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RESUMO 

Esse trabalho propôs o desenvolvimento de um método rápido e eficiente 

para determinação de nitrato e nitrito em amostras de suplementação contendo 

beterraba por eletroforese capilar. O software PeakMaster® foi utilizado na 

otimização das condições experimentais, permitindo selecionar o eletrólito ideal para 

prever o comportamento da separação. As separações foram realizadas em 

capilares de sílica fundida, com comprimento total de 32,5 cm e diâmetro interno de 

50 μm,  pelo modo de detecção direta no comprimento de onda de 210 nm,  usando 

injeção hidrodinâmica de 8 s com pressão de 25 mbar, voltagem de -25 kV e 

eletrólito compostos por  30 mmol L-1 de ácido 6-aminocapróico e 20 mmol L-1 de 

ácido clorídrico em pH de aproximadamente 3,9. O método apresentou tempo de 

análise inferior a 1 minuto e demonstrou boa linearidade (R2 > 0,99), sensibilidade 

adequada atingindo um LOQ de 0,071 mg L-1 para o nitrato e 0,587 mg L-1 para o 

nitrito, e precisão intermediária e instrumental com CV < 5%. A aplicação em 

diferentes amostras demonstrou que o método permite quantificação confiável dos 

analitos.  

Palavras-chave: Eletroforese capilar, Nitrato, Nitrito, Determinação de suplementos 
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1 INTRODUÇÃO 

A crescente conscientização sobre os benefícios de uma dieta rica em frutas  

e vegetais tem impulsionado o interesse por alimentos funcionais, especialmente a  

beterraba, destacando-se por seu alto teor de nitrato inorgânico, que contribui para a  

saúde cardiovascular. O nitrato presente na beterraba, ao ser convertido em óxido  

nítrico (NO) no organismo, oferece benefícios para a função vascular e metabólica.  

Com a popularização da beterraba como suplemento alimentar,  

especialmente devido aos seus potenciais benefícios no desempenho esportivo e  

saúde vascular, surge a necessidade de determinar o teor de nitrato presente 

nesses  

produtos. A suplementação com nitrato inorgânico é amplamente utilizada, porém, a  

quantidade de nitrato presente nos suplementos pode variar significativamente, o  

que pode impactar sua eficácia e segurança. Dada a importância do nitrato para a  

conversão em NO e os efeitos vasculares que ele proporciona, é essencial realizar  

uma determinação precisa e exata do conteúdo de nitrato nesses produtos. Nesse 

contexto, compreender o comportamento químico do nitrato e as possíveis 

transformações que ele pode sofrer torna-se fundamental para garantir a qualidade e 

a confiabilidade dos suplementos analisados.  

Além disso, é importante considerar que o nitrato inorgânico (NO₃⁻), espécie  

química termodinamicamente estável, é suscetível à redução em nitrito (NO₂⁻) por  

diferentes mecanismos redox. Tal conversão pode ocorrer por vias endógenas,  

mediadas por enzimas do tipo nitrato redutase presentes nos tecidos vegetais, ou  

por processos exógenos, como a ação de microrganismos nitrato-redutores  

presentes na superfície do vegetal. 

Embora técnicas como espectroscopia e eletroanálise sejam utilizadas para a  

determinação de nitrato em alimentos, a eletroforese capilar (CE) destaca-se como 

uma alternativa promissora. Essa metodologia apresenta elevado potencial analítico, 

combinando alta sensibilidade, resolução e rapidez na determinação, além de exigir 

menores volumes de amostra e reagentes. Tais características tornam a CE uma 

ferramenta eficiente e sustentável para a determinação de nitrato e nitrito, 

oferecendo benefícios tanto analíticos quanto ambientais. 
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Este trabalho justifica-se pela necessidade de avaliar o teor de nitrato e nitrito  

nos suplementos alimentares de beterraba, permitindo avaliar esses produtos  

apresentam quantidade adequada  para promover os benefícios à saúde, sem  

representar riscos devido ao consumo excessivo. Além disso, ao realizar essas  

determinações, busca-se fornecer informações valiosas para a ciência nutricional e 

para os consumidores, contribuindo para o uso mais seguro e eficaz desses 

suplementos na prática nutricional e esportiva.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Fontes de nitrato e nitrito  

O nitrato e nitrito são compostos nitrogenados amplamente encontrados na 

natureza, presentes no solo, na água e nas plantas, o que faz com que sejam 

distribuídos em alimentos de origem tanto animal quanto vegetal.1,2 Além disso, são 

frequentemente usados como aditivos alimentares na forma de sais de sódio e 

potássio, especialmente em conservas, produtos cárneos e queijos, e também como 

componentes de fertilizantes.1 O nitrato auxilia no fornecimento de nitrogênio, um 

nutriente essencial para o crescimento das plantas,entretanto, quando absorvido em 

excesso, pode se acumular nos tecidos vegetais além do necessário para o 

desenvolvimento.2 

Dentre as fontes alimentares, vegetais de folhas verdes e raízes, como a 

beterraba, destacam-se por apresentarem elevadas concentrações de nitrato, 

variando conforme sua forma de cultivo, uso de fertilizantes e condições 

ambientais.2,3  O consumo desses vegetais tem sido amplamente estudado, tanto do 

ponto de vista nutricional quanto fisiológico, uma vez que o nitrato dietético pode 

atuar como precursor da via óxido nítrico (NO), exercendo efeitos benéficos sobre a 

circulação e a função muscular.4 

Nos últimos anos, é observado um crescimento no uso de suplementos à 

base de beterraba e outros vegetais ricos em nitrato, desenvolvidos para fornecer 

doses concentradas e controladas dos compostos. 3 Esses produtos vêm sendo 

amplamente utilizados por atletas e praticantes de atividades físicas, uma que o 

nitrato está associado a melhora na eficiência mitocondrial e a redução do custo 

energético do exercício. 3. A Figura 1, apresenta exemplos ilustrativos das principais 

matrizes abordadas na literatura, (a) vegetais ricos em nitrato , (b) suplementos 

alimentares à base de beterraba. 
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Figura 1. Exemplo ilustrativo de matrizes contendo nitrato: vegetais e suplementos 
de beterraba 

 

Fonte. Autoria própria (2025). 

Segundo  a IUPAC, (do inglês “ International Union of Pure and Applied 

Chemistry”), o nitrato corresponde ao ânion NO3
-, ou a qualquer composto que o 

contenha, enquanto o  nitrito é definido como anion NO2
-, ou compostos derivados 

deste.5 Esses íons são originados, respectivamente, dos ácidos oxigenados ácido 

nítrico (HNO3) e ácido nitroso (HNO2) sendo comumente encontrados em sais de 

sódio e potássio, amplamente distribuídos na natureza e aplicados em diversos 

setores industriais e alimentares( (Figura 2).3 

Figura 2. Estrutura química do nitrato e nitrito inorgânicos. 

  
Fonte. Autoria própria (2025). 

 O consumo desses vegetais e de outros alimentos ricos em nitrato levanta 

preocupações quanto à qualidade e segurança alimentar. Isso ocorre porque, uma 

vez ingerido, o nitrato pode ser reduzido a nitrito pela ação de microrganismos na 

saliva,3 podendo o nitrito reagir com aminas, formando compostos nitrosos, como as 

nitrosaminas, que são substâncias carcinogênicas.3,6 Em crianças, a exposição ao 

nitrito pode levar a formação da metemoglobinemia, uma condição que prejudica o 
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transporte de oxigênio dos pulmões para os tecidos, que pode evoluir para óbito em 

casos mais graves.7 

Apesar dos riscos, o nitrato também desempenha um papel fisiológico 

benéfico no organismo. O óxido nítrico (NO), por exemplo, pode ser produzido de 

duas maneiras: por meio da ação da enzima NO sintase, que converte a L-arginina 

em NO, ou pela redução do nitrato a nitrito e, posteriormente, a NO na corrente 

sanguínea.3,8 As reservas de nitrato no corpo podem ser aumentadas tanto pela 

ingestão de alimentos ricos em nitrato quanto pela suplementação de nitrato 

inorgânico.4 A suplementação de nitrato na dieta tem efeitos ergogênicos, ou seja, 

melhora o desempenho físico e reduz a fadiga muscular, devido ao aumento da 

eficiência do uso de oxigênio nas mitocôndrias.4 

A ingestão diária aceitável (IDA) de nitrato e nitrito foi estabelecida por 

organismos internacionais de referência. O antigo Comitê Científico para Alimentos 

(CSF) da comissão europeia  e o Comitê Conjunto de Especialistas em Aditivos 

Alimentares da FAO/OMS (JECFA), definem o IDA para nitritos em 0,06 e 0,07 

mg/kg de peso corporal por dia, e para o nitrato em 3,7 mg/kg de peso corporal por 

dia.9 No Brasil, apenas os embutidos cárneos possuem regulamentação específica 

quanto ao teor permitido desses aditivos.10 Considerando os riscos à saúde 

associados ao consumo excessivo, tornando essencial manter uma ingestão 

equilibrada desses alimento. 

2.2. Aspectos toxicológicos e o excesso de nitrato e nitrito 

O nitrato ingerido nos alimentos é parcialmente convertido em nitrito por 

enzimas de microrganismos presentes na saliva.3 Quando presentes em 

quantidades elevadas, o nitrito pode oxidar a hemoglobina formando a 

metahemoglobina, uma forma inativa que compromete o transporte de oxigênio pelo 

sangue e prejudica a absorção de vitaminas como A e E.11 Diferente do nitrato que é 

parcialmente eliminado pela urina ou reaproveitado na produção da saliva, o  nitrito 

tende a se acumular e reagir com aminas e amidas presentes presentes no corpo, 

levando a formação das N-nitrosaminas por meio de uma reação reversível.11 

Essa reação que ocorre tanto em alimentos quanto dentro do organismo, é 

favorecida por ambientes com pH ácido como o estômago, e leva a formação de 
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compostos nitrogenados potencialmente perigosos à saúde.12 A presença de 

N-nitrosaminas e nitritos está associada à geração de radicais livres, que podem 

danificar células e prejudicar a produção de muco gástrico, um importante fator de 

proteção da mucosa do estômago, aumentando o risco de câncer gástrico.12 

Apesar dos riscos, é importante destacar que o papel dos nitratos na saúde 

humana não se resume a efeitos adversos. Estudos indicam que o consumo elevado 

de nitrato pode estar relacionado à redução leve no risco de câncer gástrico, 

especialmente quando sua origem são frutas e vegetais, ricos em antioxidantes 

como a vitamina C e fibras.13,14 

Além da toxicidade potencial, o nitrato e nitrito desempenham papeis 

fisiológicos importantes, atuando como fontes endógenas para a produção de NO, 

substância envolvida na vasodilatação, regulação do fluxo sanguíneo, contração 

muscular e outros.15,16 O aumento da biodisponibilidade de NO por meio da via 

nitrato-nitrito-NO contribui para a melhoria da função cardiovascular, otimização da 

entrega de oxigênio e nutrientes aos tecidos, maior eficiência energética muscular e 

redução do consumo de ATP durante a contração retardando a fadiga.15,16 

Diante dos múltiplos efeitos fisiológicos, no contexto esportivo, os efeitos 

combinados da suplementação com nitrato têm sido associados ao aumento da 

tolerância ao exercício, à melhoria do desempenho em provas de resistência e à 

redução do tempo até a exaustão. Tais resultados são observados com mais 

frequência em indivíduos recreativos ou moderadamente treinados, embora atletas 

de alto rendimento também possam se beneficiar em situações específicas.15 

Diante da complexidade do metabolismo do nitrato e nitrito, dos riscos 

potenciais associados à formação de N-nitrosaminas e metemoglobina, e dos efeitos 

fisiológicos benéficos do NO, torna-se essencial equilibrar a ingestão desses 

compostos na dieta, considerar sua origem e combinar com nutrientes protetores, e 

compreender os aspectos toxicológicos e fisiológicos para promover a saúde e 

segurança alimentar, especialmente em grupos mais vulneráveis, como crianças. 

Nesse contexto,a compreensão dos efeitos fisiológicos e toxicológicos desses 

compostos reforça a importância de desenvolver e aperfeiçoar métodos analíticos 

capazes de quantificar de forma de forma precisa e eficiente o nitrato e o nitrito em 

diferentes matrizes alimentícias.  
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2.3 . A técnica de eletroforese capilar na determinação de nitrato e nitrito  

Diversas técnicas podem ser empregadas para a determinação de nitrato e 

nitrito em vegetais e outras matrizes, incluindo a quimioluminescência,17 

cromatografia (de íons (IC)18 e líquida de alta eficiência (HPLC)19), eletroforese 

capilar4,20 e a espectrofotometria.21 Entre elas a espectrofotometria é frequentemente 

escolhida devido ao baixo custo, quanto HPLC e IC oferecem maior sensibilidade e 

precisão, porém demandam alto volume de amostra, preparo complexo e consumo 

elevado de reagentes. Técnicas eletroanalíticas, como voltametria22 e métodos por 

espectrofluorimetria,23 também são utilizadas, porém apresentam limitações em 

termos de aplicação rotineira e infraestrutura necessária. 

Dentre os métodos disponíveis, a CE vem se destacando como uma 

alternativa promissora para a quantificação de nitrato e nitrito, especialmente em 

matrizes alimentares. Isso se deve a combinação de  fatores, como alta resolução 

para separação dos analitos da matriz da amostra, baixo consumo de reagentes e 

amostras.24 Estudos demonstram que a CE fornece resultados confiáveis e 

comparáveis aos obtidos por IC, considerado o padrão para determinações de íons 

inorgânicos.25 Além disso, a técnica se alinha aos princípios da química verde por 

reduzir volume de solventes e geração de resíduos químicos. 

O sistema da eletroforese capilar é composto por diferentes componentes que 

atuam de maneira integrada para promover a separação dos analitos sob a ação de 

um campo elétrico. A Figura 3 apresenta um esquema representativo do 

equipamento, evidenciando seus principais elementos e suas funções. 
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Figura 3. Representação esquemática do equipamento e seus principais 
componentes  

  
Fonte. Adaptado Pavarini (2011)26 

A fonte de alta tensão, que aplica o campo elétrico necessário para 

impulsionar os íons ao longo do capilar, os reservatórios de tampão, que contém o 

eletrólito de corrida e fecha o circuito elétrico; o capilar de sílica, onde ocorre a 

separação dos analitos conforme suas mobilidades e fluxo eletroosmótico, o detector 

de UV-VIS, que monitora a passagem dos analitos; e o sistema de aquisição de 

dados, responsável pelo processamento e registro dos sinais obtidos. Com a 

estrutura do sistema compreendida, é possível entender o princípio que rege seu 

funcionamento. 

A CE é baseada na separação de analitos ionicos e não ionizáveis conforme 

a mobilidade desses íons em um campo elétrico aplicado.24,27 Íons menores e com  

com maior carga migram mais rapidamente, permitindo  separações eficientes e em 

tempo reduzido. Outro ponto relevante é a versatilidade de detecção, sendo o 

Detector de  Arranjo de Diodos (DAD) o mais utilizado, permitindo detecção direta.  

Quando o analito apresenta grupo cromóforo e absorve na região do UV-VIS, faz-se 

a detecção direta do analito, normalmente em seu comprimento de onda de máxima 

absorção,24 ou indireta,quando o analito não absorve na região do UV-Vis, e então 

um componente do eletrólito absorve e possibilita a quantificação do analito pela 

diferença de sinais.24 
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Na técnica de separação da CE existem quatros principais modos de 

operação que possuem mecanismo diferentes e seletividade característica.28 São 

eles a Eletroforese Capilar por Zona (CZE), Fronteira Móvel, Isotacoforese e 

Focalização Isoelétrica. O modo de separação mais utilizado na CE é a Eletroforese 

Capilar em Zona (CZE). Nesse modo, a amostra é injetada com uma banda estreita 

em um capilar tamponado, geralmente de sílica fundida. A separação dos analitos 

ocorre  rapidamente devido a diferença de mobilidade efetiva entre os compostos e 

a relação ao fluxo eletroosmótico (EOF).29 Quando aplicada a diferença de potencial 

o campo elétrico faz com que os analitos migram em zonas distintas, cada um em 

uma velocidade específica, permitindo que os compostos sejam separados ao longo 

do capilar em diferentes tempos de migração.27 Um  esquema dessa separação é 

mostrado na Figura 4. 
Figura 4. Esquema do modo de operação da eletroforese capilar por zona. 

 
Fonte: Adaptado de Tavares (1997)24 

Outra vantagem em se utilizar a CZE é que para este tipo de determinação 

existe o software de simulação PeakMaster®. Ferramenta essa que auxilia na 

otimização de parâmetros experimentais simulando  pH, força iônica, capacidade 

tamponante e separação de possíveis interferentes, permitindo maximizar  a 

resolução analítica sem necessidade de experimentação extensiva.27 

O EOF é um fator crítico na CE, resultante da interação entre entre os grupos 

silanois da parede do capilar com os íons do eletrólito.27 Em pH acima de 6, os 

grupos silanois se ionizam, e formam uma camada negativa que atrai cátions 

solvatados gerando um EOF catódico.30 Esse fluxo influencia a migração dos 

analitos, cátions são acelerados pelo EOF  enquanto os ânions migram em direção 

ânodo, reduzindo sua mobilidade efetiva.27 

Em contraste, em meio ácido, os grupos silanois não se ionizam 

significativamente, tornando o EOF muito baixo ou praticamente nulo (Figura 5).31 
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Nesse cenário a migração dos ânions como o nitrato ocorre principalmente pela 

própria mobilidade iônica. Para viabilizar essa migração, é realizada a inversão da 

polaridade do campo elétrico, aplicando-se o potencial na extremidade do detector. 

Essa abordagem garante separações rápidas e eficientes em meio ácido.    
Figura 5. Perfil do EOF em função do pH para capilares de sílica fundida sem 

modificação (em preto)  

 
Fonte: Adaptado de Vitali (2012)31 

Dessa forma, a  CE combina rapidez sensibilidade, baixo consumo de 

reagente e versatilidade, consolidando-se como uma técnica robusta para 

determinação de nitrato e nitrito em diferentes matrizes, adequada para análises de 

rotina e pesquisas acadêmicas.   

3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivos gerais 

Desenvolver e validar um método analítico para determinação de nitrato e 

nitrito presentes em amostras de suplementação esportivas utilizando a eletroforese 

capilar de zona com detector de arranjo de diodos.  

3.2 Objetivos específicos 

●​ Utilizar o software PeakMaster® para determinar os componentes do eletrólito 

e para avaliar as melhores condições experimentais em se tratando de pH da 

corrida, força iônica, capacidade tamponante, entre outros; 
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●​ Comparar o eletroferograma experimental com o eletroferograma da 

simulação no software PeakMaster® ; 

●​ Validar o método proposto através da avaliação dos parâmetros de 

linearidade, limite de detecção, limite de quantificação, efeito de matriz, 

robuste, exatidão e precisão;  

●​ Aplicar o método proposto para determinação de nitrato e nitrito em amostras 

de suplementação esportiva; 

●​ Comparar o método proposto com métodos da literatura. 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Reagentes e solução  

Para o desenvolvimento desse projeto os reagentes utilizados foram de grau 

analítico. No preparo das soluções foi  utilizado água deionizada em sistema Milli-Q 

(Millipore, Bedford, MA, USA), com resistência de  até 18 MΩ.cm. Padrões analíticos 

de nitrato de sódio (NaNO₃), nitrito de sódio (NaNO₂),e ácido bromídrico (HBr) foram 

adquiridos da empresa Sigma-Aldrich, e preparados individualmente em água 

deionizada para obtenção de soluções com concentração final de aproximadamente 

100 mg L⁻¹. As soluções foram  preparadas e armazenadas a 4 °C até a 

determinação. 

As concentrações de cada um dos componentes do eletrólito foram 

preparadas conforme condições de otimização. 

4.2. Instrumentação  

Para a realização das determinações foi utilizado  um equipamento de 

eletroforese capilar (Agilent Technologies, modelo 7100, Palo Alto, CA, EUA) 

equipado com um detector de arranjo de diodos e software de aquisição e 

tratamento de dados fornecido pelo fabricante (ChemStation), disponível no 

laboratório de Eletroforese Capilar (LabEC) do Departamento de Química da UFSC. 

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro Micronal, modelo B 474, 

com eletrodo de referência de Ag/AgCl, também foi necessário o uso de mini 

centrífuga Eppendorf modelo Mini Spin Plus, assim como da cuba de ultrassom 

Cristófoli Biossegurança  
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4.3. Softwares 

Para simulação de separação por CZE, o software Peakmaster® versão 5.3 

foi utilizado como ferramenta no desenvolvimento do método. Para o tratamento dos 

dados foram empregados os softwares ChemStation®,para obtenção e tratamento 

de dados, e Microsoft Excel® 2016, para construção de gráficos e tratamento de 

dados. 

4.4 Condições experimentais do método para determinação de nitrato e nitrito 

Para monitoramento e quantificação do nitrato e nitrito, a determinação  foi 

realizada pelo modo de detecção direta no comprimento de onda de 210 nm. As 

demais condições, como componentes do BGE, força iônica, pH de separação, 

capacidade tamponante e padrão interno foram avaliadas por meio do software 

PeakMaster®. A calibração e quantificação dos analitos  nas amostras foram 

realizadas usando injeção hidrodinâmica de 8 s com pressão de 25 mbar, voltagem 

de -25 kV, BGE composto de 30 mmol L-1 de ácido 6-aminocapróico e 20 mmol L-1 de 

ácido clorídrico em pH de aproximadamente 3,9. 

4.5 Preparo de amostras  

Foram analisadas quatro diferentes amostras contendo nitrato; Suplemento 

em pó, suplemento em gel, beterraba em pó e beterraba in natura. As amostras 

foram obtidas em mercados locais, lojas de produtos naturais e suplementos. Todas 

as amostras, com exceção da da beterraba in natura, foram submetidas ao mesmo 

procedimento de preparo. 

Inicialmente foram pesados aproximadamente 12 g de cada amostra e 

transferidos para um balão volumétrico de 100 mL, completando o volume com água 

deionizada. Em seguida uma alíquota de 1 mL das soluções foram transferidas para 

um eppendorf de 1,5 mL e submetidas a centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos 

visando a separação de partículas sólidas. O sobrenadante obtido foi filtrado 

utilizando filtro de seringa em PTFE hidrofílico com porosidade de 0,22  µm. Após a 

filtração, as amostras foram submetidas a uma diluição total de 200 vezes antes da 

determinação por CZE. 
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Para o preparo da amostra de beterraba in natura, foram pesados 

aproximadamente 24 g do vegetal fresco, os quais foram triturados e transferidos 

para um balão volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com água 

deionizada. Da solução obtida, uma alíquota de 1 mL foi transferida para um 

eppendorf de 1,5 mL e centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos visando a 

separação de partículas sólidas. O sobrenadante obtido foi filtrado utilizando filtro de 

seringa em PTFE hidrofílico com porosidade de 0,22  µm. Após a filtração, as 

amostras foram submetidas a uma diluição total de 10 vezes antes da determinação 

por eletroforese capilar. 

Todas as amostras foram preparadas em triplicata e analisadas 

imediatamente após o preparo. As determinações foram realizadas conforme 

descrito na seção 4.4. 

4.6 Parâmetros analíticos de mérito  

A validação permite avaliar, por meio de estudos experimentais, se o método 

analítico é confiável e atende às exigências das aplicações para as quais será 

destinado. O método será considerado válido, uma vez que os parâmetros 

estabelecidos sejam analisados. O método foi validado seguindo as diretrizes 

determinadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA).32 Os 

seguintes parâmetros foram avaliados: seletividade/especificidade, linearidade, 

efeito da matriz, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), precisão, 

exatidão, robustez e estudo de recuperação. 

4.6.1. Seletividade/especificidade 

A seletividade foi avaliada pelo preparo de uma solução de 20 mg L-1 

contendo um mix de possíveis interferências, junto dos padrões dos analitos, e 

analisando-a para verificar se algum interferente afeta o sinal dos analitos de 

interesse.  A avaliação é realizada pela análise manual dos múltiplos espectros 

obtidos durante a formação dos picos, permitindo verificar visualmente a 

singularidade do sinal e confirmar que o analito está adequadamente separado dos 

interferentes presentes na matriz da amostra. 

 
 



 

23 

4.6.2. Linearidade 

A linearidade de um método analítico demonstra sua capacidade de produzir 

uma resposta diretamente proporcional à concentração do analito.32 Para garantir 

essa proporcionalidade, a linearidade é avaliada por meio da construção de curva de 

calibração externa em triplicata possuindo 10 pontos de concentração entre 1 mg L- ¹ 

a 45 mg L-1, calculando a razão média entre a área do analito e do padrão interno 

selecionado. A confirmação da linearidade se dá através dos coeficientes de 

determinação (R2)  e correlação ( R ), sendo este último obrigatoriamente superior a 

0,990.  

4.6.3. Efeito de matriz 

O efeito de matriz é avaliado por meio do ensaio de recuperação, utilizando 

cinco concentrações diferentes em amostras fortificadas e calculando a razão média 

entre a área do analito e do padrão interno selecionado. Paralelamente o  efeito da 

matriz será investigado pela comparação entre a curva de calibração externa e a 

curva por adição de padrão, ambas em triplicata. Esse procedimento visa verificar se 

a presença da matriz interfere significativamente na resposta analítica. Considera-se 

a ocorrência do efeito de matriz quando a variação excede a 10%. 

4.6.4. Limite de Detecção e Quantificação  

​ O limite de detecção (LOD) do método foi estimado com base em três vezes a 

razão entre a leitura do sinal e a altura do ruído (S/R), enquanto o limite de 

quantificação (LOQ) foi determinado como dez vezes essa razão.  

4.6.5. Precisão 

​ A precisão do método foi avaliada por  meio da precisão instrumental, 

repetibilidade e precisão intermediária. A precisão instrumental foi determinada a 

partir de três injeções consecutivas de três níveis de concentração da faixa de 

calibração (5, 20 e 40 mg L-1) . A repetibilidade intra-dia foi verificada por meio de 

três replicatas em três níveis de concentração dentro da faixa linear (5, 20 e 40 mg 

L-1), enquanto que a repetibilidade inter-dia foi realizada por meio três amostras 

 
 



 

24 

preparadas em um mesmo dia e determinadas em diferentes dias (5, 20 e 40 mg 

L-1). A precisão por repetibilidade foi expressa como o desvio padrão  relativo, 

calculado pela razão entre o desvio padrão e a média, multiplicados por 100. Todos 

os resultados foram expressos como coeficiente de variação, sendo considerados 

adequados quando inferiores a 10%.32 

4.6.6. Exatidão 

A exatidão foi avaliada através do estudo de recuperação. Onde  três 

amostras com concentração conhecida de nitrato e nitrito foram preparadas e 

fortificadas com padrão (5, 20 e 40 mg L-1). Após a determinação, as concentrações 

obtidas foram determinadas com base na curva de calibração externa. O percentual 

de recuperação foi calculado pela razão entre a concentração média experimental e 

a concentração teórica, multiplicada por 100. Esse valor será utilizado como 

indicador da exatidão do método. 

4.6.7 Robustez 

A robustez de um método analítico, indica a sua capacidade de manter 

resultados consistentes frente a pequenas variações nos parâmetros 

experimentais.33 Para sua avaliação, o teste de Youden foi empregado, no qual sete 

variáveis críticas do método foram selecionadas; pH do BGE, concentração do ácido 

6-aminocapróico, tempo de injeção, temperatura do capilar, tamanho do capilar, 

pressão e tensão aplicada, cada um variando ±10%  do valor nominal. Oito 

experimentos foram conduzidos de acordo com a matriz de Youden e os resultados 

comparados às condições otimizadas. O  método será considerado robusto caso tais 

variações não ocasionem alterações significativas nos tempos de migração, e 

concentração determinada.  

4.6.8 Gestão de resíduos 

A segurança no laboratório é um aspecto crucial para proteção e garantia  na 

integridade dos experimentos. Para isso, foram utilizados equipamentos de Proteção 

Individual (EPIs), como jalecos, luvas e óculos de segurança. Além disso, 

vestimentas apropriadas, como calças longas e sapatos fechados, foram utilizadas  
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para reduzir os riscos durante as atividades. As substâncias químicas foram  

manuseadas em capelas com exaustores em funcionamento, evitando a exposição a 

vapores prejudiciais. O descarte de resíduos seguiu critérios rigorosos, com 

soluções aquosas e orgânicas sendo direcionadas para recipientes apropriados. 

Materiais contaminados, como luvas e ponteiras descartáveis, serão armazenados 

até a coleta por empresas especializadas. Além disso, soluções com pH extremo 

(ácido ou básico) foram tratadas e neutralizadas antes de seu descarte, 

assegurando tanto a segurança ambiental quanto a do laboratório. 

5 Resultados e discussão 

5.1 Seleção das condições experimentais para separação e determinação de 
NO3

- e NO-
2  por CZE 

5.1.1 Seleção do pH e dos componentes do eletrólito 

As curvas de mobilidade eletroforética do nitrato e do nitrito, (Figura 6) 

evidenciam a influência do pH na separação dos analitos. Em pH abaixo de 2 o 

nitrato apresenta mobilidade máxima enquanto o nitrito, predominantemente na 

forma protonada (HNO2), possui mobilidade quase nula, o que impede a separação. 

Já em pH acima de 5, ambos estão totalmente desprotonados, e exibem mobilidade 

semelhantes, resultando em co-migração. No pH próximo a 4, observa-se diferença 

significativa entre as mobilidades efetivas, possibilitando a separação adequada. 

A mobilidade efetiva (μeol) foi calculada conforme a equação 1: 

 (equação 1) ​μ𝑒𝑓 = 𝐿𝑡 . 𝐿𝑑
𝑉 . 𝑡𝑚                             ​​​

Onde, Lt é o comprimento total do capilar (cm),Ld o comprimento até o detector (cm), 

V a voltagem aplicado (V) e tm o tempo de migração do analito (s). Dessa forma, o 

pH selecionado para o método foi entorno de 4, por oferecer melhor resolução entre 

nitrato e nitrito 
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Figura  6. Mobilidade eletroforética do nitrato e do nitrito em função do pH ótimo para a 

separação dos analitos 

 
Fonte: Autoria própria (2025) 

A seleção dos componentes do eletrólito de fundo (BGE, do inglês 

“Background Electrolyte”) foi realizada com o auxílio do software PeakMaster 5.3, 

que permite simular diferentes combinações de co-íons e contra-íons a partir dos 

valores da mobilidade efetiva. Por meio dessa ferramenta, foram avaliados 

parâmetros relevantes como, tempo de migração, capacidade tamponante, força 

iônica, e pH. Inicialmente, foram testados diversos compostos presentes no banco 

de dados do software, com o intuito de identificar o co-íons e o contra-íon 

adequados para o método. 

Para a escolha do co-íon, considerou-se que este deveria apresentar 

mobilidade próxima a dos analitos de modo a gerar um sinal simétrico durante a 

separação. Além disso, era necessário que ele tivesse pKa próximo ao pKa do NO3
- 

e NO2
- sendo eles  -1,37 e 3,22 respectivamente, e  que não apresentasse grupos 

cromóforos em sua estrutura, a fim de permitir a detecção direta dos analitos. Dentre 

os compostos avaliados, o ácido clorídrico (pKa -2) foi selecionado como co-íon mais 

adequado. 

Na sequência, foi definido o contra-íon  que também deveria ser um composto 

não cromóforo e contribuir para a capacidade tamponante do BGE. O ácido 

aminocaproico (pKa 4,3) foi escolhido, por fornecer essas características. 
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5.1.2 Escolha do padrão interno 

Após a seleção dos componentes do BGE, foi escolhido o padrão interno para 

auxiliar nas determinações. O padrão interno é determinado pela sua estrutura e 

mobilidade. Por o método ser em modo direto, o padrão deve ser capaz de absorver 

radiação na região do UV-Vis, sendo preferível de absorver próximo  do máximo do 

analito para que a determinação seja realizada em um só comprimento de onda. 

Portanto, alguns compostos foram escolhidos no banco de dados do  PeakMaster 

com mobilidade eletroforética semelhante à dos analitos e que apresentavam 

absorção na região do UV-Vis. O composto que apresentou a melhor EMD nas 

condições escolhidas do BGE e que possui as características mencionadas foi o HBr 

(pka -2), sendo ele escolhido como padrão interno. 

5.1.3 Escolha da concentração dos componentes do BGE 

​ A definição da composição do BGE iniciou-se com a consideração das curvas 

de mobilidade do nitrato e do nitrito, permitindo identificar a região do pH ideal para a 

separação dos analitos. A partir dessa análise o pH operacional  foi fixado em 3,9, 

garantindo uma separação adequada entre os picos e estabilidade da corrida 

eletroforética. 

​ Em seguida, as concentrações dos componentes foram estabelecidas em 30 

mmol L-1 de ácido 6-aminocapróico e 20 mmol L-1 de ácido clorídrico. Esses valores 

foram escolhidos considerando critérios de capacidade tamponante, mobilidade do 

analito e dispersão por eletromigração (EMD), essenciais para assegurar eficiência e 

reprodutibilidade do método. A capacidade tamponante apresentada pelo BGE é 

elevada, aproximadamente 20 mM, garantindo a manutenção do pH durante a 

corrida, a mobilidade dos analitos é adequada para migração rápida e a EMD é 

mínima, reduzindo a dispersão dos picos. 

Dessa forma, a composição final do BGE é considerada adequada para a 

separação dos analitos exsudatos, atendendo aos critérios de eficiência, 

estabilidade e seletividade necessários para o método. 

 Depois de escolhidos todos parâmetros para a determinação, uma simulação 

no software e uma separação experimental no equipamento foram realizadas  

seguindo as mesmas condições. A Figura 7 mostra um eletroferograma experimental 
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(A) e a simulação feita (B). É possível observar uma boa correlação entre a 

simulação e os dados obtidos na separação real, o que indica o uso adequado das 

ferramentas para seleção dos componentes do BGE.  
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Figura 7. (a) Eletroferograma experimental de separação de solução de sulfeto 20 

mg L-1 com injeção hidrodinâmica de 25 mbar por 8 s. Condições experimentais da 

simulação e da corrida experimental: capilar de sílica fundida com comprimento total de 32 

cm e efetivo de 24 cm. EOF de 7·10-9 m² V-1 s-1. Voltagem de separação de -25 kV. Detecção 

direta em 210 nm. pH 3,9, 30 mmol L-1 de ácido 6-aminocapróico e 20 mmol L-1 de ácido 

clorídrico. 

(b) Eletroferograma de separação dos analitos simulado no software PeakMaster®. 

 
Fonte: (A) Autoria própria (2025). (B) Peakmaster®. 
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O eletroferograma simulado e experimental  apresentam elevado grau de 

semelhança, para ambos analitos estudados, observa-se na simulação a migração 

dos analitos em menos de um minuto, sendo igualmente observado no 

eletroferograma experimental. Esses fatores evidenciam a credibilidade do software 

e destacam sua importância no desenvolvimento e otimização de métodos por CZE. 

5.2 Parâmetros analitico de mérito 

5.2.1 Seletividade/especificidade 

​ A seletividade do método foi verificada considerando que os possíveis 

interferências na matriz, incluindo acetato, sulfato, cafeína e ácido ascórbico, que 

podem coexistir no suplemento vegetais, ou contaminação do equipamento. 

Nenhum desses compostos migrou junto com os analitos  durante a determinação. 

Esses interferentes não absorvem radiação eletromagnética na região de 210 nm, 

utilizadas para detecção dos analitos, ou apresentam mobilidade significativa 

diferente do nitrato e nitrito. Como ilustrado na Figura 8, o eletroferograma dos 

analitos foi obtido sem a presença de picos adicionais provenientes de outros 

compostos, confirmando a seletividade do método.  
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Figura 8. Eletroferograma obtido para NO3
- e NO2

- em uma amostra enriquecida com 

interferentes na concentração de 20 mg L-1 

Fonte: Autoria própria (2025) 

5.2.2 Linearidade 

A linearidade representa a faixa em que as respostas do método são 

diretamente proporcionais à concentração do método.32 Neste estudo a linearidade 

foi analisada com base no coeficiente de determinação e correlação obtido por meio 

da curva analítica de calibração externa  em triplicata. A equação obtida foi Y = 

0,0882X - 0,004, O  coeficiente de determinação (R2) obtido foi de 0,9955 e o 

coeficiente de correlação ( R ) de 0,9977 para NO3
-
 , enquanto para o NO2

-  a 

equação da reta foi     Y = 0,0662X + 0,0101, com (R2) de 0,9986 e  ( R ) de 0,9993 

(figura 9) . Ambos os coeficientes demonstram a linearidade do método.  

 

 
 



 

32 

Figura 9.  Curva de calibração externa de NO3
- e NO2

-
 pelo método CE.  

 
Fonte: Autoria própria (2025) 

5.2.3 Efeito de matriz 

Para determinação do efeito de matriz, foi realizada a comparação entre a 

curva de calibração externa, com a curva por adição de padrão, para verificação de 

interferências nas respostas dos analitos causadas pela matriz. Para isso, é 

calculada a razão entre os coeficientes angulares de ambas as curvas, não podendo 

interferir por mais de 10%. O estudo foi conduzido em duas matrizes distintas, sendo 

a matriz A o suplemento e a matriz B a beterraba em pó. A tabela abaixo (tabela 1) 

apresenta os valores encontrados para cada matriz. 

Tabela 1. Avaliação do efeito de matriz com base na razão entre as curvas de calibração 
externa e por adição de padrão para determinação de nitrato e nitrito 

 Matriz A Matriz B 

 NO3
- NO2

- NO3
- NO2

- 

Equação 
de reta Y=0,0884X+1,628 Y=0,0669X+0,032 Y=0,0814X+0,749 Y=0,0665X-0,001 

Razão 
Coef. 
Ang 

 
100 % 

 
101% 

 
92% 

 
100% 

Fonte: Autoria própria (2025) 
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 Logo, considerando os valores obtidos, é possível assumir que ambas as 

matrizes  não causam interferência na resposta dos analitos. 

 

5.2.4 Limite de Detecção e Quantificação 

O limite de detecção indica o menor valor que pode ser identificado com 

confiança, enquanto o limite de quantificação representa o menor valor que pode ser 

quantificado.32 A Tabela abaixo (Tabela 2) apresenta os valores encontrados de LOD  

através  da razão entre a altura do sinal e a altura do ruído multiplicados por 3 e os 

valores de LOQ  da mesma razão multiplicado por 10. 

Tabela 2. Limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) obtidos. 

Parâmetro Nitrato Nitrito 

LOD (mg L-1) 0,021 0,176 

LOQ (mg L-1) 0,071 0,587 

Fonte: Autoria própria (2025) 

Considerando os valores obtidos, verificou-se que os limites de detecção e 

quantificação estão adequados, confirmando a aplicabilidade do método para a 

determinação dos analitos em estudo. 

5.2.5 Precisão 

Se trata da  medida que avalia as incertezas no procedimento experimental, 

então quanto maior for a precisão, mais confiáveis são os valores obtidos.32 No 

presente estudo foi realizada a precisão instrumental, precisão intra-dia e inter-dia 

aferidas em três concentrações diferentes. Os resultados  devem conter um 

coeficiente de variação (CV) menor ou igual a 5,32 portanto os valores estão 

apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5 demonstrando os resultados para cada ensaio. 
 

 
 



 

34 

Tabela 3.  Resultados para a Precisão Instrumental obtida na determinação de nitrato e 
nitrito por eletroforese capilar 

 Matriz A Matriz B 

 Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito 

 tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

5 mg L-1         

Média 0,732 2,086 0,764 0,365 0,738 1,138 0,758 0,333 

Desvio 
padrão 0,002 0,007 0,011 0,001 0,004 0,014 0,002 0,004 

CV 0,209 0,319 1,400 0,375 0,548 1,229 0,202 1,087 

20 mg L-1         

Média 0,714 3,453 0,742 1,374 0,721 2,487 0,745 1,373 

Desvio 
padrão 0,002 0,013 0,004 0,011 0,001 0,009 0,002 0,022 

CV 0,292 0,380 0,510 0,831 0,160 0,368 0,232 1,570 

40 mg L-1         

Média 0,708 5,090 0,735 2,659 0,712 3,926 0,736 2,268 

Desvio 
padrão 0,001 0,014 0,001 0,097 0,013 0,005 0,001 0,028 

CV 0,163 0,268 0,192 3,658 1,870 0,121 0,136 1,215 

*tm = Tempo de Migração *CV = Coeficiente de Variação *PI = Padrão Interno 
Fonte: Autoria própria (2025). 
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Tabela 4.  Resultados da Precisão Intra-dia  obtida na determinação de nitrato e nitrito por 
eletroforese capilar 

 Matriz A Matriz B 

 Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito 

 tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

5 mg L-1         

Média 0,733 2,098 0,766 0,365 0,753 1,222 0,763 0,361 

Desvio 
padrão 0,005 0,060 0,007 0,013 0,013 0,048 0,015 0,018 

CV 0,630 2,877 0,869 3,496 1,671 3,942 1,985 5,076 

20 mg L-1         

Média 0,725 3,481 0,755 1,393 0,732 2,492 0,766 1,405 

Desvio 
padrão 0,011 0,008 0,013 0,057 0,019 0,115 0,022 0,060 

CV 1,536 0,242 1,737 4,111 2,559 4,603 2,888 4,267 

40 mg L-1         

Média 0,730 5,096 0,757 2,607 0,732 4,107 0,759 2,486 

Desvio 
padrão 0,014 0,234 0,014 0,119 0,013 0,194 0,015 0,102 

CV 1,870 4,590 1,803 4,554 1,708 4,720 1,942 4,115 

 *tm = Tempo de Migração *CV = Coeficiente de Variação *PI = Padrão Interno 
Fonte: Autoria própria (2025).  
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Tabela 5. Resultados da Precisão Inter-dia  obtida na determinação de nitrato e nitrito por 
eletroforese capilar 

 Matriz A Matriz B 

 Nitrato Nitrito Nitrato Nitrito 

 tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

tm  Razão 
Área 

NO3
-/PI 

tm  Razão 
Área  

NO2
-/PI 
 

5 mg L-1         

Média 0,747 2,149 0,786 0,363 0,758 1,223 0,698 0,331 

Desvio 
padrão 0,017 0,105 0,025 0,011 0,025 0,044 0,013 0,019 

CV 2,336 4,895 3,139 2,919 3,244 3,567 1,828 5,672 

20 mg L-1         

Média 0,749 3,486 0,787 1,394 0,759 2,501 0,693 1,393 

Desvio 
padrão 0,020 0,031 0,027 0,042 0,018 0,089 0,014 0,069 

CV 2,616 0,900 3,397 3,043 2,427 3,540 2,032 4,942 

40 mg L-1         

Média 0,744 5,181 0,779 2,662 0,745 4,189 0,686 2,445 

Desvio 
padrão 0,020 0,180 0,027 0,091 0,018 0,137 0,015 0,099 

CV 2,649 3,481 3,443 3,420 2,430 3,278 2,206 4,063 

*tm = Tempo de Migração *CV = Coeficiente de Variação *PI = Padrão Interno 
Fonte: Autoria própria (2025). 

Os valores de Coeficiente de Variação (CV) obtido para ambos os modos de 

precisão apresentam-se adequados, com valores inferiores a 5%, evidenciando uma 

boa precisão e confiabilidade do método otimizado. 

Para a concentração de 5 mg L-1, o CV apresenta-se ligeiramente acima dos 

5%, o que pode ser atribuído à integração manual do pico. Além disso, em baixas 

concentrações, pequenas variações na área do pico, tendem a resultar em um 

aumento do valor de CV. 
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5.2.6 Exatidão  

A exatidão corresponde ao grau de concordância entre os valores obtidos 

pelo método proposto e os valores de referência considerados verdadeiros.32 No 

presente trabalho a exatidão foi avaliada pelo método de adição de padrão e 

recuperação.  Verifica-se o grau de concordância entre a concentração experimental 

obtida e a concentração teórica adicionada, cujas resultados de recuperação dos 

analitos para as amostras estão apresentados na tabela 6 

Tabela 6. Valores de recuperação de NO3
- e NO2

-
  por CZE para cada nível de concentração 

avaliado.  

Suplemento Beterraba em pó 

 [ ] 
adicionada 

(mg L-1) 

[ ] 
recuperada 

(mg L-1) 

Recuperação 
(%) 

 [ ] 
adicionada 

(mg L-1) 

[ ] 
recuperada 

(mg L-1) 

Recuperação 
(%) 

NO3
-    NO3

-    

 5 4,39 87,8  5 5,57 111,4 

 20 20,04 100,2  20 21,22 106,1 

 40 38,31 95,8  40 42,00 105,0 

NO2
-    NO2

-    

 5 4,97 99,4  5 5,12 102,4 

 20 20,32 101,6  20 20,77 103,8 

 40 38,48 96,2  40 34,23 85,6 
Fonte: Autoria própria (2025). 

Analisando os valores obtidos,  observa-se que os valores obtidos estão 

adequados para a validação, dentro de uma faixa de 80-120%,31 demonstrando boa 

exatidão do método. 

5.2.7 Robustez 

​ A robustez do método foi avaliada por meio de uma matriz de Youden, na qual 

sete fatores experimentais foram investigados em dois níveis Tabela 7.  

Tabela 7. Parâmetros avaliados para verificação da robustez do método de 

determinação de nitrato e nitrito por eletroforese capilar 
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Fator Nível - (alterado) Nível + (nominal) 

pH BGE 3,89 3,92 

Concen Amina 270 mmol 300 mmol 

Tensão - 23 kV -25 kV 

Temperatura 23 °C 25 °C 

Pressão 20 mbar 25 mbar 

Comprimento 30 cm 32 cm 

Injeção 7 seg 8 seg 

Fonte: Autoria própria (2025). 

As combinações experimentais  foram realizadas de acordo com o 

delineamento proposto, e os resultados obtidos para a variável resposta foram 

utilizados para  cálculo dos efeitos principais de cada fator conforme a equação 2 . 

Onde Y+ e Y-  correspondem às médias dos resultados obtidos nos níveis altos (+) e 

baixos (-), respectivamente. 

                                 ( equação 2) 𝐸 =  
𝑌

+
 − 𝑌

−

2

Além da estimativa, foi aplicado o teste F de variância com 95% de confiança,  

a fim de verificar se as variações resultam em diferenças estatisticamente 

significativas. Os valores obtidos estão apresentados na Tabela 8  para a área dos 

analitos e a Tabela 9 para o tempo de migração dos analitos. 
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Tabela 8. Avaliação da robustez do método em relação à área do pico dos analitos. 

 Fator Efeito FCrítico 
(95%) 

Fcalculado Interpretação 

 pH BGE 0,203 9,552 0,277 Não Significativo 

 Concen Amina -0,274 9,552 0,171 Não Significativo 

 Tensão -0,221 9,552 0,508 Não Significativo 

NO3
- Temperatura -0,036 9,552 0,586 Não Significativo 

 Pressão 0,064 9,552 0,754 Não Significativo 

 Comprimento -0,168 9,552 0,217 Não Significativo 

 Injeção -0,138 9,552 0,239 Não Significativo 

 pH BGE 0,133 9,552 0,055 Não Significativo 

 Concen Amina -0,241 9,552 1,686 Não Significativo 

 Tensão -0,043 9,552 5,342 Não Significativo 

NO2
- Temperatura 0,079 9,552 0,695 Não Significativo 

 Pressão 0,029 9,552 0,266 Não Significativo 

 Comprimento -0,613 9,552 0,323 Não Significativo 

 Injeção -0,074 9,552 1,738 Não Significativo 

Fonte: Autoria própria (2025).  
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Tabela 9.  Avaliação da robustez do método em relação ao tempo de migração dos 
analitos. 

 Fator Efeito FCrítico 
(95%) 

Fcalculado Interpretação 

 pH BGE 0,086 9,552 0,085 Não Significativo 

 
Concen 
Amina -0,094 

9,552 0,068 Não Significativo 

NO3
- Tensão -0,174 9,552 0,022 Não Significativo 

 Temperatura 0,032 9,552 0,032 Não Significativo 

 Pressão 0,148 9,552 0,029 Não Significativo 

 
Compriment

o 0,626 
9,552 0,002 Não Significativo 

 Injeção -0,116 9,552 0,050 Não Significativo 

 pH BGE 0,063 9,552 0,187 Não Significativo 

 
Concen 
Amina -0,113 

9,552 0,060 Não Significativo 

NO2
- Tensão -0,192 9,552 0,024 Não Significativo 

 Temperatura 0,037 9,552 0,027 Não Significativo 

 Pressão 0,159 9,552 0,029 Não Significativo 

 
Compriment

o 0,649 
9,552 0,002 Não Significativo 

 Injeção -0,129 9,552 0,049 Não Significativo 

Fonte: Autoria própria (2025). 

Os resultados observados demonstram que para ambas as variáveis, os 

valores de Fcalculado permaneceram inferiores ao Fcrítico (95% de confiança), indicando 

que as pequenas variações nos parâmetros experimentais não exercem efeito 

estatisticamente significativo. Dessa forma o método se mostrou robusto tanto em 

termos de reprodutibilidade instrumental quanto de resposta analítica. 

5.3 Determinação de nitrato e nitrito nas amostras 

​ A determinação dos analitos em diferentes amostras foi avaliada por meio por 

meio da curva de calibração externa, com os valores expressados na tabela 9 
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Tabela 10. Resultados experimentais obtidos pelo método desenvolvido para quantificação 

de nitrato e nitrito em suplementos alimentares e vegetal. 

Amostra Teor de NO3
- 

mg/Kg 
Teor de NO2

- 

mg/Kg 

Suplemento em Gel 16.590 ± 0,5 < LOD 

Suplemento em Pó 19.050 ± 0,2 < LOD 

Beterraba em Pó 14.830 ± 0,2 < LOD 

Beterraba In Natura 1.130 ± 0,1 < LOD 

Fonte: Autoria própria (2025).  

A determinação das amostras revelou a presença de NO3
- em todas as 

formulações avaliadas, enquanto o NO2
- não foi detectado. 

Em algumas amostras, observou-se que o nitrato estava presente de forma 

isolada intencionalmente, nesses casos não era esperado a presença de nitrito, uma 

vez que esse ânion não compõem a formulação original nem é formado durante o 

preparo das amostras. Em matrizes vegetais, a concentração de nitrito costuma ser 

inferior a de nitrato, podendo estar situada abaixo do LOD do método. 

Esses resultados estão em concordância com a literatura que descreve o 

nitrato como a principal espécie nitrogenada em vegetais, enquanto o nitrito ocorre 

apenas em baixas concentrações.34 Dessa forma, o método demonstrou-se seletivo  

e adequado para a determinação de nitrato, permitindo sua quantificação confiável 

nas amostras analisadas. 

5.4 Comparação com outros métodos da literatura  

 ​ O método mais comumente empregado para a determinação de nitrato e 

nitrito é o método espectrofotométrico, que apresente limites de detecção bastante 

baixos, da ordem de 0,00049 mg L- ¹(NERDY et al ., 2018)35 e é amplamente 

utilizado devido à sua simplicidade, disponibilidade e baixo custo. No entanto, este 

método envolve reações químicas sucessivas e etapas de derivatização, 

demandando tempo considerável de preparo e amostra e consumo elevado 

reagentes, o que o torna pouco alinhado com os princípios da química verde. 

Outros métodos descritos na literatura incluem o uso de HPLC, que apresenta 

limites de quantificação de 0,46 mg L-1(BAIÃO et., 2015),36 no entanto o método 
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desenvolvido neste trabalho apresenta limite de quantificação ainda mais baixo, 

além de dispensar o uso de solventes orgânicos, colunas específicas, resultando em 

menor custo e tempo de preparo por amostra analisada.​

​ Em contrapartida, o método desenvolvido por CZE apresentou limites de 

quantificação de 0,176 mg L-1 para NO2
- e 0,021 mg L -1 para NO3

-, sendo mais 

sensível que outros métodos de CZE reportados na literatura, que apresentaram 

valores de 0,021 mg L-1 e 0,028 mg L-1 (APPRATO et al .,2023) 37 respectivamente. 

Além disso, o método proposto dispensa qualquer preparo amostral complexo, 

consome quantidades mínimas de reagentes e possibilita a determinação simultânea 

de ambos os ânions em um tempo médio de apenas 5 minutos por corrida 

eletroforética.​

​ Portanto, o método proposto mostrou-se adequado e eficiente para 

determinação de NO2
- e NO3

-  em amostras reais, conciliando boa sensibilidade, 

rapidez e caráter ambientalmente sustentável, destacando-se como uma alternativa 

mais verde e prática frente às técnicas espectrofotométricas e cromatográficas 

convencionais.  

6 Conclusão 

Ao longo do desenvolvimento do presente trabalho, foi possível demonstrar a 

eficácia do método proposto para determinar nitrato e nitrito em diferentes fontes de 

suplementação tendo como base a beterraba. O software PeakMaster® demonstrou 

ser fundamental para definir os componentes do eletrólito e simular as condições do 

método, reduzindo o tempo de otimização e consumo de regantes. A boa 

concordância entre o eletroferograma simulado e experimental confirmou a 

aplicabilidade da simulação como etapa preliminar de ajuste de método. 

A validação foi conduzida de acordo com  a RDC nº 166 da ANVISA, de 2017,  

contemplando parâmetros como seletividade, precisão, exatidão, robustez, além de 

limites de detecção e quantificação adequados. Esses resultados confirmam a 

confiabilidade e reprodutibilidade do método. 

As determinações realizadas indicaram a presença de nitrato nas amostras 

avaliadas, com variação entre os diferentes tipos de suplementos. Essa diferença 

pode estar relacionada tanto ao processo industrial, quanto a fatores naturais da 
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matéria-prima, como tipo de solo, luminosidade e condições de cultivo. Por outro 

lado o nitrito não foi detectado, o que já era esperado, uma vez que esse composto 

é instável e tende a se converter rapidamente em outras formas nitrogenadas, 

especialmente em matrizes de vegetais processados. 

Comparado com métodos tradicionais descritos na literatura, o método 

desenvolvido mostrou vantagens importantes, como menor tempo de análise, 

consumo reduzido de reagentes, dispensa de preparo complexo e capacidade 

simultânea de nitrato e nitrito. Além de apresentar limites de quantificação 

compatíveis ou superiores de outros métodos.  

O método desenvolvido mostrou-se simples, rápido e com baixo consumo de 

reagente, alinhando-se  aos princípios da química verde. Sua aplicação em rotinas 

de controle é viável, podendo também ser útil em estudos que buscam correlacionar 

o teor de nitrato presente em suplementos e seus possíveis efeitos fisiológicos.  

De modo geral, o método atingiu os objetivos propostos, demonstrando boa 

performance analítica, aplicabilidade prática e potencial para ser aplicado em 

pesquisas futuras voltadas à padronização e avaliação de produtos de origem 

vegetal.  
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