-1 a pH 4.

Imagens digitais obtidas com smartphones, 
câmeras digitais e scanners podem ser utilizadas 
para fins quantitativos com a mesma eficiência 
que um espectrofotômetro.12 Imagens digitais 
vem sendo largamente utilizadas na área de 

Figura 1. Representa um mecanismo de reação usada no método de Griess-Ilosvay
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ensino,12-34 como, por exemplo, quantificação 
de nanopartículas de ouro em suplementos 
alimentares,26 quantificação de proteínas através 
do método de Bradford e biureto, 27 quantificação 
de fosfato em refrigerantes a base de cola,28 
quantificação de manganês em pilhas,29 titulação 
espectrofotométrica de vinho tinto,30 determinação 
de nitrito em água de aquário,31 determinação da 
massa de aspirina em comprimidos,32 determinação 
da massa de vitamina C em comprimidos33 e 
determinação de cromo em couro.34

Além dos experimentos didáticos descritos 
anteriormente, as imagens digitais vem sendo 
cada vez mais utilizadas para diversos fins 
quantitativos, como, por exemplo, a determinação 
de arsênio35 e ferro em águas,36 determinação da 
percentagem de etanol em bebidas destiladas, 
37 determinação da concentração de iodeto em 
sal de cozinha,38 quantificação de corantes em 
balas,39 e diferenciação de tintas de canetas.40

Capitán-Vallvey41 et al., revisaram inúmeras 
aplicações de imagens digitais obtidas com 
smartphones, câmeras digitais e scanner para as 
mais diversas aplicações. Zarei42 mostrou como 
imagens digitais capturadas com smartphones 
ou outros dispositivos podem ser utilizados para 
testes rápidos para diagnóstico. Morbioli et al., 43 

descreveram como a detecção colorimétrica com 
dispositivos analíticos baseados em papel (Paper-
basedanalyticaldevices, μPADs) pode ser realizada 
utilizando imagens digitais.

Já foi reportado na literatura que imagens digitais 
obtidas com scanners sofrem pouca influência da luz 
ambiente.12,28-30 Portanto, este trabalho foi realizado 
utilizando imagens digitais de placas de 96 poços 

obtidas com um scanner de mesa.
Neste trabalho, os alunos tiveram a 

oportunidade de determinar a concentração 
de nitrito em amostras de água que forma 
intencionalmente contaminadas utilizando dois 
métodos colorimétricos (Minoxidil e Griess-
Ilosvay). Por sua vez, realizar experimentos 
quantitativos utilizando imagens digitais 
representa uma alternativa viável para instituições 
de ensino onde estes equipamentos não estão 
disponíveis. Os principais objetivos didáticos 
foram a demonstração dos princípios básicos do 
desenvolvimento de um método colorimétrico, 
o uso de materiais alternativos, a utilização de 
imagens digitais em um método quantitativo, o 
cálculo do erro relativo e a determinação do limite 
de detecção (LD) e do limite de quantificação (LQ). 

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes

Ácido clorídrico 37%, cloreto de sódio 99% 
e nitrito de sódio 99% todos da Vetec (Duque 
de Caxias, Rio de Janeiro). Ácido fosfórico 
(85%) da Synth (Diadema, São Paulo). N-(l 
naftil) etilenodiamina (NED) da Sigma-Aldrich 
e sulfanilamida (Êxodo, Sumaré). Todas as 
concentrações percentuais em (m/m). 

2.2. Amostras

Os testes foram realizados com água de 
torneira coletadas no bloco I do Campus 2 da 

Figura 2. Formação do Nitrosominoxidil através da reação entre Minoxidil com o nitrito
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Universidade Regional de Blumenau. Estas 
amostras de água de torneira foram coletadas em 
um Becker, alguns minutos antes da execução do 
experimento e intencionalmente contaminadas 
com soluções de NaNO2, representando 
concentrações conhecidas de nitrito. (veja 
seções 2.13-2.14). 

2.3. Equipamentos

As medidas de absorbância foram mensuradas 
em um espectrofotômetro modelo 1800 da 
Shimadzu (Kyoto, Japão). As imagens digitais 
foram obtidas utilizando um scanner Canon LIDE 
120 (Tokyo, Japão). Todas as soluções foram 
preparadas em água deionizada obtida com 
deionizador Permutation da E.J. Kringer & Cia 
LTDA (Curitiba, Paraná). 

2.4. Soluções utilizadas no método 
colorimétrico com o Minoxidil  

Preparo da Solução de Minoxidil: A solução 
de Minoxidil 4,78 mmol L-1 foi preparada pela 
diluição de 2,00 mL da solução comercial em um 
balão volumétrico de 100,00 mL completando-
se o volume com água deionizada. As soluções 
colorimétricas foram preparadas utilizando 
diversos fármacos que contém o Minoxidil como 
princípio ativo. Neste trabalho foram utilizados 
os fármacos Aloxidil da Theraskin, PANT da 
Ache e Minoxidil (medicamento genérico) da 
Biosintética. Estes fármacos são uma solução 
Minoxidil (MM 209,25 g mol-1) de concentração 
50 g L-1 (0,24 mol L-1) (Solução A). 

Preparo da Solução de NaCl: A solução 4,1 
mol L-1 de NaCl (MM 58,44 g mol-1) foi preparada 
dissolvendo-se 12 g de NaCl em um becker com 
40 mL de água deionizada que, posteriormente, 
foi transferida quantitativamente para um balão 
volumétrico de 50,00 mL, completando-se o 
volume com água deionizada (Solução B).

Preparo da solução de HCl: A solução 0,17 mol 
L-1 de HCl foi preparada utilizando-se uma pipeta 
graduada, com transferência de 0,7 mL de HCl 
(36,46 g mol-1) concentrado (37%, 1,3 g mL-1) para 
um becker, contendo 25 mL de água deionizada; 
posteriormente, a solução foi quantitativamente 
transferida para um balão volumétrico de 
50,00 mL, completando-se o volume com água 
deionizada (Solução C).

Preparo da solução colorimétrica: A solução 
colorimétrica foi preparada pela mistura de 100 
mL da solução A com 2 mL da solução B e 2 mL da 
solução C. 

As soluções padrão foram preparadas 
misturando 2 mL de cada solução com 2 mL de 
solução colorimétrica.

O branco corresponde a 2,00 mL de água de 
ionizada mais 2,00 mL da solução colorimétrica 

Neste método, a absorbância foi mensurada 
em 325 nm e 400 nm utilizando cubetas de 
quartzo. Devemos ressaltar, que cubetas de 
poliestireno não são apropriadas para determinar 
a absorbância nestes comprimentos de onda, 
sendo recomendado o uso de cubetas de quartzo. 

2.5. Soluções utilizadas no método de Griess-
Ilosvay

Preparo do reagente sulfanilamida a 0,5% m/v: 
125 mg de sulfanilamida C6H8N2O2 foram dissolvidos 
em 25 mL de solução de ácido fosfórico 5%. A 
solução é estável por 1 a 2 meses (Solução D). 

Preparo da Solução NED:  200 mg de cloreto 
de alfa-naftiletilenodiamina (C12H16Cl2N2, NED) 
forma dissolvidos em 25 mL de água. Estoque em 
frasco âmbar sob refrigeração. A solução é estável 
por uma semana e deverá ser desprezada quando 
apresentar alteração da coloração (Solução E).

As soluções padrão e as amostras foram 
preparadas misturando 2 mL de cada solução 
com 0,2 mL da solução D, após 6 minutos, foi 
adicionado 0,2 mL da solução E. Estas soluções 
se mostraram estáveis por uma semana quando 
guardadas na geladeira. 

O branco corresponde a 2,00 mL de água 
deionizada mais 0,20 mL das soluções D e E. Neste 
método a absorbância é mensurada a 540 nm. 
Cubetas de poliestireno são recomendadas para 
determinar a absorbância em 540 nm.

2.6. Obtenção das imagens digitais

As imagens foram obtidas com 600 dpi no 
formato Joint Photographics Experts Group 
(JPEG). As opções de correção automática da 
imagem pelo software foram desabilitadas e o 
software do scanner foi o Canon IJ ScanUtility. A 
Figura 3 mostra como a placa deve ser colocada 
no scanner, posteriormente, a tampa deve ser 
fechada e uma imagem da placa é obtida. 
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2.7. Obtenção dos valores de RGB

Os valores de RGB foram extraídos das imagens 
utilizando o freeware ImageJ 44. Os valores de 
cada canal (RGB) de todos os poços da microplaca 
podem ser extraídos simultaneamente utilizando 
o plugin “ReadPlate”do ImageJ 45.

Uma descrição detalhada de como extrair os 
valores de RGB poderá ser obtida em Colzani et al. 28,29  

Para medidas de absorção de radiação em 
determinado comprimento de onda, a absorbância 
é dada pela Eq. 1 onde A é a absorbância, Io é 
a intensidade da radiação monocromática que 
incide na amostra e I é a intensidade da radiação 
que emerge da amostra 48. Quando se utiliza 
imagens digitais, I é o valor de RGB de uma imagem 
que contém o analito e I0 é o valor de RGB de uma 
imagem que contém apenas o branco.

                Eq. 1

2.8. Análise quantitativa através de imagens 
digitais obtidas com um scanner de mesa. 

Uma Tabela no formato Microsoft Excel® que 
foi utilizada na construir dasa curvas analíticas 
e para determinar concentração das amostras 

fortificadas com o analito é fornecida como um 
link no Google Drive. A planilha do Microsoft 
Excel® utilizada para o método colorimétrico 
do Minoxidil está na referência 49 e a planilha 
utilizada no método de Griess-Ilosvay está na 
referência 50.

A Figura 4 ilustra a disposição da curva 
analítica e das amostras em uma placa de 96 
poços. Nas posições A1, B1, G1 e H1 estão o 
branco, nas posições A2, B2, G2 e H2 estão 
o primeiro ponto da curva analítica e assim 
sucessivamente. Nas posições C1, D1, E1 e F1 
estão a primeira amostra de água fortificada 
com nitrito e assim sucessivamente. As soluções 
padrão foram colocadas nas linhas A, B, G e H, 
enquanto as amostras foram colocadas nas 
linhas C, D, E e F. Foram colocados 200 µL em 
cada poço da placa.

A função de cada célula na planilha está 
explicada como caixas de texto. Os valores de R, G 
e B são normalizados conforme com a Eq. 2, Eq. 3 
e Eq. 4, respectivamente. 

          Eq. 2 

          Eq. 3 

          Eq. 4

Figura 3. Posicionamento de uma placa de 96 poços no scanner
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2.9 Avaliação da curva analítica 

O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade 
e Tecnologia (INMETRO) recomenda que a curva 
analítica seja descrita por um modelo linear como 
o que é mostrado na Eq. 5. 46-47

                        Eq. 5

O erro aleatório na direção do eixo y é 
determinado, sy/x, pela Eq. 6, onde y^ são os valores 
de y obtidos com a curva analítica e y são os valores 
experimentais. Desta forma, quanto menor o 
valor de sy/x melhor a qualidade do modelo linear 
proposto para curva analítica. Os coeficientes da 
curva analítica (a, b e sy/x) foram determinadas 
através da função proj.lin do Microsoft Excel

     Eq. 6

2.10. Avaliação do limite de detecção (LD) e 
do limite de quantificação (LQ)

O limite de detecção (LD) é a menor concentração 
do analito que poderá ser detectada, o LD foi 
determinado pela Eq. 7, onde b é o coeficiente angular 
da curva analítica e sy/x é o erro aleatório na direção do 
eixo y 51,52, que foi calculado através da Eq. 6.

O limite de quantificação (LQ) é a menor 
concentração do analito que poderá ser 
quantificada e foi calculado através da Eq. 8. 51,52

                Eq. 7

                       Eq. 8 

2.11. Avaliação da precisão

A precisão é representada pela dispersão 
de resultados entre ensaios independentes, 
repetidos de uma mesma amostra. O desvio 
padrão (s) calculado com a Eq. 9 é um indicativo 
da dispersão dos resultados, onde n é o número 
de medidas repetidas, feitas a partir de uma 
mesma amostra. Normalmente, a precisão é 
avaliada pelo coeficiente de variação (RSD) foi 
calculado com a Eq. 10, onde m é a concentração 
média determinada.

        Eq. 9

                 Eq. 10: 

O INMETRO estabelece um RSD máximo 
aceitável através da equação de Horwitz (Eq. 
11)47, onde C é a razão entre a massa do analito 
e a massa da amostra; por exemplo, para 
concentrações de mg L-1, 10-6, substituindo na 
equação de Horwitz, 

       Eq. 11
   

2.12. Avaliação da exatidão 

Representa a concordância entre os resultados 
individuais encontrados em um determinado ensaio 

Figura 4. Placa de 96 poços utilizada para determinar a concentração de nitrito em amostras de água de 
torneira intencionalmente contaminadas com nitrito através do método de Griess-Ilosvay
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e um valor de referência aceito como verdadeiro. 
56 Neste caso, as soluções de água de torneira são 
intencionalmente contaminadas para concentrações 
conhecidas e a exatidão é determinada como “Erro 
Relativo” que foi calculado utilizando a Eq. 12, onde 
Xlab = valor obtido experimentalmente ou média 
aritmética de valores obtidos, Xv = valor aceito como 
verdadeiro. 47

O INMETRO 47 e a ANVISA 52 estabelecem que o 
erro relativo não pode exceder 15%, exceto no LQ, 
onde o valor máximo aceitável é de 20%.

 Eq. 12 

2.13. Preparo das soluções utilizadas no 
método colorimétrico com o Minoxidil

Para preparar soluções de nitrito de sódio 
de 200 a 1000 µmol L-1, 0,20, 0,40, 0,60, 0,80 e 
1,00 mL da solução de trabalho 10000 µmol L-1 de 
NaNO2 foram adicionados em balões volumétricos 
de 10,00 mL e os volumes completados até o 
menisco com água deionizada.  

2.14. Preparo das soluções utilizada no 
método de Griess-Ilosvay.

Foram utilizadas soluções de NaNO2 com 
concentrações entre 4,8 µmol L-1 e 19,3. Para preparar 
estas soluções foi utilizada uma micropipeta, 0,20, 
0,40, 0,60, 0,80 e 1,00 mL da solução de trabalho 
290 µmol L-1 de NaNO2 foram adicionados em 
balões volumétricos de 10,00 mL, e o volume foi 
completando até o menisco com água deionizada. 

3. Resultados e Discussão

3.1. Determinação de nitrito em águas 
de torneira intencionalmente contaminadas 
utilizando a reação colorimétrica com Minoxidil. 

Soluções de nitrito de sódio com concentrações 
na faixa de 200 a 1000 µmol L-1 quando misturadas 
com Minoxidil, após 70 minutos, apresentam uma 
coloração amarela (Figura 5), e absorbâncias de 
0,2 a 0,5 (Figura 6). 

A reação colorimétrica entre o Minoxidil e o 
nitrito, resulta em um produto amarelo com forte 
absorção em 325 nm e 400 nm. A absorbância do 
produto amarelo em 325 nm é mais intensa que 
em 400 nm (Figura 7).  

As Figuras 6 e 7 mostram que a reação 
colorimétrica que ocorre entre o nitrito e o 
Minoxidil só atinge o equilíbrio após 70 minutos. 

Quando um espectrofotômetro não 
está disponível no laboratório de ensino a 
quantificação de nitrito em água também pode 
ser realizada utilizando imagens digitais obtidas 
com um scanner de mesa. A Figura 8 mostra 
as curvas analíticas obtidas com os valores 
de R (vermelho), G (verde) e B (azul) extraídas 
da imagem da placa de 96 poços. Somente 
a absorbância mesurada através dos valores 
normalizados de B mostram variações apreciáveis 
em função da concentração de NaNO2. Portanto, 
somente a curva analítica obtidas com os valores 
de B foi utilizada para quantificar o nitrito de 
sódio nas amostras de água intencionalmente 
contaminadas.

Figura 5. Imagem de uma placa de 96 poços utilizada no método colorimétrico com o Minoxidil e 
imagens digitais obtidas com um scanner de mesa
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Figura 6. Variações nas curvas analíticas em função do tempo, absorbância mensurada a 400 nm vs 
concentração de nitrito 

Figura 7. Variações nas curvas analíticas em função do tempo, absorbância mensurada a 325 nm vs 
concentração de nitrito

Figura 8. Curvas analíticas obtidas para os valores de R, G e B para as concentrações de 200 a 1000 
µmol L-1 de NaNO2



Rev. Virtual Quim. |Vol 12|  |No. 3|  |569-582| 578

Fabris, B. T. et al.

3.2. Determinação da concentração de 
nitrito em águas de torneira intencionalmente 
contaminadas com o método de Griess-Ilosvay

A reação colorimétrica utilizada para 
determinar a concentração de nitrito no método 
de Greiss-Ilosvay é rápida e se completa em 
apenas 6 minutos, os alunos se mostraram 
impressionadas com a cor rosa desenvolvida pelas 
soluções (Figura 9). Por sua vez, as soluções se 
mostraram estáveis por uma semana e, apenas, 
25 mL das soluções D e E foram suficientes para 
preparar mais de 100 amostras. 

Figura 10 mostra as curvas analíticas obtidas 
com a absorbância mensurada 540 nm e com 
os valores de R, G e B extraídos das imagens 
digitais. O verde foi a única cor que apresentou 
variação em função da concentração de nitrito, 
por esta razão, os valores de G foram utilizados 
na quantificação de nitrito em água. Onde a curva 
analítica obtida com a absorbância mensurada a 
540 nm tem um coeficiente angular ligeiramente 
maior que a curva analítica obtida com os valores 
de G, extraídos das imagens digitais (Figura 10).  

Quando se utiliza imagens digitais em 
metodologias quantitativas, a cor que proporciona 
os melhores resultados é sempre a cor 
complementar, neste caso, a cor complementar 
do amarelo é o azul. 14 

Para avaliar a efetividade em determinar 
a concentração de nitrito utilizando imagens 
digitais, foram analisadas amostras de água de 
torneira, intencionalmente contaminadas com 
nitrito de sódio, de concentração conhecidas 
(Tabela 1) utilizando os valores de B. A precisão foi 
avaliada através dos valores de RSD e a exatidão 
através do erro relativo. Na Tabela 1 o RSD e o 
erro relativo foram menores que 15%, garantindo 
assim a precisão e a exatidão do método. 

Para a curva analítica obtida (Figura 8), o LD foi 
de 58 µmol L-1 e o LQ foi de 176 µmol L-1. Neste 
ponto, foi ressaltado que existem diversas formas de 
calcular o valor de LD e LQ, neste caso, utilizando a 
curva analítica foi obtido um valor para LQ menor 
que a concentração mais baixa da curva analítica, um 
resultado que não é realista, visto que não podemos 
quantificar amostras com concentrações menores 
que a menor concentração da curva analítica.

Tabela 1. Determinação da concentração de nitrito (µmol L-1) em amostras de água, intencionalmente 
contaminadas com nitrito utilizando os valores de B

aXv bXlab
cRSD d|%E|

200 235 5,0 14,9

400 393 3,1 -4,1

600 609 10,9 -0,8

800 875 3,6 6,9

1000 933 14,4 -8,8

aXv é a concentração verdadeira da amostra. bXlab é a média dos valores obtidos experimentalmente (n = 4). cRSD calcula-
do com a Eq. 10 (n =4) e d|%E| erro relativo calculado com a Eq. 12

Figura 9. tubos de ensaio contendo as soluções padrão de nitrito após a reação colorimétrica no 
método de Greiss-Ilosvay



Rev. Virtual Quim. |Vol 12|  |No. 3|  |569-582| 579

Fabris, B. T. et al.

Através da curva analítica (Figura 10), o LD foi 
de 2,3 µmol L-1 e o LQ foi de 6,8 µmol L-1. Estes 
baixos valores de LD e LQ representam que baixas 
concentrações de nitrito podem ser quantificadas. 
Isto se deve a coloração rosa intensa do método 
de Greiss-Ilosvay.  

Foram analisadas amostras de água de torneira, 
intencionalmente contaminadas com nitrito de 
sódio, de concentrações conhecidas (Tabela 2). 
A precisão foi avaliada através dos valores de 
RSD, onde os valores de RSD observados foram 
menores que 15%, garantindo assim a precisão do 
método. 

A exatidão e precisão do método foram 
avaliados através do erro relativo e do desvio 
padrão relativo, onde foram observados erros 
relativos ligeiramente maiores que 15% e desvios 
padrões relativos menores que 12%. Para 
concentrações de nitrito de 4,8 µmol L-1, o erro 
relativo e o desvio padrão relativo foram inferiores 
a 15%, o que indica que o método é preciso no LQ 
determinado (6,8 µmol L-1). 

4. Conclusão

Na região do vale do Itajaí, a concentração de 
nitrito na água de torneira é inferior a 4,9 µmol 
L-1 (0,2 mg L-1). Portanto, para este experimento 
didático, foram utilizadas amostras de água de 
torneira intencionalmente contaminadas com 
nitrito, as amostras foram fortificadas em faixas de 
concentração compatíveis com o método utilizado.

Como a ANVISA especifica que a curva 
analítica deve ter um mínimo de cinco níveis de 
concentração,52 as curvas analíticas construídas 
neste experimento didático foram preparadas 
com no mínimo cinco níveis de concentração.

Utilizando imagens digitais, o método Griess-
Ilosvay se mostrou efetivo para determinar a 
concentração de nitrito na faixa de 4,8 a 19,8 µmol 
L-1 e reação calorimétrica atinge o equilíbrio em 
menos de 10 minutos. Por sua vez, o método do 
Minoxidil foi efetivo para determinar concentração 

Figura 10. Curvas analíticas obtidas com a absorbância mensurada a 540 nm (UV-vis), e com os valores 
de R, G e B, para as concentrações na faixa de 4,9 a 19,8 µmol L-1 de NaNO2

Tabela 2. Determinação da concentração de nitrito (µmol L-1) em amostras de água, fortificadas com 
nitrito utilizando os valores de G.

aXv é a concentração verdadeira da amostra. bXlab é a média dos valores obtidos experimentalmente (n = 4). cRSD calculado 
com a Eq. 10 (n =4) e d|%E| erro relativo calculado com a Eq. 12

aXv
bXlab

cRSD d|%E|

4,8 4,7 11,9 -3,5

7,2 8,2 6,1 13,2

9,7 11,5 9,0 18,8

12,1 14,8 8,1 22,2

14,5 17,1 1,4 17,8

16,9 18,7 1,3 10,6

19,3 19,6 1,6 -3,5
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de nitrito na faixa de 200 a 1000 µmol L-1 e a reação 
só atinge o equilíbrio em 70 minutos.  

Os alunos gostaram conduzir um método 
quantitativo utilizando imagens digitais adquiridas 
com um scanner. Adicionalmente, eles gostaram de 
realizar cálculos utilizando planilhas eletrônicas. 

Nós concluímos que o experimento didático 
proposto serviu aos propósitos desta prática de 
ensino, porque serviu para ensinar conceitos 
como construir uma curva analítica, determinar 
a concentração de nitrito em uma amostra 
desconhecida através da curva analítica, 
determinar o erro relativo, o LD e o LQ. 

Por fim, executar um método quantitativo 
utilizando imagens digitais representou uma 
alternativa interessante quando não é possível 
adquirir e/ou manter espctrofotometro.  
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