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Resumo

O principal objetivo deste trabalho consistiu na implementagdo e validagdo de um novo
método para a determinacdo do indice de permanganato em aguas, de forma a, futuramente,
poder substituir o atual método titulométrico. Para isso, foi necessdrio proceder a validacdo do
método, a andlise em fluxo continuo segmentado, para garantir que o mesmo é adequado a esta
determinacdo analitica. Este processo de validacdo ird culminar com a candidatura a acreditacdo.

Para validar o método da anadlise do indice de permanganato por fluxo segmentado, foi
necessario proceder a diversos estudos do mesmo: validar a gama de trabalho pretendida, avaliar
a sua precisdo e exatiddo e testar a linearidade do mesmo. Um outro aspeto relevante para a
validacdo deste método, consistiu em fazer a comparacdo com o método usado para a
determinacdo deste parametro, a titulacdo, que é um método ja implementado e acreditado.
Esta comparacdo é extremamente importante pois, se, estatisticamente, os resultados do novo
meétodo forem equivalentes aos do método ja implementado, entdo é possivel aplicar esta nova
metodologia num futuro préximo.

Todos os resultados tém associados a si uma incerteza. Neste trabalho foram ainda
efetuadas as estimativas das incertezas associadas aos métodos de determinacdo do indice de
permanganato, através da aplicacdo da norma recentemente criada para este efeito: Norma ISO
11352:2012.

Os resultados obtidos permitem chegar a conclusdo de que é possivel implementar o novo
método de andlise para a determinacdo do indice de permanganato, facilitando o trabalho de

rotina no laboratdrio, devido a sua automatizacao.

Palavras-chave: indice de permanganato, Fluxo segmentado, Controlo de Qualidade, Incerteza,

Validacdo, Comparagdo de métodos.






Abstract

The main purpose of this work was try to implement and validate a new method to
determinate de permanganate index in water, so that in the future it can be possible to replace
the current titration method by the new one

For this, it was necessary to validate the new method, the continuous flow segmented
analysis, to ensure that it is suitable for this analytical determination. This validation process will
end with the application for accreditation.

To validate the method of analysis of permanganate index by segmented flow, it was
necessary to carry out several studies of it: validate the range work, evaluate their precision and
accuracy and test its linearity. Another relevant issue for the validation of this method was to
compare it with the method already used to determine this parameter, the titration, which is an
implemented and accredited method. This comparison is extremely important because if,
statistically, the results given by the new method are equivalent to the method already
implemented, then the new one can be applied in the near future.

All results have associated with it an uncertainty. In this work, were made estimates of
the uncertainties for both methods of determination of permanganate index, by applying the new
created norm: 1SO 11352:2012.

The results obtained have led to the conclusion that it is possible to implement the new
method for the determination of permanganate index, facilitating the daily work in the laboratory

due to its automation.

Key-words: Permanganate Index, Segmented Flow, Quality Control, Uncertainty, Validation,

Methods comparison.
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Preimbulo

O trabalho aqui apresentado, resultante da realizacdo do estdgio curricular realizado no

laboratdrio Tomaz, foi dividido em 7 capitulos.

No capitulo 1 é feita uma breve introducdo ao elemento analisado neste projeto, a dgua.
Sdo mencionados os principais aspetos relativos a candidatura para acreditacdo de um
laboratério, pois é um dos objetivos da validacio do método aqui mencionado. E também

feita uma breve mencdo acerca do Laboratdrio Tomaz neste mesmo capitulo.

Toda a parte que fundamenta a realizacdo deste trabalho encontra-se descrita no
capitulo 2. Aqui estdo incluidos aspetos como o principio tedrico da analise da oxidabilidade
e os principios que sustentam os métodos de andlise deste parametro. Surge também neste
capitulo um tdpico referente ao controlo de qualidade e célculo de incertezas, um assunto
tdo relevante para o sucesso das empresas e satisfacdo dos clientes perante os seus
resultados e, ainda as explicagcbes referentes ao processo de validacdo de um método

analitico.

O capitulo 3 inclui a descri¢cdo dos procedimentos experimentais de ambos os métodos

de andlise abordados neste trabalho.

Todos os resultados, bem como a respetiva discussdo podem ser consultados no

capitulo 4 deste documento.

As principais conclus@es deste projeto sdo mencionadas no capitulo 5. Os capitulos 6 e
7 incluem as referéncias que suportaram a escrita deste trabalho e o0s anexos,

respetivamente.






1 Introdugao

A agua é indispensavel a todas as formas de vida no planeta. Enquanto recurso natural,

possui um enorme valor econdmico, social e ambiental e é essencial para a sobrevivéncia.

A sua contaminacdo acarreta inUmeras consequéncias para a saude publica e para o
equilibrio dos ecossistemas. De acordo com documentos legislativos, a poluicdo da agua consiste
na adicdo direta ou indireta, pelo Homem, de substancias que possam afetar a saide humana ou

mesmo a qualidade do ambiente, tornando-a inacessivel para as finalidades a que se destina.

Assim, e porque cada vez mais o crescimento populacional e industrial tém um ritmo mais
acelerado, hd uma necessidade de controlo da qualidade da dgua para que possa ser utilizada em

seguranca por todos e para todos.

A avaliacdo da qualidade de uma &4gua deve ser realizada por instituicGes devidamente
especializadas e acreditadas para esse fim e por técnicos habilitados para tal. Devem ser
realizados diversos parametros de cariz fisico-quimico e bioldgico, selecionados de acordo com a
finalidade a que se destina a d4gua e com a legislacdo em vigor. Este controlo permite evitar o
aparecimento de problemas econdmicos e ambientais, tornando possivel o uso sustentavel da
agua. Para tal, a legislacdo existente, além de definir quais os valores que devem ser respeitados
para cada parametro a analisar, define as dguas consoante o seu destino final, de forma a

proteger o meio aquatico e melhorar a sua qualidade.

De acordo com o Decreto-Lei n2236/98 [1], existem aguas para consumo humano, aguas
para suporte de vida aquicola, dguas balneares, dguas de rega e ainda dguas residuais domésticas,

industriais ou urbanas.

Para que os parametros analisados numa dgua sejam fidveis e possam ser reportados por
um laboratério ao cliente, existem varias etapas pelas quais uma amostra passa até ser obtido o
resultado analitico. Uma andlise quimica normalmente é realizada apenas a uma pequena fragao
do material total. Deste modo, é de extrema importancia que essa fracdo reflita o mais
aproximadamente possivel a composicdo total da amostra, para que os resultados transmitidos

sejam o mais corretos possivel.

A amostragem é o processo pelo qual uma fragdo representativa da amostra no seu todo é
colhida. E uma etapa muitas vezes dificultada pela falta de homogeneidade do material a ser
colhido. A amostra colhida deve ser representativa do seu todo. Os métodos de amostragem
variam consoante o tipo de amostra e o analito a ser quantificado e, por isso, o técnico

responsavel pela sua colheita deve ser especializado para tal.



Apds a sua chegada ao laboratdrio onde ird ser analisada, a amostra deve ser identificada e
rotulada para que ndo existam duvidas acerca da sua origem. Deve conter dados tais como: um

numero, a data de entrada no laboratdrio, a quantidade de amostra [2], entre outros.

Desta forma, e porque cada vez mais é exigida rapidez e eficicia na avaliacdo da qualidade
da dgua, surge uma necessidade crescente de recorrer a métodos automatizados que permitam

respostas rapidas.

Atualmente, para alcancar esta finalidade, podem ser utilizadas técnicas de fluxo que
permitem automatizar os procedimentos analiticos. Estas originam metodologias analiticas com
elevada eficiéncia que permitem elevados ritmos de determinagdo, diminuindo a intervencdo de

um operador e outros custos econdmicos adicionais inerentes a técnicas manuais.

1.1 Acreditagao

Segundo o IPAC, “a atividade de acreditacdo consiste na avaliacdo e reconhecimento da
competéncia técnica de entidades para efectuar atividades especificas de avaliacdo da
conformidade (e.g. ensaios, calibracdes, certificacdes e inspecdes) ” [3]. Este processo é regulado
por legislacdo comunitaria a fim de promover um funcionamento harmonizado. Por isso, existe
em cada Estado Membro da Unido Europeia um organismo responsavel pela acreditacdo. Em
Portugal, esse organismo é o IPAC. Por sua vez, a avaliagao da conformidade consiste em mostrar
qgue “um bem, produto ou servico cumpre os requisitos que Ihe sdo aplicaveis [3].” e pode implicar

a realizacdo de ensaios, calibracGes, inspecées ou certificacées.

Desta forma, a acreditagdo permite transmitir confianga na realizagdo de atividades técnicas,

pois é confirmado um nivel minimo de competéncia, reconhecido internacionalmente.

Este processo constitui uma ferramenta de globalizacdo e internacionaliza¢do, pois as
metodologias sdo mundialmente harmonizadas. Anorma NP EN ISO/IEC 17025 define as mesmas,

o que facilita essa internacionalizacdo.

O processo de concessdo da acreditagdo compreende trés fases e uma outra adicional, que
permanece ao longo do tempo: a fase de candidatura, a fase de avaliacdo, a fase final, de decisdo

e a mais prolongada, a fase de manutencao [4], de acordo com a figura 1.1.



Candidatura Avaliagdo Decisdo Manutengdo
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Figura 1.1 Etapas gerais num processo de acreditagdo.

A fase da candidatura deve iniciar-se pelo pedido de acreditacdo junto da entidade
designada para esse fim. O pedido sera avaliado, de forma a garantir que cumpre os requisitos
necessarios para avangar com o processo sendo que, nos casos em que o ambito da acreditacdo
é claramente descrito e corresponde a uma atividade acreditavel, a entidade atribui o respetivo

codigo de registo bem como um interlocutor responsavel pelo acompanhamento da acreditacdo.

A fase de avaliacdo é geralmente realizada de diversas formas: por via documental e
avaliacdo presencial. A andlise documental consiste na andlise de documentos enviados pela
entidade que se candidata a acreditacdo para que possa ser avaliado o estado de conformidade
da mesma. Ja a avaliagdo presencial permite examinar detalhadamente as atividades que sdo
incluidas no ambito da acreditacdo, com o objetivo de avaliar o cumprimento dos critérios de

acreditacdo e é feita no local de desenvolvimento dessas atividades.

Findo o processo de avaliacdo, segue o processo de tomada de decisdo, levado a cabo por
pessoas independentes das avaliagcdes. Esta fase é baseada no estudo dos relatdrios e outras
informacdes reunidas pelas equipas avaliadoras. No caso de a decisdo ser favoravel, a entidade
agora acreditada pode usar o simbolo de acreditacdo aplicavel e fazer publicidade ao seu estatuto

de entidade acreditada.

Concedida a acreditacdo, segue-se a fase da sua manutencédo (figura 1.1), que inclui a¢Ges

de acompanhamento e renovacgdo [4].

De acordo com o IPAC, é importante que laboratdrios que efetuam ensaios quimicos e sejam,
ou pretendam ser candidatos a acreditacdo, tenham devidamente definido um Sistema de Gestdo

de Qualidade.

A eficacia deste Ultimo deve ser sempre garantida, tentando minimizar e controlar a
ocorréncia dos erros que acompanham a realizacdo de analises quimicas. A ocorréncia destes
erros podera ser controlada por aplicagdo de a¢cGes de controlo de qualidade a nivel interno e
externo, para que o nivel de qualidade dos resultados emitidos e entregues ao cliente por um

laboratdrio seja satisfatorio [5].



1.2 Laboratéorio Tomaz

O laboratdrio Tomaz pertence ao grupo Beatriz Godinho e possui uma vasta experiéncia em
analises fisico-quimicas e microbioldgicas. E acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacdo
para mais de 100 parametros, de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025, para a andlise de

aguas, alimentos, analises veterinarias, efluentes gasosos, efluentes liquidos e residuos sélidos.

Sdo varios os tipos de servicos prestados pelo Laboratdrio Tomaz ao nivel de parametros
fisico-quimicos, tais como: determinacao de metais por ICP ou espectrofotometria de absorc¢do
atémica, andlise de solos, determinacdo de azoto amoniacal, fésforo total e cor por fluxo continuo

segmentado, pH, condutividade, matéria gorda e proteina de alimentos, entre muitos outros.

Sdo também avaliados parametros de cariz microbioldgico a aguas e alimentos como
guantificacdo de bactérias coliformes, escherichia coli, pesquisa de legionella, salmonella, entre

outros.



2 Fundamentacio do método

Todas as formas de vida existentes na Terra dependem da dgua. A maior parte da superficie
do planeta Terra, cerca de 97,3%, é coberta por agua, no entanto, esta é inadequada para o
consumo humano pois é dgua salgada. Os lagos e 0s rios sdo as principais fontes de dgua potavel,
ainda assim, a quantidade de dgua existente nestes locais ndo é suficiente. Mesmo com a juncdo
da dgua com origens subterraneas, a agua doce disponivel representa apenas 1% do volume total
de agua presente na Terra. Perante a disponibilidade diminuta deste recurso e atendendo a sua
crescente poluicdo, a avaliacdo da qualidade da agua revela-se um assunto primordial a ser
empregado [6]. Perante esta necessidade de avaliar a qualidade da dgua, surgem parametros de
controlo que fornecem a informacdo necessdria para efetuar esta avaliacdo. Atualmente, em
Portugal, a legislacdo em vigor para este efeito define quais os parametros obrigatérios para o

controlo da qualidade da 4gua.

No Anexo I, constante do Decreto-lei n2 306/2007, legislacdo atual para dguas de consumo,
a que se refere o nimero 1 do artigo 109 relativo a verificacdo da qualidade da agua [7], sdo
definidos os controlos para agua destinada a consumo humano proveniente de sistemas de
abastecimento publico, fontanarios e outros. De entre os muitos parametros obrigatorios
definidos neste anexo, destaca-se a oxidabilidade como um dos parametros que permite fornecer
informacdes sobre a qualidade da dgua destinada ao consumo humano, dando indicacdo do teor

em matéria organica.

Ao longo deste capitulo serdo abordados os principais assuntos que serviram de fundamento

a escrita deste trabalho, iniciando-se pela definicdo do conceito de oxidabilidade.

2.1 Determinagio do indice de permanganato

A oxidabilidade, também denominada por indice de permanganato, corresponde a
quantidade de oxigénio quimicamente equivalente a quantidade de permanganato de potassio
necessaria para oxidar a matéria organica existente na agua, em condi¢Bes bem definidas: meio

acido e através de aquecimento [8].

E uma forma indireta de medir a existéncia de matéria organica na agua, ndo sendo possivel
afirmar que permite determinar a totalidade da matéria organica, uma vez que ha compostos
que podem ser apenas parcialmente oxidados e compostos voldteis que evaporam antes da

adicdo do permanganato.



Este método permite controlar a poluicdo da dgua por compostos organicos e inorganicos
gue sdo oxidaveis, sendo aplicado maioritariamente no controlo de dgua potavel e de superficie,

nomeadamente dguas de piscinas, aguas de consumo humano, entre outras.

Para aguas residuais, existem outros métodos mais adequados para a determinacdo da
matéria organica tais como a caréncia quimica e bioquimica de oxigénio. Compostos que podem
ser também oxidados nas mesmas condi¢des desta analise, tais como o ferro, nitritos, sulfuretos,

constituem uma interferéncia nesta determinagdo, podendo deturpar o resultado [8].

Até ao momento, a determinacdo da oxidabilidade realizada pelo Laboratério Tomaz segue
a norma NP 731/1969, que recomenda a determinacdo da matéria organica nas aguas de
consumo humano através de digestdo acida, na presenca do permanganato de potassio, segundo

a semi equacao 2.1 e baseada em 2.2:
MnO;(aq) + 8H+(aq) +5€e (aq) Mn2+(aq) + 4H,0( (2.1)
b
CaHaOp (g + (0 + Z + )05 = nCOz ) + gHzo(l) (2.2)

A implementacdo do método de andlise do indice de permanganato por fluxo segmentado

abordado neste trabalho consistiu numa adaptacdo da norma ISO 8467:1993.

De acordo com o Decreto Lei n2306/2007 [7], o valor paramétrico (valor maximo fixado) para

a oxidabilidade, definido para aguas de consumo humano é de 5mg/| de O,.

2.2 Métodos de analise

No presente trabalho foram realizados estudos com base em dois métodos analiticos
aplicados para aguas de consumo humano, para a andlise do indice de permanganato. Um dos
métodos, validado e implementado, serviu como referéncia para a implementacdo do novo

método.

2.2.1  Andlise Volumétrica

Em quimica analitica, as titulacGes sdo amplamente utilizadas para determinar as mais

variadas espécies: desde acidos, bases, iGes metadlicos, proteinas, entre muitas outras.



A titulometria é um grupo de métodos analiticos que permitem determinar
quantitativamente a quantidade de reagente necessario para reagir completamente com o
analito em estudo. Neste tipo de métodos pode ser observada a mudanca de cor de um indicador,
uma mudanga subita na voltagem ou corrente entre um conjunto de elétrodos, a alteragao de

massa, ou mesmo a alteracdo de absorvancia devido as espécies na reacdo que se observa [9].

Assim, as titulacGes podem ser de varios tipos: gravimétricas, coulométricas, volumétricas,

de neutralizacdo, entre outras.
As titulagBes gravimétricas envolvem o aparecimento de um precipitado.

Nas titulagdes coulométricas, a quantidade de cargas em Coulomb necessdria para

completar a reacdo com o analito é o valor medido.

As titulagdes volumeétricas, por sua vez, envolvem a medicdo do volume de reagente gasto
na reacdo com o analito. Nestas Ultimas, é muitas vezes utilizado um indicador que é um
composto cuja propriedade fisica, normalmente a cor, altera repentinamente quando a titulacdo
esta completa. Neste caso, o ponto de equivaléncia é alcancado quando a quantidade de titulante

adicionada é exatamente a necessaria para a reacao estequiométrica com o analito [10].

Neste tipo de titulacdo é medido o volume de um reagente, o titulante, contido na bureta,
de concentracdo conhecida, necessario para reagir com o analito presente na solugdo titulada no

interior do erlenmeyer (figura 2.1.)

Figura 2.1 Montagem tipica para a realiza¢do de uma titulagao volumétrica. (Adaptado de [9])



e Determinagao da oxidabilidade por titulacdo

A determinacdo da oxidabilidade pelo método do permanganato em meio acido que segue

a norma NP 731/1969 é realizada por titulacdo volumétrica.

O permanganato de potassio ndo é um padrdo primario e, por isso, ndo é possivel obter este
composto completamente puro e livre de diéxido de manganés (equacdo 2.3). A existéncia de
substancias redutoras que podem reagir com o permanganato de potdssio, presentes até na agua
destilada, mesmo que em quantidades vestigiais, podem levar a formacdo de didoxido de
manganés. Assim, é necessario proceder a verificacdo do seu titulo utilizando um padrdo primario

[11].
4MnOj s + 2H,0) — 4MnO, ) + 30, + 40H (5q, (2.3)

Quando o permanganato é adicionado a amostra a ser analisada em meio acido e por acdo
de um processo de aquecimento, a matéria organica nela presente é oxidada enquanto o ido

permanganato ¢ reduzido a Mn?*.

Caso a cor rosa, carateristica deste ido, ndo se mantenha durante o aquecimento, significa
gue existe ainda mais matéria organica na amostra e, portanto, deve ser adicionado um novo
volume da solucdo de permanganato até a cor rosa persistir. A persisténcia desta coloracdo, findo
0 processo de aquecimento, permite concluir que a matéria organica existente reagiu e que o
permanganato de potassio se encontra em excesso. A esta quantidade em excesso, é adicionado
acido oxalico, em excesso, até descoloracdo total da mistura, que é posteriormente titulada com

permanganato de potdssio até ser obtida uma leve coloracdo rdsea.

2.2.2 Andlise em fluxo continuo segmentado

Apos a recolha das amostras ser efetuada, existe por diante um processo de manuseamento

das mesmas.

Devido a crescente fiabilidade e a redugdo de custos envolvidos, muitos sdo os laboratdérios
que adotam métodos automatizados de manuseio de amostras. Esta automatizacdo pode ser
efetuada por métodos discretos ou em fluxo continuo, sendo este Ultimo o relevante para este

projeto.
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Nos métodos em fluxo continuo, a amostra é transportada, passando, ao longo do seu
percurso pela componente quimica do analisador onde é submetida a inUmeras operacdes
guimicas, até a sua chegada ao detetor em fluxo e finalmente é quantificada pelo software do

equipamento, como especificado pela figura 2.2.

{ | \ | N
| | | | | | | |
| Amostragem } | Comp’ortente } } Detegao } } Software }
| | e | I |
~ . A

Figura 2.2 Esquematizagdo das etapas a que uma amostra é sujeita nos métodos de fluxo continuo.

Desde a introducdo da amostra até a detecdo do analito, esta pode ser sujeita a etapas de

adicdo de reagentes, diluic®es, mistura, entre muitas outras.

Existem dois tipos distintos de sistemas em fluxo continuo: analisadores em fluxo
segmentado e analisadores por injecdo em fluxo. Neste projeto, a determinacdo do indice de
permanganato é efetuada pelo método de andlise em fluxo continuo segmentado, daqui em

diante denominado por AFS [10].

A andlise por fluxo segmentado permite a automatizacdo de diversas técnicas e, mistura,

de um modo automatizado, amostras e reagentes.

Neste método, a amostra é aspirada pelo amostrador e bombeada para dentro do sistema,

geralmente através de bombas peristdlticas, onde é misturada com um ou mais reagentes

(figura 2.3).
Dispositiva
’Ar Robina de para retirada
Amostra mistoga de balhas Detector L _ | Computador
S
Reagente
®Para o descarte Para o descarte
Bomba

Figura 2.3Esquema simplificado do percurso da amostra no método por fluxo segmentado(retirado de
[10]).

O ar, normalmente introduzido por um diafragma, permite separar cada porgdo de
amostra com bolhas — processo de segmentacdo. As bolhas de ar confinam a amostra e
minimizam a contaminacdo entre diferentes amostras, pois evitam que a mesma se espalhe ao

longo do tubo.
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Além disso, permite ainda facilitar a mistura com os reagentes, ao longo das serpentinas
existentes nos modulos quimicos, garantindo uma mistura o mais homogénea possivel [12].
No final, antes da chegada ao detetor, as bolhas de ar sdao removidas por um dispositivo

proprio —desborbulhador — para garantir que ndo interferem com a resposta analitica.

A mistura da amostra com os reagentes adicionados ao longo da passagem no modulo
guimico resulta, geralmente, na formacdo de compostos corados cuja intensidade da cor pode

ser medida num fotdmetro UV/vis, a um determinado comprimento de onda.

O sinal analitico deste método surge sob a forma de picos e a sua altura relaciona-se

diretamente com a concentracdo do analito em estudo [10].

O uso deste método permite diminuir a quantidade de amostra usada para as determinacdes
analiticas assim como o volume de reagentes, minimizando deste modo os residuos produzidos.
Além disso, existe uma menor manipulacdo da amostra, pois, neste caso, esta é feita

automaticamente, minimizando a intervencdo do operador.

E também possivel realizar varios parametros quimicos em simultdneo com o método de
analise em fluxo continuo segmentado, aumentando a capacidade de resposta de um laboratério

perante um elevado nimero de amostras.

e Determinagdo da oxidabilidade por AFS

Na determinacdo da oxidabilidade por fluxo segmentado, a amostra é misturada com o
permanganato de potassio, em meio acido, adquirindo a coloracdo résea carateristica deste

reagente.

Esta mistura é, em seguida, sujeita a um processo de aquecimento para que decorra a

oxidacdo da matéria organica.

A ocorréncia desta reagdo provoca uma diminuicdo na intensidade da coloragdo rosa,
proporcional ao teor de matéria organica presente na amostra. E esta diminuicdo de intensidade
gue é medida num detetor a 520 nm [13] (comprimento de onda correspondente a absorcdo

maxima do permanganato de potdssio).
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2.3 Tratamento estatistico de dados

As medidas experimentais possuem um erro aleatdrio associado, pelo que ndo é possivel
obter conclusdes com total certeza. A estatistica fornece ferramentas que permitem tomar essas

decisdes com uma elevada probabilidade de estarem corretas ou, pelo contrario, rejeitar outras.

Através da estatistica, sdo analisados erros de natureza aleatéria, sendo de extrema
importancia tentar detetar e eliminar os erros sistematicos. Enquanto os erros aleatorios provém
de limitagcdes experimentais das medi¢des, traduzindo-se em desvios em relagdo ao valor
esperado e ndo podem ser totalmente eliminados, os erros sistematicos tém origem em fatores
instrumentais ou de procedimento que tornam os resultados muito discrepantes e podem ser
eliminados. Estes Ultimos traduzem-se em desvios em relagcdo ao valor esperado e podem ser
detetados através da analise de materiais certificados ou do uso de diferentes métodos de forma

a testar a concordancia dos resultados [14].

Assim, um dos principais aspetos a ter em conta num método analitico é que deve ser isento
de erros sistematicos e a resposta analitica deve ser indicativa do valor verdadeiro da quantidade
de analito presente numa amostra. Esta propriedade pode ser testada aplicando o método a um

padrdo, contendo o analito em concentracgdo conhecida.

Ainda assim, na auséncia de erros sistematicos, surgem erros aleatérios que podem impedir

a medicdo correta da quantidade de analito no padrdo [14].

2.3.1  Testes de significancia

Os testes de significancia, também denominados por testes de hipdteses, sdo usados para
determinar se as diferencas obtidas entre a resposta analitica e o padrdo sdo devidas a erros
aleatdrios ou sistematicos. Permitem, por isso, avaliar se a diferenca entre dois resultados é ou
nao significativa. Podem ser usados testes para comparar médias experimentais e permitir a
detecdo de erros sistematicos. Pode ser também importante comparar os desvios dos resultados

obtidos para encontrar possiveis erros aleatérios em dois conjuntos de dados.

Quando é efetuado um teste de significancia, sdo formuladas hipdteses de trabalho: a
hipdtese nula (Ho) e a hipdtese alternativa (H1). A hipdtese nula deve ser formulada no sentido de
ndo haver diferenca entre os resultados, apontando para a igualdade, enquanto a hipdtese
alternativa aponta para a desigualdade. Estas hipdteses permitem abranger o cendrio a ser

analisado na totalidade e sdo complementares. Ho é, geralmente, a hipdtese assumida como
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verdadeira no inicio do problema; tal ndo acontece quando o valor teste, TV, para o teste em

estudo excede o valor tabelado/critico, pois leva a rejei¢do da hipdtese nula [14].

Aquando da aplicacdo de um teste estatistico a um determinado problema, existem etapas

fundamentais que se devem seguir para garantir que a escolha é a mais correta.

E extremamente importante efetuar a formulacdo do problema: ter em conta o que se
pretende avaliar, qual a questdo que se impde. As hipdteses de trabalho, Ho e Hy, sdo importantes
para ajudar a definir o problema, assim como definir qual a simetria do teste: unilateral ou

bilateral.

A simetria do teste realizado depende das hipdteses de trabalho formuladas: se a hipdtese
alternativa abordar um teste de desigualdades (simbolos de > ou <), em que o objetivo é apenas
comparar os extremos da distribuicdo, o teste é unilateral; nos casos em que a hipdtese nula

aponta para a igualdade e a alternativa para a desigualdade, a sua simetria é bilateral.

Outra das etapas a ser seguida consiste em definir qual o nivel de confianca a que ira ser
realizado o teste e, portanto, tirada a conclusao final: para um nivel de 95% de confianca (a=0,05)
ou 99% de confianga (a=0,01). O nivel de 99% de confianga, apenas é testado quando surgem
dificuldades em verificar a aceitagdo da hipdtese nula a 95% ou em situagdes criticas, como é o

caso de tomadas de decisdo relativas a calibracdo.

Finalmente, e para ser possivel a comparagdo com o valor critico que se encontra tabelado
a um determinado nivel de confianca e para um determinado nimero de graus de liberdade, é

necessario calcular o valor teste, TV, com base na distribuicdo estatistica correspondente [14].

Em seguida, sdo apresentados os testes estatisticos que foram aplicados ao longo da

realizacdo deste projeto.

e Testet
a) Comparacdo de valor experimental com valor de referéncia

Por vezes, é necessario verificar se existem eventuais diferencas entre um valor
experimental e um valor verdadeiro, de referéncia. Neste trabalho, esta comparacdo foi realizada

entre o valor médio obtido para as taxas de recuperagdo e o valor de referéncia, 100%.

O valor teste para esta comparacdo é calculado de acordo com a equacgdo que se segue:

_ E-wn

N

TV (2.4)
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onde:

n _n2
s = / =1 (x=%) (2.5)
n-1

nas quais X corresponde a média dos valores experimentais,x, s é o respetivo desvio padrdo, n

corresponde ao nimero de amostras e i é o valor de referéncia [14].

Este valor sera depois comparado com o valor tabelado, que pode ser consultado em anexo,

na tabela 7.1.

b) Comparacdo de médias experimentais

Uma das vias de testar os resultados obtidos por um novo método analitico é compara-lo
com um outro método normalmente encarado como método de referéncia por ser ja um método

implementado e validado.

Neste caso, provenientes de cada método, sdo obtidas duas médias, X; e X,, sendo que a
hipdtese nula tera por base a afirmacdo de que os dois métodos ddo resultados idénticos, Ho:

X1 = X,. Assim, pode ser aplicado o teste de t para comparar estes resultados.

Por serem métodos diferentes, os desvios e respetivos graus de liberdade serdo também
distintos. Por isso, é importante verificar a existéncia de diferencas significativas entre os desvios.
No caso em gue os mesmos ndo diferem significativamente, deve efetuar-se uma estimativa da

dispersdo recombinada, spool, devida aos dois métodos:

_ 2 _ 2
Spool :\/(nl 1)xs7+(ny—1)Xs5 (2.6)

ny+ny—2

em que (ni1-1) e (n,-1) correspondem ao numero de graus de liberdade de cada método e 512 e 522
correspondem as respetivas variancias, dadas pelo quadrado do desvio padrao, descrito na

equagao 2.5.

Para decidir sobre a diferenca significativa entre as médias dos dois métodos, é necessario

calcular o valor teste, TV [14]:

TV = 7 e B (2.7)

N X 1+1
pool n1 ng

Apds a obtencdo deste valor, pode ser feita a comparacdo com o valor tabelado da
distribuicdo de t (em anexo na tabela 7.1), para os respetivos graus de liberdade, e um

determinado nivel de confianca.

15



e Teste F

Ao contrario do teste mencionado anteriormente onde é feita a comparacdo de médias,
nalguns casos, é importante comparar os desvios padrdo, para avaliar a presenca de erros

aleatérios.

O teste F usa a fracdo das variancias, sl-ze slz, de dois conjuntos de dados:

TV = (2.8)

2
"IN N

em que sZ>s? [14].

O valor teste é, neste caso comparado com o valor tabelado pela distribuicdo de Fisher, das

tabelas 7.2, em anexo.

¢ Analise de valores discrepantes — Teste de Grubbs

E frequente observar que, num conjunto de resultados, possam existir valores que diferem
de forma significativa dos restantes. A esses valores atribui-se a denominacdo de valores

discrepantes (outliers).

A presenca destes valores pode ser avaliada aplicando o teste de Grubbs, recomendado
pelas normas ISO. Este teste compara o desvio do valor suspeito relativamente a estimativa

central obtida para um conjunto de resultados.

A hipdtese nula aqui testada afirma que o valor em causa ndo difere de forma significativa
da estimativa central. Para testar a hipdtese nula, Ho, é calculado o valor teste, TV, de acordo com

a equagao 2.9:

Ty = i (2.9)

Sx
onde x, corresponde ao valor suspeito, X é a média do conjunto de resultados e s, o desvio

padrao deste mesmo conjunto [14].

Este teste é geralmente aplicado para os valores situados nos extremos superiores ou
inferiores de um conjunto de dados. Os valores tabelados podem ser consultados em anexo, na

tabela 7.3.
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2.3.2  Conclusao estatistica

As decisOes estatisticas devem ser tomadas com um dado nivel de significancia (a), que toma
valores de 0,05 ou 0,01. O nivel de 0,01 é aplicado quando as decisées finais sdo criticas, como
por exemplo a escolha de um modelo de calibragdo. O nivel de confianga é dado por 100 x (1-a):

geralmente de 95 ou 99%.

Existe a possibilidade de se cometerem erros ao tomar uma decisdo baseada na
probabilidade de aceitacdo da hipdtese nula. Nos casos em que a hipdtese nula, Ho, deveria ser
aceite mas é rejeitada, comete-se um erro do Tipo |. Quando a hipdtese deveria ser rejeitada mas
é aceite, entdo o erro é do Tipo Il. A tabela abaixo permite visualizar de forma esquematizada
esta explicacdo. Os erros do Tipo | podem ser reduzidos alterando o nivel de significancia: por

exemplo passando de 0,05 para 0,01 [14].

Tabela 2.1 Esquematizacdo do tipo de erros cometidos em torno da aceitagdo/rejeicdo da hipdtese nula.

Ho verdadeira Ho falsa

Aceitar Ho v Tipo Il

Rejeitar Ho Tipo | v

2.4 Validagdao de métodos analiticos

Qualquer método de ensaio envolve manipulagdes suscetiveis de acumularem erros de cariz
sistematico ou aleatdrio e, por isso, o resultado final pode sofrer alteracBes. Por isso, é de
extrema importancia que os laboratdrios possam demonstrar, validando os métodos internos que
adotam, que os resultados obtidos sdo fidveis e podem ser reportados com o nivel de confianca

desejado.

Para validar um método de ensaio, deve ser feita a sua descri¢do e caraterizacdo. A descrigcdo
dos métodos internos de ensaio deve ser elaborada de modo que qualquer individuo com
preparacdo adequada possa reproduzir o que foi feito. Esta descricdo deve ser feita,
detalhadamente, em documentos que contenham: o titulo ou designacdo do ensaio, o seu codigo

identificador, a data de entrada em vigor e os responsaveis pela sua elaboracdo e aprovacdo. Para
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a descricdo do método, é importante que seja apresentado um resumo dos principios tedricos
do mesmo, qual o seu campo de aplicacdo, o equipamento, material e reagentes necessarios para
a sua execucado, a descricdo do processo de calibracdo, o procedimento seguido para o ensaio e
ainda os calculos usados para os resultados obtidos. Caso se aplique, podem ainda ser registados
elementos como a amostragem, as precaucdes de segurancga a ter em conta e outras informacoes

semelhantes.

Antes de colocar um método interno em pratica na rotina de um laboratdrio, é essencial
proceder a sua validacdo. Os requisitos minimos para tal dependem do tipo de método em causa
e incluem o conhecimento de varios pardmetros, tais como: a gama de trabalho, os limiares
analiticos (LQ e LD), sensibilidade, precisdo, exatiddo. Estes parametros sdo relevantes no caso
de se tratar de uma andlise quantitativa. Caso se trate de uma analise qualitativa, parametros

como os limiares analiticos e a gama de trabalho ndo serdo relevantes para a sua validacdo.

A validacdo de um método envolve o estudo de diversos parametros, que serdo descritos
em seguida e que vao desde a especificidade do mesmo até a definicdo dos seus limiares

analiticos [15].

2.4.1  Especificidade e Seletividade

A capacidade de um método distinguir e identificar um analito numa mistura complexa, sem

a interferéncia de outros componentes endégenos ou exégenos, designa-se por seletividade.

Para que um método seja especifico, deve permitir distinguir o analito perante outras
substancias que possam fazer parte da matriz da amostra a analisar, garantindo que o sinal obtido
é devido apenas ao analito em estudo. Desta forma, é necessario avaliar a possibilidade de
existirem interferéncias presentes na amostra. Essa avaliacdo pode ser efetuada através de um
teste de recuperacgdo, em que sdo usadas varias amostras com a mesma matriz, variando apenas

a concentragdo do analito de forma conhecida e ao longo de toda a gama de trabalho.

Assim, para que um método seja especifico e seletivo, a taxa de recuperagdo deve ser
proxima de 100%. O sucesso obtido nas taxas de recuperacdo depende do tipo de metodologia
usada: enguanto para uns métodos os intervalos de recuperacdo poderdo ser mais alargados,
para outros, os intervalos terdo de ser menos abrangentes, devido as prdprias carateristicas do

método.
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E da responsabilidade do laboratério, aquando da realizacdo dos ensaios de recuperacio,
ter critérios de aceitagdo previamente definidos relativamente as taxas de recuperagao, baseados

em dados crediveis.

Para calcular a taxa de recuperacdo, %R, de um ensaio, é aplicada a equacdo que se segue:

%R =2 % 100 (2.10)

Xad

onde x; corresponde ao indice de permanganato determinado apds a adi¢cdo da quantidade de
analito conhecida, x; corresponde ao indice de permanganato inicial da amostra e x4 € a

guantidade de analito adicionado a amostra [15].

2.4.2  Curva de Calibracao

A calibracdo é o processo pelo qual é possivel determinar a relacdo entre o sinal obtido e a

concentracao do analito em estudo.

Para proceder a calibracdo analitica de um equipamento, ha varios passos que devem ser
seguidos: preparar solucdes padrdo cuja concentracao do analito é conhecida, medir as mesmas
no equipamento nas mesmas condic¢des de leitura da amostra e, finalmente, construir um grafico
de calibracdo que relacione o sinal obtido com a concentracdo. Este ultimo passo permite
determinar a concentracdo do analito nas amostras, por interpolacdo. A frequéncia deste
processo de calibracdo analitica depende dos critérios definidos para a linearidade e estabilidade

das curvas de calibracdo.

Os padrdes de calibragdo devem ser distribuidos de forma equitativa pela gama de trabalho

e, Nos casos em que o branco é diferente de zero, deve estar incluido na curva de calibracdo.

Se 0 método dos minimos quadrados for utilizado para a construcdo da curva de calibracéo,
no eixo vertical é sempre representada a resposta instrumental obtida pelo equipamento e no

eixo horizontal representam-se as concentragdes.

Nos casos em que a curva de calibracdo é uma funcdo polinomial de primeiro grau e em que
se utiliza o método dos minimos quadrados para as regressdes lineares, considera-se a priori que

o erro tem uma distribuicdo normal e que existe homogeneidade de variancias ao longo da reta.
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A equacdo para uma curva de calibracdo linear é dada por:

onde by corresponde a ordenada na origem e b; ao declive da reta (figura 2.4), também

definido como fator de resposta ou sensibilidade.

Ordenada na
Origem = b,

Declive= b,

0

0 x

Figura 2.4Representacdo da equacdo de uma reta de calibracdo linear(adaptado de [10]).

Uma das formas de avaliar a linearidade de uma calibracdo analitica é através do

coeficiente de correlacdo,R, dado por:

N BV (Vi
R = E DXy (2.12)

[E im0 <l -9

em que N corresponde ao numero de pontos da reta, x;e y; correspondem aos pares de pontos
e Xey sdo a média dos valores da concentracdo dos padrdes e dos valores do sinal

instrumental, respetivamente.

O resultado para este parametro pode variar entre -1 e +1 e permite avaliar a
interdependéncia entre as varidveis x e y: quanto mais préoximo da unidade se encontrar,
melhor sera a relacdo de linearidade entre ambas[16].Geralmente, e apesar de depender dos

critérios internos do laboratdrio, este valor deve ser superior a 0,995[15].

2.4.3 Gama de trabalho

A gama de trabalho de um método corresponde ao intervalo de concentracdes onde o

analito pode ser determinado com precisdo, exatiddo e linearidade, através do mesmo.

Quando se adota uma metodologia em que se constrdi uma curva de calibragdo, a gama de

trabalho pode ser avaliada pela homogeneidade de variancias. No caso de modelos lineares, é
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recomendada a aplicacdo da norma ISO 8466-1 e no caso de modelos polinomiais de 22 grau, a

norma ISO 8466-2.

Se os métodos ndo envolverem a construcdo de curvas de calibracdo, a gama de trabalho
tera de ser definida previamente e podera depender de varios fatores tais como a quantidade de
amostra disponivel ou da visualizacdo de pontos de viragem e volumes gastos, no caso de

volumetrias.

Para os modelos de calibracdo lineares, a norma ISO recomenda que sejam usados 10 pontos
de calibracdo, distribuidos de igual forma pela gama de trabalho. O primeiro e ultimo padrao

devem ser analisados em 10 réplicas independentes [15].

A avaliacdo da gama de trabalho é efetuada obtendo a variancia associada ao primeiro e

Ultimo padrao, Sl-z, de acordo com as seguintes equacdes:

2 _ Z?:l(yi—ii)z
==

s — (2.13)
Sendo:
no..
3, = j=1Yi (2.14)

ng

onde, y corresponde ao sinal instrumental obtido, ¥; é a média dos valores obtidos para cada

padrdo e n é o numero total de réplicas.

Apds o célculo das variancias, é calculado o valor teste, de acordo com a equacdo 2.8 de
forma a concluir acerca da existéncia, ou ndo, de diferencas significativas entre elas. O resultado
obtido parao TV é depois comparado com o valor critico tabelado (F) pela distribuicdo F de Fisher-
Snedecor, para n-1 graus de liberdade e ao nivel de 99% de confianga: se o valor tabelado pela
distribuicdo, Ferit, for maior ou igual ao valor teste, TV, pode afirmar-se que nao existe diferenca
significativa entre as variancias e, portanto, a gama de trabalho estd bem ajustada; caso o valor
teste, TV, seja superior ao valor tabelado, Fcit, pode afirmar-se que existe diferenca significativa
entre as variancias o que requer uma eventual redu¢do da gama de trabalho, até que o valor

tabelado seja superior ao valor teste [15].
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2.4.4 Linearidade

A linearidade de um método pode ser avaliada através de um modelo estatistico, podendo
ser usada como referéncia a norma ISO 8466, especialmente se forem efetuadas regressdes

lineares ou ndo-lineares pelo método dos minimos quadrados [15].

Partindo de um conjunto de dados, deve ser calculada a funcdo de calibragdo polinomial de
12 ordem (ISO 8466-1) e a funcdo de calibracdo polinomial de 22 ordem (ISO 8466-2), assim como
os respetivos desvios-padrao residuais, Sf/x e S;z. Estes desvios padrdo sdo obtidos através da
divisdo da soma dos residuos do modelo de calibracdo, pelos respetivos graus de liberdade, dados
por N-p, em que N é o nimero de padrdes da curva e p o nimero de parametros do modelo em

Causa.

A variacdo na variancia do ajuste, AS?, ¢ calculada pela equacdo que se segue:

3 (N—z)xs;/x—(N—3)><S;2

Av

AS? (2.15)

na qual N corresponde ao niumero de padrdes de calibracdo e Av é a diferenca do niumero de

graus de liberdade de cada modelo de calibrac3o? (este pardmetro tem um valor unitdrio).

Esta diferenca e a variancia da funcdo de calibracdo ndo linear sdo sujeitas ao teste de F de

forma a avaliar diferencas significativas entre as mesmas.

Assim, é calculado o valor teste, TV, segundo a equacao:
TV ==~ (2.16)
Comparando o valor teste com o valor tabelado pela distribuicdo de Feit, para um nivel

de 99% de confianga pode concluir-se:

- se o valor teste, TV, ndo exceder o valor tabelado pela distribuicdo, Ferit, entdo a funcdo de

calibragdo é um polindmio de 19 grau;

- se o valor teste, TV, for superior ao valor tabelado, Fei, entdo a funcdo de calibracdo é um

polindmio de 22 grau.

1 Os graus de liberdade de cada modelo sdo dados por N-p, em que N corresponde ao nimero de padrdes
da curva de calibracdo e p é o nimero parametros do modelo de ajuste.
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Para os casos em que o resultado obtido corresponde a um modelo de calibracdo ndo linear,

deve ser avaliada a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.

Outra via para avaliar a linearidade de um método consiste em recorrer a representacdo
grafica da funcdo de calibracdo, bem como calcular e analisar o coeficiente de correlagdo. Este
teste deve ser aplicado com prudéncia pois, embora este coeficiente seja um bom indicador da

correlagdo, ndo corresponde necessariamente a uma boa relacdo de linearidade.

Assim sendo, neste trabalho sdo abordadas ambas as vias aqui descritas para avaliar a

linearidade da determinacdo do indice de permanganato por andlise em fluxo segmentado.

A andlise da gama de trabalho bem como o estudo da linearidade devem ser aplicados

durante a fase de implementacdo/validacdo de um método analitico.

Em rotina, deverd apenas ser sempre avaliada a linearidade da curva de calibracdo

recorrendo a anadlise do coeficiente de correlacdo e a representacdo grafica da mesma.

2.4.5  Limiares analiticos

Um método torna-se obviamente inadequado se ndo for possivel a detecdo ou quantificacdo
do analito na amostra. Assim, é de extrema importancia definir qual o menor valor de

concentracao do analito que pode ser detetado e quantificado pelo método.

Os limites inferiores da curva de calibracdo sdo concentracées que indicam a capacidade de

detecdo e quantificacdo do método analitico [15].

O limite de detecdo define o valor a partir do qual é possivel afirmar que o analito estd
presente com um certo nivel de confianca estatistico, ou seja, corresponde ao valor a partir do

qual se distingue o sinal do branco do sinal da amostra.

Este valor permite apenas detetar o analito mas ndo quantifica-lo e, além disso, um sinal

obtido inferior a este limite, ndo implica a auséncia do analito na amostra.
O limite de detecdo, LD, pode ser calculado aplicando a seguinte equacao:
LD =X, + 3,3 X g, (2.17)

em que X, corresponde & média do teor medido para uma série de brancos (entre 10 a 20

ensaios) e g, corresponde ao desvio padrdo associado a Xj.
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O limite de quantificacdo, LQ, é a menor concentracdo de analito que pode ser determinada

com a devida precisdo e exatiddo, pelo método.

Para calcular este limiar, aplica-se:
LQ = X, +10 X g, (2.18)

em que X, corresponde & média do teor medido para uma série de brancos (entre 10 a 20

ensaios) e g, corresponde ao desvio padrao associado a Xj.

2.4.6 Sensibilidade

O conceito de sensibilidade é usado inUmeras vezes na descricdo de um método analitico
sendo aplicado na curva de calibracdo. A sensibilidade da curva de calibracdo é representada pela
variacdo do sinal de resposta em relacdo a variacdo da concentracdo do analito, isto é,

corresponde a inclinacdo da mesma.

Esta caracteristica avalia a capacidade de um método ou equipamento distinguir pequenas
diferencas de concentracdo de um analito. Se a curva de calibracdo for linear, a sensibilidade serd
constante e ndo dependera da concentracdo, isto é, serd igual ao declive da curva. Nos casos em
gue a curva de calibracdo ndo é linear, a sensibilidade ird depender da concentracdo e ndo terd

um valor Unico.

E uma caracteristica importante pois além de poder ser usada para comparar a sensibilidade
de varios métodos analiticos para um mesmo analito, pode ser avaliada a sua evolugdo ao longo

do tempo e ainda permite comparar a sensibilidade para varios analitos [15].

2.4.7 Precisao

Em termos analiticos, a precisdo é um termo ambiguo. Um ensaio preciso significa que os
resultados obtidos sdo coerentes, ou seja, pouco dispersos, contudo este parametro é avaliado

através da estimativa da dispersdo dos resultados.

Assim, a precisdo permite avaliar a dispersdo de resultados em ensaios independentes, em
condi¢Bes definidas, ou seja, corresponde a proximidade entre os resultados obtidos nas mesmas
condicGes e pode ser avaliada de trés formas: por repetibilidade, reprodutibilidade ou precisdo

intermédia.
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A repetibilidade expressa a precisdo de um método de ensaio realizado em condicGes
idénticas, ou seja, ensaios realizados sobre uma mesma amostra, no mesmo laboratério, com o

mesmo analista, equipamento e tipo de reagentes e em curtos intervalos de tempo.

O resultado pode ser expresso a partir do coeficiente de variacdo de repetibilidade, CV,, de

acordo com a equagdo 2.19:
CV. = 7 x 100 (2.19)

onde s,; corresponde ao desvio padrdo e X é a média dos valores obtidos.

Tal como sugere a Relacre [17], o critério de aceitacdo para este coeficiente de variagado,

ndo deve exceder os 10%.

A reprodutibilidade é determinada em condicdes de ensaio diferentes, utilizando o mesmo
método de ensaio sobre uma mesma amostra. Neste caso, as condicGes sdo varidveis: realizado
em laboratédrios diferentes, por diferentes analistas, diferentes equipamentos e em tempos
distintos. O limite de reprodutibilidade é o valor abaixo do qual se deve situar a diferenca absoluta

entre dois resultados de ensaio, obtidos como mencionado acima.

A reprodutibilidade de um método pode ser obtida a partir da participacdo em ensaios
interlaboratoriais. No entanto, esta via ndo serd aqui descrita visto ndo ter sido a adotada ao

longo deste estagio.

Estas duas caracteristicas representam os extremos da variabilidade de um método de

ensaio.

A precisdo intermédia corresponde a situagdo que medeia as duas anteriores. Refere-se a
precisdo avaliada sobre a mesma amostra usando o mesmo método, mas definindo de forma
exata quais as condi¢des varidveis. Por isso, esta carateristica corresponde a mais representativa
da variabilidade dos resultados obtidos num laboratério, sendo a mais aconselhavel. Esta
carateristica pode ser determinada efetuando n medi¢cdes em duplicado ou em ensaio Unico,

sobre a amostra, em condicBes pré definidas.

Neste caso, a precisdo intermédia foi avaliada em termos do coeficiente de variagdo, CVp
(calculado da mesma forma que CV,) para uma amostra e um dos padrées pertencentes a curva
de calibracdo, em dias distintos e de acordo com o critério de aceitacdo previamente definido

[15].
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Além disso, a precisdo intermédia foi ainda avaliada a partir da andlise de diversas amostras
em duplicado, cobrindo praticamente toda a gama de concentracBes. A precisdo intermédia, Pl,
foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

pJ = Xamp (2.20)
d;

em que: )?amp corresponde a média das amplitudes obtidas e d,= 1,128 (fator constante para o
calculo do desvio padrdo das cartas de controlo de médias). d; assume este valor nos casos em

gue sdo obtidos dois valores para o cédlculo [18].

2.4.8 Exuatidao

A exatiddo de um método analitico traduz a proximidade do valor obtido relativamente ao
valor de referéncia, tido como verdadeiro, contudo, este parametro é avaliado através da

discrepancia obtida em relacdo ao valor de referéncia.

Para avaliar a exatiddo de um método, é habitual recorrer a alguns processos, tais como: o
uso de materiais de referéncia certificados, a participacdo em ensaios interlaboratoriais, a

avaliacdo de ensaios de recuperacdo, entre outros.

D~

O erro relativo pode ser usado para avaliar a exatiddo de um método. O seu valor

determinado através da equacdo 2.21:

%Er = Wz—‘x x 100 (2.21)

v

onde: X;4p€ 0 valor médio dos resultados obtidos experimentalmente e X, é o valor tido como

verdadeiro, por exemplo o valor da concentracdo de um padrao.

O erro relativo estd associado a componente sistemdatica dos erros num laboratério. E da

responsabilidade do mesmo definir qual o critério exigido para este parametro, num método.

O desempenho de um laboratdrio pode ainda, ser avaliado de outra forma, em termos de
exatiddo: através do cdlculo do fator de desempenho, Zsore (equagdo 2.22). Este fator é
especialmente usado no caso de participacdes em ensaios interlaboratoriais, como forma de

comparar os desempenhos dos laboratérios participantes.

Xiab—Xref
ZSCOT@ -

(2.22)

Sref
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onde X, corresponde a média dos valores obtidos em condicdes de repetibilidade, Xref € Sref
correspondem ao valor de referéncia e desvio padrdo do valor de referéncia fornecidos pela

entidade organizadora, respetivamente.

De acordo com a norma ISO/IEC 17043/2010 [19], a avaliacdo pode ser feita seguindo uma

escala definida da seguinte forma:
|Z] < 2: desempenho satisfatério
2<|Z| < 3: desempenho questionavel
|Z|> 3: desempenho insatisfatorio

Nesta escala, o laboratdrio deverd obter um Zsore inferior a 2 mas, caso tal ndo se verifique,

deve ser elaborado um plano de agGes corretivas [15].

Neste trabalho, a exatiddo foi avaliada através dos ensaios de recuperacdo e padrdes

preparados no laboratoério.

2.4.9  Comparacio de métodos

Um outro aspeto importante na validacdo de um método analitico consiste em comparar
esse mesmo método com um método semelhante ja implementado e validado, tomado como
referéncia. O objetivo desta comparacdo é avaliar a proximidade dos valores obtidos pelo método

em implementagdo com os valores obtidos pelo método de referéncia.

Existem varias formas de comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio, no
entanto, aqui apenas serd apresentada a comparacado através da funcdo de resposta. Além disso,
serd ainda comparada a resposta analitica obtida para a analise do padrdo de resorcinol, em

ambos os métodos de andlise.

e Funcdo de resposta

A aplicacdo deste teste consiste na andlise de uma série de amostras pelos dois métodos a
comparar, no minimo 10, para que seja possivel abranger toda a gama de trabalho que se

pretende validar.

A concordancia entre os métodos é avaliada aplicando uma equacdo semelhante a equacdo

2.10: o método de referéncia deverd ser colocado no eixo das abcissas e o método em
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implementacdo no eixo das ordenadas, pois considera-se que os erros relativos ao eixo das

abcissas sdo desprezdveis face aos do eixo das ordenadas [15].

Assim, se o Método 1 corresponder ao método de referéncia e o Método 2 ao método em

validacdo, obtém-se:

Método 2 = Método 1 X b, + b, (2.23)

onde b; € o declive e by a ordenada na origem, os quais traduzem os fatores de resposta do

Método 2 em relacdo ao Método 1.

Para que os métodos sejam considerados concordantes, é necessario que seja alcancada a
igualdade entre o método 1 e o método 2. Isto é, o valor associado a ordenada na origem devera
ser: by + spo X té”OS(N — 2), contendo o valor zero neste intervalo. Em que s corresponde ao
desvio padrdo da ordenada na origem e t(l,"os(N — 2) corresponde ao valor da distribuicdo de t
tabelado para 95% de confianca e N-2 graus de liberdade (N é o nimero de amostras analisadas).

Para o declive, o intervalo by * spq X tg'OS(N — 2) deverd conter o valor 1 [15].

Estes fatores de resposta, by e by, permitem a estimativa do erro sistemdtico do tipo

constante, no caso em que by ndo é nulo, e proporcional se by for distinto de 1.

2.5 Controlo de Qualidade

Apds a fase inicial que envolve o estudo de um equipamento e respetiva técnica analitica,
bem como a aprovacdo do método, é imperativo que o laboratdrio controle a sua execucgdo. Este

controlo devera permitir que as condicBes de execucdo se mantenham validas e fidveis.

Inerente a realizacdo de andlises quimicas, existe a ocorréncia de erros que podem
condicionar a confianca e qualidade nos resultados obtidos. Assim, hd a necessidade de conhecer
e identificar as causas desses erros para tentar elimina-las e possuir um sistema de detecdo dos

mesmos, através do controlo do processo analitico [17].

Surge deste modo, a necessidade de o laboratério possuir um sistema de Controlo de
Qualidade (CQ) dos resultados obtidos. De acordo com a norma ISO 8402 [20], o controlo de
qualidade compreende “o conjunto de técnicas e atividades de carater operacional utilizadas com
vista a responder as exigéncias da qualidade”. Tal é possivel recorrendo ao controlo de qualidade

interno e externo, a seguir mencionados.
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2.5.1  Controlo de Qualidade externo

O controlo de qualidade ao nivel externo, é dependente de uma intervencdo externa ao

laboratdrio e permitem avaliar a exatiddo dos resultados produzidos.

Estas acOes incluem usar Materiais de Referéncia Certificados (MRC), ou padrdes
equivalentes e ainda participar em ensaios interlaboratoriais. E deste modo que é possivel

alcancar um dos objetivos da acreditacdo: a comparabilidade de resultados.

Os MRC sdao materiais com uma ou mais propriedades bem estabelecidas que sdo usados na
calibracdo de um equipamento e cuja propriedade é certificada por um processo tecnicamente
valido e acompanhado por um certificado [21]. Definem a rastreabilidade das medi¢des quimicas,
permitindo controlar a exatiddo do ensaio. Por isso, devem ser usados na fase inicial da validacdo

ou implementacdo dos métodos.

O IPAC sugere que estes materiais sejam adquiridos a entidades de credibilidade
reconhecida, tais como: o Instituto de MedicGes e Materiais de Referéncia (IRMM) da Unido
Europeia, o National Institute for Standards and Technology (NIST) dos Estados Unidos da
Ameérica [17].

Os ensaios interlaboratoriais sdo ensaios de um mesmo material por dois ou mais
laboratérios, segundo condicGes previamente definidas [13]. Para efeitos estatisticos, é
aconselhavel a realizagdo de um minimo de 6 ensaios interlaboratoriais [16]. As participacdes em
ensaios interlaboratoriais permitem ao laboratdrio evoluir de forma técnica, uma vez que

trabalha com amostras diferentes, cujo valor correto é desconhecido.

Os ensaios de aptiddo sdo uma particularidade dos EIL e devem ser realizados sempre que
possivel, para avaliar o desempenho dos laboratdérios que nele participam. Existem ainda ensaios
interlaboratoriais de normalizagdo para analisar as carateristicas de um método de analise e
ensaios interlaboratoriais de certificacdo que permitem obter o valor certificado para um material

candidato a MRC.

Em qualquer um dos casos adotados, o laboratério deve analisar varios pardametros: os
desvios, diagnosticar e identificar as causas para os desvios inaceitdveis e definir e implementar

acGes corretivas cuja eficdcia seja depois confirmada [17].
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2.5.2 Controlo de gualidade interno

A implementacdo de a¢des de controlo de qualidade interno dependem exclusivamente do

laboratdrio, ndo sendo, por isso, dependentes de qualquer fator externo.

Para definir o sistema de controlo de qualidade interno, o laboratério pode recorrer a varios
métodos, nomeadamente: analise de duplicados, analise de adicdo de padrdo, uso de Materiais
de Referéncia Internos (MRI), técnicas complementares de controlo de qualidade de resultados

ou tratamento estatistico de dados (cartas de controlo, por exemplo).

A anadlise da amostra em duplicado permite detetar eventuais erros acidentais e controlar a
repetibilidade do processo. No caso em que sdo obtidos dois valores muito divergentes, significa
gue podera ter ocorrido um erro em algum ponto da analise. Os duplicados devem ser analisados

para novas amostras ou amostras de dificil homogeneizacdo.

O método de adicdo de padrdo permite eliminar o efeito que a composicdo das amostras

pode ter no resultado obtido (efeito de matriz).

Os materiais de referéncia internos, MRI, devem ser estaveis, permitindo o controlo da
precisdo, dando informacBGes acerca da variabilidade dos resultados, isto é, garantem a
rastreabilidade da medida. Podem ser utilizados como MRI, amostras de controlo (de um lote
reservado para esse fim), padroes de matriz ajustada com a das amostras, padrées semelhantes
(mas independentes dos de calibracdo) e/ou remanescentes de amostras de ensaios
interlaboratoriais. Estes materiais permitem controlar a exatiddo (quando rastreados com MRC

ou EIL) e a precisdo ao longo do tempo.

As cartas de controlo estatistico permitem apresentar de uma forma facil, clara e eficiente

os resultados das a¢Bes de CQ [17].

2.5.3  Cartas de controlo

As cartas de controlo integram o sistema de controlo de qualidade interno. No entanto, dada

a sua relevancia, serdo aqui mencionadas separadamente.

Esta via de controlo de qualidade é uma das mais aceites internacionalmente como modo
de avaliar de forma continua os resultados obtidos e os tipos de erros que podem surgir.

Entidades como a ISO, NIST, entre outras recomendam o seu uso [17].
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Existem inUmeros tipos de cartas de controlo, no entanto, aqui apenas serdo mencionadas

as seguintes: cartas de individuos e cartas de amplitudes.

e (artas de controlo de individuos

Para a elaboracdo deste tipo de cartas de controlo, parte-se do principio de que a
ocorréncia dos erros é aleatdria e, portanto, a distribuicdo dos pontos em torno da média segue
uma distribuicdo normal (distribuicdo gaussiana). Sdo representadas varias linhas de referéncia,

como sugere a figura 2.5.

Linha superior de controlo
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@ Linha inferior de aviso

Linha inferior de controlo

Figura 2.5 Representacdo das linhas de referéncia que constituem as cartas de controlo de médias ou
individuos [17].

As linhas de referéncia representadas na figura referem-se a probabilidade de um ponto se
situar a uma determinada distancia do valor médio: pode situar-se a 2 desvios padrdo do valor
médio, denominadas por linhas de aviso (X, + 2s), o que corresponde a uma probabilidade de
aproximadamente 5%. Ou, por outro lado, pode situar-se a mais de 3 desvios padrdo (X, + 3s),

designadas por linhas de controlo, o que corresponde a cerca de 0,3% de probabilidade.

Este tipo de cartas de controlo é aplicado quando ndo é possivel repetir medicGes, em
condicdes de repetibilidade, pois em analises de rotina é, por vezes, dificil agir desta forma por

motivos econdmicos e de tempo.

As anomalias ou pontos fora de controlo podem ser detetados de acordo com as

indicagBes constantes da norma ISO 8258, abaixo representadas na figura 2.6.
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Figura 2.6 Representacdo de pontos fora de controlo (a vermelho) nas cartas de controlo: a) 1 ponto fora
de t 3s; b) 2 pontos em 3 consecutivos fora de + 2s; c) 4 pontos em 5 consecutivos fora de 1s; d) 15
pontos consecutivos dentro de * 1s; ) 9 pontos consecutivos de um dos lados da média; f) 8 pontos

consecutivos fora de + 1s; g) 6 pontos consecutivos a subir ou descer; h) 14 pontos consecutivos
alternados a subir e a descer.

E importante manter os dados presentes nas cartas de controlo atualizados e ter estes
tépicos em atencdo para que, ao serem detetados problemas a este nivel, se possam tomar as

devidas medidas corretivas.

e (Cartas de controlo de amplitudes

Para a construcdo deste tipo de cartas, parte-se do pressuposto que o método se encontra
sob controlo estatistico e, portanto, os desvios entre as réplicas se mantém nos limites

previamente definidos.

E necessario efetuar o célculo do valor médio das diferencas entre duplicados ou da

amplitude, de acordo com a seguinte equacao:

X2

amplitude relativa = % x 100 (2.24)

onde x4 e X, sdo os resultados obtidos para a amostra e o respetivo duplicado e X corresponde

a média entre x; e x,[17].
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2.5.4  Estimativa de incertezas

O conceito de incerteza ¢ ja antigo sendo, por vezes, confundido com o conceito de erro de
um resultado. De fato, nenhuma medida é absoluta, e, por isso, qualquer processo tem associado

a si uma incerteza.

Recentemente, a estimativa das incertezas tem vindo a ganhar mais importancia na area da
Quimica, ao nivel de controlo de qualidade, uma vez que, estes valores permitem muitas vezes a
tomada de decisdes importantes tanto a nivel de saude publica, ao nivel judicial ou apenas por

carater informativo [22].

A incerteza de um resultado permite avaliar o intervalo de valores em que esse mesmo
resultado se pode inserir, tendo em conta todas as fontes de erro que para ele contribuiram.
Além da importancia que tem para o laboratério, pois permite que o mesmo conheca a
‘qualidade’ da sua medida e auxilia a melhorar a mesma, o cédlculo de incertezas é também
relevante para o cliente. Este Ultimo necessita deste valor para tomar a decisdo correta, por vezes

uma decisdo que pode ser de cariz juridico [22].

Com vista a melhorar a qualidade dos resultados entregues aos clientes e de forma a
controlar da forma mais atual possivel os mesmos, o Laboratério Tomaz adotou a recente norma
ISO 11325:2012 para efetuar a estimativas das incertezas dos métodos implementados e em

implementacdo.

Para aplicar as indicagBes constantes da norma, foi necessaria a sua analise prévia, bem
como a construgdo de folhas calculo em Microsoft Excel®, validadas a partir dos exemplos

anexados na mesma.

2.5.5 ISO 11352:2012

A qualidade da medida depende inevitavelmente da incerteza que lhe estd associada. A
estimativa da incerteza é, geralmente, uma propriedade carateristica de cada resultado. No
entanto, de acordo com a norma ISO 11352:2012 [18], se o resultado provém de um processo
onde o controlo de qualidade é apertado, a estimativa individual de incertezas ndo é necessaria,

pois os resultados sdo obtidos sob condi¢Ges bem controladas.

A norma ISO 11352:2012 especifica um conjunto de procedimentos, constituidos por
diversas etapas, que permitem chegar a estimativa das incertezas, consoante os dados

disponiveis.

33



Estes procedimentos incluem para esta estimativa, as componentes sistematica e aleatodria
dos métodos e sao baseados nos dados de controlo de qualidade e de validagdo dos mesmos.
Estas componentes formam a base para a estimativa da incerteza, ao nivel de 95% de confianca,
representado por um fator de expansdo, k=2. E de salientar a importancia que adquirem os dados
selecionados para a estimativa, pois devem ser representativos de todo o método e ainda das

matrizes e gamas de concentragdo utilizadas.

A conjugacdo da estimativa pelas vias sistematica e aleatdria é apresentada de forma
esquematizada nesta norma (figura 2.7), de forma a simplificar o entendimento da mesma e a

auxiliar na escolha de qual o melhor rumo a seguir para a determinacdo das mesmas.
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Figura 2.7 Representagdo esquematica do procedimento constante na norma ISO 11352:2012,
referenciado como auxilio na estimativa das incertezas. (Adaptado de [18]).

Para a determinacdo das estimativas, é necessario escolher qual a base da mesma, isto &,
quais os melhores dados a serem usados, de modo que sejam os mais representativos para a

incerteza.
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Assim, apos selecionar qual a melhor via a tomar para o cdlculo de cada componente da
incerteza, pode ser feita a sua estimativa e, finalmente, incluir ambas no cédlculo da incerteza

combinada, que é depois reportada como incerteza expandida do método [18].

Neste trabalho serdo apresentadas as estimativas da incerteza expandida para o método de
determinacdo do indice de permanganato pela via titulométrica e por andlise em fluxo

segmentado.

A estimativa foi realizada de formas distintas, pois os dados disponiveis para cada método
sdo também eles distintos uma vez que o método em implementagdo possui menos dados

disponiveis.

¢ Incerteza expandida da determinagdo do indice de KMnO4 (via titulométrica) - Ui
a) Componente sistemdtica

O célculo desta componente da incerteza foi, apds consulta do fluxograma, feita através dos

resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais.

Para determinar esta estimativa, através da comparacdo dos resultados obtidos nos ensaios
interlaboratoriais, é necessario que o laboratério tenha participado, no minimo, em 6 destes

ensaios [18].

A componente sistematica, up, pode ser calculada de acordo com a equacgdo 2.25:

Up = ’Dvgms +l—lé‘ref (225)

onde Drms corresponde a raiz quadrada do somatdrio da diferenga entre o valor obtido e o valor
de referéncia e Ucrer € a incerteza média dos valores de referéncia, calculada para os valores

obtidos para os laboratérios participantes.

Nesta equacgao:

— / 07
Drms A n2ensaios (2.26)

D, = Z2b7ref 100 (2.27)

Vref
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sendo Dia diferenca entre o resultado obtido, Vb, € 0 valor de referéncia, Vrer.

Além disso, a incerteza média, Ucref é dada por:

UcCref,i

Ucrer = ne ensaios (2.28)
onde:
Ucrer,i = 1,25 X _—robusto___ (2.29)

Jne participantes

na qual, Ucrer,; € a incerteza do valor de referéncia para a amostra do ensaio interlaboratorial i,
Srobusto corresponde ao desvio padrdo de reprodutibilidade para a amostra do ensaio
interlaboratorial i e n? participantes corresponde ao nimero de laboratérios que participaram

no ensaio da amostra i.
b) Componente aleatdria

A componente aleatéria, ug,, pode, segundo o procedimento normativo definido, ser

definida através do desvio padrdo, s, e da média, &, de um conjunto de dados experimentais

(2.30)

Rilw

Upw =

¢) Incerteza final

A incerteza combinada, u., pode ser calculada pela conjugacdo das duas anteriores:

U =Jug, +ui (2.31)

Considerando um fator de expansdo, k, com valor igual a 2, correspondendo a um nivel de

95% de confianga, é possivel determinar a incerteza expandida, Uy, pela equagdo 2.32.

Utit = k X uc (232)

¢ Incerteza expandida da determinagdo do indice de KMnOg (via AFS) - Uas
a) Componente sistemdtica

Uma vez que apenas foi realizada uma participacdo em ensaios interlaboratoriais durante o
periodo em que foi adotado este procedimento, para determinar a estimativas da incerteza para
a analise em fluxo segmentado do indice de permanganato, foram usados os dados referentes

aos ensaios de recuperacado, também inseridos em cartas de controlo.

A componente sistemdtica, uy, pode ser calculada seguindo a equagdo 2.33.
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up = /b2, + U, (2.33)

onde, b,ns € a raiz quadrada dos desvios para os ensaios de recuperacdo e u,q4 corresponde a

incerteza da solugdo do analito adicionada.

Nesta equacao:

_ /27”3
byms = ne ensaios (2.34)

em que:

%R—-100%

bi =
100%

(2.35)

ou seja, b; corresponde ao desvio da taxa de recuperagdo, %R, do ensaio i, relativamente a

recupera¢do completa (100%).

A incerteza da solugdo do analito adicionada, u,q4, subdivide-se em duas componentes: a

incerteza do volume adicionado, uy e a incerteza da concentragdo da solu¢do adicionada, Ugne-

A incerteza do volume adicionado, uy, € formada duas componentes, a sistematica, uy g;s,

e a aleatoria, uy g;:

Uy sis = E”j%“" (2.36)

em que: Eypqx € 0 desvio maximo para o volume, dado pela incerteza definida pelo fabricante

sobre o volume total.

A componente aleatoria, uy 4, € obtida atraves de repetidas pesagens da quantidade de

agua pipetada pelo material usado para o ensaio de recuperacado, segundo a equacdo 2.37:

(2.37)

Rilw

Uy,al =
sendo que, s corresponde ao desvio padrdo e X a média dos valores obtidos.

A incerteza do volume, uy, pode assim ser determinada com base na equagdo 2.38:

Uy = 4’2 ulzl,sis +2 ulzl,al (2.38)

A incerteza associada a concentracdo do analito, U,y,., pode ser calculada considerando a
contribui¢do de cada uma das componentes sistematica, Uconc,sis, € aleatoria, Ugonc,q1, Obtidas

pelas incertezas fornecidas pelos fabricantes, de acordo com as equag¢bes 2.36 e 2.37.
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Assim, a incerteza associada ao analito adicionado, u,,4 é dada por:

Ugd = ulz/ + Ulonc (2.39)

b) Componente aleatdria

Esta componente da incerteza foi obtida pela mesma via que para o método titulométrico,

usando os dados de um padrdo de controlo.

c) Incerteza final

A incerteza combinada, u, é novamente estimada partindo da conjugagdo de cada uma

das componentes anteriores:

u, = Jud, +ul (2.40)

Para estimar a incerteza final, Uyps, (k = 2) aplica-se a equagdo 2.41:

Uars = k X u, (2.41)
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3 Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo abordados em detalhe os procedimentos experimentais usados para a
determinacdo do indice de permanganato: o método titulométrico e a analise por fluxo
segmentado. Serad feita a discriminacdo dos reagentes usados, bem como as varias etapas

imprescindiveis em cada um.

O trabalho experimental foi realizado na totalidade nas instalagdes do Laboratério Tomaz,
usando equipamentos e materiais certificados para o devido efeito.
3.1 Analise volumétrica

O procedimento atualmente em vigor e acreditado para a determinac¢do da oxidabilidade

no Laboratdrio Tomaz é o previsto na norma NP-731 1969 e é a seguir descrito.

3.1.1  Reagentes

a) Solucdo de acido sulfurico (H,SO4): esta solucdo é preparada adicionando 500 mL de

H,S04 concentrado (d=1,84 g/ml) a 1500 mL de 4dgua destilada.

b) Solucdo de acido oxalico 0,005 M (0,01 N): dissolver 0,6303 g de acido oxalico em 50 mL

de H,S04 concentrado, perfazendo um volume total de solucdo de 1L.

¢) Solugdo de permanganato de potassio 0,002 M (0,01 N): diluicdo da solugdo comercial de
0,02 M (Fischer Chemical, Potassium permanganate solution 0,02 M, J/6900/15) medindo 100 mL
desta para um baldo volumétrico de 1000 mL e perfazer o volume com &gua destilada. O titulo

desta solucdo deve ser verificado diariamente.

d) Solugdo de Resorcinol (CeHgO3) 0,5 g/l: dissolver 0,25g de Resorcinol para um volume final

de 500 mL de dgua destilada, em baldo volumétrico.

e) Solugdo padrdo de Resorcinol 10 mg/I: diluicdo da solucdo de 0,5 g/l — pipetar 2 mL da

solugdo e) para um baldo volumétrico de 100 mL.

f) Solucdo padrdo de Resorcinol 1 mg/l: diluicdo da solucdo 10 mg/l — pipetar 10 mL da

solugdo anterior para um baldo volumétrico de 100 mL [23].
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3.1.2  Procedimento

- Preparacgao dos Erlenmeyers: medir 100 mL de agua destilada, juntando 10 mL da solugdo
H.SO4 e 5 mL de KMnQ4 0,002 M. Agitar e colocar o regulador de ebulicdo e levar a ebulicdo
durante 10 minutos. Retirar da fonte de aguecimento, aguardar o arrefecimento e adicionar acido
oxalico até desaparecimento da coloracdo rosa. De seguida, adicionar solugdo de KMnO,4 0,01N
até aparecimento de leve coloracdo rosa, persistente (pelo menos 30 segundos). Este conteldo
deve ser mantido nos erlenmeyers até serem utilizados, mesmo apds a sua utilizacdo para a

determinacdo das amostras.

- Verificacdo do titulo da solugdo de KMnQO, 0,002M (diariamente): apds a preparagdo
descrita na alinea a) e mantendo o contelddo do erlenmeyer, adicionar 10 mL de acido oxdlico
0,005 M e titular com a solucdo de permanganato de potdssio 0,002M até observacdo de leve

cor rosa, persistente durante pelo menos 30 segundos. Volume gasto de permanganato — Vo.

- Preparacdo das amostras: de forma a homogeneizar a amostra, esta deve ser agitada
imediatamente antes da sua utilizacdo. Caso apresentem turvacdo, as amostras devem ser

filtradas ou decantadas.

- Determinacdo da oxidabilidade: medir 100 mL da amostra para os erlenmeyers
previamente preparados, adicionando 10 mL de H,SO4 e o volume de KMnQ4 gasto na verificagdo
do titulo (Vo). Levar a ebulicdo durante 10 minutos. Durante este tempo, a coloracdo rosa deve
permanecer. Caso contrario, deve ser adicionado outro ou outros volumes Vo até que a cor rosa

seja permanente. Anotar o nimero de volumes Vo adicionados.

- Retirar os erlenmeyers da fonte de aquecimento e deixar arrefecer. Adicionar 10 mL de
acido oxdlico 0,01N e titular com a solucdo de KMnQO4 0,002 M até leve coloracgdo résea. Anotar

o volume gasto — V1 [23].
O resultado é obtido a partir da equagdo 3.1:

((n=1)xVy +V4)
Vo

x 8 mg (0,)/1 (3.1)

onde n corresponde ao numero de volumes Vo adicionados a amostra, Vo corresponde ao volume,
em ml, de permanganato gasto na verificacdo do titulo e Vi corresponde ao volume de

permanganato, em ml, gasto na amostra.
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3.2 Anailise em fluxo continuo segmentado

O presente procedimento teve como referéncia normativa a norma ISO 8467:1993,
constituindo uma adaptagdo da mesma. Serdo aqui descritos os reagentes utilizados, bem como
o procedimento e ainda os principais cuidados a ter de forma a otimizar o funcionamento do

analisador de fluxo segmentado.

3.2.1 Reagentes

a) Solucdo de Permanganato de Potdssio 0,02M: dissolver 3,16g de KMnQO,4 para um volume

final de 1 litro de solugéo.

b) Solugdo de H,SO4 4M: juntar 224 mL de acido sulfurico (95-97%) a 700 mL de agua

destilada e, apds arrefecimento, aferir o volume para 1 litro.

c) Reagente acido: num baldo volumétrico de 1000 mL juntar 20 mL da solucdo a) e 74,4
mL da solucdo b), perfazendo o volume final com agua destilada. Ferver esta solucdo durante 1

minuto e deixar arrefecer.

d) Solucdo padr3o de acido oxalico 0,01582 M (equivalente a 1g/I de KMnQOa)?: dissolver
1,9941g de acido oxdlico di-hidratado num baldo volumétrico e perfazer o volume final de 1 litro

[13].

3.2.2  Procedimento

e Curva de calibragao

Os padrdes para a curva de calibragdo sdo preparados a partir da solucdo padrao de acido

oxalico referida em 3.2.1 d).

Para efetuar a calibracdo analitica deste método, prepararam-se 6 padrdes de acido oxalico,

por diluigdo da solugdo de 1000 mg/I, de acordo com a tabela abaixo.

2 A explicacdo para esta equivaléncia serd feita no tépico ‘Unidades de medida em anélise por fluxo
segmentado.
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Tabela 3.1 Concentracgdo e designacdo dos padrdes de acido oxalico usados na curva de calibracdo da
determinacdo do indice de permanganato.

Concentragao
Designagdao Volume a pipetar da solug¢do de acido oxalico 0,01582 M (ml)

(mg/1 KMnOa)

2 P2 -1

5 Ps 0,5

10 P10 1

20 P20 2

30 P30 3

50 Pso 5

! preparado a partir de P20 (pipetar 10 ml do P2o).

e Operagoes de otimizagao

Antes de iniciar a analise, devem ser seguidos passos importantes para otimizar o

desempenho do analisador por fluxo segmentado [13], tais como:
1. Lavagem do sistema durante 15 minutos com uma solucdo de acido oxalico (5g/100 mL)
2. Lavagem do sistema durante 15 minutos com dgua destilada
3. Iniciar a passagem do reagente acido no sistema e deixar estabilizar durante 30 minutos
4. Proceder a 10 leituras do padrdo de maior concentragdo

Na determinacdo da oxidabilidade por fluxo segmentado, a amostra da entrada no sistema
e é misturada com o permanganato (reagente acido). De seguida, esta mistura passa por 2 etapas
de aquecimento a 95°C, para assegurar que a reacdo de oxidagdo € completa. Apds este
aquecimento, ha descoloragdo da mistura cuja intensidade é medida no detetor a 520 nm, como

se pode observar na figura 3.1.
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Figura 3.1Diagrama esquematico do método da determinagdo do indice de permanganato por fluxo
segmentado(adaptado de [13])

e Resposta analitica

Neste tipo de analise, a resposta analitica é representada sob a forma de picos cuja altura
diminui proporcionalmente a intensidade da descoloracdo causada pela reacdo do

permanganato com a matéria organica.

Uma vez que podem ocorrer variacdes dos fatores que influenciam a resposta final do
aparelho, ao longo de uma sessdo de trabalho vdo sendo feitos alguns ajustes importantes. A
linha de base construida pela passagem do reagente acidopode sofrer variacGes ao longo da
sessdo de trabalho. Podem ocorrer descidas ou subidas devido a varias circunstancias tais como
mudancas de temperatura, mudangas no reagente, entre outras. Estasvariacdes sdo
compensadas aplicando um fator de corre¢do da linha de base, C;, (equagdo 3.2), para o célculo

da altura do pico obtido [24].

7 w _Wa
Cn=Cn—(n—a)x%—Wa (3.2)

ondeC,, corresponde a altura de pico ndo corrigida para a amostra no copo nimeron, be a
correspondem a posicdo numérica em que se encontra a lavagem posterior e anterior,
respetivamente, em relagdo ao pico de interesse, W, corresponde a altura do pico de lavagem
apos o pico de interesse e W, corresponde a altura do pico de lavagem que precede o pico de

interesse. Wpé a altura a que surge o pico da lavagem posterior ao pico da amostra no copo n.

45



A figura 3.2 demonstra quais os principais pontos considerados na aplicacdo deste fator de

corregao.

Figura 3.2 Representacdo dos pontos importantes a ser usados para o fator de correcdo da linha de base.

Assim, a altura de pico corrigida, C;,, é obtida através da equagdo 3.3.

D1 (3.3)

no_ o
e
x(n—a)+Dg

b-a

em queb e a correspondem ao numero do copo posterior e precedente do drift),
respetivamente, D corresponde a altura do pico do primeiro drift (apds a calibracdo);Dy, e
D ,correspondem as alturas dos picos dos drifts posterior e anterior ao pico da amostra [24]. A

figura 3.3 ilustra a aplicacdo desta equacdo ao calculo da altura corrigida dos picos.
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Figura 3.3. Representacdo dos valores usados para o calculo da altura de pico corrigida.

3 . , ~ ~ . .
O drift é um padrdo usado ao longo da sessdo de trabalho, sendo usado para considerar quaisquer
alteracGes que possam ocorrer na linha de base. Este padrdo é, normalmente, o segundo mais alto na

curva de calibragcdo e pode, ou ndo, estar incluido nesta.
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e Unidades de medida em AFS

A determinacdo do indice de permanganato por fluxo segmentado permite obter picos
cuja altura é diretamente proporcional a quantidade em mg/I de KMnQ, contida nas amostras,

consoante a intensidade da descoloracdo detetada.

A solucdo de acido oxdlico usada para preparar os padrdes da curva de calibracdo possui
uma concentracgdo de 0,01582 M, o que corresponde a 1 g/l KMnQ,. Esta conversdo é efetuada

através da informacdo obtida pela analise da seguinte reacdo:
ZMHOZ(aq) + 6H+(aq) + 5C2H204(aq) i 10C02(g) + 2Mn2+(aq) + 8H20(1) (34)

Ou seja, 2 mol de permanganato reagem com 5 mol de acido oxalico. Portanto, 0,01582
mol/l de 4&cido oxdlico correspondem a 6,328 x 1073mol/l de permanganato. Assim,
multiplicando este valor pela massa molecular do permanganato de potéssio (158 gmol™),

obtém-se a concentracdo de 1g/l de KMnOQO,.

De acordo com o Decreto Lei n2 306/2007, o valor da oxidabilidade é dado em mg/l de O,
[7], portanto, é necessario converter a quantidade de permanganato de cada padrdo e

amostras em mg/10,. Esta convers3o é realizada segundo a equacdo 3.5.

7 =21
3,95
(3.5)
onde Z corresponde a mg/l O,, P a mg/l KMnQ, e 3,95 é o fator resultante da equacdo 3.6:
4
MMKMno L %=
K047 (3.6)
IVII\/IO2
na qual o fator 4/5 provém da analise das equacdes a seguir apresentadas:
MnO3 o) + 8H" (aq) + 5€7(agq) = Mn** (aq) + 4H, 0 (3.7)
O2(aq) + 4H" aq) + 4€7ag) = 2H 0 (3.8)

Além disso, as unidades do sinal obtido neste método sdo apresentadas em D.U. (Unidades
Digitais). Para simplificacdo dos resultados, estes serdo expressos em A.U., segundo o fator de

conversdo: 1DU = 1 x 107CAU [24].
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4 Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos para o estudo
realizado neste projeto, assim como a respetiva discussdo dos mesmos. Embora existam critérios
de validacdo definidos para aceitacdo de resultados por parte do Laboratdrio Tomaz, serdo aqui

realizados testes estatisticos para garantir a correta aceitacdo dos mesmos.

4.1 Validagido do método

Este ponto contém os resultados referentes ao estudo realizado para a implementacdo do
método de andlise do indice de permanganato por fluxo segmentado, consoante a norma ISO

8467:1993.

4.1.1  Definicao e validagio da gama de trabalho

Selecionar qual a gama de trabalho em que a analise ira decorrer é muito importante para
permitir a quantificacdo do analito de forma precisa e exata. A concentracdo dos padrdes usados
deve abranger toda a gama de trabalho e estar distribuida equitativamente na curva de
calibracdo. E comum recorrer ao teste de homogeneidade de varidncias para proceder a esta

validacdo.

A gama de trabalho pretendida para a determinacdo do indice de permanganato em andlise

por fluxo segmentado foi de 2 a 50 mg/l KMnOy4 (0,51-12,67 mg/l O,).

Para testar a homogeneidade de variancias, os padrdes de maior e menor concentracgdo Pso
e P,, respetivamente, foram analisados em 10 réplicas independentes e o sinal obtido, em AU,
encontra-se na tabela 4.1. Este teste foi repetido em trés dias diferentes (D1, D2 e D3), para uma

maior confianca nos resultados obtidos.
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Tabela 4.1 Resultados obtidos em 10 ensaios para o primeiro e ultimo padrdo da gama de trabalho, em
unidades arbitrarias, nos dias 1, 2 e 3.

Padrdo (mg/I Y1 Y, Y3 Ya Ys Ye Y7 Ys Yo Y10
KMnO4)
D1 ) 0,0584 0,0544 0,0574 0,0543 0,0542 0,0618 0,0587 0,0531 0,0541 0,0582

Pso 1,330 1,338 1,325 1,332 1,335 1,338 1,342 1,344 1,343 1,333
D2 ) 0,0507 0,0507 0,0469 0,0507 0,0518 0,0505 0,0517 0,0560 0,0502 0,0506

Pso 1,379 1,380 1,382 1,378 1,370 1,379 1,379 1,386 1,388 1,379
D3 ) 0,0662 0,0618 0,0647 0,0606 0,0691 0,0658 0,0663 0,0676 0,0652 0,0648

Pso 1,400 1,411 1,403 1,391 1,398 11,1398 1,395 1,397 1,397 1,398

Em primeiro lugar, foi testada a existéncia de outliers em cada um dos conjuntos de dados

obtidos para cada padrdo, aplicando o teste de Grubbs.

Foram avaliados os valores maximos e minimos de AU para cada conjunto e calculados os

respetivos valores de teste, representados na tabela 4.2, com base na equacdo 2.9.

Tabela 4.2 Resultados obtidos para o teste de Grubbs realizado ao nivel de 95% de confianca, para n=10,
nos 3 dias do estudo (D1, D2 e D3).

Valor teste - P, Valor teste - Ps

D1 1,89 1,85
D2 2,26 2,03
D3 1,84 2,29

Analisando os dados obtidos pelo teste de Grubbs apresentados na tabela 4.2, para a
detecdo de valores andmalos, verifica-se que o valor critico, Gerit= 2,29 para n=10 e ao nivel de
95% de confianga, é superior aos valores teste para cada um dos padrdes. Assim, pode concluir-

se que ndo existem outliers nos conjuntos de dados obtidos para os dias 1, 2 e 3.

Para avaliar a existéncia, ou ndo, de diferenca significativa entre as variancias de cada

padrdo, os valores teste foram calculados, segundo a equacdo 2.8.
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Os valores obtidos para os valores teste de cada dia encontram-se na tabela abaixo, assim

como o valor tabela pela distribuicdo de Fisher bilateral, Ferit, para um nivel de 99% de confianca.

Tabela 4.3 Resultados obtidos para os ensaios realizados nos trés dias do estudo, relativamente a
homogeneidade de variancias, para um nivel de 99% de confianca.

Dia Valor teste

1 4,58
2 4,79
3 4,39

A partir dos resultados obtidos para cada dia em que foi efetuado o estudo é possivel
verificar que os valores teste sdo inferiores ao valor critico de Fisher, F¢it=6,54, ao nivel de 99%
de confianca e para 9 graus de liberdade. Deste modo, pode considerar-se que a hipdtese nula é
valida, ou seja, ndo existe diferenca significativa entre as variancias de P, e Psp, em cada um dos

dias.

Assim, conclui-se que a gama de trabalho é adequada a determinacdo do indice de

permanganato por analise em fluxo segmentado.

4.1.2  Especificidade e seletividade

A seletividade deste método de analise foi definida através da determinacdo da
percentagem de recuperacdo, %R, de 10 ensaios independentes de diferentes amostras
analisadas entre os meses de Janeiro e Marco. O critério de aceita¢do definido pelo LT, segundo

as indicagBes da Relacre, para a percentagem de recuperacgao varia de 80 a 120%.

Na tabela abaixo é possivel observar os resultados obtidos relativamente a este estudo.
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Tabela 4.4 Resultados obtidos para os ensaios de recuperagdo para diferentes amostras.

Amostra Reforgo adicionado  Valor obtido %R
(mg/I KMnOQy) (mg/l KMnQy) (mg/I KMnOQy4)
1,00 10,00 11,25 102,50
3,45 10,00 13,84 103,90
8,19 10,00 18,19 100,00
5,99 10,00 15,75 97,60
3,72 10,00 14,31 105,90
5,51 10,00 15,15 96,40
2,95 10,00 13,82 108,70
0,89 10,00 11,43 105,40
5,32 10,00 16,23 109,10

O valor médio de recuperacdo obtido neste periodo foi de 103,28% e o desvio padrao de
4,55. A aplicacdo do teste de Grubbs permitiu confirmar a inexisténcia de valores anémalos no
conjunto de dados pois o valor teste, TV= 1,51 é inferior ao valor critico para n=9, G«it=2,215, ao

nivel de 95% de confianga.

Para concluir acerca da igualdade estatistica deste resultado com o valor de referéncia,
100%, foi aplicado o teste de t. Assim, o valor teste obtido, calculado segundo a equacao 2.4, foi
2,16 e o valor tabelado pela distribuicdo de t para o nivel de 95% de confianca e 8 graus de
liberdade foi 2,31. Uma vez que o valor teste é inferior ao valor tabelado, pode concluir-se que o
valor experimental é estatisticamente equivalente ao de referéncia, para um nivel de 95% de

confianca.

Deste modo, a taxa de recuperagdo média obtida para este método é indicativa da

especificidade e seletividade do mesmo.

4.1.3  Linearidade
Na maioria dos métodos analiticos, a determinacdo do analito é feita através da relacédo

entre a resposta analitica do aparelho e a concentragdo. Deste modo, é extremamente

importante saber como se relaciona a resposta analitica com a concentracdo do analito para que,
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a partir da equacdo da curva de calibracdo, seja possivel obter a quantidade do mesmo existente

na amostra.

Habitualmente, a calibracdo de um método analitico é realizada por obtencdo do sinal
analitico (absorvancia, altura do pico, entre outros) como fungdo da concentracdo conhecida do
mesmo. Utilizam-se, para isso, padrées externos cuja concentragdo do analito é conhecida e

variavel.

Na determinacdo do indice de permanganato por AFS, os padrdes utilizados na curva de
calibracdo (referidos em 3.2.2.) sdo de 4cido oxalico sendo, por isso, estudada a diminuicdo da
intensidade da cor, resultante da reacdo de uma mesma quantidade de permanganato com o

acido oxalico, na presenca de acido sulfurico, segundo a reacao:
- 2—
2Mn0; ) + 5C20,%7 ) + 16H* 2y = 10C0, ) + 2Mn** () + 8H, 0 (4.1)

O uso destes padrées na curva de calibracdo permite ndo sé a validacdo dos resultados

analiticos obtidos, como também o controlo da analise.

A linearidade deste método foi primeiramente avaliada pelo coeficiente de correlagdo
correspondente a representacdo grafica da reta de calibragcdo obtida numa das sessGes de
trabalho. A resposta instrumental obtida para cada valor tedrico dos padrdes da reta de

calibracdo encontra-se na tabela que se segue:

Tabela 4.5 Valor tedrico (mg/l KMnQOa4) e sinal obtido (A.U.) na sessdo de trabalho designada para o estudo
da linearidade.

Padrdo Valor tedrico (mg/l KMnQ4)  Sinal obtido (A.U.)
P2 2,00 0,0603
Ps 5,00 0,151
P1o 10,00 0,285
P20 20,00 0,565
P30 30,00 0,852
Pso 50,00 1,412
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A representacdo grafica dos valores registados na tabela 4.5, é apresentada na figura 4.1.

0,8

0,6

Sinal (A.U.)

0,4

0,2

0,0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentracdo tedrica (mg/l)

Figura 4.1 Representacdo grafica do sinal obtido para os padrdes da curva de calibragdo, em fungdo da
concentragdo.

Para esta representacdo, foi obtido um coeficiente de correlacdo, R =1,00 e a reta, cuja
equacdo é y = 0,028x + 0,0057, definida pelo método dos minimos quadrados assume um

comportamento linear, apontando para um bom ajuste de uma equacdo de 12 grau.

No entanto, e de encontro ao mencionado no subcapitulo 2.4, a andlise do coeficiente de
correlacdo e da representacdo grafica da curva de calibracdo podem ndo ser suficientes para
determinar qual o modelo de ajuste mais adequado. Como tal, para avaliar qual a relacdo
existente entre o sinal obtido pelo fluxo segmentado e a concentracdo do analito, foram usadas
curvas de calibragdo obtidas em dias e semanas diferentes, permitindo uma maior confianga no

resultado para a determinag¢do do melhor modelo de ajuste deste método.

Os resultados obtidos em dias diferentes, em unidades arbitrarias (A.U.) para cada padrao,

encontram-se na tabela 4.6.
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Tabela 4.6 Intensidade do sinal obtido nas curvas de calibracdo, em dias diferentes.

Padrdes (mg/l KMnO4) A.U.(d1) A.U.(d2) A.U.(d3) A.U.(d4) A.U.(d5)
P2 0,059 0,076 0,061 0,060 0,057
Ps 0,144 0,150 0,147 0,151 0,144
P1o 0,280 0,320 0,285 0,285 0,287
P20 0,570 0,577 0,578 0,565 0,573
P30 0,817 0,855 0,842 0,852 0,819
Pso 1,385 1,400 1,403 1,412 1,395

Seguindo como referéncia a norma ISO 8466, como ja mencionado anteriormente, é possivel
decidir qual o melhor modelo de ajuste para a equacdo da curva de calibracdo: se um polinédmio
de 12 grau, aqui denominado por Modelo 1, ou se um polinémio de 22 grau, denominado por

Modelo 2. As equacbes destes polindmios sdo representadas abaixo.

Modelo 1:y = b;x + b, (4.2)
Modelo 2:y = b,x? + b;x + b, (4.3)

Onde: y corresponde ao sinal analitico obtido, x é a concentra¢do do analito, by é a

ordenada na origem, b, corresponde ao declive e b, é o coeficiente quadratico.

A partir dos desvios-padrao residuais e da variagdo nas variancias calculadas para os modelos
de ajuste, é possivel avaliar qual o mais adequado para o ajuste. Estes valores encontram-se

compilados na tabela 4.7.
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Tabela 4.7 Resultados obtidos para as diferencas das variancias e desvios padrdo residuais dos modelos

de ajuste.
AS? 2. %
D1 2,64x107® 9,94 x10™°> 1,32x107*
D2 991x107° 1,41x10™* 1,55x107*
D3 352x107° 4,26x107> 4,51x107°
D4 1,50x107°® 1,26 x107° 1,62x107°
D5 6,04x107® 1,35x107* 1,78 x107*

Os resultados da tabela 4.7 foram posteriormente usados para o cdlculo do valor teste para
a aplicacdo do teste de Fisher, no qual o TV é comparado com o valor tabelado pela distribuicdo

de F unilateral, ao nivel de 99% de confianca.

Primeiramente, é importante definir qual a hipdtese nula, Ho, e alternativa, Hi: a hipotese
nula afirma que o desvio residual do ajuste, S;z, do polindmio de 22 grau sera maior ou igual ao
desvio do ajuste, Sf/x, do polindmio de 12 grau (hipdtese 1); por outro lado, a hipdtese alternativa

sugere que o desvio do ajuste do polindmio de 12 grau serd maior do que o desvio do ajuste do

polindmio de 22 grau (hipdtese 2).

Hy: SBZ,/X(Modelo 1)< sz (Modelo 2) Hipotese 1
H;:S7/x(Modelo 1) > S;Z (Modelo 2) Hipdtese 2

Os valores resultantes da aplicacdo deste teste permitiram concluir que o modelo que
melhor se ajusta a curva de calibracdo da determinacdo do indice de permanganato por fluxo
segmentado é o Modelo 1, ou seja, um modelo de ajuste linear. Tal pode ser confirmado através
da andlise dos valores teste obtidos nos 5 dias, TV (dia 1) = 0,020, TV (dia 2) = 0,64, TV (dia 3) =
0,78, TV (dia 4) = 0,093 e TV (dia 5) = 0,034, que sdo inferiores ao valor tabelado, Feit = 34,12,
obtido ao nivel de 99% de confianca e 1 e 3 graus de liberdade?, comprovando assim a aceitacdo

da hipdtese nula.

4 Neste teste, 1 grau de liberdade resulta da diferenca dos graus de liberdade dos modelos de ajuste (3-2)
e 3 é o numero de graus de liberdade do modelo polinomial de 22 grau (6-3).

56



Sinal (A.U.)

A aceitacdo da hipdtese nula indica que o desvio do ajuste do polindmio de 22 grau é maior
do que o do modelo de ajuste linear e, por isso, o modelo do polindmio de 12 grau € o que melhor

se ajusta.

Na figura abaixo encontram-se duas das representacGes graficas das retas obtidas para os

dias 1 e 2. As restantes podem ser consultadas em anexo.
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Figura 4.2 Representacdo grafica das retas obtidas para o estudo da linearidade, nos dias 1 e 2: a) dia 1 -
y=0,0275x + 0,006, R=0,9997; b) dia 2 —y=0,0275x + 0,0254, R=0,9994.

Pode observar-se mais uma vez que os valores dos coeficientes de correlacdo sdo proximos
de 1 e se encontram dentro dos critérios definidos pelo LT (R > 0,999), corroborando a teoria de

gue o método de AFS é ajustado por um polindmio de 12 grau.

4.1.4  Limiares analiticos

A estimativa dos limiares analiticos para este método foi realizada através da anadlise de
brancos. Foram analisados brancos (agua destilada) em 20 ensaios independentes e os resultados

encontram-se na tabela 4.8.
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Tabela 4.8 Resultados obtidos para a leitura de 20 brancos por AFS.

Concentracdo (mg/l KMnOy)

0,625 0,560 0,431 0,523 0,430 0,427 0,567 0,434 0,438 0,549

0,698 0,480 0,435 0,645 0,506 0,534 0,463 0,454 0,604 0,532

A média dos valores obtidos foi, X, = 0,517 mg/l, sendo o respetivo desvio padrdo, 6y =
0,081 mg/1. A aplicagdo do teste de Grubbs permitiu verificar a auséncia de valores discrepantes
no conjunto de dados, pois o valor teste, TV= 2,23, é inferior ao valor critico para n=20,

Geit=2,708, ao nivel de 95% de confianca.

Apds conversdo dos resultados de mg/l KMnQ,, para mg/l O,, foi possivel obter os limiares

analiticos.
O limite de detecdo, LD, é definido pela equacdo 2.17 e o valor obtido foi de 0,20 mg/| 0.

Para o calculo do limite de quantificacdo, LQ, foi aplicada a equacdo 2.18 e obteve-se um

valor de 0,34 mg/I O,.

4.1.5 Precisao

O estudo da precisdo de um método pode, como ja mencionado anteriormente, ser
realizado de diferentes formas. Neste processo de validacdo, a precisdo foi avaliada em termos

de repetibilidade e precisdo intermédia.

e Repetibilidade

A avaliacdo da precisdo em termos de repetibilidade na determinacdo do indice de
permanganato por analise em fluxo segmentado foi efetuada em duas amostras e dois dos

padrdes da curva de calibracdo.

As amostras usadas para o estudo sdo o tipo de amostra mais analisadas neste parametro:
dgua de piscina (denominadas por Piscina | e Il), sendo, por isso, mais representativas para o

estudo em causa. Foram analisadas 10 réplicas independentes de cada amostra e padrdo, no
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mesmo dia, pelo mesmo analista, usando a mesma curva de calibracdo e os mesmos reagentes.

Os resultados obtidos para cada uma, em mg/l KMnO4 encontram-se na tabela 4.9.

Tabela 4.9 Resultados obtidos para as 10 réplicas independentes (R1 a Rio) realizadas nas duas amostras
de piscina e nos padrdes de 20 e 30 mg/l de KMnO4, em condicdes de repetibilidade.

Amostra mg/l KMnQ4
R1 Rz R3 R4 Rs Re Ry Rs Rg Rio
Piscina | 440 398 400 483 396 3,77 3,68 4,25 394 3,97
Piscinall 4,06 4,08 4,13 409 399 404 4,01 4,13 4,11 4,00
Padrao20 20,95 21,11 21,39 20,78 21,64 21,46 21,46 21,86 21,87 21,95
Padrao30 29,93 30,05 29,79 30,04 29,70 29,89 29,85 30,05 30,10 30,37

Os resultados apresentados foram previamente validados, por aplicacdo do teste de Grubbs,
para detecdo da presenca de eventuais valores andmalos. Os valores teste obtidos foram: Piscina
| =2,24, Piscinall=1,46, Padrdo 20=1,67 e Padrdo 30 = 2,08. De acordo com os valores indicados,
nado foram detetados valores andmalos nos conjuntos de dados, ao nivel de 95% de confianca,

pois o valor tabelado para n=10, Gt = 2,29, é superior.

Para avaliar a repetibilidade do método, foi calculado o coeficiente de variacdo de cada

conjunto de dados, de acordo com a equacgao 2.19.

A partir dos valores obtidos para a amostra Piscina |, obteve-se um desvio padrdo de
repetibilidade, S+=0,34 mg/l e a média dos valores da concentracdo de permanganato em mg/l,

X=4,08 mg/|, resultando num coeficiente de variacdo, CV,= 8,25%.

Para a amostra Piscina I, o desvio obtido foi de S=0,054 mg/| e a concentra¢do média dos

valores, X¥=4,06 mg/l, sendo o coeficiente de variacdo, CV,= 1,32%.

O resultado para o padrdo de 20 mg/l de KMnQy, relativamente ao desvio-padrdo foi, S=0,40
mg/| e a média dos valores da concentracdo de permanganato em mg/l, ¥=21,45 mg/I. O célculo

do respetivo coeficiente de variacdo foi de, CV,=1,87%.

Finalmente, relativamente aos resultados obtidos para o padrdo de 30 mg/l de KMnOQs,,

obteve-se 5,=0,19 mg/l e ¥=29,98 mg/l, originando um coeficiente de varia¢do, CV.= 0,63%.

59



Assim, analisando os coeficientes de variacdo obtidos para o estudo da repetibilidade, pode
verificar-se que todos os valores se encontram abaixo de 10% e, por isso, estdo dentro dos

critérios de aceitacdo definidos pelo laboratério, tal como recomendado pela Relacre [17].

e Precisdo intermédia

Uma vez que o estudo da precisdo através da precisdo intermédia é o mais representativo

da variabilidade dos resultados, foram avaliados uma amostra e um padrdo, nestas condicdes.

O padrdo de 10 mg/! (P10) de KMnOj4 e as andlises resultantes de uma amostra (Amostra A)°,

analisados em dias diferentes pelo método de fluxo segmentado, encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 4.10 Resultados obtidos para o padrdo de 10 mg/l de KMnQa e para a amostra A, em condices de
precisdo intermédia.

mg/l KMnO,

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
P10 10,28 10,91 10,83 10,02 10,31 9,99 10,35 10,48 10,88 10,45

AmostraA 990 831 8,11 8,70 803 7,84 8,67 967 882 7,79

Para concluir acerca deste estudo, foi feito o calculo da média, desvio padrdo e coeficiente

de variacdo de cada conjunto de resultados.

Relativamente ao padrdo, Pi, obteve-se uma média, ¥=10,45 mg/l KMnQ4, um desvio,

Spi=0,35 mg/l, resultando num coeficiente de variagdo, CVp= 3,38%.

Para a amostra, o valor médio da concentragao foi, ¥=8,58 mg/| de KMnO,, o desvio, Spi=0,73

mg/| e o respetivo coeficiente de variacdo foi de, CVp= 8,47%.

Ambos os coeficientes de variacdo sdo inferiores ao limite estabelecido de 10%, sendo
também notdria a maior variabilidade nos resultados obtidos para a amostra, relativamente ao

padrdo, pois na sua analise influem eventuais efeitos de matriz.

A precisdo intermédia foi também avaliada através da analise de amostras em duplicado. Os
valores resultantes desta analise encontram-se na tabela 4.11, assim como o célculo do valor da

amplitude relativa.

> A amostra foi homogeneizada e dividida em 10 porc¢des idénticas, para ser analisada ao longo dos dias.
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Tabela 4.11 Resultados para a analise de amostras em duplicado e respetivo célculo da média e
amplitude dos valores.

Amostra Duplicado Média AmPplitude | Amostra  Duplicado  Média  Amplitude
(mg/! (mg/l  (mg/  Trelatva [ (mgy (mg/! (mg/l ~ relativa

KMnOs)  KMnOs)  KMnOa) (%) KMnO:)  KMnOs)  KMnOa) (%)
20,70 20,41 20,55 1,42 16,57 15,97 16,27 3,65
30,22 30,12 30,17 0,32 30,61 34,35 32,48 11,53
2,99 2,92 2,95 2,22 1,96 1,90 1,93 3,00
2,12 1,98 2,05 6,66 33,22 32,47 32,84 2,28
3,32 3,32 3,32 0,21 3,05 3,08 3,06 0,91
5,25 5,08 5,16 3,36 11,12 11,59 11,35 4,16
1,30 1,36 1,33 4,77 4,94 5,12 5,03 3,69
5,53 4,57 5,05 18,91 2,44 2,46 2,45 0,54
8,53 8,25 8,39 3,26 27,16 27,41 27,29 0,89
40,31 40,57 40,44 0,64 4,49 4,49 4,49 0,15

A andlise de amostras em duplicado permitiu obter um valor médio para as amplitudes
relativas de, Xamp = 3,6 %, 0 que conduz a um valor de precisdo intermédia, Pl= 3,22%. Este

valor é inferior ao limite definido pela IUPAC de 10%.

4.1.6 Exatidao

A participacdo em ensaios interlaboratoriais é de extrema importdncia para definir a
exatiddo de um método. Uma vez que, apenas se realizou um ensaio interlaboratorial neste

periodo de estagio, ndo foi possivel concluir acerca da exatiddo deste método por esta via.

Ainda assim, foi calculado o desempenho do LT nesta participacdo, a partir da equacdo 2.20.
Foi obtido um Zscore= 0,18 (Xrer=8,1 mg/I, srr=0,6 € Xiab= 7,99 mg/l) que, de acordo com a escala

definida pelo Guia ISO 17043 [19], corresponde a um desempenho satisfatério.

Outra forma de concluir acerca da exatiddo de um método consiste na analise de ensaios de

recuperacdo de amostras. Os valores aceites encontram-se conformes ao critério de aceitacdo
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definido pelo laboratdrio, de 20%, de acordo com a legislagdo prevista. A taxa de recuperagao

média obtida foi de 103,28%.

Além disso, foram também analisados padr&es preparados no laboratdrio, usados na curva
de calibracdo do método. Foram analisados os padrdes intermédios da curva: 20,0 e 30,0 mg/I
KMnOy e o padrdo de menor concentracdo: 2,0 mg/l KMnO4 (em 10 ensaios independentes). Para
avaliar a exatiddo destes resultados, foi calculado e avaliado o erro médio relativo (tabela 4.12)

dos resultados obtidos.

Tabela 4.12 Resultados do erro médio relativo para cada padrdo usado no estudo da exatidado.

Padrio (mg/IKMnO4) -X, X, ET (%)

2,00 2,100 5,00
20,00 21,448 7,24
30,00 29,977 0,077

Analisando os resultados obtidos, é possivel verificar-se que todos os resultados obtidos
cumprem o critério de aceitagdo definido pelo LT (%Er < 10%), indicando uma boa exatiddo do

método.

4.1.7  Sensibilidade

Anteriormente, neste capitulo, foi ja provada a linearidade do método em causa. Assim

sendo, a sensibilidade do mesmo é definida pelo declive da reta de calibracdo.

Como tal, foi obtido o valor médio bem como o desvio para o declive das curvas entre os
periodos de janeiro a margo foi de 0,028 + 0,001 mg/| O,, a partir da carta de controlo de médias

elaborada para controlar os declives ao longo das sessdes de trabalho.

4.1.8  Comparagio dos métodos

e Fungdo de resposta

A comparacdo entre o método titulométrico, método tomado como referéncia, e 0 método

de andlise em fluxo segmentado, foi realizada através de regressao linear.
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Foram analisadas 41 amostras em ambos os métodos, abrangendo toda a gama de trabalho.
Os resultados foram em seguida colocados num modelo de regressdo linear criado no Microsoft

Excel®, obtendo-se a representacdo grafica que se segue:

45 4

40 4

+

354

30 4

-

20

AFS (mg/I 0)

15 o

10

Titulagdo (mg/I 0)

Figura 4.3 Funcdo de resposta resultante da comparacdo do método titulométrico com a analise em fluxo
segmentado.

Os valores obtidos para os parametros da reta ajustada aos pontos experimentais,

encontram-se compilados na tabela 4.13.

Tabela 4.13 Resultados obtidos da aplicagdo de regressdo linear para comparagdo dos métodos de

andlise.
Parametro
Parametro da curva Valor  Desvio padréo (s) tg)os (N-2)
sX t6,05(N — 2)
b,- declive 1,0074 0,0073 1,007 + 0,015
2,023
b, - ordenada na origem 0121 0,096 -0,12+0,19

Analisando a tabela 4.13, pode verificar-se que os métodos sdo comparaveis pois cumprem
0s requisitos descritos no subcapitulo 2.4.9: o valor obtido para o declive foi de 1,007 + 0,015
incluindo, portanto, o valor 1 no intervalo e para a ordenada na origem -0,12 + 0,19, o valor zero

insere-se neste intervalo.
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e Analise do padrdo de Resorcinol

Para aumentar a confianca obtida na comparabilidade entre os dois métodos, os padrdes de
resorcinol usados no método titulométrico (1,8 mg/l O, e 18,0 mg/l O,), foram injetados no
analisador de fluxo segmentado (analisados em 10 réplicas) em dois dias distintos e os resultados

sdo apresentados na tabela seguinte.

Tabela 4.14 Resultados obtidos na anélise dos padrdes de resorcinol 1,8 e 18,0 mg/l O2 no analisador de
fluxo segmentado.

Padrdo 1,8 mg/l O;

b1 166 162 160 163 167 165 162 185 166 1,67

p2 176 1,72 1,70 .73 1,77 1.,75 1,72 185 1,76 1,77

Padrdo 18,0 mg/l O,

D1 16,25 16,39 16,75 17,02 16,89 17,54 17,68 1791 18,06 18,14

D2 16,95 16,52 16,54 16,65 16,60 16,96 17,15 17,08 17,12 17,40

Em primeiro lugar, procedeu-se a verificacdo da existéncia de outliers nos conjuntos de

dados obtidos, aplicando o teste de Grubbs.

O valor tabelado, Git=2,29, foi obtido para o nivel de 95% de confianca e n=10. A este nivel,
verificou-se a existéncia de um valor anémalo (1,85 mg/l) nos dados do padrdo de 1,8 mg/l O,

(dia 1), pois o valor teste, TV=2,66, era superior ao tabelado.

Apds a remocdo deste valor, repetiu-se o procedimento anterior, mas agora para um valor
tabelado, G¢it=2,215, obtido ao nivel de 95% de confianca e para n=9. Sendo o valor teste,

TV=1,57, inferior ao valor tabelado, os dados ficaram validados.

Relativamente ao conjunto de dados do padrdo de 1,8 mg/| para o dia 2, ndo se verificou a

presenca de outliers, pois o valor teste, TV=2,25, obtido é inferior ao valor tabelado (Git=2,29).

Os dados referentes ao padrdo de 18,0 mg/l ndo indicaram a presenca de valores
discrepantes nos dias 1 e 2, pois os valores teste, TV=1,46 e 1,65, respetivamente, sdo inferiores

a2,29.

Os mesmos padrdes foram analisados, nos mesmos dias, por titulacdo, em 3 réplicas e os

resultados constam na tabela 4.15.
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Tabela 4.15 Resultados obtidos na anélise dos padrdes de 1,8 e 18,0 mg/l O2 pelo método titulométrico.

Padrdo 1,8 mg/l O, | Padrdo 18,0 mg/l O,
D1 D2 D1 D2
1,70 1,72 17,90 17,28
1,74 1,68 17,94 17,28
1,82 1,72 18,10 17,20

O mesmo teste estatistico foi aplicado aos valores obtidos para o método titulométrico,

onde o valor tabelado, G.it=1,154, foi obtido ao nivel de 95% de confianca e para n=3.

Os dados referentes ao padrdo de 1,8 mg/l ndo apresentaram valores anoémalos, pois os
valores teste dos dias 1 e 2, TV=1,09 e 1,15 respetivamente, sdo inferiores ao valor tabelado. O
mesmo se verificou no caso do padrdo de 18,0 mg/l, em que os valores teste do dia 1, TV=1,13 e

do dia 2, TV=1,00, surgem novamente inferiores ao valor tabelado.

As médias bem como os respetivos desvio padrdo, s, dos conjuntos dados ja validados

encontram-se compilados na tabela 4.16.

Tabela 4.16 Resumo dos valores médios e respetivos desvio padrdo da analise do padrdo de resorcinol.

P18 mg/l Oz P1s mg/l Oz
AFS Titulagdo AFS Titulagdo
Média s Média s Média s Média s
D1 1,641 0,027 1,751 0,062 | 17,26 0,69 | 17,98 0,11
D2 1,753 0,041 1,707 0,023 | 16,90 0,30 17,253 0,046

O passo seguinte consistiu em verificar a existéncia de homogeneidade das varidncias entre

os resultados obtidos, através da aplicacdo do teste de F.

O valor tabelado pela distribuicdo de Fisher, Feit, para o padrdo de 1,8 mg/l O, , foi obtido
para um nivel de 95% de confianca e para n=2 (titulacdo) e n=8 (AFS), no caso do dia 1 e n=9 (AFS)

e n=2 (titulagdo), no caso do dia 2.
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Para o padrdo de 18,0 mg/| O, o valor de Fet, foi obtido para um nivel de 99% de confianca
e para n=2 (titulacdo) e n=9 (AFS). Neste caso foi necessario alargar o nivel de confianca pois a

95% ndo seria possivel garantir a homogeneidade de variancias.

O valor tabelado pela distribuicdo de F, para os dados do dia 1 do padrdo de 1,8 mg/|,
Fait=6,06, revelou-se superior ao valor teste, TV=5,27, ao nivel de 95% de confianca, por isso,
existe homogeneidade de variancia entre estes dados. No caso dos valores obtidos para o dia 2,
deste mesmo padrdo, o valor teste, TV=3,20, foi novamente inferior ao valor tabelado, F.+=5,71,

indicando a mesma conclusao.

Também para os resultados obtidos no padrio de 18,0 mg/|, se confirmou a homogeneidade
de variancias em ambos os dias de analise: no dia 1 o valor teste foi, TV=41,88 e no dia 2 foi,

TV=43,29, sendo inferiores ao valor tabelado, ao nivel de 99% de confianca, F¢it=199,39.

Confirmada a homogeneidade entre as variancias para os resultados de cada padrdo, é
necessario proceder a estimativa da dispersdo recombinada, speol, devida aos dois métodos em
comparacdo. Este valor foi obtido segundo a equacdo 2.6 e os resultados para cada padrdo nos

respetivos dias de andlise, encontram-se na tabela 4.17.

Tabela 4.17 Resultados obtidos para a estimativa da dispersdo recombinada dos padrdes analisados nos
dias le 2.

Padrdo 1,8 mg/l O, | Padrdo 18,0 mg/l O,

D1 D2 D1 D2

Spoat 0,037 0,039 0,627 0,276

A comparacdo dos resultados obtidos pelos dois métodos de andlise, apds a validacdo dos
mesmos, foi efetuada aplicando o teste t aplicado as médias dos resultados obtidos em cada
método, onde o método titulométrico foi tomado como referéncia. O valor teste foi calculado

segundo a equacdo 2.7.
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Tabela 4.18 Resultados obtidos para o teste t aplicado as médias dos resultados obtidos por cada
método, para o padrao de resorcinol, nos dias 1 e 2.

Padrdo 1,8 mg/l O, | Padrdo 18,0 mg/l O,

Dia 1l Dia 2 Dial Dia 2
Valor teste 4,50 1,81 1,72 1,96
terit (95% de confianga) 2,23 2,20 2,20 2,20

terit (99% de confianga) 3,17 - - -

Analisando os valores, é possivel verificar que, para o padrdo de resorcinol de 1,8 mg/l O,
os valores obtidos pelo método titulométrico e AFS ndo sdo estatisticamente equivalentes quer
ao nivel de 95% de confianca, quer ao nivel de 99% de confianca, no caso do dia 1. No entanto,
encontram-se dentro dos critérios definidos pela norma ISO 8467:1993 [8], constantes na tabela
em anexo. No dia 2, os resultados obtidos convergiram para a semelhanca estatistica entre os
valores obtidos por titulacdo e AFS pois o valor tabelado é superior ao valor teste, ao nivel de 95%

de confianca.

Para o padrdo de 18,0 mg/l O,, ao nivel de 95% de confianca, os resultados obtidos pelos

dois métodos de andlise sdo estatisticamente equivalentes, nos dias 1 e 2.

4.2 Estimativa de incertezas

Seguindo o método indicado pela norma ISO 11352:2012 e, conforme anteriormente
descrito, foi efetuada a estimativa da incerteza para ambos os métodos de analise do indice de
permanganato. Os resultados foram obtidos através da construcdo de folhas de cdlculo no

Microsoft Excel®, cujo contelddo é apresentado em anexo.

4.2.1  Andlise volumétrica

Como mencionado no subcapitulo 2.5.5., a andlise do fluxograma constante na norma
permitiu concluir que seria possivel estimar a componente aleatéria da incerteza para este
método através dos dados obtidos para o padrdo de controlo usado, de resorcinol. A componente

sistematica foi determinada através dos resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais.
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A componente aleatoria, ug,,, foi calculada de acordo com a equagdo 2.30 e o valor obtido

foi: Upy = 4,3%

A componente sistematica, u;, determinada segundo a equagdo 2.25, resultou num valor
de:up =5,4%

A incerteza expandida do método foi: Uy = 13,9%.

4.2.2 Andlise em fluxo segmentado

A incerteza deste método foi determinada partindo dos resultados do padrdo de controlo e

dos ensaios de recuperacao.

A componente aleatdria, ug,,, foi calculada de acordo com a equagdo 2.25 e o valor obtido

foi: ugyw = 4,0%

A componente sistematica, uy, determinada segundo a equagdo 2.33, resultou num valor
de:uy = 11,2%.

A incerteza expandida do método foi: Upgs = 23,8%.

4.3 Cartas de Controlo

O uso de cartas de controlo é recorrente, no Laboratdrio Tomaz, para avaliar a existéncia de

tendéncias nos métodos de analise.

Habitualmente, sdo controlados vérios aspetos em cada método, nomeadamente: os
ensaios de recuperacdo, os padrdes de controlo, os padrdes dos extremos das curvas de

calibracdo (se aplicavel), os duplicados e ainda os declives das curvas de calibracdo (se aplicavel).

Para tornar este topico o mais sucinto e representativo deste tipo de analise, serdo aqui
apenas avaliadas as cartas de controlo relativas ao padrdo de controlo (10 mg/l KMnQ,), a
amplitude dos duplicados e aos declives das curvas de calibracdo obtidas entre os meses de

janeiro e marco, para a determinacdo do indice de permanganato por AFS.
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4.3.1  Sensibilidade

Na figura abaixo, é possivel observar a carta dos declives obtidos para o método em

implementacdo:
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Figura 4.4 Carta de controlo para os declives das curvas de calibra¢do obtidas no método de andlise do
indice de KMnO4 em fluxo segmentado (de janeiro a margo).

Seguindo as indicacBes constantes na norma ISO 8258, discriminadas no capitulo 2, relativas

a tendéncias em cartas de controlo, verifica-se que, durante este periodo temporal, ndo foram

observaveis tendéncias na carta de controlo de declives deste método.

4.3.2  Padrio de controlo

A carta de controlo referente aos resultados obtidos para o padrdo de 10 mg/| KMnO,, usado

como controlo das sessBes de trabalho, no analisador em fluxo segmentado para a determinacgdo

do indice de permanganato, encontra-se na figura 4.5.
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Figura 4.5 Carta de controlo do padrdo de 10 mg/l KMnQa (de janeiro a margo).

Nesta carta de controlo sdo apenas representadas as linhas superior e inferior de controlo,
uma vez que, para que os valores possam ser aceites devem encontrar-se dentro do critério de

aceitacdo de 10%, o que corresponde a uma varia¢do de 10 = 1 mg/I.

Em relacdo a analise de tendéncias, é possivel verificar que existem pelo menos 9 pontos
consecutivos de um dos lados da média, o que corresponde a existéncia de um desvio sistematico
relativamente ao valor estabelecido. Tal podera ser indicativo da existéncia de uma tendéncia
positiva nos resultados obtidos por este método. No entanto, é de salientar que os valores se
encontram dentro do critério de aceitacdo e sdo ainda em numero reduzido para concluir de

forma precisa sobre os mesmos.

4.3.3  Amplitudes

Para avaliar os resultados obtidos em duplicados, é calculada a amplitude relativa entre cada

um dos valores obtidos para a amostra e posteriormente construida a respetiva carta de controlo

(figura 4.6).
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Figura 4.6 Carta de controlo de amplitudes para os duplicados obtidos pela analise em fluxo segmentado
do indice de KMnOa de amostras (entre janeiro e margo).

Mais uma vez apenas sdo construidas as linhas que delimitam o intervalo definido pelo

critério de aceitacdo do laboratério Tomaz: a amplitude ndo deve exceder os 20%.

Analisando a possibilidade de se verificarem tendéncias, pode concluir-se que tal nado

acontece neste periodo temporal. E ainda visivel que a amplitude dos resultados obtidos, é na

maioria, inferior a 10%.
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5 Conclusoes

Este projeto foi extremamente proveitoso no sentido em que permitiu a aplicacdo dos
conhecimentos adquiridos no Mestrado, no contexto real, revelando-se enriquecedor a nivel

pessoal e profissional.

O principal objetivo deste trabalho foi alcancado: a validacdo do método de analise de fluxo
segmentado para a determinacdo do indice de permanganato foi concluida com sucesso. Este é

apenas um pequeno passo para a meta final da candidatura do método a acreditacdo.

O célculo das incertezas dos métodos abordados neste trabalho foi um processo complexo
mas também finalizado com sucesso. O resultado obtido para o método em implementacdo
(Uaps = 23,8%) foi superior ao do método titulométrico (U = 13,9%). No entanto, tal ndo
deve ser alvo de preocupacdo pois os dados disponiveis para esta estimativa sdo ainda em

numero reduzido.

O estudo da validacdo do método de AFS permitiu definir claramente qual a gama de
trabalho a usar: de 0,51 a 12,67 mg/I O,. Esta foi validada em diferentes dias de analise e revelou-

se eficaz na analise do indice de permanganato.

O método de analise em fluxo segmentado revelou-se ainda seletivo para a finalidade a que

se destina, obtendo valores de taxas de recuperacdo na ordem dos 100%.

No que diz respeito ao modelo de ajuste para a curva de calibragdo aplicada, adota um

comportamento totalmente linear, o que simplifica a sua aplicacgdo.

O método de AFS revelou-se exato pois apresentou uma taxa de recuperacdo média de
103,28% e erros relativos para a analise de padrdes inferiores a 10%: padrdo 2,0 (Er=5,02 %),

padrdo 20,0 (Er=7,2%) e padrdo 30,0 (Er=0,1%).

Em termos da avaliacdo da precisdo por repetibilidade os coeficientes de variacdo obtidos
respeitaram os critérios de aceitagdo definidos pela Relacre (inferior a 10%): para a amostra da
piscina | o CV,foi de 8,25%, no caso da piscina I, CV,= 1,32%, o padrdo de 20 mg/L de KMnQO4
resultou num CV,=1,87% e para o padrao de 30 mg/L de KMnQ4 o valor foi, CV,= 0,63%.

Os resultados da avaliacdo da precisdo intermédia de uma amostra e de um padrdo foram
também concordantes com o critério de 10% definido pela Relacre, sendo que para o padrdo se

obteve CV=3,38% e para a amostra, CV=8,47%.
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Uma das etapas mais importantes neste processo de valida¢do foi a comparacdo do método
titulométrico com o novo método, a analise por fluxo segmentado, para a determinacdo da
oxidabilidade em dguas. A comparacdo entre os métodos foi abordada através da aplicacdo de
um modelo de regressdo linear, a partir do qual se verificou a concordancia dos resultados
obtidos por ambos. Também foram comparados os resultados obtidos para o padrdo de
Resorcinol, usado habitualmente no método titulométrico e aplicado no fluxo segmentado. Esta

comparacao revelou-se satisfatéria e dentro dos critérios definidos pela norma I1SO 8467.

Para finalizar e porque sdo parte integrada do controlo de qualidade no laboratdério Tomaz,
sendo mundialmente aceites para o devido efeito, foi feita uma breve andlise de 3 cartas de
controlo criadas durante a duracdo deste estagio. Ndo se encontraram, para ja, anomalias que

impliqguem a tomada de a¢8es corretivas.
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7 Anexos

Tabela 7.1 Valores tabelados para o teste de t bilateral e unilateral

1 12,71 63,66 1 6,31 31,82
2 4,30 9,92 2 2,92 6,96
3 3,18 5,84 3 2,35 4,54
4 2,78 4,60 4 2,13 3,75
o) 2,57 4,03 o) 2,02 3,36
6 2,45 3,71 6 194 314
7 2,36 3,50 7 1,89 3,00
8 2,31 3,36 8 1,86 2,90
9 2,26 3,25 9 1,83 2,82
10 2,23 3,17 10 1,81 2,76
11 2,20 311 11 1,80 2,72
12 2,18 3,05 12 1,78 2,68
13 2,16 3,01 13 1,77 2,65
14 2,14 2,98 14 1,76 2,62
15 2,13 2,95 15 1,75 2,60
16 2,12 2,92 16 1,75 2,58
17 2,11 2,90 17 1,74 257
18 2,10 2,88 18 1,73 2,55
19 2,09 2,86 19 1,73 2,54
20 2,09 285 20 1,72 2,53
21 2,08 2,83 21 1,72 2,52
22 2,07 2,82 22 1,72 251
23 2,07 281 23 1,71 2,50
24 2,06 2,80 24 1,71 2,49
25 2,06 2,79 25 1,71 2,49

Tabela 7.2 Valores tabelados para a distribuicdo de Fisher Snedecor.

Vi
0=0,025 17 2 3 4 5 6 7 8 9
1 | 647,80 | 799,50 | 864,20 | 899,60 | 921.8 | 937,10 | 948,20 | 956,60 | 963,30
2 | 3851 | 39,00 | 39,17 | 39,25 | 3929800 | 39,33 | 39,36 | 39,37 | 39,39
3 | 17,44 | 16,04 | 1544 | 1510 | 1488500 | 14,74 | 1462 | 14,54 | 14,47
4 | 1222 | 1065 | 9,98 | 960400 | 9,36 920 | 9,07 | 898 | 891
5 | 1001 | 843 | 7,76 | 738800 | 7,15 698 | 68 | 676 | 668
Y26 | 881 | 726 | 660 | 622700 599 58 | 570 | 560 | 552
7 | 807 | 654 | 58 | 552300 529 512 | 500 | 49 | 482
8 | 757 | 606 | 542 | 505300 482 465 | 453 | 443 | 436
9 | 721 | 572 | 508 | 471800 448 432 | 420 | 410 | 403
10 | 694 | 546 | 4383 | 446800 | 424 407 | 395 | 3,86 | 3,78
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Vi
a=0.01
1 2 3 4 5
1 | 4052,20 4999,30 | 5403,50 | 5624,30 | 5764,00
2 98,50 99,00 99,16 99,25 99,30
K 34,12 30,82 29,46 28,71 28,24
4 21,20 18,00 16,69 15,98 15,52
5 16,26 13,27 12,06 11,39 10,97
Vi
a=0,005
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 16212, | 19997,0 | 21614,0 | 22501,0 | 23056,0 | 23440,0 | 237150 | 23924,0 | 24091,0 | 24222,0
00 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 | 198,50 | 199,00 199,20 199,20 199,30 199,30 199,40 199,40 199,40 199,40
3 55,55 49,80 47,47 46,20 45,39 44,84 44,43 44,13 43,88 43,69
4 31,33 26,28 24,26 23,15 22,46 21,98 21,62 21,35 21,14 20,97
v 5 22,79 18,31 16,53 15,56 14,94 14,51 14,20 13,96 13,77 13,62
2
6 18,64 14,54 12,92 12,03 11,46 11,07 10,79 10,57 10,39 10,25
7 16,24 12,40 10,88 10,05 9,52 9,16 8,89 8,68 8,51 8,38
8 14,69 11,04 9,60 8,81 8,30 7,95 7,69 7,50 7,34 7,21
9 13,61 10,11 8,72 7,96 7,47 7,13 6,89 6,69 6,54 6,42
10 12,83 9,43 8,08 7,34 6,87 6,55 6,30 6,12 5,97 5,85

Tabela 7.3 Valores tabelados para o teste de Grubbs

1,154
1,481
1,715
1,887
2,020
2,127
2,215
2,290
2,355
2,412
2,462
2,507

1,155
1,496
1,764
1,973
2,139
2,274
2,387
2,482
2,564
2,636
2,699
2,755

15
16
17
18
19
20
25
30
40
50
60
70

2,548
2,586
2,620
2,652
2,681
2,708
2,822
2,909
3,036
3,128
3,200
3,258

2,806
2,852
2,894
2,933
2,968
3,001
3,135
3,236
3,381
3,483
3,560
3,622

80
90
100
120
140
160
180
200
300
400
500
600

3,306
3,348
3,384
3,445
3,495
3,537
3,574
3,606
3,724
3,803
3,863
3,911

3,673
3,716
3,754
3,817
3,867
3,910
3,946
3,978
4,094
4,171
4,228
4,274
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Figura 7.1 Representacdo grafica das retas obtidas para o estudo da linearidade da AFS, nos dias 3,4 e 5:
a) dia 3 -y=0,0279x + 0,008, R=0,9998; b) dia 4 —y=0,0281 + 0,0057, R= 1,00 c) dia 5 —y=0,0277 +
0,0061, R=0,9994.

Tabela 7.4 Gama de resultados possivel de obter na andlise do padrado de Resorcinol. Retirado de [8]

Amostra indice de KMnO4(mg/l 0;) Desvio padrdo (mg/l 0,)
Resorcinol 1,0 mg/I 1,63a2,04 0,06 20,20
Resorcinol 10 mg/1 © 16,3 a 20,4 0,6a2,0

6 Estes valores foram obtidos por extrapolacdo relativamente ao padrdo de 1,0 mg/l, aplicando um fator
de x 10.
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e Componente associada a exatidao devida aos ensaios interlaboratoriais

Tabela 7.5 Calculo de incertezas para o método titulométrico (Modelo criado no Microsoft

Excel®)
DP u(c,ref)
Ne EIL| Vref | Vob robusto | N2 participantes Di (%) Di? (%)
mar-09 1,7 1,8 17,65 54 5,88 34,60 3,00
set-10 5,2 5,4 7,69 62 3,85 14,79 1,22
mar-10 9 8,4 8,89 45 -6,67 44,44 1,66
jun-12 19 20 10,53 58 5,26 27,70 1,73
set-12 15 16 6,67 50 6,67 44,44 1,18
mai-13 14 14 7,14 49 0,00 0,00 1,28
set-13 8,3 7,8 9,64 39 -6,02 36,29 1,93
jul-14 25 24 12,00 53 -4,00 16,00 2,06
nov-14 8 7,9 6,25 61 -1,25 1,56 1,00
jun-15 6 6 10,00 55 0,00 0,00 1,69
out-15 8,1 8,8 7,41 40 8,64 74,68 1,46
Soma | 12,36 294,52 18,20
Média | 1,12 26,77
RMS | |

5,433
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e Componente associada a precisdo através do padrao de controlo

Tabela 7.6 Calculo de incertezas para o método titulométrico (Modelo criado no Microsoft Excel®)

Data Padrio-Controlo Data Padrao-Controlo
20-11-15 1,64 26-01-16 1,68
25-11-15 1,77 28-01-16 1,80
26-11-15 1,76 29-01-16 1,82
27-11-15 1,90 02-02-16 1,79
01-12-15 1,77 04-02-16 1,88
02-12-15 201 05-02-16 1,89
04-12-15 1,60 08-02-16 1,81
09-12-15 1,77 10-02-16 1,85
11-12-15 1,81 12-02-16 1,77
15-12-15 172 15-02-16 168
16-12-15 1,96 16-02-16 1,80
18-12-15 1,83 17-02-16 1,76
22-12-15 1,92 19-02-16 1,93
23-12-15 1,80 23-02-16 1,81
29-12-15 1,76 25-02-16 1,78
31-12-15 1,86 26-02-16 1,70
05-01-16 181 01-03-16 1,89
07-01-16 184 03-03-16 1,77
08-01-16 185 04-03-16 1,76
120116 183 08-03-16 1,80
14-01-16 183 10-03-16 1,79
15-01-16 1,81 11-03-16 1,87
19-01-16 1,85 15-03-16 1,85
50-01-16 180 16-03-16 1,82
22-01-16 1,66 18-03-16 1,84

Média 1,81

Desvio

Padrdo 0,07812535
Urw 4,326

e Estimativa Final

Tabela 7.7 Célculo de incertezas para o método titulométrico (Modelo criado no Microsoft Excel®)

URw 4,326
Up 5,433
uc | 6,945

Utit 1319
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e Componente associada a exatiddo devida aos ensaios de recuperacdo e solugdo do
analito adicionada

Tabela 7.8 Calculo de incertezas para o método de AFS (Modelo criado no Microsoft

Excel®)
% Recuperagao | b(i,rel) b(i,rel)2

102,5425 0,0254 0,0006
115,0895 0,1509 0,0228
108,7055 0,0871 0,0076
103,9160 0,0392 0,0015
114,2640 0,1426 0,0203
108,5850 0,0858 0,0074
117,7180 0,1772 0,0314
105,3140 0,0531 0,0028
119,1685 0,1917 0,0367
105,8920 0,0589 0,0035
99,9700 -0,0003 0,0000
97,6270 -0,0237 0,0006
109,0500 0,0905 0,0082
110,6830 0,1068 0,0114
96,3760 -0,0362 0,0013
118,6229 0,1862 0,0347
86,2260 -0,1377 0,0190
MEDIA 0,0123
SOMA 0,2098

Uconc (%) 1,1097

uy (%) 1,1068

Uad (%) 1,567

| RS | 0,111

Up 11,22
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e Componente associada a precisdo através do padrao de controlo

Tabela 7.9 Célculo de incertezas para o método de AFS (Modelo criado no Microsoft Excel®)

Data Padrao-Controlo
11-01-2016 10,28
13-01-2016 10,92
18-01-2016 10,48
20-01-2016 10,02
26-01-2016 9,40
27-01-2016 10,31
03-02-2016 10,99
08-02-2016 9,99
10-02-2016 10,35
17-02-2016 10,48
22-02-2016 10,88
24-02-2016 10,95
29-02-2016 10,45
02-03-2016 10,91
07-03-2016 10,61
09-03-2016 10,67
16-03-2016 10,89
23-03-2016 10,9
30-03-2016 10,4

Média 10,51617228
Desvio-

Padrdo 0,41565473
Urw 3,9525

e Estimativa final

Tabela 7.10 Calculo de incertezas para o método de AFS (Modelo criado no Microsoft Excel®).

Unw 3,95
u, 11,22
uc | 11,90

Uars | 23,8
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