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Resumo

O presente relatério concluido no dmbito da unidade curricular “estagio” do Mestrado
em Ciéncias e Tecnologia do Ambiente com especializacdo em Riscos: Avaliacdo e
Gestao Ambiental, foi realizado no laboratério de ambiente da empresa Silliker Portugal,
S.A. com o intuito de validar novos métodos de analises para caracterizacdo de Azoto
total e Fosforo total em &guas residuais industriais, mais especificamente o método
baseado em kits de analise com cuvete da Hach Lange.

Ao longo do processo de validagdo onde foram analisadas varias amostras de aguas
residuais de clientes da Silliker, assim como padrdes internos de controle e materiais de
referéncia certificados, foram avaliados diversos parametros como seletividade,

especificidade, limites de deteccéo e quantificagcdo, precisdo e exatidao e incertezas.

No final os resultados passaram por tratamento estatistico afim de validar o método em
causa, com resultados satisfatorios dentro dos limites estabelecidos pelo controle de
qualidade.

Abstract

This report, within the scope of the course “internship” of the Master in Environmental
Science and Technology with specialization in Risks: Environmental Assessment and
Management, was conducted in the environment laboratory of Silliker Portugal, S.A. in
order to validate new methods of analysis for characterizaation of total nitrogen and total
phosphorus in industrial wastewate, more specifically the method based on Hach Lange

cuvette analysis Kits.

Throughout the validation process where various samples of Silliker's customers
wastewater were analyzed, as well as internal control standards and certified reference
materials, various parameters and certified reference materials, various parameters sush
as selectivity, specificity, detection and quantification limits, precision and accuracy and

uncertainties.

In the end the results were statistically treated in order to validade the method in

guestion, with satisfactory results within the limits established by the quality control.
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1 Introducao

No rastro do desenvolvimento humano moderno pela industria veio a consciéncia
dos aspectos e impactos ambientais das atividades e legislagbes foram estabelecidas
para o controle de possiveis danos ao ambiente, com as dguas residuais industriais ndo
foi diferente. Essas aguas podem ser definidas como “aguas que tem suas
caracteristicas naturais modificadas apos passar pelo processo da cadeia produtiva” e
ndo podem ser descartadas no ambiente sem devido tratamento, a fim de estabelecer
niveis aceitaveis de qualquer substancia contaminante. Com o intuito de caracterizar
essas aguas para proceder com o devido tratamento foram desenvolvidos cada vez
mais técnicas de andlises, que consequentemente necessitaram passar por métodos de
validagdo para serem credenciadas como validas pelas entidades de acreditacdo e
assim encaminhadas para uso. Nesse contexto o Azoto e Fésforo sdo dos mais comuns

possiveis contaminantes, e dos mais estudados ao longo dos anos, nas aguas residuais.

1.1 Silliker Portugal, S.A.

A Silliker € uma empresa de carater independente que atua no setor da prestacao
de servigcos analiticos e de consultoria para o setor da alimentacao, nutricdo, agua e
ambiente, agroguimicos, bens de consumo, cosmético e farmacéutico. Com o nome de
EGI — Sociedade de Engenharia e Gestao da Qualidade, Lda., foi fundada em julho de
1992 em Vila Nova de Gaia, como uma alternativa as necessidades do crescente
mercado no setor numa época em que o tema da prevencédo da qualidade e seguranca
alimentar estava tomando cada vez mais destaque e a oferta por tais servicos ainda era
aguém do esperado. Nesse contexto a, na época ainda EGI, galgou rapidamente a

posicéo de lider nacional do setor.

No ano seguinte a sua criacdo e por conta da sua forte politica de qualidade, ela

foi integrada ao Sistema Portugués da Qualidade com a acreditagéo do seu laboratorio.

Em 2000, fruto da importancia das avalia¢cdes organolépticas na caracterizacao
dos consumiveis, foi criado o laboratério de analise sensorial. Como resultado direto do
seu constante crescimento de mercado, em marc¢o de 2005, a EGI passou a contar com
novas instalacées, pensadas e estruturadas para abrigar todos os seus presentes e

futuros laboratérios.
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Foi em marco de 2008, com a compra da EGI pela multinacional americana

Silliker, que foi criada a Silliker Portugal, S.A. e a empresa passou a fazer parte de um

dos maiores grupos mundiais no ramo da prestacdo de servicos no setor de qualidade

e seguranca alimentar. A partir de 2014 a Silliker comecou a se apresentar como

Mérieux NutriSciences.

A empresa tem como missao a protecdo da salde dos consumidores de todo o
mundo a partir da realizacdo de seus servi¢cos. Ela estd presente atualmente em 26
paises, com mais de 7000 colaboradores, mais de 100 laboratérios acreditados ao redor
do globo e conta com mais de 50 anos de experiéncia trabalhando lado a lado com as
principais empresas do setor de alimentos e bebidas.

1.2 Azoto e Fosforo nas Aguas Residuais

1.2.1 Legislacao

O Decreto-Lei n® 236/98 tem por objetivo definir as normas, critérios e objetivos
de qualidade com a missédo de proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das
aguas de acordo com suas finalidades. Para isso, no artigo 2° paragrafo 2, estabelece
que faz parte do ambito do decreto-lei as normas para descarga de aguas residuais
tanto no meio aquatico quanto no terrestre, com a finalidade de proporcionar qualidade

nas aguas e solos e protecdo da saude publica.

O capitulo VI do Decreto-lei intitulado de “Protecgéo das aguas contra a poluigao
causada por descargas de aguas residuais”, expressa no artigo 63° que o seu objetivo
€ reduzir ou eliminar a poluicdo ocasionada com a descarga de aguas residuais no meio
aquatico e no solo, sendo aplicadas a descarga em aguas superficiais e do litoral, aguas
territoriais, &guas subterraneas, no solo e em colectores. Os valores limites de emisséo

(VLE) definidos no anexo XVIII do decreto-lei para o Fosforo total e o Azoto total, séo:

e Fosforo total: < 0.5 mg/l P em lagoas ou albufeiras, < 3 mg/l P em aguas que
alimentam lagoas ou albufeiras e < 10 mg/l P nos demais casos;

e Azoto total: < 15 mg/l N em qualquer tipo de corpo d’agua.

O controle de qualidade das emiss@es das aguas residuais, segundo o artigo 69° do
decreto-lei, é de responsabilidade da entidade que faz a descarga e abrange a analise
das caracteristicas fisico-quimicas que devem ser realizadas pelos métodos analiticos

definidos no anexo XXIl do presente decreto-lei. Define também que a entidade pode

13
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realizar as analises com o uso de métodos diferentes desde que comprove gue estes
tém os limites de deteccdo, precisao e exatiddo no mesmo nivel dos definidos no anexo
XXII. Os laboratoérios responsaveis pelas analises devem ser acreditados para tal e
participantes de programas de controle de qualidade do IPAC. Os anexos do decreto-

lei citados anteriormente podem ser consultados no anexo Il no final do relatério.

Por fim, as 4guas residuais estardo em conformidade e poderéo ser despejadas no

meio aquatico se os valores de emissdo obedecerem a duas condi¢des:

1. Que a média mensal dos valores encontrados para cada uma das substancias
referidas na presente norma de descarga ndo ultrapassem o VLE;

2. Que o valor maximo observado durante o més de laboracdo para cada
substancia da norma de descarga nao ultrapassa o dobro do seu VLE.

1.2.2 Azoto

O azoto e seus diversos compostos sdo importantes no contexto hidrico,
atmosférico e nos inimeros processos que envolvem os seres vivos. Os Varios estados
de oxidag&o atingidos pelo azoto e suas, muitas vezes rapidas, mudancgas ocasionadas
pelos organismos vivos acabam por tornar sua quimica bem complexa. As bactérias,
por exemplo, a depender da prevaléncia de uma situagdo aerdbica ou anaerdbica,
podem reduzir ou oxidar os compostos de azoto. Dos compostos do azoto, trés sao
sollveis em 4gua e reagem para formar os ions inorganicos amdonio, nitrito e nitrato de
acordo com as equagdes 1, 2 e 3. Esses ions podem atingir diversos niveis de

concentracdo nas aguas e podem gerar problemas ambientais preocupantes.

NH; + H,0 - NH + OH~ (1)
N,05 + H,0 - 2H* + 2NO5 2
N,0s + H,0 - 2H* + 2NO3 (3)

O azoto chega as aguas de diversas formas. O esgoto sanitario, geralmente, é
a principal dessas vias de contaminacao, langcando azoto organico na agua, pela forte
presenca de proteinas, e azoto amoniacal (proveniente da hidrolise da uréia na agua).
Outra fonte bastante preocupante sédo os efluentes industriais que também contribuem
com descargas de azoto organico e amoniacal nas aguas, como é comum em curtumes,
siderdrgicas, frigorificos, alimenticias, petroquimicas, matadouros, farmacéuticas e

quimicas. Em &reas agricolas pode ocorrer o escoamento das aguas pluviais nos solos
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fertilizados, causando o lixiviamento de compostos de azoto para corpos d’agua,

processo semelhante ocorre com a drenagem urbana de aguas pluviais.

Para melhor compreender a interacdo do azoto com o ambiente é de suma
importancia conhecer o ciclo do azoto (figura 1), principalmente o processo de
nitrificacdo, onde ocorre a oxidacdo da amébnia produzindo nitrito e nitrato,
respectivamente. O processo de nitrificacdo acontece as custas de oxigénio e quando
ocorre na agua acaba por reduzir os niveis de oxigénio dissolvido nos corpos d’agua,
esse processo é conduzido por microrganismos e algas nitrificantes, que a depender da
concentracdo das descargas podem se proliferar de forma excessiva levando a

eutrofizagdo desses corpos d’agua.
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,‘0 / / \‘\ R
Q\/ /> "4.
S /D ~
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&/ /.8 N
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/- e
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Organic N | <

\ 4
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Figura 1: Ciclo do Azoto. (fonte: Chemistry for Environmental Engineering and Science, 5th edition).

Na analise quimica a soma das concentragbes de amonia, nitrito, nitrato e

nitrogénio organico é contabilizada na forma de azoto total.
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1.2.3 F6sforo

O grande numero de formas como o fdsforo afeta os fendmenos ambientais
acabaram gerando um grande interesse por técnicas capazes de determina-lo. O fésforo

geralmente aparece no meio hidrico de 3 modos distintos:

e Fosforo orgéanico: a forma na qual ele compfde moléculas orgéanicas como 0s
detergentes;

e Ortofosfatos: na forma de radicais que se combinam a cétions para formar sais
inorganicos nas aguas;

e Polifosfato: ou fosfatos condensados, ou ainda, polimeros de ortofosfatos, essa

forma é rapidamente hidrolisada e se converte em ortofosfato.

Sao os compostos inorganicos do fésforo que geram maior preocupagéo para o
ambiente, os ortofosfatos, fosfatos e suas formas molecularmente desidratadas,
chamados de polifosfatos ou fosfatos condensados, o fésforo organico tende a ser de

menor preocupacao.

A maior fonte de fésforo nas aguas superficiais ainda sdo as descargas sanitarias
(provenientes, principalmente, de fezes e detergentes). As indUstrias, em termos gerais
sd0 as mesmas que contribuem com a contaminagdo de azoto, com seus efluentes
também sdo caracterizadas como fontes importantes de fésforo nessas aguas. Assim
como o azoto, o excesso de fosforo nas aguas vai ocasionar a proliferagdo anormal de
microrganismos e algas causando a eutrofizac&o. E estimado que apenas 1g de fosfatos
ocasionam o crescimento de 10g de algas (sem contabilizar os outros microrganismos),
que consomem por volta de 150g de oxigénio dissolvido na dgua quando morrem e

passam por processos de decomposicao.

Para a analise do fosforo total é necessario realizar a conversao das diferentes
formas de fésforo na agua em ortofosfatos (os polifosfatos séo rapidamente convertidos

por hidrolise e o fosforo orgéanico requer digestdo acida).
2 Validacéo de Metodos

Definido pela NP EN ISO 9000:2005 como “confirmacéo, através do fornecimento
de provas objetivas, de que os requisitos para um uso especifico pretendido ou
aplicagdo foram cumpridos”, pela ISO/IEC 17025:2005 “confirmacado por exame e

fornecimento de provas objetivas de que sdo cumpridos os requisitos particulares para
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um uso especifico pretendido” e pela International Vocabulary of Metrology (VIM) como
sendo “verificagao, quando os requisitos especificados forem adequados para uma
utilizacdo prevista”. E nada mais do que um processo para definicdo de um requisito
analitico confirmando que o método em questdo tem plenas capacidades para o objetivo

o qual foi designado.

2.1 Objetivo da Validacao

Por ser um processo que lida com manipulagfes, o método usado no ensaio, pode
sofrer com o acumulo de erros (sistematicos e aleatorios) e gerar um impacto
significativo no resultado da andlise. Por isso é de fundamental importancia que os
laboratérios de analise quimica tenham a sua disposicao ferramentas de validacao para
a demonstracdo continua e posterior da conformidade e qualidade de seus métodos

internos de ensaios.

Os resultados obtidos pelos métodos de analises dos laboratérios tém diversas

aplicacdes que vao influenciar decisfes e por isso tem de ser confiaveis e claros.

2.2 Processo de Validacao

Ao longo do processo de validacdo do método em especifico alguns parametros
devem ser avaliados direta e indiretamente, de acordo com o procedimento relativo ao

controle da qualidade da Silliker (PCQ.34) sao eles:

Precisao.

Repetibilidade.

Precisdo Intermédia.

Exatidao.

Limites de Detecc¢éo e Quantificacéo.
Linearidade.

Gama de Trabalho.

Incerteza.

AN N N O NN

Resultados.

Na Silliker o processo de validacdo de métodos segue o fluxograma abaixo, definido

no procedimento interno relativo ao controlo de qualidade PCQ.34:

17
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Validar o método

Emitir o procediment relativo 3 validac3o do método -

VM - IQ.78 Validagio de métodos de andlises
quiticas

Procedimento = Atualizar o procedimento
PAFQ

)

Efetuar o estudo de equivaléncia. N
IQ 301 Estudo de equivaléncia 5

!

Atualizar o impresso associado ao método:

- revisdo

- dados do método (repetibilidade, apresentacdo de
resultados, etc)

Atualizar lista de incertezas

Atualizar 1Q) 291 Lista associada a acreditacio
Enviar 0 1Q.291 para o IPAC

RTQ: Responsavel Técnico de Quimica. RQ: Responséavel de Qualidade. DQ: Departamento de Qualidade.
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2.3 Avaliacao Indireta

2.3.1 Seletividade e Especificidade

A seletividade de um método analitico trata-se da capacidade que tal método
tem para identificar e quantificar, sem restar davidas, um analito numa amostra que pode
conter outros componentes, sejam impurezas ou componentes da matriz. Estes outros
componentes, ou interferentes, sdo as substancias capazes de gerar alteracdes na
quantificagdo e ocasionar desvios sistematicos. De acordo com a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) diz respeito a “extensdo do qual o método pode
ser usado para determinar analitos particulares em misturas ou matrizes sem
interferéncias de outros componentes de comportamento semelhante”. Desse modo, a
seletividade de um método, também pode ser encarada como uma medida do quanto
um determinado método consegue quantificar o analito numa mistura com interferentes

e nas condigfes analiticas previamente definidas para a analise da matriz em questéo.

No estudo das possiveis interferéncias sé@o utilizados ensaios de recuperagéo,
em que amostras de mesma matriz tem sua concentragdo variada por contaminagéo
com solugBes de concentragfes bem conhecidas, para através da equacgao 4 chegar

ao percentual de recuperagéo.

%Recupera(;éo — (Camostra refor;ada_camostra) X 100 (4)
Csolu;éo reforgo

Onde Camostrareforcada € @ CONcentragdo da amostra contaminada com a

s

solugé@o reforgo, Cumostra € @ concentragdo da amostra € Csopyeao reforco € @

concentracdo da solucao reforco.

Especificidade trata-se da capacidade do método em quantificar, corretamente
e sem dlvidas, um analito em meio a outros componentes presentes na matriz, de forma
que o resultado obtido tenha origem apenas no analito. Na pratica o método é
considerado especifico se suas taxas de recuperacdo forem proximas de 100%,

geralmente o aceitavel é entre 80% e 120%.
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2.3.2 Quantificacéo

2.3.2.1Curvas de Calibracao

Na analise quantitativa, a calibracdo, indica o processo pelo qual a resposta
proveniente de uma medida se relaciona com a concentragdo de uma substancia
analisada. As curvas de calibracdo deveréo ser efetuadas sempre que se aplicar ao
método em questdo (no caso dos métodos validados neste relatorio, uma auditoria
interna posteriormente avaliada pelo IPAC, atestou que as andlises poderiam ser feitas
diretamente contra a curva do aparelho espectrofotémetro HACH DR 1900 sem a
necessidade de efetuar curva de calibragdo para cada analise).

Para a elaboracdo da curva de calibracdo os padrdoes devem ser distribuidos
equitativamente ao longo da gama de trabalho, o ensaio em branco (solu¢do com todos
0s reagentes, exceto o analito em estudo) geralmente € diferente de zero e é incluido

na curva de calibragéo.

A aceitagdo da curva de calibracdo depende de alguns critérios, como:

coeficiente de correlagdo, gama de trabalho, linearidade e declive.
A férmula da equacéo da reta é mostrada na equacéo 5:

y =a+ bx (5)

[T L] [Tl]

onde “a@” representa a ordenada na origem, “b” é o declive e “x” e “y” sdo conjuntos de
pares ordenados que formam a reta (x1, y1; x2, y2; x3, y3; xn, yn; onde “n” corresponde
ao numero de pontos marcados na reta). Na representagao grafica “x” corresponde as
concentragdes e “y” ao sinal do aparelho (aqui sera a absorvancia Abs). O declive da
reta (b) deve cumprir com o determinado pelos critérios de aceitacdo do declive

definidos pelos impressos de controle de qualidade.

O coeficiente de correlacéo é definido pela equacéo 6:

p= I (=D x(yi-P)] (©)
JIE GimoI(zl oi-5)2])

Onde a média de x, x, € a média dos valores de concentracédo dos padrdes e a

média y, y, corresponde a média dos valores de resposta do aparelho. O valor desse
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coeficiente fica entre -1 e +1, sendo -1 quando ha correlacdo negativa (inversamente

proporcional) e +1 na correlacdo positiva (diretamente proporcional) e para a curva de

calibracdo ser aceita o coeficiente tem que ser de pelo menos 0.995.

Trata-se por gama de trabalho o intervalo de concentra¢cdes no qual o método
fornece ao analito resultados com preciséo, exatidao e linearidade. A linearidade € a
capacidade do método para obter sinais que sao diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra. A extremidade inferior da faixa de trabalho é
definida pelo limite de quantificacdo (LQ) e a superior por concentracdes nas quais nao
séo observadas anomalias significativas a sensibilidade analitica do método.

Nas situacdes em que os métodos necessitam de curvas de calibracdo com
gamas de trabalho que ndo estdo propriamente definidas em documentos ou que
porventura tenham sido modificadas a norma ISO 8466-1 (Qualidade da agua -
Calibracdo e avaliagdo de métodos analiticos - Parte 1: Funcdo de calibracéo linear)
define as diretrizes para a avaliacdo da gama de trabalho através do Teste da
homogeneidade das variancias para checar se a gama esta bem ajustada ou nao.

Inicialmente é preciso determinar as variancias dos padrdes usados na andlise

(os padrdes limites da gama) S21 e S22 de acordo com a equagao 7:

_ 211-21(3’@]'—371)2
- n;—1

Y (7

A média de y é dada pela equagéao 8:

10
— _XjYij
==L

(8)

ny
i € 0 nimero da solucao padrao utilizada (nos métodos validados vai de 1 a 4).
j corresponde ao numero de repeti¢des feitas por padréo.

Atraves do teste PG as variancias sao estudadas para verificar a existéncia de
diferencas significativas nos limites da gama de trabalho, duas situagcbes podem

acontecer:

2

PG =33 , quando S2>S?
1

Ou
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2
PG = i—; , quando S? < S2
4

O valor calculado para PG é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F

de Snedecor/Fisher para n-1 graus de liberdade, criando duas possiveis situacdes:

o PG = F, ndo existem diferencas significativas entre as variancias e a gama de
trabalho esta bem ajustada;

e PG > F, existem diferencas significativas entre as variancias e a gama de
trabalho deve ser reduzida até a diferenca das variancias cumprir o primeiro

critério.

2.3.3 Limites Analiticos

Sao os limites inferiores da curva de calibracdo do método relacionados a baixos
niveis de concentracdo do analito (ou pouca seletividade do método). Chamados de
limite de deteccgéo (LD) e limite de quantificagédo (LQ), séo de suma importancia, ja que
possibilitam ao analista reconhecer os limiares analiticos inferiores do método utilizado.
De acordo com o Guia Relacre 13 existem varias formas de calcular esses limiares
analiticos e devem ser atualizados por parte do laboratério que aplica o método sempre

que for necessario.

2.3.3.1Limite de Deteccéo (LD)

Definido pela IUPAC, em termos gerais, como sendo a “menor quantidade ou
concentracdo de analito na amostra de teste que pode ser confiavelmente distinguida
de zero”. E a menor quantidade de substancia em analise possivel de ser detectada na
amostra, mas nao necessariamente quantificada com um valor exato. Assim, uma leitura
que seja menor que o LD nédo significa automaticamente em auséncia do analito.
Segundo o Guia Relacre 13, para definir de maneira correta o LD é necessario conhecer

0S conceitos estatisticos do erro de tipo | e erro de tipo I, sendo eles:

e Erro de tipo I: chamado de “risco a”, é a probabilidade de concluir que o analito
esta na presente no composto, quando na realidade ele néo esta;
e Erro de tipo Il: chamado de “risco ”, € a probabilidade de concluir que o analito

ndo esté presente no composto, quando na realidade ele esta.

Por recomendactes da IUPAC esses dois tipos de erros devem ser minimizados ao

ponto de a = 3 = 5%.
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A termos quantitativos o limite de deteccéo (LD), no caso geral, € dado pela equacéo
9:

L.D.= X, + K X o, 9)
Onde:

Xo: média aritmética do teor medido por uma série de brancos ou padrdes vestigio.
Oo: desvio padrao de Xo.

Sendo a lei de probabilidade e Xo conhecida e de distribuicdo normal, o K assume o
valor de = 3.3 para nivel de confianga por volta dos 99.7%, e assim a expressao passa

a ser a equacgéo 10:

Quando o método em causa usa calibracao linear, o LD, vem da equacéo 11:

(3.3xsy /x)

L.D.= 5

(11)

Sy/x: desvio padrao residual da curva de calibracao;

b: declive da curva de calibracéo.

2.3.3.2Limite de Quantificacéo (LQ)

Segundo o Eurachem € “a menor concentragdo de analito que pode ser
determinado, com precisdo e exatiddo aceitaveis”. Geralmente o LQ define a
concentracdo do padréo de controle de menor concentracdo, o primeiro ponto da curva
de calibracdo. Apbés a sua determinacdo o LQ deve ser submetido a testes para
confirmar se a precisdo e exatiddo obtidas sdo aceitaveis. Os testes consistem na
passagem de padrdes com concentragfes proximas ou iguais ao padrdo de menor
concentracdo por condicbes de precisdo intermédia. A IUPAC estabelece que o

coeficiente de variagdo desses padrdes ndo pode passar de 10%.
No caso geral, em termos quantitativos, € expresso pela equacéo 12:
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Xo: média aritmética do teor medido por uma série de brancos ou padrdes vestigio.
Oo: desvio padréao de Xo.

Quando o método em causa usa calibracdo linear, o LQ, vem da equacéao 13:

L.Q.= (Wbi/x) (13)

Sy/x: desvio padrao residual da curva de calibracao;
b: declive da curva de calibracao.

E fazendo a razdo entre Eq 13 e Eq 11 que se chega a aproximacao pratica de que o
LQ =3 *LD. A figura 2 mostra como ¢ feita a interpretacdo dos resultados usando 0s

conceitos de LD e LQ.

-
Concentracdo

Analito ndo Analito detectado. Analito
detectado. mas nio quantificado. quantificado.

Figura 2: Interpretacéo dos resultados usando os conceitos de LD e LQ (figura propria).

2.3.3.3 Sensibhilidade

E um parametro usado na avaliacdo da aptiddo de um método ou equipamento
em evidenciar pequenas diferencas de concentracdo de um analito, ou seja, em um
método sensivel a minima alteracdo na concentracao do analito implica em alteracao
relevante no sinal. A sensibilidade é definida como o quociente de AL (acréscimo do
valor lido) e AC (variagao da concentracao) desse acréscimo, de acordo com a equagao
14.

b= AL
Sensib. = AC (14)
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Além disso, a sensibilidade também é definida como a derivada de 12 ordem da

curva de calibracéo e na pratica pelo controle do declive das curvas de calibracéo.

2.3.4 Precisao

Quando uma amostra é analisada varias vezes os resultados individuais variam
de teste para teste, a precisdo é uma medida dessa variacdo. Quanto mais proximos
(menos dispersos) os resultados entre as andlises individuais, mais precisos sao (figura
3). E uma medida da dispersdo dos resultados. A norma ISO 3534:2014 define a
precisdo como “a concordancia entre os resultados obtidos por aplicagdo do mesmo
procedimento de ensaio varias vezes em materiais idénticos, em condigbes definidas”,
ela é avaliada através do estudo da repetibilidade, precisdo intermédia e
reprodutibilidade. E sempre importante salientar que preciséo ndo implica em exatid&o
(figura 4) e trata acerca da componente aleatéria dos erros.

® Resultados

Precisio

Figura 3: Precisdao aumenta a medida que a dispersdo entre os resultados diminui (fonte: figura adaptada do Guia
RELACRE 3 - 1996).

® Resultados

9 ©

A B

Figura 4: Naimagem A os resultados séo precisos, porém com menor exatiddo. Em B séo precisos e com maior exatidao
(fonte: figura adaptada do Guia RELACRE 3 - 1996).
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2.3.4.1 Repetibilidade

A repetibilidade da medi¢céo expressa a proximidade dos resultados obtidos com
a mesma amostra usando o0 mesmo procedimento de medi¢cdo, mesmo laboratorio,
mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de reagente e curtos intervalos de
tempo. Esses fatores sdo chamados de condi¢cdes de repetibilidade. De acordo com a

ISO 3534 é simplesmente a precisao obtida “has mesmas condi¢des”.

O valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade especifica
(usualmente 95%), a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio (Xi e Xi-1)
obtidos nas condi¢cBes de repetibilidade € chamado de limite de repetibilidade (r).

e Quando |Xi e Xi-1] =, os resultados das duas determinagdes sdo aceitos.
e No caso de ocorrer |Xi e Xi-1| > r, € necessario realizar uma andlise critica e,
caso seja preciso, repetir os ensaios como estabelecidos no procedimento

interno PCQ.04 (procedimento relativo ao controle de qualidade da Silliker)

s

Uma das formas de determinar a repetibilidade € por meio de ensaios
interlaboratoriais ou no proprio laboratério onde ocorre o estudo. Na determinagéo da
repetibilidade de um método no préprio laboratério sdo necessarias uma série de
medi¢des (n) de um mesmo padrdo ou amostra (em condi¢cdes de repetibilidade). De
acordo com o PCQ.34 da Silliker, para a implementacdo de um novo método analitico
sdo necessarias n 2 7 e para a revalidagcao desse mesmo método, n = 3. Ja na avaliacdo

da repetibilidade em ensaio interlaboratorial 0 nimero de medicdes é n = 2.

A equacdo 15 expressa a estimativa da variacdo (Sr?) do método calculando a
média ponderada de todas as estimativas de variagbes de “w” séries de analises, todas
obtidas em condicdes de repetibilidade. Assim, a variancia associada a repetibilidade

do método, para cada nivel 1 de concentragdo vai ser:

14 L 2
Szi — z:wzl[(nWl 1)XSWI.] (15)

ZaZl(nWi_ 1)

Onde:
SZ é a variancia da repetibilidade associada aos resultados de cada laboratério.

SZ; é a variancia associada aos resultados considerados, para cada laboratorio.
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(ny; — 1) representa os graus de liberdade da série de andlises.

P é o numero de laboratérios particulares ou a série de ensaios realizados no

laboratoério.

O célculo do limite de repetibilidade (r), para um nivel de confianca de 95%, € realizado
como mostra a equacao 16:

r=tx /2><5r2i = 1.96 x /2*531. = 2.8 X /sﬁi (16)

Onde:

S

ri € 0 desvio padrdo da repetibilidade associada aos resultados levados em

consideragéo.

O calculo do limite de repetibilidade (RSD) relativo em percentagem, para cada nivel de
concentracdo, é feito de acordo com a equacgéo 17:

ro=3d
X

x 100 x 2.8 (17)
Em que:
% € a média dos valores.

S,i € 0 desvio padréo da repetibilidade associada aos resultados considerados.

O célculo do coeficiente de variagéo de repetibilidade (CVr), também em percentagem,

é dado pela equagéo 18:

— Sri

v, x 100 (18)

Tz
Onde:

X € a média dos valores.

S,; € o0 desvio padréo da repetibilidade associada aos resultados considerados.
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2.3.4.2Precisao Intermédia

Por preciséo intermédia, entende-se a precisdo medida sobre a mesma amostra ou
amostras idénticas (padrdes de controle ou MRCs, por exemplo), com o mesmo método,

mesmo laboratoério e variando uma ou mais condicdes:

¢ Analistas: pode ser qualquer analista do laboratério.

e Equipamentos: dentro de um laboratério podem existir mais de um equipamento
para a mesma analise (por exemplo, balancgas).

e Espaco de tempo: andlises executadas em intervalos de tempo grandes o
suficiente para serem afetadas pelas condicbes ambientais.

e Com/sem verificagdo da calibracao.

o Etc.

Antes de proceder o calculo da precisdo intermédia é necessario eliminar os
chamados valores aberrantes ou “outliers”, que pode ser feito através de uma analise
grafica ou aplicando o teste de Grubbs. Onde o teste é feito da seguinte forma,

expressada pelas equacdes 19, 20 e 21.

onde %:

X = % x YP_ x; (19)
0S:

S= J 5% i - 07 (20)

Calcular o Gp:

G, = ) (21)

Com o apoio de uma tabela de valores criticos para o teste de Grubbs, deve ser

executada a seguinte analise:

e Se 0 valor absoluto de Gp é menor ou igual ao valor critico a 5%, entdo o

resultado testado é aceito como correto.
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e Se 0 valor absoluto de Gp € maior do que o valor critico a 5%, porém menor ou
igual ao valor critico para 1%, o resultado testado € chamado de “straggler” e é
considerado.
¢ No caso do valor absoluto de Gp ser maior que o valor critico a 1%, o resultado
testado é excluido por ser estatisticamente um “outlier’. A medida a ser tomada

€ gerar outro resultado a fim de substituir o que foi excluido.

Apos o tratamento estatistico dos valores com o teste de Grubss os resultados
analiticos obtidos s&o usados no calculo da precisado intermédia, que pode ser realizado

através de um método com ensaio Unico ou com duplicados.

No método simplificado (ensaio Unico) as amostras, preferencialmente, devem ser
padrbes de controle, MRCs ou a mesma amostra, para garantir que sejam o mais
idénticas possivel. Esse método é feito com n > 15 ensaios, onde uma ou mais

condicdes de repetibilidade séo alteradas. Assim o primeiro passo do célculo é obter o
desvio padrdo de precisao intermédia de acordo com a equacgéo 22:

0= [ % T - 7] (22)
Onde:

n: € o numero de ensaios realizados por amostra.

Yk € o resultado individual obtido.

Yk € a média aritmética dos resultados obtidos.

No método com ensaios duplicados o célculo do desvio padrdo da preciséo
intermédia é feito com o0 uso do nimero de amostras ensaiadas (t) e de ensaios
realizados com cada amostra (n). No caso em que n = 2 (ou seja, dois ensaios por

amostra), o desvio padrao é calculado pela equacédo 23 a seguir.

1 2
= [ % Zea o — )] 23)
Onde:
t: € o nUmero de amostras ensaiados.

n: € o numero de ensaios realizados por amostra.
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j: € 0 nimero da amostra (de 1 a t).
yj1- € 0 primeiro resultado para a amostra j.
Yj2- € 0 segundo resultado para a amostra j.

Com o desvio padrao da precisédo intermédia segue-se para o calculo do coeficiente de
variacdo intermédia (CVpi), em percentagem, de acordo com a equacgao 24.

CVpi = 2% 100 (24)
em que:
o;: desvio padrao da precisédo intermédia previamente calculado.

M: média de todos os resultados obtidos.

O célculo do limite da precisdo intermédia é feito de acordo com a equacéo 25.

.. C o~ . - iX100x2.8
Limite da precis&o intermédia (%) = 2522222

(25)
Onde:
o;: desvio padréo da precisao intermédia.

M: média dos resultados.

Em termos gerais: Srepetibilidade < Spreciséo intermédia

2.4 Avaliacao direta

2.4.1 Exatidao

A norma I1SO 3534:2014 define a exatiddo de um método analitico como a
concordancia entre o valor obtido e o valor convencionalmente aceito como verdadeiro.
E o qudo proximo o resultado de um experimento esta do resultado verdadeiro ou

esperado.

A exatiddo, geralmente, é avaliada com o uso de materiais de referéncia
certificados (MRCs) e ensaios de comparacao interlaboratoriais (o BIPEA Waste Water,

neste caso especifico da Silliker) e trata da componente sistematica dos erros.
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2.4.1.1 Materiais de Referéncia Certificados (MRCs)

Definidos pelo Guia ISO 30:2015 como “material de referéncia em que o valor de
uma (ou mais) propriedades foi certificado por um processo tecnicamente valido, sendo
acompanhado ou rastreavel a um certificado ou outro documento produzido pela
entidade certificadora”, onde o termo “material de referéncia é definido por “material ou
substancia com uma (ou mais) propriedade bem estabelecida para ser usado na
calibragcdo de um equipamento, avaliagcdo de um método de medida, ou atribuicdo de
valores a materiais”. Cada MRC tem um valor bem estabelecido para o seu parametro
em questéo, assim como uma incerteza associada. Sao usados na avaliagao, por meio
de sua andlise, dos métodos/analises do laboratério, de forma que o resultado de sua
analise deve ser posto ao lado do seu valor certificado para fins de comparacéo e assim
determinar o erro e a exatiddo associada a analise. Se o valor obtido na analise estiver
fora do intervalo determinado pela incerteza certificada no MRC, o correto a se fazer é
tentar identificar o motivo do erro ao longo da cadeia do método para corrigi-lo, ou aceita-

lo justificando a deciséo.

Os resultados da analise dos MRC podem ser avaliados com o calculo do erro

relativo, teste de hipotese (teste t), fator de desempenho Z (Z-score) e erro normalizado.

Erro relativo é calculado pela seguinte equacao 26:

Erro relativo = X122=%) 5 100 (26)

v

X,qp- valor obtido experimentalmente.

X, valor certificado pelo MRC.

Os requisitos para aceitar o resultado do erro relativo dependem do método utilizado.
Teste de hipdtese € dado pela equacgéo 27:

t = (Xlab_Xv)X\/N (27)

Sxlab

X,4p: Média dos valores experimentais obtidos pelo laboratdrio.
N: niUmero de amostras ensaiadas.

Siap. desvio padrdo da média dos valores do laboratério.
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Em seguida o valor t € comparado ao valor tabelado, de forma que:

e |t| < t;qp: NA0 ha evidéncias de erros sistematicos e o teste é aceito.

e |t| = t;qp: h& evidéncias de erros sistematicos e o teste ndo é aceito.

Fator de desempenho Z é obtido pela equacao 28:

7= (Xlal;_Xv) (28)
S: incerteza certificada no MRC.

X,4p: Média dos valores obtidos no laboratorio.

X,,: valor certificado do MRC.

De acordo com a ISO/IEC 17043:2010, o Z-score é avaliado da seguinte forma:

e |Z| < 2: 0 desempenho é satisfatorio.
e 2 < |Z| < 3:0desempenho é questionavel.

e |Z| > 3: 0 desempenho € insatisfatério.
Erro normalizado

Se a incerteza do resultado do laboratério (U,,;) for calculada e o valor verdadeiro (X,,)
ndo ficar dentro do intervalo de incerteza de (X;4,), O erro normalizado deve ser

calculado para avaliar o desempenho através da equacéo 29:

En — (Xlab_Xv) (29)
(Ulzab + Urzef)

U,: incerteza associada ao valor verdadeiro.
Se |E,| < 1: entdo U,,;, esta bem estimado.

2.4.1.2 Ensaios de Comparacéo Interlaboratorial (ECI)

Os tipos de ensaios de comparacdao interlaboratorial, a depender do objetivo em
causa, podem variar e geralmente sdo regulamentados por organismos acreditados ou
certificados. Para os ensaios interlaboratoriais com 4guas residuais, a Silliker, participa
do teste de proficiéncia do “Bureau Interprofessionnel d'Etudes Analytiques” BIPEA pelo

“PT 52: Waste Waters, Physico chemical analysis”.
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De acordo com a norma ISO/IEC 17043:2010 o ensaio interlaboratorial é a

organizacao, realizacdo e avaliacdo de um ensaio com a mesma amostra por mais de

um laboratdrio, seguindo condi¢Bes pré-estabelecidas. A NP ISO/IEC 17025:2005 trata

os ECIs como requisito basico de garantia de qualidade dos resultados do método de

um laboratorio.
O Guia Relacre 7 divide os ECIs em 5, sdo eles:

o ECI de aptiddao ou competéncia, que serve para determinar o desempenho do
laborat6rio ou analista (em alguns paises a aprovagdo nesse ensaio € pré-
requisito para a acreditagdo do laboratorio);

e ECI colaborativo, tem a funcdo de determinar as caracteristicas para a realiza¢éo
de uma metodologia de analise;

e ECI comparativo, que como o nome ja diz, faz a comparacdo dos resultados
obtidos (inclusive por métodos diferentes);

o ECI de consenso ou conformidade, tem por objetivo determinar as propriedades
de um material por varios laboratérios;

e ECI de certificagcdo, servem para estabelecer o “valor verdadeiro” de um possivel

MRC, assim como a sua incerteza.

2.5 Incerteza

A incerteza é definida pelo International Vocabulary of Metrology (VIM) como um
“parametro, associado ao resultado de uma medicéo, que caracteriza a dispersdo dos
valores que poderiam razoavelmente ser atribuidos ao mensurando” e pelo Deutsches
Institut Fur Normung (DIN) como a “quantidade estimada destinada a caracterizar um
intervalo de valores que contém o valor de referéncia, em que este Ultimo pode ser o

valor verdadeiro ou a expectativa, dependendo da definicdo ou do estabelecido”.

E importante, segundo o Guia CITAC CG 4 do EURACHEM, fazer a distin¢&o
entre erro e incerteza. Onde o erro € definido como sendo a diferenca entre o resultado
e seu valor verdadeiro e em principio o valor de um erro conhecido pode ser aplicado
com uma correc¢do do resultado. J4 a incerteza tem a forma de um intervalo e se for
estimada para um procedimento analitico e tipo de amostra definido, pode ser aplicado
a todas as determinacdes descritas e, em geral, seu valor ndo deve ser usado na

correcdo de um resultado medido.
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A incerteza tem vérias fontes ao longo do processo de andlise (ou até anteriores
se forem computadas as incertezas associadas a amostragem, armazenamento etc.)
como ambiente, analista, instrumentos, homogeneizacdo etc. O ideal seria que a
propagacao da incerteza em todas essas fontes fossem quantificadas e contribuissem
no célculo global da incerteza, mas como isso em contexto laboratorial € praticamente
impossivel, a ISO 11352:2012 especifica um conjunto de procedimentos que permitem
aos laboratorios realizarem a estimativa global da incerteza utilizando os resultados
obtidos durante a validacao e controle de qualidade do método. Assim a conjugac¢éo da
componente aleatdria (preciséo) com a componente sistematica (exatiddo) da origem a

incerteza do método.

Para a estimativa da incerteza associada a componente aleatéria, é feito o calculo

da reprodutibilidade interlaboratorial (U(R ), usando os resultados dos padrbes

w,relatiuo)
de controle analisados durante os estudos da precisdo intermédia e combinando-os de

acordo com a equacéao 30 a seguir.

2
?:1(1‘(Rw,relatiuo.i)> (30)

nR

u(Rw,relativo,c) - Rw,relativo,c - W

onde:

Uk _y: desvio padréo da precisdo intermédia de cada analise (%).
( w,relatlvo,t)

Ry, retativo,c: desvio padréo relativo combinado (%)
n: numero de resultados

O célculo do u(bias)reiative. €M que a veracidade do método (bias) corresponde
a incerteza associada a componente sistematica pode ser realizado com a utilizacéo de
um ou mais MRCs (a forma de calcular varia se for um ou mais de um) e segue a
sequéncia das equacdes abaixo até o seu calculo e posteriormente o calculo da
incerteza padrdo combinada (entre as componentes aleatérias e sistematicas) e

expandida (incerteza global).

. Lv—-cv
blasrelativo = v X 100. (31)

LV: média do valor obtido experimentalmente pelo laboratorio.

34



FCUP
Validagdo de métodos fotométricos em cuvete (Azoto total e Fosforo total) em aguas residuais

CV: valor certificado do MRC.

O Spias, desvio padréo associado aos resultados do MRC, é obtido:

/zz; (LV-LV)
Spbias = T (32)

n: nimero de resultados

Shias relativo é obtido:

Shias
Sbias relativo = Ili_V x 100 (33)

Em seguida o u(C,.f) que € a componente da incerteza fornecida no certificado do MRC

ou obtida da seguinte forma:

UCL-LCL

u (Cre f ) = ; (34)

UCL: limite de controle superior.
LCL: limite de controle inferior.
k: fator de cobertura (geralmente 2)

Na sequéncia calcula-se 0 U(Cy¢f retativo):

u(Cre
u(Cref relativo) = % x 100 (35)

Na situacdo onde apenas um MRC é utilizado os resultados dessas equacgfes sao

suficientes para o calculo do u(bias),eqtivo que € feito da seguinte forma:

2
relativo

. . Shias relativo 2
u(blas)relativo = \/(blasrelatiuo)z + (%) + u(cref) (36)

Caso mais de um MRC sejam usados o calculo do u(bias),eiative t€m mais alguns

passos.

A raiz quadrada média (RMSp;4s retativo) A0 biaS,eiativo:

NMRC

Z?: biasyeiativo,i :
RMSpias retativo Z\/ il tativo,) (37)
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Nyrc: NUmMero de MRCs analisados.

A componente média da incerteza dos valores certificados dos MRCs utilizados,

u(CTef)relatLvo:

- Z?:l u(Cref)relatiUO,i
u(Cref)relatwo o n -

E finalmente:

u(bias)relativo = \/(RMSbias,relativo)z + (u(Cref) (39)

relatwo )

Com o u(bias)eiqtive €M MAOS 0 proximo passo € calcular a incerteza combinada e a

expandida.

Incerteza padrdo combinada:

— 2 1 2
Urelativo —\/u(RW'relatwo) +u(bias)ioativo (40)

Incerteza expandida para um nivel de confianca de 95%:

Uretativo = k X Urerativo (41)

A figura 5 mostra um quadro resumo dos “erros” e seus parametros de avaliagdo e

guantificacéo.
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Tipo de erro Caracteristicas de Expressao
desempenho quantitativa das
caracteristicas de
desempenho
Sistematico t—t— Veracidade <t Bias
Erro . s . Incerteza
(total) * xatidao de medicio
Aleatério R ~
Precisdo Desvio padrio

repetibilidade/reprodutibilidade|
(ex: precisio intermeédia)

Figura 5: Quadro resumo dos erros, parametro de avaliagéo e quantificacdo. (fonte: adaptado de A. Menditto, et al Accred.
Qual. Assur. 2006, 12, 45).

3 Nao Conformidades

Ao longo da auditoria no método em validacao realizada pelo IPAC, algumas n&o
conformidades foram detectadas gerando a necessidade de agfes corretivas durante o
processo de validagdo. As ndo conformidade encontradas no calculo da incerteza e no

ensaio com o0s brancos sdo detalhadas a seguir.

3.1 Incerteza

De acordo com a nova versdo da NP EN ISO/IEC 17025:2018 e devido as nao
conformidades detectas na auditoria do IPAC, o célculo da incerteza baseado nos MRCs
nado pdde ser usado na validacao final do método (segundo essa nova versao da NP EN
ISO/IEC néo é permitido o uso de MRCs que ndo sejam de entidades ndo acreditadas,
caso dos produtos usados do laboratério Merck). Sendo assim, recorreu-se ao calculo
da incerteza a partir dos ensaios de recuperacéao realizados ao longo do processo de

validacao.

Esse calculo foi efetuado com a estimacao da incerteza combinada da incerteza

associada a exatid@o, no caso os ensaios de recuperagdo u(Rm), e o desvio padrédo da
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precisdo intermédia Si (de preferéncia o encontrado com a precisao intermédia de

ensaios duplicados), da seguinte forma equacao 42.

Urelativo = J((u(Rm) X vm)z + (j_%)z> (42)
Urmy- INCerteza associada aos ensaios de recuperacao;

vm: valor medido no ensaio de recuperacao;

S;: desvio padréo da precisdo intermédia;

n: quantidade de valores utilizados no calculo.

Em seguida é calculada a incerteza expandida, equacao 43.

Uretativo = k X Ureiativo (43)

k: fator de cobertura (normalmente 2).
Para finalmente calcular a incerteza expandida relativa (%), equacao 44.

U _ (UrelatiV0X100)
relativo,% —

(44)

vm

3.2 Aceitacdo dos Ensaios Brancos

O IPAC constatou que os critérios de aceitacdo dos brancos nos ensaios de Azoto
Total segundo 0 PAFQ.966.1 e do Fosforo Total pelo PAFQ.971.2 eram superiores aos
valores das absorvancias (Abs) dos padrdes dos limites de quantificacdo dos
respectivos métodos. Exemplo do Fésforo Total na gama baixa (LCK 349) onde o critério
de aceitagdo do branco é de 0.1438 Abs e o0 do método 0.111 Abs e da gama alta (LCK
350) com critério de aceitacdo de 0.2144 Abs enquanto o do método é 0.170 Abs. Isso
decorre do fato da Silliker usar de forma genérica como critério de aceitagdo +- 3x 0
desvio padrao, motivo pelo qual o critério de aceitacdo do branco tinha uma amplitude

alargada.

Para investigar a ndo conformidade foram realizadas analises ao branco de
reagente de cada um dos kits utilizados para determinacdo do Fosforo Total e do Azoto
Total, ou seja, foi feito todo o processo de analise com os reagentes utilizados, nédo

tendo sido feito a adicdo de agua desionizada correspondente ao branco da série de
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trabalho. Esse estudo foi executado em 2 lotes distintos e os resultados obtidos foram

comparados com o valor do branco certificado no lote, como mostra a tabela 1:

Kit Lote Abs Lote Abs Lida
19010 0.132 0.139
Azoto Total (LCK 138)
19063 0.137 0.15
18298 0.134 0.141
Azoto Total (LCK 238)
19059 0.133 0.141
18354 0.13 0.139
Azoto Total (LCK 338)
19066 0.124 0.136
3 19078 0.119 0.131
Fosforo Total (LCK 349)
19029 0.115 0.125
i 19017 0.113 0.087
Fosforo Total (LCK 350)
19071 0.113 0.108

Em média a diferencga entre a Abs do branco de reagentes e a Abs constante no
certificado do lote é inferior a 10%. O valor médio dos brancos realizados com agua
desionizada € mostrado na tabela 2:

Kit Abs
Azoto Total (LCK 138) 0.1365
Azoto Total (LCK 238) 0.1549
Azoto Total (LCK 338) 0.1622
Fésforo Total (LCK 349) 0.0979
Fésforo Total (LCK 350) 0.1005

Com os resultados obtidos nos testes o laboratério considerou que os valores de
Abs dos brancos de rotina sdo caracteristicos dos reagentes dos préprios kits de
analises, nao existindo dessa forma qualquer interferéncia da agua utilizada pelo
laborat6rio. Uma vez que o laboratério em cada série de trabalho analisa pelo menos
dois padrdes dos extremos da gama de trabalho, no inicio e no fim, e o resultado que é
obtido é interpolado diretamente da reta de calibracdo gravada no equipamento, o
laboratério ndo considera que os valores de Abs lidos sejam relevantes, ja que por rotina
o trabalho é feito diretamente em medidas de concentracdo e os resultados obtidos

pelos padrdes de concentragdo cumprem com os critérios de aceitacdo dos mesmo.

Assim, como medida corretiva para garantir o controle dos brancos, o laboratério

passou a controla-los da seguinte forma:



Validagdo de métodos fotométricos em cuvete (Azoto total e Fosforo total) em aguas resli:digiz
1. Sempre que for aberto um novo lote de reagente devera ser efetuado o controle
do branco do reagente sem a adicdo de agua desionizada;
2. Os brancos do reagente e os brancos da série de trabalho (com agua
desionizada) passardo a ser avaliados de acordo com o valor do branco do
certificado do lote e para o valor do branco ser aceito, o resultado obtido devera

estar dentro de um intervalor de +- 10% do branco do lote.
4 Procedimento das Analises

O procedimento relativo as analises fisico-quimicas (PAFQ) da Silliker tem por
objetivo detalhar o passo a passo da aplicagéo da metodologia para a determinagéo do
composto em causa. Sdo documentos detalhados que indicam os materiais usados nas
analises, os aparelhos e utensilios, os reagentes, a técnica (como é feita a amostragem,
as solucdes padrdo, as de verificagdo, o ensaio em branco e de recupera¢do) e como

os resultados devem ser expressados e apresentados.

4.1 Azoto Total

O procedimento do azoto total estd definido no PAFQ.966 intitulado de
“Determinacao de azoto total — método por cuvete” e estabelece a metodologia para a
determinacdo do azoto total por espectrofotometria, fazendo uso dos kits de analise
HACH LCK 138, LCK 238 e LCK 338, todos baseados na norma ISO 11905-1 “Water
quality. Determination of nitrogen. Part 1: Method using oxidative digestion with
peroxodisulfate”. Esse método é aplicavel tanto em aguas residuais quanto naturais e

as leituras sao realizadas espectrofotometricamente a 345mn.

4.1.1 Reagentes

S&o todos de qualidade analitica e a 4gua usada deve ser desionizada, séo eles:

e Kit LCK 138 (figura 6), gama de trabalho 1 a 16 mgN/I;

e Kit LCK 238 (figura 7), gama de trabalho 5 a 40 mgN/I;

e Kit LCK 338 (figura 8), gama de trabalho 20 a 100 mgN/I;

e Solucéo A de hidroxido de sodio;

e Tablete B oxidante de peroxodissulfato potassio e metaborato de sédio;
e Solucdo D 2,6 dimetilfenol em &cido sulfurico e acido fosforico;

e Solucéo padréo de glicina (H,NCH,COOH) 1000 mgN/l,
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e Solucéo padrao de nitrato de potassio (KN0O3) 1000 mgN/I.

4.1.2 Aparelhos e utensilios

Os préprios materiais de uso comum no laboratério, séo:

e Balanca analitica, com capacidade de pesar com a aproximagéo de 0.1 mg;
e Termoreator HACH HT 200 S (figura 9);
e Fotédmetro HACH DR 1900 (figura 10);

e Tubos de digestéo.

e wie. Geitomyst HEEA
LCK 138

1-16 mg/L TN,

Gesamt-Stickstoff, TN

Total nitrogen, TN
total, NT

Figura 6: Kit LCK 138.

LCK 238

5-40 mg/L TN,

Gesamt-Stickstoff, TN
Total nitrogen, TN
Azote total, NT

Figura 7: Kit LCK 238.
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LCK 338

Gesamt-Stickstoff, TN

Total nitrogen, TN
Azote total, NT

Figura 8: Kit LCK 338.

Figura 9: Termoreator HACH HT 200 S.
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Figura 10: Fotémetro HACH DR 1900.

4.1.3 Técnica
ﬁ

—

Num tubo de digestédo seco adicionar de forma sequencial e rapida:

LCK 138 LCK 238 LCK 338

1,3ml de amostra 0,5ml de amostra 0,2ml de amostra
1,3ml da solucdo A 2,0ml da solugéo A 2,3ml da solucéo A
1 Tablete oxidante B 1 Tablete oxidante B 1 Tablete oxidante B

Fechar imediatamente o tubo de digestdo nédo o invertendo.
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Colocar imediamente de seguida o tubo no interior do termoreator,

selecionando o programa standard HT durante 15 minutos.

Apoés terminar a digestdo da amostra, deixar que o tubo arrefeca até

atingir a temperatura ambiente.
—p-

Inverter o tubo algumas vezes para uma total homogeneizagéo do seu

conteldo.

Pipetar lentamente 0,5ml da amostra digerida para o interior de uma

cuvete de ensaio (figura 11).

U Pipetar lentamente 0,2 ml da Solucéo D.
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Fechar imediatamente a cuvete e inverter algumas vezes até uma total

homogeneizagéo dos reagentes.

Apobs 15 minutos limpar o exterior da cuvete.

Inserir a cuvete no interior da camara de leitura do fotometro (figura

12), e selecionar o programa adequado no equipamento.

Apos selecdo do programa carregar no botdo READ, e registar o valor
obtido.

Figura 11: Cuvetes de ensaio.
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Figura 12: Cuvete de ensaio acoplado ao fotometro para fazer a leitura.

4.2 Fosforo Total

O procedimento do fosforo total estda definido no PAFQ.971 intitulado de
“Determinacgao de fosforo total — método por cuvete” e estabelece a metodologia para a
determinagéo do fésforo total por espectrofotometria, fazendo uso dos kits de analise
HACH LCK 349 e LCK 350, todos baseados na norma ISO 6878:2004. Esse método é
aplicavel tanto em &guas residuais quanto naturais e as leituras sdo efetuadas

espectrofotometricamente a 880nm.

4.2.1 Reagentes

Sao todos de qualidade analitica e a agua usada deve ser desionizada, séo eles:

e Kit LCK 349, gama de trabalho 0,05-1,50 mg/L

¢ Kit LCK 350, gama de trabalho 2,0-20,0 mg/L

e Dosicap Zip, peroxidissulfato de sédio e metaborato de sédio;

e Solucgéo B, acido sulfarico, heptamolibdato de amdnio e tartarato de antimonio e
potéssio;

e Dosicap C, acido ascoérbico e metaborato de sédio;

e Solucéo padrao de dihidrogeno fosfato de potassio (KH,P0,) 500 mg PO,/I;
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e Solucédo intermédia de dihidrogeno fosfato de potassio (KH,P0,) 100 mg PO,/|

4.2.2 Aparelhos e utensilios

Os préprios materiais de uso comum no laboratério, séo:

e Balanca analitica, com capacidade de pesar com a aproximagéo de 0.1 mg;

e Termoreator HACH HT 200 S;

e Espectrofotometro HACH DR 1900 VIS portatil, capaz de fazer medicdes de
comprimento de onda no intervalo 340 — 800nm (intervalo do visivel). Esse
equipamento ja vem carregado de fabrica com curvas de calibracdo para os

diversos kits de analises.

4.2.3 Técnica

Remover cuidadosamente pelicula de aluminio do Dosicap
Zip.

ﬁ.‘
Desenroscar o DosiCap Zip da cuvete de digestao.

Pipetar cuidadosamente para o interior da cuvete de

digestdo o volume adequado de amostra:

2,0ml de amostra (LCK 349)

0,4ml de amostra (LCK 350)
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Logo de seguida enroscar com for¢ca o DosiCap Zip pela
parte inversa, para que o reagente no seu interior se liberte

para o interior da cuvete.

—(

Agitar a cuvete vigorosamente para uma total

homogeneizagédo do seu conteudo.

Colocar de seguida a cuvete no interior do termoreator,

selecionando o programa standard HT durante 15 minutos.

E

Deixar a cuvete arrefecer totalmente até atingir a

!
AIH = [ F
Lnj I temperatura ambiente.

NOTA: Verificar se a DosiCap Zip se mantém bem fechada

apos o periodo de arrefecimento.

Agitar a cuvete vigorosamente para uma total

homogeneizagédo do seu contetdo.
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Desenroscar o DosiCap Zip.

il

Pipetar para o interior da cuvete o volume adequado do
Reagente B:

0,2ml (LCK 349)

0,5ml (LCK 350)
Fechar o frasco do Reagente B imediatamente apos

utilizacao.

Enroscar na cuvete de digestdo uma DosiCap C (cor

cinzenta).

B

Fechar a cuvete e inverter a mesma algumas vezes, até
uma total dissolugdo dos reagentes adicionados pela
DosiCap C.

—)
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Apds 10 minutos, inverter a cuvete mais algumas vezes, e

limpar o exterior da cuvete

Inserir a cuvete no interior da camara de leitura do fotbmetro

(6.3.3), e selecionar o programa adequado no equipamento.

Apé6s selecdo do programa carregar no botdo READ, e
registar o valor obtido.

5 Resultados e Discussao — Azoto Total

Inicialmente foi feita uma abordagem individual das 3 gamas de trabalho e
posteriormente os resultados foram utilizados nas validacdes estatisticas do método

como um todo.

5.1 Azoto LCK 138

5.1.1 Repetibilidade

Para a repetibilidade foram feitas 10 analises repetidas com a mesma amostra
de 4gua residual sob as mesmas condi¢des (medi¢des feitas no mesmo laboratorio, pelo
mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, usando 0s mesmos tipos e lotes de
reagentes e no mesmo intervalo de tempo), de acordo com o método PAFQ.966

conforme tabela 1.
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Tabela 1: Célculo da repetibilidade, 10 andlises da mesma amostra.

Nu;leru Data Resultados
Mediches (mg N/L)
1 22/03/2019| 9.84 Média =9.43 mg N/L
2 22/03/2019 9.51 Desvio padrio da repetibilidade =0.21
3 22/03/2019 9.65 Cvr=2.18%
a4 22/03/2019 9.43 Limite da repetibilidade = 6.10
5 22/03/2019| 9.36
] 22/03/2019 9.14
7 22/03/2019 9.17
8 22/03/2019 9.42
9 22/03/2019 9.42
10 22/03/2019 9.40

O desvio padrao da repetibilidade ficou em 0.21 mostrando que os dados estdo
pouco dispersos, o limite da repetibilidade foi de 6.10 e o seu coeficiente de variagéo foi
2.18%, apresentando uma boa repetibilidade para essa analise uma vez que o CVr é
bem abaixo de 10%.

5.1.2 Precisao Intermédia

Ensaio Unico

Na avaliagdo da precisdo intermédia foram feitas 10 analises com cada um dos
padrbes de controle limites da gama de trabalho (PC1 =1 mg N/L e PC16 = 16 mg N/L),
nas seguintes condigfes: mesmo laboratdrio, mesmo analista, mesmo método e mesmo
eguipamento, variando as datas e lotes de reagentes. Esses resultados foram
submetidos ao Teste de Grubbs para identificar, e posteriormente eliminar, possiveis

“outliers” conforme as tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Teste de Grubbs para o PC 1.

Numero
de Data Remlta?ldos Gp Classificagdo

Medicoes (mg)
1 03/01/2019 098 092 Aceitdvel
2 03/01/2019 0.99 0.71 Aceitdvel
3 10/01/2019 1.05 045 Aceitdvel
4 22/01/2019 1.08 1.00 Aceitdvel
5 28/01/2019 093 1.90 Aceitdvel
6 15/03/2019 1.05 041 Aceitdvel
7 15/03/2019 1.05 041 Aceitdvel
8 18/03/2019 1.01 0.36 Aceitivel
9 18/03/2019 0.99 0.74 Aceitdvel
10 22/03/2019 1.10 137 Aceitdvel
11 22/03/2019 1.08 0.98 Aceitdvel

Tabela 3: Teste de Grubbs para o PC 16.

Numero
de Data Resultaldos Gp Classificagio

Medicées (mel)
1 03/01/2018 16.08 0.14 Aceitavel
2 03/01/2019 15.28 1.71 Aceitdvel
3 10/01/2019 16.30 030 Aceitavel
4 22/01/2019 15.76 0.77 Aceitavel
5 28/01/2019 15.95 0.39 Aceitdvel
6 15/03/2019 16.48 0.65 Aceitavel
7 15/03/2019 1684 136 Aceitavel
8 18/03/2019 1568 093 Aceitavel
9 18/03/2019 15 81 0.67 Aceitavel
10 22/03/2019 16.72 113 Aceitavel
11 22/03/2019 16.74 117 Aceitavel

Meédia e Desvio Padrio de toda a populagio
Meédia =103
Desvio padrdo = 0.05

p=11
Valor critico a 1% = 2.

564
Valor critico a 5% = 2.35

5

Meédia e Desvio Padrdo apos teste de Grubbs
Meédia = 1.03

Desvio padrdo = 0.05

Limite da precisdo intermédia (%) = 14.2

Meédia e Desvio Padréo de toda a populacio

Meédia = 16.15
Desvio padrio =0.51

p=11
Valor critico a 1% = 2.564
Valor critico a 5% = 2.355

Meédia e Desvio Padrio apos teste de Grubbs
Meédia = 16.15

Desvio padrio = 0.51

Limite da precisio intermédia (%0) = 8.8

Os valores absolutos de Gp foram menores que o valor critico tabelado para 5

% em todas as medicdes (PC1l e PC16), sendo aceito como correto e excluindo a

possibilidade de existir algum “outlier”. Ambos apresentaram baixo desvio padréo, 0.05

no PC 1 e 0.51 no PC 16, e os limites da precisdo intermédia também ficaram dentro do

aceitavel, com 8.8 % para o PC 16 e 14.2 % para o PC 1.

Ensaio com replicados

Além dessas 2 andlises também foi feito um estudo da precisdo intermédia

através de ensaios com duplicadas de 22 amostras de aguas residuais conforme tabela

4,
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Tabela 4: Estudo da preciséo intermédia com 22 amostras em duplicato.

Data N° Amostra| Matriz | Ensaio A | Ensaio B Wi Wi X A-X B-X
03/12/2018| 108380 AR, 6.90 6.90 0.00 0.00 6.90 0.00 (.00
03/12/2018] 108381 AR, 2.35 257 0.22 0.05 246 011 011
03/12/2018) 108948 AR, 1.24 1.30 0.06 0.00 1.27 0.03 0.03
10:01/2019) 113715 AR, 11.91 11.63 (.28 0.08 11.77 0.14 0.14
10:01/2019) 113718 AR 542 546 0.04 0.00 544 0.02 0.02
10:012019] 117776 AR, 13.83 13.73 0.21 0.04 1384 0.11 0.11
10:01/2019) 112207 AR, 1.73 1.69 0.04 0.00 1.711 0.02 0.02
10:01/2019) 114205 AR, 11.61 11.61 0.00 0.00 11.61 0.00 (.00
220012019 2331 AR, 332 352 0.20 0.04 342 0.10 0.10
220012019 2600 AR, 1.42 142 0.00 0.00 1.42 0.00 (.00
220012019 4430 AR, 1.04 1.04 0.00 0.00 1.04 0.00 (.00
220012019 4054 AR, 1.26 124 0.02 0.00 1.25 0.01 001
220012019 4833 AR, 111 745 0.34 0.12 7.28 0.17 017
220012019 4438 AR, 2.02 1.50 0.52 0.27 1.76 0.26 026
15/03/2019 19262 AR, 8.26 8.57 0.31 0.10 842 0.13 0.16
16/03/2019 19084 AR, 3.88 872 0.16 0.03 8.80 0.08 0.08
17/03/2019 19082 AR, 81 883 0.12 0.01 8.77 .06 0.06
18032019 12046 AR, 1.78 1.90 0.12 0.01 1.84 .06 (.06
19/03,/2019 15853 AR, 400 526 0.27 0.07 5.13 0.14 0.14
200032019 14366 AR, 241 247 0.06 0.00 244 0.03 0.03
210032019 14365 AR, 2.00 210 0.10 0.01 205 0.035 0.05
220032019 13853 AR, 3.27 3.38 0.11 0.01 3.33 0.03 (.06
Populagio =22

Desvio padrio da precisio intermédia (54) = 0.14
Coeficiente de variagio médio (Cvpi) = 2.69 %%
Limite de precizio intermédia = 7.53 %

Resultando em baixos desvio padrdo da precisdo intermédia (Si) 0.14,

coeficiente de variagdo médio (Cvpi) 2.69 % e limite de precisdo intermédia 7.53 %.

5.1.3 Gamade Trabalho

Com medi¢cBes executadas em condi¢cdes de repetibilidade foram feitas 10
andlises para cada um dos padrdes de controle limites da gama de trabalho (PC 1 de 1
mg N/L e PC 16 de 16 mg N/L) para através do Teste F de Fisher — Snedecor comparar
a homogeneidade das variancias e checar se a gama de trabalho esta bem ajustada ou
ndo conforme tabela 5.
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Tabela 5: Andlise da homogeneidade das variancias com o uso do teste F.

s

Data Padrio menor | Padrio maior
(1 mgNT) (16 mgNT)

03/01/2019 0.e9 1528 PC 1 mg N/L)|PC 16 mg N/L)
03/01/2019 0.99 1564 Meédia 0.9958 1547384
03/01/2019 099 1538 Variancia 0.0029 0.0514
03/01/2019 0.95 15.80 Desvio padrio 0.0539 0.2266
03/01/2019 1.13 1558 WVariancia relativa (%a) 0.2917 0.3319
03/01/2019 095 1520 Desvio padrio relativo (%) 54119 1.4642
03/01/2019 095 1574
03/01/2019 0.97 15.20 PGeal 1.1378
03/01/2019 1.03 1530 Ftab 318
03/01/2019 0.99 15.62

Como o valor calculado € menor que o F tabelado (n1/n2), PGcal < Ftab,

podemos concluir que a gama de trabalho est4 bem ajustada.

5.1.4 Exatidao

No célculo da exatiddo foram realizadas analises com o material de referéncia

certificado de concentracdo 2.53 mg N/L (MRC, o certificado encontra-se no anexo |)

dentro da gama de trabalho do método e efetuados testes de Erro Relativo (Er), Teste

T e Z-score, conforme tabela 6.

Tabela 6: Estudo da exatiddo do método com uso de testes estatisticos (Erro Relativo, Teste T e Z-score).

Data Resultados
(mg N/L)

03/01/2019 | 2.489 MRC 2.530 Teste T (5%)
03/01/2019 | 2529 s+ 0.060 Ttab | 1.833
03/01/2019 | 2.589 Tcale | 1.445
03/01/2019 | 2.589 Média 2.547 T calc < T tab
03/01/2019 | 2.509 Desvio padrio 0.037
03/01/2019 | 2.549 Z-score | 0.282 |
03/01/2019 | 2.569 Erro Relativo (Er %) | 0.668%
03/01/2019 | 2.509
03/01/2019 | 2.589
03/01/2019 | 2.549

Obtendo-se um Er de apenas 0.668%, Z-score 0.282 (abaixo de 2 é classificado como

satisfatério) e T cal < T tab de forma que nédo fica evidenciado estatisticamente a

presenca de erros sistematicos, também classificando o resultado como satisfatorio.
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5.2 Azoto LCK 238

5.2.1 Repetibilidade

Para a repetibilidade foram feitas 10 analises repetidas com a mesma amostra
de agua residual sob as mesmas condic¢des (medic¢des feitas no mesmo laboratério, pelo
mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, usando 0os mesmos tipos e lotes de
reagentes e no mesmo intervalo de tempo), de acordo com o método PAFQ.966
conforme tabela 7.

Tabela 7:Célculo da repetibilidade, 10 analises da mesma amostra.

Nu;r:ru Data Resultados
Medicdes (mg N/L)
1 22/03/2019 19.63 Média =19.82 mg ML
2 22/03/2019 20.69 Desvio padrio da repetibilidade =0.62
3 22{/03/2019 20.68 CVr=3.12%
4 22/03/2019 20.15 Limite da repetibilidade =8.74
3 22/03/2019 15.00
] 22/03/2019 19.19
7 22/03/2019 19.79
a8 22/03/2019 19.88
9 22/03/2019 20,15
10 22/03/2019 15.03

O desvio padrédo da repetibilidade ficou em 0.62 mostrando que os dados estdo pouco
dispersos, o limite da repetibilidade foi de 8.74 e 0 seu coeficiente de variacao foi 2.18%,
apresentando uma boa repetibilidade para essa analise uma vez que o CVr é bem
abaixo de 10%.

5.2.2 Precisao Intermédia

Ensaio Unico

Na avaliacdo da preciséo intermédia foram feitas 10 analises com cada um dos
padrdes de controle limites da gama de trabalho (PC5 =5 mg N/L e PC40 = 40 mg N/L),
nas seguintes condigfes: mesmo laboratdrio, mesmo analista, mesmo método e mesmo
equipamento, variando as datas e lotes de reagentes. Esses resultados foram
submetidos ao Teste de Grubbs para identificar, e posteriormente eliminar, possiveis

“outliers” conforme tabelas 8 e 9.
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Tabela 8: Teste de Grubbs para o PC 5.

Nimero
de Data Result:lados Gp Classificagdo
Medigdes (me)
1 03/12/2018 472 1.11 Aceitdvel
2 04/01/2019 5.40 1.25 Aceitdvel
3 11/01/201% 5.36 1.13 Aceitdvel
4 22/01/2019 4.62 1.46 Aceitdvel
5 15/03/201% 5.10 0.21 Aceitdvel
6 15/03/201% 5.19 0.53 Aceitdvel
7 22/03/2019 4.85 0.66 Aceitavel
3 22/03/2019 5.07 0.11 Aceitdvel
Tabela 9: Teste de Grubbs para o PC 40.
Niimero
de Data Resultelldos Gp Classificacio
Medicdes (mg/h)
1 03/12/2018 40.26 0.9% Aceitavel
2 04/01/2019 41.74 0.79 Aceitavel
3 11/01/2019 40.36 0.88 Aceitivel
4 22/01/2019% 42.26 143 Aceitavel
3 15/03/201% 41.51 0.52 Aceitdvel
] 15/03/201% 40.25 1.01 Aceitdvel
7 22/03/2019 40.49 0.72 Aceitavel
g 22/03/201% 41.80 0.87 Aceitdvel

Meédia e Desvio Padrio de toda a populagio
Meédia = 5.03
Desvio padrio = 0.28

p=8
Valor critico a 1% =2.274
Valor critico a 5% =2.126

Meédia e Desvio Padrio apos teste de Grubbs
Média = 5.03

Desvio padrio = 0.28

Limite da precisio intermédia (%) = 16

Meédia e Desvio Padrio de toda a populagio
Meédia = 41.08
Deswvio padrio = 0.82

p=8
Walor critico a 1% =2.274
Walor critico a 5% =2.126

Meédia e Desvio Padrio apos teste de Grubbs
Meédia = 41.08

Deswvio padrio = 0.82

Limite da precisio mtermédia (%) = 5.6

Os valores absolutos de Gp foram menores que o valor critico tabelado para 5

% em todas as medi¢cdes (PC5 e PC40), sendo aceito como correto e excluindo a

possibilidade de existir algum “outlier”. Ambos apresentaram baixo desvio padréo, 0.29

no PC5 e 0.82 no PC40, e os limites da precisao intermédia também ficaram dentro do
aceitavel, com 15.95 % para o PC5 e 5.61 % para o PC40.

Ensaio com replicados

Além dessas 2 analises também foi feito um estudo da precisao intermédia

através de ensaios com duplicadas de 20 amostras de aguas residuais conforme tabela

10.
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Data N° Amostra| Matriz | Ensaio A | Enzaio B Wi Wi* X AX B-X
03/1272013 ECI AR, 32.66 31.81 .86 0.73 3223 043 043
03/1272018] 108886 AR, 2549 2463 .86 0.73 25.06 043 043
11/01/2019| 117466 AR, 2484 2503 0.20 0.04 2493 010 0.10
11/01/2019) 114205 AR, 1229 12.15 0.15 0.02 1222 0.07 0.07
11/01/2019) 112370 AR, 13.12 13.86 0.73 0.54 13.40 037 0.37
220012019 1558 AR 2846 2817 028 0.08 2831 0.14 014
2201/2019 1559 AR, 16.73 1747 0.73 0.54 17.10 037 0.37
2201/2019 49735 AR, 6.14 127 1.13 127 6.70 056 0.56
2201/2019 4082 AR, 1493 1448 0435 0.20 1471 023 023
221012019 4984 AR, 13.66 1499 0.68 046 13.33 0354 034
22012019 4469 AR 5.13 5gl 0.7e 0.62 5.52 039 0.3%
15/03/2019 19134 AR 1171 10.8¢ 0.82 0.67 113 041 041
15/03/2019 19093 AR, 1097 11.27 0.30 009 11.12 013 015
15/03/2019 19034 AR, 13.51 1399 048 023 13.75 024 024
15/03/2019 19082 AR, 10.53 1083 0.30 009 10.68 013 015
13/03/2019 17063 AR, 17.28 17.60 0.32 0.10 17.44 0.16 0.16
15/03/2019 14393 AR 17.05 16.67 .38 0.14 16.36 019 019
15/03/2019 14307 AR, 19 .00 18.8¢ 011 0.01 18.85 0.05 0.05
15/03/2019 14370 AR, 32.68 34.73 207 428 33.72 -1.04 1.04
15/03/2019 14363 AR, 863 10.10 045 0.20 o838 0.23 0.23
Populagio =20

Desvio padrdoe da precisio intermedia (51) = 0.32
Coeficients de variagio medio (Cvpi) = 3.09 %
Limite de precizio intermedia = 8.67 %

Resultando em baixos desvio padrdo da precisao intermédia (Si) 0.53, coeficiente de

variagdo medio (Cvpi) 3.10 % e limite de preciséo intermédia 8.68 %.

5.2.3 Gamade Trabalho

Com medi¢cBes executadas em condicdes de repetibilidade foram feitas 10
andlises para cada um dos padrbes de controle limites da gama de trabalho (PC5 de 5
mg N/L e PC40 de 40 mg N/L) para através do Teste F de Fisher — Snedecor comparar

a homogeneidade das variancias e checar se a gama de trabalho esta bem ajustada ou

nao conforme tabela 11.
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Tabela 11: Estudo da homogeneidade da variancia com recurso ao teste F.

Data Padrio menor | Padrio maior
(5 mgN) (40 mgN/T)

04/01/2019 498 41.21 PCimgNL | PC 40 mg N/L
04/01/2019 493 42 83 Meédia 5.0894 41.1278
04/01/2019 493 3975 Varidncia 0.0655 0.9133
04/01/2019 5.24 40.64 Desvio padrio 0.2558 0.9557
04/01/2019 540 41.94 Varidncia relativa (%a) 1.28a2 22207
04/01/2019 5.50 1969 Desvio padrio relativo (%a) 50271 2.3237
04/01/2019 482 41.16
04/01/2019 482 41.74 PGeal 1.7266
04/01/2019 535 41.32 Ftab 3.18
04/01/2019 493 41.00

Como o valor calculado é menor que o F tabelado (n1/n2), PGcal < Ftab, podemos

concluir que a gama de trabalho estad bem ajustada.

5.2.4 Exatidao

No calculo da exatidao foram realizadas analises com o material de referéncia

certificado de concentracdo 12.1 mg N/L (MRC, o certificado encontra-se no anexo )

dentro da gama de trabalho do método e efetuados testes de Erro Relativo (Er), Teste

T e Z-score, conforme tabela 12.

Tabela 12: Estudo da exatiddo do método com uso de testes estatisticos (Erro Relativo, Teste T e Z-score).

Data Resultados
(mg N/L)

04/01/2019 | 11.838 MRC 12.1 Teste T (5%)
04/01/2019 | 11.995 u:+ 0.3 Ttab |1.833
04/01/2019 | 11.891 Tcale |0.250
04/01/2019 | 12.100 Média 12.085 T calc < T tab
04/01/2019 | 12.414 Desvio padrio 0.196
04/01/2019 | 11.838 | Z-score |0.052 |
04/01/2019 | 12.100 Erro Relativo (Er %) | 0.128% |
04/01/2019 | 12310
04/01/2019 | 12205
04/01/2019 | 12.153

Obtendo-se um Er de apenas 0.128%, Z-score 0.052 (abaixo de 2 é classificado como

satisfatorio) e T cal < T tab de forma que n&o fica evidenciado estatisticamente a

presenca de erros sistematicos, também classificando o resultado como satisfatorio.
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5.3 Azoto LCK 338

5.3.1 Repetibilidade

Para a repetibilidade foram feitas 10 andlises repetidas com a mesma amostra de agua
residual sob as mesmas condi¢des (medic¢des feitas no mesmo laboratorio, pelo mesmo
analista, com 0 mesmo equipamento, usando os mesmos tipos e lotes de reagentes e
no mesmo intervalo de tempo), de acordo com o método PAFQ.966 conforme tabela
13.

Tabela 13: Célculo da repetibilidade, com 10 ensaios repetidos.

Nu[r;';eru Data Resultados
Medictes (mg N/L)
1 22/03/2019 39.30 Média =40.63 mg ML
2 23/03/2019| 40.80 Desvio padrio da repetibilidade =0.83
3 24/03/2019 40.50 CVr=2.03%
4 25/03/2019 41.80 Limite da repetibilidade =5.69 %
5 26/03/2019 40.60
] 27/03/2019 40.00
7 28/03/2019 40.60
& 29/03/2019 41.20
9 30/03/2019 41.80
10 22/03/2019 39.70

O desvio padrao da repetibilidade ficou em 0.83 mostrando que os dados estao
pouco dispersos, o limite da repetibilidade foi de 5.69 e o0 seu coeficiente de variacao foi
2.03%, apresentando uma boa repetibilidade para essa andalise uma vez que o CVr é

bem abaixo de 10%.

5.3.2 Precisao Intermédia

Ensaio Unico

Na avaliagdo da precisdo intermédia foram feitas 10 analises com cada um dos
padrdes de controle limites da gama de trabalho (PC20 = 20 mg N/L e PC100 = 100 mg
N/L), nas seguintes condi¢des: mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo método e
mesmo equipamento, variando as datas e lotes de reagentes. Esses resultados foram
submetidos ao Teste de Grubbs para identificar, e posteriormente eliminar, possiveis

“outliers” conforme tabelas 14 e 15.
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Numero
de Data RESUh?dOS Gp Classificacio

Medicées (mel)
1 27/11/2018 19.62 0.87 Aceitivel
2 27/11/2018 2133 0.98 Aceitavel
3 28/11/2018 21.14 077 Aceitavel
4 28/11/2018 21.14 0.77 Aceitivel
5 07/01/2012 21.10 0.72 Aceitavel
1] 11/01/2019 19.25 1.36 Aceitavel
7 22/01/2019 18.70 1.98 Aceitavel
g 15/03/2019 2040 0.07 Aceitivel
9 15/03/2019 2030 0.18 Aceitavel
10 22/03/2019 21.00 0.61 Aceitavel
11 22/03/2019 21.00 0.61 Aceitavel

Tabela 15: Teste de Grubss para o PC 100.

Numero
de Data Resulte.ldos Gp Classificacio

Medicdes (mg/h)
1 27/11/2018 9990 0.38 Aceitdvel
2 27/11/2018 10258 040 Aceitavel
3 07/01/2019 96.79 1.29 Aceitavel
4 11/01/2019 9990 0.38 Aceitavel
5 22/01/2019 106.79 1.63 Aceitavel
6 29/01/2019 100.31 0.26 Aceitavel
7 15/03/2019 101.35 0.04 Aceitavel
g 15/03/2019 95.00 0594 Aceitavel
9 22/03/2019 9940 0.53 Aceitavel
10 22/03/2019 107.10 1.72 Aceitdvel

Meédia e Desvio Padrio de toda a populacio

Meédia = 20 46
Desvio padrio = 0.89

p=11
Walor critico a 1% = 2.564
Valor critico a 5% = 2.355

Meédia e Desvio Padrio apés teste de Grubbs
Media = 20.46
Desvio padrio = 0.89
Limite da precisio intermédia (%) = 12.15

Meédia e Desvio Padrio de toda a populagio

Media = 101.21
Desvio padrio = 3.42

p=10
Valor critico a 1% = 2.482
Valor critico a 5% = 2.29

Meédia e Desvio Padrio apds teste de Grubbs
Meédia = 101.21
Desvio padrio = 3.42
Limite da precisdo intermédia (%) = 9.45

Os valores absolutos de Gp foram menores que o valor critico tabelado para 5

% em todas as medi¢gbes (PC20 e PC100), sendo aceito como correto e excluindo a

possibilidade de existir algum “outlier”. Ambos apresentaram baixo desvio padrao, 0.89

no PC20 e 3.42 no PC100, e os limites da precisao intermédia também ficaram dentro
do aceitavel, com 12.15 % para o PC20 e 9.45 % para o PC100.

Ensaio com replicados

Além dessas 2 analises também foi feito um estudo da precisdo intermédia

através de ensaios com duplicadas de 24 amostras de aguas residuais conforme tabela

16.
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Tabela 16: Estudo da precisao intermédia com uso de ensaios duplicatos de 24 amostras de aguas residuais.

Data N* Amostra | Mairiz Ensaio A | Ensaio B Wi Wi? X AX B-X
28/11/2018 103347 AR 73.12 73.12 0.00 0.00 73.12 0.00 0.00
28/11/2018 106214 AR 66.83 71.07 424 1794 6895 212 212
11/01/2019 113726 AR 38.66 62.32 3.67 1344 60 .49 -1.33 1.83
11/01/2019 117773 AR 5084 37.74 209 439 58,79 1.03 -1.03
11/01/2012 117772 AR 7227 71.36 0.92 0.84 71.82 0.46 046
11/01/2019 113093 AR 71.62 7343 1.83 3.36 7254 092 092
11/01/2019 112212 AR 41.11 4233 144 207 41.83 0.72 0.72
11/01/2019 117771 AR 3745 37.71 0.26 0.07 37.38 .13 0.13
11/01/2019 117466 AR 2593 26.84 092 0.84 2639 046 0.46
11/01/2019 117447 AR 78.82 77.64 1.18 1.30 7823 0.39 .39
22/01/2019 2078 AR 58.85 60.94 208 434 3090 -1.04 1.04
22/01,2019 2080 AR 70.66 72.19 1.33 234 7143 0.76 0.76
22/01/2019 2083 AR 00.33 86.02 361 13.03 8873 1.81 -1.81
22/01/2019 2088 AR 73.67 74.33 111 1.24 7311 0.36 £0.56
22/01/2019 276 AR 3121 49027 1.93 3.78 3024 0.97 097
22/01,2019 2504 AR 60.94 63.44 2350 6.26 62.19 -125 125
22/01/2019 4987 AR 7983 82.61 278 1.72 8122 -1.39 1.39
20/01/2019 7032 AR 73.56 72.72 0.83 0.69 7314 0.42 042
20/01,2019 7032 AR 39 .66 44 54 488 2377 4210 244 244
15/03/2019 19245 AR 8230 84.50 220 484 83.40 -1.10 1.10
15/03/2019 17106 AR 32.00 30.20 1.10 1.21 3145 0.33 .33
15/03/2019 17063 AR 4470 40.80 390 15.21 4275 1.95 -195
15/03/2019 15770 AR 12,54 14.30 1.76 3.10 13.42 .88 0.88
15/03/2019 15328 AR 4020 40.40 020 0.04 4030 0.10 0.10

Populacio =24
Desvio padrio da precisfo intermédia (34) = 1.66

Coeficiente de variagio médio (Cvpi) =2.83 %

Limite de precisdo intermedia = 7.93 %%

Resultando em baixos desvio padrao da precisédo intermédia (Si) 1.66 , coeficiente de
variacao medio (Cvpi) 2.83 % e limite de precisdo intermédia 7.93 %.

5.3.3 Gama de Trabalho

Com medi¢cBes executadas em condicdes de repetibilidade foram feitas 10
andlises para cada um dos padrfes de controle limites da gama de trabalho (PC5 de 5
mg N/L e PC40 de 40 mg N/L) para através do Teste F de Fisher — Snedecor comparar

a homogeneidade das variancias e checar se a gama de trabalho estd bem ajustada ou

ndo conforme tabela 17.
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Tabela 17: Estudo da homogeneidade das variancias com recurso do teste F.

Data Padr3o menor | Padrio maior
(20 mgNA) | (100 mgNA)

04/01/2019 20,40 97.26 PC 20 mg N/L | PC 100 mg N/L
04/01/2019 2017 95.62 Media 209621 975148
04/01/2019 2134 296.79 Waridncia 0.5027 4 9989
04/01/2019 2028 10089 Desvio padrio 0.7090 22358
04/01/2019 2099 9937 Wariancia relativa (%) 23981 5.1263
04/01/2019 2216 9843 Desvio padrio relativo (%) 3.3824 22928
04/01/2019 20,75 98.1%
04/01/2019 22.04 9726 PGceal 21376
04/01/2019 21.10 08.66 Ftab 3.18
04/01/2019 20,40 92.69

Como o valor calculado é menor que o F tabelado (n1/n2), PGcal < Ftab, podemos
concluir que a gama de trabalho esta bem ajustada.

5.3.4 Exatidao

No céalculo da exatidao foram realizadas analises com o material de referéncia
certificado de concentragdo 100 mg N/L (MRC, o certificado encontra-se no anexo )
dentro da gama de trabalho do método e efetuados testes de Erro Relativo (Er), Teste

T e Z-score, conforme tabela abaixo conforme tabela 18.

Tabela 18: Estudo da exatiddo com andlise de MRC e uso de testes estatisticos.

Data Resultados
(mg N'L)

07/01/2019 | 97.843 MRC 100.0 Teste T (5%)
07/01/2019 | 99.249 U+ 3.0 Ttab |1.859
07/01/2019 | 99.952 Tcale |1.639
07/01/2019 | 101.006 Média 99.431 T calc < T tab
07/01/2019 | 99.014 Desvio padrio 1.098
07/01/2019 | 97.960 [ Z-score | 0.19 |
07/01/2019 | 100.655 [ Erro Relativo (Er %) [ 0.569% |
07/01/2019 | 100.069
07/01/2019 | 99.132

Obtendo-se um Er de apenas 0.569%, Z-score 0.19 (abaixo de 2 é classificado como
satisfatério) e T cal < T tab de forma que n&o fica evidenciado estatisticamente a

presenca de erros sistematicos, também classificando o resultado como satisfatorio.
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5.4 Validacao do Método
Os resultados das analises do Azoto LCK 138, 238 e 338 foram processados em
conjunto visando a validacdo do método de determinacdo do Azoto Total.
5.4.1 Repetibilidade
Para testar repetibilidade do método 10 amostras de dguas residuais, analisadas
previamente nas 3 gamas de trabalho, foram submetidas ao teste C de Cochran, como
mostra a tabela 19.
Tabela 19: Estudo da repetibilidade do método com recurso do Teste C de Cochran.
Teste da Repetibilidade
Grupo Matriz Desvio Desvio Limite da Limite da
Ensaio 1|Ensaio 2 |Ensaio 3 (Ensaio 4 |Ensaio 5 |Ensaio 6 |Ensaio 7 (Ensaio 8 |Ensaio 9 |Ensaio 10| Média | Variincia Padri Padrio Repetibilidad Repetibilidad
adrio . epetibilidade .
Relarivo ¢ Relativo
9.84 .51 9.65 9.43 9.36 9.14 9.17 9.42 942 940 | 943 | 0.0423 0.2056 2.1783 0.5757 6.1022
Aguas |Aguas Residuais| 19.63 | 20.69 | 20.68 | 2015 | 19.00 | 1919 | 1979 | 19.88 | 20.15 | 19.03 |19.82] 0.3831 0.619 3.1232 1.7332 §.7445
39.30 | 40.80 | 40.50 | 41.80 | 40.60 | 40.00 | 40.60 | 41.20 | 41.80 | 39.70 [40.63| 0.6823 0.826 2.0331 2.3129 5.6926
Teste C N mi;trizes Maior Variincia: 0.682 | Valor critico
de ~ - - tabelado - C | 0.6167 | Awaliaciio: Ceale < Ctab3% Conclusio: Valor aceito
Cochran—\. ensaios C de Cochran 0.616 (5%):
10 (calculado):
Valor do limite da repetibilidade (média dos resultados dos limites da repetibilidade): 1.5405
Valor limite da repetibilidade relativa (média dos resultados dos limites de repetebilidade relativa): 6.8465
Coeficiente de variaciio médio relative (média dos resultados dos desvios padrdes relativos): 2.4452

No teste C de Cochran o resultado C calculado ficou em 0.6164 que € menor

que o valor critico tabelado para 5% de 0.6167, tendo seu valor aceito e resultando em

um limite de repetibilidade de 1.5405 que foi minorado para 1.5 mg/L, limite de

repetibilidade relativo majorado para 7% e um coeficiente de variagdo medio relativo

minorado para 2%.

Posteriormente os valores limites desses mesmos ensaios foram submetidos ao

teste de Grubbs, onde os resultados foram comparados ao valor tabelado de 1% para

avaliar a existéncia de “outliers”, conforme tabela 20.

Tabela 20: Resultados submetidos ao teste de Grubbs para deteccéo de outliers.

Teste de Grubbs
. . T T
Matriz . | Valor critico| WValor |Gp Valor este a0 Valor |Gp Valor este 20
Populagio o . L. valor . . valor
1% minimo | minimo .. maximo | maximo .
minimo maximo
Aouas 10 2.482 914 143 |Aceitavel| 984 1975 |Aceitivel
R‘es‘?;uais 10 2482 1% 1.323 |Aceitavel| 2069 1.407 |Aceitavel
10 2.482 333 1.61 |Aceitavel| 418 1416 |Aceitivel
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Todos os resultados foram confrontados com o valor critico a 1% e resultaram em

valores abaixo do tabelado, dessa forma os resultados ficaram dentro do aceitavel.

5.4.2 Precisao Intermédia

No calculo da preciséo intermédia para o método foram utilizados os resultados
dos ensaios de aguas residuais em duplicados das 3 gamas (22 ensaios para o LCK
138, 20 para o LCK 238 e 24 para o LCK 338), obtendo-se os seguintes resultados
conforme tabela 21. Para fins de validacdo do método é usada a precisédo intermédia
associada ao ensaio com as amostras em duplicado ao invés da precisdo do ensaio
com os padrdes limites da gama de trabalho, isso € devido a maior representatividade
(ao longo da gama) que as amostras reais tém em relacdo aos padrdes, além de que
sdo amostras reais de aguas residuais que mostram na pratica a devida eficiéncia do

método e nao padrdes “fabricados”.

Tabela 21: Resultados do estudo da precisao intermédia do método.

Limite de precisdo Coeficiente de Desvio Padrdo da
Gama | intermédia relativo variacdo médio Precisdo Intermédia
(%) relativo (%) (SI1)
LCK 138 7.6 2.7 0,14
LCK 238 8.7 3.1 0,53
LCK 338 8.0 2.8 1,66

5.4.3 Veracidade

Para além dos testes realizados com os MRCs, a veracidade também é
demonstrada pelos ensaios de comparacdo interlaboratorial (BIPEA Waste Water)
efetuados com 2 amostras de aguas residuais, os resultados estao expressos na tabela
22.

Tabela 22: Resultados do teste interlaboratorial para atestar a veracidade das analises.

Matriz Valor Valor Limite | Limite Avaliacio da
medido certificado | inferior | superior| wveracidade
BIPEA Waste Water 59 66,0 58.8 744 OK
BIPEA Waste Water 23 216 182 250 OK

Ambos os testes com as duas amostras ficaram dentro do intervalo de aceitacéo,

atestando a veracidade dos resultados
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5.4.4 Gama de Trabalho, Limite de Deteccéo e Quantificacao

As gamas de trabalho e os limites de deteccdo e quantificacdo foram
determinados pelo fabricante HACH, em conformidade com a ISO 8466-2:2001 e a DIN
38402 A51 como podem ser observados nos certificados de qualidade no anexo lll.

Esses dados podem ser conferidos na tabela abaixo.

Tabela 23: Valores definidos para as Gamas de trabalho e Limites de deteccéo e quantificagao.

, Gama de | Limite de Limite de .

Kit trabalho Deteccio | Quantificacio Unidades
LCK 138| 10-16 0.116 0.35 mg N/L
LCK 238| 5.0-40 0.54 1.63 mg N/L
LCK 338 | 20-100 0.65 1.95 mg N/L

5.4.5 Incerteza

5.45.1Calculo com uso de MRCs

A componente aleatéria da incerteza do método, ligada a precisao, foi calculada
a partir das andlises dos padrdes de controle das 3 gamas de trabalho com base nos
desvios padrdes. Esses dados foram entdo combinados para estimar a componente de

incerteza da precisdo chegando a um u(Rw,relativo,c) de 4,128%, conforme tabela 24:

Tabela 24: Calculo da incerteza associada a precisdo do método.

Referéncia PC 1mg/ PC 16mg1 | PC Smgl | PC 40mg1 | PC 20mgl | PC 100mgl
Rw 0.032 0.506 0287 0.824 0_8&8 3417
X 1.029 16.150 5.039 41 084 20459 101.212
unidade mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
n 11 11 8 8 11 10
Rw relativo 5072 3132 5.698 2.005 4338 3376

u(Rw relativo.c) 4128

J& de posse da incerteza da precisdo o célculo segue para a estimativa da
componente sistematica da incerteza, ligada a exatidao, que foi realizada com o uso de
analises duplicatas dos MRCs de 2.53 mg N/L, 12.10 mg N/L e 100.00 mg N/L, de acordo

com a tabela 25:
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Tabela 25: Calculo da incerteza associada a exatiddo do método.

. . —r Intervalo (do .
Dat MRC Ly CV k r.relativo,
ata n certificado) u(Rw,relativo,c)
18/03/2019 | 2.50 mg N/L 2 2575 2.530 2 0.060
15/03/2019 | 12.00 mg N/L 2 12.260 12.100 2 0.300 4.128
15/03/2019 |100.00 mg N/L 2 102.150| 100.000 2 3.000
. . . S bias, ) u({Cref). RMS Media . .
bias.relativo S bias relativo u(Cre relativo bias,relativo | u(Crefjrelativo u(bias) relativo
1.77% 0.005 0.154 0.030 1.186
1.322 0.055 0.44% 0.150 1.240 1.783 1.308 2211
2.150 0.850 0.832 1.500 1.500

Com a estimativa de incerteza atrelada a exatiddo u(bias)relativo de 2.211%,
chega-se a incerteza padrao combinada através da Eq 37, resultando em Urelativo de
4.683 %. Finalmente, com todos esses dados € possivel estimar a incerteza expandida
para todo o método, pela Eq 38, chegando ao valor de Urelatvo = 9.366 % que foi

majorado para uma incerteza de 10%, valor aceitavel.

5.4.5.2 Calculo com Recuperacgdes

Como visto nas ndo conformidades detectadas, o célculo da incerteza para a
validacdo do método foi realizado com o recurso dos ensaios de recuperacao, ao invés

do estudo da incerteza associada aos ensaios dos MRCs.

Azoto LCK 138

Foram realizados 10 ensaios de recuperagdo com a mesma amostra em condigfes de

repetibilidade, os resultados estdo expressos na tabela 26.
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Tabela 26: Estudo da incerteza associada a exatidao a partir da andlise de ensaios de recuperacao.

Concda Conc fortificada Conc
Padrdo inicial mg/l 1 amostra (real) contaminada
Vol. Adicionado mil 0.1 (mg/1) {mg/1) {mg/1)
Conc. Adigdo mg/l 1 Média (m) 6.828 7.8142 1
Desvio padrdo (s) 0.062503333 0.168856152 0
n.2de resultados (n) 10 10 10
| uirm)  |o.08220649| Recuperagio média (Rm) 0.9862
Concde
Conc de amostra amostra
Conc da amostra . )
Data fortificada (real) contaminada
(tedrica)
mg/l (unidades) {unidades)
15/05/2019 6.82 7.74 1
16/05/2019 6.75 7.74 1
17/05/2019 6.78 7.58 1
18/05/2019 6.83 7.74 1
19/05/2019 6.78 7.74 1
22/05/2019 6.95 8.13 1
23/05/2019 6.85 7.75 1
24/05/2019 6.91 8.05 1
25/05/2019 6.83 7.93 1
26/05/2019 6.78 7.74 1

Tendo como resultado uma recuperagdo media de 98%, sendo o aceitavel entre 80% -

120%, e uma incerteza associada a recuperacao u(Rm) de 0,082.
Azoto LCK 238

O mesmo procedimento foi executado para o LCK 238, conforme tabela 27.

Tabela 27: Estudo da incerteza associada a exatidao a partir da andlise de ensaios de recuperacao.

Concda Conc fortificada Conc
Padrio inicial mg/I 1000 amostra (real) contaminada
Vol. Adicionado ml 0.5 (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Conc. Adigdo mg/I 5 Média (m) 25.199 30.421 5
Desvio padrio (s) 0.48571711 0.715812669 0
n.2 de resultados (n) 10 10 10
I u (Rm) | 0.1071746 | Recuperagdo média (Rm) 1.0444
Conc de
Conc de amostra amostra
Conc da amostra o A
Data fortificada (real) contaminada
(teorica)
mg/I {unidades) (unidades)
15/05/2019 26.03 30.85 5
16/05/2019 24.79 30.33 5
17/05/2019 24.80 29.65 5
18/05/2019 26.03 31.30 3
19/05/2019 24.80 30.10 5
22/05/2013 25.19 30.87 5
23/05/2019 25.32 31.16 5
24/05/2019 24.93 29.05 5
25/05/2019 24.80 30.05 5
26/05/2019 25.30 30.85 3
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Chegando-se a uma recuperacdo média de 104%, aceitavel dentro do intervalo usado,

e a sua incerteza associada u(Rm) de 0.107.
Azoto LCK 338

Por ultimo o LCK 338, conforme tabela 28.

Tabela 28: Estudo da incerteza associada a exatidao a partir da andlise de ensaios de recuperacao.

Concda Conc fortificada Conc
Padrdo inicial mg/| 1000 amostra (real) contaminada
vol. Adicionado ml 0.5 (mg/l) {mg/l) {mg/l)
Conc. Adigdo mg/| 5 Média (m) 28.22 46.91 20
Desvio padrdo (s) 0.524510354 0.717170366 0
n.2 de resultados (n) 10 10 10
| uem)  |o.02857203] Recuperagio média (Rm) 0.9345
Concde
Conc de amostra amostra
Conc da amostra L A
Data fortificada (real) contaminada
(tedrica)
mg/| {unidades) {unidades)
15/05/2019 28.7 A47.30 20
16/05/2019 27.7 45.90 20
17/05/2019 28.7 A7.20 20
18/05/2019 27.6 47.00 20
19/05/2019 28.7 45.90 20
22/05/2019 28.1 47.10 20
23/05/2019 27.7 46.10 20
24/05/2019 27.6 48.10 20
25/05/2019 28.7 47.20 20
26/05/2019 28.7 A7.30 20

Onde foi obtido uma recuperagdo média de 93% com incerteza u(Rm) de 0,028.

Esses resultados foram analisados em conjunto com o desvio padrdo da
precisdo intermédia de cada uma das 3 gamas para chegar ao valor final da incerteza

expandida relativa, como é mostrado na tabela 29.

Tabela 29: Calculo final da incerteza expandida relativa do método.

Gama Valor medido |Incerteza associada Desvio padrio Incerteza Incerteza Incerteza
(mg/T) i exatidao precisio intermédia | combinada | expandida | expandida relativa
1-16 mg/l(LCK 138) 6.83 0.08 0.14 0.58 1.16 16.94
5 - 40 mg/l (LCK 238) 2520 (.11 0.53 2.75 5.50 21.84
20 - 100 mg/1 (LCK 338) 28.22 0.03 1.66 1.84 3.69 13.07

Gerando incertezas de 17%, 22% e 13% para as gamas 1 — 16 mg/l, 5 — 40 mg/I
e 20 — 100 mg/l, respectivamente. Esse método gera incertezas maiores que o calculo
executado com o uso dos MRC devido a maior manipulagdo dos ensaios, no sentido
pratico de mais etapas, de maior contato do analista com a preparagdo das amostras,

que consequentemente aumentam as “oportunidades” de incremento da incerteza.
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6 Resultados e Discussao — Fosforo Total

Inicialmente foi feita uma abordagem individual das 2 gamas de trabalho e
posteriormente os resultados foram utilizados nas validacdes estatisticas do método

como um todo.

6.1 Fosforo LCK 349

6.1.1 Repetibilidade

Para a repetibilidade foram feitas 10 analises repetidas com a mesma amostra
de agua residual sob as mesmas condic¢des (medicdes feitas no mesmo laboratorio, pelo
mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, usando 0os mesmos tipos e lotes de
reagentes e no mesmo intervalo de tempo), de acordo com o método PAFQ.966
conforme tabela 30.

Tabela 30: Estudo da repetibilidade com a analise de uma amostra de agua residual repetida 10 vezes.

Numero Resultados
de Data .
Medictes (mg PIL)
1 220032019 1.58 Média = 1.5623 mg P/L
2 22/03/2019 1.58 Desvio padrio da repetibilidade = 0.0593
3 22/03/2019 1.44 CVr =3.8064 %
4 220032019 1.57 Limite da repetibilidade = 10.66 %
5 22/03/2019 1.59
6 220032019 1.49
7 22/03/201% 1.55
& 220032019 1.58
) 22/03/2019 1.63
10 220032019 1.63

O desvio padrao da repetibilidade ficou em 0.0595 mostrando que os dados estédo pouco
dispersos, o limite da repetibilidade foi de 10.66% e 0 seu coeficiente de variacdo foi
3.8064%, apresentando uma boa repetibilidade para essa andlise uma vez que o CVr é

bem abaixo de 10%.

Esses resultados foram submetidos ao Teste de Grubbs para identificar, e

posteriormente eliminar, possiveis “outliers” conforme tabelas 31.
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Tabela 31: Teste de Grubbs da andlise de amostra de agua residual em condi¢Bes de repetibilidade.

Numero
de Data Resu}te;dos Gp Classificagio
Medigdes (mg)
1 03/01/201% 1.58 0.30 Aceitavel
2 03/01/201% 1.58 0.30 Aceitivel
3 10/01/2019 1.44 2.06 Aceitavel
4 22/01/2019 1.57 0.13 Aceitavel
3 28/01/2019 1.59 0.47 Aceitavel
6 15/03/2019 1.49 122 Aceitavel
7 15/03/2019 1.55 0.21 Aceitavel
8 18/03/2019 1.58 0.30 Aceitivel
9 18/03/2019 1.63 1.14 Aceitivel
10 22/03/2019 1.63 1.14 Aceitavel

Os valores absolutos de Gp foram menores que o valor critico tabelado para 5 % (e

também para 1%) em todas as medigfes, sendo aceito como correto e excluindo a

possibilidade de existir algum “outlier”.

6.1.2 Precisao Intermédia

Ensaio com replicados

Na avaliagdo da precisado intermédia foram feitas 25 analises com amostras reais
de &guas residuais nas seguintes condi¢cbes: mesmo laboratério, mesmo analista,

mesmo método e mesmo equipamento, variando as datas e lotes de reagentes. Os

resultados estdo na tabela 32.

Meédia e Desvie Padrio de toda a populagio
Média = 1.5623
Desvio padrio = 0.0593

p=10
Valor critico a 1% = 2.482
Walor critico a 5% = 2.290

Meédia e Desvio Padrio apos teste de Grubbs
Meédia = 1.5623

Desvio padrio = 0.0595

Limite da repetibiidade (%) = 10.66
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Data N® Amostra| Matriz | Ensaio A | Enzaio B Wi Wi* X AX B-X
04/12/2018) 108581 AR 0.06 0.07 0.01 (.00 0.06 (.00 (.00
04122018 104171 AR 0.07 0.06 0.01 (.00 0.07 (.00 (.00
04122019 105414 AR 0.20 020 0.00 (.00 020 (.00 (.00
12:122018] 110971 AR, 0.56 0.58 0.03 (.00 0.57 001 0.01
121222019 112370 AR, 1.22 1.20 0.02 (.00 121 0.01 0.01
11:012019] 117776 AR, 0.34 0.36 0.02 (.00 0335 001 0.01
11:01,2019] 113718 AR, 0.78 0.81 0.02 (.00 079 001 0.01
23012019 1350 AR, 1.14 1.16 0.02 (.00 1.15 001 0.01
23012019 4440 AR, (.83 0.87 0.03 (.00 (.86 001 0.01
23012019 4833 AR, 0.05 0.05 0.00 (.00 0.035 (.00 (.00
23012019 4634 AR, 1.09 1.12 0.03 (.00 1.11 001 0.01
23012019 4838 AR, 0.24 0.23 0.01 (.00 023 (.00 (.00
23012019 49735 AR, 1.33 1.34 0.01 (.00 1.33 0.01 0.01
300012019 2057 AR, 147 1.59 0.12 0.01 1.53 0.06 0.06
300012019 2063 AR, 1.20 1.27 0.02 (.00 128 0.01 0.01
300012019 7382 AR, 0.74 0.75 0.01 (.00 0.74 (.00 (.00
300012019 2062 AR, (.94 0.95 0.01 (.00 094 (.00 (.00
15/03/2019 19262 AR, 0.31 0.32 0.01 (.00 032 (.00 (.00
15/03/2019 19245 AR, (0.0% 0.08 0.01 (.00 (.08 (.00 (.00
15/03/2019 19245 AR, (.23 0.26 0.03 (.00 024 001 0.01
15/03/2019 13833 AR, (.83 0.87 0.04 (.00 (.83 0.02 0.02
15/03/2019 MRC AR, 0.12 0.12 0.01 (.00 012 (.00 (.00
16/03/,2019 14366 AR, 049 (0.49 0.01 (.00 049 (.00 (.00
14:06/2019] 47459 AR, (.84 0.98 0.01 (.00 098 0.01 0.01
23072019 0239 AR, (.28 0.28 0.00 (.00 (.28 (.00 (.00
Populagio =23

Desvio padrio da precisio intermedia (51) = 0.02073522

-

Coeficients de variagio medio (Cvpi) =3.2715 %
Limite de precisio intermedia = 9.1602 %

Resultando em baixos desvio padrao da precisado intermédia (Si) 0.0207, coeficiente de
variagdo médio (Cvpi) 3.2715 % e limite de precisdo intermédia 9.1602 % ficando abaixo
dos 10%.

6.1.3 Gama de trabalho

Com medicdes executadas em condigdes de repetibilidade foram feitas 10 analises para
cada um dos padrdes de controle limites da gama de trabalho (PC de 0.05 mg P/L e PC
de 1.50 mg P/L) para através do Teste F de Fisher — Snedecor comparar a
homogeneidade das variancias e checar se a gama de trabalho esta bem ajustada ou

nao conforme tabela 33.
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Tabela 33: Avaliacdo da homogeneidade das variancias com o teste F.

Como o valor calculado é menor que o F tabelado (n1/n2), PGcal < Ftab, podemos

concluir que a gama de trabalho estd bem ajustada.

6.2 Fosforo LCK 350

6.2.1 Repetibilidade

Para a repetibilidade foram feitas 10 andlises repetidas com a mesma amostra
de agua residual sob as mesmas condi¢des (medicdes feitas no mesmo laboratério, pelo
mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, usando 0s mesmos tipos e lotes de

reagentes e no mesmo intervalo de tempo), de acordo com o método PAFQ.966

conforme tabela 34.

Data Padrio menor | Padrio maior
(0.05 mgP/) | (1.50 mgP/T)

30/07/2019 0.053 1.516 PC 0.05mg P/L|PC 1.50 mg P/L
30/07/2019 0.052 1.539 Média 00518 1.5320
31/07/2019 0.050 1.515 WVariancia 0.000003 0.000164
01/08/2019 0.052 1.547 Desvio padrio 00018 0.0128
02/08/2019 0.052 1.547 Varidncia relativa (%4) 0.0063 0.0107
03/08/2019 0.055 1.545 Desvio padrio relativo (%) 35010 0.8348
04/08/2019 0.050 1.527
05/08/2019 0.054 1.521 PGeal 1.6815
06/08/2019 0.050 1.539 Ftab 318
07/08/2019 0.050 1.524

Tabela 34: Estudo da repetibilidade com uso de amostra de agua residual repetida 10 vezes.

Numero Resultados

de Data (mg PL)
Medicdes -

1 29/03/2019 811

2 29/03/2019 817

3 29/03/2019 3.99

4 29/03/2019 S.09

5 29/03/2019 3.99

] 29/03/2019 S.09

7 29/03/2019 8.99

8 29/03/2019 817

9 29/03/2019 925

10 29/03/2019 811

Meédia = 2.096 mg P/L
Desvio padrio da repetibilidade = 0.0875
CWVr=02%615"%

Limite da repetibilidade = 269

2%
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O desvio padrao da repetibilidade ficou em 0.0875 mostrando que os dados estdo pouco
dispersos, o limite da repetibilidade foi de 2.69% e 0 seu coeficiente de variacéo foi
0,9615%, apresentando uma boa repetibilidade para essa andlise uma vez que o CVr é

bem abaixo de 10%.

Esses resultados foram submetidos ao Teste de Grubbs para identificar, e

posteriormente eliminar, possiveis “outliers” conforme tabelas 35.

Tabela 35: Teste de Grubbs da andlise de amostra de agua residual em condic¢oes de repetibilidade.

Nimero
de Data Result:lados Gp Classificacio
Medicdes (mg/T)
1 03/01/2018 9.11 0.16 Aceitavel Meédia e Desvio Padrio de toda a populagio
2 03/01/201% 917 0.85 Aceitdvel Meédia = 2.096
3 10/01/2019 §.99 1.21 Aceitivel Desvio padrdo = 0.0875
4 22/01/201% 9.09 0.07 Aceitivel
5 28/01/2019 8.99 1.21 Aceitavel p=10
6 15/03/2019 9.09 0.07 Aceitavel Valor critico a 1% =2 482
7 15/03/2019 899 121 Aceitavel Valor critico a 5% =2.290
g 18/03/2019 9.17 0.835 Aceitavel
9 18/03/201% 9.25 1.76 Aceitavel Meédia e Desvio Padrio apos teste de Grubbs
10 22/03/201% 9.11 0.16 Aceitdvel Meédia = 9.096

Desvio padrido = 0.0875
Limite da repetibilidade (%o} = 2.6922

Os valores absolutos de Gp foram menores que o valor critico tabelado para 5 % (e
também para 1%) em todas as medicdes, sendo aceito como correto e excluindo a

possibilidade de existir algum “outlier”.

6.2.2 Precisao Intermédia

Ensaio com replicados

Na avaliag&o da precisdo intermédia foram feitas 23 analises com amostras reais
de &guas residuais nas seguintes condigbes: mesmo laboratorio, mesmo analista,
mesmo método e mesmo equipamento, variando as datas e lotes de reagentes. Os

resultados estdo na tabela 36.
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Data N® Amostra | Matriz | Ensaio A | Ensaio B Wi Wi X AX B-X
05/12/2018 106342 AR 8.33 837 0.04 0.00 8.33 0.02 0.02
05/12/2018 102340 AR 1.78 6.96 (.82 0.67 1.37 041 041
05/12/2018 102341 AR 7.8% 741 048 023 7.63 024 024
10/01/2019 1538 AR 683 678 0.08 001 6.82 0.04 004
10/01/2019 1559 AR 210 198 0.12 001 204 0.06 006
10/01/2019 1391 AR 6.33 6.16 0.19 0.04 623 0.10 010
10/01/2019 117771 AR 438 4.07 031 0.10 423 015 015
10/01/2019 117773 AR 222 214 0.08 001 218 0.04 004
10/01/2019 112212 AR 728 170 042 018 749 021 021
10/01/2019 112370 AR 3.57 3.53 0.04 0.00 335 0.02 002
10/01/2019 113713 AR 477 446 031 0.10 461 015 015
10/01/2019 117447 AR 790 7.51 0.39 015 1.7 0.19 019
10/01/2019 1130835 AR 1257 1335 0.77 060 12 96 039 .39
30/01/2019 7032 AR 133 130 025 0.06 743 0.13 013
30/012019 3062 AR 977 10.11 034 012 004 0.17 0.17
30/012019 3063 AR 221 233 0.32 0.10 237 0.16 0.16
30/01°2019 3064 AR 8035 876 019 004 883 010 010
15/03/2019 19134 AR 063 857 0.06 0.00 @60 0.03 0.03
15/03/2019 190938 AR 7.30 795 0.15 0.02 7.88 0.08 0.08
15/03/2019 17106 AR 6.96 6.84 0.12 0.01 6.90 0.06 0.06
15/05/2019 17068 AR 1581 1620 .39 013 16.01 019 020
15/03/2019 15328 AR 14 .64 1638 174 303 1551 .87 0.87
15/03/2019 14370 AR 13.12 13.75 0.63 040 1544 .32 0.32

Populagio =23

Desvio padrio da precisdo intermédia (51) = 0.3614

Coeficiente de vanagio médio (Cvpi) = 4.3923%
Limite de precisdo mtermedia = 12.8589%

Resultando em baixos desvio padrao da precisado intermédia (Si) 0.3616, coeficiente de
variagdo medio (Cvpi) 4.5925 % e limite de precisdo intermédia 12.8589 %, acima dos

10% mas aceitavel.

6.2.3 Gama de trabalho

Com medigbes executadas em condicdes de repetibilidade foram feitas 10
analises para cada um dos padrbes de controle limites da gama de trabalho (PC de 2
mg P/L e PC de 20 mg P/L) para através do Teste F de Fisher — Snedecor comparar a

homogeneidade das variancias e checar se a gama de trabalho esta bem ajustada ou

nao conforme tabela 37.
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Tabela 37: Estudo da homogeneidade das variancias com uso do teste F.
Padrio menor | Padrio maior
Data
(2mgPT | (20 mgP)
08/01/2019 1.517 16.559 PC1mg NL)|PC lo mg NL)
08/01/2019 1506 16.976 Média 1 4067 172325
08/01/2019 1.335 17.900 Variincia 0.008332 0.146223
08/01/2019 1.410 17.307 Desvio padrio 0.0913 03824
08/01/2019 1.431 17.596 Variancia relativa (%) 0.5923 08485
08/01/2019 1.228 17.200 Desvio padrio relative (%a) 0.4889 22190
08/01/2019 1.346 17.265
08/01/2019 1506 17.265 PGceal 14326
08/01/2019 1.367 16.820 Fiab 318
08/01/2019 1.421 17.425
Como o valor calculado é menor que o F tabelado (n1/n2), PGcal < Ftab, podemos
concluir que a gama de trabalho estd bem ajustada.
6.3 Validacdo do Método
Os resultados das analises do Fésforo LCK 349 e 350 foram processados em
conjunto visando a validacdo do método de determinacéo do Fosforo Total.
6.3.1 Repetibilidade
Para testar repetibilidade do método 10 amostras de aguas residuais, analisadas
previamente nas 3 gamas de trabalho, foram submetidas ao teste C de Cochran, como
mostra a tabela 38.
Tabela 38: Célculo da repetibilidade do método, com avaliagdo usando o teste C de Cochran.
Teste da Repetibilidade
Grupo Matriz . - . . . ) - . ) i ol Desvio Desrfo Limite da I_l'.mlit? ‘.h
Ensaio 1 |Ensaio 2 |Ensaio 3 (Ensaio 4 |Ensaio 5 (Ensaio 6 |Ensaio 7 Ensaio 8 |Ensaio 9 (Ensaio 10) Média | Variincia Padrio Padr:lw Repetibilidade Repeﬂblllldﬂd
Relativo e Relativo
. 158 | 1358 | 144 [ 157 | 159 | 149 | 155 | 158 | 163 | 163 [156] 00035 | 00595 | 3.8064 | 0.1665 10.658
Aguas R‘*?E“S, 911 | 917 | 899 | 909 | 899 | 909 | 899 | 917 | 925 | 911 |si0| 00076 | 00875 | 09615 0.2449 26922
~ - Maior Varifincia: 0.008 | Walor critico
Teste C[— m?;t[‘LZES - tabelado - C | 0.801 Avaliaciio: Ccalc < Ctab5% Conclusio: Valor aceito
de I C de Cochran 0.684 (5%):
Cochran N*® ensaios (calculado):
10 Valor do limite da repetibilidade (média dos resultados dos limites da repetibilidade): 0.2056
Valor limite da repetibilidade relativa (média dos resultados dos limites de repetebilidade relativa): 6.6751
Coeficiente de variacio médio relativo (média dos resultados dos desvios padrées relativos): 2.3839

No teste C de Cochran o resultado C calculado ficou em 0.684 que € menor que

o valor critico tabelado para 5% de 0.6167, tendo seu valor aceito e resultando em um

limite de repetibilidade de 0.2056 que foi minorado para 0.2 mg/L, limite de repetibilidade
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relativo majorado para 7% e um coeficiente de variacdo médio relativo minorado para
2%.

Posteriormente os valores limites desses mesmos ensaios foram submetidos ao
teste de Grubbs, onde os resultados foram comparados ao valor tabelado de 1% para

avaliar a existéncia de “outliers”, conforme tabela 39.

Tabela 39: Avaliacéo pelo teste de Grubbs para detectar possiveis outliers.

Teste de Grubbs

. . Test Test

Matriz .| Valor critico| Valor |Gp Valor SEAY Valor Gp Valor =Sie 0
Populacio _ .. .. valor . . valor

1% mintme | mingmo . MAaxmo | maxtno .
mintne MAXIMo
;—:‘Lguas 10 2482 1.44 2.09  |Aceitavel 1.63 1.206 |Aceitavel
Residuais 10 2482 8.99 1.212 | Aceitavel 9.25 1.761 |Aceitavel

Todos os resultados foram confrontados com o valor critico a 1% e resultaram em

valores abaixo do tabelado, dessa forma os resultados ficaram dentro do aceitavel.

6.3.2 Precisao Intermédia

No calculo da preciséo intermédia para o método foram utilizados os resultados
dos ensaios de aguas residuais em duplicados das 2 gamas (25 ensaios para o LCK
349 e 23 para o LCK 250), obtendo-se 0s seguintes resultados conforme tabela 40.
Para fins de validacdo do método € usada a precisdo intermédia associada ao ensaio
com as amostras em duplicado ao invés da precisdo do ensaio com os padrées limites
da gama de trabalho, isso é devido a maior representatividade (ao longo da gama) que
as amostras reais tém em relacdo aos padrdes, além de que sdo amostras reais de
aguas residuais que mostram na pratica a devida eficiéncia do método e néo padrbes

“fabricados”.

Tabela 40: Resultados da preciséo intermédia do método.

Garma Limite de precisdo Coeficiente de variacio
intermédia relativo (%a) médio relativo (%a)
LCK 349 9.16 3.27
LCK 350 12 85 459
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6.3.3 Veracidade

A veracidade para o fosforo total foi demonstrada pelos ensaios de comparacao
interlaboratorial (BIPEA Waste Water) efetuados com 2 amostras de aguas residuais,

os resultados estao expressos na tabela 41.

Tabela 41: Resultados dos testes interlaboratoriais avaliando a veracidade das analises.

. Valor Valor Limite | Limite Avaliacio da
Matriz medido certificado | inferior | superior veracidade
BIPEA Waste Water 0.64 0.62 0.46 0.78 oK
BIPEA Waste Water 717 7.24 6.32 8.16 OK

Ambos os testes com as duas amostras ficaram dentro do intervalo de aceitagéo,

atestando a veracidade dos resultados

6.3.4 Gama de Trabalho, Limite de Deteccao e Quantificacéo

As gamas de trabalho e os limites de deteccdo e quantificacdo foram
determinados pelo fabricante HACH, em conformidade com a ISO 8466-2:2001 e a DIN
38402 A51 como podem ser observados nos certificados de qualidade no anexo lll,

esses dados podem ser conferidos na tabela 42 abaixo.

Tabela 42: Valores definidos das Gamas de Trabalho e Limites de Deteccéo e Quantificacdo dos métodos.

) Gama de Limite de Limite de )
Kit - . |Unidades
trabalho Detecgao Quantificagao
LCK 349 0.05-1.5 0.007 0.02 mg P/L
LCK 350 2.0-20 0.052 0.156 mg P/L

6.3.5 Incerteza

6.3.5.1 Célculo com Recuperacdes

Como visto nas ndo conformidades detectadas, o calculo da incerteza para a
validacdo do método foi realizado com o recurso dos ensaios de recuperacao, ao invés
do estudo da incerteza associada aos ensaios dos MRCs, juntamente com a incerteza
da precisao (obtida nos ensaios de precisdo intermédia com duplicados), conforme a

tabela 43 abaixo.
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Tabela 43: Resultados da incerteza expandida relativa calculados para os métodos.

Incerteza

Valor medido (Incerteza associada Desvio padrio Incerteza Incerteza . .
Gama ) o L. . N . expandida relativa
(mg/T) i exatidio precisio intermédia | combinada | expandida (%)
0.05 - 1.50 mg/l (LCK. 349) 0.284 0.176 0.021 0.054 0.108 38.182
2.0-20.0 mg/l (LCK 350) 4.471 0.093 0.362 0.550 1.099 24.589

Gerando incertezas de 38% e 25% para as gamas 0.05 — 1.5 mg/l e 2.0 — 20.0 mg/I
respectivamente. Esse método gera incertezas maiores que o célculo executado com o
uso dos MRC devido a maior manipulacdo dos ensaios, no sentido pratico de mais
etapas, de maior contato do analista com a preparagdo das amostras, que

consequentemente aumentam as “oportunidades” de incremento da incerteza.
7 Conclusoes

O objetivo do trabalho foi realizar a validagdo de métodos fotométricos em cuvete
para uso em analises de rotina no ambito das aguas residuais no laboratério de
ambiente da Silliker Portugal, S.A. seguindo os impressos de validagdo de métodos da
empresa (VM.078 e VM.079). Para isso foram usados kits de analise da Hach Lange
(azoto total LCK 138, 238 e 338 e fosforo total LCK 349 e 350) em conjunto com outros
equipamentos, espectrofotbmetro HACH DR 1900 VIS e termorreator HACH HT 200 S.

A primeira vantagem observada nessa metodologia € em relacdo a impactos
ambientais, principalmente no que tange a geracdo de residuos quimicos, ja que o
método prima pelo uso de pequenas quantidades de reagentes em pequenos cuvetes
de vidro. Além disso o laboratério Hach Lange oferece um servico de coleta e
armazenamento dos materiais envolvidos na andlise (reagentes e cuvetes) para
proporcionar a destinacao correta desses residuos. No entanto a Silliker optou por fazer

a sua propria recolha e armazenamento e ndo aderiu a esse servi¢co da Hach Lange.

Esse método tem outra vantagem quando se trata de rapidez e praticidade de
aplicacdo e andlise, os kits vém com um tutorial bastante facil e intuitivo de usar, ndo
deixando duvidas sobre como deve ser realizado o processo de analise desde a mistura
dos reagentes com as amostras até a leitura no espectrofotbmetro no final. Também
vale ressaltar que o método demonstrou-se bastante seguro de ser utilizado, com baixo

risco de acidente decorrente do seu manuseio.

Como ja referido anteriormente, esse trabalho visou validar métodos fotométricos
em cuvete para andlises em aguas residuais de azoto total em 3 gamas (LCK 138 de
1.0 mgN/lI — 16.0 mgN/I, LCK 238 de 5.0 mgN/l — 40.0 mgN/I e LCK 338 de 20.0 mgN/I —
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100.0 mgN/l) e 2 gamas de fésforo total (LCK 349 de 0.05 mgP/l — 1.5 mgP/l e LCK 350
de 2.0 mgP/l — 20.0 mgP/I).

No caso da validacéo para as gamas do azoto total foram realizados estudos de
repetibilidade com 10 analises repetidas de amostras de aguas residuais, que pelo
histérico da empresa estariam enquadradas nos intervalos corretos das gamas de
trabalho, onde foram verificados limites de repetibilidade relativo individuais aceitaveis,
valores abaixo dos 10%, e limite de repetibilidade relativo combinado de 7%, com um
com coeficiente de variagdo médio relativo também baixo, 2%, atestando para a baixa
dispersao dessas andlises realizadas em condi¢fes de repetibilidade. Os resultados das
andlises dessas amostras foram submetidos ao teste de Grubbs para identificacdo de
possiveis outliers e nenhum valor aberrante foi constatado (para 1% e 5%).

Com o seguimento das analises foram realizados estudos da preciséo intermédia,
tanto com o uso dos padrdes extremos de cada uma das gamas quanto com amostras
reais de aguas residuais. Para a validacao final o ultimo caso foi o escolhido ja que
demonstra maior representatividade ao longo da gama, foram 22 amostras estudadas
em duplicado para o azoto LCK 138, 20 também em duplicado para o LCK 238 e 24
para o LCK 338. Os resultados do limite da preciséo intermédia relativo para cada uma
das gamas foram de 7.6% para LCK 138, 8.7% para LCK 238 e 8.0% para LCK 338 e
os coeficientes de variagdo meédio reativo de 2.7%, 3.1% e 2.8%, respectivamente. Bons
valores, levando em conta que ficaram pouco acima dos encontrados para a

repetibilidade e foram estudados em condi¢fes de preciséo intermédia.

A veracidade do estudo foi posta a prova nos ensaios de comparacao
interlaboratorial que a Silliker participa pelo BIPEA Waste Water e que foram aprovados

dentro do intervalo de aceitacao.

A gama de trabalho e os limites de deteccéo e quantificagcdo, como ja mencionados
em capitulos anteriores, sdo pré-definidas de fabrica de acordo com cada lote de kit e o
estudo dos limites de deteccéo e quantificacéo de cada gama encontra-se no anexo lll.
Ainda assim foram realizados estudos da homogeneidade das variancias para verificar
0 ajuste das gamas de trabalho, recorrendo-se ao teste F de Fisher — Snedecor, e nos
3 casos os PG calculados ficaram abaixo do valor critico tabelado, demonstrando o bom

ajuste das gamas de trabalho.

Com o uso de MRCs enquadrados em cada gama foram realizados estudos da
exatiddo com os recursos dos testes de erro relativo (Er), teste T e Z-score. Obtendo-

se Er abaixo de 0.7% para os 3 casos, Z-scores bem abaixo de 2 e T calculados
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menores que T tabelados, demonstrando a boa exatiddo do método quando posto em

comparacéo com MRCs.

Inicialmente o célculo da incerteza associada ao método também foi realizado com
0 uso de andlises de MRCs, para a componente sistematica, porém uma auditoria do
IPAC detectou uma ndo conformidade em relacéo a essa forma de calcular a incerteza
e o calculo final teve que ser feito com 0 uso de ensaios de recuperacdo para a
componente sistematica (a nova verséo da ISO/IEC 17025:2018 nédo aceita calculo da
incerteza com o uso de MRCs de entidades ndo acreditadas, caso dos MRCs do
laborat6rio Merck usados nas analises). Dessa forma as incertezas associadas a cada
gama acabaram ficando em 17% para LCK 138, 22% para LCK 238 e 13% para LCK
338, resultados relativamente maiores que a incerteza feita a partir dos MRCs, que tinha
ficado com uma incerteza expandida relativa de 10%, que s&o justificados pela maior
relacdo analista/andlise durante ensaios de recuperacao.

Na validagéo para as gamas do fésforo total também foram realizados estudos de
repetibilidade com 10 andlises repetidas de amostras de aguas residuais, que pelo
histérico da empresa estariam enquadradas nos intervalos corretos das gamas de
trabalho, onde foram verificados limites de repetibilidade relativo individuais aceitaveis,
10% para o0 LCK 349 e 3% para 0 LCK 350, e limite de repetibilidade relativo combinado
de 7%, com um com coeficiente de variagdo meédio relativo também baixo, 2%,
atestando para a baixa dispersdo dessas andlises realizadas em condi¢cdes de
repetibilidade. Os resultados das analises dessas amostras foram submetidos ao teste
de Grubbs para identificagdo de possiveis outliers e nenhum valor aberrante foi

constatado (para 1% e 5%).

No decorrer das analises foram realizados estudos da precisdo intermédia com
ensaios duplicados de amostras reais de aguas residuais, foram 17 amostras estudadas
fosforo LCK 349 e 18 para o LCK 350. Os resultados do limite da precisdo intermédia
relativo para cada uma das gamas foram de 5.7 % para LCK 349 e 9.8 % para LCK 350
e os coeficientes de variacdo médio reativo de 2.0% e 3.5% respectivamente. Bons
valores, abaixo de 10%, demonstrando a baixa dispersao dos valores em condicdes de

precisao intermédia.

A veracidade do estudo foi posta a prova nos ensaios de comparacao
interlaboratorial que a Silliker participa pelo BIPEA Waste Water e que foram aprovados

dentro do intervalo de aceitagao.
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A gama de trabalho e os limites de deteccéo e quantificacdo, como ja mencionados
em capitulos anteriores, sao pré-definidas de fabrica de acordo com cada lote de kit e o
estudo dos limites de deteccéao e quantificacdo de cada gama encontra-se no anexo lll.
Ainda assim foram realizados estudos da homogeneidade das variancias para verificar
0 ajuste das gamas de trabalho, recorrendo-se ao teste F de Fisher — Snedecor, e nos
2 casos o0s PG calculados ficaram abaixo do valor critico tabelado, demonstrando o bom

ajuste das gamas de trabalho.

J& a par das nao conformidades detectadas pelo IPAC em relacdo ao calculo da
incerteza através dos MRCs, o estudo para o fosforo total foi realizado diretamente com
0 uso de ensaios de recuperacédo, chegando a incertezas expandidas relativas de 38%
pra o LCK 349 e 25% para o LCK 350. Esses resultados refletiram diretamente a
dificuldade que foi a validagéo do fésforo por esse método, ja que ao longo dos trabalhos
as medigcbes mostraram-se bastante instaveis, onde foram necessérias algumas

tentativas até o correto enquadramento do método.

Outra ndo conformidade que foi tratada ficou a cargo dos ensaios dos brancos, pois
o IPAC constatou que os critérios de aceitagdo dos mesmos eram superiores aos
valores das Abs dos padrbes dos limites de quantificagdo dos métodos. A principio
pensou-se que a agua desionizada usada nas analises poderia ser a responsavel pela
discrepéancia, porém com a realizacdo de testes comparativos entre Abs de branco dos
reagentes, Abs certificada no lote e Abs dos brancos com agua desionizada, ficou
constatado que os valores de Abs dos brancos com A&gua desionizada sao

caracteristicos dos préprios kits de analises.

No geral, os métodos mostraram resultados satisfatérios para a realizacdo da
validagdo e assim incluir esses tipos de analises nas atividades de rotina do laboratério

de ambiente da Silliker.
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9 Anexos

9.1 Anexo |

Certificados dos MRCs usados no processo de validacdo dos métodos.

Chargenzertifikat
Lot Certificate / Certificado del lote

Standardlosungen (CRM) fiir photometrische Anwendungen,
verdiinnt und gebrauchsfertig, riickfiihrbar auf SRM von NIST
Gesamtstickstoff Standard 2.50 mg/I N
Standard solutions (CRM) for photometric applications, diluted and
ready for use, traceable to SRM from NIST
Total nitrogen Standard 2.50 mg/I N
Las soluciones estandar (CRM) para aplicaciones fotométricas,
diluido y listo para usar, trazable a SRM de NIST

Nitrégeno total Patrén 2.50 mg/I N

zur Qualitatsprifung photometrischer Anwendungen / for quality check of photometric applications /
para comprobar la calidad de aplicaciones fotométricos

Art.Nr. / Cat.No./ Art. Nro.

Charge-Nr. / Lot no. / Lote nro.

Verwendbarkeit / Expiry date / Fecha de caducidad

Photometer / Photometer / Fotometro R

Priifer / Tester [ Verificador Fr. Brandner

Datum / Date / Fecha 2018/03/29

Datei / File / Fichero 1250430100_HC85762643_EN

Messergebnis / Erweiterte Messunsicherheit VB™ 95% /

Parameter / Result / Expanded uncertainty CI"* 95% /

Parameter / Resultado incertidumbre expandida IC™™ 95%

Parametro (Standard /Standard /Patrén) (Standard / Standard / Patron)
mg/l N mg/l N

Gesamtstickstoff /

Total nitrogen / 2.53 t0.06

Nitrogeno total

* VB = Vertrauensbereich; ** Cl = Confinence interval; *** IC = Intervalo de confianza

Merck KGaA

U'.
Qualitatskontrolle / Laborleiter / Head of Lab. /
Quality Control / Control de calidad Jefe de laboratorio
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Chargenzertifikat
Lot Certificate / Certificado del lote

Standardlosungen (CRM) fiir photometrische Anwendungen,
verdiinnt und gebrauchsfertig, rickfuhrbar auf SRM von NIST
Gesamtstickstoff Standard 100 mg/I N
Standard solutions (CRM) for photometric applications, diluted and
ready for use, traceable to SRM from NIST
Total nitrogen Standard 100 mg/I N
Las soluciones estandar (CRM) para aplicaciones fotométricas,
diluido y listo para usar, trazable a SRM de NIST

Nitrégeno total Patron 100 mg/I N

zur Qualitatsprafung photometrischer Anwendungen / for quality check of photometric applications /
para comprobar la calidad de aplicaciones fotométricos

Art.Nr. / Cat.No. / Art. Nro. 1.25045.0100
Charge-Nr. / Lot no. / Lote nro. HC87401845
Verwendbarkeit / Expiry date / Fecha de caducidad 2021/10/31

Photometer / Photometer / Fotometro

Referenz / Reference / Referencia

Prifer / Tester / Verificador

Fr. Brandner

Datum / Date / Fecha

2018/10/29

Datei/ File / Fichero

1250450100_HC87401845_EN

Messergebnis / Erweiterte Messunsicherheit VB™ 95% /
Parameter / Result/ Expanded uncertainty CI"™* 95% /
FParameter / Resultado incertidumbre expandida IC™™ 95%
Parametro (Standard /Standard /Patrén) (Standard / Standard / Patron)

mg/l N mg/l N

Gesamitstickstoff /
Total nitrogen / 100 *3
Nitrogeno total

*VB = Vertrauensbereich; ** Cl = Confinence interval; *** IC = Intervalo de confianza

Qualitatskontrolle /

Quality Control / Control de calidad

Merck KGaA

- S
== c(_fgf-x/__—v—-_.

Laborleiter / Head of Lab. /
Jefe de laboratorio
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Chargenzertifikat
_Lot Certificate / Certificado del lote

Standardlésungen (CRM) fir photometrische Anwendungen,
verdiinnt und gebrauchsfertig, riickfiihrbar auf SRM von NIST
Gesamtstickstoff Standard 12.0 mg/I N
Standard solutions (CRM) for photometric applications, diluted and
ready for use, traceable to SRM from NIST
Total nitrogen Standard 12.0 mg/I N
Las soluciones estandar (CRM) para aplicaciones fotométricas,
diluido y listo para usar, trazable a SRM de NIST

Nitrégeno total Patron 12.0 mg/I N

zur Qualitdtsprufung photometrischer Anwendungen / for quality check of photometric applications /
para comprobar la calidad de aplicaciones fotométricos

ArtNr./ Cat No. / Art. Nro. 1.25044.0100

Charge-Nr. / Lot no. / Lote nro. HC71681544

Verwendbarkeit / Expiry date / Fecha de caducidad 2020/01/31

Photometer / Photometer / Fotémetro Referenz / Reference / Referencia

Prifer / Tester / Verificador Hr. Maly

Datum / Date / Fecha 2017/01/05

Datei / File / Fichero 1250440100_HC71681544_EN

Messergebnis / Erweiterte Messunsicherheit VB™ 95% /

Parameter / Result/ Expanded uncertainty CI"™* 95% /

FParameter / Resultado incertidumbre expandida IC™™ 95%

Parametro (Standard /Standard /Patrén) (Standard / Standard / Patrén)
mg/l N mg/l N

Gesamtstickstoff /

Total nitrogen / 121 0.3

Nitrogeno total

*VB = Vertrauensbereich; ** Cl = Confinence interval; ** IC = Intervalo de confianza

Merck KGaA
1

[ 4
W a

[/
v

Qualitatskontrolle / Labarleiter / Head of Lab_ /

Quality Control / Control de calidad Jefe de laboratorio
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9.2 Anexo Il

Certificados de qualidade dos lotes dos kits usados na validacdo do método.

Cuality certificate

Technical data for Validation of

LCK238; LatoN (TNb)

(5.0 - 40.0 mg/L N)

CQuality certificate
Rev. 15-May-2018

Technical data for cuvette test LCKZ38

Sensitivity 0.0204 Abs imgL
Ordinate intercept 0.145 Abs.
Residual standard deviation D.0072 Abs.
Method variation coefficient 1.76%

Method standard deviation 0.38 mglL
Confidence interval [85%) 0.94 mglL
Comelation coefficient 1) D.9225

Technical data in conformity with DIN 32845

Detection limit 0.54 mgiL

Quanttation Emit 1.83 mgL

Relatrve analytical pracision

el fxjred in %
o

mglL Thi

The technical data for cuvette test
LCK2Z3E were determined in conformity
with 150 B466-2 and DIM 38402 AS1
.Calibration of analysis methods™.

The series of the smallest and largest
calibration standards exhibit nommal
distribution and are outfier- and trend-
fres.

The calibration gives a linear function.

The detection and the guantitation limits
were determined in conformity with DIN

32645
Result Confidence interval
(B5%)

8 mglL +1.00 mgL
16 mgiL +0.95 mgL
24 mglL = 0.94 mglL
32 mgiL *+0.97 mglL
40 magiL *1.03 mglL

HACH LANGE GmbH
Product Management

st
1 e
G, R0

Dr. Raff Kloos

HACH LANGE GmbH
Wiistgersirae 11
D-£0549 DasseidorT

Tl +43 (IZ11-52 B8-320
Fax+432 {0)211-52 88-210
Info-=xponi§hach.com

www _hach.oom

LacH)
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Quality certificate

Technical data for Validation of
LCK338; LatoN (TMb)

(20 - 100 mg/L N)

Quality certificate
Rev. 17-May-2018

Technical data for cuvette test | CK338

Serstvey 0061 A . T e
Ordinate intercept 0147 Abs. with IS0 B466-2 and DIM 28402 AS1
Residual standard deviation 0.004% Abs. -Calibration of analysis methods".
Method variation coafficiant 1.08% The series of the smallest and largest
Method standard dewiation 0.80 mglL calibration standards exhibit normal
Confidence interval (25%) 145 mglL ::fb”“"" and are outfier- and trend-
Comelation coefficient {r®) 0.98a7 The calibration gives a linear function.

Technical data in conformity with DIN 32645

The detection and the gquantitation limits

Detection limit 0.85 mglL werne determined in conformity with DIN
Cuantitation lmit 1.95mglL 52545
Relative analytical precision Result Cmmﬂ%;?’“'
18
20 mgiL T 1.5mglL
12 40 mgiL *1.5mglL
60 mgiL 14 mgl
: 80 mgil *15mglL
s 100 mg'L 1.8 mgl
T

HACH LANGE GmbH
o+ t t t t t t t t t i Product Management

Ll o

y B R
N .JL-U:.:, !
Dr. Raff Kloos

HACH LANGE GmbH
WilssAmerstrane 11
[C-4£0543 Dlsseidor

i +43 | 0)211-52 B8-320
Faw+43 {0)211-52 82-210

Info-=xportifhach.oom
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Quality certificate

Technical data for Validation of

LCK138; LatoN (TNb)

(1.0- 16.0 mg/L N)

Quality certificate
Rev. 15-May-2018

Technical data for cuvette test LCK 138

Sensitivity 0.0507 Abs. fmgiL
Ordinate intercept 0.150 Abs.
Residual standard deviation 0.0048 Abs.
Method variation coefficient 1.08 %

Method standand deviation 0.025 mgiL
Confidence interval {25%) 0.228 mgiL
Comelation coefficient (r2) 0.9¢08

Technical data in conformity with DIN 32845

Detection limit

0.116 mgiL

Guantitation lmit

0.350 mgiL

el dxjrulin %

Relative analytical precision

meL Tl

14

The technical data for

LCK138 were determined in conformity
with IS0 8466-2 and DIM 38402 AS1

cuvette test

.Calibration of analysis methods™.

The series of the smallest and largest
calibration standards exhibit normal
distribution and are outlier- and trend-

free.
The calibration gives a linear function.

The detection and the quantitation limits
were determined in conformity with DIN

32645,

Result Confidence interval
(85%)
32mglL *0.25mglL
6.4 mgiL 023 mglL
9.6 mglL *0.23mglL
12.8 mgiL *0.24 mglL
18.0 mgiL +0.25mglL

HACH LANGE GmbH
Product Management

I

D EEAT I
2, Um0

Dr. Ralf Kloos

HACH LAMNGE SmbH
WhissiZmersirae 11
D-£0589 Ddesseidor?
Ted+43 (0iZ11-52 88-320
Faor+43 {0)Z11-52 88-210

Info-exporihach.com

www hach.oom

LiacH)

B Fight™
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Quality certificate

Technical data for Validation
of LCK350 (2-20 mg/l Ptot,
Total Phosphor)

Quality certificate

Technical data for cuvette test LCK3S0
(Results as PO-F)

Sensitivity 0.049 Abs . mgi)
Cirdinate intersact 0. 107 Abs.
Residual standard dewviation 0.0045 Abs.
Method vanation coefficient 083 %
Method standard deviation 0.091mgh
Confidence interval (25%) +0.221 mgd

Technical data i formity with DIN 30845

Detection limit 0052 mgyl

Quantitation lmit 0156 mgyl

Relative analytical precision
124

a1

o | x]red in %
in

& LANGE &

WHITED FOR WATER QUALITY

The technical data for cuvette test
LCKA50 were determined in conformity
with 150 B488-1 and DIN 38402 AS1
[LCalbration of analysis methods®.

The seres of the smalest and largest
calibration standards exhibit nommal
distribution and are outfier- and trend-
frese

The calibration gives a linear function.

The detection and the guantiation limits
were determaned in conformity with DIN
32645,

Result Confidence inkznial
(B5%)
4.0 mgi % 10.235 mg
8.0 mgi 0.224 mgl
12.0 mgi £ 0.221 mgl
16.0 mgi * 0228 mgl
20.0 mgi * 0245 mg

HACH LANGE GmbH
Guality Management

Dr. Ralf Kloos

HACH LANGE GmbH
‘WillsAtersrage 11

D409 Diszeidort

Tel+4% ([@)211-52 B8-320
Fax+43 (0)211-52 BE-143
Hundensarviceifhach-ange.de
WhEnw Fach-ange de
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Qluality certificate

Technical data for Validation
of LCK349 (0.05-1.5 mg/l
Ptot, Total Phosphor)

Quality certificate

Technical data for cuvetie test LCK349
(Results as PO.-F)

Senstivity 0.805 Abs. f{mgi)
Ordinate intersect 0.110 Abs
Residual standard deviation 0.0025 Abs.
Method vanation cosfficient 059 %
Method standard dewiation 0.004mg
Confidence interval (25%) +0.010 mg

Technical data | formity with DIN 32645

Detection limit 0,007 mgi

Quanttation Emit 0.020 mgyl

Relative analytical precision

e | x)red in %
o

o020 030 0,e0 030 120
mgl PO,

D LANGE &

UNITED FOR WATER QUALITY

The technical data for cuvette test
LCK348 were determined in confiormity
with 150 B488-1 and DIN 38402 AS1
Calibration of analysis methods".

The series of the smallest and largest
calibration standards exhibit normal
distribution and are outier- and trend-
free.

The calibration gives a linear functon.

The detection and the guantitaton limits
were determined in conformity with DIN
32645

Result Confidence interval
(B5%)

0.2 mg *10.0102 mgi

0.6 mgi = 10.00%2 mgi

0.2 mgi = 0.00%2 mgi

1.2 mgi *+10.0104 mgi

1.5 mgi +10.0112 mgi

HACH LANGE GmbH
Guality Management

—

(¢ Dy

LS

Dr. Ralf Kloos

HACH LANGE GmbH
Wilstatterstraie 11

D-40545 Dilsseldor!

Tel+4% (M211-52 88-320
Fax+49 (0)211-52 BE-1432
Hundenserviceffhach-iange de
wanw Fesch-anpe de
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9.3 Anexo Il

Anexos XVIII e XXII, respectivamente, do Decreto-Lei n° 236/98.

ANEXO XVIII

Valores limite de emissao (VLE) na descarga de aguas residuais

Parametrns Expressao dos resultados VLE ()
2 L Escala de Sorensen 6.0-9.0 (%)
Temperatura (0) ... “C Aumento de 3°C ()
CBO;, 2000 (20) (D) oo s mg/1 (3, 40
L0 mg/1 (3, 150
ST ) mg/l 60
Alumindo . ... i mgl Al 10
Ferrototal ... ... i mg/l Fe 20
Manganéstotal . ... .. e mg/l Mn 20
L8 T — Mio detectavel na diluicio 1:20
L0 1 — Nao visivel na diluicio 1:20

mg/l Clz 0.5
mg/l Clz 1.0
FEnOIs . ... mg/l CpffsOH 0,5
Oleos e gorduras _ .. ... ... o mg/l 15
Sulfuretos .. ... mgl 5 10
Sulfitos i mg/l 505 10
Sulfatos ... i mg/l 50, 2000
10
Fasforototal . ... .. mg/1 P 4 {em dguas que alimentem lagoas

ou albufeiras)
0,5 {em lagoas ou albufeiras)

Azoto amoniacal ... mg/1 NH, 10
Azotototal ... i iiiaaaa mgl N 15
L - mg1 Nk 50
Aldeldos ..o i iiaaaa mg/l 10
Arséniototal .o mg/l As 10
Chumbototal ... oo e mg/l Fh 10

Cadmio total ... e mgl Cd 0,2
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ANEXO XXII

Metodos analiticos de referéncia para descarga de aguas residuais

Limite e | e | Exactidao
o Expressan deteccao ’ o . N .o
Parameins o resultados i 56 valor gn‘ll:ilﬁ-ll-cu Métodos analiticos de referéncia ()
[Ial"ﬁl‘ll.’"ll‘l'l:D paramétrico| P4 t
2 Escala 10 10 10 Electrometria.
de Sorensen
Cor (apds filtragdo simples) | mg/l, escala Ft-Co Método fotométrico, apds filtracio simples, com padries da
escala Pr-Co,
Solidos suspensos totais . . .. mg/l 10 10 10 Centrifugacao (tempo minimo de cinco minutos. Aceleracio
média de ZEDDng a 3200 g}, secagem a 105°C e pesagem.
Filtragao através de membrana filtrante de 0,45 um, secagem
a 105°C e pesagem.
Temperatura .. ........... “C 10 10 10 Termometria.
Condutividade ...... ... puSlem, 20°C 10 10 10 Electrometria.
Nitratos ................. mg/l Ny 10 10 10 Espectrometria de absorcio molecular.
Cromatografia idnica.
Electrodos especificos.
Nitritos .............o... mg/l Ny 10 10 10 Espectrometria de absorcio molecular.
Cromatografia idnica.
Fluoretos ................ mgl 10 10 10 Espectrometria de absorcio molecular.
Electrodos especificos.
Cromatografia ionica.
Cloro organico total extrai- mg/l C7
vel.
Substiincias tensoactivas (que | mg/l, sulfato de 10 10 10 Espectrometria de absorcao molecular.
reagem com o azul-de-me- | laurilo e sodio
tileno).
Fosforototal ............. mgl P 10 10 10 Espectrometria de absorcao molecular.
Fenois .................. mg/l CaflsOH 10 10 10 Espectrometria de absorcao molecular
Meétodo da 4-aminoantipirina
Meétodo da paranitranilina
Caréncia quimica de oxigé- mg/l (% 25 25 10 Método do dicromato de potassio.
nio (COQO).
Oxigénio dissolvido ....... % saturacio Método de Winkler
de (3 Método electroquimico
Caréncia bioquimica de oxi- mg/l 25 25 10 Determinagio de (7 dissolvido antes e apds cinco dias de incu
genio (CBOs, 20°C). bagio a 20°C  1°C ao abrigo da luz, com adicio de um ini
bidor da nitrificacio.
Azoto Kjeldahl (ndo inclui o mg/1 N 10 10 10 Mineralizacao, destilacio segundo o método Kjeldahl e deter
azoto de Nk e NO»). minagio do amdnio por espectrometria de absorcio mole
cular ou volumetria.
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