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RESUMO

No presente trabalho, pretendeu-se validar os métodos em cuvete “Hach Lange” para determina¢io da Caréncia
Quimica Oxigénio, Azoto Total e Fésforo Total em 4guas residuais e naturais. No processo de validagdo e
verificacio da sua adequabilidade 4 rotina de trabalho do Laboratério da Aguas do Mondego, foram avaliados os
parametros: especificidade e seletividade, gama de trabalho e linearidade, limite de quantificacio, precisdo,

exatiddo e incertezas.

A Caréncia Quimica de Oxigénio, o Azoto Total e o Fésforo Total sdo alguns dos parametros mais analisados,

em particular nas aguas residuais domésticas.

A decisio do AdMondego Lab, de validar e acreditar os métodos analiticos referidos, baseia-se na necessidade de
obter resultados fidveis no mais curto espaco de tempo, minimizando a mao-de-obra necessaria e os tiscos

humanos e ambientais.

Os resultados de validagido obtidos permitem concluir que os métodos em estudo cumprem os requisitos legais

com 10% precisao e 10% exatidao produzindo resultados equivalentes aos obtidos pelos métodos de referéncia.
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ABSTRACT

In this study, we want to validate Hach Lange cuvette test methods in order to determine Chemical Oxygen
Demand, Total Nitrogen and Total Phosphorus in wastewater and natural waters. In the process of validation
and verification of their suitability to work routine of the Laboratério da Aguas do Mondego, were evaluated
several parameters like specificity and selectivity, the working range and linearity, quantification limit, precision,

accuracy and uncertainties.

Chemical Oxygen Demand, Total Nitrogen and Total Phosphorus are some of the parameters frequently

analyzed, particularly in domestic wastewater.

The decision of AdMondego Lab in validate and accreditation of these analytical methods is based on the need
to obtain reliable results in the shortest possible time, reducing the working hours required and the human and

environmental risks.

Validation of the results obtained showed that those methods under consideration meet the legal requirements of

10% precision and 10% accuracy and give equivalent results to those obtained by reference methods.
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1 INTRODUCAO

11  Enquadramento

“A 4gua é um bem essencial e precioso que realiza um ciclo natural entre o solo e a atmosfera, sendo um dos
elementos predominantes na composicdo humana e vegetal. Sem 4gua nio ha vida nem qualidade de vida, por
isso, esta carta estabelece as devidas precaugOes necessarias a preservacdo da sua qualidade, origem e
conservacdo, evitando a polui¢do do ecossistema. Esse patriménio comum deve ser inventariado e protegido
pelas autoridades de cada Estado, que devem estabelecer uma gestio racional desse recurso. A protecio da
qualidade da 4gua e a sua poupanga é um dever civico para cada cidadio do Mundo, a fim de preservar a vida e a

sobrevivéncia de geragoes futuras.” [l

O crescimento demografico, o desenvolvimento urbanistico, a explosdo do sector industrial e descarga direta de
efluentes domésticos, industriais e agropecudrios nio sujeitos a tratamento, tém tornado os recursos hidricos
cada vez mais escassos e degradados, despoletando a necessidade de desenvolver infraestruturas de saneamento
basico, principalmente no que diz respeito a sistemas de abastecimento de 4gua e de drenagem e tratamento de

aguas residuais, no sentido de controlar a degradacio das aguas superficiais e subterraneas.

Embora de um modo geral, os meios hidricos sejam capazes de, por si sé, eliminar determinadas cargas
poluentes, o que lhes permite recuperar de situacdes adversas, a introducdo de pesadas cargas organicas e/ou
contaminantes sem tratamento adequado, coloca muitas vezes em causa a capacidade regeneradora dos
ecossistemas.

A autodepuragio torna-se particularmente importante na degradacdo da matéria organica e na diluicio de
compostos toxicos, permitindo a0 meio hidrico retornar total ou parcialmente as suas condi¢des iniciais. Porém,
na maior parte dos casos, a capacidade de autodepuracdo de um dado ecossistema, é ultrapassada, havendo
acumulacio de poluentes nio biodegradaveis e de carga organica em excesso, determinando a degradacio total

do meio.

As descargas ndo controladas de dguas residuais apresentam-se como situagOes particularmente inconvenientes,
dado que, para além de causarem impactos significativos no meio recetor, podem também causar varios

inconvenientes, quer ao nivel da saide publica, quer de catiz socioecondémicos.

A preocupagdo com a degradagdo e consequente escassez dos recursos hidricos, deixou de ser apenas uma

bandeira de luta de ambientalistas fervorosos, sendo um efetivo problema de satde puiblica.

A compatibiliza¢do das atividades humanas com a necessidade de preservacdo dos recursos hidricos, é um
processo complexo, constituindo pois uma matéria que carece de analise e planeamento numa perspetiva

integrada, tendo em consideragdo horizontes de curto, médio e longo prazo.

Pagina 8 de 87



FCTUC — Departamento Quimica

Uma gestdo correta dos recursos hidricos pressupde uma adequada politica de planeamento, assente numa
abordagem territorialmente integrada e numa perspetiva qualitativa ¢ quantitativa dos recursos disponiveis. O
planeamento pode ser entendido, como o procedimento organizado com vista a defini¢io das melhores solugbes
para os problemas, presentes e futuros e é concretizado, mediante elaboragio de planos de recursos hidricos, que
tratardo tematicas envolvendo, valorizagdo, protecio e gestdo, com salvaguarda da harmonizacio do
desenvolvimento regional e sectorial, colocando a tonica na economia e racionalizacido do seu uso. P!

A implementac¢do de uma politica de gestio dos recursos hidricos, deve contemplar de forma integrada, todos os

aspetos envolvidos, nomeadamente, de natureza ambiental, econémica, técnica, sociais e legal.

1.2 Evolugio do ordenamento juridico portugués em termos Aguas Residuais, Supetficiais e
Subterraneas

O tratamento das Aguas Residuais Urbanas foi regulado através da Diretiva 91/271/CEE do Conselho Europeu,

de 21 de Maio de 1991, transposta para a legislacao portuguesa, pelo Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho.

Em conjunto com o D.I.. 236/98 de 1 de Agosto que estabelece normas, critérios e objetivos de qualidade com a
finalidade de proteger o meio aquitico e melhorar a qualidade das aguas em func¢éo dos seus principais usos,
estes diplomas estabelecem normas de descarga de aguas residuais, mais ou menos exigentes, em funcio da

dimensio dos aglomerados populacionais, do estado do meio recetor e da sua capacidade de autodepuragio

A Diretiva Quadro da Agua (DQA)P! iniciou uma nova era na politica europeia da agua, estendendo a protecio a
todas as 4guas naturais. Tenta-se, com isso, conseguir o seu bom estado, utilizando o principio da gestio
integrada, baseada em bacias hidrograficas, com introducdo do conceito de preco da agua, assente em vertentes

como: uso sustentavel e controlo da sua degradacio (polui¢do).

Esta Diretiva, publicada no Jornal Oficial das Comunidades Europeias de 22 de Dezembro de 2000, foi
transposta para a ordem juridica interna pela Lei n.° 58/2005 de 29 de Dezembro, também designada por Lei da
Agua. Esta Lei visa estabelecer as bases e o quadro institucional, para a gestdo sustentavel das aguas superficiais e

das 4guas subterraneas.

O enquadramento institucional da Lei da Agua procede em conformidade com o principio da regido hidrografica
como unidade principal de planeamento e gestdo.
Foram pois criadas as Administragdes de Regido Hidrografica (ARH), a quem cabe as atribui¢cbes de gestao das

Aguas, incluindo o respetivo planeamento, licenciamento e utilizacio.
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De acordo com o definido no artigo 89°, da Lei n.° 58/2005, de 29 de Dezembro, compete aos Organismos de
Administracdo Publica observar o principio da precaucdo e da prevencdo, sem prejuizo de fiscalizagio das
atividades que envolverem utilizagdo dos recursos hidricos. Na aplicagio da presente Lei, a verificacio do
cumprimento das normas previstas pode revestir a forma de fiscalizacdo e inspecio.

A fiscalizacio estd pois atribuida as ARH com jurisdi¢do na area da utilizagdo e as demais entidades a quem for
conferida legalmente competéncia para o licenciamento da utilizagio dos recursos hidricos nessa area, cabendo-
lhes igualmente a competéncia para a instauracdo, a instru¢do e o sancionamento dos processos de

contraordenagdes por infragées cometidas na sua area de jurisdi¢do.

A Lei n.° 58/2005, de 29 de Dezembro, em articulacio com Decreto-Lei n.° 226-A/2007, de 31 de Maio, ao
abrigo do principio da precaucio e da prevencao, determina que as atividades com um impacte significativo no
estado da 4gua, s6 podem ser desenvolvidas desde que escudadas em titulo de utilizagdo. A emissdo de tais titulos
decorre da aplicacio do Decreto-Lei n.> 226-A/2007, de 31 de Maio, relativo a utilizagio de recursos hidricos.
Este regime impde aos titulares de licenca ou concessio um sistema de autocontrolo ou programa de
monitorizacio das respetivas utilizagdes e as Administragdes de Regido Hidrografica a monitorizagdo do meio
que interfere com os recursos hidricos. A titularidade dos recursos hidricos encontra-se associada a autorizagao

prévia, a licenca prévia e a prévia concessao.

A 31 de Julho de 2009 é publicada a diretiva 2009/90/CE transposta para a ordem juridica interna pelo Decteto-
Lei n.° 83/2011 de 20 de Junho. Este diploma legal, estabelece as especificagdes técnicas para andlise e
monitorizacio dos parimetros quimicos e fisicos caracterizadores do estado das massas de dgua supetrficiais e

subtetraneas, em ordem 2 obtenc¢do dos objetivos de qualidade estabelecidos na diretiva 2000/60/CE (DQA).

O DL 83/2011 exige que, de forma a garantir a qualidade e a comparabilidade dos resultados analiticos dos
laboratérios, para efetuar a monitorizacdo quimica do estado da agua, todos os laboratérios cumpram o
estabelecido na norma portuguesa de acreditagio NP EN ISO/IEC 17025 4, no que se refere a validagio dos

métodos analiticos utilizados.

1.3  Selegao de Métodos Analiticos
O Laboratério da Aguas do Mondego, acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditagio (IPAC) desde 2002,
implementou, no seu sistema de gestio da qualidade, um procedimento de validagdo de métodos analiticos, de

forma a dar cumprimento aos requisitos legais e aos requisitos da norma de acreditagao. !

Com uma equipa técnica especializada de sete colaboradores, o AdMondego Lab presta servicos de analises de
aguas residuais, naturais e consumo humano, para clientes internos e externos, quer para controlo de processo,
quer para avaliacio de conformidade de requisitos legais ou outros, realizando cerca 33 000 determinacdes por

ano.
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Tendo como objetivo principal a total satisfacdo das necessidades dos seus clientes, reveste-se de crucial
importancia, nio apenas a qualidade técnica dos resultados produzidos, garantida pela validagio inicial dos
métodos de ensaio implementados e pela aplicagio em rotina de um plano de controlo de qualidade interno e

externo, mas também a obtenc¢io destes resultados no menor prazo possivel.

A implementacdo, validagdo e acreditacdo dos testes em cuvette, com procedimentos operacionais simples,
completos e de facil compreensio, permitiu diminuir consideravelmente o tempo da andlise e a quantidade de

mao-de-obra, diminuindo o prazo de entrega dos resultados com a mesma garantia de qualidade.

Para além das questdes operacionais, a utiliza¢do deste tipo de métodos reveste-se também de grandes vantagens
em termos de seguranca para os analistas, com utilizacdo de reagentes em pequenas quantidades e pré doseados

em cuvetes fechadas, evitando a sua manipulacio.

No campo ambiental, a utilizagdo deste tipo de métodos também se reveste de enormes vantagens, ndo apenas
pela utilizacdo de reagentes em quantidades diminutas, mas também porque as cuvetes usadas sao recolhidas pelo

fabricante e sujeitas a tratamento adequado ao tipo de residuos.

Na presente dissertagdo, procurou-se descrever a metodologia de implementacdo e validagio de métodos de
ensaio em cuvete da empresa Hach Lange, para determinacio da Caréncia Quimica Oxigénio, Azoto Total e
Fésforo Total em aguas residuais e naturais, bem como efetuar a comparacio entre estes métodos e os métodos
de referéncia até entio utilizados, e justificar a opcio do Laboratério da Aguas do Mondego pela implementagio

destas metodologias.

A Hach Lange, que possui, atualmente, 22 filiais a nfvel mundial, distribuidas pela Europa, China e EUA,
resultou da associagio, em 2004, do Dr. Bruno Lange com a HACH, uma empresa norte-americana especializada

nas areas de eletroquimica e fotoquimica.

Além de fornecer solugGes praticas para as aguas residuais, de processamento e potaveis, concentra-se também
na sustentabilidade na drea de andlise da 4agua. Nos ultimos anos, a Hach Lange conseguiu reduzir
consideravelmente a quantidade de matérias-primas utilizadas com os testes em cuvete. Além disso, dispoe desde
1978, de um servigo de eliminacdo das cuvetes de teste que deixou apenas de recolher e classificar os reagentes,

passando a recicla-los no centro de ambiente, especialmente construido em Disseldorf.

A gestdo dos sistemas urbanos de tratamento de dguas é baseada, geralmente, na analise quimica de um conjunto

de indicadores de qualidade.
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As aguas residuais domésticas sdo ricas numa vasta variedade de compostos organicos e inorganicos, propicios
ao crescimento microbiolégico. Nestas, estio presentes compostos essenciais em elevadas quantidades como o
carbono, hidrogénio, azoto e fosforo, bem como compostos necessarios em menores quantidades, como o

magnésio, potassio, calcio e manganés.

O azoto e o fésforo, sdo nutrientes essenciais ao crescimento de plantas, animais e microrganismos e sao os
principais causadores de eutrofizacdo no meio recetor. Por outro lado o tratamento biologico das dguas residuais
¢ maximizado pelo correto balanco em azoto e em fésforo, pois estes, logo depois do carbono, sdo os

constituintes do material celular que mais limitam o crescimento biolégico. [

A Caréncia Quimica Oxigénio (CQO) da-nos informag¢Ses em relacdo ao nivel de contaminagdo organica de uma
agua residual. A andlise de CQO ¢ usada para avaliar a eficiéncia do tratamento biolégico de uma agua residual e
a sua carga organica. Trata-se do parimetro de monitoriza¢do mais referido na legislacio europeia e serve como
base para a construcdo e avaliacio da eficiéncia de estagdes de tratamento de aguas residuais domésticas ou

industriais.
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2 VALIDACAO E CONTROLO DE QUALIDADE DE METODOS ANALITICOS
21  Objetivo

“Um resultado para ser dado como valido tem de satisfazer os requisitos de qualidade que lhe sejam exigidos.” 7}

Todos os dias sdo efetuadas inumeras mediges analiticas - na verificacio da qualidade da 4gua, na realizacio de
provas forenses em investigacdes criminais, nas analises clinicas, na analise de ligas metdlicas, etc. — de tal forma
que podemos afirmar que todos os aspetos da sociedade sdo suportados, de alguma forma, por medicGes
analiticas. Em qualquer uma destas situagdes, ¢ indispensavel ndo apenas determinar o resultado correto mas

também ser capaz de demostrar que ele é, de fato, correto. I8l

O laboratorio deve comecar por pesquisar a existéncia de métodos normalizados com as caracteristicas de
desempenho adequadas ou, se necessario, desenvolver novos métodos de ensaio. O processo de
desenvolvimento e verificagdo da adequabilidade devera continuar até que o método seja capaz de satisfazer os
requisitos. Este processo de verificagdo das caracteristicas de desempenho e confirmacio da adequabilidade do

método, constitui a sua validacio.

A validacdo do método deve ser efetuada sempre que sio implementados novos métodos, quando sdo
implementadas alteraces a métodos ja validados ou quando o controlo de qualidade efetuado em rotina indicar

alteracdes a métodos ja implementados.

Os estudos de validacio devem ser progressivamente mais exigentes e exaustivos quanto mais e mais
significativas as alteragGes efetuadas na aplicacio dos métodos a novos laboratérios, novos instrumentos, novos

analistas ou alteracOes das circunstancias sob as quais os métodos serdo realizados. I’)

Tendo em conta que se trata de um processo com custos elevados e, portanto, com possiveis constrangimentos
de tempo e dinheiro, o laboratério deve decidir que parametros de desempenho do método devem ser avaliados,
procurando efetuar a sua melhor caracterizagio, tendo em consideragdo as necessidades do cliente e a

experiéncia existente no método em causa ou em métodos semelhantes. 18l

Atualmente, a ténica deixou de estar no desenvolvimento de métodos, passando para a selecdao e avaliacdo de
métodos normalizados ou adaptados ja estudados e validados e verificagdo da sua aplicabilidade e cumprimento

dos requisitos exigidos, em finalidades especificas.
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2.2 Pariametros de Validagao

Os parametros de desempenho de um método analitico que devem ser considerados aquando da sua validaciao
incluem:

a) Especificidade e seletividade

b) Limiares analiticos (limite de dete¢do e¢/ou limite de quantificacio)

¢) Gama de trabalho e linearidade

d) Precisao

e) Exatidio

f) Incertezas
2.2.1 Especificidade e seletividade
E indispensavel assegurar que o sinal, atribuido a um determinado analito, produzido numa determinada
medigdo, se deve apenas a esse analito e ndo a presen¢a de algo fisico ou quimicamente semelhante. —
interferentes.
A seletividade de um método experimental ¢ a sua capacidade de identificar e distinguir um determinado analito
numa mistura complexa, sem interferéncia de outras espécies. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade,
a exatiddo e a precisio estardo comprometidas. [10]

A especificidade refere-se a capacidade de um método analitico de dar resposta a um tnico analito.

Um método analitico é considerado especifico ou seletivo quando a realiza¢do de testes de recuperacio em

amostras reais, contendo potenciais interferentes, originar taxas de recuperacdo proximas de 100%.

A percentagem de recuperacido de uma amostra pode ser determinada através da seguinte expressao:

(Camostrareforcada—Camostra)

% Recuperacao = x 100 2.1)

Csolucio reforcgo

2.2.2 Gama de trabalho/Linearidade

Para qualquer método quantitativo, é necessario estabelecer a gama de concentragiao do analito ao longo da qual
o método pode ser aplicado. A gama de trabalho de um método é o intervalo entre a maior e a menor
concentragdo de analito numa determinada amostra, para o qual foi demostrado que o método apresenta um

adequado nivel de precisdo, exatidio e linearidade.
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A gama linear é definida como a gama de concentragées onde a sensibilidade permanece constante, sendo

expressa nas mesmas unidades do resultado obtido. (1Y)

Esta linearidade pode ser avaliada através de modelos estatisticos ou de representacdo grafica do sinal em funcio
da concentragio do analito e determinacdo do coeficiente de determinacio, r2. Este coeficiente deve ser supetior

a 0,995. 110

Quando um método envolve a representacio de uma curva de calibragdo, a gama de trabalho pode ser também
avaliada pelo teste de homogeneidade da varidncia, ou seja, por comparacio estatistica da variancia do padrao
mais concentrado, Sg, com a do padrdo menos concentrado, S, g , da curva de calibracio, a partir da realizacio de,

pelo menos, 10 determinag¢oes em condicSes de repetibilidade — Teste de Fisher.

2.2.3 Limiares analiticos

Atualmente, existem diversas metodologias para estimar os limiares analiticos de um método de ensaio, sendo a
maioria das aproximag¢bes baseada na multiplicacio do desvio padrio referente a réplicas de amostras
independentes de concentragio ao nfvel do branco, por um fator, ou baseada na multiplicacdo do desvio padrio
do método por um fator, para os métodos com calibracio analitica.

Os limiares analiticos podem ser estudados a partir da média e desvio padrio de uma série de ensaios com um

branco representativo ou um padrio de baixa concentracio 1.

O limite de dete¢do (LD) ¢ a menor quantidade ou concentracdo de um analito na amostra, que pode ser

distinguido, ao nfvel de confianca de 95%, do valor de zero ou do valor do branco 1.

Este valor pode ser estimado com base na eq. (2.2) 1!

LD = 3,35, + X, 2.2)

em que Xy representa a média dos valores medidos para o branco ou padtio e Sy representa o etro padrio
associado a Xy, sendo recomendavel que esta precisio seja estimada com base num conjunto de, pelo menos, 10
determinacGes independentes da concentragio de analito.

O fator 3,3 corresponde a um nivel de significancia de «=0,01 ['1]

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentra¢cdo do determinando que pode ser quantificada,

com um nivel de fiabilidade aceitavel e pode ser estimado com base na eq. (2.3):
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em que Xy representa a média dos valores medidos para o branco ou padrio e Sy representa o etro padrio
associado a Xy, sendo recomendavel que esta precisdo seja estimada com base num conjunto de, pelo menos, 10

determinagGes independentes da concentracio de analito.

Geralmente, em rotina, assume-se que o limite de quantificacao é um mdaltiplo fixo do limite de dete¢ao: ['!]

LQ = 3LD 2.4)

2.2.4 Precisao

A precisdo ¢ definida como a “Concordancia dos resultados obtidos no préprio laboratério, em ensaios
espacados no tempo e independentes, aplicando o mesmo método de analise 2 mesma amostra, e nas condi¢Oes
normais de funcionamento do laboratério com respeito aos operadores e equipamento utilizado”, e é geralmente

expressa na forma numérica por desvio-padrio, variancia ou coeficiente de variagao. [
As duas formas mais comuns de avaliar a precisio de um método ¢é através da repetibilidade ou da
reprodutibilidade. Estas grandezas representam as duas medidas extremas de precisio que podem ser obtidas,
sendo ambas dependentes da concentracio do analito, pelo que devem ser avaliadas em varios niveis de
concentracao.
A repetibilidade, a mais baixa precisio esperada, representa “a fidelidade de medicio para um conjunto de
condi¢des de repetibilidade”, ou seja 0 mesmo laboratério, o mesmo método de ensaio, 0 mesmo equipamento,
o mesmo analista no menor intervalo de tempo possivel.
A partir do desvio padrio dos resultados dos ensaios sob condicio de repetibilidade é possivel determinar o
coeficiente de variacdo da repetibilidade (CVr) em torno das n medi¢des efetuadas [101:

CVrt = St/Xmed X 100 (2.5)

Sendo Sr o desvio padrio de repetibilidade e Xmed a média dos valores considerados.

A reprodutibilidade, traduz a estimativa da variabilidade do método 4 escala global e é obtida fazendo variar as

condigOes de analise — diferentes laboratérios, diferentes analistas, diferentes equipamentos, tempos distintos.

O limite de reprodutibilidade pode ser estimado a partir do desvio padriao de pelo menos 10 leituras efetuadas

em diferentes amostras, diferentes equipamentos e diferentes analistas.
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A Precisdo Intermédia representa uma situagdo intermédia entre a repetibilidade e a reprodutibilidade e é

reconhecida como sendo a melhor medida da precisdo dos resultados de um laboratério. Esta estimativa é
efetuada através de resultados obtidos no préprio laboratério, aplicando o mesmo método de ensaio e 0 mesmo

equipamento, mas em ensaios espacados no tempo e realizados aleatoriamente pelos analistas qualificados.!”

2.2.5 Exatidio
A exatiddo, definida como a aproximacdo entre um valor medido e um valor verdadeiro de uma mensuranda
512 assenta na comparagio dos resultados produzidos por um determinado método de ensaio com um valor

conhecido, isto é, um valor de referéncia.

A exatidao de um método analitico pode ser determinada através de:

a) Utilizacdo de materiais de referéncia certificados (MRC)
b) Participagdo em ensaios interlaboratoriais (EIL)
¢) Comparagio com métodos de referéncia

d) Ensaios fortificados

Os MRC sio uma ferramenta importante na validagio de um método devendo, sempre que possivel, ser
utlizados pelos laboratérios. Estes materiais apresentam um valor de concentracio bem definido (valor de
referéncia) e uma incerteza associada. No entanto, se por um lado estes materiais tém a vantagem de apresentam
grande estabilidade ¢ homogeneidade, por outro, apresentam custos elevados e podem nio ser representativos

das amostras a analisar.

Para avaliar a exatiddo entre os valores obtidos na analise de um MRC e o valor apresentado no certificado, o

laboratério pode recorrer a varios critérios tais como o erro absoluto, o erro relativo ou o z-score. [1¥]

Erro absoluto

E = |Valor experimental — valor referéncia (2.6)

Erro relativo

Valor experimental—valor referéncia

%ER =

x 100 2.7

valor referéncia

Z.-score

(Valor experimental—valor referéncia)
Z — score = P " ! (2.8
c
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em que U, representa a incerteza combinada determinada pela entidade promotora do ensaio.

Outra forma de avaliar a exatiddo de um método ¢ através dos ensaios interlaboratoriais (EIL), particularmente
os ensaios interlaboratoriais de aptiddo, que se destinam a avaliar o desempenho dos laboratorios participantes.

Este tipo de EIL ¢ uma condi¢dao imposta para a acreditacdo do laboratorio.

Este tipo de ensaios, apenas devera ser utilizado para estimativa da exatiddo do método, se o laboratério possuir

um histérico de pelo menos 6 participagdes satisfatérias num intervalo de tempo razoavel. ['3]

A exatiddo do laboratério na analise de EIL ¢ geralmente efetuada através da determinacio do z-score, sendo o

resultado considerado satisfatério, questionavel ou insatisfatério de acordo com o valor de z-score obtido, sendo:

|z —score| < 2: Satisfatorio
2<|z—score| <3: Questionavel
|z — score| > 3: Insatisfatorio

Para além dos MRC e EIL, a exatiddo de um método de ensaio poderd ser avaliada através da realizagio de
ensaios fortificados. Estes ensaios, permitem testar a resposta do método analitico na presenca da prépria matriz
da amostra em causa, 0 que representa uma vantagem relativamente aos MRC uma vez que nem sempre existem

estes produtos com matrizes semelhantes a matriz em estudo.

A comparac¢io dos resultados obtidos pelo método em desenvolvimento, com os resultados obtidos a partir de
um método tomado como referéncia, baseia-se na realizagio de ensaios em replicado, utilizando os dois métodos
de ensaio, em separado sobre as mesmas amostras, considerando apenas uma gama restrita de concentragdes ou

em toda gama em que se pretende validar o método. [1¥)

Os resultados obtidos podem ser comparados através de:

* Teste de hipotese: teste t das médias;
* Teste de hipotese: teste t das diferencas (amostras emparelhadas);

* Avaliagdo da funcio de resposta entre os dois métodos.

Quando se pretende comparar dois métodos de ensaio em gamas alargadas de concentragdo, ou seja, validar um
método em toda a gama de trabalho, é recomendado efetuar a avaliagio da funcio de resposta entre os dois

métodos. [10
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2.2.6 Incerteza de medigdo
A incerteza de medicdo é definida como um pardmetro associado ao resultado de uma medic¢do, que caracteriza a

dispersao dos valores que podem razoavelmente ser atribuidos a mensuranda. 14

De forma a cumprir os requisitos definidos na norma NP EN ISO/IEC 17025, os laboratérios acreditados

devem ter procedimentos para estimar as incertezas das suas medicdes.

Existem diversas metodologias para estimativa destas incertezas [3):
a) Abordagem passo a passo, onde é necessario identificar, quantificar e combinar todas as possiveis fontes
de incerteza
b) Abordagem baseada na informacio interlaboratorial, sendo usado o desvio padrio dos resultados dos
participantes nestes ensaios para estimativa das incertezas
¢) Abordagem baseada em dados de validagio e/ou controlo de qualidade do método analitico que
consiste na utilizagdo dos parimetros de desempenho global do método, de forma a combinar as

incertezas relativas a precisao e exatiddo do método ensaio.

Atualmente, o processo mais generalizado nos laboratérios para estimativa das incertezas de medigdo, reside na
abordagem baseada nos dados de validacio e¢/ou controlo de qualidade. De acordo com esta metodologia, as
componentes correspondentes aos erros aleatérios e sistematicos podem ser combinadas como componentes

independentes de uma expressio de adi¢io.

A componente de incerteza associada a precisdo dos resultados (erros aleatérios), é avaliada através do desvio
padrao de precisdo intermédia, obtido a partir do desvio padrio de resultados replicados de uma amostra ou

padrio:

Rl

Upree = CV = (2.9)

sendo S o desvio padrio dos resultados dos padrSes e X a sua média, ou a partir da amplitude média de

resultados duplicados de diversas amostras:

2.10)

rec=
prec 1.128

sendo A a amplitude média relativa dos duplicados e 1,128 o valor tabelado para um nimero de réplicas igual a 2

(1]
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A componente de incerteza associada a exatiddo dos resultados (erros sistematicos), pode ser avaliada através do

uso de MRC, EIL ou ensaios de recuperacio.

HEsta componente, pode ser estimada a pattir da eq. (2.11) [13]

Uexat =  RMS? + u(Cref)? @2.11)

em que

valor experimental—Valor referéncia)?

2.12)

(n - numero de ensaios considerados)

e deve sempre ter em conta a contribui¢do associada a incerteza da determinacdo do laboratério e a incerteza
associada ao proprio valor de referéncia. De um modo geral, em rotina, este tltimo fator pode ser desprezado,

pelo que se considera [31;

(2.13)

__ |X(valor experimental—Valor referéncia)?
Uexat = n

Uma vez estimadas as incertezas associadas a precisio e exatidao dos resultados, a incerteza padrao combinada ¢é

obtida pela eq. (2.14):
Ucomb = uzzarec + ugxat (2.14)

A incerteza expandida ¢é calculada para um grau de confianca de 95%, utilizando um fator de expansio K=2

U=K XUgpmp 2.15)
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2.3  Testes de Significincia
Qualquer método analitico, livre de erros sistematicos, estd sempre sujeito a erros aleatérios que fazem com que

a grandeza medida raramente seja exatamente igual ao valor tido como verdadeiro.

Os testes de significancia sdo testes estatisticos que permitem avaliar se a diferenga entre o valor medido ¢ o

valor verdadeiro se deve apenas a existéncia de erros aleatérios. [10]

As distribui¢oes estatisticas t-szudent e a I de Fisher sdo as mais utilizadas neste tipo de testes, assumindo-se

geralmente que a distribuigdo de dados é normal e independente.

Um teste de significincia pretende avaliar a veracidade de uma hipétese, conhecida como hipétese nula (HO).

2.3.1 Comparagao de um valor experimental com um valor verdadeiro
A comparacio direta de uma varidvel aleatéria normal (x) com um determinado valor constante (u), pode ser
efetuado através de um teste do tipo t-szudent. De modo a decidir se a diferenca entre o valor médio (X) e o valor

de referéncia () ¢ significante, calcula-se o valor de t através da seguinte eq.:

_ (®E-—wvn
- s

TV (2.16)

sendo S o desvio padrio e 1 o tamanho da amostra.

Neste caso assume-se como hipétese nula (H0), a igualdade entre X e p e como hipétese alternativa que existem
diferencas significativas entre os dois valores, ou seja, que a diferenca entre eles ndo se deve apenas a erros

aleatorios.

Se o valor absoluto de TV exceder um determinado valor critico, tabelado para um determinado nivel de

significincia (geralmente 95%) e n — 1 graus de liberdade, a hipStese nula é rejeitada.

Estatisticamente, pode ser calculada a probabilidade de que a diferenca entre os dois valores seja apenas devido a
erros aleatérios. Para o nivel de significancia utilizado, a hipétese nula é rejeitada se esta probabilidade for

superior a 5%.

Importa ressalvar que o facto de se reter uma hipdtese nula nio significa, necessatiamente, que a mesma seja

verdadeira mas sim que ndo foi demostrado que ¢ falsa.
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2.3.2  Comparagao de duas varidncias independentes
Quando estd em causa a comparacio de varidncias de distribuicGes normais aleatérias e independentes,

determina-se um valor de teste, através do quociente entre as variancias associadas a cada uma das distribui¢oes:
2
TV == (Sa > Sb) (2.17)

Como hipétese nula (HO), assume-se que a diferenca existente entre as variancias é puramente aleatéria, ou seja,
nio tém significado estatistico e como hipétese alternativa (H1), assume-se que as duas varidncias sio

estatisticamente diferentes, o que corresponde a efetuar um teste bilateral para o quociente de variancias.

O valor experimental obtido, TV, é comparado com o valor de F bilateral tabelado (distribui¢do de Fisher) para
um determinado intervalo de confianca, /2, e considerando o nimero de graus de liberdade do numerador e do
denominadot, F(a/2, n-1,n-1). De acordo com as recomenda¢des das normas ISO, o intervalo de confianga é,

geralmente, de 95%.
A conclusio pode ser efetuada através da comparaciao com valores tabelados, em que:

e Se o valor TV nio exceder o respectivo valor critico significa que se aceita a hipétese nula, ou seja, que as

diferencas entre as duas varidncias nio sdo significativas e que a gama de trabalho estd bem ajustada.

e Se o valor TV for superior ao respectivo valor critico significa que se rejeita a hipotese nula, ou seja, as
diferencas entre as duas varidncias sio significativas e a gama de trabalho deve ser reduzida, dividida ou

assumida uma regressio ponderada.

Atualmente, esta metodologia de comparagdo tem vindo a ser substituida pelo calculo do valor prova, ou seja, a
probabilidade de se observar um valor igual ou mais extremo do que o observado, se a hipdtese nula é

verdadeira.

Podemos interpretar o valor prova como a medida do grau de concordancia entre os dados e HO; assim, quanto
menor for o p-value, menor é a consisténcia entre os dados e a hipétese nula.
Genericamente, se o valor de p for inferior ao nivel de significancia considerado (geralmente 5%), rejeitamos a

hipétese nula.

2.3.3 Diagnéstico de valores aberrantes

Entende-se por valor aberrante, qualquer valor que ndo pertence a uma determinada distribuicio.
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Sempre que dispomos de um conjunto de dados, deve ser verificada a existéncia de possiveis “outliers”. A cada
um dos conjuntos de valores obtidos é efetuado um teste estatistico para verificacdo da existéncia de valores

aberrantes, como por exemplo, o teste de Grubbs, recomendado pelas normas 1SO.

O teste de Grubbs, admite como hipétese nula (HO), que o valor em causa nio difere significativamente do valor
médio e como hipétese alternativa (H1), que este valor € significativamente diferente do valor médio. Assim,

calcula-se o valor G através da eq. seguinte

_ xo—x|
Sx

G (2.18)

sendo X; o valor em causa, X ¢ S, valor médio e desvio padrio dos n valores experimentais, respetivamente.

O valor em causa ¢ excluido se G exceder o valor critico, para um intervalo de confianca de 95% e n valores

experimentais.

2.4  Controlo Qualidade

A validacdo do método da-nos ideia das suas limitacdes e capacidades, fatores que podem ser verificados
experimentalmente quando o método se encontra sob controlo.

Na aplicacio do método em rotina, é necessatio utilizar ferramentas de controlo especificas de modo a verificar
continuamente que 0 mesmo se encontra sob controlo, ou seja, que 0 método continua a produzir os resultados

esperados.

O tipo de ferramentas de controlo de qualidade (CQ) a utilizar depende da natureza e frequéncia das
determinag¢Ses, do nimero de amostras a analisar, do grau de automatismo, das dificuldades do teste e de todos

os factos que conseguimos apurar durante o desenvolvimento do processo de validagio.

Os resultados quantitativos e qualitativos produzidos nos laboratérios analiticos, sdo utilizados em diversas
tomadas de decisdo, pelo que devem ser suficientemente fiaveis e esclarecedores. Resultados incorretos ou
aproximados sdo, muitas vezes, piores do que um nio resultado, uma vez que podem conduzir a interpretagdes

incorretas.

DecisGes sobre alteragdes em processos, modificagdes de infraestruturas ou constru¢oes de instalagoes, podem
basear-se nos resultados analiticos produzidos, pelo que, as implicagdes financeiras, sociais ou legais que tais
decisbes podem acatretar, justificam o extremo cuidado e rigor, a que os processos analiticos devem estar

obrigados.
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O analista deve estar ciente, ndo apenas da sua responsabilidade na caracterizagdo fidvel da amostra em causa,
mas também que a sua competéncia profissional, a validade dos procedimentos de ensaio e os valores dos
resultados reportados, podem sempre ser questionados, pelo que devem ser mantidos registos do programa de

controlo implementado, que suportem os resultados produzidos.

Os dados de controlo da qualidade devem ser analisados e, quando ndo satisfacam os critérios predefinidos,

devem ser tomadas agdes pata corrigir o problema e evitar a apresentacdo de resultados incorretos.

A tarefa do CQ ¢é administrar a frequéncia das falhas de qualidade. B necessario equilibrar o custo do CQ com o

beneficio na reducio das falhas de qualidade a um nfvel aceitavel.

De acordo com a NP EN ISO/IEC 17025:2005 cap. 5.9: “O laboratério deve ter procedimentos de controlo da
qualidade para monitorizar a validade dos ensaios e calibragbes realizados. Os dados daf resultantes devem ser
registados por forma a que se possam detetar tendéncias e, sempre que praticavel, ser aplicadas técnicas
estatisticas na analise dos resultados. Esta monitorizagido deve ser planeada e revista, e pode incluir as seguintes

acoes:

a) uso regular de materiais de referéncia certificados e/ou controlo da qualidade interno com recurso a matetiais
de referéncia secundarios;

b) participa¢ao em programas de comparagio interlaboratorial ou ensaios de aptidao;

¢) ensaios e/ou calibragdes em replicado, utilizando os mesmos métodos ou métodos diferentes;

d) novo ensaio ou calibracio de itens retidos;

e) correlacdo dos resultados de caracteristicas diferentes de um mesmo item”

As a¢odes de controlo de qualidade sdo habitualmente divididas em controlo qualidade interno e controlo

qualidade externo

2.4.1 Controlo Qualidade Interno
O controlo de qualidade interno consiste no conjunto de técnicas operacionais usados pelos analistas para
assegurar continuamente a qualidade dos resultados analiticos produzidos focando-se, principalmente, na
monitorizagao da precisdo do método. Este controlo, depende apenas da vontade e meios do laboratério e nao
de um fator externo, e deve incluir a utiliza¢io regular de:

- calibracao

- brancos

- padrdes de controlo

- amostras reforcadas

- amostras em duplicado
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Os resultados dos programas de controlo de qualidade podem ser usados de varias maneiras: o analista terd a sua
disposi¢do um importante indicador da qualidade do seu trabalho diario, o cliente podera concluir da qualidade

do laboratério e o laboratério pode usar os resultados na estimativa da incerteza da medicio.

A interpretacdo dos resultados de CQ deve ser baseada em critérios objetivos, devidamente documentados,

sempre que possivel, em principios estatisticos. [17]

O controlo de qualidade desenvolvido em rotina deve ser parte de um sistema de qualidade e ser formalmente
revistos numa base regular.

Para este efeito, o Laboratério da Aguas do Mondego aprovou um documento, Plano Controlo Qualidade
Métodos Fisico-quimicos, onde define, para cada um dos métodos implementados, quais as ferramentas de
controlo de qualidade a utilizar em rotina, bem como a sua periodicidade.

Todas estas ferramentas sao controladas em cartas de controlo ou mediante o estabelecimento de critérios de

aceitacio.

2.4.2 Controlo Qualidade externo

As acdes de controlo de qualidade externo atuam, principalmente, ao nivel da exatiddao dos resultados.

Uma das melhores maneiras de um laboratério analitico monitorizar o seu desempenho, é participar
regularmente em ensaios de aptidao (EIL) ou efetuar a andlise de Materiais de referéncia certificados (MRC), que

ajudam a aferir nio s6 o desempenho entre laboratorios, mas também a existéncia de erros sistematicos.

Ao nivel do controlo de qualidade externo, o Laboratério participa regularmente, geralmente com uma
frequéncia anual, em programas de ensaios interlaboratoriais promovidos por entidades aprovadas pelo IPAC.
Estes ensaios sio selecionados de modo a que, pelo menos, num ciclo de acreditagdo de 4 anos, todas as gamas

de trabalho validadas sejam ensaiadas.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Existem varios métodos analiticos para determinagdo laboratorial dos pardmetros indicadores referidos,
geralmente baseados em normas nacionais e internacionais. Hstes métodos, apesar de bens estudados e
documentados sdo, geralmente, demasiados sofisticados com tempos de analise demasiado longos, para além de
utilizarem substancias téxicas prejudiciais para os analistas e para o ambiente. Assim, tem surgido uma
necessidade crescente de desenvolver novos métodos analiticos, mais rapidos, mais baratos e utilizando menores
quantidades de substincias téxicas, que sejam suficientemente confidveis, precisos e com capacidade de dar

resposta em tempo real. [18]

3.11 Caréncia quimica de oxigénio (LCK 314/514)
A CQO ¢ uma medida da quantidade de oxigénio necessiria para oxidar completamente, a partir de meios
quimicos, a matéria organica presente numa agua e ¢ um dos pardmetros mais importantes na caracterizagao

fisico-quimica de 4guas residuais.

Para este efeito, o oxigénio equivalente 4 matéria organica ¢ medido pela utilizacio de um agente oxidante forte,
como o dicromato de potassio (K2Cr2O7) que, na presenga de sulfato de prata como catalisador e sulfato de
mercurio, agente de eliminagdo de cloretos, oxida a matéria organica, sendo o créomio (VI) reduzido a crémio

(I1I), de acordo com a Eq. (3.1):

Cr2072 + 14H* + 6e- > 2Cr 3 + 7 H,O (3.1)

A Hach Lange dispoe de 10 diferentes gamas de testes em cuvete para determinacio do CQO permitindo, na
maioria dos casos, a determinacdo direta a partir da amostra perfeitamente homogeneizada, sem diluicoes

prévias, figura 3.1 191

COD cuvette test

5,000-60,000 mgfl O,

1,000-10,000 mg/1 0,

LCK914 -

LCKO14 -

[SEE 0-150 mg/l O,

Leka1a | RTINS

0 50 100 500 1,000 £,000 10,000 50,000 mg/|

Figura 3.1- Gamas trabalho CQO Hach Lange
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As gamas de trabalho selecionadas pelo Laboratério da Aguas do Mondego para desenvolvimento dos testes de
validagio e posterior acreditagio, foram as gamas correspondentes a0 LCK 314 (15 a 150 mg O2/L) e LCK 514
(100 a 2 000 mg O/L), ambas apliciveis a dguas tesiduais e¢ naturais, uma vez que com estas se consegue

enquadrar a maioria das amostras ensaiadas, sem necessidades de efetuar dilui¢bes prévias.

No caso da gama mais baixa de concentracGes, correspondente ao LCK 314, a quantidade de dicromato
necessaria para oxidar toda a matéria organica, é¢ medida espectrofotometricamente a 448 nm, através da reducio
da coloragdo amarela do ido Cr ¢f; Para a gama de trabalho correspondente ao LCK 514, a determinagio é

efetuada a 605 nm, através do aumento da coloracio verde do ido Cr 3*

O presente método, baseado na ISO 15705:2002, ¢ sensivel a certas interferéncias, principalmente a presenca de
cloretos cujo teor nio deve exceder os 1500 mg Cl/L. Amostras com concentracoes de cloretos supetiotes a este
valor, deverdo ser previamente diluidas; se tal ndo for possivel, a determinacio de CQO nio deverd ser efetuada

através deste método analitico.

3.1.2 Azoto Total (LCK 138)
A eliminacio dos compostos de azoto ¢ um aspeto fundamental no tratamento das aguas residuais. Os processos
de nitrificagdo e desnitrificagdo devem ser controlados de forma tio eficiente quanto possivel, de modo a garantir

que os valores de azoto no efluente final cumpram os requisitos legais.

As principais causas de contaminacio das aguas residuais com azoto sido a degradacio do material vegetal e
animal e a agricultura. Os fertilizantes sintéticos e os residuos do processamento de alimentos sdo também fonte
de contaminag¢do com azoto; estes compostos podem ainda ser libertados pelos microrganismos nos sistemas de

tratamento, seja por metabolismo ou pela sua morte.

A presenca dos diversos compostos de azoto nas aguas superficiais, Figura 3.2, resulta em variados efeitos
nocivos, como a forte deplecio de oxigénio, o aumento de pH para valores altamente téxicos para as espécies

aquaticas e fenémenos de eutrofizacio de lagoas, pantanos e cursos de agua. 201
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Azoto
Orgnico

[raprs)

Azoto
Amoniscal
[MHa-N)

Azoto Total
(Nt)

Azoto
Inorganico
Total
{Minore)

Nitrato
[Mos-M)

Figura 3.2 — Diagrama representativo da especiagdo de compostos Azoto, sua classificagio e terminologia de quantificagio [

Assim, foram definidos pela legislacio, os valores limite da concentracio dos compostos de azoto nas aguas
residuais a descarregar para as dguas superficiais. Para além das diretivas europeias, cada Estado Membro define
outros requisitos adicionais, sendo, no caso do Estado Portugués, estes limites definidos pela APA/ARH e

expressos nas licencas de utilizacdo dos recursos hidricos para rejeicdo de dguas residuais.

O método LCK 138, basecado na ISO 11905-1:1997, é aplicavel a aguas residuais e naturais, com uma
concentragio de Azoto Total entre 3 ¢ 15 mg N/L. No presente método, o azoto organico e inorganico ¢é
oxidado a nitratos, por digestao com peroxodissulfato em solucao alcalina (NaOH), na presenca do tetraborato
de sédio como catalisador; apés eliminagio da turvagdo da amostra com azida de sédio, o ido nitrato reage com o
2,6-dimetilfenol, numa mistura de acido sulfurico e fosfoérico, formando um composto de nitrofenol (4-nitro-2,6-

dimetilfenol). A medicio ¢ efetuada espectrofotometricamente a 345 nm.

3.1.3 Fosforo Total (LCK 348)
Os compostos de fésforo presentes nas aguas residuais ou descarregados diretamente nas aguas superficiais,
podem ter origem em fertilizantes arrastados dos solos, excrecGes humanas e animais ou detergentes e agentes de

limpeza

Altas concentra¢des de compostos de fésforo nas aguas superficiais, favorecem o crescimento de algas, podendo
ocorrer fenémenos de eutrofizacdo (enriquecimento do meio aquitico com nutrientes, sobretudo compostos de
azoto e ou de fosforo, que provoque o crescimento acelerado de algas e de formas superiores de plantas
aquaticas, perturbando o equilibrio biologico e a qualidade das aguas em causa). Apenas 1 g de fésforo sob a
forma de fosfatos, pode provocar o crescimento de cerca de 10 g de algas; quando estas algas morrem, o seu

processo de decomposi¢do provoca uma caréncia de oxigénio de cerca de 150 g. 1211
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O fésforo ocorre nas aguas superficiais e residuais, principalmente sob a forma de fosfatos - ortofosfatos,

polifosfatos e compostos organicos de fésforo, estando, normalmente, os primeiros em maior propor¢ao.

A anidlise do fésforo total compreende duas etapas gerais: a conversio de todas as formas de fésforo em

ortofosfatos dissolvidos (digestdo 4cida) e a determinagdo colorimétrica destes ortofosfatos. Uma vez que o

tésforo pode ocorrer na natureza em combina¢do com a matéria organica, os processos de digestdo devem ser

capazes de oxidar efetivamente toda a matéria organica, transformando o fésforo em ortofosfatos.l??

A figura 3.3 representa os métodos de analise para as diversas formas de compostos de fésforo:

—

FiltragSo membrana 0,45 pm

Sem filtracdo

Colarimetria 1 Hidrn!ise H‘_E'D=
| 2. Colorimetria

|
1. DigestSo
2. Colorimetria

ﬂl A+ B C
Fésforo total Fésforo total
restivo
[
A+ B)-A C-(A+B)
B o
Fosforo total Fosforo
hidrolisavel organico total
Filtrado

l |
1. Hidrdlise H2504
2. Colorimetria

Colorimetria

1
1. Digest3o
2. Colorimetria

Materia
suspensa

E E+F G
Fosforo reativg Fasforo total
dizsolvide | dizsolvido
[E+F)-E G—(E+F)
F H
Fasforo Fésforo
hidrolisdvel organico
dizsolvido dizsolvido

= Fosforo total suspenso

= Fosforo reative suspenso

= Fasforo hidrolisavel suspenso
= Fosforo organico suspenso

Figura 3.3 — Diagrama representativo das diversas formas de compostos de fésforo em amostras ambientais, sua classificagao

e metodologias de analise [22]
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O controlo e monitorizagao da eliminacdo dos compostos de fésforo e, em dltima andlise, o controlo dos seus
valores limite, requerem a analise regular da concentragdo destes compostos em diversos pontos do processo de

tratamento de aguas residuais.

O presente método, baseado na ISO 6878:2004 aplicivel a 4guas residuais e Aguas naturais com uma
concentragio de Fésforo Total entre 1,0 e 5,0 mg P/L, compreende a oxida¢io prévia de todas as formas de
fosfatos a ortofosfatos por digestio com peroxodissulfato na presenga do metaborato de sédio como catalisador
e na posterior reagdo do ido fosfato com os iGes de molibdato e antiménio, em solugdo 4cida, formando um
complexo, o heteropoliacido 12-molidbofostérico (Eq. 3.2) que, na presenca de acido ascorbico, se reduz a azul

de fosfomolibdato (Eq. 3.3), um complexo de cor azul determinado fotometricamente a 880 nm.

PO4. + 12 MoO4* + 27 HT & H3PO4(M0oOs3)12 + 12 HO (3.2

H3PO4(MoOs3)12 + Agente redutor <> Azul molibdénio (3.3)

3.2 Equipamento e Reagentes
Os testes em cuvete da Hach Lange sdo utilizados com equipamentos dedicados, de modo a garantir a maxima
confianca no procedimento analitico. O equipamento assim desenvolvido, ¢ manuseado de forma simples e

sistematica, minimizando a ocorréncia de etros.

o

e Termoreator marca Hach Lange HT 200 S capaz de atingir temperaturas de 170 °C. Este equipamento

(@N

sujeito anualmente a um estudo de perfil das temperaturas, de modo a garantir que a temperatura desejada

alcangada em todos os pontos

Figura 3.4 - Termoreator Hach Lange HT 200 S [23]
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e TFotémetro marca Hach Lange modelo DR 2800 com capacidade para efetuar leituras entre os 340 e os 900

nm.

Figura 3.5 - Fotometro Hach Lange DR 2800 [24]

As cuvetes de teste sdo colocadas no fotémetro Hach Lange DR2800, o software do fotéometro reconhece
automaticamente o c6digo de barras presente em cada cuvete, identificando o comprimento de onda e a curva de

calibragio de fibrica em que a amostra/padrio deve ser interpolada.

Este fotometro com calibragbes analiticas de fabrica, identifica o teste através do codigo de barras da cuvete e
roda a cuvete efetuando 10 medi¢es rotativas e excluindo os erros — quaisquer riscos, sujidade ou defeitos no

vidro da cuvete sdo detetados e as medicOes efetuadas nesse ponto sao rejeitadas. 129

Medicoes rotativas com
10 replicados

IBR por laser
(leitor integrado
de cadigos de

barras) ﬂ.'ﬂ?l

Fonte
luminosa

Detector 0 070
Detector
de refe-
réncia

Figura 3.6 - Medigio rotativa dos testes em cuvete

Anualmente ¢ efetuada pelo fabricante uma verificacdo do funcionamento deste equipamento de modo a garantir

as caracterfsticas de desempenho, nomeadamente no que se refere a comprimentos de onda e absorvincias.
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A linearidade das curvas de calibragio pré gravadas é avaliada periodicamente e sempre apos esta verificacdo

externa.

e Micropipeta marca Eppendorf modelo Research, capaz de medir volumes entre 100 e 1000 uL. Este

equipamento ¢ sujeito anualmente a uma calibragdo de modo a garantir a fiabilidade dos volumes pipetados.

e Micropipeta marca Eppendorf modelo Research, capaz de medir volumes entre 500 e 5000 plL. Este

equipamento ¢ sujeito anualmente a uma calibragdo de modo a garantir a fiabilidade dos volumes pipetados.

Reagentes CQO

e Solugdes Padrao

Solucio Padrio de CQO, 2 000 mg O/L

Dissolver 0,850 g de hidrogenoftalato de potassio CgHsO4-K (CAS n.° 877-24-7), previamente seco na estufa a

cerca de 105°C durante aproximadamente 2 horas, em dgua ultra pura e diluir a 500 mL (preparar mensalmente)

Solucdo Padrio de CQO, 5000 mg O,/L

Dissolver 2,125 g de hidrogenoftalato de potassio CsHsKO4 (CAS n.° 877-24-7), previamente seco na estufa a

cerca de 105°C durante aproximadamente 2 horas, em 4gua ultra pura e diluir a 50 mL. (preparatr mensalmente)

e Cuvetes de teste
A cuvete de teste contém as quantidades exatas de todos os reagentes que intervém na reacdo (dicromato de
potassio, sulfato de prata e sulfato de mercurio), sendo apenas necessaria a adicio da amostra perfeitamente
homogeneizada.

LCK 314 (gama de 15 a 150 mg O»/L)

LCK 514 (gama de 300 a 2 000 mg O»/L)

Reagentes Nt

e  Solugdes Padrao
Solucio de Glicina, 100mg/1
Dissolver 0,536 g de glicina, H-NCH>COOH (CAS n. © 56-40-6) em 4gua ultra pura, transferir para um baldo de

diluicio de 1000 mL e completar o volume com 4gua ultra-pura

e Cuvetes de teste
Os reagentes a adicionar sdo fornecidos em cada caixa das cuvetes de teste.
LCK 138 A - Hidréxido s6dio, NaOH

LCK 138 B - Peroxodissulfato potassio e metaborato sédio
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LCK 138 Microcap C — Sulfto de sédio e azida de sédio

LCK 138 D — Solucio de 2,6 dimetilfenol em 4cido sulfurico e acido fosférico

Reagentes Pt

¢ Solugdes Padrio

Solucio Padrio de Fosfato de potassio, KH2PO4 (CAS n. © 7732-18-5) — solugdo cometcial com concentragio de
1000 mg PO, /L (326 mg P /L)

e Cuvetes de teste

LCK 348 Dosicap Zip — Peroxidissulfato de sédio e metaborato de sédio

L.CK 348 B — Acido sulfirico, Heptamolibdato de aménio e tartarato de antiménio e potassio

LCK 348, DosiCap C — Acido ascorbico e metaborato de sédio

3.3 Instrugdes Técnicas

3.3.1 Caréncia quimica de oxigénio

Homogeneizar a amostra e o sedimento contido nas cuvetes de teste, pipetar 2,0 mL da amostra, inverter a

cuvete varias vezes e colocar a digerir durante 15 min a 170 °C no digestor HT 200 S.

Uma vez terminada a digestdo, deixar arrefecer a amostra a temperatura ambiente, inverter 2 vezes a cuvete de

teste, cuidadosamente, limpar o exterior da cuvete, colocar no fotémetro DR 2800, selecionar “programas de

cédigo de barras”.

Através do reconhecimento do cédigo de barras, ¢ identificado o comprimento de onda e a curva de calibraciio

onde o resultado deve ser interpolado. A cuvete de teste vai rodando enquanto o equipamento efetua 10 leituras

sucessivas.

Fluxograma

Agitar de modo a
liberar o

sedimento do
[Es0e 8 Cuvers

L J

Pipetar 2,0 mL da
amosora

previamenoe
homogeneizada

Fechar o tubo,
invercer varias veres.

Colocar no digestor
HT 200s durance 15
rmin
(programa standard)

Retirar do digestor e
inverter I vezes.

Deixar arrefecer a

l———| temperatura ambiente

(18-20 °C)

Colocar a cuvete no
fotémetro, selecionar

—] “programas codigos

barras™ e proceder a
leitura

Figura 3.7 - Fluxograma do procedimento experimental referente a determinagio de CQO

Pagina 33 de 87




FCTUC — Departamento Quimica

3.3.2 Azoto Total
Para um tubo de digestdo pipetar rapidamente 1,3 ml da amostra a analisar +1,3 ml da solucio A+1
comprimido oxidante B, fechar imediatamente, sem inverter, colocar de imediato no digestor HT 200 S durante

15 min a 170 °C.

Ap6s terminar a digestdo, deixar arrefecer a amostra até a temperatura ambiente, adicionar 1 Microcap C, voltar a
fechar o tubo e inverter varias vezes até que seja removido todo o reagente liofilizado contido na Microcap C e

até que nio haja vestigios de reagente nas paredes do tubo de digestio.

Pipetar, cuidadosamente, 0,5 mL da amostra digerida para a cuvete de teste e 0,2 mL da solucdo D, fechar de

imediato e inverter varias vezes até que ndo sejam visfveis quaisquer estrias na cuvete de teste.

Ap6s 15 min, limpar o exterior da cuvete, colocar no fotémetro DR 2800, selecionar “programas de cédigo de
barras”. Através do reconhecimento do cédigo de barras, ¢ identificado o comprimento de onda e a curva de
calibragdo onde o resultado deve ser interpolado. A cuvete de teste vai rodando enquanto o equipamento efetua

10 leituras sucessivas.

Fluxograma
Num tubo de
reagao, adicionar:
1,3 mL amostra Fechar de imediato Colocar no digestor HT Deixar arrefecer (18-20
+ o tubo de reagao, 200s durante |5 min °C) e substituir a tampa
1,3 mL solugdo A sem inverter (programa standard) por uma Microcap C
+
| comprimido B
}
Inverter varias vezes Pipetar 0,5 mL da Colocar a cuvete no
até completa amostra digerida e 0,2 Inverter algumas vezes fotometro, selecionar
dissolucao do interior mL da solugao D para acuvete e a:guardar 15 “Programas cédigos barras”
da Microcap o teste em cuvete min e proceder a leitura

Figura 3.8 - Fluxograma do procedimento experimental referente a determinagio de Nt
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3.3.3 Fosforo Total
Para uma cuvete de teste, pipetar 0,5 mL de amostra perfeitamente homogeneizada, fechar a cuvete invertendo a

tampa, agitar e digerir durante 15 min a 170 °C no digestor HT 200 S

Uma vez terminada a digestdo, deixar arrefecer a temperatura ambiente, agitar, pipetar 0,2 ml. do reagente B,

fechar a cuvete com a DosiCap C, inverter algumas vezes e deixar arrefecer.

Ap6s 10 min, voltar a inverter as cuvetes algumas vezes, limpar o exterior da cuvete, colocar no fotémetro DR
2800, seclecionar “programas de codigo de barras”. Através do reconhecimento do cédigo de barras, é
identificado o comprimento de onda e a curva de calibracdo onde o resultado deve ser interpolado. A cuvete de

teste vai rodando enquanto o equipamento efetua 10 leituras sucessivas.

Fluxograma
Retirar a folha de . Fechar o tubo Deixar arrefecer (18-
. Adicionar a . ° L.
aluminio de invertendo a tampa, 20 °C) e adicionar
~ amostra: . ~
protecao dos LCK 348 — 0.5 mL agitar e colocar no 0,2 mL da solugao B
DosiCap ’ digestor HT200 |5min

Fechar o teste em Inverter algumas vezes . o
Selecionar “programas
cuvete com uma a cuvete, aguardar 10 . s
. . de codigo de barrasr
Dosicap C min e colocar no
fotometro

Figura 3.9 - Fluxograma do procedimento experimental referente a determinagao de Pt

3.4 Controlo de Qualidade

De forma a comprovar que, diariamente, os resultados produzidos pelos métodos de ensaio em estudo, tém a
qualidade exigida, os ensaios efetuados sio acompanhados por um conjunto de ferramentas de controlo de
qualidade, planeadas de forma a garantir a qualidade dos resultados sem, no entanto, imputar as determinagoes

Custos excessivos.

Para tal, o AdMondego Lab elaborou um documento, Plano Controlo Qualidade Métodos Fisico-quimicos

(Figura 3.10), que identifica as ferramentas de controlo de qualidade a utilizar, bem como a sua periodicidade.

Todas as ferramentas utilizadas sdo controladas em cartas de controlo de individuos ou através da utilizagao de

critérios de aceitacio.
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30d

-18°C
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32012)
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pH<2 H,SO,
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28d
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Linearidade da curva da calibragao Anual (ap6s verificagdo externa do fotémetro)
Duplicado Semanal
Ensaio de recuperagao Quinzenal

Padrio de limite de quantificagdao (3 mg/L)
Por sessdao de trabalho

Padrio do extremo da gama (15 mg/L)

Linearidade da curva da calibragio Anual (ap6s verificagdo externa do fotometro)
Duplicado Semanal
Ensaio de recuperagio Quinzenal

Padrio de limite de quantificagdo (300 mg/L) Por sessdo de trabalho

Padrio do extremo da gama (2000 mg/L)

Branco Por caixa

Linearidade da curva da calibragdo Anual (ap6s verificagdo externa do fotémetro)
Duplicado Semanal

Ensaio de recuperagio Quinzenal

Padrio de limite de quantificagdo (15 mg/L)
Por sessio de trabalho
Padrio de controlo (150 mg/L)
Branco Por caixa
Nota: Se a matriz ensaiada for agua de consumo ou natural, deve fazer-se um duplicado e

um ensaio de recuperagao por sessio de trabalho

L Semestral e obrigatoriamente apos verificagdo
Curva de calibragio X
externa do fotémetro

Duplicado Semanal
Ensaio de recuperagao Quinzenal
Padrio de limite de quantificagdo (1 mg/L)
Por sessio de trabalho

Padrio do extremo da gama (5 mg/L)

Nota: E necessario fazer o auto zero do equipamento com um branco digerido

Figura 3.10 - Plano Controlo Qualidade Métodos Fisico-quimicos (AdMondego LAB)

Pagina 36 de 87



FCTUC — Departamento Quimica

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de ensaio em cuvete da Hach Lange, sio comercializados com indicagio precisa das gamas de
trabalho e matrizes aplicaveis, bem como indicagio de todos os potenciais interferentes a considerar e

respectivos niveis de concentragio.

4.1 Linearidade
A linearidade das curvas de fébrica pré gravadas no fotémetro DR 2800 foi avaliada a partir da leitura de 4
padrbes de calibragio e branco de cada um dos analitos em estudo, preparados em 3 dias diferentes, de modo a

cobrir todas as gamas de trabalho.

Para além da verificacio visual da linearidade, foi também efetuada uma comparagao entre a concentragio tedrica
dos padrdes e a concentracdo obtida nas curvas Hach Lange, através do tracado da relacdo entre ambas as

leituras.

Foi ainda efetuado o teste de homogeneidade de variancias entre os padroes dos extremos das retas de calibragao

em todas as gamas de trabalho.

411 Caréncia quimica oxigénio (LCK 314)
Os padroes de calibragdo para verificagdo da linearidade da curva de calibracio da gama LCK 314, foram
preparados a partir de uma solu¢io de hidrogenoftalato de potassio com uma concentra¢io tedrica de 2 000 mg

O:/L, medindo-se rigorosamente os volumes definidos no quadro seguinte:

Tabela 4.1 - Padrées CQO LCK 314 para preparagio curva calibragio

Conc. final O, Conc. Inicial O, Volume pipetar Volume baldo
Branco 0 mg/ L Preparar um ensaio com agua ultra pura
P1 15 mg/L 2000 mg/L 375 ul. 50 mL
P2 30 mg/L 2000 mg/L 750 ul. 50 mL
P3 100 mg/L 2000 mg/L 2 500 pl. 50 mL
P4 150 mg/L 2000 mg/L 3750 ul. 50 mL
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Curvas de calibragio e relacdo concentragio tedrica/concentracio obtida
A leitura destes padroes foi efetuada a 448 nm em unidades de absorvancia e tragadas as respetivas curvas de
calibracio (Figuras 4.1, 4.3 e 4.5). Foi ainda tragada a relagdo entre a concentracdo tedrica dos padrdes e a

respectiva concentragio experimental (Figuras 4.2, 4.4 e 4.6).

Tabela 4.2 - Verificagio linearidade curva calibragio de fabrica de CQO LCK 314 — curva 1

Conc. Teorica  Conc.Obtida ke (5 o) | [0 s

(mg O,/L) (mg O,/L)

0,000 0,802 0,815 -

15,000 15,3 0,746 2,000

Cutva 1 30,000 284 0,670 5,333
100,000 978 0,397 2,200

150,000 151,6 0,216 1,067

0,8 y = -0,004x + 0,8031

R? = 10,9981
0,6 -

0,4 -

Absorvancia

0,2 -

O T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0

Concentracdo

Figura 4.1 — Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de CQO: valores
da absorvéncia (448 nm) em fungio da concentra¢io (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 1

y = 1,0025x - 0,3698

200,0 -
R? = 0,9994

150,0

[ER
o
o
o

’

50,0

Conc. Tedrica

o
[=)

0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0

o

-50,0 -
Conc. Lida

Figura 4.2 — Representagdo dos valores obtidos pata a concentragdo de CQO (mg O:/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungdo de resposta — curva 1
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Tabela 4.3 - Verificagédo linearidade curva calibragdo de fabrica de CQO LCK 314 - curva 2

Conc. Teorica  Conc.Obtida Abs (448 nm) Desvio conc

(mg O2/L) (mg O2/L)

0,000 0,702 0,802 -
15,000 16,4 0,753 9,333

Curva 2 30,000 288 0,672 ~4,000
100,000 103,0 0,403 3,000

150,000 151,0 0,214 0,667

y = -0,0039x + 0,8014

< 0.8 R?=0,9989

8

& 06

£

§ 0,4 -

< 0,2 -

0 T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0

Concentragio

Figura 4.3 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de CQO: valores
da absorvincia (448 nm) em fungio da concentra¢io (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 2

200,0 - y = 1,009x + 0,4501
’ R2=0,9995

S 150,0

=

NS

o

= 100,0

3]

§ 50,0

U 7

0,0 T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
Conc. Lida

Figura 4.4 - Representagio dos valotes obtidos para a concentragdo de CQO (mg O2/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungdo de resposta — curva 2
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Tabela 4.4- Verificagdo linearidade curva calibragio de fabrica de CQO LCK 314 — curva 3

Conc. Teorica  Conc.Obtida Abs (448 nm) Desvio conc

(mg O2/L) (mg O2/L)

0,000 0,763 0,815
15,000 16,4 0,753 9,333
Curva 3 30,000 30,3 0,698 1,000
100,000 99,6 0,425 -0,400
150,000 152,0 0,216 1,333
1 y = -0,004x + 0,8156
R?=0,9997
508
Q
& 06
£
g 04
2
< 0,2
O T T T T T T T T 1
0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000
Concentragio

Figura 4.5 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragido referente a determinagio de CQO: valores
da absorvincia (448 nm) em fungdo da concentragio (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 3

y = 1,0031x + 0,6297

200,0 ~
Rz = 10,9998
.§ 150,0
S
0
= 100,0
3
§
o 50,0
0'0 T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0  160,0

Conc. Lida

Figura 4.6 - Representagio dos valotes obtidos para a concentragdo de CQO (mg O2/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungio de resposta — curva 3
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Homogeneidade varidncias

Foi verificada a existéncia de homogeneidade entre as varidncias dos padroes extremos da gama de trabalho (15 ¢

150 mg O,/L), analisando 10 vezes cada um dos padroes, em condicoes de repetibilidade (tabela 4.5):

Tabela 4.5-Homogeneidade varidncia nos extremos da gama de trabalho CQO LCK 314

Absorvancia (448 nm)
Padrio 15 mg O,/L  Padrio 150 mg O,/L

1 0,752 0,201
2 0,729 0,219
3 0,749 0,211
4 0,759 0,222
5 0,739 0,214
6 0,750 0,220
7 0,752 0,205
8 0,735 0,217
9 0,745 0,214
10 0,743 0,203
Média 0,745 0,213
Varidncia (o) 8,11 X 105 5,49 X 10-5
Graus liberdade 9 9
TV 2,18
HO: 0"p15=0 p1s0
H1: 62P15;£62P15O
Fcrit(0,025;9;9) = 4,03
p-value = 0,571

Verifica-se que o valor experimental (T'V) ¢ inferior ao valor critico (Fcrit), pelo que se aceita a hip6tese nula, ou
seja, ndo ha diferencas significativas entre as variancias.

O valor prova de 57,1%, superior ao nivel de significancia de 5% , indica que os dados obtidos sdo consistentes
com a hipétese nula
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4.1.2 Caréncia quimica oxigénio (LCK 514)
Para a gama correspondente ao LCK 514, foram preparados os seguintes padroes de calibragdo, a partir de uma
solu¢io de hidrogenoftalato de potissio com uma concentragio tedrica de 50 000 mg O,/L, medindo-se

rigorosamente os volumes definidos no quadro seguinte:

Tabela 4.6-Padrdes CQO LCK 514 para preparagido cutva calibragio

Conc. final O, . Conc. Inicial O, Volume pipetar  Volume baldo

Branco 0 mg/L Preparar um ensaio com agua ultra pura
P1 300 mg/L 50 000 mg/L 300 pL 50 mL
P2 500 mg/L 50 000 mg/L 500 ulL 50 mL
P3 1000 mg/L. 50 000 mg/L 1 000 uL. 50 mL
P4 2000 mg/L 50 000 mg/L 2000 pL. 50 mL

Curvas de calibracio e relacio concentracio teérica/concentracio obtida

A leitura destes padroes foi efetuada a 605 nm em unidades de absorvancia e tracadas as respetivas curvas de
calibracio (Figuras 4.7, 4.9 e 4.11). Foi ainda tracada a relagdo entre a concentracio tedrica dos padroes e a

respectiva concentragdo experimental (Figuras 4.8, 4.10 e 4.12).

Tabela 4.7 - Verificagdo linearidade curva calibragio de fabrica de CQO LCK 514 — curva 1

Conc. Teoérica Conc.Obtida .
(mg 0,/L) (mg 0,/L) Abs (448 nm) Desvio conc
0,0 8,28 0,058 -
300,0 298 0,204 -0,667
Curva 1 500,0 506 0,303 1,200
1000,0 1014 0,546 1,400
2000,0 2094 1,060 4,700
19 - y = 0,0005x + 0,0534
’ R2 = 0,9998
1
3
2 0,8
<
g 0,6
%
é 0,4
0,2
O T T T T T 1
0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
Concentragao

Figura 4.7 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de CQO: valores
da absorvincia (605 nm) em fungio da concentragio (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 1
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2500,00 -+

2000,00
1500,00

orica

R

Te

1000,00
500,00

Conc

0,00
-500,00 2

y = 1,0461x - 10,965
2 =0,9996

0 500,0

1000,0
Conc. Lida

2000,0 2500,0

Figura 4.8 - Representagio dos valotes obtidos para a concentragdo de CQO (mg O2/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungao de resposta — curva 1

Tabela 4.8 - Verificagio linearidade curva calibragio de fabrica de CQO LCK 514 — curva 2

Conc. Teorica

Conc.Obtida

(mg O:/L) (mg O:/L)

Abs (448 nm) Desvio conc

0,0 9,57 0,050 -
300,0 291 0,201 -3,000
Curva 2 500,0 499 0,310 -0,200
1000,0 1005 0,556 0,500
2000,0 1984 1,008 -0,800
1,200 - y = 0,0005x + 0,0616
_ 1,000 R2 =0,9989
g 0,800
g 0,600
2 0,400
< 0,200
0,000 T T )
0,0 500,0 1000,0 2000,0 2500,0
Concentragio

Figura 4.9 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de CQO: valores
da absorvéncia (605 nm) em fungdo da concentragio (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por

minimos quadrados — curva 2
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2500,00 -
§2000,00
i
'S 1500,00
=
¢ 1000,00
S 500,00

v = 0,9912x + 4,382
R = 0,9999

0,00 T T T

0,0 500,0 1000,0 1500,0
Conc. Lida

2000,0

2500,0

Figura 4.10 - Representagio dos valotes obtidos para a concentra¢ido de CQO (mg O:/L) em fungio da

concentragio preparada e respectiva fungio de resposta — curva 2

Tabela 4.9 - Verificagio linearidade curva calibragio de fabrica de CQO LCK 514 — curva 3

Conc. Teorica Conc.Obtida

Abs (448 nm)

Desvio conc

0,0 14,40 0,036 -
300,0 314 0,212 4,667
Curva 3 500,0 515 0,301 3,000
1000,0 998 0,562 -0,200
2000,0 1992 1,011 -0,400

1,200 -
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

Absorvancia

y = 0,0005x + 0,057
Rz =10,998

0,000 T T T

0,0 500,0 1000,0 1500,0

Concentragiao

2000,0

2500,

0

Figura 4.11 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagdo de CQO: valores
da absorvéncia (605 nm) em fungdo da concentragio (mg O2/L) e representagio da respectiva reta estimada por

minimos quadrados — curva 3
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orica

\

Te

Conc

2500,00
2000,00
1500,00
1000,00
500,00
0,00

0,0

y =0,9871x + 16,5

500,0

1000,0
Conc. Lida

1500,0

2000,0

2500,0

Figura 4.12 - Representagio dos valores obtidos para a concentragdo de CQO (mg O2/L) em fungio da

concentragio preparada e respectiva fungio de resposta — curva 3

Homogeneidade varidncias

Foi verificada a existéncia de homogeneidade entre as varidncias dos padrées extremos da gama de trabalho (300

e 2 000 mg O,/L), analisando 10 vezes cada um dos padrdes, em condi¢des de repetibilidade (tabela 4.10):

Tabela 4.10 - Homogeneidade varidncia nos extremos da gama de trabalho CQO LCK 514

Absorvancia (605 nm)
Padrio 300 mg O2/L Padrio 2000 mg O,/L

1 0215 1,005
2 0.190 1012
3 0,214 1,053
4 0.210 1,021
5 0,206 1,010
6 0219 1014
7 0211 1,047
8 0,205 1,010
9 0,207 1,032
10 0,227 1,009
Média 0,210 1,021
Varidncia (o) 9,56 x 10 2,88 x 10+
Graus liberdade 9 9
v 3,01
Ho: 02P300=02P2000
Hi: 62P300#£05%P2000
Ferit(0,025;9;9) = 4,03
p-value = 0,116
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Verifica-se que o valor experimental (T'V) ¢é inferior ao valor critico (Fcrit), pelo que se aceita a hipétese nula, ou
seja, ndo ha diferencas significativas entre as varidncias.

O valor prova de 11,6%, superior ao nivel de significancia de 5% , indica que os dados obtidos sdo consistentes
com a hipétese nula

41.3 Azoto Total (LCK 138)
Os padroes de calibracio para verificacdo da linearidade da curva de calibragio do Azoto Total, foram
preparados a partir da solugdo padrio de Glicina (C;HsNOz) 100 mg/I, medindo-se rigorosamente os volumes

definidos no quadro seguinte:

Tabela 4.11-Padrées Nt LCK 138 para preparagio curva calibragio

Conc. final N Conc. Inicial N Volume pipetar Volume baldo
Branco 0 mg/L Preparar um ensaio com agua ultra pura
P1 3 mg/L 100 mg/L 1500 pL. 50 mL
P2 5 mg/L 100 mg/L 2500 pL. 50 mL
P3 10 mg/L 100 mg/L 2500 pL. 25 mL
P4 15 mg/L 100 mg/L 3750 uL 25 mL

Curvas de calibracio e relacio concentracio teérica/concentracio obtida

A leitura destes padroes foi efetuada a 345 nm em unidades de absorvancia e tracadas as respetivas curvas de
calibragio (Figuras 4.13, 4.15 e 4.17). Foi ainda tragada a relacio entre a concentracdo tedrica dos padroes ¢ a

respectiva concentracio experimental (Figuras 4.14, 4.16 ¢ 4.18).

Tabela 4.12 - Verificagio linearidade cutva calibragio de fabrica de Nt LCK 138 — curva 1

Conc. Teorica Conc.Obtida

Abs (448 nm) Desvio conc

(mg N/L) (mg N/L)
0 0,180 0,119] -
3 2,95 0,251 1,667
Curva 1 5 492 0,353 1,600
10 9,91 0,628 ~0,900
15 14,6 0,89 2,667
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y = 0,0521x + 0,1043
R> = 0,9988

e 2o
(o) e =
]

Absorvancia
o
I

o
N

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragio

Figura 4.13 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de Azoto: valores
da absorvéncia (345 nm) em fungdo da concentragio (mg N/L) e representagdo da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 1

20,000 - y = 0,9678x + 0,1245
' R® = 0,9998
8 15,000
3
o
E 10,000
g
S 5000
0,000 .

16
Conc. Lida

Figura 4.14 - Representagio dos valores obtidos para a concentragio de Azoto (mg N/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungio de resposta — curva 1

Tabela 4.13 - Verificagido linearidade curva calibragdo de fabrica de Nt LCK 138 — curva 2

Conc. Teorica Conc.Obtida Abs (448 nm) | Desvio conc

(mg N/L) (mg N/L)
0 0,20 0,125 -
3 3,13 0,283 4,333
Curva 2 5 4,71 0,369 -5,800
10 10,0 0,653 0,000
15 14,8 0,905 -1,333
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1. y = 0,0523x + 0,1217
Rz2=0 2
« 08
8
& 06
g
2 0,4
<02
O T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragio

Figura 4.15 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de Azoto: valores
da absorvancia (345 nm) em fungio da concentragio (mg N/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 2

20,00 - y =0,9787x +0,1084

g R? =0,9992

£ 15,00

3

10,00

:

S 500

0,00 .

16
Conc. Lida

Figura 4.16 - Representagio dos valores obtidos para a concentragdo de Azoto (mg N/L) em fungdo da
concentragio preparada e respectiva fungao de resposta — curva 2

Tabela 4.14 - Verificagdo linearidade curva calibragio de fabrica de Nt LCK 138 — curva 3

Conc. Teorica Conc.Obtida AV (Y i) || D o

(mg N/L) (mg N/L)

0 0,26 0,149 | -
3 3,17 0,299 5,667
Curva 3 5 4,87 0,387 -2,600
10 10,1 0,666 1,000
15 15,1 0,919 0,667
1 y =0,0517x + 0,1425
R2=0,9993
80,8
3]
§ 0,6
204
202
0 T T T T 1
0 5 10 15 20
Concentragio

Figura 4.17 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de Azoto: valores
da absorvincia (345 nm) em fungio da concentragio (mg N/L) e representagio da respectiva reta estimada por
minimos quadrados — curva 3

Pagina 48 de 87



FCTUC — Departamento Quimica

20,00 ~
15,00
10,00

5,00

Conc. Teérica

0,00

y =0,9933x + 0,1439

Conc. Lida

Figura 4.18 - Representagio dos valores obtidos para a concentragio de Azoto (mg N/L) em fungio da

concentragio preparada e respectiva fungdo de resposta — curva 3

Homogeneidade varidncias

Foi verificada a existéncia de homogeneidade entre as varidncias dos padroes extremos da gama de trabalho (3 e

15 mg N/L), analisando 10 vezes cada um dos padrdes, em condi¢des de repetibilidade (tabela 4.15):

Tabela 4.15 - homogeneidade varidncias nos extremos da gama de trabalho Nt LCK 138

Absorvancia (345 nm)
Padrio 3,0 mg N/L Padrio 15,0 mg N/L

1 0,299 0,956
2 0,286 0,919
3 0,301 0,923
4 0,275 0,935
5 0,281 0,948
6 0,290 0,927
7 0,292 0,919
8 0,277 0,925
9 0,293 0,963
10 0,275 0,934
Média 0,287 0,935
Variincia (o) 9,28 X 10+ 2,46 x 10
Graus liberdade 9 9
TV 2,65
HO: 0%p3=0%p15
Hi1: o%p370%p15
Fcrit(0,025;9;9) = 4,03
p-value = 0,162

Verifica-se que o valor experimental (T'V) ¢ inferior ao valor critico (Fcrit), pelo que se aceita a hipotese nula, ou

seja, nao ha diferencas significativas entre as varidncias.

O valor prova de 16,2%, superior ao nivel de significancia de 5% , indica que os dados obtidos sdo consistentes

com a hipétese nula
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414 Fosforo Total (LCK 348)
Os padroes de calibragio para verificacdo da linearidade da curva de calibragio do Fésforo Total gama LCK 348,
foram preparados a pattit de uma solu¢io intermédia de 32,6 mg P/L, preparada por diluicio de uma solugio

comercial de Fosfato de Potissio 1000 mg PO4>/L (326 mg P/L).

Tabela 4.16 - Padrées Pt para preparagio curva calibragio

Conc. Inicial P = Volume pipetar Volume balao Conc. final P
Sol. intermédia 326 mg/L 5 mL 50 ml. 32,6 mg/L
Conc. final P Conc. Inicial P Volume pipetar Volume baldo
Branco 0 mg/L Preparar um ensaio com agua ultra pura
P1 1 mg/L 32,6 mg/L 1,535 mL 50 mL
P2 2 mg/L 32,6 mg/L 3,070 mL 50 mL
P3 3 mg/L 32,6 mg/L 2,305 mL 25 mL
P4 5 mg/L 32,6 mg/L 3,835 mL 25 mL

Curvas de calibragio e relagdo concentragao tedrica/concentragio obtida
A leitura destes padroes foi efetuada a 880 nm em unidades de absorvancia e tragadas as respetivas curvas de
calibracio (Figuras 4.19, 4.21 e 4.23). Foi ainda tracada a relagdo entre a concentracio tedrica dos padroes e a

respectiva concentracio experimental (Figuras 4.20, 4.22 ¢ 4.24).

Tabela 4.17 - Verificagio linearidade curva calibragio de fabrica de Pt LCK 348 — curva 1

Conc. Teorica | Conc.Obtida

Abs (448 nm) Desvio conc

(mgP/L) (mg P/L)
0,0 -0,015 0,121 | -
1,0 1,04 0,296 4,000
Curva 1 2,0 2,09 0,469 4,500
3,0 3,20 0,653 6,667
5,0 5,21 0,992 4,200
1,200 y = 0,1746x + 0,122
1,000 R? = 0,9999
& 0,800
£ 0,600
8 0,400
< 0,200
0,000 T T T T T )
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Concentracio

Figura 4.19 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de Fosforo:
valores da absorvancia (880 nm) em fungio da concentragdo (mg P/L) e representagdo da respectiva reta
estimada por minimos quadrados — curva 1
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y = 1,0483x - 0,0013

6,000 ~
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1,000
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Conc. Lida

Conc. Teoérica

Figura 4.20 - Representagio dos valores obtidos para a concentragdo de Fésforo (mg P/L) em fungéo da
concentragio preparada e respectiva fungao de resposta — curva 1

Tabela 4.18 - Verificagdo linearidade curva calibragio de fabrica de Pt LCK 348 — curva 2

Conc. Teorica  Conc.Obtida Abs (448 nm) Desvio conc

(mgP/L) (mg P/L)
0,0 -0,010 0,089 | -
1,0 0,98 0,225 -2,000
Curva 2 2,0 2,05 0,415 2,500
3,0 3,02 0,562 0,667
5,0 4,95 0,902 1,000

y = 0,1639x + 0,0779

1 -
2 = 0,9986

< 0,8
G
£ 0,6
4
g 0,4
< 0,2

0 T T T T T T 1

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentragio

Figura 4.21 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagiao de Fésforo:
valores da absorvancia (880 nm) em fungio da concentragdo (mg P/L) e representagdo da respectiva reta
estimada por minimos quadrados — curva 2
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y = 0,9941x + 0,0111

6,000 -
R? = 10,9996

5,000
4,000
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2,000
1,000
0,000 T T T T T 1
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Figura 4.22 - Representagio dos valores obtidos para a concentragio de Fésforo (mg P/L) em fungido da
concentragio preparada e respectiva fungido de resposta — curva 2

Tabela 4.19 - Verificagdo linearidade curva calibragio de fabrica de Pt LCK 348 — Curva 3

Conc. Teérica  Conc.Obtida Abs (448

Desvio conc

(mgP/L) (mg P/L) nm)
0,0 -0,012 0,099 -
1,0 1,03 0,241 3,000
Curva 3 2,0 1,98 0,396 -1,000
3,0 2,91 0,554 -3,000
5,0 5,01 0,924 0,200

y =0,1651x + 0,0795

[EEY

R? = 0,9966
= 038
Q
§ 0,6
§ 0,4
< 0,2
0 T T T T T T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentragio

Figura 4.23 - Representagio dos valores obtidos na curva de calibragio referente a determinagio de Fosforo:
valores da absorvancia (880 nm) em fungio da concentragdo (mg P/L) e representagdo da respectiva reta
estimada por minimos quadrados — curva 3

y = 0,9966x - 0,009

6,000 -
> = 0,9994

5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000 T T T T T )

-1,000 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Conc. Lida

Conc. Teérica

Figura 4.24 - Representagio dos valores obtidos para a concentragdo de Fosforo (mg P/L) em fungio da
concentragio preparada e respectiva fungio de resposta — curva 3
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Homogeneidade varidncias

Foi verificada a existéncia de homogeneidade entre as varidncias dos padrdes extremos da gama de trabalho (1 e

5 mg P/L), analisando 10 vezes cada um dos padroes, em condi¢oes de repetibilidade (tabela 4.20):

Tabela 4.20 - homogeneidade varidncias nos extremos da gama de trabalho Pt LCK 348

Absotvancia
Padrio 1,0 mg/L.  Padrio 5,0 mg/L

1 0,258 0,932
2 0,255 0,929
3 0,260 0,922
4 0,245 0,912
5 0,260 0,911
6 0,253 0,917
7 0,266 0,929
8 0,250 0,902
9 0,250 0,922
10 0,261 0,914
Média 0,256 0,919
Varidncia (o) 4,13 x 10-5 8,80 x 10-5
Gruas liberdade 9 9
TV 2,13
HO: 02p1=02%ps
H1: o%p1702ps
Fcrit(0,025;9;9) = 4,03
p-value = 0,275

Verifica-se que o valor experimental (T'V) ¢ inferior ao valor critico (Fcrit), pelo que se aceita a hipotese nula, ou

seja, ndo hé diferencas significativas entre as varidncias.

O valor prova de 27,5%, supetior ao nivel de significincia de 5% , indica que os dados obtidos sdo consistentes

com a hipétese nula
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Pela analise da tabela seguinte, onde se resumem os valores de coeficiente de correlacdo obtidos para as curvas
de calibragdo tragadas para todos os métodos em estudo, todos eles superiores a 0,995 (tabela 4.21) e pela

visualizagdo grafica das curvas, podemos concluir que se trata de func¢des lineares.

Tabela 4.21- Coeficientes correlagio da curva Abs=f(Conc)

M¢étodo ensaio ‘ Cutva 2
Curva 1 0.9981
CQO LCK 314 Curva 2 0.9989
Curva 3 0.9997
Curva 1 0.9998
CQO LCK 514 Curva 2 0.9989
Curva 3 0.9980
Curva 1 0.9988
Nt LCK 138 Curva 2 0.9992
Curva 3 0.9993
Curva 1 0.9999
Pt LCK 348 Curva 2 0.9986
Curva 3 0.9966

Para além da verificagdo visual da linearidade, a comparacdo entre a concentragdo tedrica dos padrdes e a
concentracdo obtida nas curvas Hach Lange, resultou em relaces perfeitamente lineares com declive e

coeficiente de correlagio aproximadamente igual a unidade (Tabela 4.22).

Tabela 4.22- Declive e coeficiente de correlagdo Cteor = f(Cexp)

Método ensaio Curva ‘ 12 ‘ b
Curva 1 0.9994 1.0025
CQO LCK 314 Curva 2 0.9995 1.0090
Curva 3 0.9998 1.0031
Curva 1 0.9996 1.0461
CQO LCK 514 Curva 2 0.9999 0.9912
Curva 3 1 0.9871
Curva 1 0.9998 0.9678
Nt LCK 138 Curva 2 0.9992 0.9787
Curva 3 0.9994 0.9933
Curva 1 0.9997 1.0483
Pt LCK 348 Curva 2 0.9996 0.9941
Curva 3 0.9994 0.9966
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Além disso, os valores experimentais dos padrdes, em concentragdo, permitem verificar que estes nao se afastam

mais do que 10% dos valores tedricos dos padroes.

Relativamente 4 homogeneidade de varidncia, considerando como HO que nio existem diferencas entre as
varidncias nos extremos das gamas de trabalho e como H1 que estas varidncias apresentam diferengas
significativas, determinam-se os valores de F experimentais (T'V), verificando-se que sdo inferiores aos valores

tabelados, ou seja, retém-se a hipétese nula e conclui-se que as gamas de trabalho estdo adequadamente definidas,

tabela 4.23:

Tabela 4.23 - Comparagio valores F experimentais (TV) com o valor critico F bilateral e grau confianga 95%

CQO LCK 314 ‘ CQO LCK 514 Nt LCK 138 Pt LCK 348
TV 1,47 3,01 2,65 2,13
p-values 57,1% 11,6% 16,2% 27,5%
Fcrit (0,025;9;9) 4,03

Os valores prova (p-value) apresentados na tabela, todos eles superiores a 5% (nfvel de significancia

considerado), representam a probabilidade da hipétese nula ser verdadeira.
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4.2  Limiares Analiticos — Limite de Quantificacdo
Nos ensaios em cuvete da Hach Lange, as gamas de trabalho estdo previamente definidas pelo fabricante, pelo
que o laboratério procurou encontrar um compromisso entre as gamas disponivels e os limiares analiticos que

respondem as necessidades dos seus clientes, validando os limites inferiores das gamas de trabalho.

Para todos os métodos de ensaio em estudo foram analisados 20 padrées com concentragdes correspondentes
aos limites inferiores de cada uma das gamas de trabalho (Tabelas 4.24, 4.25, 4.26 ¢ 4.27), em condi¢des de
precisio intermédia (o mesmo laboratério e 0o mesmo equipamento mas em dias diferentes com diferentes

analistas e preparacOes independentes):

Tabela 4.24 - Padrio de 15 mg O2/L em condig¢des de precisio intermédia - CQO LCK 314

Analista Valotes (mg O2/L) CA (20%)
Analista 1 17,1 Aceite
Analista 1 13,5 Aceite
Analista 2 14,5 Aceite
Analista 1 17,9 Aceite
Analista 2 15,2 Aceite
Analista 2 152 Aceite
Analista 3 16,7 Aceite
Analista 1 14,2 Aceite
Analista 1 13,0 Aceite
Analista 2 14,5 Aceite
Analista 2 14,9 Aceite
Analista 1 15,2 Aceite
Analista 1 16,0 Aceite
Analista 3 13,3 Aceite
Analista 1 14,1 Aceite
Analista 2 14,6 Aceite
Analista 3 13,9 Aceite
Analista 1 14,6 Aceite
Analista 3 15,3 Aceite
Analista 3 13,0 Aceite
Desvio-padrio 1,25
Média 14,79
C.V. 8,5%
E.R. 1,4%
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Tabela 4.25 - Padrio de 300 mg O;/L em condigdes de precisdo intermédia - CQO LCK 514

Analista Valotes (mg O2/L) CA (20%)
Analista 1 315 Aceite
Analista 2 313 Aceite
Analista 2 324 Aceite
Analista 1 338 Aceite
Analista 1 343 Aceite
Analista 2 312 Aceite
Analista 1 317 Aceite
Analista 1 320 Aceite
Analista 3 339 Aceite
Analista 3 313 Aceite
Analista 1 303 Aceite
Analista 1 300 Aceite
Analista 2 304 Aceite
Analista 2 322 Aceite
Analista 3 309 Aceite
Analista 2 307 Aceite
Analista 2 306 Aceite
Analista 1 304 Aceite
Analista 1 307 Aceite
Analista 1 318 Aceite
Desvio-padrio 12,24
Média 315,70
C.V. 3,9%
E.R. 5,2%
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Tabela 4.26 - Padrdo de 3 mg N/L em condigdes de precisdo intermédia - Nt LCK 138

Analista Valores (mg N /L) CA (20%)
Analista 1 3,38 Aceite
Analista 1 3,34 Aceite
Analista 2 2,78 Aceite
Analista 1 3,24 Aceite
Analista 1 3,27 Aceite
Analista 1 3,30 Aceite
Analista 1 2,88 Aceite
Analista 2 3,36 Aceite
Analista 1 2,79 Aceite
Analista 1 2,95 Aceite
Analista 2 3,20 Aceite
Analista 3 2,90 Aceite
Analista 3 3,44 Aceite
Analista 1 3,22 Aceite
Analista 1 3,34 Aceite
Analista 1 3,38 Aceite
Analista 1 3,44 Aceite
Analista 1 2,84 Aceite
Analista 2 2,97 Aceite
Analista 3 3,31 Aceite
Desvio-padrio 0,23
Média 3,17
C.V. 7,4%
E.R. 5,6%
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Tabela 4.27 - Padrio de 1 mg P/L em condigdes de precisio intermédia - Nt LCK 348

Analista Valores (mg P/L) CA (20%)
Analistal 1,027 Aceite
Analista 2 1,020 Aceite
Analistal 1,030 Aceite
Analistal 1,034 Aceite
Analista 2 1,007 Aceite
Analistal 0,941 Aceite
Analista 2 1,030 Aceite
Analistal 0,970 Aceite
Analistal 1,005 Aceite
Analista 2 0,983 Aceite
Analistal 1,028 Aceite
Analistal 1,035 Aceite
Analistal 1,050 Aceite
Analistal 0,976 Aceite
Analista 3 1,091 Aceite
Analistal 0,985 Aceite
Analistal 1,071 Aceite
Analistal 0,992 Aceite
Analista 2 1,071 Aceite
Analista 3 0,973 Aceite
Desvio-padrio 0,04
Média 1,02
C.V. 3,8%
E.R. 1,6%

Os coeficientes de variacdo obtidos e resumidos na tabela 4.28, todos eles inferiores a 10%, cumprem os 10% de

precisao estabelecidos pelo requisito legal (DL 236/98)1261,

Tabela 4.28-Limiares analiticos estabelecidos para CQO, Nt e Pt

Coeficiente de

Parametro Gama Limiar analitico

variacao
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 314 15 mg O,/L 8,5 %
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 514 300 mg O2/L 3,9 %
Azoto total LCK 138 3mgN /L 7,4 %
Fésforo Total LCK 348 1 mg P/L 3,8 %

No caso da Caréncia Quimica de Oxigénio, gama LCK 514, o limite inferior da gama de trabalho de 100 mg/L
inicialmente testado, apresentou um coeficiente de variagdo superior a 10%, valor que nido cumpre com o0s
requisitos necessarios, pelo que o Laboratério optou por aumentar o valor do limite de quantificagdo desta gama

de trabalho, testando um padrao de 300 mg O2/L.
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4.3  Repetibilidade

O coeficiente de variacio de repetibilidade foi determinado para cada uma das gamas dos parimetros em estudo,
a partir do desvio padrdo dos resultados de 10 ensaios sob a mesma amostra (Tabelas 4.29, 4.30, 4.31 ¢ 4.32), em
condi¢bes de repetibilidade, ou seja, o mesmo laboratério, o mesmo método ensaio, 0 mesmo analista, no

mesmo dia, com 0s mesmos equipamentos:

Tabela 4.29 - Ensaio repetibilidade CQO LCK 314 com uma amostra agua residual

Agua Residual —Efluente
(mg O:/L)
67,6
63,5
64,9
65,2
68,2
65,9
67,8
66,4
63,2
10 65,2
Média 65,8
Desvio-padrio 1,73
Cv 2,6%

Amostra

O |0 | ||| K[|~

Tabela 4.30 - Ensaio repetibilidade CQO LCK 514 com uma amostra agua residual

Agua Residual - Tanque

Amostra Arejamento
(mg 0,/L)
1 1442
2 1490
3 1485
4 1488
5 1465
6 1463
7 1497
8 1512
9 1502
10 1467
Média 1481
Desvio-padrio 21,35
CvV 1,4%
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Tabela 4.31 - Ensaio repetibilidade Nt LCK 138 com uma amostra dgua residual

Agua Residual — Afluente
(mg N/L)
7,49
7,41
7,36
7,43
7,52
7,65
7,29
7,44
7,77
10 7,14
Média 7,45
Desvio-padrio 0,18
CvV 2,4%

Amostra

N=REo.RIEN QR N NS NI - ROUR N SR

Tabela 4.32 - Ensaio repetibilidade Pt LCK 348 com uma amostra agua residual

Amostra Agua Residual — Afluente
(mg P/L)
1,47
1,45
1,39
1,52
1,46
1,39
1,50
1,41
1,43

10 1,48
Média 1,45
Desvio-padrio 0,05
Cv 3,1%

O [N K~ W[N]~
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Os valores de coeficiente de variagio obtidos (< 5%), permitem-nos concluir que os métodos em estudo, em

condicOes de repetibilidade, apresentam boa precisao (Tabela 4.33):

Tabela 4.33-Ensaios repetibilidade efetuados para cada um dos métodos (CQO, Nt e Pt)

Parametro Tipo amostra Conce’n o agdo Coetﬁciente de

média variagao (CV)
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 314 Agua residual 65.6 mg Oz/L 2,6 %
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 514 Agua residual 1442 mg O,/L 1,4 %
Azoto total LCK 138 Agua residual 7,49 mg N /L 2,4 %
Fosforo Total LCK 348 Agua residual 50mgP /L 3,1 %

4.4  Precisido intermédia

A precisio intermédia foi avaliada através da realizacio de 20 ensaios em duplicado, em dias diferentes, efetuadas

por diferentes analistas, de modo a cobrir toda a gama de trabalho (Tabelas 4.34, 4.35, 4.36 ¢ 4.37):

Tabela 4.34 - Recolha de 20 ensaios em duplicado - CQO LCK 314

Amostra Duplicado Média Amplit.ude CA (20%)
(mg O;/L) (mg O;/L) (mg O./L) Relativa
43,2 48,5 45,9 11,6% Aceite
146,0 142,0 1440 2,8% Aceite
17,0 16,4 16,7 3,6% Aceite
100,0 97,6 98,8 2,4% Aceite
19,7 17,3 18,5 13,0% Aceite
37,4 41,1 39,3 9,4% Aceite
53,0 46,4 49,7 13,3% Aceite
342 35,0 34,6 2,3% Aceite
103,0 106,0 104,5 2,9% Aceite
15,6 14,9 15,3 4,6% Aceite
482 46,0 47,1 4,7% Aceite
38,9 39,3 39,1 1,0% Aceite
89,1 88,2 88,7 1,0% Aceite
124,0 110,0 117,0 12,0% Aceite
58,6 60,2 59,4 2,7% Aceite
76,2 80,8 78,5 5,9% Aceite
62,0 61,6 61,8 0,7% Aceite
66,3 60,6 63,5 9,0% Aceite
92,3 101,0 96,7 9,0% Aceite
67,7 71,9 69,8 6,0% Aceite
Média amplitudes relativas 5,9 % -
Precisio intermédia 5,2 %
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Tabela 4.35 - Recolha de 20 ensaios em duplicado - CQO LCK 514

Amostra Duplicado Média Amplitude CA (15%)
(mg O,/L) (mg O;/L) (mg O;/L) Relativa
671,0 666,0 668,5 0,8% Aceite
575,0 577,0 576,0 0,4% Aceite
278,0 280,0 279,0 0,7% Aceite
726,0 688,0 707,0 5,4% Aceite
571,0 612,0 591,5 6,9% Aceite
1026,0 1006,0 1016,0 2,0% Aceite
8006,0 798,0 802,0 1,0% Aceite
881,0 878,0 879,5 0,3% Aceite
509,0 486,0 4975 4,6% Aceite
458,0 508,0 4830 10,4% Aceite
155,0 158,0 156,5 1,9% Aceite
618,0 618,0 618,0 0,0% Aceite
730,0 702,0 716,0 3,9% Aceite
790,0 909,0 849,5 14,0% Aceite
873,0 882,0 877,5 1,0% Aceite
492,0 4420 467,0 10,7% Aceite
276,0 2740 275,0 0,7% Aceite
1266,0 1253,0 1259,5 1,0% Aceite
771,0 760,0 765,5 1,4% Aceite
748,0 785,0 766,5 4,8% Aceite
Média amplitudes relativas 3,6 %
Precisio intermédia 3,2%

Tabela 4.36 - Recolha de 20 ensaios em duplicado - Nt LCK 138

Amostra Duplicado Média Amplitude CA (15%)
(mgN/L) (mgN/L) (mgN/L) Relativa
11,40 11,40 11,400 0,0% Aceite
19,70 18,80 19,250 4,7% Aceite
5,26 4,80 5,030 9,2% Aceite
0,91 1,31 1,108 36,5% N.Aceite
4,44 3,99 4,215 10,7% Aceite
5,81 5,74 5,775 1,2% Aceite
5,98 5,78 5,880 3,4% Aceite
8,30 8,90 8,600 7,0% Aceite
108,00 111,00 109,500 2,7% Aceite
3,31 3,39 3,350 2,4% Aceite
11,50 11,30 11,400 1,8% Aceite
13,40 12,90 13,150 3,8% Aceite
3,84 3,62 3,730 5,9% Aceite
5,85 5,90 5,875 0,9% Aceite
6,04 6,14 6,090 1,6% Aceite
10,60 11,00 10,800 3,7% Aceite
7,34 7,50 7,420 2,2% Aceite
3,34 2,97 3,155 11,7% Aceite
5,11 4,88 4,995 4,6% Aceite
443 4,01 4,520 4,0% Aceite
Média amplitudes relativas 4,3 %
Precisdo intermédia 3,8%
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Tabela 4.37 - Recolha de 20 ensaios em duplicado - Pt LCK 348

Amostra  Duplicado Média Amplit}lde CA (15%)
(mgP/L) (mgP/L) (mgP/L) Relativa
1,28 1,28 1,28 0,0% Aceite
2,00 1,92 1,96 4,1% Aceite
5,80 5,90 5,85 1,7% Aceite
0,51 0,51 0,51 0,6% Aceite
2,45 2,57 2,51 5,0% Aceite
0,55 0,51 0,53 6,4% Aceite
1,08 1,22 1,15 12,2% Aceite
2,02 1,79 1,91 12,1% Aceite
8,30 8,60 8,45 3,6% Aceite
1,97 1,95 1,96 1,0% Aceite
1,25 1,31 1,28 47% Aceite
0,67 0,71 0,69 6,2% Aceite
1,55 1,55 1,55 0,0% Aceite
3,71 3,67 3,69 1,1% Aceite
2,47 2,26 2,37 8,9% Aceite
4,42 4,48 4,45 1,4% Aceite
2,15 1,95 2,05 9,8% Aceite
2,54 2,48 2,51 2,4% Aceite
4,86 4,80 4,83 1,2% Aceite
1,96 1,97 1,97 0,5% Aceite
Média amplitudes relativas 3,5% -
Precisio intermédia 3,1%

Os valores obtidos, todos eles inferiores a 10% (Tabela 4.38), cumprem os 10% de precisio estabelecidos pelo

requisito legal (DL 236/98).

Tabela 4.38-Precisdo intermédia inicial estimada para cada um dos ensaios (CQO, NT e Pt)

Parametro

Precisio Intermédia

Caréncia Quimica Oxigénio LCK 314 5,2 %
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 514 3,2 %
Azoto total LCK 138 3,8 %
Fosforo Total LCK 348 3,1 %
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4.5 Exatidido
A exatidio dos métodos de ensaio foi avaliada mediante a utilizacio de trés ferramentas distintas, como
participagdo em ensaios interlaboratoriais, realizacdo de testes comparativos com métodos ja validados e

realiza¢do de ensaios de recuperagio.

4.5.1 Ensaios Interlaboratoriais

Na sua rotina laboratorial, o Laboratério da Aguas do Mondego, dispée de um pano plurianual de participagio
em ensaios interlaboratoriais, sendo requisito da entidade acreditadora (IPAC), que este plano seja efetuado de
modo a prever a participagdo em cada método de ensaio e cada matriz acreditada, pelo menos uma vez por ciclo
de acreditacio. Além disso, o IPAC estabeleceu como requisito necessario para acreditagdo de novos métodos, a
participagdo em, pelo menos, um ensaio interlaboratorial, promovido por uma entidade reconhecida, com

desempenho satisfatério, ou seja, com z-score <2.

Para os métodos de ensaio em estudo, conforme relatérios originais de participagio, constantes do Anexo I, o
Laboratério participou em ensaios promovidos pela Relacre e pelo LGC tendo obtido para cada uma das

participagoes, os valores de z-score constantes da tabela 4.39:

Tabela 4.39 -Ensaios intetlaboratoriais CQO, Nt e Pt

Matriz Distribui¢ao Parametro Gama Unidades (X;ﬁgi
Agua Natural 2012-AQ 433 | Caréncia Quimica Oxigénio | LCK 314 mg Oz/L 143 150,8 -0,7
Agua Residual | 2012-AR-Abril | Caréncia Quimica Oxigénio | LCK 514 mg O»/L 332 352 0,3
Agua Residual | 2012-AQ 435 | Azoto total LCK 138 mgN /L 29 30,6 -0,5
Agua Residual | 2012-AQ 435 | Fésforo Total LCK 348 mg P /L 12,6 11,4 1,4

A avaliagdo da exatidio do método com base na participacio em EIL, permite concluir que se trata de métodos

exatos, uma vez que os valores de z-score obtidos sdo todos inferiores a 2.

4.5.2 Ensaios de Recuperagio
Outra ferramenta utilizada para avaliar a exatiddo dos métodos analiticos em estudo, foi a realizagdo de testes de
recuperagio. Foram realizados 20 ensaios de recuperacio para cada um dos métodos (Tabelas 4.40, 4.41, 4.42 ¢

4.43), com amostras fortificadas em diversos niveis das gamas de trabalho:
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Tabela 4.40 - Indices recuperagio médio de 20 amostras CQO LCK 314

Amostra

Reforgo Amostra Reforgada

(mgO/L) (mgO/L)  (mgO /L) g s  CA@W)
16,7 15,00 30,7 93,3 Aceite
98,8 15,00 112,0 88,0 Aceite
18,5 15,00 33,3 98,7 Aceite
39,3 50,00 88,2 97,8 Aceite
49,7 50,00 92,8 86,2 Aceite
34,6 50,00 78,9 88,6 Aceite
104,5 50,00 149,0 89,0 Aceite
15,3 50,00 61,7 92,8 Aceite
47,1 50,00 97,0 99,8 Aceite
88,7 50,00 137,6 97,8 Aceite
117,0 50,00 172,6 111,2 Aceite
59,4 50,00 105,6 92,4 Aceite
88,1 50,00 138,0 99,8 Aceite
61,8 50,00 115,2 106,8 Aceite
90,0 50,00 143,0 106,0 Aceite
22,6 50,00 71,7 98,2 Aceite
112,0 50,00 158,2 92,4 Aceite
40,6 50,00 84,1 87,0 Aceite
2475 50,00 300,0 105,0 Aceite
204,0 50,00 256,0 104,0 Aceite

% Recuperagio média 96,7 %
Desvio padrio 7,32

Amostra Reforgo Amostra Reforcada

Tabela 4.41- Indices recuperagio de 20 amostras CQO LCK 514

(mg O»/L) (mg O./L) (mg O,/L) Rec“(f.,’/j;agao CA (20%)
317 400 568 102,4 Aceite
544 400 699 106,8 Aceite

2296 400 1569 105,3 Aceite
607 400 713 102,4 Aceite
386 1000 1182 98,9 Aceite
328 1000 1137 97,3 Aceite
413 1000 1042 83,6 Aceite
641 1000 1216 89,6 Aceite
657 1000 1334 100,6 Aceite
648 1000 1327 100,3 Aceite
440 1000 1320 110,0 Aceite
553 1000 1384 110,8 Aceite
392 400 625 107,3 Aceite
570 1000 1440 115,5 Aceite
1167 1000 1458 87,5 Aceite
686 1000 1429 108,6 Aceite
649 1000 1221 89,7 Aceite
768 1000 1365 98,1 Aceite
815 1000 1422 101,5 Aceite
536 1000 1400 1132 Aceite

% Recuperagio média 101,4 %
Desvio padrio 8,76
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Tabela 4.42 - Indices recuperagio de 20 amostras Nt LCK 138

Amostra Reforco Amostra Reforgada  Recuperagio CA (20%)
(mgN/L) (mgN/L) (mg N/L) (%)
8,25 5 12,50 85,1 Aceite
4,77 5 8,82 81,0 Aceite
7,35 5 12,40 101,0 Aceite
4,74 5 9,35 92,2 Aceite
7,88 5 12,30 88,4 Aceite
4,22 5 8,87 93,0 Aceite
4,12 5 9,00 97,6 Aceite
12,70 5 16,80 82,0 Aceite
8,09 5 13,40 106,2 Aceite
8,12 5 12,44 80,4 Aceite
3,02 5 8,04 100,4 Aceite
10,40 5 15,60 104,0 Aceite
3,54 5 8,44 98,1 Aceite
1,38 5 6,97 111,9 Aceite
10,95 5 15,80 97,0 Aceite
3,58 5 8,96 107,7 Aceite
11,10 5 16,10 100,0 Aceite
6,82 5 12,20 107,6 Aceite
4,93 5 9,46 90,6 Aceite
7,49 5 12,56 101,5 Aceite
% Recuperagio média 96,6 %
Desvio padrio 8,96

Tabela 4.43 - Indices recuperagio de 21 amostras Pt LCK 348

Amostra Reforgo Amostra Refor¢ada Recuperacio
(mgP/L)  (mgP/L) (mg P/L) Coy | CACrH
2,61 1 3,54 93,0 Aceite
3,30 1 432 102,0 Aceite
0,71 1 1,70 - <LQ
1,29 1 2,15 86,0 Aceite
5,68 1 6,53 85,0 Aceite
1,33 1 2,36 103,5 Aceite
3,04 1 4,00 96,0 Aceite
1,39 1 2,42 102,6 Aceite
1,93 1 3,03 110,0 Aceite
1,64 1 2,76 112,0 Aceite
2,78 1 3,74 96,5 Aceite
1,35 1 2,20 85,3 Aceite
2,43 1 333 89,4 Aceite
2,80 1 3,80 100,4 Aceite
3,21 1 411 89,8 Aceite
1,52 1 2,43 91,4 Aceite
4,05 1 4,99 94,7 Aceite
2,15 1 3,05 90,3 Aceite
4,18 1 5,09 91,1 Aceite
2,77 1 3,89 1122 Aceite
342 1 439 97,0 Aceite
% Recuperagio média 96,4 %
Desvio padrio 8,502
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A cada um dos conjuntos de valores de indices de recuperacao, foi efetuado o teste de Grubbs aos valores que
apresentavam maior distdncia ao valor médio, de cada uma das distribui¢Ges, concluindo-se pela tabela 4.44, que

nao existe valores aberrantes.

Tabela 4.44 - Comparagio valores G experimentais com o valor critico (grau confianga 95% e n=20)

CQO LCK 314 ‘ CQO LCK 514 Nt LCK 138 Pt LCK 348
Valor testado 111,2 83,6 81,0 112,2
G 1,08 2,04 1,74 1,86
Gerit (0,5;20) 2,56

Assumindo como hipétese nula (HO) que o valor de recuperagio média obtido ndo difere significativamente do
valor tedrico esperado (100 %) e como hipétese alternativa (H1), que estes valores sdo significativamente
diferentes, a realizacdo de um teste de comparacio do tipo t-student, permite concluir que os valores

apresentados ndo diferem significativamente do valor esperado (tabela 4.45):

Tabela 4.45 — Valores t experimentais e valor prova

CQO LCK 314 ‘ CQO LCK 514 Nt LCK 138 Pt LCK 348
t 1,99 0,75 1,70 1,89
p-values 6,1% 46,2% 10,5% 7,4%

Os valores prova (p-value) apresentados na tabela, todos eles supetiores ao valor considerado para o nivel de
significincia (5%), representam a probabilidade de se obter o efeito observado, sendo a hipétese nula verdadeira.

No entanto, os baixos valores prova obtidos, evidenciam que os resultados sdo pouco consistentes com o
pressuposto da hip6tese nula ser verdadeira.

4.5.3 Comparagido com método de referéncia validado

Uma vez que o Laboratério da Aguas do Mondego, para além dos testes em cuvete da Hach Lange em estudo,
tinha ja métodos de referéncia validados e acreditados para determinacio da Caréncia Quimica Oxigénio, Azoto
total e Fosforo total, a exatidio dos novos métodos analiticos foi avaliada também através da realizacio de

ensaios de equivaléncia entre os resultados obtidos pelos novos métodos e pelos métodos ja validados.

Esta equivaléncia foi avaliada através da selecio de um determinado nimero de amostras, representativas das
gamas de trabalho e matrizes a validar e a sua analise pelos métodos de referéncia e pelos métodos em cuvete da

Hach Lange (tabela 4.46):
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Tabela 4.46-Amostras ensaiadas para comparagido métodos referéncia com métodos Hach Lange

Parametro

Amostras ensaiadas

Intervalo Concentragées

13 amostras agua residual 17,2 ¢ 108,2 mg O,/L
Caréncia Quimica Oxigénio | LCK 314
2 amostras agua natural <15,0 mg O2/L
Caréncia Quimica Oxigénio | LCK 514 10 amostras agua residual 213 € 2543 mg O,/L
Azoto total LCK 138 18 amostras agua residual 3,3¢36 mg N/L
Fosforo Total LCK 348 13 amostras agua residual 1,3¢18 mg P/L

CQO LCK 314 — Foram ensaiadas 13 amostras dgua residual e 2 amostras dgua natural, em paralelo, pelo

método de determinacio CQO por titulagio (método referéncia) e pelo método em cuvete da Hach Lange

(método experimental), obtendo-se os valores da tabela seguinte:

Tabela 4.47 - Resultados analise CQO pelo método referéncia e método Hach Lange LCK 314

Tipo Amostsa Método referéncia  Método LCK 314
(mg O;/L) (mg O/L)

Agua residual 40,5 414

Agua residual 39,8 429

Agua residual 50,4 52,1

Agua residual 51,9 50,4

Agua residual 33,1 32,1

Agua residual 423 439

Agua residual 82,6 80,7

Agua residual 83,0 79,2

Agua residual 414 39,3

Agua residual 53,5 49,7

Agua residual 17,2 15,3

Agua residual 108,2 104,5

Agua residual 31,5 34,6

Agua natural 2,3 1,9

Agua natural 4,5 43
_ 120,0 -
£ 100,0 -
é 80,0 - y =0,9615x + 1,1027
2 60,0 - R2=1
5 40,0 -
—§ 20,0 -
g 00 - ; ; .
= 0,0 20,0 80,0 100,0 120,0

Método validado

Figura 4.25 — Representagio da fungdo de resposta existente entre os valores obtidos para a concentragido de CQO
em amostras de agua residual e natural, pelo método de referéncia validado e pelo método experimental LCK 314
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CQO LCK 514 — Foram analisadas 10 amostras agua residual, em paralelo, pelo método de determinacio CQO

por titulagao (método referéncia) e pelo método em cuvete da Hach Lange (método experimental), obtendo-se

os valores constantes na tabela 4.48:

Tabela 4.48 - Resultados analise CQO pelo método referéncia e método Hach Lange LCK 514

Método experimental

2000,0
1500,0
1000,0

500,0

0,0

o A Método referéncia  Método LCK 514
(mg O»/L) (mg O,/L)
Agua residual 508,3 466,0
Agua residual 852,7 909,0
Agua residual 1008,3 976,0
Agua residual 4897 509,0
Agua residual 219,0 255,0
Agua residual 1274,0 1259,5
Agua residual 786,0 765,5
Agua residual 213,0 2295
Agua residual 352,5 3684
Agua residual 1463 1459
y = 0,9755x + 20,614
RZ=1
200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0 1400,0 1600,0

Método validado

Figura 4.26 - Representagao da fungdo de resposta existente entre os valores obtidos para a concentragio de CQO
em amostras de agua residual, pelo método de referéncia validado e pelo método experimental LCK 514
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Azoto total LCK 138 — Foram analisadas 18 amostras agua residual, em paralelo, pelo método de determinacio

azoto total por digestdo e espectrofotometria absor¢io molecular (método referéncia) e pelo método em cuvete

da Hach Lange (método experimental), obtendo-se os valores da tabela 4.49:

Tabela 4.49 - Resultados analise Nt pelo método referéncia e método Hach Lange LCK 138

Método experimental

40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Método validado

TH A Método referéncia | Método LCK 138
. (mg N/L) (mg N/L)
Agua residual 20,0 20,0
Agua residual 21,0 21,0
Agua residual 16,0 15,0
Agua residual 11,0 11,0
Agua residual 11,0 10,0
Agua residual 11,0 9,8
Agua residual 6,5 6,7
Agua residual 14,0 13,0
Agua residual 3,8 3,2
Agua residual 3,3 2,7
Agua residual 33 3,0
Agua residual 34 3,3
Agua residual 12,0 12,0
Agua residual 9,0 9,9
Agua residual 18,0 18,0
Agua residual 36,0 34,0
Agua residual 19,6 19,0
Agua residual 18,4 18,0
y = 0,9666x + 0,01
R2=1
5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Figura 4.27 - Representagdo da fungio de resposta existente entre os valores obtidos para a concentragio de Azoto
em amostras de agua residual, pelo método de referéncia validado e pelo método experimental LCK 138
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Pt LCK 348 — Foram ensaiadas 13 amostras agua residual analisadas, em paralelo, pelo método de determinac¢io
de Fésforo por espectrofotometria absor¢io molecular (método referéncia) e pelo método em cuvete da Hach

Lange (método experimental), obtendo-se os seguintes resultados:

Tabela 4.50 - Resultados analise Pt pelo método referéncia e método Hach Lange LCK 348

Tipo Amostsa Método referéncia Meétodo LCK 348

(mg P/L) (mg P/L)
Agua Residual 1,33 1,34
Agua Residual 1,96 2,41
Agua Residual 6,06 5,60
Agua Residual 7,46 6,25
Agua Residual 3,42 4,00
Agua Residual 2,85 2,90
Agua Residual 4,39 5,40
Agua Residual 9,26 9,40
Agua Residual 11,18 11,00
Agua Residual 15,27 18,00
Agua Residual 12,75 14,00
Agua Residual 6,98 7,70
Agua Residual 6,57 7,00
_ 20 -
g
$ 15 -
g y=1,1021x - 0,2779
g 10 - R*=1
s
| 5
o
b
E O T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Método validado

Figura 4.28 - Representacio da fungio de resposta existente entre os valores obtidos para a concentragao de
Fosforo em amostras de agua residual, pelo método de referéncia validado e pelo método experimental LCK 348
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A avalia¢ido da funcio de resposta entre os resultados obtidos por cada um dos métodos para todas as amostras
consideradas, permite verificar que se obtém funcdes lineares (Figura 4.25, 4.26, 427 ¢ 4.28), com os seguintes

valores de declive e ordenada na origem:

Tabela 4.51-Declive e ordenada origem da regressio linear entre métodos Hach Lange e métodos referéncia

Parimetro Gama Declive Ord'enada
origem
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 314 0,9615 1,1027
Caréncia Quimica Oxigénio LCK 514 0,9755 20,614
Azoto total L.LCK 138 0,9666 0,010
Fosforo Total LCK 348 1,1021 -2,2779

Admitindo como hipétese nula (HO), que o valor do declive nio difere significativamente da unidade, podemos

calcular o valor experimental de t (T'V) para cada uma das regressOes lineares:

Tabela 4.52 - Teste t-student para comparagio de declive com a unidade

CQOLCK314 | CQO LCK 514 Nt LCK 138 Pt LCK 348
T (H0:b=1) 1,94 1,03 1,89 1,74
p-values 7.2% 32,9% 9,1% 11,7%

Os valores prova calculados, indicam a probabilidade de cada um dos declives ser unitario.

Da mesma forma, admitindo como HO que a ordenada na origem ¢é nula, podemos calcular as probabilidades

desta hipétese ser verdadeira:

Tabela 4.53 - Teste t-student para comparagio da ordenada na origem com o valor zero

CQOLCK314 = CQO LCK 514 Nt LCK 138 Pt LCK 348
T (H0:2=0) 1,04 1,05 0,04 0,59
p-values 31,4% 32,2% 97,2% 57,0%

A analise dos resultados obtidos, permite-nos concluir que nio existem diferencas significativas entre os métodos
de referéncia validados e acreditados pelo Laboratério da Aguas do Mondego e os métodos de ensaio da Hach
Lange agora em validacdo. Assumindo que a correlacdo entre cada um dos parimetros é dada por uma equagio
do tipo Método referéncia = Método experimental X b + a, considerando o declive estatisticamente igual a
unidade e a ordenada na origem estatisticamente igual a zero, obtemos Método referéncia = Método

experimental.
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4.6 Incerteza de medigao
A estimativa das incertezas associadas aos resultados, foi efetuada junto ao limite de quantificacdo e na restante
gama de trabalho, com base nos dados de validacio e/ou controlo de qualidade de cada um dos métodos

analiticos, de forma a combinar as incertezas relativas a precisiao e exatidao.

A estimativa da precisio foi efetuada através da avaliagdo dos padrdes extremos das gamas de trabalho e através
dos ensaios em duplicado. Uma vez efetuada esta avaliacdo, foram escolhidas para estimativa da incerteza

combinada, as contribui¢cdes que apresentavam maior incerteza (Tabelas 4.54, 4.55, 4.56 ¢ 4.57)

Para estimativa da componente relativa a exatiddo dos métodos apenas foi considerada a analise de amostras
refor¢adas, uma vez que o Laboratério ndo utiliza MRC em rotina e o nimero de EIL disponfveis para os

métodos em causa (<6), nio permite a utilizagdo desta ferramenta para estimativa da exatidio.
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4.6.1

CQO LCK 314

Padrao LQ

Componente precisao

Padrao controlo

Componente precisio

Duplicados

Componente precisio

Ensaios Recuperagao

Componente exatiddo

Coeficiente de variagio (CV %) 8,90%
Erro Relativo (ER %) 1,11% 8.9%
N 0
n 20
Coeficiente de vatiacio (CV %) 3.44%
Etro Relativo (ER %) 1,45% 3,49
s 0
n 20
Amplitude relativa média 5,88%
Precisio intermédia 5,22% 5.0,
5 ]
n 20
> (valor experimental-valor referéncia) ~2 12,30
0,8%
n 20

Tabela 4.54 - Componentes Incerteza CQO LCK 314

Incerteza combinada junto ao 1O

Incerteza expandida junto aoc 1O}

Uromb

=y upraez +ua:utz

Uggmy =  Uprg” + Uz’

Usgmy = 0,089

Urgmp — \'upfeez + uemtz
Uggmp = o Ugypr~ + UZRT

Urgms = 0,053

Incerteza combinada gama trabalho

Uaxp =2 X Upgmp

Uw = 18%

Uaxp =2 X Uy

Uiww = 11%:

Incerteza expandida gama trabalho
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4.6.2 CQOLCK514

Padriao LQ

Componente precisao

Padriao controlo

Componente precisao

Duplicados

Componente precisao

Ensaios Recuperagio

Componente exatiddo

Cocficiente de variagio (CV %) 3,88%
. 0 o
Erro Relativo (ER %) 5,23% 3.9%
n 20
Coeficiente de variagio (CV %) 136%
. 0 o
Erro Relativo (ER %) 1,77% 1.4%
n 20
Amplitude relativa média 3,60%
o~ 1 0,
Precisao intermédia 3,19% 3.2%
n 20
> (valor experimental-valor referéncia) ~2 14,99
0,9%
n 20

Tabela 4.55 - Componentes Incerteza CQO LCK 514

Incerteza combinada junto ao 1O

= | z 2

- 1"'prae + Usrat
= z z

Urgme “_FLQ + ucp

Uromb

Upgms = 0,040

Incerteza expandida junto ao 1O}

Uﬂp =2 X Upgmp

Upw = B0%

Incerteza combinada gama de trabalho
= z z
Usgmp =y Uppae T Ugygr
L= i + ]
Urgmp Uil urp

Upomy = 0,033

Incerteza expandida gama de trabalho

Uax_:l =2X“{‘D‘Iﬂi‘

Upy = 6:6%
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4.6.3 NtLCK138

Padrio LQ Cocficiente de variagio (CV %) 7,36%
Componente precisao Erro Relativo (ER %) 5,55% 7 49/
5 0
n 20
Cocficiente de vatiagao (CV %) 4,00%
Componente precisao Erro Relativo (ER %) 1,07% 4.0%
s 0
n 20
Duplicados Amplitude relativa média 4,28%
Componente precisio Precisao intermédia 3,80% 3.8
s ]
n 20

I

Ensaios Recuperagio > (valor experimental-valor referéncia) ~2 17,59

Componente exatiddo

0,9%

Tabela 4.56 - Componentes Incerteza Nt LCK 138

Incerteza combinada junto ao 1O Incerteza expandida junto ao L0}
u =. Tt
comb Uprac exat Uam =2 X Uppmi
= z z
Urgmi uPLQ + Uzg

Urgmp = 0,074 Ua:.p = 1%

Incerteza combinada gama de trabalho Incertaza expandida gama de teabalho
Upgms = tgrag? F Upgr? P

ar axal Ua.xp =2 B
Ugomp = Upg” + uzg?

Upgmp = 0,041 Usew = 82%
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4.64 PtLCK348

Padrio LQ Coeficiente de variagio (CV %) 3,79%
Componente precisiao Erro Relativo (ER %) 1,60% 3.8
,070
n 20
Coceficiente de variagdo (CV %) 2,87%
Componente precisiao Erro Relativo (ER %) 0,06% 2,99,
N 0
n 20
Duplicados Amplitude relativa média 3,52%
Componente precisio Precisao intermédia 3,12% 3.1,
s ]
n 20
Ensaios Recuperagio > (valor experimental-valor referéncia) ~2 16,31
Componente exatiddo 0.9%
s ]
n 20

Tabela 4.57 - Componentes Incerteza Pt LCK 348

Incerteza combinada junto ao LQ Incerteza expandida junto ac LQ}
u =. T, t
comb Uprge ‘axat Ue:.p =2 % Upgmp
.= Z 2
Uramps = W Upppg + uzg

Uoomp = 0,039 Uig = 78%

Incerteza combinada gama de trabalho Incerteza expandida gama de teabalho

Ueoms = \fligree? + Uorar” Yoo
& ar ‘axal Ua:.p =2 B
o= 2 2

Upgmp = udu;t‘.'[ + UER

Uppmp = 0,032 Ueep = 6,5%

De acordo com o DL 83/2011 1271, que estabelece critérios de desempenho minino para métodos de analise a
serem aplicados sempre que se monitoriza o estado das dguas, estas incertezas devem ser iguais ou inferiores a
50% para um fator de expansdo K=2, pelo que podemos concluir pela analise das incertezas estimadas, que os

métodos em estudo cumprem as disposi¢bes legais, em toda a gama de trabalho.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho pretendeu validar e verificar a adequabilidade ao uso em rotina no Laboratério da Aguas do
Mondego, dos seguintes métodos fotométricos em cuvete da Hach Lange, para aguas residuais e naturais:
Caréncia Quimica Oxigénio — gamas de 15 a 150 (Ref.* LCK 314) e 100 a 2 000 mg O2/L (Ref.* LCK 514),
Azoto Total — gama de 3 a 15 mg N/L (Ref.* LCK 138) e Fosforo Total — gama de 1 a 5 mg P/L (Ref.* LCK
348)

A utilizagdo destas cuvetes, implica o uso de equipamentos especificos, nomeadamente um espectrofotémetro de
absor¢ao molecular, da marca Hach Lange, onde existem curvas de calibracio para cada método de ensaio e para
cada gama de trabalho definida, sendo cada uma delas reconhecida pelas cuvetes de teste através da leitura dos

respetivos cddigos de barras.

Na realizagdo deste trabalho, comegou por se verificar a linearidade destas curvas de calibracio, através da
preparacdo e leitura de 4 padrOes e um ensaio em branco, e tracado das respectivas retas. A analise visual destas
curvas de calibragio e a avaliagdo do coeficiente de determinagdo, permitiu confirmar a sua linearidade nas gamas
de trabalho analisadas. Além disso, foi ainda verificada a existéncia de homogeneidade de variancia nos extremos

de todas as gamas, o que evidencia que as mesmas se encontram bem definidas.

Os limiares analiticos, correspondentes aos extremos inferiores de cada uma das gamas de trabalho, foram
avaliados através da preparacio e andlise, em condi¢oes de precisiao intermédia, de padrSes com concentracoes
de 15 ¢ 100 mg O2/L, 3 mg N/L e 1 mg P/L.

A analise destes conjuntos de dados, permitiu concluir que, a exce¢do do CQO gama LCK 514, todos eles
apresentaram uma precisdo inferior a 10%, cumprindo o exigido no Dec. Lei 236/98 para azoto total e fésforo
total. No caso do CQO gama LCK 514, o padrao de 100 mg O»/L apresentava um coeficiente de vatiagio que
ultrapassava os 10% de precisio pelo que, apesar do valor previsto no referido Dec. Lei ser de 25% o
Laboratétio optou por subir para 300 mg O,/L o limite inferior desta gama de trabalho, verificando-se assim,
uma precisdo inferior a 10%, valor considerado aceite pelo laboratério para validagio de novos métodos de

ensaio.

A avaliacio da precisio dos métodos foi ainda efetuada através da preparacio e andlise de padroes com
concentragdes correspondentes aos extremos superiores de cada uma das gamas de trabalho (padrio de 150 e 2
000 mg O2/L, 15 mg N/L e 5 mg P/L), verificando-se coeficientes de variagio sempre inferiores a 10%. Para
além dos padrdes de controlo, foi também efetuada a avaliacio da precisiao intermédia através da analise de

duplicados de amostra, obtendo-se para este parametro, valores de precisdo inferiores a 10%.
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A precisao foi ainda avaliada em condi¢des de repetibilidade, através da analise de 10 réplicas da mesma amostra,
para cada um dos métodos e gamas em estudo, obtendo-se coeficientes de variacio inferiores a 5% em todos os

Casos.

A exatidio dos métodos analiticos foi avaliada, através da utilizacio de ensaios interlaboratoriais, ensaios de
recuperacio e através da comparagdo com métodos normalizados, ja implementados e validados no laboratério

da Aguas do Mondego.

No caso dos ensaios interlaboratoriais, apesar do numero de resultados disponiveis ser ainda muito reduzido,
todos os valores encontrados originaram z-score inferiores a 2, ou seja, todos resultados satisfatérios, o que

indica que se trata de métodos com boa exatidio.

Os ensaios de recuperacdo foram efetuados em amostras reais, contendo potenciais interferentes, de modo a
ensaiar todas as matrizes e gamas a validar. Os valores médios de indice de recuperagio obtidos, todos eles

estatisticamente iguais a 100%, permitem concluir a boa exatidio dos métodos em cuvete.

No que respeita a2 comparacio com os métodos ja validados, as determina¢des efectuadas permitiram concluir
que os resultados obtidos por ambos os métodos sdo estatisticamente equivalentes uma vez que o teste da
correlagdo linear entre os dois métodos origina uma reta de calibragdo do tipo Método (1) = Método (2) b + a

com declive (b) igual a unidade e ordenada na origem (a) igual a zero.

O langamento dos primeiros reagentes prontos a usar para analises fotométrica, na década de 60, produziu um
efeito significativo na analise ambiental. Desde entlo, as inovagbes introduzidas simplificaram as andlises e a
respetiva confianga. Uma vez ultrapassado o problema do reconhecimento oficial, dado que os procedimentos de
garantia da qualidade sdo efetuados e documentados, com bons resultados, a utilizacdo dos testes em cuvete tem-
se apresentado como uma alternativa valida aos métodos convencionais, com vantagens no plano operacional,

econémico e ambiental.

A vantagem de utilizagdo deste tipo de testes comeca desde logo, no seu processo de aquisi¢io, uma vez que
existindo apenas um fornecedor para os testes em estudo, é ultrapassada a obrigatoriedade de consulta a varios
fornecedores. Além disso, estes métodos permitem a aquisigao das cuvetes de teste a medida das necessidades do

Laboratério, no sendo necessaria a compra de grandes quantidades de material e reagentes.

No plano operacional, a utilizagdo dos testes em cuvete dispensa a preparagdo de todos os reagentes para analise,
uma vez que os reagentes necessarios sao fornecidos ja preparados, nas quantidades e concentracoes indicadas. A
acrescentar as vantagens no plano operacional, surge ainda o fato da digestdo das amostras para determinac¢io de

Caréncia Quimica de Oxigénio, Fosforo Total e Azoto Total, ser efetuada de forma mais rapida mediante a
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utilizacio do digestor de altas temperaturas com arrefecimento rapido. Uma determinacio de CQO, por

exemplo, demorara apenas 35 minutos em vez dos 135 habituais.

Os testes em cuvete apresentam uma seguranca operacional maxima para os utilizadores, gracas ao seu sistema
fechado, as pequenas quantidades de reagentes utilizadas — cerca de 90% de produtos quimicos a menos do que

os métodos tradicionais — e a dosagem exata de reagentes.

Ao contrario dos fotéometros de feixe unico, os fotometros da Hach Lange possuem um segundo feixe, que
funciona como padrio de referéncia, o que permite compensar potenciais fatores de interferéncia como o
envelhecimento da lampada e flutuagdes de corrente. As medigoes sucessivas com 10 réplicas, em conjunto com
o leitor de cédigo de barras, asseguram a maxima confianga nos resultados. Os erros causados por sujidade ou

imperfei¢des na cuvete sdo reconhecidos e eliminados de forma a nio influenciarem os resultados.

Outra das grandes vantagens dos testes em cuvete, reside na questio ambiental. Os produtos quimicos e
substincias perigosas utilizados, em quantidades substancialmente mais reduzidas, sio recolhidos pelo
fornecedor e processados de acordo com os métodos de tratamento adequados a este tipo de residuos.

Gragas as técnicas de processamento utilizadas no Centro Ambiental da Hach Lange, certificado hd mais de 10

anos, mais de 75% dos componentes de teste devolvidos, sdo reutilizados nos ciclos de produgio.
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6 ANEXO I —ENSAIOS INTERLABORATORIAIS — RELATORIOS ORIGINAIS

61 CQOLCK314
LGC Standards Proficiency Testing — Round 433 (Agua natural); Z-score: -0,69

Scheme: AQUACHECK Proficiency Scheme Round: 433

3 - Non-Specific Determinands

Analyte hnalyst  Method  [Resuit |units score  Assigned i coainty [SDPA No of resultsMedian  Mean RobustSD [SD
(™ " score) |Value
BOD (5 day) lsM pr’;ﬁe” .43 mgo2L 0.3 253 0.01 0.300 ] b 50 b 5o b.460 D.471
CoD lsM ther 146.0 mgo2L 042 150.8 05 1131 i 1525 1558 o7 .00
cop FR [closed refux [152.0 mgo21L g 150.8 b5 1131 s 1505 1544 .19 13.23
coD = [Closed refiux [158.0 mgo2L__as 1508 05 1131 6 1505 1544 B 18.23
coD i ther 143.0 mgo21. (o9 0.8 05 1131 i 1525 1558 o7 .00
Suspended solids i lGravimetry  [10.90 ImaiL 10.00 13 1.000 73 10.00 10.15 .s6s 1137
Turbidity P E’ephe"’met” .02 INTU .02 291 0.04 0.301 75 B.o1 ho2 b.274 0203
Turbidity D E’ephe"’met” 3.20 INTU L0.28 391 0.04 0.391 75 b.g1 ho2 b.274 03293
ITurbidity FR E‘ephe"’m"t” .98 INTU 0.18 391 0.04 0.391 75 b.o1 b2 h.274 0393
Turbidity M plepnelometris g4 NTU lo.60 301 0.04 0.301 75 B.91 B.02 h274 0.203
Turbidity 5G plepnelometry o5 NTU 036 301 0.04 0.301 75 B.91 B.02 h274 0.203
ITurbidity lsm E’ephe"’me"' 103 INTU 031 391 004 0 301 75 b o1 hao b 274 0303
Figura 6.1 - Extrato relatorio EIL Aguas naturais - LGC D433
6.2 CQOLCK514

Relacre — AR2012 Abril — Agua residual ; Z-score: 0,3

R=IACR:

LEGENDA dos Z-scorps Z-scores Rosasindcamemosgraves|2]=5
Z-scores Amarslos indicamresuiados insasfatonos [Z)-3
7-zpores Brantos indicamnesuliados sai=aonos

Parametro Unidades Z-score‘ En‘ !!‘ Resultado Incerteza Data Z-score‘ En‘ !!‘ Resultado Incerteza Data .
Aluminio Total mgiL 17 08 758 0.4 19-04-20 0o --- 5,9 ‘16-abr .
Laboratorio 9 Laboratorio 10
pH a 20°C Escala Soref 0y --- 754 12-abr|. 0o--- 75 12-abr |
Condutividade pSicm 03--- 1171 12-abr 01 --- 11556 13-abr
Cor Verdadeir mg/L 21 --- 534 13-abr  --- - .
Caréncia Biog mgiL 26 --- 107 23-abr|. - 165 17-abr |
Caréncia Quim mgiL I R 2063 16-abr 360 12-abr

Figura 6.2 - Extrato relatério EIL Agua Residual - Relacre AR2012 Abril
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6.3 NtLCK138
LGC Standards Proficiency Testing — Round 435 (Agua residual); Z-score: -0,52

Scheme: AQUACHECK Proficiency Scheme

10 - Nutrients

Round: 435

Analyte lAnalyst  |[Method  |Result Units f,fg?:;me] S:f"ug"ed Uncertainty [SDPA No of resultsMedian Mean Robust SD [SD
Nitrate e Colorimetry [5.30 mahiL lo.44 513 002 0385 a2 518 522 215 o387
Nitrate 5 [Colorimetry [5.00 mahiL fo3a 513 002 0385 a2 518 522 215 o367
Nitrate i3 ther 598 maniL b2 513 02 D385 5 T 510 b1os o308
Nitrite FR Colorimetry |0.69 maNiL 80 000 0.068 52 lo.e0 b.e0 p.oz0 lo.0a1
Nitrite [P colorimetry [0.68 maNIL 90 000 0.068 53 b.s0 b.s0 .oz lo.0a1
[Ammonia lsM Tiimetry _ [11.08 maniL lo.07 1102 004 D827 15 1067 1074 200 0401
[Ammonia S ther 10.70 maNiL Fo38 11.02 004 D327 10 1080 1088 .56 o570
JAmmonia [P ther 1145 maNIL 052 11.02 004 D327 10 1090 1088 586 o570
Chioride e ther 143 maciL 033 139 1 104 o 142 140 o 108
Chioride FR Mitimetry _ [138 maciiL Fo10 139 i 104 30 141 144 Bo 76
[Kjeidan! Nitrogen e Various 109 maniL 1193 135 oo 135 fo 131 130 EE 137
Kieidan! Nitrogen FR Various 110 maniL F185 13.5 0o 135 6o 131 130 119 131
Kieidan! Nitrogen [5m WVarious 110 maNIL F1 85 13.5 0o 135 6o 131 130 BB 131
[Total Nitrogen FR [Colonmetry [30.2 mani lo.13 b0 6 oo 306 g bes ka1 a7 la81
[Total Nitrogen lsm Colorimetry_[302 moNL e 06 0o .06 o bss a1 bar 81
[Total Nitrogen 5 ther 20.0 monL C tos2 ) [06 0o .06 i7 o3 o2 52 Ta7
[Summation
[Total Nitrogen P i nitrogen  [23.1 manL l0.82 0.6 0o 3.06 o4 0.1 bao .04 308
fcompounds
Figura 6.3 - Extrato relatério EIL Agua residual- LGC D435
6.4 PtLCK 348
LGC Standards Proficiency Testing — Round 435 (Agua natural); Z-score: 1,40
Scheme: AQUACHECK Proficiency Scheme Round: 435
10 - Nutrients
Analyte lAnalyst  [Method  |Result Units ffi?s’inre) xﬁ"g"ed Uncertainty [SDPA No of resultsMedian Mean Robust SD |SD
Nitrate P [Colorimetry _[5.30 mahiL 044 513 002 0385 2 .18 622 215 0367
Nitrate oM [Colorimetry |5.00 mahiL 034 513 b2 0385 b2 518 622 D215 0367
Nitrate [P ther 598 mahiL 221 513 b2 0385 5 502 610 D104 0306
Nitrite FR Colormetry |a6a N 90 boo 0068 52 S b0 o0 boa1
Nitrite i [Colorimetry _|0.69 [maNiL 90 b.oo 0.068 53 .80 b.20 D030 0.081
[Ammania lsm [Mitimetry  |11.08 mahiL 007 11.02 b4 0827 5 1067 1074 400 0401
[smmonia 5m ther 10.70 maniC 039 11.02 boa 0827 i 10.90 1088 586 0570
[smmonia e ther 1145 maniL 052 11.02 boa 0827 o 10.90 1088 D586 0570
Chioride e ther 143 maci 038 139 [ 104 g 142 140 3 108
Chieride FR [Mitimetry  |138 maciL 010 139 h 104 50 141 144 B0 76
Kjeldahl Nitragen e anous 109 maniC -1.93 135 oo 135 6o [EX] 130 119 137
Kjeldahl Nitragen FrR anous 110 maniL 185 135 bo 135 [fo 131 130 119 137
Kjeldahl Nitragen lom arous |10 maniL 185 135 bo 135 [fo 131 130 119 137
[Total Nitrogen FR [Colorimetry [30.2 mahiL -0.13 0.6 0o .06 o ba6 b1 a7 181
[Total Nitrogen oM [Colorimetry [30.2 mahiL 013 0.6 bo .06 ba6 a1 a7 481
[Total Nirogen M ther 29.0 mahiL -0.52| 305 oo 506 i B03 b0z ps2 197
[Summation
[Total Nitrogen TP pof nitrogen  [28.1 magM/L -0.82 30.6 0.0 3.06 [24 201 [29.0 1.04 3.08
ompounds
Total Phosphorus e [Colorimetry 134 maPIL 233 114 oo 036 & 114 113 5o 105
[Total Phosphorus FrR [Colorimetry [135 maPIL 244 114 oo 086 l5s 11a 113 b.5e 105
[Total Phosphorus FR ther 122 maPIL o3 111 bo 086 2 112 12 5o =
Total Phosphorus M [Colorimetry [13.1 moPIL At 114 0o .36 = 11 113 D59 108
[Total Phosphorus l5m ther 126 mopi ¢ 10 Y114 oo .36 2 112 112 .50 064

Figura 6.4 - Extrato relatorio EIL Agua residual- LGC D435
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