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Resumo

A presente dissertacao, desenvolvida no ambito da unidade curricular Projeto Individual do Mestrado em
Técnicas de Caracterizacdo e Analise Quimica do departamento de Quimica da Universidade do Minho,
foi realizada na empresa Aguas do Norte, situada em Areias de Vilar no concelho de Barcelos. Esta
dissertacao teve como objetivo a implementacao, a validacéo e o controlo de qualidade do método
analitico de determinacdo de alguns catides em aguas de consumo e aguas naturais superficiais doces,

com recurso a cromatografia idnica com supressao quimica.

O estudo da validacdo do método analitico de determinacao dos catides sédio, amonio, magnésio e calcio
foi efetuado através da avaliacdo dos parametros de desempenho tais como, a gama de trabalho, a
linearidade, a sensibilidade, a seletividade, os limiares analiticos, a precisao, a justeza e a robustez. A
estimativa da incerteza de medicdo foi também determinada e, posteriormente, foi monitorizado o
controlo de qualidade interno com recurso a cartas de controlo. Os resultados obtidos nos parametros
avaliados foram comparados com os critérios de aceitacao definidos pelo proprio laboratério e com os
valores estabelecidos no Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de Agosto de 1998 e no Decreto-Lei n.° 152/2017
de 7 de dezembro de 2017, uma vez que, o Laboratdrio da Aguas do Norte consta da lista de laboratdrios

aptos emitida pela Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos.

O método analitico apresentou uma boa linearidade e limiares analiticos adequados, para todos os
catides. A sensibilidade foi confirmada e o método apresentou taxas de recuperacdo dentro dos valores
estipulados, concluindo que o método é seletivo para as gamas de concentracdo estabelecidas. A
precisao avaliada em condicdes de repetibilidade e de precisdo intermédia apresentou coeficientes de
variacdo e erro relativo satisfatérios. Na avaliacdo da justeza do método através de ensaios de
recuperacdo, MRC e ensaios interlaboratoriais, obtiveram-se valores de taxas de recuperacdo e Z-score
satisfatorios. A incerteza de medicdo do método estimada mediante a norma ISO 11352:2012
demonstrou ser adequada para o uso. O controlo de qualidade interno permitiu confirmar a fiabilidade

dos resultados e que, por conseguinte, todo o processo se encontra sob controlo.

Palavras-chave: Cromatografia i6nica; Parametros de desempenho; Quantificacéo de catides; Validacao.



Abstract

This dissertation was developed within the scope of the course unit Individual Project of the Master's
Degree in Techniques of Characterization and Chemical Analysis of the Chemistry Department of the
University of Minho and was carried out in the company Aguas do Norte, located in Areias de Vilar, in the
council of Barcelos. This dissertation aimed the implementation, validation, and quality control of the
analytical method for the determination of cations in fresh drinking water and surface fresh natural water,

using ion chromatography with chemical suppression.

The validation study of the analytical method for the determination of sodium, ammonium, magnesium,
and calcium cations was carried out by evaluating the performance parameters such as working range,
linearity, sensitivity, selectivity, analytical thresholds, precision, accuracy, and robustness. The estimated
measurement uncertainty was also determined, and subsequently internal quality control was monitored
using control charts. The results obtained for the parameters assessed were compared with the
acceptance criteria defined by the laboratory itself and with the values established in Decree-Law No.
236/98 of 1 August 1998 and Decree-Law No. 152/2017 of 7 December 2017, since the Aguas do
Norte Laboratory is on the list of suitable laboratories issued by the Entidade Reguladora dos Servicos de

Aguas e Residuos.

The analytical method showed good linearity and adequate analytical thresholds for all cations. The
sensitivity was confirmed, and the method presented recovery rates within the stipulated values,
concluding that the method is selective for the concentration ranges established. The precision evaluated
under repeatability and intermediate precision conditions presented satisfactory coefficients of variation
and relative error. In the evaluation of the method accuracy by recovery tests, CRM and interlaboratory
assays, satisfactory recovery rates and Z-score values were obtained. The method measurement
uncertainty estimated according to ISO 11352:2012 proved to be suitable for use. Internal quality control

confirmed the reliability of the results and that the entire process is therefore under control.

Key words: Cations quantification; lonic chromatography; Performance parameters; Validation.
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1 Enquadramento do Tema
1.1 Apresentacao da Empresa

0O ano de 1993 marcou o arranque de uma verdadeira revolucdo no abastecimento de agua e no
saneamento de aguas residuais em Portugal. Em resultado da integracdo na Comunidade Econdmica
Europeia (CEE), foi possivel implementar uma gestdo empresarial, liderada pela Aguas de Portugal em
parceria com os municipios. E constituida a Aguas de Portugal, integrada no IPE - Investimentos e
Participacdes do Estado, com a responsabilidade pelo desenvolvimento dos Sistemas Multimunicipais de

Abastecimento de Agua e Saneamento de Aguas Residuais.:
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Figura 1. Mapa de operacées do Grupo Aguas de Portugal.?
Hoje, as empresas do Grupo Aguas de Portugal (Figura 1) prestam servicos, direta ou indiretamente, em
todo o territdrio continental nos dominios do abastecimento de agua e do saneamento de aguas residuais.
Além disso, operam na area das energias renovaveis, em servicos partilhados e em mercados

internacionais.!?

A 5 de Novembro de 1993, por Decreto-Lei n.° 379/93, Capitulo 2, Artigo 3°, Ponto 3, alinea d), ocorreu
a criacao do sistema multimunicipal de captacao, tratamento e abastecimento de agua do norte da area
do Grande Porto e do sistema multimunicipal de captacao, tratamento e abastecimento de agua do sul

da area do Grande Porto. Os sistemas multimunicipais sdo aqueles que servem pelo menos dois
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municipios, e exijam a intervencdo do Estado em funcdo de razdes de interesse nacional. A exploracéo
e a gestdo dos sistemas multimunicipais podem ser concessionadas a entidade publica de natureza
empresarial ou a empresa que resulte da associacdo de entidades publicas, ou diretamente efetuadas

pelo Estado.>*

A partir do Decreto-Lei n.° 41/2010, de 29 de abril, ocorreu a criacao do sistema multimunicipal de
abastecimento de agua e de saneamento do Noroeste e a constituicdo da respetiva concessionaria, a
sociedade Aguas do Noroeste, S.A., mediante a fusdo das sociedades Aguas do Cavado, S.A., Aguas do

Minho e Lima, S.A. e Aguas do Ave, S.A.

A Aguas do Norte, S.A. foi constituida pelo Decreto-Lei n.° 93/2015, de 29 de maio, mediante a fusdo
das empresas Aguas do Douro e Paiva, S.A., Aguas do Noroeste, S.A., Aguas de Tras-os-Montes e Alto
Douro, S.A. e SIMDOURO - Saneamento do Grande Porto, S.A., integradas no Grupo Aguas de Portugal
(Figura 2).

M Sistema Mutimunicipal de Abastecimento de Agua e de Saneamento do Norte de Portugal
. Sisterna Multimunicipal de Abastecimento de Agua e de Saneamento do Norte de Portugal + Sistema de Aguas da RegiZo do Noroeste
Sistema de Aguas da Regdo do Noroeste

Figura 2. Mapa do sistema multimunicipal de abastecimento de agua e saneamento do norte de Portugal,
efetuado pela Aguas do Norte, S.A.

Em sequéncia, foi atribuida & empresa Aguas do Norte, S.A, pelo Estado Portugués, em regime de
exclusividade, a concessdo da exploracao e da gestao do sistema multimunicipal de abastecimento de

agua e de saneamento do Norte de Portugal, pelo prazo de trinta anos.”

De acordo com o Decreto-Lei n.° 16/2017, de 1 de fevereiro de 2017, ocorre a criacao do sistema
multimunicipal de abastecimento de agua do sul do Grande Porto e o sistema multimunicipal de
saneamento do Grande Porto, ambos por cisdo do sistema multimunicipal de abastecimento de agua e
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de saneamento do Norte de Portugal, e as respetivas entidades gestoras, respetivamente, Aguas do

Douro e Paiva, S.A. e SIMDOURO - Saneamento do Grande Porto, S.A.3¢

Atualmente, a sede da Aguas do Norte, S.A. localiza-se em Vila Real e os Polos situam-se em Barcelos e
Guimaraes. A Aguas do Norte ¢ a entidade gestora do sistema multimunicipal em “alta” responsavel pela
captacao, tratamento e abastecimento de agua para consumo publico, pela recolha, tratamento e

rejeicdo de efluentes domeésticos, urbanos e industriais e de efluentes provenientes de fossas séticas.

A Aguas do Norte assume também a exploracéo e gestdo do sistema de aguas da regido do Noroeste,
em resultado da celebracao de uma Parceria entre o Estado (Administracao Central) e 8 Municipios
(Administracao Local), que concretiza um processo de verticalizacao que reuniu, numa Unica entidade
gestora, os servicos de abastecimento de agua e de saneamento de aguas residuais em “alta” (prestados
aos Municipios) e em “baixa” (prestados aos utilizadores finais, 0s municipes), de forma regular, continua

e eficiente, como representado na Figura 3.3

£ < £

Meio Hidrico ETA Consumo e Rejeigao ETAR Meio Hidrico
Sistema Multimunicipal de Sistema de Aguas da Sistema Multimunicipal de
Abastecimento de Agua e de Regido do Noroeste Abastecimento de Agua e de
Saneamento do Norte de Portugal “Baixa” Saneamento do Norte de Portugal

nAItau nAItan

Figura 3. Percurso urbano da agua.°

O Laboratdrio Aguas do Norte esta acreditado segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 num total
de 74 ensaios, dos quais 67 fisico-quimicos e 7 microbioldgicos, cuja monitorizacao é necessaria nao so
para o cumprimento da legislacao que regula a qualidade da agua para consumo humano, através do
Decreto-Lei n° 152/2017, de 7 de dezembro, como também no ambito do Plano de Seguranca da Agua

da empresa Aguas do Norte.

As competéncias sédo reconhecidas pelo IPAC - Instituto Portugués de Acreditacdo no Anexo Técnico de

Acreditacdo n° L0328 disponivel no site www.ijpac.pt A acreditacdo do Laboratério Aguas do Norte



abrange ainda a colheita, preservacao e transporte de amostras de agua para consumo humano e aguas

naturais destinadas a producéo de aguas para consumo humano.*-

Para assegurar o controlo da qualidade da dgua abastecida, a Aguas do Norte tem implementado, no
inicio de cada ano civil, um Programa de Controlo de Qualidade da Agua (PCQA), que cumpre
integralmente os requisitos do Decreto-Lei n® 152/2017, de 7 de dezembro, que é o diploma legal que

regula a qualidade da agua para consumo humano.*

Este PCQA é aprovado anualmente pela entidade competente, ERSAR (Entidade Reguladora dos Servicos
de Aguas e Residuos), e consiste na avaliacdo da conformidade dos requisitos de qualidade definidos na
legislacao, através de analises dos parametros efetuadas nas entregas a outras entidades gestoras e na
torneira do consumidor, em pontos selecionados de modo a obter-se uma amostragem representativa

da agua abastecida.

As analises a qualidade da agua sao realizadas em laboratérios acreditados, tal como o Laboratério Aguas
do Norte, cuja selecdo é também aprovada pela entidade reguladora, ERSAR. Esta procede anualmente
a aprovacao dos programas de controlo da qualidade da agua que cada entidade gestora esta obrigada
a elaborar, controla a fiabilidade dos resultados laboratoriais em coordenacdo com o IPAC e fiscaliza as
entidades gestoras dos sistemas publicos de abastecimento para verificar se todos os requisitos da

legislacao sdo cumpridos.se

1.2 Agua

A agua desempenha um papel imprescindivel e insubstituivel no equilibrio ecoldgico, sendo o recurso
natural mais importante a manutencao da vida na Terra, € o componente mais abundante nos sistemas
vivos, constituindo mais de 70 % do peso da maioria dos organismos. Sem agua, a vida humana nao é
sustentavel por mais do que alguns dias, uma vez este recurso valioso funciona como solvente para
reacbes metabdlicas e transporte de nutrientes, hormonas e produtos residuais, uma hidratacao
adequada é vital para a maioria dos processos corporais, incluindo a regulacao do ritmo cardiaco,
pressao sanguinea, metabolismo e temperatura corporal, bem como para uma adequada funcao renal,

gastrointestinal, e cognitiva.”

Tem propriedades que Ihe sao unicas, é incolor, inodora, pode ser encontrada na Natureza em trés
estados, solido, liquido e gasoso, € um bom solvente, entre outras, que a diferenciam da maioria dos
outros liquidos. A disponibilidade de agua ¢ fundamental para o bem-estar do Mundo, o ciclo da agua é

o motor de toda a vida na Terra.-2



A Terra é o planeta azul, o que permite aferir a ndo existéncia de falta de agua, alias, existem 1,2 trilides
de metros cubicos de agua em todo o planeta (71% da Terra), e, como tal, nenhum outro recurso natural

€ mais ignorado pelos paises desenvolvidos e contestado nos paises subdesenvolvidos do que a agua.»

24

No entanto, cerca de 97,5 % da agua presente no planeta é salgada e cerca de 2 % dos 2,5 % de agua
doce existentes, encontra-se congelada nos polos, o que indica que menos de 1 % da agua efetivamente
resta para a Humanidade em termos de consumo, sendo que a maioria se encontra no subsolo tornando-
se dificil e dispendiosa a extracao de agua potavel (Figura 4). Isto levou a espécie humana a instalar-se
perto de aguas superficiais, como rios e lagos, o que demonstra o facto de mais de 90 % da populacao
mundial viver a menos de 10 Km de uma fonte de agua doce.z
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Figura 4. Distribuicao global da agua no planeta Terra.z

A busca por agua potavel foi uma das maiores lutas da Histéria da Humanidade, as civilizacdes que
“dominaram” a agua prosperaram, ao passo que as que nado o fizeram cairam. Atualmente, 7 em cada
10 pessoas na Terra tém agua corrente em casa. Ainda assim, algumas cidades nos dias de hoje
aproximam-se do dia zero (necessidade do fecho indefinido do abastecimento de dgua), e mais chegaréo
se ndo for controlado o consumo de agua, isto porque o consumo de agua aumentou sete vezes este
século e as alteracdes climaticas tornam a agua disponivel cada vez mais irregular, uma vez existirem
zonas no mundo que estdo a passar por periodos de seca cada vez mais longos, tornando a
disponibilidade de agua cada vez mais desigual, quer do ponto de vista da quantidade, quer da qualidade,

em todo o planeta e para todos os seus habitantes.z-

A gestao cuidada e rigorosa da interferéncia humana no ciclo hidrolégico é fulcral para assegurar o futuro
da prépria humanidade. A quantidade de agua disponivel, desde que bem monitorizada, é globalmente

suficiente para qualquer cenario de crescimento demografico, mas para que a agua nao seja um fator



limitante do desenvolvimento e, mesmo, de sobrevivéncia em vastas zonas do mundo, é essencial que

seja muito bem gerida, certamente melhor que hoje, e num contexto adverso de alteracdes climaticas.z

A agua destinada ao consumo humano encontra-se definida como: “Toda a agua no seu estado original,
ou apos tratamento, destinada a ser bebida, a cozinhar, a preparacao de alimentos, a higiene pessoal
ou a outros fins domeésticos, independentemente da sua origem e de ser fornecida a partir de uma rede
de distribuicdo, de um camiao ou navio-cisterna, em garrafas ou outros recipientes, com ou sem fins
comerciais; Toda a agua utilizada numa empresa da industria alimentar para fabrico, transformacéo,
conservacao ou comercializacao de produtos ou substancias destinados ao consumo humano, assim
como a utilizada na limpeza de superficies, objetos e materiais que podem estar em contacto com os
alimentos, exceto quando a utilizacdo dessa agua nao afeta a salubridade do género alimenticio na sua

forma acabada”.»

O ser humano necessita de consumir diariamente, cerca de 2 a 3 litros de agua potavel, somando as
necessidades basicas de higiene sdo necessarios perto de 50 litros por dia, ainda assim, o setor da
agricultura continua a ser o grande responsavel pelo consumo de agua a nivel nacional (Figura 5) e

mundial.z3
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Figura 5. Consumo de agua em Portugal nos diferentes setores. Adaptado de Relatorio do Estado do Ambiente
2019,

Desde 2004, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem desenvolvido uma abordagem relativa aos
planos de seguranca da agua, com base na avaliacdo de risco e nos principios de gestdo de risco
estabelecidos nas suas diretrizes para a qualidade da agua potavel. De tal forma, a dgua destinada ao
consumo humano deve respeitar os valores paramétricos presentes no anexo | do Decreto-Lei n°.
152/2017 e a verificacdo de conformidade da qualidade da agua realiza-se de acordo com o descrito no

PCQA e no anexo Il do mesmo.



De acordo com o Relatério do Estado do Ambiente de 2019, agua destinada ao consumo humano tem
origem, essencialmente, em fontes de agua superficial, tal como apresentado na Figura 6. Em 2017, a

percentagem total de dgua subterranea utilizada foi de 27,35% e a de agua superficial de 72,65%.=

Origem da dgua
B superficisl e Subterranea
B superficial
Subterénea
— "—&\\

Figura 6. Tipo de origens de agua utilizadas em 2017 por concelho.®

O controlo de qualidade da agua é essencial tendo em vista dois objetivos principais, comprovar o nivel
de qualidade da agua aliado ao cumprimento da legislacdo em vigor através da manutencdao de um
controlo operacional que permita detetar possiveis anomalias na qualidade da agua, ocasionais ou de
caracter sistematico, de modo a permitir que sejam postas em pratica medidas preventivas/corretivas

eficazes.

Tendo em vista um controlo de qualidade da agua mais eficiente e rigoroso, é efetuada a avaliacdo dos
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos, através de analises especificas e sucessiva avaliacdo dos
respetivos valores parameétricos. A agua para consumo humano exige uma continua monitorizacdo do
controlo de qualidade, com base nas anadlises que garantam conformidade entre o
tratamento/distribuicdo e os objetivos/regulamentos previstos, sendo que esta é caracterizada pelo
conjunto de valores de parametros microbiologicos e fisico-quimicos fixados nas partes I, Il e Ill do anexo
| do Decreto-Lei n°. 152/2017. Estas analises devem ser realizadas periodicamente em laboratorios

acreditados e especializados. #2337



1.3 Monitorizacao da Qualidade da agua

1.3.1 Legislacao aplicada a qualidade da agua

A monitorizacao da agua ¢ uma medida do controlo do estado dos sistemas hidricos e da eficacia e
eficiéncia das medidas implementadas. Decorrente deste processo, a Unido Europeia tem procurado
adotar uma politica global para garantir a qualidade das aguas superficiais e subterraneas por toda a
europa. Nesse sentido estabeleceu um quadro de acdo comunitaria relativa a agua sendo o principal
diploma legislativo da Unido Europeia, a Diretiva Quadro da Agua (DQA) que veio introduzir uma
abordagem universal para a gestdo e a protecdo das aguas superficiais e subterraneas com base na
bacia hidrografica. Foi transposta para o direito nacional através da Lei n.° 58/2005, de 29 de

Dezembro.ss-%

A DQA tem objetivos que se prendem com a qualidade ecoldgica, nomeadamente o objetivo de nao
deteriorar 0 “estado” das aguas, através da conservacdo e melhoramento da qualidade do ambiente
aquatico com o intuito de atingir o “bom estado” que engloba o “bom estado quimico” e o “bom estado
ecoldgico”. Além disso, indica que se deve incluir uma estratégia que permita a operacionalizacao de
programas de monitorizacao otimizados e coerentes, uma vez que a continua monitorizacado ¢ vital em
varios aspetos, tais como avaliacao do estado das massas de aguas, sistemas de classificacao das aguas

e implementacao de programas de medidas efetivas. =

No Decreto-Lei n°. 58/2005, de 29 de dezembro, encontra-se descrito o Plano Nacional da Agua (PNA)
que, enquanto documento estratégico e prospetivo, é o instrumento de gestao das aguas que estabelece
as grandes opcdes da politica nacional da agua e os principios e as regras de orientacao dessa politica,
a aplicar pelos planos de gestao de bacias hidrograficas e por outros instrumentos de planeamento das

aguas.®

Atualmente, o regime da qualidade da agua para consumo humano é legislado pelo Decreto-Lei n°.
152/2017, de 7 de dezembro. O presente Decreto-Lei tem como objetivo proteger a salide humana dos
efeitos nocivos resultantes da eventual contaminacdo da agua e assegurar a disponibilizacao
tendencialmente universal de agua salubre, limpa e equilibrada na sua composicdo. Os Estados-
membros da Unido Europeia estabeleceram programas de controlo para verificar se a agua destinada ao
consumo humano respeita os requisitos da lei em vigor e esses programas de controlo encontram-se
adequados as necessidades locais além de respeitarem o0s requisitos de controlo minimos

estabelecidos. 433



1.3.2 Planeamento
A fase inicial de qualquer processo/procedimento é o planeamento, tendo como objetivo a definicdo das
atividades de colheitas, preservacao, manuseamento e transporte de amostras, de modo a garantir todas

as informac0es necessarias de forma precisa, com o menor custo possivel.#

Assim, a instituicao de um plano de amostragem eficiente no contexto do processo analitico permite
garantir que as etapas subsequentes, tais como, ensaios laboratoriais, interpretacdo de dados,
elaboracao de relatdrios, e tomada de decisdes pressupde de credibilidade inequivocamente

fundamentada.«-+

1.3.3 Amostragem

A amostragem define-se como um procedimento estabelecido, no qual ocorre a retirada de uma parte
de um material ou produto de um todo, tendo em vista a colheita de uma parte suficientemente grande
para os fins analiticos a que se propde e que simultaneamente seja representativa do material/produto

a ser amostrado.2®

De acordo com a norma ISO 17025:2017 o laboratorio deve possuir um plano de amostragem e
procedimentos para a realizacdo de amostragens de substancias, materiais, produtos para ensaios ou
calibracdes subsequentes. O plano e 0 método de amostragem deve considerar os fatores a serem
controlados de forma a garantir a validade dos resultados obtidos, baseando-se em métodos estatisticos
apropriados e rigorosos.# A amostragem de agua pode ter diferentes objetivos, tais como, a
determinacdo da sua conformidade com a legislacdo em vigor, a caracterizacdo ou a identificacdo de

fontes de poluicao.

Assim, a amostragem é um elemento fulcral e indispensavel do programa de controlo da qualidade da
agua porque o resultado da anadlise posterior efetuada nao correspondera ao valor real, mesmo que

utilizado um método analitico rigoroso, se a amostra nao for representativa da agua a controlar. %

1.3.4 Colheita de amostras
O controlo analitico da agua inicia-se com a colheita da amostra, devendo esta ser efetuada de modo
correto, ser recolhida no recipiente adequado e nas condicdes de conservacao e transporte apropriadas

até a analise no laboratdrio.®-

O método de amostragem depende, ndo s6 do objetivo da amostragem e ensaio, mas também da
natureza da amostra. No caso da caracterizacao microbioldgica ha a necessidade de considerar que as
amostras apresentam um grau de variabilidade inerente pois 0s microrganismos vivos quando presentes
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agua, ndo formam uma solucao perfeitamente homogénea. O mesmo ndo acontece quando é efetuada

uma caracterizacao quimica pois as amostras sao genericamente homogéneas na sua constituicao.

Existem alguns ensaios fisico-quimicos que devem preferencialmente ser realizados no local de colheita,
para se obter resultados mais rigorosos. Noutros casos é conveniente recorrer a técnicas de conservacao
da amostra para que estas se mantenham no seu estado quimico original.*#A técnica a ser adotada
para a colheita de amostras depende do tipo de amostragem (amostra simples, composta ou integrada)
e da matriz a ser amostrada (agua superficial, em profundidade, subterranea, tratada, residuaria, biota
aquatica, entre outras), aliados aos ensaios a serem solicitados (ensaios fisico-quimicos, microbiologicos,

biologicos e toxicologicos). 4

O Laboratorio Aguas do Norte é responsavel pela andlise de aguas de diferentes procedéncias,
nomeadamente aguas naturais doces (superficiais e subterraneas), agua para consumo humano e aguas
residuais. Os protocolos de amostragem seguem as Normas ISO 5667-1, ISO 5667-3, ISO 5667-4 (aguas
de lagos, naturais e artificiais), 1ISO 5667-5 (agua para consumo humano), ISO 5667-6, ISO 5667-10

(dguas residuais) e 1ISO 5667-11 (aguas subterraneas).s-s

1.3.5 Preservacao das amostras

A preservacao é indispensavel para a manutencao de todas as caracteristicas das amostras,
independentemente da sua natureza, sendo o tempo de preservacao contabilizado imediatamente apos
a colheita. As aguas, sobretudo as aguas naturais, possuem propriedades suscetiveis de sofrerem
alteracdes através de reacdes fisicas, quimicas e biolégicas que podem ocorrer entre o momento da
colheita e o inicio das analises. A extensdo destas alteracdes depende de diversos fatores, entre os quais,
a natureza quimica e biolégica da amostra, a sua temperatura, exposicao a luz, natureza do recipiente
em que € colocada a amostra, tempo entre a colheita e a analise e condicoes a que € sujeita durante o
transporte e armazenamento. O Laboratdrio Aguas do Norte segue as Normas 1SO 5667-1, ISO 5667-3

para 0s parametros analisados em rotina.«-

Assim, a preservacao adequada e rigorosa de amostras assume uma importancia indispensavel no
combate aos processos naturais que podem levar a alteracoes nas caracteristicas das amostras, tais
como, a volatilizacado, adsorcao, atividade microbiologica, precipitacdo, fotodecomposicao, reatividade

quimica e/ou absorcao.
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1.3.5.1 Refrigeracao ou Congelamento

O processo de refrigeracao ou congelamento permite uma reducéo eficaz da atividade microbiolégica e
enzimatica além de retardar reacdes fisico-quimicas, desde que aplicado o mais brevemente possivel.
No entanto, os recipientes das amostras destinadas a serem congeladas, ndo devem ser colocados no

congelador completamente cheios para nao serem danificados. -

Refrigeracdo — Reduz a atividade biologica (as taxas de respiracdo sdo muito reduzidas a baixas
temperaturas) e as reacées quimicas e processo fisicos séo retardados. E inadequada para amostras

com atividade enzimatica.

Congelamento - Reduz ao minimo reagdes enzimaticas e oxidativas. Pode provocar rotura da estrutura

celular. Amostras destinadas a analises microbioldgicas nao devem ser congeladas.*-

1.3.5.2 Filtracao ou Centrifugacao

A filtracdo e/ou centrifugacdo permitem a separacao de formas insoluveis de analitos a determinar tais
como, matéria em suspensao, sedimentos, algas e outros microrganismos que podem ser removidos.
No entanto, existem precaucdes importantes a reter, sobretudo, a prevencao da contaminacao por parte
do equipamento de filtracao, a presenca de varios compostos metalicos e materiais organicos que podem
ser adsorvidos pela superficie da membrana e a presenca de compostos sollveis existentes na

membrana podem ser lixiviados para a amostra.«-%

1.3.5.3 Adicao de preservantes
A adicao de preservantes é amplamente utilizada tendo em vista a estabilizacdo de constituintes de
interesse através da adicao seletiva de determinados compostos quimicos: biocidas, acidos ou bases

(ajuste de pH), antioxidantes e anticoagulantes. O ajuste de pH é o mais utilizado em rotina.

pH < 2 - Diminuicado da atividade biologica e quimica, os ides metalicos mantém-se no estado dissolvido,
previne precipitacao e floculacdo de compostos metalicos e adsorcao a parede dos recipientes. O acido

deve ser escolhido de acordo com o parametro e método de ensaio.

pH > 10 - Diminuic&o da atividade bioldgica, impede a volatilizacdo de compostos volateis, como por

exemplo, acido sulfidrico (H-S).

Ainda assim, sao necessarias precaucoes de forma a manter a eficacia prolongada dos compostos a
analisar, como por exemplo, preservar o mais brevemente possivel, precaver a introducao de fatores de

diluicao dos analitos, verificar a ocorréncia de solubilizacdo dos constituintes coloidais ou sélidos, testar
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a qualidade dos agentes preservantes e a possibilidade de existir interferéncia com outros parametros.
Se necessario, colher amostras separadas, uma vez que o HNO: pode interferir com caréncia quimica

de oxigénio (CQQ).%-

1.3.5.4 Profecdo da Luz

A degradacao fotoquimica pode ser evitada armazenando as amostras no escuro ou em frascos de vidro

escuro, cobertos por folha de aluminio.*+

1.3.5.5 Volatilizacdo

Utilizacao de recipientes de colheita que possam ser selados e armazenados no frio para reduzir a

pressao de vapor.*#
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2 Determinacao dos catides sodio, amonio, magnésio e calcio
De acordo com o Decreto-Lei n°. 152/2017, de 7 de dezembro, os valores paramétricos estipulados

para o0s catides sodio e amoénio sdo 200 e 0,50 mg/L, respetivamente. No caso dos catides magnésio e

calcio apenas se recomenda que a concentracdo ndo seja superior a 50 e 100 mg/L, respetivamente.

O catiao sodio é omnipresente na agua, devido a inumeros fatores, tais como, intrusédo salina, depositos
minerais, agua do mar, efluentes de esgotos e sal utilizado no degelo das estradas que contribuem para
as quantidades significativas observadas de sédio na agua. Em geral os sais de sodio nao sao toxicos

para o ser humano, uma vez que sao eficientemente excretados pelos rins.®

O catido amonio encontra-se presente na agua de diversas formas uma vez que é altamente soltivel em
agua. E biologicamente ativo encontrado na maioria das aguas como um produto de degradacao biologica
de matéria organica azotada (proteinas), e encontra-se presente na agua potavel como resultado da
desinfecao com cloraminas. Se a concentracao de ido amdnio for superior ao recomendado, o sabor € 0

odor da agua tornam-se desagradaveis. s

0 magnésio e outros metais alcalinos terrestres sdo responsaveis pela dureza da agua, depois do sodio,
¢ 0 catiao mais comumente encontrado nos oceanos, estando presente também em rios e aguas pluviais,
fazendo com que se dissemine naturalmente pelo ambiente. Como mencionado anteriormente, a
introducdo de limites legais para 0 magnésio na agua potavel € rara, pois ndo ha provas cientificas de

toxicidade do mesmo.s

O calcio esta naturalmente presente na agua. Uma das principais razdes para a abundancia de calcio é
a sua ocorréncia natural na crosta terrestre. O calcio é também um constituinte dos corais. A semelhanca
do magnésio é responsavel pela dureza da agua, no entanto, apresenta bastante toxicidade aquando do

consumo de elevadas quantidades, influenciando negativamente a saude humana de diversas formas.»=

2.1 Cromatografia

As técnicas de separacao sao extremamente importantes em sintese, na quimica industrial, nas ciéncias
biomédicas, e nas analises quimicas. Os principais objetivos de uma técnica de separacao analitica sao
geralmente eliminar ou reduzir os interferentes de modo a que a informacao analitica quantitativa possa

ser obtida a partir de misturas complexas.=-’

A cromatografia € uma das técnicas de separacao analitica mais importantes, visto que pode ser aplicada

para resolver uma grande variedade de problemas analiticos. Esta versatilidade é refletida no elevado
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numero de técnicas cromatograficas que sao utilizadas com sucesso nos dias de hoje. Sendo assim,

nenhum outro método de separacdo é tdo poderoso e globalmente aplicavel como a cromatografia.sss-s

Os componentes de uma mistura sao transportados através da fase estacionaria pelo fluxo da fase movel,
e as separacdes sao assim, baseadas nas diferencas existentes na mobilidade dos componentes de uma
amostra.===- Qs componentes com uma maior afinidade para com a fase estacionaria possuem uma
menor mobilidade na fase maével, devido a retencdo na coluna e, portanto, vao eluir mais tarde que os
compostos que apresentem pouca afinidade com a fase estacionaria e uma maior mobilidade na fase
movel. Assim, a medida que os componentes da amostra vao sendo detetados, vao dando origem a picos
cromatograficos, de acordo com os diferentes tempos que decorrem entre a injecdo da mistura na coluna

e a chegada do composto da amostra ao detetor, este parametro designa-se tempo de retencao (ts).5¢

Diversas variaveis fisico-quimicas, tais como o comprimento da coluna, o numero de pratos teoricos, o
fator de retencdo, o tipo de fase estacionaria utilizada, a temperatura ou o fluxo da fase movel,
influenciam as taxas de separacdo e a resolucdo dos picos obtidos e, portanto, as condicdes

cromatograficas utilizadas devem ser constantes e bem definidas.=

Ainda assim, a cromatografia é a técnica de separacdo mais utilizada nos laboratérios quimicos, onde é
utilizada em analise, isolamento e purificacdo, isto porque possui excelentes carateristicas e resultados

analiticos, tais como, a sua elevada sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, precisao e exatiddo.=

2.1.1 Cromatografia lonica

A cromatografia ionica (IC), também designada cromatografia de troca idnica, € uma subdivisao da
cromatografia liquida. Em 1975, Hamish Small ef a/ descreveram um novo método cromatografico de
troca ionica para a separacao e detecao condutimétrica de anides e catides, através da introducao da
supressao de condutividade do eluente. Esta técnica analitica inovadora é eficaz em quase todos os tipos
de moléculas carregadas, incluindo grandes proteinas, pequenos nucleotidos e aminoacidos. Assim
gracas a sua eficiéncia na separacédo e determinacao de ides, permite que possa ser uma alternativa
extremamente viavel na purificacdo de proteinas, analise dos ides em agua e aguas residuais e em

controlo de qualidade.s7s774¢6-73

Ainda que a troca ionica (utilizada no processo experimental deste trabalho), continue a ser o modo de
separacao predominante na cromatografia idnica, outros métodos relacionados, tais como a excluséo

ionica, ou a cromatografia ionica de quelacao, também podem ser utilizados com elevada eficacia. -7
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A cromatografia de troca ionica é uma técnica que se destina a analise de ides inorganicos e organicos
com pKa inferior a 7. Assim esta técnica pode ser aplicada para a determinacéo de solutos i6nicos, tais
como, anides inorganicos, catides inorganicos (incluindo metais alcalinos, metais alcalinoterrosos, metais

pesados e de transicao), acidos e bases organicas de baixo peso molecular.ezes67.7173-75

Usualmente, a cromatografia de troca idnica, consiste na combinacdo de uma coluna de troca idnica
com um supressor acoplado a um detetor de condutividade elétrica. Na coluna de separacao os analitos
sao separados, o supressor minimiza a condutividade do eluente e aumenta consideravelmente a
proporcao sinal/ruido obtida, o que permite uma maior sensibilidade e seletividade quando comparada
com a detecdo condutimétrica sem supressado, além da possibilidade da utilizacdo de eluentes com

elevada forca ionica. e 77e-7s

Os trocadores catiénicos contém grupos carregados negativamente que atraem solutos catiénicos, e os
trocadores anionicos contém grupos carregados positivamente que atraem solutos anionicos. A fase
movel é um tampao aquoso que deve ser rigorosamente controlado pois, mesmo pequenas alteracoes
no pH e na forca i6nica do eluente, podem afetar drasticamente a retencao e a eficiéncia, afetando assim,

a seletividade, a forma dos picos, a resolucao e a reprodutibilidade. 7073767980

Assim, através da cromatografia idnica € possivel determinar diversos ides com elevada seletividade,
sensibilidade e rapidez. A utilizacdo desta técnica permite a analise simultinea de diferentes
componentes (ides) em aguas, e a obtencdo de resultados quantitativos numa fracdo do tempo
anteriormente necessario para os métodos tradicionais. Por conseguinte, consoante a coluna e a fase
movel utilizada na separacao, podem ser analisados uma extensa panoplia de ides, tais como, calcio,
sddio, potassio, magnésio, amonio, cloreto, sulfato, litio, nitrato, nitrito, fosfato, fluoreto, brometo, entre

outros_66‘73‘81—83

A Figura 7 representa o esquema tipico de um sistema de cromatografia idnica. Desde o seu inicio, o
nucleo deste sistema nao sofreu grandes alteracdes, com a excecdo do supressor. O sistema de
cromatografia iénica é entao, formado por um eluente liquido, uma bomba de alta pressao, uma valvula
de injecao de amostras, uma pré-coluna, uma coluna analitica, um detetor de condutividade com ou sem

supressao quimica e um sistema de recolha de dados. sz
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Figura 7. Representacao esquematica do sistema de cromatografia ionica.

O eluente, ou fase movel, é responsavel por arrastar/eluir os ides da amostra num curto espaco de
tempo, em bandas bem definidas, além de competir com os ides da amostra pelos ides da fase
estacionaria, através do iao de competicao presente na sua composicao. Esta competicdo pode ser

descrita de acordo com a equagao 1:
SXC+ + M+ « SXM' + C: Equacao 1

Neste processo o catido M- do eluente foi substituido pelo catido do analito C+ ligado ao anido X que se
encontra fixo na superficie da fase estacionaria (S). Assim, a escolha do eluente deve ser rigorosa, para
nao afetar a eluicdo dos componentes da amostra a analisar, no caso do estudo de catides, a utilizacao
do acido metanossulfonico (MSA) permite uma eluicao eficiente. Esta pode ser isocratica (efetuada na
realizacao do processo experimental), em que a composicdo do eluente permanece constante ao longo
da separacdo cromatografica ou por gradiente, em que a composicdo da fase movel ¢ alterada
continuamente numa série de passos durante a analise, sendo esta ultima, a forma de eluicdo mais

utilizada. 572808284

A bomba de cromatografia idnica é considerada um dos componentes mais importantes do sistema, pois

tem de fornecer um fluxo constante e continuo do eluente através do injetor, da coluna, e do detetor.®

A introducao da amostra pode ser realizada de varias formas. A metodologia mais simplificada e utilizada

ao longo do procedimento experimental, consiste na utilizacdo de um amostrador automatico. A amostra
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¢ colocada num vial proprio e injetada automaticamente para a coluna do cromatografo ionico, pelo

amostrador automatico.s ¢

A pré-coluna é colocada antes da coluna e apresenta 0 mesmo revestimento da coluna analitica. Tem
como funcao reter pequenas particulas e contaminantes, permitindo o aumento do tempo de vida da
coluna analitica e a manutencao da eficiéncia da coluna ao nivel da resolucdo e sensibilidade, dai

também se chamar coluna de guarda.s=e

A coluna analitica utilizada, contém no seu interior a fase estacionaria, carregada com os grupos ativos
funcionais (acido carboxilico) de carga contraria aos ides dos analitos. O empacotamento da coluna é
constituido por uma resina polimérica com uma percentagem de 55% de reticulacao com divinilbenzeno,
que se encontra ligada covalentemente aos grupos funcionais carregados com uma carga fixa negativa
(COz). Os ides do eluente (MSA) com carga oposta, designados por contra ides, encontram-se ligados a

estes grupos funcionais e durante a analise serao substituidos pelos ides dos analitos.seoszes

Quando a amostra percorre a coluna ocorrem sucessivos equilibrios entre os ides da amostra e os contra
ides fixos da fase estacionaria. O processo de separacao baseia-se na interacao eletrostatica entre os
ides presentes na fase estacionaria e os ides da amostra. Assim, durante a separacdo cromatografica,
0s contra ides do eluente sao substituidos pelos ides da amostra, ficando estes temporariamente retidos
na fase estacionaria, enquanto que os ides com a mesma carga dos grupos funcionais sao eluidos. Os
componentes da amostra ficam retidos durante um periodo de tempo caracteristico na coluna, que difere

de acordo com a afinidade a fase estacionaria.s7 =

Imediatamente apds a coluna analitica e antes do detetor, é introduzida uma coluna supressora
empacotada com uma segunda resina de troca iénica capaz de eficazmente promover a eliminacéo
quimica dos ides do eluente. Os anides do eluente sao substituidos por hidroxido (OH), enquanto que os
catides do eluente trocam com ides hidrogénio (H*) o que permite a conversao dos ides contido no eluente
em agua e reduzir o efeito da elevada condutividade do eluente nos resultados, permitindo uma melhoria

significativa dos mesmos. s sz7s7se258

A partir da Figura 8, ¢é possivel compreender as reacdes que ocorrem durante a separacdo de catides na
coluna analitica e na coluna supressora. Simultaneamente a reducao da condutividade do eluente para
valores muito baixos, devido a conversao maioritaria em agua, o supressor aumenta a condutividade

inerente ao analito de forma a aumentar a detecao, devido ao acréscimo do racio sinal/ruido. Para isso,

18



ocorre a conversao dos anides para a forma acida e no caso dos catibes da amostra na forma de

hidroxido. +7s7sesse

separator

column CaMSA
(strong- & ]\ /\

Figura 8. Esquema ilustrativo da cromatografia ionica de catides com coluna de supressao.s

Sendo assim, e de acordo com a equagao 2, ocorrem dois processos de troca idnica em simultdneo que
visam diminuir acentuadamente a condutividade do eluente e ao mesmo tempo aumentar a

condutividade da amostra em andlise.
R-OH + MSA 2 R‘MSA + OH- Equacao 2

Os anides (MSA) do eluente sdo trocados pelos ides hidroxido presentes na coluna supressora, isto
permite a formacdo de agua que possui uma baixa condutividade. A conversao dos catides em hidroxidos
permite ndo s6 um aumento da detecdo, mas também da sensibilidade devido a elevada mobilidade

ionica do anido OH-.c

Isto permite aferir que a supressao quimica acoplada a detecdo de condutividade em cromatografia
ionica possui um bom desempenho, e assume-se como uma técnica rigorosa de separacao e detecao

de espécies ionicas.77s#ss

Atualmente, existem diversos métodos de detecao que podem ser utilizados em cromatografia ionica

para a detecao de diferentes analitos. Dividem-se em duas grandes classes, o0s eletroquimicos, tais como,
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os detetores amperométricos, potenciométricos e de condutividade, e os espetroscdpicos, dos quais
fazem parte os detetores UV/Visivel, quimioluminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo,
espetrometria de absorcdo atémica, espetrometria de emissao atomica, espetrometria de massa, entre

OUtrOS.66‘74‘75'82‘85'86

A detecéao eletroquimica utilizando um detetor de condutividade é a mais comum e utilizada na industria
quimica, sendo aplicavel em anides e catides com pKa ou pKb inferiores a 7, respetivamente. Apesar de
ter sido pela primeira vez utilizado como método de detecao de ibes em 1951 por James ef a/, ganhou
maior preponderancia apos a introducao de uma coluna supressora capaz de eliminar quimicamente a
condutividade do eluente e de aumentar a mesma inerente ao analito, permitindo uma melhoria da

qualidade dos resultados obtidos. e

A condutividade elétrica de uma solucao é a propriedade distintiva dos ides, de facto, esta ¢ a propriedade
que distingue eletrolitos (compostos idnicos) de nao eletrolitos (compostos de moléculas ndo carregadas).
Assim, a medicao da condutividade elétrica pelo detetor baseia-se na capacidade das solucoes
eletroliticas (colocadas num campo elétrico entre dois elétrodos de platina) de conduzir a corrente

elétrica. Os elétrodos sao feitos de metais nobres, o que evita reacdes quimicas nas suas supetrficies.ss

No entanto devido a elevada capacidade de algumas colunas analiticas em eluir grande parte dos ides
presentes numa solucédo, é necessaria a utilizacao de grandes quantidades de eluente, mas gracas a
utilizacao de uma coluna supressora, a condutividade associada ao eluente é eliminada para valores
préximos de zero, permitindo que nao interfira com a condutividade real presente na amostra em analise,

0 que trara uma detecao mais eficiente e rigorosa.” ¢

2.2 Metodos alternativos

Enquanto que os catides alcalinos e alcalinoterrosos (Na+, Mgz, Ca#) sdo normalmente determinados por
técnicas espectroscopicas, como absorcao atomica (EAA), Espetrometria de Emissdo com Plasma de
Acoplamento Indutivo (ICP-AES), ou Espetrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS), o
catido amodnio nao pode ser medido por técnicas de absorcao atomica. Os métodos analiticos mais
utilizados para aguas de consumo e aguas residuais encontram-se representados na Tabela 1, assim

como os limites de detecao e a gama de trabalho de cada metodologia analitica.s<
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Tabela 1. Métodos analiticos geralmente utilizados para a determinacéo dos catides sodio, amonio, magnésio e
calcio, assim como os limites de detecao e as gamas de concentracao tipicos de cada metodologia analitica.

Catides Método analitico LD (mg/L) Gama de concentragao (mg/L) Referéncias
ICP-MS 0,0001 0,0003-0,1 92
EAA 0,002 0,03-1 91
Na-
ICP-AES 0,03 0,1-100 93
Cromatografia l6nica 0,11 2-20
Cromatografia lénica 0,0063 0,025 -0,5
Voltametria 0,09 0,5-90 94
NH.
Espetrofotometria UV-Vis 0,6 0,85-5 95
ISE 1,6 5-100 95
ICP-MS 0,000001 0,000003 - 0,001 92
EAA 0,0005 0,02-2 91
Mg
Cromatografia lénica 0,0083 0,2-2
ICP-AES 0,02 0,06 - 100 93
ICP-MS 0,0001 0,0003-0,1 92
EAA 0,003 0,2-20 91
Ca2+
ICP-AES 0,01 0,03-100 91,93
Cromatografia lonica 0,099 1-10

Apesar de a cromatografia apresentar um limite de detecdo superior para o catido sodio, magnésio e
calcio, comparativamente com outras metodologias analiticas, mantém-se como uma alternativa
vantajosa, uma vez que, além de ser menos dispendiosa ao nivel do equipamento e utilizacao de
reagentes, que técnicas como ICP-MS/AES, nédo necessita da presenca do operador aquando durante a
leitura das amostras, como acontece com a técnica EAA. No caso do catido amoénio, a cromatografia
ionica mostra ser o método mais sensivel permitindo a analise de amostras com concentracdes de
amonio bastante reduzidas. Assim, é possivel aferir que a cromatografia idnica assume-se como uma

técnica analitica robusta e fiavel para a determinacao dos catides. o s
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3 Validacao
Atualmente, sdo efetuadas milhdes de medicoes analiticas em diferentes laboratorios, nas mais diversas

areas, que envolvem elevados custos e que afetam praticamente todos os aspetos da sociedade, sendo,

portanto, de relevante importancia a obtencao de uma medicéo correta.s-

A cromatografia i6nica, como qualquer outro método analitico, € um processo que envolve a possibilidade
da ocorréncia de erros (sistematicos e/ou aleatorios), que podem conduzir a alteracao significativa do
resultado final. Assim sendo, é fundamental que os Laboratorios, ndo obstante o ambito de analise,
demonstrem através da validacao, que o método analitico que executam, leva a resultados adequados a

qualidade pretendida.o

A validacdo de métodos analiticos é entao definida como uma verificacdo na qual os requisitos
especificados sdo adequados para o propdsito. Deste modo, o fornecimento de evidéncia objetiva de que
um dado item satisfaz os requisitos especificados, permite ndo so, a garantia do desempenho e

cumprimento das funcdes pretendidas, mas também a satisfacdo e beneficio para o cliente, w00

Os laboratdrios procedem a validacdo de métodos sempre que utilizam métodos ndo normalizados (que
ndo segue integralmente uma norma de ensaio), métodos desenvolvidos pelo proprio laboratério e
métodos normalizados utilizados fora do ambito de utilizacao previsto, ou de outra forma modificados. A
validacdo ndo ¢ exigida para métodos normalizados (que seguem um documento normativo ou norma
equivalente), ainda assim o laboratorio necessita de verificar o seu desempenho, de forma a aferir a sua
capacidade de reproduzir o método no seu meio. A extensdo da validacdo devera ser a necessaria de

modo a cumprir com as necessidades de determinado campo de aplicacao.os7-%

O processo de validacao consiste na determinacdo caracteristica dos parametros de desempenho do
meétodo utilizando equipamentos que estejam de acordo com as especificacbes do fabricante,
devidamente calibrados e a funcionar corretamente. Estes parametros sdo obtidos durante o
desenvolvimento do método por analistas qualificados, para que possam tomar as decisdes corretas,
necessarias e competentes no ambito do trabalho em desenvolvimento, e para que as entidades tenham

a garantia da sua habilidade em satisfazer as necessidades dos clientes (Figura 9).-
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Figura 9. Implementacéo e processo de validacdo de um método analitico.?
Assim, para um controlo de resultados que se deseja efetivo, que permita uma facil interpretacao e, por
conseguinte, um grau de confianca elevado, o0 método analitico é sujeito a diversas etapas de avaliacao,

que permitem a sua validacao. Os parametros requeridos para o estudo da validacdo de um método

analitico, encontram-se abaixo representados, na Figura 10.

Seletividade Precisao

Linearidade

Robustez

)
© &

Limite de detecdo Exatiddo Incerteza da
e quantificacdo medicéo

Gama de Trabalho Sensibilidade
Figura 10. Parametros de desempenho tipicos de um estudo de validacdo de métodos analiticos.

Assim, gracas a avaliacdo das caracteristicas de desempenho analitico, é possivel o desenvolvimento de
inimeros métodos que irdo permitir a progressao e a evolucao de diversas areas da sociedade, desde

que estes sejam consistentes com os requisitos especificados e relevantes para a necessidade e
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satisfacdo dos clientes. Além disto, permite a detecao e identificacdo das potenciais causas de erro, e a

sua eliminacao, permitindo o total controlo sobre o processo analitico em questao. e

A implementacao de um método analitico ou a validacao do mesmo, € um processo lento e que nao deve
ser de alguma forma apressado, pois as consequéncias de erros a longo prazo, traduzem-se na perda
de recursos, tempo e dinheiro. Assim, para além dos parametros de desempenho avaliados de forma

direta e indireta, é também, segundo a norma ISO 11352:2012, estimada a incerteza.= s

3.1 Curva de Calibracao

A curva de calibracdo permite estabelecer uma relacao entre o sinal obtido pelo equipamento e a
concentracdao, ou quantidade de uma substancia conhecida, a partir da mesma, obtém-se dados
estatisticos da interseccao, equacdo de regressao, coeficiente de correlacdo e de determinacao e a

concentracao estimada a partir das solucdes padrao. e

O tracado da curva de calibracao deve ser efetuado a partir de padrdes com concentracdes equidistantes
de acordo com a gama de trabalho determinada. A curva de calibracéo deve conter dez pontos, sendo
gue esse numero pode ser reduzido até um minimo de cinco. Numa curva de calibracao, € relevante
aferir de que forma ocorre a relacdo entre a resposta obtida e a concentracdo, podendo ser linear,
quadratica, logaritmica, curvilinea, entre outros. A norma ISO 8466/1 refere-se aos modelos lineares,

enquanto na perspetiva dos modelos quadraticos, recorre-se a norma ISO 8466/ 2. w0010

A partir do método dos minimos quadrados, representa-se a resposta instrumental obtida no
equipamento o eixo vertical (eixo y) e no eixo horizontal, (eixo x) representa-se as concentracdes dos
padrdes, uma vez que se assume que 0s erros associados as concentracdes dos padrdes sao infimos e
portanto desprezaveis, tendo em conta a precisdo associada a resposta instrumental. Além disto,
pressupde-se que o sinal obtido assume uma distribuicdo normal e que existe homogeneidade de

variancias desta mesma resposta, ao longo da reta.s-1

Assim, a correlacado matematica entre o sinal obtido e a concentracdo do analito, é representada

algebricamente pela curva de calibracdo indicada na equacéo 3:
y=bx+a Equacéo 3

Em que, y representa o sinal obtido, b indica o declive da reta, x a concentracdo do analito e a a
ordenada na origem. A partir desta equacao é assim, possivel determinar concentracées de amostras

desconhecidas por interpolacao na reta.ew
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O coeficiente de correlacdo é um dos parametros utilizados para a avaliacao de uma calibracdo analitica,
permitindo analisar a qualidade do ajuste dos pontos experimentais. Idealmente, as curvas de calibracao
devem ter valores de coeficiente de correlacao superiores a 0,995, sendo que estes podem variar entre

-1 e 1. A expressao que permite a determinacado do coeficiente de correlacéo traduz-se na equacéo 4

2il(xi—2)(yi=¥)] ~
r= Equacéo 4
VEiGxi—2][Zi(vi-)?] quac

Através da curva de calibracao é possivel calcular o desvio padrao residual, S,x, que exprime a dispersao

dos resultados instrumentais obtidos em funcdo da reta de calibracéo, representado pela equagio 5:

. )2
Sy/x = /Zl(i‘Ty‘) Equacao 5

Em que, n designa o nimero de padrdes utilizados para o tracado da reta de calibragao, e (¥,) representa

o sinal obtido (y) quando se interpola o valor de uma determinada concentracao (x; ).

Os desvios padrao da ordenada na origem (a) e do declive (b), s@o expressos pelas equagdes 6 e 7,

respetivamente.

2
Zixi

nY(x;—%)?

— /l .
Sy = S rT)? Equacao 7

Seguidamente, os intervalos de confianca, tanto da ordenada na origem como do declive podem ser

Sa = Sy/x Equacéo 6

calculados a partir das equacoes 8 e 9:

b xtS, Equacao 8

azxtsS, Equacao 9
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Assim, a equacao da reta de calibracédo contendo as incertezas da ordenada na origem e do declive, com
um intervalo de confianca de 95 %, n-2 graus de liberdade, encontra-se abaixo representada pela equacéo

10_37‘93,100

y=(bttSy)x+ (axtSy,) Equacéo 10

3.2 Gama de Trabalho

A escolha da gama de trabalho 6tima é fundamental para que os analistas tenham a capacidade de
definir o intervalo de concentracdes em que o analito alvo possa ser determinado e quantificado de forma

precisa, exata e com a linearidade exigida, de acordo com as condicoes definidas pelo método, e

A gama de trabalho define-se entdo, como o intervalo de concentracbes em que o método fornece
resultados com uma incerteza aceitavel. A extremidade inferior da gama de trabalho ¢ o limite de
quantificacao e a extremidade superior é o limite de aplicabilidade onde se encontram as concentracoes
a partir da qual se observam anomalias significativas na sensibilidade do método. Para que a avaliacédo
da gama de trabalho seja possivel, &€ necessario considerar o procedimento de calibracdo proposto e a
linearidade do método, além disto, é relevante considerar separadamente os dois tipos existentes: a
gama de trabalho instrumental (efetuada durante o processo experimental) e a gama de trabalho do

mét0d0_97—99,105‘107‘108

Quando se utiliza uma metodologia que envolve o tracado de uma curva de calibracdo, a gama de
trabalho instrumental pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das variancias. Nesta gama de
trabalho, a resposta do equipamento em funcao da concentracdo obedece a uma relacdo conhecida, e,
portanto, a validacdo dessa mesma relacdo é necessaria. Sendo que se recomenda a norma ISO 8466-

1 para modelos linearest e a norma ISO 8466-2'% para modelos polinomiais de 2° grau.ss-wo

O estudo da homogeneidade das variancias permite aferir se 0 método mantém um comportamento
constante e similar ao longo de toda a gama de trabalho pretendida. De acordo com a norma ISO 8466-
1 sdo recomendados dez pontos de calibracdo, ndo devendo ser em nimero inferior a cinco, distribuindo-

se de igual modo na gama de concentracbes. #1000

O primeiro e o ultimo padrao sdo analisados em 10 réplicas independentes, sendo posteriormente

efetuada a comparacao estatistica das variancias destas solucdes padrao de forma a avaliar a existéncia
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de diferencas significativas entre eles. As variancias associadas ao primeiro e ultimo padrao (S: e Sw)

foram determinadas de acordo com a equacéo 11:

_ Z}gl(yl',j—ﬁ)z
ni—1

S§2

l

Equacao 11

Em que, i designa o numero do padrdo (1 <i < 10) e j 0 numero de repeticdes efetuadas para cada

padrao. oo

A partir dos valores obtidos pela expressao indicada pela equagao 11, é possivel o célculo do valor de

teste PG dado pelas equagdes 12 e 13, e é efetuado o teste de homogeneidade de variancias:

2

PG = 571 se Si> Su Equacgao 12
510
5%o .
PG = <20 58 Sw> S, Equacdo 13
1

Em que, 512 corresponde a variancia da resposta da solucdo padrao de menor concentracao e Slzoé
variancia da resposta da solucao padrao de maior concentracao. Por fim, procede-se a comparacao do
valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fisher bicaudal (Few), para n-1 graus

de liberdade:

Se PG < F significa que as diferencas nas variancias nao sao significativas e a gama de trabalho esta
bem ajustada. No caso de se verificar a condicdo PG > F, as diferencas das variancias sao significativas
e a gama de trabalho deve ser reduzida até que as variancias relativas ao primeiro e ultimo padrao

permitam obter a condicdo PG < F, ou em alternativa deve-se testar uma regressao ponderada. s wo0s

3.3 Linearidade

A analise da linearidade, tal como a gama de trabalho descrita anteriormente, deve ser efetuada durante
a fase de implementacao e validacao de um método analitico. A linearidade consiste na capacidade de
um determinado método de ensaio fornecer resultados instrumentais linearmente proporcionais a
concentracao do analito alvo, ou seja, o sinal instrumental obtido em funcéo da concentracao pode ser

representado por uma funcao do 1° grau.ss7-e.10s

A linearidade é avaliada pela conjugacao da representacao grafica da funcéo, aliada ao calculo e analise

do coeficiente de correlacdo (equacdo 4), que permite avaliar visualmente a proximidade dos pontos de
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calibracdo face a reta.»®”Para além destes métodos, a linearidade é fundamentalmente avaliada com
recurso a um modelo estatistico, de acordo com a norma ISO 8466-1:, designado teste de Mande/, que
faz a comparacao entre o ajuste dos valores experimentais para a funcao linear, Sy« (equacdo 5), e o

ajuste dos mesmos para a funcéo quadratica S.. (equacdo 14).

(v:i—7,)2
Sy2 = /2—1(37111_33/1) Equacéo 14

Em que, n designa o nimero de padrdes utilizados para o tracado da reta de calibragao, e (¥,) representa

o sinal obtido (y) quando se interpola, na funcéo quadratica, o valor de uma determinada concentracéo

(xi) 100,105

Seguidamente, procede-se ao calculo da diferenca de variancias, DS?, de acordo com a equac¢éo 15,

abaixo representada:
DS? = (n—2) x S5, — (n—3) X S}, Equacéo 15

Em que, n representa o numero de padrdes da curva de calibracao, Sj/x, designa o desvio-padrao
residual da funcédo de calibracao linear e Sﬁz, o0 desvio-padrdo residual da funcao de calibracdo nao

linear. o105

Finalmente, calcula-se o valor de teste PG, de acordo com a equagdo 16, com o intuito de verificar a
existéncia de diferencas significativas, por comparacdo com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor / Fisher bicaudal (F.w), para um grau de liberdade, no que diz respeito a diferenca de
variancias e n-3 graus de liberdade, para o desvio-padrdo residual da funcdo de calibracdo ndo

|inear.97‘98'100’1°5

PG = —=- Equacao 16

Assim, se o valor de teste PG for inferior ou igual ao valor tabelado de F, a funcéo de calibracéo ¢ linear,
ou seja, a funcdo nao linear ndo permite um melhor ajuste. No entanto, se o valor de teste PG for superior
ao valor tabelado de F, a gama de trabalho devera ser reduzida de forma a garantir uma calibracao linear,
ou por sua vez, proceder a verificacao se, os dados de analise de amostras deverao ser avaliados através

de uma funcao de calibracéo ponderada.oo.1os.106
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3.4 Sensibilidade

A sensibilidade avalia a capacidade de um método distinguir pequenas diferencas de concentracédo de
um analito. Assim, a sensibilidade define-se como a razdo entre a variacdo da resposta (Ay), que
corresponde a uma variacao na concentracao de analito correspondente (Ax), representada pela equagao
17'98—100‘110
iy ey Ay -

Sensibilidade = ~ Equacéo 17
Assim, um método é considerado sensivel quando pequenas variacdes na concentracdo (x) originam
alteracoes significativas na resposta obtida (y). A sensibilidade pode entdo definir-se como sendo a
derivada de primeira ordem da curva de calibracao nessa zona de concentracao. No caso de a curva de

calibracdo ser definida por um modelo linear, a sensibilidade sera constante ao longo de toda a gama de

trabalho e igual ao declive dessa reta de calibracao.s7s7ss10

A importancia da sensibilidade como parametro de validacdo prende-se pela sua utilidade quando se
compara a sensibilidade de varios métodos analiticos, baseados em modelos lineares, para um mesmo
analito, quando se pretende avaliar a evolucao desta grandeza ao longo do tempo ou quando se compara

a sensibilidade para varios analitos. @

3.5 Seletividade

A seletividade é geralmente objeto de estudo na fase inicial do processo de validacdo, pois sem o
conhecimento de que a seletividade é aceitavel, a verificacdo de outros parametros de desempenho
apresenta escasso valor pratico. A seletividade define-se como a medida da capacidade de um método
identificar e diferenciar o(s) analito(s) numa mistura ou matriz complexa sem a interferéncia de outras

substancias de comportamento semelhante presentes. oo

Um meétodo analitico que tenha a competéncia de atingir um estado de seletividade perfeito, em que
consiga distinguir completamente o analito relativamente a outros componentes presentes na amostra a
analisar, diz-se especifico. Num método analitico especifico ha a garantia de que o sinal instrumental
obtido apenas provém do analito, ou seja, os interferentes ndo aumentam ou reduzem o sinal e os

componentes presentes na matriz nao afetam o sinal.o7-1
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Posteriormente é feita a analise da amostra com e sem fortificacao e é analisado o desvio dos resultados
obtidos em comparacdo com os esperados. Através da equacdo 18, calcula-se entdo, a taxa de

recuperacdo do analito (R%).wo1ce
Car—Cq i}
R(%) = | X 100 Equacdo 18
7

Em que, C. designa a concentracao do analito na amostra fortificada, C. é a concentracdo do analito na

amostra sem fortificacao, e Cr a concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.=

Assim, um método analitico pode ser considerado efetivamente seletivo/especifico, quando, apds a
realizacdo de ensaios de recuperacdo, se verificarem taxas de recuperacdo proximas de 100 %,
dependendo das metodologias aplicadas, pois o critério para a aceitacao de alguns métodos admite

intervalos de recuperacao mais ou menos alargados.:®

3.6 Limiares analiticos

Os limiares analiticos podem ser calculados de diferentes formas, de acordo com as metodologias
utilizadas em rotina num laboratério. Sempre que os laboratérios utilizem métodos em que as medicdes
sao feitas em baixas concentracdes, existem alguns aspetos a considerar, sendo que a terminologia

relacionada com todos estes conceitos € muito diversa e variavel entre setores. s

Primeiramente, a necessidade de estabelecer um valor que indiqgue um nivel de analito que é
significativamente diferente de zero. Este valor é conhecido como o valor critico ou limite de deciséo. Por
fim, é importante conhecer a concentracdo mais baixa do analito que pode ser detetada e/ou
quantificada pelo método a um nivel de confianca especificado, em que o desempenho se torne aceitavel
para uma aplicacao tipica. Estes conceitos sao usualmente denominados, limite de detecéo (LD) e limite

de quantificacdo (LQ).e=

Estes limites dependem de diversos fatores que variam no tempo (contaminacdes, tipo de amostra,

equipamento, operador...), devendo assim ser reavaliados sempre que haja variacdo nos mesmos. !

3.6.1 Limite de Detecao

O limite de detecao corresponde a concentracao mais baixa que um determinado método é capaz de
detetar e distinguir, com uma certeza estatistica razoavel, normalmente 95 %, do sinal do branco, mas

nao necessariamente quantificada como valor exato.o7-ioe-111
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O limite de detecdo do método é determinado a partir de analises de solucdes (ou amostras) tendo em
consideracao todas as etapas que foram realizadas para a analise da amostra teste, e é calculado a partir

das equacdes 19 e 20, abaixo expressas:

So

Sy = N Equacao 19
LD = 3,3 X s} Equacdo 20

Em que, s, corresponde ao desvio padrao associado aos ensaios realizados (entre 10 e 20 amostras
independentes), em condicdes de repetibilidade, s; representa o desvio padréao corrigido, n designa o
numero de réplicas efetuadas em analises de rotina e 3,3 designa a constante de distribuicdo normal,
que para um nivel de confianca de cerca de 99,7 %, pois assume-se que a lei de probabilidade de x. é

suficientemente conhecida e que a distribuicdo é gaussiana (distribuicdo normal de erros).7-i

3.6.2 Limite de Quantificacao

O limite de quantificac@o corresponde a concentracao mais baixa que um determinado método é capaz
de quantificar, com um determinado nivel de confianca, em que se verifica que o desempenho do método

¢ aceitavel para uma determinada aplicacao, com uma determinada veracidade e precisao. o101

A gama entre o LD e 0 LQ deve ser entendida como uma zona de detecao qualitativa, e ndao quantitativa,
pelo que ndo se devem reportar valores numéricos nesta gama. Na pratica, o LQ corresponde ao padrao
de concentracao mais baixa usado para tracar a curva de calibracao (excluindo o branco). A determinacéo

quantitativa do LQ é semelhante ao calculo do LD, sendo obtido pela expressao (equacdo 21):

LQ =10 x sy Equacao 21

Em que, s representa o desvio padrao corrigido calculado a partir da equagéo 19.77seioaz

O valor do LQ deve ser validado experimentalmente, com uma determinada justeza e precisdo, devendo-
se aferir se o valor obtido é satisfatorio. Isto & possivel através da analise, em condicdes de precisdo
intermédia, de uma solucao padrdo com concentracdo proxima do LQ, em dez réplicas independentes,
permitindo o calculo do coeficiente de variacao (CV), também designado por desvio padrao relativo, e o
erro relativo (E), devendo estes valores encontrarem-se abaixo dos 10 %, de forma a validar o LQ do

método.
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3.7 Precisao

A precisao define-se como o parametro que permite a avaliacdo da dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes, em condicdes

definidas, variando com a gama de concentracao.®:

Existem duas medidas de precisdao extremas para avaliar esta dispersao, designadas por repetibilidade
e reprodutibilidade. Entre estas duas medidas de precisao existe uma situacao intermédia que se designa

por precisao intermédia ou variabilidade intralaboratorial.141s

A precisdo ¢ determinada de acordo com as condicdes em que este parametro é avaliado e pode ser
representada sob a forma de desvio padrao, s, coeficiente de variacao, CV (equacédo 22) e limite de

repetibilidade, r (equacéo 23):

CV(%) = (%) %X 100 Equacdo 22
Em que s representa o desvio padrao e X a média dos resultados obtidos. s

A repetibilidade exprime o grau de concordancia entre resultados de varias medicoes efetuadas na
mesma amostra, em condicdes de repetibilidade, ou seja, em condicdes tdo homogéneas quanto possivel
(mesmo analista, equipamento, condicoes de calibracdo, laboratorio, entre outros), durante um curto
periodo de tempo. Assim, deve proceder-se a analise de dez padrdes ou amostras, nas condicdes
definidas, em varios niveis de concentracdo, dentro da gama de trabalho do analito, e calcular a média

e 0 desvio padrao, de forma a obter o coeficiente de variacao (Equagao 22).o-10ws1s

O limite de repetibilidade ¢ definido como o valor abaixo do qual se deve situar, para uma dada
probabilidade (normalmente 95 %), a diferenca entre dois ensaios obtidos em condicdes de repetibilidade.
Na pratica aceitam-se os resultados de duas determinacdes efetuadas em condicdes de repetibilidade se

1% — x| S 7w

r=28x%XS, Equacao 23

Em que, S. correspondo ao desvio padrdo dos resultados obtidos em condicdes de repetibilidade. Como
referéncia, também devem ser calculados os desvios padrao e os coeficientes de variacdo (normalmente
< 10 %) e comparados com os existentes na norma em que se baseia 0 método, nas indicacdes da

legislacao ou qualquer outra referéncia normativa,s -1
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A precisao, em condicdes de reprodutibilidade é avaliada através da analise de medicoes repetidas no
mesmo objeto (ou em objetos similares), com o mesmo procedimento de medicado, em diferentes

laboratdrios, com diferentes operadores, usando diferentes sistemas de medicédo (equipamento).s-e1is

A precisao intermédia exprime o grau de concordancia entre resultados de varias medicdes efetuadas na
mesma amostra, em condicOes de precisao intermédia, isto €, 0 mesmo método, no mesmo laboratorio,
medicdes repetidas no mesmo objeto (ou em objetos similares), podendo incluir outras condicdes que
envolvam mudancas, tais como diferentes calibracdes, diferentes operadores ou equipamento, ao longo

dum periodo extenso de tempo.s-1

Para determinar a precisao intermédia, sao efetuados n medicdes em replicado, duplicado ou em ensaio
Unico, sobre a amostra, nas condicoes pré-definidas, pois existem varios métodos para estudar este tipo
de precisao. Quando aplicavel, este procedimento é repetido sobre outras amostras, abrangendo outras

gamas de concentracao.®

A determinacdo da precisao intermédia pode ser efetuada em simultaneo com a repetibilidade assim
como também ¢é possivel determinar a repetibilidade e reprodutibilidade em simultaneo através da

ferramenta estatistica da analise de variancias (ANOVA).ss=

A ideia central da ANOVA é que num conjunto de dados replicados agrupado de alguma forma, por
exemplo, por analista, equipamento, dia, laboratério, método, entre outros, a variacao total em todo o
conjunto pode ser representada como a combinacao das variancias entre e dentro dos grupos. Assim, a
abordagem baseada na ANOVA de um fator (do inglés, one-way ANOVA) é utilizada para obter informacéo
acerca das fontes/origem de variacado e desta forma avaliar a precisao intermédia. A informacao que se
obtém a partir da ANOVA de um fator, considerando, p grupos, com n replicados com um total de N
analises (N=pxn) para GL, graus de liberdade, encontra-se esquematizada na Tabela 2, abaixo

representada.s.ez1s110

Tabela 2. Dados obtidos num ensaio através da ANOVA unifatorial.

Graus de
Fonte d Médi drad
on. © _e Soma dos Quadrados (SQ)  Equacdes liberdade edia quadraca Equacoes
variacao (MQ)
(v)
Entre grupos SQ, = Z = =\2 SQp
p=n) (X, —X) 3 MO, =
(0] i 1 24 p-1 Qb -1 25
Dentro dos $Q, =n (i — )2 SQw
w i 26 N - M = 27
grupos (w) ZZ P Quw (N—-p)
Total SQtot = SQp + SQy 28 N-1




Cada linha da Tabela 2 esta relacionada com uma diferente fonte de variacdo. A primeira linha descreve
a variacdo entre os grupos (Equacoes 24 e 25), a segunda linha indica a variacdo dentro dos grupos
(Equacoes 26 e 27) e a terceira linha refere-se a variacao do conjunto de dados como um todo (Equacéo

28)_102

A informacao obtida pela analise de variancias permite calcular a precisao intermédia recorrendo a trés
etapas. Primeiramente, determina-se o desvio padrao dos resultados (dentro dos grupos), que permite

estimar o desvio padrao de repetibilidade s., de acordo com a equagao 29:

s, = MQ, Equacao 29

Em que MQ. representa o quadrado das médias “dentro do grupo”.

Seguidamente, procede-se ao calculo do desvio padrdo “entre grupos”, segundo a equacéo 30.

MQp—MQ -
Shetween = f% Equacao 30

Em que MQ. representa o quadrado das médias “entre grupos”.

Por fim, o desvio padrdo “entre grupos” é combinado com o desvio padrdo de repetibilidade, a partir dos
resultados para cada material, de modo a calcular o desvio padrao de precisdo intermédia, s, Equacéo

31:

Si = \/51; + Spetween” Equacao 31

onde Swwen representa o desvio padrao “entre os grupos” e eaisie

3.8 Justeza

A justeza ou veracidade € o termo que designa o grau de concordancia entre a média de um numero
infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia, assim, por esta definicdo, a veracidade
nao é uma grandeza, pois nao € possivel atribuir-lhe um valor numérico, e, portanto, ndo pode ser
medida. Ja o termo exatidao define-se como o grau de concordancia entre um valor medido e um valor

verdadeiro de uma grandeza (mensuranda).ese
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A exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica a combinacao de componentes
de erros aleatorios e componentes de erros sistematicos, nao devendo ser utilizada no lugar da justeza

de medicao ou precisao de medicao.:

No entanto, a justeza pode ser expressa quantitativamente como uma estimativa do erro sistematico,
designado bias. Este parametro tem a contribuicao de erros sistematicos, tanto do método, inerentes ao
mesmo e nao dependentes do laboratorio, quer do laboratério (erros adicionais especificos que

dependem do desempenho do mesmo).s

Assim, o parametro justeza pode ser avaliado quantitativamente através de Materiais de Referéncia
Certificados (MRC) ou Internos (MRI), Ensaios Interlaboratoriais (EIL), ou Ensaios de Recuperacao

(ER)_99,102

3.8.1 Materiais de Referéncia Certificados
Os materiais de referéncia sado recursos essenciais no controlo de qualidade e, portanto, devem fazer
parte do processo de validacao de um determinado método. Além disso, estes materiais constituem uma

excelente ferramenta no Controlo Externo da Qualidade de uma analise quimica.s ez

Por definicao, um material de referéncia designa um material com elevado grau de homogeneidade e
estabilidade, em determinadas propriedades, que foi preparado para uma utilizacdo prevista numa
medicdo ou para o exame de alguma propriedade, sendo que sempre que possivel deve ser

representativo relativamente a padrdes reconhecidos nacional ou internacionalmente. -1z

Os materiais de referéncia certificados sdo acompanhados de documentacao emitida por uma entidade
qualificada, tais como, IRMM (/nstitute for Reference Materials and Measurements), NIST (National
Institute of Standards and Technology), US EPA (US Environmental Protection Agency), entre outros,
fornecendo valores de uma ou mais propriedades especificadas e as incertezas e rastreabilidades

associadas, usando procedimentos validos. 79103125126

Frequentemente nao existem disponiveis MRC adequados ou o seu custo é elevado, recomendando-se a
preparacdo no laboratério de materiais de referéncia internos ou de trabalho (uso em rotina). Estes

materiais devem ser calibrados através da utilizacdo de materiais de referéncia certificados.112120-122.124

A utilizacdo correta de MRC assegura a exatidao de um método, além de permitir ao laboratdrio a
verificacdo do desempenho do equipamento, procedimentos, sistemas e analistas, o que garante a

possibilidade do laboratorio concluir se os dados gerados pelo seu procedimento sao corretos. O valor
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obtido na analise de um MRC deve ser comparado com o valor certificado, determinando-se o erro e a
justeza da analise. Conforme o rigor exigido para os seus resultados, o laboratério pode adotar diferentes

critérios para aceitacdo dos resultados dos MRC. 112121124

Os processos criteriosos para avaliacao dos resultados obtidos da analise de um MRC s&o os seguintes!®;

bias, Teste de hipdteses (teste t), Fator de desempenho Z (Z=score) e o Erro normalizado (E.).

3.8.1.1 Bias

A determinacdo do bias e do bias relativo permite avaliar a exatiddo de um determinado método e a
expressao dos erros sistematicos associados. O bias relativo é calculado através da analise de réplicas
independentes (n = 10) de MRC ou MRI, sendo posteriormente determinado o valor médio das réplicas
e comparado com o valor médio obtido com os materiais de referéncia. O bias pode ser expresso em

termos absolutos (Equagdo 32) ou relativos (Equagao 33)sscetosi2r;

b =|% — xpes| Equacao 32
b (%) = W:C—Tefl x 100 Equacao 33
ref

Em que, b é o bias absoluto, b (%) é o bias relativo, X representa a média aritmética dos valores obtidos
experimentalmente para os materiais de referéncia e x;..; define o valor certificado do material de

referéncia, aceite como verdadeiro.

Cada laboratorio define o seu grau de exigéncia em termos de justeza do método, isto é, o desvio
permitido (de acordo com o objetivo da analise), devendo assegurar a confirmacao pelos dados
bibliograficos relativos ao método, sendo usualmente considerado satisfatorio um método cujo erro

relativo seja inferior a 5 %.%-

3.8.1.2 Teste de hjpdtese
Através do teste de hipdtese (Equacédo 34) ¢é possivel a avaliacdo da presenca de diferencas significativas

entre os valores de X e de x,.r além de possibilitar averiguar a existéncia de erros sistematicos

associados a metodologia praticada. s

¢ = FxreVn

S

Equacao 34
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Em que, x representa a média aritmética dos valores obtidos experimentalmente para os materiais de
referéncia, x. s define o valor certificado do material de referéncia, aceite como verdadeiro, n € o nimero

de amostras analisadas e s designa o desvio padrdo associado a média dos valores do laboratério para

o MRC.

O valor de t em mddulo |t| € comparado com o valor de t tabelado para n-1 graus de liberdade. Assim,
se |t| < tiapelado Significa que as diferencas entre os valores de x e Xrep NGO S0 significativamente
diferentes, além de nado ser estatisticamente evidenciada a existéncia de desvios (erros sistematicos) e,
portanto, o ensaio ¢ satisfatorio. No entanto, se |t| > tigperaao, OS valores de X e x..p séo
significativamente diferentes, com evidéncia estatistica da existéncia de erros sistematicos, e, portanto,

0 ensaio ndo ¢ satisfatorio.s-1osiz7

3.8.1.3 Fator de desempenho Z (Z-score)

O fator de desempenho ¢é o parametro mais utilizado para a avaliacdo do desempenho do laboratério na
analise de um MRC. O seu calculo é efetuado de acordo com a expressao (Equacdo 35), abaixo
representada.

7 = (xlab_xref)

p Equacao 35

Em que, xiqp € 0 valor obtido pelo laboratorio, x,..; designa o valor aceite como verdadeiro, o valor

certificado do MRC e d define a unidade de desvio admissivel (variacdo maxima permitida no ensaio),

podendo ser a incerteza do material de referéncia.

O desempenho do laboratorio é classificado de acordo com o valor de Z, em modulo. Assim, se |Z| for
inferior ou igual a 2, o desempenho é considerado satisfatério, se |Z| fica contino no intervalo entre 2 e
3, o desempenho é questionavel e nas situacoes em que |Z| & maior que 3, o desempenho é nao

satisfatdrio. ws27128

3.8.1.4 Erro normalizado

Assim como o fator de desempenho, o erro normalizado permite a avaliacdo do desempenho do
laboratdrio na analise de um MRC. Caso o laboratorio calcule a incerteza expandida do seu resultado
(Uw), o valor verdadeiro (x,¢) deve estar dentro do intervalo de incerteza de x... Quando tal ndo acontece,

este intervalo podera estar subestimado. Nestes casos, e tal como acontece na andlise de um MRC, ¢
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usualmente calculado o erro normalizado, En, (Equacdo 36), para efetuar a avaliacdo do

desempenho, wo0s12s

Xlab~Xref
E, = ————

Ulab2+UTef2

Em que, x;4p representa o valor médio obtido experimentalmente na analise do MRC, x;..¢ designa o

Equacdo 36

valor aceite como verdadeiro do MRC, Uy, a incerteza expandida obtida pelo laboratério e U..r a

incerteza expandida do MRC.

Com base no valor de E. é possivel concluir que sempre que IE.l< 1, o resultado ¢ satisfatdrio, ou seja,

a incerteza expandida obtida pelo laboratorio encontra-se bem estimada.1o0s127.128

A analise de MRC e a avaliacdo de desempenho permite aos laboratérios uma continua procura de
possiveis fontes de erros, para que ocorra a implementacéo e definicdo da tomada correta de medidas
com o intuito de corrigir esses mesmos erros detetados, de forma a ser possivel proceder a uma

reavaliacdo que confirme a sua efetiva eliminacao. s zizs127.128

3.8.2 Ensaios Interlaboratoriais
Segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025:2018, os laboratorios devem monitorizar o seu desempenho
através da comparacéo dos seus resultados com os resultados de outros laboratérios, quando disponivel

e apropriado, nomeadamente em ensaios de aptidao.»

Assim, os ensaios interlaboratoriais (EIL) permitem a avaliacdo do desempenho de ensaios na mesma
condicao ou condicdes relacionadas por dois ou mais laboratérios de acordo com condicbes pré-

determinadas, o que evidencia a exatidao dos resultados obtidos através de um método de ensaio. 712

A monitorizacao do desempenho do laboratorio e dos seus analistas é conseguida através da participacao
por parte dos laboratorios em ensaios de aptiddo ou “Proficiency Tests”, considerados os ensaios
interlaboratoriais mais comuns. Cada laboratério é classificado tendo em conta o seu indice de
desempenho, pela avaliacdo da exatiddo (precisdo e justeza) dos seus resultados obtidos aliado a
indicadores estatisticos (Equacdo 35 e 36). No caso da ocorréncia de resultados pouco satisfatorios, é
de extrema necessidade a implementacdo de um sistema de detecao de erros, de forma a tomar as

medidas corretivas necessarias que promovam a eliminacao dos agentes geradores de erros. 1112123127128
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3.8.3 Ensaios de Recuperacao
Os ensaios de recuperacao sao extremamente relevantes na avaliacdo da resposta instrumental analitica
obtida em inumeras matrizes, sendo necessaria a elaboracdo de um ensaio de recuperacdo em cada dia

de trabalho, ao longo de toda a gama de trabalho, em matrizes diferentes, e em duplicado.*

O objetivo principal dos ensaios de recuperacdo passa por verificar se existem efeitos sistematicos
introduzidos por causas desconhecidas como o efeito de matriz. Estes ensaios tém por base a adicdo de
uma quantidade conhecida de padrdo a uma amostra ou branco de amostra, para verificar a quantidade
de analito que se obtém através do calculo da taxa de recuperacédo (Equagédo 18), variando com a

concentracdo de analito presente.#7s10

Na eventualidade da avaliacdo de meétodos analiticos instrumentais que possam induzir perdas ou
contaminacdes, a analise da matriz a partir da realizacdo de ensaios de recuperacao junto do LQ deve

ser feita com maior frequéncia.?#»

3.9 Robustez

A robustez de um método define-se como uma medida da sua capacidade de nao ser afetado por
pequenas e deliberadas variacdes nos parametros do método (ex. fatores experimentais). Assim, um
método é considerado robusto quando se revela praticamente insensivel a pequenas variacdes que
possam ocorrer quando o mesmo esta a ser executado, permitindo conferir a confiabilidade dos

resultados obtidos com o método durante o seu uso em rotina.swo.20

Para avaliar a robustez normalmente ¢ utilizada uma ferramenta denominada teste de Youden. Através
deste teste é possivel ndo sé a identificacdo das varidveis que possam ter um efeito significativo no
desempenho analitico do método, como também a ordenacao da influéncia de cada um dos parametros

variaveis no resultado final.

O teste de Yowden baseia-se na realizacao de um determinado numero de ensaios com réplicas, sobre
uma amostra de composicdo conhecida realizados segundo um plano de controlo de fatores
experimentais (até um maximo de sete), suscetiveis de influenciarem o processo. Cada fator em estudo
¢ testado em dois niveis, um nivel é descrito pelo nimero 1, que representa o valor nominal do fator
(valor nominal) e outro por -1, que define o valor alternativo a testar. Assim, é estudado o efeito de cada

fator em avaliacéo, através da analise dos resultados experimentais.»©

O efeito de cada fator (R) é determinado segundo a equacao 37:
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_ X RE;(1)-Y RE;(-1)

R; S

Equacao 37

Em que, Z corresponde a metade do nimero de ensaios efetuados.

Posteriormente, sao ordenados os fatores de forma decrescente tendo em conta o valor obtido de Ri. Os
fatores cujos valores de Ri forem mais elevados séo aqueles que tém um efeito mais significativo no
método, e por isso, deverao ser controlados com mais rigor em rotina.'” Ainda assim, valores elevados
de Ri nao significam imperiosamente que o método nao é robusto, para tal, o efeito de cada fator deve

ser avaliado estatisticamente através de um teste t, recorrendo a equagao 38, abaixo representada.

ts

Acrit = Equacao 38

=l

Em que, t representa o teste ~Student para um nivel de confianca de 95 % e n-1 graus de liberdade, s

define o desvio padrdo e n o nimero de réplicas efetuadas.

Se algum dos valores de Ri for superior ao valor calculado de Acrit, entdo o efeito desse fator é

estatisticamente significativo.'

3.10 Incerteza de medicao

Diariamente, sao tomadas inumeras importantes decisées tendo por base os resultados da analise
guimica quantitativa. Sempre que as decisdes se baseiam em resultados analiticos, é importante ter
alguma indicacéo da qualidade dos mesmos, ou seja, da medida em que podem ser utilizados para os
fins em questao, isto porque os clientes tém o direito de esperar que os relatdrios dos resultados sejam

factualmente corretos, Uteis e abrangentes. 1

Assim, a avaliacdo da incerteza de medicao é essencial e imprescindivel, de forma a ser demonstravel a
credibilidade de um determinado laboratério e a adequacao do método analitico implementado ao fim
que se destina, e, portanto, um resultado de uma medicao nao tem significado se nao estiver associado
a uma incerteza. A incerteza de medicao define-se entdo como o parametro ndo negativo que caracteriza

a dispersao dos valores atribuidos a uma mensuranda. 24120123

A incerteza engloba diversas componentes e deve ser estimada de modo que seja aplicavel a todos os

tipos de medicao, independente do modo como as componentes sao agrupados e transferivel de forma
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a que a incerteza de um resultado possa ser usada para derivar a incerteza de resultados

dependentes. 12

Existem varias abordagens para determinar a incerteza da medicado, sendo que, idealmente, essas
diferentes metodologias devem conduzir a resultados idénticos. Deste modo, sédo utilizadas varias
metodologias para este efeito, tais como, a abordagem passo-a-passo e a metodologia baseada em dados
de validacao e/ou controlo de qualidade do método analitico recolhidos em ambiente intralaboratorial,

de acordo com a ISO 11352, 0410131

A determinacao da incerteza de medicédo, pela metodologia “passo a passo” compreende 3 grandes
etapas essenciais de forma a obter-se o valor mais correto possivel da incerteza. Inicialmente, é
necessario especificar a mensuranda, o procedimento de medicdo e o campo de aplicacéo, de seguida
identificar e quantificar todas as fontes de incerteza e por fim calcular as incertezas combinada e

expa ndida, 04129134

Apds a especificacdo da mensuranda, procede-se a identificacdo das fontes de incerteza a partir da
construcao de diagramas causa-efeito, cujo exemplo se encontra apresentado na Figura 11, de forma a

estabelecer as fontes de incerteza que devem ser tomadas em consideracao.

Temperatura
QOutros n3o explicitos na Voaizo _ .
expressdo de calculo \ Calibragao
\ ;
Calibracao
C stock
Temperatura Voipeta

Figura 11. Diagrama “espinha de peixe” para identificacdo das fontes de incerteza na preparacao de uma
solucéo por diluicao de uma solucao stock.

O procedimento para a estimativa da incerteza de um método encontra-se descrito no esquema seguinte

da norma ISO 11352 (Figura 12).
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Estimativa de Erros Aleatdrios Estimativa de Erros Sistematicos
componente da incerteza da reprodutibilidade componente da incerteza do métood e bias do laboratorio
intralaboratorial Uge [T

Estimar uge através do
Sim desvio padric Combinar os valores de bias | Sim
Exemplo: sp. da carta de e a incerteza do MRAC Werer

controks

Controlo estiveis
que cobrem todo
processo
analitico?

MRC adequados!

Estimar Whwaand 3 partir da A estimativa de erros
carta de controlo @ Uy, rangs 2 sistematicos Do, e 2 media | Sim
partir da carta de controle de das incertezas dos valores de

amplitudes referéncia ucrd formam e

Pelo menos
6 amosras
analizadas em EIL

Padres de Controlo
estiveis!

Pelo menos &
recuperagoes a
aMostras
diferences!

A estimativa de erros
sistematicos D & 2 média
das incerteras dos valores de
referéncia U formam ug

ESHMAr Upw,rangs 2 partir da
carta de controlo de
amplitudes & estimar Upw, be

k.

Estimativa aproximada da

Incerteza Padrio Combinada incerteza combinada udlizando o
ﬁ desvio padrao de
U= gug, tu, reprodutibilidade de uma

participacio em EIL
U = 55

- Drecresce a confianga da estimativa da incerteza do métodao

k.

Incerteza Expandida
U = ku,

Figura 12. Esquema representativo do procedimento para a estimativa da incerteza do método baseada em
dados de validacéo e/ou controlo de qualidade.™

Normalmente, a precisdo intermédia do método analitico (reprodutibilidade intralaboratorial) e a
veracidade/justeza do método e/ou laboratério (quantificada pelo bias) sdo determinadas
independentemente usando os dados de validacao e de controlo da qualidade.=131135 Assim, a incerteza
do método é expressa sob a forma de incerteza expandida, normalmente para um nivel de confianca de
95 %, definida mediante a conjugacdo de duas componentes, a componente aleatdria (precisao) e a

componente sistematica (bias). =

3.10.1 Incerteza associada aos erros aleatorios

A estimativa das variacOes aleatdrias (precisao) deve ser efetuada em condicdes similares as que sao
usadas nas andlises de rotina. E recomendavel que a incerteza associada aos erros aleatorios seja
avaliada em condicdes de precisao intermédia, em vez de condicdes de repetibilidade ou de
reprodutibilidade, pois assim consegue refletir eventuais variacoes do desempenho do método devido a
alteracoes de parametros experimentais, dependendo da rotina habitual do laboratorio, tais como, dias

diferentes, equipamentos diferentes ou diferentes analistas. w1210

42



A componente de incerteza de precisdo intermédia (ug,, ) € determinada mediante a analise de amostras

de controlo de qualidade idénticas as amostras a analisar que cobrem todo o processo analitico, através
do desvio padrao de amostras de controlo, obtido, por exemplo, a partir das cartas de controlo (Equacéo

39).

Ug Equacao 39

w = SRy

Em que, sg,, corresponde ao desvio padrao obtido experimentalmente de amostras de controlo. De

modo a que possa ser realizado o calculo de uma forma relativa, a componente de incerteza associada

a precisao é determinada pela equagao 4012132

Equacao 40

<
Rilw

Em que, s corresponde ao desvio padrao obtido experimentalmente de padrdes controlo, em condicdes
de precisado intermédia e X € a concentracao média dos padrdes de controlo obtida pelo laboratorio ao

longo do tempo.

A confianca da estimativa da incerteza é atingida a partir de dois niveis de concentracdo e no minimo
oito réplicas. Se o método analitico abranger uma ampla gama de concentracdo ou de matrizes, e a
componente de incerteza de precisao intermédia, Ug,,, Variar com a concentracao ou com a matriz, é
necessario analisar amostras de controlo de qualidade que compreendam diferentes matrizes e niveis

de concentracao.ziz-1a

3.10.2 Incerteza associada aos erros sistematicos
A avaliacdo da incerteza associada aos desvios (b/as) do laboratério/ método deve ser estimada com base
em duas componentes, o desvio (bias) relativamente a um valor nominal ou de referéncia certificado e a

incerteza do valor nominal ou de referéncia certificado.

Assim, de forma a estimar a incerteza associada aos erros sistematicos sdo utilizadas diferentes
metodologias, tais como, ensaios com materiais de referéncia certificados, a participacdo em ensaios

interlaboratoriais, e a partir de ensaios de recuperacao. o+
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Os ensaios com materiais de referéncia certificados permitem estimar a componente de incerteza
associada a justeza (bias) do método/laboratério, u;,. Quando é usado apenas um material de referéncia,
0s resultados das analises deste, sao tratados como a melhor estimativa disponivel para a determinacéo

da componente de incerteza associada aos erros sistematicos, de acordo com a equacgao 41.

— 2 Sb_ 2 5
U, = \/ b + (W) + Uc,,, Equacéo 41
Em que, b designa o bias (diferenca entre o valor medido e o valor de referéncia aceite), s;, refere-se ao
desvio padrao obtido experimentalmente da analise do MRC, n« define o niumero de ensaios realizados

com o0 MRC (minimo de seis) e Uc,,f designa a incerteza do MRC.

A incerteza do valor de referéncia do MRC consta no certificado do fornecedor. No entanto, pode
comportar a necessidade de converter a incerteza indicada numa incerteza padrao (Equagao 42), como
por exemplo, no caso da incerteza se encontrar expressa em incerteza expandida ou como intervalo de

confianca.

UCrer = “mre Equacao 42

Em que, Uy g designa a incerteza expandida do material de referéncia certificado, k refere-se ao fator
de expansao referido no certificado do MRC, e MRC é o valor da concentracdo constante no certificado

dO M RC_104,123,131,136

A avaliacao da incerteza associada aos erros sistematicos a partir de ensaios de recuperacao baseia-se
na conjugacao de duas componentes, a diferenca entre a recuperacdo observada e a recuperacao
completa (100 %) ou a diferenca entre a recuperacao observada e a recuperacao meédia (quando os
resultados do método séo corrigidos com base na recuperacao média) (Equacdo 43) e a incerteza da

concentracao de analito adicionado (Equacéo 44).

brms = ' Equacéo 43

Em que, b; se refere ao desvio relativamente a recuperacdo completa ou @ média (no ensaio i) e n,,

designa o numero de ensaios de recuperacao efetuados.
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Uggq = v Uy + Ugone? Equacéo 44

Em que, uy, define a incerteza associada ao volume adicionado e u.,,. designa a incerteza da

concentracao da solucao utilizada para a fortificacao.

Assim, a componente de incerteza associada ao bias do método e laboratorio, u,, através de ensaios de

recuperacao é dada por (Equacdo 45):

u, = J brms2 + Uggq° Equacdo 45

Em que, b,y designa valor quadratico médio (ou raiz quadrada média) dos desvios dos ensaios de

recuperacao e u, 44 define incerteza da concentracao de analito adicionada. 1231213

3.10.2.1 Incerteza combinada e expandida
Apos a estimativa de componentes individuais ou grupos de componentes de incerteza e a sua expressao

como incertezas padrao, a proxima etapa consiste em calcular a incerteza padrao combinada.'»

O célculo da incerteza padréao combinada (u.) baseia-se na Lei da Propagacao das Incertezas. Através
das componentes de incerteza-padrao estimadas a partir dos dados de validacao e/ou do controlo da
qualidade do ensaio, nomeadamente, a combinacao da componente da incerteza associada a precisao

(ug,,) € a componente associada ao bias (u,), permite o calculo da incerteza padréo combinada, de

U, = / Ug,, > + up? Equacao 46

Por fim a etapa final consiste em multiplicar a incerteza padrao combinada pelo fator de expansao

acordo com a equagdo 46.

escolhido, a fim de obter uma incerteza expandida (Equacéo 47). A incerteza expandida & necessaria
para fornecer um intervalo que se pode esperar que abranja uma larga fracao da distribuicdo de valores

que podem ser atribuidos a mensuranda.zee-13

U=kXu, Equacao 47
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Em que, k, representa o fator de expansdo, assumindo o valor de 2 para um nivel de confianca
aproximadamente 95 % e 3 para um nivel de confianca aproximadamente 99 %. Caso o numero de

determinacdes seja inferior a 6, deve ser usado como valor de k o parametro de t-student bilateral. 1213

3.11 Garantia de Controlo de Qualidade

Os erros sao parte integrante do trabalho em rotina e como tal é essencial por um lado minimizar
(Garantia da Qualidade — GQ) e, por outro, controlar a sua ocorréncia (Controlo da Qualidade - CQ) de
modo a otimizar a eficacia do Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ) adotado. Assim, apos a fase inicial
de estudo do equipamento e da técnica analitica, e aprovacdo do método de analise, os laboratérios
devem exercer um controlo da sua execucao, de modo a garantir que as condicdes de validade do método

se mantém. i1z

Este CQ deve ser planeado e implementado para permitir a monitorizacdo continua do desempenho
analitico em rotina, de modo a que seja possivel detetar tendéncias através da aplicacao de técnicas
estatisticas de analise de resultados. Tendo em conta estes aspetos, € necessario avaliar periodicamente
a exatidao (justeza e a precisao) dos resultados, recorrendo ao CQ tanto intralaboratorial (interno) como

Interlaboratorial (externo).wozou7z

3.11.1Controlo de qualidade interno
O controlo de qualidade interno (CQI) consiste nas acdes de CQ cuja implementacdo depende apenas
da vontade e meios do laboratorio, e ndo de um fator externo. Estas acdes visam a monitorizacao e

controlo da precisao e exatidao dos resultados produzidos pelo laboratorio.:z

A monitorizacao dos resultados obtidos num laboratério permite verificar se estes estao fora do intervalo
definido, e assim tomar medidas antes que os efeitos se tornem sérios. Os dados gerados sao
usualmente tratados estatisticamente através da elaboracao de cartas de controlo. As cartas de controlo
sdo muito utilizadas em condicdes de rotina e sempre que seja possivel deve-se repetir uma
determinacao de padrées de controlo ou de amostras de teores conhecidos, em cada sessao de trabalho

e por cada lote de amostra.1s

As cartas de controlo, introduzidas em 1931 por Walter A. Shewhart, permitem através de uma
representacao grafica obter enorme quantidade de informacdes, tais como, historico de desempenho,
avaliacao e validacao de calibracdes e feedback imediato sobre se 0 processo esta ou nao sob controlo

e/ou se ocorreu uma mudanca no valor médio., os1s-140
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A representacao grafica consiste no registo dos valores medidos pelo laboratorio em funcéo do tempo, o
que permite aferir visualmente as flutuacdes ou tendéncias nos resultados obtidos. Podem também ser
registados os resultados obtidos por repeticoes de amostras ou desvios entre replicados, entre outros

parametros, 1z

As cartas de controlo apresentam um sistema de alarme capaz de identificar resultados fora de controlo,
através da definicao dos limites de aviso e de controlo, pelo laboratorio. O grafico obtido é determinado
pelas caracteristicas estatisticas de variacdes aleatérias, definidas pela distribuicdo normal, isto porque
a teoria associada a estas cartas assume que a grande maioria dos parametros associados aos processos
industriais segue uma distribuicao normal. Esta representacao grafica possui um conjunto de cinco linhas
que irdo permitir ao operador monitorizar o processo: a linha central, LC, os limites de aviso superior e

inferior, LSA e LIA, e os limites de controlo superior e inferior, LSC e LIC, s

Atualmente existe uma extensa panoplia de tipos de cartas de controlo, destacando-se as cartas de
médias ou de individuos (Shewhart), as cartas de amplitudes ou de amplitudes moveis e as cartas de

somas cumulativas.x:

As cartas de controlo de médias ou individuos representam a variacao de um determinado parametro
(valor individual ou a média de valores) em funcao do tempo. As cartas de amplitudes representam a
diferenca ou a amplitude de valores observados entre varios ensaios repetidos do mesmo material ou de

materiais diferentes dentro de uma determinada gama de trabalho ao longo do tempo. 121314112

A elaboracéo das cartas de controlo mencionadas (Figura 13a, 13b) requer no minimo cerca de 20 a
25 observacdes do processo nas condicdes pré-estabelecidas, em termos de caraterizacao do processo,

periodicidade de analise e parametros a controlar.
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Figura 13. a) - Exemplo de carta de individuos. b) - Exemplo de carta de amplitudes.
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Na carta de individuos, a linha central corresponde ao valor atribuido a média das medicdes repetidas
obtidas, Xx. Os limites de aviso e controlo sao calculados de acordo com as equacdes 48 e 49, abaixo

representadas.

LA= x+2s Equacao 48

LC = x4+ 3s Equacao 49

Os valores destes limites sao calculados a partir da variacao intrinseca aos dados, que correspondem,

respetivamente, as probabilidades de 95 % e 99,7 %, a2

No caso das cartas de médias, a linha central é obtida da mesma forma que na carta de individuos, no

entanto, os limites de aviso e controlo sdo calculados a partir das equagoes 50 e 51.

LA

Il
x|
[+
N

Sl

Equacao 50

h
o
Il
=i
[+
w

Equacao 51

Nas cartas de amplitudes, a linha central designa o valor médio das amplitudes e os limites podem ser
determinados a partir de duplicados de uma amostra. O desvio padrdo de um resultado analitico, s, pode
ser estimado a partir de cartas de amplitudes, desde que a matriz da amostra seja igual a que foi utilizada

para estabelecer a carta de controlo (Equacao 52).1::

Equacao 52

S‘lkﬂ

Em que, R designa a média aritmética das amplitudes (diferenca entre dois valores num duplicado de
amostras), e d, representa uma constante dependente do n° de medicoes (n) feitas numa amostra,

normalmente, em duplicado.

As cartas de controlo de médias permitem o controlo da justeza e a detecao de desvios nos valores
obtidos, pois mostram o modo como os valores médios estao relacionados com o valor alvo, no entanto,
nao fornecem informacéao acerca da distribuicao dos resultados individuais. Ja as cartas de amplitudes
permitem o controlo da precisao, pois é avaliada a diferenca entre 0 maior e o menor valor de um

conjunto de analises.zs141-144
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4 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os equipamentos, reagentes e materiais utilizados, assim como os
procedimentos experimentais realizados para a determinacao dos catides sodio, amdénio, magnésio e
calcio por cromatografia iénica e na preparacdo das solucdes padrdo. O método implementado foi
utilizado na analise de amostras de aguas naturais e aguas de consumo. Foi utilizada agua ultra-pura
para a preparacao das solucdes padrdo obtida através de um sistema de purificacdo Milli-Q® 1Q 7000,
cujas caracteristicas se encontram apresentadas na Tabela 3, especificamente, a temperatura, a

condutividade e o carbono organico total (TOC).

Tabela 3. Carateristicas do sistema de purificacao Milli-Q® 1Q 7000.

Temperatura . TOC
. Condutividade (nS/cm)
(°C) (ppb)
25 0,055 1,8
4.1 Materiais

A Tabela 4 apresenta o material volumétrico e a respetiva incerteza associada. Todo o material

volumétrico de vidro utilizado foi de classe A.

Tabela 4. Material utilizado na realizacdo do procedimento experimental e respetivas incertezas.

Material Capacidade Incerteza

(mL) (mL)

100 +0,1

Baldes volumeétricos 50 + 0,06

2000 +0,6
0,1 +0,0080

Micropipetas 10 +0,01
5 + 0,005
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4.2 Reagentes

Nas Tabelas 5 e 6 encontram-se listados os reagentes utilizados, assim como as suas respetivas

caracteristicas. As frases de perigo e prudéncia dos mesmos encontram-se apresentados na Tabela Al.

O acido metanosulfénico (MSA) foi utilizado na preparacao da solucdo de eluente necessaria para a

separacao dos catides na coluna do cromatégrafo idnico.

Tabela 5. Reagentes utilizados para a preparacdo do eluente tendo em vista a realizacdo do procedimento
experimental.

Reagente Férmula Massa molecular C Pureza Marca
g Molecular (g/mol) (M) (%)
Acido metanosulfénico CH.SO.H 96.106 2 800 99.9 CPA chem

(MSA)

Foram utlizadas solucdes padrao de sédio, amonio, magnésio e calcio comerciais da Merck® e ainda
solucdes padrdo comerciais da marca Merck® mas de lotes diferentes para realizacdo de ensaios
independentes (Tabela 6).

Tabela 6. Solucdes padrdo comerciais da marca Merck® utilizadas durante a realizacao do procedimento
experimental.

Férmula Massa molecular ~ Densidade
Reagente Molecular (&/mol) (&/cm) Lote C + U (mg/L)

HC69804107» 1000 + 2

Solugzo Padrao Sodio NaNOs 84,995 1,013 HC73793707+ 1000 + 2
Solugéo Padrao Amoénio NH.CI 53,491 0,990 :83222221; 9;;%? j (())j

Solucao Padrao Magnésio Mg(NO:). 148,300 1,016 :ggé:g?g:; 3:1 i j
Solugao Padréo Calcio Ca(NO). 164,088 1,014 Fic67623278 110000+ 2,8

HC55587978" 996,8 + 2,4

a) Solucdo usada na curva de calibracdo; b) solucdo usada nos ensaios independentes.
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4.3 Preparacao de solucoes

4.3.1 Solucao eluente de MSA 28,0 mM (CH-SO:H)

Medir para um baldo volumétrico de 2 L, 20 mL de solucdo stock MSA de 2,8 M e diluir até a marca

com agua ultrapura.

4.3.2 Solucdes utilizadas para a curva de calibracéo

4.3.2.1 a) Preparacao da solucdo mae do padrao de sodio (100 mg/L) da curva de calibracdo
Medir para um balao volumétrico de 100 mL, 10 mL da solucdo stock padrao de sédio (1000 mg/L), e

perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.2.2 b) Preparacao da solucao mae do padrao de amonio (9,99 mg/L) da curva de
calibracao
Medir para um balao volumétrico de 100 mL, 1 mL da solucao stock padrao de aménio (999 mg/L) e

perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.2.3 c¢) Preparacdo da solucdo mae do padrao de magnésio (9,84 mg/L) da curva de
calibracao
Medir para um baldo volumétrico de 100 mL, 1 mL da solucéo stock padrdo de magnésio (984 mg/L),

e perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.2.4 d) Preparacao da solucdo mae do padrao de calcio (100 mg/L) da curva de calibracao
Medir para um balao volumétrico de 100 mL, 10 mL da solucéo stock padrao de calcio (1000 mg/L), e

perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.2.5 e) Preparacao dos padroes da curva de calibracao

Medir para baldes volumétricos de 100 mL, os volumes indicados na Tabela 7 das solucbes padrao
preparadas nas alineas a), b), c) e d) e perfazer o volume com agua ultrapura, de forma a obter as
concentracOes estipuladas, apresentadas na Tabela 8 com as respetivas incertezas expandidas. Nas
Figuras B1 e B2 encontra-se representado um exemplo de todo o processo efetuado para a determinacéo

da incerteza expandida dos padrdes da curva de calibracéo.
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Tabela 7. Volumes da solucao padrdo méae (V) para a preparacao dos padrdes da curva de calibracdo no
volume de 100 mL, para cada catido.

V.n Na- Ve NHe Ven Mg Vi Ca
(mL) (mL) (mL) (mL)
Padréo 1 2 0,25 2 1
Padrao 2 5 1 6 3
Padréo 3 10 2,5 10 5
Padrao 4 15 4 15 7
Padrzo 5 20 5 20 10

Tabela 8. Concentracdes das solucdes padrao utilizadas na preparacdo das solucdes padrdo da curva de
calibracao, para cada catiao.

C + U (mg/L) C+U(mg/L) C +U (mg/L) C+U(mg/L)
Na NH. Mg Ca>
Padréo 1 2,000 0,02498 0,1968 1,0000
Padrao 2 5,000 0,0999 0,5904 3,000
Padrao 3 10,000 0,2498 0,9840 5,000
Padréo 4 15,000 0,3996 1,476 7,000
Padrao 5 20,000 0,4995 1,968 10,000

4.3.3 Padroes independentes e padrdes de controlo da curva de calibracao

4.3.3.1 a) Preparacdo da solucdo mae dos padroes independentes de sodio (100 mg/L),
magnésio (9,84 mg/L) e calcio (49,8 mg/L)
Medir para um balao volumétrico de 100 mL, 10 mL da solucao stock padréo de sodio (1000 mg/L), 1

mL da solucdo stock padrao de magnésio (984 mg/L) e 5 mL da solucdo stock padrao de calcio (996,8
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mg/L) (a partir de solugcdes comerciais diferentes das utilizadas para preparar os padrdes na curva de

calibracdo) e perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.3.2 b) Preparacao da solucao mae do padrao independente de amdnio (10,1 mg/L)
Medir para um baldo volumétrico de 100 mL, 1 mL da solucédo stock padrdo de amonio (1001 mg/L) (a
partir de uma solucdo comercial diferente da utilizada para preparar os padrdes na curva de calibracéo)

e perfazer o volume com agua ultrapura.

4.3.3.3 c¢) Padrdes de controlo da curva de calibracao
Medir para um baldo volumétrico de 50 mL, os volumes indicados na Tabela 9 das solucdes padrao
preparadas nas alineas a) e b), e perfazer o volume com agua ultrapura, de forma a obter as

concentracdes estipuladas, apresentadas na Tabela 10.

Tabela 9. Volumes da solucdo padrao mae (V.-) para a preparacdo dos padrdes independentes de controlo da
curva de calibracdo em volume de 50 mL, para cada catiao.

Vin Na* Vi NHy Ve Mgz Vim Caz'
(mL) (mL) (mL) (mL)
Padréo 1 1 0,5 1 1
Padrso 3 5 1,25 5 5
Padrao 5 10 2,5 10 10

Tabela 10. Concentracdes das solucdes padrao independentes, para cada catido.

C Na C NH« C Mg C Ca»
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Padréo 1 2,000 0,0250 0,1968 0,9968
Padréo 3 10,000 0,2503 0,9840 4,984
Padrao 5 20,000 0,5005 1,968 9,968

Todas as solucdes padrdes dos catides foram preparadas diariamente.
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4.4 Condicoes experimentais

Os catides sodio, amonio, magnésio e calcio foram analisados em duas matrizes diferentes, aguas de
consumo humano e aguas naturais doces superficiais através da cromatografia idnica. A analise foi
efetuada no cromataégrafo idnico ICS1000, cujas especificacdes definidas encontram-se apresentadas na

Tabela 11. As instrucdes de funcionamento do equipamento estéo exibidas no Anexo C.

Tabela 11. Especificacdes das condicdes definidas e do material do cromatografo idnico ICS1000.

Cromatadgrafo ionico Dionex™ ICS1000

Amostrador automatico Dionex™ AS40

Pré-coluna: Dionex lonPac™ CG16 RFIC™, 5 x 50 mm, P/N 057574

Colunas
Coluna analitica: Dionex lonPac™ CS16 RFIC™, 5 x 250 mm, P/N 079805
Temperatura da coluna 40°C
Eluente 28 mM de MSA (CHSO:H)
Loop 25 uL
Fluxo 1,0 mL/min
Temperatura 25°C
Detetor Supressor de condutividade: Dionex CDRS® 600 RFIC™ (4 mm)
Intensidade de Corrente 82 mA
Presséao do sistema 1004 psi
Condutividade de fundo 0,51 pS
Tempo de anélise 36 min
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4.5 Procedimento experimental

4.5.1 Curva de calibracao

Construir a curva de calibracdo a partir da preparacao das solucdes padrao indicadas nas Tabelas 7 e
8. Medir cada uma das solucdes padrao de concentracéo preparadas no ponto 4.3.2.5 alinea e) através
da transferéncia das solucdes para os vials proprios (= 5 mL) colocados no amostrador automatico AS40,

conectado ao cromatografo idnico, nas condicdes apresentadas na Tabela 11.

4.5.2 Amostras

A semelhanca das solucées padrao da curva de calibracdo, as amostras sdo transferidas para os vials
proprios (= 5 mL) colocados no amostrador automatico AS40, conectado ao cromatdgrafo iénico e estas

sd0 analisadas em duplicado, nas condicdes apresentadas na Tabela 11.

4.5.3 Ensaios de recuperacao

Nos ensaios de recuperacéo dos catides sodio, magnésio e calcio, é adicionado 1 mL da solucao
preparada em 4.3.3.1 alinea a), num balao volumétrico de 50 mL perfazendo o volume com a amostra
de modo a obter nos ensaios de recuperacao dos catides sédio, magnésio e calcio uma fortificacéo de
2,0,2 e 1 mg/L, respetivamente. No caso dos ensaios de recuperacdo do catidao amonio, é adicionado
1,25 mL da solucdo preparada em 4.3.3.2 alinea b), num baldo volumétrico de 50 mL, perfazendo o

volume com a amostra a analisar. A concentracéo da fortificacdo é de 0,25 mg/L.

4.5.4 Teste de robustez

0O teste de robustez foi efetuado através da preparacao da solucdo padrao 3 representada na Tabela 10,
posteriormente, foi transferida para os vials préprios, para o cromatografo idnico. As condicdes do
equipamento (Temperatura da coluna, Concentracdo de eluente e Fluxo da fase movel) foram alteradas

de forma a construir-se uma matriz de teste de Youden com trés fatores.

4.6 Colheita e transporte de amostras

As amostras foram colhidas em frascos de plastico de 1000 mL (para amostras particuladas) e frascos
de plastico de 150 mL (para amostras n&o particuladas). Os frascos foram enxaguados com a amostra

e completamente cheios, minimizando a agitacédo da amostra durante o seu transporte.

Posteriormente, as amostras foram transportadas para o Laboratdrio e, procedeu-se a filtracdo de 150

mL de amostra com um filtro de 0,45 pm de porosidade, no caso, de as amostras conterem particulas.
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No caso de nado se analisar imediatamente as amostras contendo os catides sodio, magnésio e calcio,
estas devem ser acidificadas a 1 < pH < 2 através da utilizacdo de acido nitrico na proporcdo 1:100 (5
mL HNOs/500 mL de amostra). No caso das amostras contendo aménio estas devem ser acidificadas a
pH < 2 através da utilizacado de acido sulfurico na proporcdo 1:250 (1 mL H.S0./250 mL de amostra)

ou refrigerar a temperatura de 3 + 2 °C.

4.7 Anadlise e Apresentacao de resultados

Os cromatogramas foram adquiridos com recurso ao software Chromeleon que fornece os dados em
termos de area de pico (us min) e de concentracao (mg/L), posteriormente foram tratados recorrendo

as funcdes presentes no Excel.

Todas as réplicas foram submetidas ao teste de Grubbstendo em vista a detecdo de valores discrepantes

e a respetiva analise da necessidade de rejeicdo de valores entre réplicas (Equagao 53).

Xs—X
G = % Equacdo 53

Em que, x, representa o valor suspeito, s 0 desvio padrdo e X a média dos resultados obtidos. Se o G
calculado for inferior ao valor de G tabelado, o valor suspeito ndo deve ser rejeitado, no entanto se 0 G

calculado for maior ou igual ao valor de G tabelado o valor suspeito deve ser rejeitado.*

Este teste pressupde que os valores seguem uma distribuicdo normal e que, portanto, réplicas que se
encontrem fora dos limites impostos pelo desvio padrdo, devam ser rejeitadas. No caso dos valores das
areas dos picos cromatograficos obtidos para a construcdo de curvas de calibracao, sao rejeitados todos

os valores que cumpram o critério |y; — 3| > 285, /.

Os testes estatisticos efetuados bem como a apresentacdo das incertezas associadas aos parametros da

reta de calibracao foram realizados com um nivel de confianca de 95 %.

Os resultados obtidos em termos de concentracao relativos aos padrdes da curva de calibracao, bem
como os padroes independentes sao apresentados com a respetiva incerteza expandida e com 2
algarismos significativos, como exemplificado nas Figuras B1 e B2 para a solucdo padrdo de amonio de

0,50 mg/L.
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lIl - Apresentacao e Discussao de Resultados
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5 Validacao do método de determinacao de catides por cromatografia ionica

A determinacao de catides (sddio, amoénio, magnésio e calcio) por cromatografia idnica teve por base o
método descrito na norma ASTM D6919 - 17: Standard Test Method for Determination of Dissolved
Alkali and Alkaline Earth Cations and Ammonium in Water and Wastewater by lon Chromatography.*
Assim, neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, assim como as metodologias

implementadas para a validacao deste método analitico interno.*

De forma a implementar e subsequentemente validar o desempenho do método, procedeu-se a
caracterizacdo dos parametros analiticos, especificamente, a gama de trabalho, linearidade,
sensibilidade, seletividade, limiares analiticos, repetibilidade e precisao intermédia, justeza, robustez e
incerteza de medicao, recorrendo, como referéncia, aos guias da Relacre n° 3, Validacdo de Resultados
em Laboratérios Quimicos, e n° 13, Validacdo de Métodos Internos de Ensaios em Analise Quimicai e
ainda a norma I1SO 11352 Water quality - Estimation of measurement uncertainty based on validation
and quality control data.** Consumado o processo de validacdo do método interno, foi implementado o

procedimento do controlo da qualidade do mesmo, utilizando como ferramentas as cartas de controlo.

A implementacdo do método para a determinacdo dos catides acima referidos foi efetuada em
simultaneo, dado que os sinais obtidos referentes aos ides analisados surgem em tempos de retencéo

suficientemente diferentes para que ndo ocorra interferéncias na analise.

o DTN 88 rtinad £ i

T

min

Figura 14. Cromatograma de uma solucédo padrdo mista de Na- — 20,000 mg/L; NH+ — 0,4995 mg/L; Mg» -
1,968 mg/L; Ca» - 10,000 mg/L nas condicdes experimentais indicadas na seccao Material e métodos.
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A Figura 14 representa um exemplo tipico dos picos observados num cromatograma de uma solucao
padrdo mista contendo os quatro catides a analisar, por ordem crescente do tempo retencéo: sédio,
amanio, magnésio e calcio. A partir do cromatograma representado na Figura 14 foi possivel obter os
valores das areas dos picos, bem como dos tempos de retencao obtidos para cada um dos catides,

representados na Tabela 12.

Tabela 12. Dados obtidos a partir do cromatograma de uma solucdo padrdo mista.

Concentragao Area Tempo de retencéo
(mg/L) (1S min) (min)
Na’ 20,000 6,33 7,55
NH, 0,4995 0,166 9,33
Mg2+ 1,968 1,01 18,69
Ca 10,000 3,26 25,59

5.1 Curva de Calibracao

Com o tracar da curva de calibracdo deu-se inicio ao processo de validacdo do método, para tal,
procedeu-se a representacdo das areas dos picos obtidos em funcdo da concentracdo de 5 solucdes
padrao pertencentes a gama de concentracdes definida, exibidas na Tabela 13 com a respetiva incerteza

expandida.

Aincerteza expandida foi determinada recorrendo a metodologia passo-a-passo, como exemplificado para

0 padrao de maior concentracao para o iao amdnio nas Figuras B1 e B2.

Tabela 13. Valores de concentracédo e area de pico utilizados para a construcdo da curva de calibracéo, para
cada catiao.

Na: NH. Mg Ca>

cC+U Area c+U Area C+U Area C+U Area

(meg/L) (1S min) (mg/L) (1S min) (mg/L) (uS min)  (mg/L) (1S min)
2,000 +0,010 0,674 0,02498 + 0,00069 0,0114 10,1968 + 00,0021 0,106 10000 +0,0089 0,444
5,000 + 0,016 1,604 0,0999 + 0,0012 0,0379 0,5904 +0,0058 0,298 3000 + 0,013 1,115
10,000 £ 0,030 3,225 2498 + 0,0022 0,0875 0,9840+0,0097 0,499 5000 + 0,019 1,713
15,000 + 0,044 4,838 (3996 + 0,0034 0,138 1,476 + 0,014 0,757 7,000+0,026 2,264
20,000 0,058 6,327 ,4995 + 0,0043 0,166 1,968 + 0,020 1,013 10,000+ 0,036 3.225
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A Figura 15 retrata as curvas de calibracao obtidas, utilizando um modelo linear, para os catides sodio

(Figura 15A), amonio (Figura 15B), magnésio (Figura 15C) e calcio (Figura 15D), respetivamente.
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Figura 15. Representacéo grafica da reta de calibracdo das areas dos picos em funcéo da concentracao das

solucdes padrao de: A) Na; B) NH.-; C) Mgze D) Caz.

As curvas de calibracdo exibidas na Figura 11 apresentam as equacdes da reta representadas na Tabela

14 e ainda o coeficiente de correlacéo, r.

De acordo com a Tabela 14, é possivel aferir o elevado ajuste observado em todas as curvas de

calibracao, isto porque, segundo o Guia Relacre 13, é considerado satisfatorio sempre que r > 0,995,

0 gque acontece para as retas de calibracao de todos os catides.
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Tabela 14. Dados obtidos a partir dos cromatogramas de solucdo padrao mistas que originaram as representacoes
graficas da Figura 11.

Equacdo da reta r
Na y = 0,3174x + 0,0274 0,9999
NH, y = 0,3324x + 0,0028 0,9995
Mg y =0,5133x - 0,0008 0,99994
Ca y = 0,3152x + 0,0943 0,999

A partir do tracado das curvas de calibracdo foi também possivel estimar os valores das incertezas
associadas ao declive e a ordenada na origem, bem como os valores do desvio padrédo e coeficiente de
variacdo do método, exibidos, para cada catido, na Tabela 15.

Tabela 15. Intervalos de confianca da ordenada na origem (tS.) e do declive (tS:) da curva de calibracéo, para 95

% de probabilidade, assim como os valores obtidos do desvio padrdo do método (S-) e coeficiente de variacdo do
método (CV.), para cada catido.

a=+tsS. b +1tS. Sn CVa

(uS min) (uS min L mg?) (mg/L) (%)

Na’ 0,0274 +0,0017 0,3174 + 0,0063 0,13 1,5
NH; 0,0028 + 0,0037 0,332 +0,015 0,0074 35
Mg2+ -0,0008 + 0,0021 0,5051 + 0,0077 0,0091 11
Ca 0,0943 + 0,0061 0,315+ 0,023 0,22 51

Da analise da Tabela 15, verifica-se que a incerteza relativa associada ao declive é baixa (inferior a 7 %)
e ainda que no caso do iAo amonio e magnésio, a origem esta contida no intervalo de confianca da

ordenada na origem.

No caso da reta de calibracao relativa ao iao sodio e calcio verifica-se que a incerteza associada a
ordenada na origem nao engloba o ponto (0,0). No entanto, a ordenada na origem destas duas retas de
calibracao apresenta um valor relativamente baixo. Este facto foi observado em todas as retas de

calibracao tracadas para estes dois ides.
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O desvio padrao do método assim como o coeficiente de variacdo do método permitem verificar a
qualidade do trabalho, nomeadamente o CVa que se encontra abaixo dos 10 % definidos pelo laboratorio,
0 que demonstra a baixa dispersdo dos resultados obtidos. Assim, através dos dados obtidos, é possivel
a detecdo de flutuacdes nas calibracdes instrumentais e analiticas, na resposta dos equipamentos,

desvios na preparacao de padrdes, e/ou deterioracao de reagentes.

5.2 Gama de Trabalho

O processo de validacao tem como uma das etapas iniciais a definicdo da gama de concentracdes em
que os analitos possam ser determinados de forma rigorosa e de acordo com o objetivo do ensaio, para
gue se obtenha 0 modelo de melhor ajuste exigido (linear ou quadratico), da resposta do equipamento

em funcéo da concentracao, através da curva de calibracéo.

Assim sendo, foi efetuado o estudo da homogeneidade das variancias através da analise de dez réplicas
independentes do padrao de concentracdo mais baixa e dez solucdes independentes do padrao de
concentracdo mais elevada da gama de trabalho, de forma a avaliar a existéncia de diferencas
significativas entre eles, uma vez que as variancias associadas aos padrdes nas extremidades da curva
de calibracdo sdo suscetiveis de ser diferentes. Na Tabela D1, encontram-se apresentados os dados
obtidos das areas dos picos, para a avaliacao da gama de trabalho dos catiées sodio, amoénio, magnésio

e calcio, nao tendo sido rejeitada nenhuma réplica segundo o teste de Grubbs.

A partir dos dados obtidos na Tabela D1 calculou-se o valor de PG recorrendo as equagdes 12 e 13 de
modo a ser possivel efetuar o estudo da homogeneidade de variancias pelo teste de Fisher-Snedecor
(Tabela 16), com base na norma ISO 8466-1 .1

Tabela 16. Valores obtidos das variancias das areas dos picos para cada solucdo padrao dos catides analisados,
para o estudo do ajuste da gama de trabalho, através da aplicacao do teste de homogeneidade de variancias.

Catido C (mg/L) s? (uS min)? PG
2,000 0,0010
Na’ 0,192
20,000 0,00019
0,02498 0,0000029
NH, 1,405
0,4995 0,0000041
0,1968 0,0000048
Mg" 2,097
1,968 0,000010
1,0000 0,0077
Ca” 0,952
10,000 0,0074
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Da analise da Tabela 16, é possivel verificar que todos os valores de PG sao inferiores ao valor de F
tabelado da distribuicao de Fisher-Snedecor (3,179), para n-1 graus de liberdade, o que permite concluir
que as diferencas encontradas entre as variancias relativas as solucdes padrdo mais baixa e mais alta

nao sao significativas e, portanto, a gama de trabalho encontra-se ajustada para todos os catides.

5.3 Linearidade

A linearidade assume uma relevancia sustentada apds o tracado da curva de calibracao, pois permite a
verificacdo da capacidade do método fornecer resultados proporcionais as concentracdes do analito. De
facto, como ja foi referido, os elevados coeficientes de correlacdo indicam que os valores experimentais
se ajustam a um modelo linear. Para corroborar esta afirmacéo, pode recorrer-se ao Teste de Mande/
que faz a comparacao entre o ajuste dos valores experimentais tendo em consideracdo uma regressao

linear e uma funcao quadratica.'e

Na Tabela 17 encontram-se os parametros utilizados para a aplicacdo do Teste de Mande/, calculados a

partir da equagao 5, equacdo 14, equacéo 15 e equacéo 16.

Tabela 17. Valores obtidos e utilizados na aplicacdo do Teste de Mandel, para cada catido, com o intuito de
confirmar a linearidade.

Sy/x Sﬂ DSZ PG

(1S min)? (1S min) (1S min):
Na 0,040 0,032 0,0032 3,13
NH; 0,0043 0,0039 0,000027 1,81
Mg" 0,0047 0,0034 0,000052 4,42
Ca 0,0697 0,0626 0,0077 1,96

Tendo em conta os parametros obtidos apresentados na Tabela 17, é possivel concluir que a funcao de
calibracdo de melhor ajuste é a linear e que, portanto, a funcao polinomial ndo produz um melhor ajuste
dos pontos experimentais, uma vez que os valores de teste PG sao inferiores ao valor de F tabelado da

distribuicao de Fisher-Snedecor (17,44).
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5.4 Sensibilidade

Como o método de determinacéo segue um modelo linear, a sensibilidade permanece constante ao longo
de toda a gama de trabalho, podendo ser determinada através da primeira derivada da curva de
calibracdo - o declive, b. A partir da sensibilidade & possivel verificar se pequenas variacdes na

concentracao dos analitos produzem grandes variacdes na resposta instrumental obtida.

Para isso foi avaliada a estabilidade da curva de calibracdo durante 12 dias, de forma a aferir a evolucao

desta grandeza ao longo do tempo.

Assim, a Tabela E1, apresenta os valores dos declives de 12 retas de calibracao para cada catido, sendo
que nenhum valor foi rejeitado através do teste de Grubbs. Através dos valores obtidos, foi possivel a
determinacdo da média, do desvio padrao e do coeficiente de variacdo de forma a aferir a sensibilidade

do método para cada um dos catides (Tabela 18).

Tabela 18. Valores obtidos da média, desvio padrao e coeficiente de variacdo, tendo em vista a avaliacao da
sensibilidade do método.

Na NH; Mg’ Ca
b (S min L mg}) 0,3083 0,349 0,530 0,313
s (uS min L mg) 0,0091 0,019 0,021 0,020
CV (%) 3,0 5,5 39 6,4

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 18, verifica-se a baixa dispersao dos valores
de sensibilidade obtidos, destacado pelo reduzido valor do desvio padrao (s) e, sobretudo, os coeficientes
de variacdo (CV) que se encontram, para todos os catides, abaixo do critério especificado pelo laboratorio

para este parametro de 10 %.

5.5 Seletividade

0 estudo da seletividade permitiu avaliar o efeito da matriz nos resultados obtidos, pela possivel presenca
de componentes que afetassem o sinal instrumental obtido. Para isso, a seletividade foi avaliada
recorrendo a ensaios de recuperacdo, em que se adicionaram quantidades conhecidas de analito
(amostra fortificada), efetuados em amostras reais que abrangeram toda a gama de trabalho, em
duplicado, com matrizes diferentes, ao longo do tempo, de forma a ser o mais representativo possivel da

rotina em laboratério.
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Na Tabela F1, encontram-se os resultados obtidos a partir de dez ensaios de recuperacdo independentes
efetuados em amostras reais, para duas matrizes diferentes (dguas de consumo humano e aguas

naturais doces superficiais).

A partir dos dados obtidos na Tabela F1 procedeu-se ao célculo dos valores de recuperacéo média, assim
como do desvio padrao dos ensaios de recuperacao efetuados para ambas as matrizes, para cada catido,

apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Taxa de recuperacdo média obtida em dez ensaios de recuperacdo, em duas matrizes diferentes,
assim como o desvio padrao obtido para os ensaios de recuperacao, pelo laboratério.

2+ 2+

Na NH Mg Ca

4

Matriz R(% s R(®% s® R® s% R®% s®

Agua de consumo

102,6 3,8 100,8 5,9 101,8 4.6 99,1 7,2
humano

Agua natural doce

. 99,9 6,9 100,4 4,7 100,8 5,6 99,0 6,1
superficial

Com base na analise dos resultados exibidos na Tabela 19, é possivel observar que as taxas de
recuperacao média obtidas, para todos os catides, estao compreendidas dentro do intervalo de aceitacao
definido pelo laboratdrio (90-110 %), além disso, todos os desvios padrdo obtidos encontram-se abaixo

dos 10 % estando, portanto, dentro dos critérios definidos pelo laboratdrio.

Assim, dado que as taxas de recuperacado se encontram dentro do intervalo de aceitacao e proximas de
100 % é possivel concluir que o método é seletivo nas matrizes estudadas, isto ¢, tanto para aguas de
consumo humano como para aguas naturais superficiais doces, permitindo a determinacao seletiva dos

catides em estudo.

5.6 Limiares analiticos
Depois de confirmada a linearidade e seletividade do método de determinacao dos catides, sucedeu-se
a determinacao dos limiares analiticos, permitindo avaliar as concentracdes mais baixas dos catides

exequiveis de serem detetadas (LD) e quantificadas (LQ).

Assim, de forma a determinar os limiares analiticos do método, procedeu-se a analise de dez brancos
fortificados, com as concentracdes do padrao de menor de concentracdo da curva de calibracéo, para

cada catiao (Na*: 2,000 mg/L; NH«: 0,02498 mg/L; Mgz: 0,1968 mg/L; Caz: 1,0000 mg/L).
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A Tabela G1 apresenta os dados de concentracdo obtidos da andlise de dez réplicas de brancos
fortificados, em condicdes de repetibilidade, sendo que nenhum valor foi rejeitado pelo teste de Grubbs.
Através dos resultados obtidos na Tabela G1 foi possivel a determinacdo da média, do desvio padrao (s),

e do desvio padrao corrigido (s'0), apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Parametros determinados através da andlise de dez réplicas de brancos fortificados, nomeadamente,
a média, o desvio padrao e o desvio padrao corrigido obtidos.

Na- NH Mg+ Ca>

C (mg/L) 1,97 0,032 0,200 1,01
s (mg/L) 0,053 0,0030 0,0039 0,044
s'o (mg/L) 0,037 0,0021 0,0028 0,031

A partir da analise da Tabela 20 relativa aos dez ensaios independentes dos brancos fortificados,
calcularam-se os limiares analiticos acima referidos, segundo as equagdes 20 e 21, respetivamente,

representados na Tabela 21.

Tabela 21. Limiares analiticos do método de determinacéo dos catides em estudo.

Na NH, Mg Ca”
LD (mg/L) 0,11 0,0063 0,0083 0,094
LQ (mg/L) 0,37 0,021 0,028 0,31

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, é possivel afirmar que o método de
determinacao de catides é capaz de detetar os ides sédio, amonio, magnésio e calcio a concentracdes
bastante reduzidas, 0,11, 0,0063, 0,0083 e 0,094 mg/L, respetivamente, sendo capaz de quantificar

estes mesmos catides, a partir de valores superiores a 0,37, 0,021, 0,028 e 0,31 mg/L, respetivamente.

Estes valores alcancados sao considerados adequados tendo em conta a legislacdo que o Decreto-Lei
n°. 152/2017% e o Decreto-Lei n°. 236/98 determinam para aguas de consumo humano e aguas
naturais doces, respetivamente, uma vez que o limite de detecédo obtido nao excede a percentagem do

valor parameétrico requerida, assim como do valor maximo recomendado, para todos os catides.
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No entanto, o valor do padrdo mais baixo escolhido para a curva de calibracao foi ajustado, uma vez que
nao sé cumpria os requisitos especificados na legislacdo acima mencionada, como também permitia
minimizar a incerteza na preparacao dos padrdes, através da retirada de um volume da solucao stock
mais consideravel. Para além disso, 0 equipamento ndo apresenta a devida capacidade para obter

resultados devidamente fidedignos em limites tdo baixos como os representados na Tabela 21.

Como tal, foi implementado o procedimento alternativo que permite a confirmacéo, por parte dos
laboratdrios, da solucdo padrao de concentracdo mais baixa da curva de calibracdo (Na- - 2,000 mg/L;
NH: - 0,02498 mg/L; Mgz - 0,1968 mg/L; Caz — 1,0000 mg/L), como limiar analitico de quantificacao.
Assim, procedeu-se a avaliacao dos resultados obtidos da analise de vinte réplicas independentes da

solucao de concentracdo mais baixa, para cada catido (Tabela G2).

Mediante os resultados obtidos, procedeu-se a determinacao da média, do desvio padrao, do coeficiente
de variacao (CV) e do erro relativo (Er), apresentados na Tabela 22, tendo em vista a confirmacao do LQ
do método.

Tabela 22. Parametros determinados através da analise de vinte réplicas independentes do padrao de menor

concentracdo da curva de calibracdo, nomeadamente, a média, o desvio padrao, o coeficiente de variacao e o
erro relativo.

Na* NH« Mg Ca»

C (mg/L) 1,962 0,0241 0,2066 1,014

s (mg/L) 0,042 0,0019 0,0048 0,045
CV (%) 2,1 7,9 2,3 4,5

Er (%) 0,019 0,036 0,033 0,014

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 22, verifica-se o cumprimento do critério
especificado pelo laboratdrio, pois tanto o erro relativo (Er), como o coeficiente de variacao (CV) obtidos,
encontram-se abaixo do critério estabelecido de 10 %, em condicdes de precisao intermédia, para cada
catiao. Assim, pode concluir-se que o padrao de concentracdo mais baixa utilizado para o tracado da
curva de calibracao, para cada catidao, € o limite de quantificacdo exequivel para o método de

determinacao de catides.
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5.7 Precisao
A precisao foi avaliada sob duas condicdes especificas: a repetibilidade e a precisao intermédia de forma
a aferir o grau de concordancia entre os valores obtidos. A avaliacao da precisdo em condicdes de

reprodutibilidade nao foi realizada pois envolve a realizacdo de ensaios em laboratorios diferentes.

5.7.1 Repetibilidade

A avaliacao da precisdo em condicdes de repetibilidade foi efetuada, para cada catido, através da analise,
no mesmo dia de dez solucoes independentes dos padrées de menor e maior concentracao da reta de
calibracdo, que correspondem respetivamente, ao limite de quantificacdo e ao limite de aplicabilidade.
Os resultados obtidos para cada catido, com o intuito de avaliar a repetibilidade do método encontram-

se exibidos na Tabela H1.

A partir dos resultados obtidos apresentados na Tabela H1 foi possivel o célculo dos parametros que
definem a repetibilidade do método, tais como, o limite de repetibilidade (r), o desvio padrao (s), o

coeficiente de variacao (CV) e o erro relativo (Er), exibidos na Tabela 23, para cada catiao.

Tabela 23. Resultados obtidos dos parametros de avaliacdo da precisdo, em condicdes de repetibilidade.

Na NH, Mg~ Ca
Padrao
(mg/L) 2,000 20,000 0,02498 0,4995 0,1968 1,968 1,0000 10,000
¢ 2,110 20,073 0,0235 0,4996 0,1998 1,9940 0,998 10,03

(mg/L)

s (mg/L) 0,098 0,048 0,0018 0,0055 0,0045 0,0062 0,065 0,18

r (mg/L) 0,28 0,13 0,0051 0,015 0,013 0,017 0,18 0,51
CV (%) 47 0,24 7,8 1,1 2,3 0,31 6,5 1,8

Er (%) 0,055 0,0036 -0,059 -0,00081 -0,0010 -0,0030 -0,0017 0,0028

De acordo com a analise dos resultados obtidos na Tabela 23, verifica-se que o método apresenta, para
todos os catides, um erro relativo e um coeficiente de variacdo bastante reduzidos nos padroes
analisados, cumprindo de forma satisfatoria com o critério especificado pelo laboratério de 10 %.
Ademais, conclui-se que o coeficiente de variacao da precisao em concentracdes menores & superior a

observada nas concentracoes superiores, estando de acordo com o previsto.

No que diz respeito ao limite de repetibilidade, este indica o valor limite, com uma probabilidade de 95

%, abaixo do qual se deve situar a diferenca entre dois resultados obtidos, em condicoes de repetibilidade,
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em ensaios independentes. Assim, em medicOes efetuadas no mesmo dia, a diferenca entre dois
duplicados devera ser inferior a 0,28 e 0,13 mg/L para os padrdes de 2,000 e 20,000 mg/L de iado
sdédio. No caso do ido amonio, os duplicados dos padrdes 0,02498 e 0,4995 mg/L ndo deverdo
apresentar diferencas superiores a 0,0051 e 0,015 mg/L, respetivamente. Em duplicados relativos ao
ido magnésio de concentracdo 0,1968 e 1,968 mg/L a diferenca devera ser inferior a 0,013 e 0,017
mg/L, respetivamente. Por fim, num curto espaco de tempo, a diferenca entre duplicados do padrao
mais diluido e mais concentrado do ido calcio de 1,0000 e 10,000 mg/L tera que ser inferior a 0,18 e

0,51 mg/L, respetivamente.

5.7.2 Precisao Intermédia

A avaliacdo da precisao em condicdes de precisdo intermédia foi efetuada através da analise de dez
solucdes independentes, em dias diferentes, para 3 niveis de concentracao dispares, correspondentes
ao padrao no limite de quantificacao, ao da padrao que se situa no centro e ao padrao mais alto da curva
de calibracéo, para cada um dos catides de interesse. As Tabela I1, 12 e 13, apresentam os dados obtidos
para a determinacao da precisao intermédia de trés conjuntos de dez analises independentes, para cada

um dos trés niveis de concentracédo da curva de calibracao, para cada catido.

A partir dos resultados obtidos em termos de concentracao, ao longo do tempo, procedeu-se ao calculo
da média, do desvio padrao (s), do limite de repetibilidade (r), do coeficiente de variacdo (CV) e do erro
relativo (Er), exibidos na Tabela 24, para o catido sédio, com o intuito de avaliar o desempenho do método
em termos de precisdo, em condicdes de precisao intermédia.

Tabela 24. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, para trés niveis de

concentracao, ao longo do tempo, tendo em vista a determinacao da precisao intermédia do método para o
catido sadio.

Na’
2,000 10,000 20,000

12/04 28/04 12/04 12/04 28/04 27/05 12/04  28/04  27/05

c 1,978 1,975 2,048 9,98 9,888 10,023 | 19,831 19,712 19,788
(mg/L)

S 0,039 0,049 0,038 0,11 0,076 0,084 0,20 0,12 0,044
(mg/L)
r

0,11 0,14 0,11 0,32 0,21 0,24 0,55 0,34 0,12
(mg/L)

CV (%) 1,9 25 1,9 1,1 0,76 0,84 1,0 0,6 0,2

Er (%) 0,011  -0,012 0,024 | -0,0019 0,011  0,0023 | -0,0085 -0,014 -0,011
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Através da analise da Tabela 24, é possivel aferir o cumprimento de forma satisfatéria do critério
especificado pelo laboratério para a precisao, pois os valores obtidos de coeficiente de variacdo e erro
relativo encontram-se abaixo dos 10 % requeridos, para todos os niveis de concentracado avaliados.
Ademais verifica-se uma diminuicdo dos valores do coeficiente de variacdo em funcdo do aumento de

concentracao, o que seria de esperar.

A semelhanca do processo efetuado para o catido sodio, procedeu-se ao calculo dos pardmetros
representados na Tabela 25, que permitem a avaliacdo do desempenho do método em termos de
precisao, em condicoes de precisao intermédia, para o catiao amonio.

Tabela 25. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, para cada nivel de

concentracao, ao longo do tempo, para a determinacao da precisao intermédia do método para o catiao
amonio.

NH.
0,02498 0,2498 0,4995
12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05
(mgu 0,0256 0,0243 0,0277 | 0,2513 0,2522 0,2602 | 0,4882 0,5045 0,4959
(m;u 0,0021 0,0021 0,0018 | 0,0096 0,0059 0,0099 | 0,0069 0,0073 0,0058
' 0,0058 0,0058 0,0051 | 0,027 0,017 0,028 | 0,019 0,020 0,016
(mg/L)
CV (%) 8,0 8,5 6,6 3,8 2,4 3,8 1,4 1,4 1,2
Er (%) 0,026 -0030 0,11 | 0,0063 0,0087 0,041 | -0,024 0,0090 -0,0082

A partir da analise da Tabela 25, verifica-se novamente que os valores obtidos de coeficiente de variacédo
e erro relativo encontram-se abaixo dos 10 % requeridos, cumprindo com o critério estabelecido pelo
laboratério, para cada um dos niveis de concentracdo. Além disto, verifica-se a tendéncia esperada de

diminuicao da variacdo em funcao do aumento de concentracao.

A Tabela 26 demonstra os parametros determinados para a determinacao da precisdo do método em

condicdes de precisao intermédia, para o catido magnésio.

Mediante a analise da Tabela 26 ¢é possivel apurar novamente o cumprimento dos valores de coeficiente
de variacado e erro relativo face ao especificado pelo laboratorio, assim como a tendéncia decrescente

dos valores de CV em funcao do aumento da concentracao.
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Tabela 26. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, para trés niveis de
concentracdo, ao longo do tempo, para a determinacdo da precisao intermédia do método para o catido
magneésio.

2+

Mg
0,1968 0,9840 1,968
12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05
(m(g:/u 0,2017  0,2000  0,1965 1,000 1,019 09929 | 2,019 1,988 1,996
(m;u 0,0051  0,0052  0,0038 | 0,029 0,030  0,0091 0,034 0,025 0,011
' 0,014 0,014 0,011 0,082 0,083 0,025 0,094 0,069 0,031
(mg/L)
CV (%) 2,6 2,6 2,0 2,9 2,9 0,92 1,7 1,2 0,6

Er (%) 0,0083  0,000069  -0,017 -0,00050 0,019 -0,0071 0,0093  -0,0061 -0,0022

Por fim, da mesma forma que os catides anteriores, foi avaliada a precisdo do método em condicdes de

precisao intermédia para o catido calcio, com recurso aos parametros apresentados na Tabela 27.

Tabela 27. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, para cada nivel de
concentracao, ao longo do tempo, para a determinacao da precisao intermédia do método para o catiao calcio.

2+

Ca
1,0000 5,000 10,000

12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05
(mg/u 1,07 0,990 0,944 4,89 4,946 5,036 9,688 9,970 10,025
S 0,10 0,055 0,061 0,11 0,064 0,092 0,22 0,12 0,20
(mg/L)
r

0,28 0,15 0,17 0,30 0,18 0,26 0,62 0,34 0,56
(mg/L)
CV (%) 9,4 5,5 6,5 2,2 1,3 1,8 2,3 1,2 2.0

Er (%) 0,066 -0,010 -0,056 0,022 0,011 00072 | 0,031 -0,0030 0,0025

Através da analise da Tabela 27, sucede-se novamente valores extremamente reduzidos de erro relativo,
bem como de coeficiente de variacao, para todos os niveis de concentracdo, permitindo cumprir de forma
satisfatoria o critério estabelecido pelo laboratorio, assim como a verificacdo da reducao do valor do CV

a medida que o nivel de concentracédo sobe.

O valor de precisdo intermédia foi determinado recorrendo a ferramenta estatistica da analise de

variancias (ANOVA) unifatorial.# Cada um dos trés grupos de dez solucdes independentes foi avaliado
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em condicoes de repetibilidade dentro do grupo, no mesmo dia e em condicdes de precisao intermédia

entre grupos, efetuados em dias diferentes, para cada catido.

Assim, na Tabela 28 encontram-se os resultados do padrao de concentracéo correspondente ao limite
de quantificacao, para cada catiao, dos parametros obtidos no ensaio estatistico da ANOVA unifatorial,
especificamente, o desvio padrao de repetibilidade (s), calculado a partir da equagao 29, o desvio padrao
“entre-grupos” (Swwen)(Equacdo 30), o desvio padrdo de preciséo intermédio (s), determinado pela
combinacao dos dois anteriores, através da equagao 31, assim como o limite de precisao intermédia (r),

e o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV:) e de precisao intermédia (CV), para cada catido.

Tabela 28. Resultados obtidos da precisdo em condigdes de repetibilidade (CV:) e de precisdo intermédia (CV) do
padrao referente ao limite de quantificacdo, para cada catido recorrendo & ANOVA.

S MQ. Stewen S r CV: Cv.

MO-me/L) (mg/L)  (me/l)  (mg/l) (M) gy R (%)
Na:

2,000 0,0018 0,042 0,017 0,039 0,058 0,16 2,1 2,9
(mg/L)
NH.

0,02498  0,0000040 0,0020  0,000031 0,0016 0,0026 0,0072 7,7 9,9
(mg/L)
Mgz

0,1968 0,000023 0,0048  0,000069 0,057 0,0052 0,015 2,4 2,6
(mg/L)
Ca2+

1,0000 0,0056 0,075 0,038 0,057 0,094 0,26 7,5 9,4
(mg/L)

Mediante a andlise dos resultados obtidos na Tabela 28, verifica-se primeiramente, que os valores de
precisao intermédia obtidos para o padrdo de menor concentracéo da curva de calibracédo referentes aos

ides sddio, amonio, magnésio e calcio foram 0,058, 0,0026, 0,0052 e 0,094 mg/L, respetivamente.

Foi também possivel a obtencao dos valores de precisdo em condicdes de repetibilidade, 0,042, 0,0020,
0,0048 e 0,075 mg/L, respetivamente, correspondendo aos valores obtidos referentes aos trés
conjuntos de analises realizados em dias diferentes e que demonstram a concordancia entre os valores
do desvio padrao de repetibilidade apresentados nas Tabelas 23 a 27 e os obtidos na analise estatistica

efetuada.

Simultaneamente, foi determinado o valor limite de precisao intermédia, permitindo aferir o valor maximo
permitido de diferenca entre duas réplicas do padrao de menor concentracéo obtidas, para cada catiao,

independentemente do tempo que decorra entre leituras. Assim, a diferenca entre dois valores obtidos,
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através da analise do padrao de menor concentracao da curva de calibracao, para os ides sodio, amonio,

magnésio e calcio devera ser inferior a 0,16, 0,0072, 0,015 e 0,26 mg/L, respetivamente.

Os valores de coeficiente de variacdo de repetibilidade encontram-se também em conformidade com os
resultados obtidos na avaliacéo individual da repetibilidade (Tabela 23). A caracterizacao da precisao em
condicoes de repetibilidade a partir do coeficiente de variacao deve ser efetuada, para cada catido,
segundo o maior valor obtido para este parametro. Assim, o CV. considerado para o padrdao de menor
concentracao para os catides sédio, amonio, magnésio e calcio é , 4,7 %, 7,8 %, 2,4 % e 7,5%,

respetivamente.

Por conseguinte, de acordo com os valores obtidos para os coeficientes de variacao de repetibilidade e
de precisado intermédia, & possivel concluir que o método de determinacdo dos catides é preciso em
condicoes de precisao intermédia para o padrdao de menor concentracdo, uma vez que estes se

encontram abaixo dos 10 % definidos pelo laboratorio.

A precisdo intermédia do padrdo de concentracdo intermédia da curva de calibracdo foi novamente
determinada recorrendo a ferramenta estatistica de analise de variancias (ANOVA) de um fator. Assim,
na Tabela 29 encontram-se os dados obtidos para a determinacéo da precisdo em condicdes de precisdo
intermédia através da determinacdo dos parametros obtidos recorrendo a ANOVA unifatorial, a

semelhanca do processo apresentado na Tabela 28.

Tabela 29. Resultados dos parametros obtidos na ANOVA univariada efetuada para a determinacdo da precisao
intermédia do padrao de concentracao intermédia da curva de calibracao, para cada catido.

MQ. S M Qh Shetween Si r Cv. Cv
mgy) (Mgl (mgl)  (mgl) Mg/l mgy %)
Na
10,000 0,0085 0,092 0,048 0,063 0,11 0,31 0,93 11
(mg/L)
NH.
0,2498 0,000075  0,0087 0,00024 0,0041 0,0096 0,027 3,4 3,8
(mg/L)
Mg
0,9840 0,00061 0,025 0,0038 0,018 0,030 0,085 2,5 3,0
(mg/L)
Ca2+
5,000 0,0080 0,089 0,054 0,068 0,11 0,31 1,8 2,3
(mg/L)
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De acordo com a analise da Tabela 29 é possivel aferir o valor de precisao intermédia estimado a partir
da ANOVA, para o padrdo de concentracao intermédia da curva de calibracao, referente aos ides sodio,

amonio, magnésio e calcio, tendo sido obtido 0,11, 0,0096, 0,030 e 0,11 mg/L, respetivamente.

Simultaneamente, a precisao em condicoes de repetibilidade foi também determinada, tendo sido obtido
os valores 0,092, 0,0087, 0,025 e 0,089 mg/L, que reflete os valores obtidos nos trés conjuntos de
analises realizados em dias diferentes, para os ides acima mencionados, respetivamente. Tal como no
padrao de menor concentracao, verifica-se que o valor obtido para o desvio padrao de repetibilidade nao

difere significativamente do valor especificado nas Tabelas 24 a 27.

O valor do limite de precisao intermédia obtido para cada um dos catides foi, 0,31, 0,027, 0,085 ¢ 0,31
mg/L, respetivamente, indicando que a diferenca entre dois valores obtidos, para o padrao de
concentracao intermédia, nao devera ser superior a estes valores, para cada catiao, independentemente

do tempo que decorra entre leituras.

Os valores de CV. obtidos do padrao de concentracdo intermédia para os catides sddio, amoénio, magnésio
e calcio encontram-se em conformidade com os resultados obtidos nas Tabelas 24 a 27. Posto isto, é
possivel concluir que o método de determinacdo de catides é preciso, em condicbes de precisao
intermédia, para o padrao de concentracdo intermédia, pois tanto os valores do coeficiente de variacao
de repetibilidade (CV:) como os valores do coeficiente de variacdo de precisdo intermédia (CV)) obtidos,

para todos os catides, encontram-se abaixo dos 10 % definidos pelo laboratério.

Tabela 30. Resultados dos parametros obtidos na ANOVA univariada efetuada para a determinacao da precisao
intermédia do padrao de maior concentracao da curva de calibracao, para cada catiao.

MQ. S MQb Shetween Si r CV: Cv
myy) Mg/l (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)  mg) %) (%)
Na+
20,000 0,018 0,14 0,036 0,042 0,14 0,40 0,69 0,72
(mg/L)
NH.
0,4995 0,000045 0,0067 0,00066 0,0079 0,010 0,029 1,3 2,1
(mg/L)
Mg
1,968 0,00062 0,025 0,0026 0,014 0,029 0,080 1,2 1,4
(mg/L)
Ca»
10,000 0,035 0,19 0,33 0,17 0,25 0,71 1,9 2,6
(mg/L)
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Seguidamente procedeu-se a utilizacdo da ANOVA de um fator para a determinacdo da precisao
intermédia do padrao de concentracado correspondente ao limite de aplicabilidade da curva de calibracéo.

Na Tabela 30 encontram-se os valores obtidos através da ANOVA univariada.

Os valores de precisao intermédia obtidos por intermédio da ANOVA, para os ides sodio, amonio,
magneésio e calcio foram 0,14, 0,010, 0,029 e 0,25 mg/L, respetivamente. O valor de precisao em
condicoes de repetibilidade obtido, para os catides referidos, foi respetivamente, 0,14, 0,0067, 0,025 e
0,19 mg/L, que reflete os valores obtidos nos trés conjuntos de analises realizados em dias diferentes.
Mais uma vez, nao ha diferencas significativas entre o valor de precisao em condicoes de repetibilidade

apresentada nas Tabelas 23 a 27 e o obtido pela ANOVA.

O limite de precisao intermédia obtido para cada um dos catides é de 0,40, 0,029, 0,080 e 0,71 mg/L,
respetivamente, o que indica que a diferenca entre dois valores obtidos, para o padrdao de maior
concentracdo da curva de calibracdo, devera ser inferior a estes valores, para cada catido,

independentemente do tempo que decorra entre leituras.

Os valores de CV. obtidos do padrdo de maior concentracao para os catides sddio, amonio, magnésio e
célcio foram 0,69 %, 1,3 %, 1,2 % e 1,9 %, respetivamente, encontrando-se em conformidade com os
resultados obtidos na avaliacdo individual da repetibilidade (Tabela 23). Assim sendo, conclui-se que o
método de determinacéo de catides é preciso, em condicOes de precisao intermédia, para o padrao de
maior concentracdo, pois tanto os valores do coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV:) como os
valores do coeficiente de variacao de precisdo intermédia (CV)) obtidos, para todos os catides, encontram-

se bastante abaixo dos 10 % especificados pelo laboratorio, cumprindo este critério de forma satisfatoria.

0 estudo efetuado permitiu verificar a tendéncia de diminuicao do coeficiente de variacado a medida que
a concentracao dos padrdes aumenta, o que seria de esperar. Assim, o padrao de maior concentracéo
apresenta o menor valor de coeficiente de variacéo, o padrdo de menor concentracdo apresenta o maior
valor de coeficiente de variacdo e o padrao de concentracdo intermédia apresenta um valor intermédio
entre os dois anteriores. Todos os coeficientes de variacdo obtidos encontram-se abaixo dos 10 %

especificados no laboratério.

5.8 Justeza

A avaliacao quantitativa da justeza pode ser efetuada de diversas formas, tal como foi exposto no capitulo
3.8, tais como, a utilizacdo de materiais de referéncia certificados, MCR, a realizacdo de ensaios de

recuperacao, ER, ou através da participacao em ensaios Interlaboratoriais, EIL.
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Neste trabalho a justeza foi avaliada com recurso as trés formas distintas de analise acima mencionadas.
Para o estudo da exatiddo do método relativamente aos ides sédio, magnésio e calcio foram utilizados
materiais de referéncia certificados, enquanto no caso do ido amonio foram realizados ensaios de
recuperacdo, uma vez que, durante o periodo da Dissertacdo nao foi possivel a utilizacdo de MRC para
0 ido amonio pois o laboratorio ndo tem por pratica utilizar MRC para este parametro. Além disto, foi
possivel a participacao num ensaio Interlaboratorial envolvendo todos os catides, com excecao do catiao

amonio, pois nao fazia parte do grupo de catides submetidos ao EIL.

A avaliacao da justeza pela utilizacdo de materiais de referéncia certificados foi efetuada através da
analise de um MRC da marca SCP Science (Lot:S160218026) contendo os trés catides de interesse
acima mencionados. Para isso, foi realizada uma diluicdo de 1,00 mL do MRC num volume de 100,00
mL seguida de uma diluicao posterior de 10,00 mL da solucao anterior num volume de 50,00 mL, de
forma a que a concentracao dos ides magnésio e calcio presentes no MRC estivessem dentro da gama
de concentracao definida. No caso do ido sédio nao foi necessario proceder-se a segunda diluicao. Foram
efetuadas doze réplicas independentes do material de referéncia. A Tabela 31 exibe os valores dos
parametros determinados através da avaliacdo da exatiddo pelo material de referéncia certificado,
especificamente, a média (C), o desvio padrao (s), o bias relativo (b), o Zscore, o erro normalizado (E.)

e o valor do teste t.

Tabela 31. Resultados obtidos através da analise de um MRC, com o intuito de avaliar a exatidao do método de
determinacao dos catides.

C_+U_ C s b Z E ¢
-score n
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
Na’ 7,54 + 0,09 7,59 0,12 0,0061 0,51 0,15 1,330
Mgz* 3,79 £ 0,05 3,804 0,047 0,0037 0,28 0,12 1,042
Ca” 11,6 £0,2 11,79 0,57 0,017 0,96 0,13 1,166

A partir da analise da Tabela 31 é possivel verificar primeiramente, que os valores obtidos do biasrelativo
sao extremamente reduzidos para todos os catides, cumprindo de forma satisfatoria o critério usualmente
utilizado que requer valores de b < 5 %. Em relacdo aos resultados do Zscore é possivel aferir o
desempenho satisfatdrio do método para todos os catides uma vez que todos os valores obtidos em
modulo encontram-se abaixo do valor 2. O erro normalizado € inferior a 1 em médulo, o que corrobora

mais uma vez o desempenho aceitavel do método em termos de exatidao, para todos os catides.
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Por fim, foi efetuado um teste de hipoteses t de forma a avaliar a presenca de diferencas significativas
entre os valores obtidos no laboratorio e o valor de referéncia. Como todos os valores do teste t obtidos
apresentam-se abaixo do valor tabelado (2,201), é possivel inferir que ndo existem diferencas
significativas entre os resultados obtidos em laboratério e o valor de referéncia do MRC. Assim, conclui-
se que 0 método apresenta um 6timo desempenho, para os catides sodio, magnésio e calcio, em termos

de exatidao.

A determinacao da veracidade do método para os ides sodio, magnésio e calcio foi também executada
com recurso a participacdo em ensaios Interlaboratoriais, especificamente, ensaios de aptidao,
demonstrando o desempenho do método para este pardmetro e permitindo comparar os ensaios
efetuados com outros laboratérios. A Tabela 32 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de aptidao
da AQUACHECK, tendo sido representados os valores de justeza quantitativamente sob a forma de erro

relativo e Z-score para cada um dos catides analisados.

Tabela 32. Resultados obtidos no ensaio Interlaboratorial da AQUACHECK efetuado, para os ides sddio,
magnésio e calcio.

Z_
(mg/L) (mg/L) (%) seore
Na’ 54,51 56,08 0,029 0,38
Mg2+ 36,97 37,76 0,021 0,28
Ca2+ 74,93 76,00 0,014 0,19

Como a amostra do ensaio de aptidao apresentava uma concentracao acima do limite de aplicabilidade
do método, foi efetuada uma diluicao 1:20, neste caso, 5,00 mL da amostra num volume de 100,00
mL. Através da Tabela 32 é possivel aferir o excelente desempenho do método, ndo so pelos reduzidos
valores de erro relativo, como também, pelos valores obtidos de Zscore, inferiores a 2 em médulo, para
todos os catides, de acordo com o Guia ISO/CEI 432 e o0 Guia Relacre n°3:, Estes resultados permitiram
concluir também que a magnitude da ordenada na origem da reta para os ibes soédio e calcio nao
interferem na exatiddo do método de analise demonstrando que apesar da ordenada na origem nao
incluir o ponto (0,0), os valores obtidos no ensaio interlaboratorial traduzem o excelente desempenho do

método e do laboratorio.
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De forma a avaliar a exatiddo do método para o ido amonio procedeu-se a realizacdo de ensaios de
recuperacdo, a partir da fortificacao de seis amostras reais pela adicdo de 1,25 mL da solucdo mae (10,1
mg/L) e perfazendo com amostra num volume de 50 mL. Na Tabela 33 encontram-se os resultados dos
parametros obtidos através dos ensaios de recuperacdo efetuados, nomeadamente, a taxa de
recuperacdo e ainda a justeza, quantitativamente caracterizada pelo erro relativo de acordo com a
equacdo 33.

Tabela 33. Resultados obtidos nos ensaios de recuperacéo efetuados de amostras reais fortificadas, para a
avaliacado da exatidao do método para a determinacao do iao amonio.

Taxa de recuperacao Justeza
(%) (%)

NH 1055 5,5

O valor da taxa de recuperacdo para o ido amonio, encontra-se dentro do critério de aceitacdo (100 + 10
%) estabelecido pelo laboratorio para este nivel de concentracdo, ou seja, entre 90 % e 110 %. Além do
critério de aceitacdo ser cumprido de forma satisfatoria, o valor de justeza em percentagem obtido sob
forma de erro relativo situa-se abaixo do valor estipulado de 10 % definido pelo laboratorio, permitindo

concluir que o método é justo para a determinacéo do ido amonio.

Assim, é possivel concluir que o método apresenta uma boa exatidao, pois os valores obtidos nos ensaios
com materiais de referéncia certificados, em ensaios de recuperacdo e na participacdo em ensaios
Interlaboratoriais, demonstraram o desempenho satisfatorio do método para a avaliacdo deste

parametro.

5.9 Robustez

A avaliacao da robustez do método de determinacéo de catides foi executada através da ferramenta mais
utilizada para a analise deste parametro, o teste de Youden, permitindo a avaliacdo da sensibilidade do
método perante pequenas variacdes nos fatores experimentais de possivel influéncia nos resultados em

rotina.

A Tabela 34 apresenta os parametros experimentais a serem testados, e que serviram de analise pela
ferramenta de teste da robustez, nomeadamente, a temperatura da coluna, a concentracao da fase movel

e o fluxo da fase movel.
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Tabela 34. Fatores experimentais testados no teste de Yowden.

) . Nominal Alternativo
Fatores experimentais
(1) 1)
A Temperatura da coluna (C°) 40 30
B Concentracao da fase movel do MSA (mM) 28 24
C Fluxo da fase mével (mL/min) 1,0 0,9

A partir dos fatores representados na Tabela 34 procedeu-se a construcao da matriz do teste de Youden
(Tabela J1). Para isso foram realizadas analises em triplicado das solucdes padrdo de concentracdo
intermédia da curva de calibracéo, para cada catido, variando as condicdes de operacao de acordo com
os fatores expressos na Tabela 34. O valor “1” designa-se nominal, pois representa o valor utilizado em
rotina, enquanto que “-1" corresponde a variacdo efetuada no parametro experimental designado, e
refere-se, portanto, a condicéo alternativa do método para cada um dos fatores considerados. Deste
modo, através do teste de robustez foi possivel determinar o valor de concentracéo obtido em cada um
dos ensaios, (RE) (Tabelas J2 e J3), assim como a influéncia de cada fator testado, (R), apresentado na

Tabela 35, calculado a partir da equagéo 37, para cada um dos catides.

Tabela 35. Matriz de teste de Youden aplicada, para 3 fatores, e respetivos resultados de RE e R.para cada
catiao.

A B Cc
RNa' 0,71 0,38 -1,27 C>A>B
RNHs  -0,0030  -0,022 0,013 C>B>A
R Mg" 0,11 -0,065 0,11 C=A>B
RCa” 0,42 0,051 0,38 A>C>B

De acordo com os resultados obtidos é possivel aferir que os fatores experimentais de maior influéncia
nos resultados sdo o fluxo da fase mével e a temperatura da coluna, sendo, portanto, os parametros que
deverao ser sujeitos a um controlo mais rigoroso por parte do laboratorio, salvaguardando as condicoes

estipuladas para os mesmos durante a aplicacdo do método.

Em contrapartida, a composicdo do eluente é a condicdo menos influente na robustez do método,

indicando que pequenas variacdes na mesma nao alteram de forma expressiva os resultados obtidos.
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0O efeito de cada fator foi avaliado estatisticamente através do calculo da amplitude admissivel recorrendo
a equacdo 38, para verificar se as diferencas sao significativas. Os resultados obtidos encontram-se

apresentados na Tabela 36.

Tabela 36. Valores obtidos do teste de t tendo em vista avaliacdo da significancia estatistica dos resultados
obtidos nas condigdes.

+ * 2+ 2+
Na NH, Mg Ca
Fator Ao Efeitos. Acitico Efeitou. Acitico Efeitone Actico Efeitos tbetado

A 0,71 -0,0030 -0,112 -0,417
B 0,19 0,38 0,028 0,022 0,054 -0,065 0,093 0,051 4,303
C -1,27 0,013 -0,107 0,376

Mediante a analise da Tabela 36 verifica-se que para os catides sddio e magnésio todas as condicdes
sao significativamente influentes para a qualidade dos resultados, uma vez que os valores de cada fator
sao sempre superiores ao valor de amplitude admissivel. Para o catido amonio verifica-se o contrario, ou
seja, nenhuma das condicdes é significativamente influente no rigor dos resultados, pois todos os valores
obtidos dos efeitos de cada fator sao inferiores ao valor da amplitude admissivel determinado. No caso
do catido calcio, apenas o fator B (concentracdo da fase movel) nao é significativamente influenciador da

qualidade dos resultados.

5.10 Incerteza de medicao

A incerteza de medicao do método de determinacao de catides em analise foi efetuada com recurso a
norma 1SO 11352:2012%, de acordo com o procedimento técnico tipico utilizado pelo laboratério em

rotina.

A abordagem utilizada passou pela recolha dos dados de validacao e do controlo da qualidade do método
obtidos em ambiente Interlaboratorial. Assim, a incerteza de medicédo foi estimada combinando as
incertezas associadas a precisdo, em condicdes de precisdo intermédia (componente dos erros
aleatorios) e a veracidade, quantificada pelo bias (componente dos erros sistematicos), determinadas de

forma independente.

A quantificacdo da incerteza associada a precisao foi avaliada para os ides sodio, magnésio e calcio
recorrendo ao MRC (SCP Science - Lot:5160218026), previamente utilizado para a avaliagdo da justeza,

através de oito ensaios independentes do mesmo. A Tabela 37 apresenta os resultados obtidos,
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especificamente, a média e o desvio padrao obtidos experimentalmente do MRC (U.), calculado a partir

da equacéo 40, para cada catido.

Tabela 37. Resultados obtidos experimentalmente referentes a oito ensaios independentes do MRC para a
determinacdo da componente associada a reprodutibilidade intralaboratorial, para cada catido.

C.=zU,. C U

(mg/L) (mg/L) "
Na’ 7,54 + 0,09 7,61 0,13
Mg" 3,79 + 0,05 3,823 0,038
Ca” 11,6 +0,2 11,95 0,21

A partir da analise da Tabela 37 verifica-se que os valores obtidos do desvio padrdo experimental, para

0s ides sodio, magnésio e calcio, foram 0,17 %, 0,99 % e 1,8 %, respetivamente.

No caso do ido amonio foram efetuadas oito analises independentes de um padrdo de controlo de
concentracdo intermédia da curva de calibracdo, de forma a ser possivel a determinacdo da média e do
desvio padrao experimental, apresentado na Tabela 37.

Tabela 38. Resultados obtidos experimentalmente referentes a oito ensaios independentes do padrao de

concentracao intermédia da curva de calibracao, tendo em vista a determinacao da componente associada a
reprodutibilidade intralaboratorial, para o ido amanio.

C.. C U
(mg/L) (mg/L) )
NH." 0,250 0,255 0,012

O resultado obtido do U... foi de 4,7 %, para a determinacéo do ido amonio.

A quantificacdo da incerteza associada a justeza foi avaliada a partir do material de referéncia certificado
para os ides designados. Assim, a Tabela 39 apresenta os valores obtidos do tratamento de resultados
efetuado a partir dos dados representados na Tabela 37, nomeadamente, o bias relativo (bw), 0 desvio
padrdo (ss), € a incerteza padrdo do MRC (ucw), de forma a determinar, pela equacdo 41, a componente

de incerteza associada ao bias do método e laboratdrio (us), para os ides sédio, magnésio e calcio.

De acordo com a Tabela 39 ¢é possivel verificar que o valor obtido da componente associada aos erros

sistematicos, para os ides sodio, magnésio e calcio foi 1,2 %, 1,1 % e 3,2 %, respetivamente.
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Tabela 39. Resultados obtidos através do MRC da SCP Science utilizados de forma a calcular a componente
associada aos erros sistematicos do método, para os catides designados.

b S Ucrerre Usye
Na’ 0,0089 0,0017 0,0049 0,012
Mg 0,0086 0,0099 0,0070 0,011
Ca” 0,030 0,018 0,0057 0,032

No que respeita ao iao aménio, a componente do bias relativo foi determinada com recurso a realizacéo
de seis réplicas independentes dos ensaios de recuperacdo. Assim, na Tabela 40 encontram-se
representados os resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo efetuados, especificamente, o
somatorio do quadrado dos desvios relativamente a recuperacao completa (}.bze), 0 valor quadratico
médio dos desvios dos ensaios de recuperacao (bmsw), @ incerteza do volume adicionado (uv), a incerteza
da concentracdo da solucdo utilizada para fazer a fortificacdo (U=, @ incerteza da concentracdo de
analito adicionada (u«) € a componente de incerteza associada ao bias do método e laboratério (Use),

para o ido amonio, calculada a partir da equacéo 45.

Tabela 40. Resultados obtidos através dos seis ensaios de recuperacao efetuados de forma a calcular a
componente associada aos erros sistematicos do método, para o idao amonio.

Zbi,relz Bims e U (mL) Ueore (Mg/L) U« (Mg/L) Ubyrel

NH. 0,020 0,058 0,0041 0,0041 0,0058 0,058

Mediante a analise da Tabela 40 verifica-se que o valor obtido para a componente da incerteza associada

aos erros sistematicos foi de 5,8 %.

Como os resultados das componentes associadas aos erros aleatdrios e aos erros sistematicos
encontram-se abaixo do valor do critério estabelecido no Decreto-Lei n°. 152/2017 e no Decreto-Lei n°.
236/98“s para todos os catides, verifica-se que a metodologia efetuada demonstra ser adequada para a

estimativa da incerteza.

A partir das incertezas relativas para as componentes associadas aos erros aleatérios e sistematicos, foi
obtida a incerteza combinada relativa (u.«), a partir da equacao 46, para cada catido. Posteriormente,

ocorreu a conversdao em incertezas expandidas (U), através do produto das incertezas combinadas
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relativas pelo fator de expansao, k = 2 (equac¢édo 47), para um nivel de confianca de aproximadamente
95 %, de acordo com o descrito no Guia Relacre n°31:2, de modo a obter-se o valor final da incerteza do

método, apresentado na Tabela 41.

Tabela 41. Valores obtidos da incerteza combinada e expandida do método, para cada catiao.

Uc.e U
Na’ 0,021 0,042
NH. 0,074 0,15
Mg” 0,015 0,029
Ca” 0,036 0,073

A Tabela 41 mostra que os valores obtidos para a incerteza combinada do método, para os ides sodio,
amonio, magnésio e calcio, foram respetivamente, 2,1 %, 7,4 %, 1,5 % e 3,6 %. Por sua vez, os resultados
obtidos para a incerteza final do método foram respetivamente, 4,2 %, 15 %, 2,9 % e 7,3 %, indicando
que os resultados obtidos para todos os catides que se encontram de acordo com o requisito especificado
no Decreto-Lei n°. 152/2017* e no Decreto-Lei n°. 236/98 e com o critério de aceitacao definido pelo
laboratdrio, pois o valor do critério de aceitacao é de 15 % para os ides sodio, magnésio e calcio e 40 %

para o iao amonio.

5.11 Controlo de qualidade do método

Apos o término do processo de validacdo do método, procedeu-se a implementacdo do controlo de
qualidade no laboratorio, avaliado em rotina através da analise de amostras de aguas naturais doces
superficiais e aguas para consumo humano, contendo todos os catides de interesse, permitindo a

monitorizacao continua do desempenho analitico em rotina.

Os critérios estabelecidos para o controlo de qualidade realizado encontram-se especificados na Tabela

42.

Tabela 42. Metodologia estabelecida pelo laboratério para o controlo de qualidade.

Duplicado de uma amostra por Dois padrdes extremos por série

série de trabalho de trabalho Curva de calibragao

Critério de aceitacdo: £+10 a 15 Carta de controlo de individuos
% para o padrdo mais baixoe para declives de + 3s em torno
+5 % para o padrao mais alto do valor médio

Carta de aceitacdo com
amplitude relativa de 10 %

cQ
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5.11.1 Controlo de Qualidade Interno

De acordo com os critérios estabelecidos pelo laboratério, apresentados na Tabela 42, foi realizado um
duplicado de uma amostra, em cada série de dez amostras, tendo em vista a monotorizacao do controlo
de qualidade interno e da precisao dos resultados, mediante uma carta de aceitacao cujo limite se
encontra nos 10 %, apresentada na Figura 16, para os catides sodio (Figura 16A), amonio (Figura 16B),

magnésio (Figura 16C) e calcio (Figura 16D), respetivamente.
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Figura 16. Cartas de aceitacao de duplicados (LA - 10%), tendo em vista a monotorizacdo do controlo de
qualidade do método para cada catido: A) Na+; B) NH.; C) Mgze D) Cax.

A Figura 16 permite a interpretacdo da demonstracdo de controlo obtido pelo método face ao nivel de
aceitacao proposto, pois todas as amplitudes relativas encontram-se abaixo da linha do limite de
aceitacao considerado de 10 %, para todos os catides, confirmando assim, que os resultados obtidos sao
precisos face a este nivel de concentracdo. Adicionalmente, tendo em conta os resultados obtidos
relativamente ao ido magnésio (Figura 16C), verifica-se que os valores na série de duplicados nao
ultrapassam os 5 %, o que permite possivelmente no futuro, considerar a reducao do nivel de aceitacao

para os 5 %, no caso deste catido.
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Posteriormente, dado que a validacao do método tinha sido concluida, procedeu-se a construcao de
cartas de controlo, tendo em conta a implementacao de um supervisionamento rigoroso do controlo da
qualidade do método (Tabela 42). Para isso, foi elaborada uma carta de aceitacdo, para cada um dos
padrdes extremos da curva de calibracdo, mediante um critério de aceitacdo de + 10 % a 15 % para o

padrao mais baixo e + 5 % para o padrao mais alto, para cada catiao.

A Tabela K1 apresenta os valores obtidos das medicdes do padrdo de menor concentracéo da curva de
calibracao, utilizado para a construcdo da carta de controlo de médias com duas réplicas, para cada
catidao. Seguidamente, foi possivel determinar a média, o desvio padrao, o coeficiente de variacdo e o

erro relativo, representados na Tabela 43.

Tabela 43. Resultados dos parametros obtidos através da analise do padrdo de menor concentracdo da curva de
calibracao, utilizado para a construcéo da carta de controlo.

Na NH; Mg~ Ca’
C (mg/L) 2,029 0,0262 0,2105 0,988
s (mg/L) 0,10 0,0037 0,010 0,070
CV (%) 49 14,0 4.6 7,0
Er (%) 4,4 12,0 5,9 5,7

A partir dos resultados obtidos na Tabela 43 foi possivel a construcao da carta de controlo de médias
com duas réplicas, a partir da definicdo da linha central (LC) e dos limites de aviso superior (LSA) e
inferior (LIA) e controlo superior (LSC) e inferior (LIC), apresentados na Tabela 44, determinados segundo
as equacoes 50 e 51.

Tabela 44. Valores definidos em termos de concentracado (mg/L) para os limites de controlo e de aviso tendo em

vista a construcao da carta de controlo de médias do padrao de menor concentracdo da curva de calibracao,
para cada catiao.

LC LC LSA LIA LIC
Na’ 2,03 2,24 2,17 1,89 1,82
NH: 0,0262 0,0339 0,0313 0,0210 0,0184
Mg” 0,211 0,231 0,224 0,197 0,190
ca” 0,99 1,14 1,09 0,89 0,84

Assim, através dos limites determinados foi possivel a construcao do grafico apresentado na Figura 17,

que representa as cartas de controlo de médias obtidas com duas réplicas para o padrdao de menor
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concentracdo da curva de calibracdo (Tabela K2), para os catides sédio (Figura 17A), amonio (Figura

17B), magnésio (Figura 17C) e calcio (Figura 17D), respetivamente.
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Figura 17. Cartas de controlo de médias para o padrdo de menor concentracéo, tendo em vista a monotorizacao
do controlo de qualidade do método, para cada catido: A) Na*; B) NH.; C) Mgze D) Caz.

Da analise da Figura 17 verifica-se que os pontos experimentais obtidos encontram-se dentro dos limites
de controlo impostos, indicando assim que o método se encontra sob controlo. No caso do ido calcio
(Figura 17D), entre o décimo primeiro ensaio e o décimo sexto ensaio, ocorre uma situacdo em que se
verifica uma tendéncia decrescente dos resultados observada, sustentada pela existéncia de seis valores
consecutivamente decrescentes, no entanto, é possivel aferir que essa tendéncia veio a alterar-se nos
pontos seguintes, nao constituindo uma situacao fora de controlo. No caso dos outros catides nao se

veio a verificar nenhuma situacao fora de controlo ou tendéncia nao aleatoria.
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Assim, como os valores obtidos nao ultrapassaram os limites de controlo definidos, é possivel concluir
que o critério de aceitacdo de 10 % definido para o padrdo de menor concentracao relativo aos catides
sddio, magnésio e calcio e o critério de aceitacdo de 15 % especificado para o catido amonio, encontram-

se bem estipulados.

A semelhanca do processo efetuado para o padrdo relativo ao limite de quantificacido do método, foi
também monitorizado o controlo de qualidade do padrao relativo ao limite de aplicabilidade do método,
através da construcao de cartas de controlo, mediante um critério de aceitacdo de + 5 %, para cada

catiao.

A Tabela K3 apresenta os valores obtidos das medicdes do padrdo de maior concentracdo da curva de
calibracao, utilizado para a construcéo da carta de controlo de médias com duas réplicas, para cada
catido. Posteriormente, foi possivel determinar a média, o desvio padrdo, o coeficiente de variacdo e o

erro relativo, representados na Tabela 45.

Tabela 45. Resultados dos parametros obtidos através da analise do padrdo de maior concentracdo da curva de
calibracao, utilizado para a construcéo da carta de controlo.

Na NH; Mg’ Ca
C (mg/L) 19,093 0,496 2,004 9,873
s (mg/L) 0,21 0,0014 0,043 0,15
CV (%) 1,1 2,8 2,2 1,5
Er (%) 4,5 2,4 1,9 1,5

A partir dos resultados obtidos na Tabela 45 procedeu-se a construcao da carta de controlo de médias
com duas réplicas, para o padrao de concentracao referente ao limite de aplicabilidade do método, a
partir da definicdo da LC e dos LSA, LIA, LSC e LIC, apresentados na Tabela 46, determinados segundo

as equacoes 50 e 51.

Assim, tal como efetuado relativamente ao padrao de menor concentracao, foi possivel através dos limites
de aviso e controlo determinados, a construcao do grafico apresentado na Figura 18, que representa as
cartas de controlo de médias obtidas com duas réplicas para o padrao de maior concentracao da curva
de calibracao (Tabela K4), para os catides sodio (Figura 18A), amoénio (Figura 18B), magnésio (Figura

18C) e calcio (Figura 18D), respetivamente.
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Tabela 46. Valores definidos em termos de concentracdo (mg/L) para os limites de controlo e de aviso tendo em
vista a construcdo da carta de controlo de médias do padrao de maior concentracdo da curva de calibracéo,

para cada catido.

LC LSC LSA LIA LIC
Na’ 19,09 19,55 19,40 18,79 18,64
NH« 0,496 0,525 0,515 0,477 0,467
Mg2+ 2,00 2,10 2,07 1,94 1,91
Ca” 9,87 10,19 10,09 9,66 9,56
LSC LSC
A s B
LSA 0,52 LSA
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Figura 18. Cartas de controlo de médias para o padrdo de maior concentracao da curva de calibracéo, tendo em
vista a monotorizacéo do controlo de qualidade do método, para cada catido: A) Na*; B) NH.; C) Mgze D) Caz.

De acordo com a analise da Figura 18 verifica-se que todos os pontos experimentais obtidos relativos ao

supervisionamento do controlo de qualidade do padrdo de maior concentracao da curva de calibracao
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encontram-se dentro dos limites de controlo definidos, indicando assim que o método se encontra sob
controlo. Analisando em particular a Figura 18D relativa ao catido calcio, verifica-se que entre o oitavo e
o décimo terceiro ensaio existe uma situacao de tendéncia de crescimento em seis valores consecutivos,
no entanto, ndo foi considerada uma situacdo fora de controlo, uma vez que os pontos seguintes
alteraram a tendéncia instituida. No caso dos outros catides nao se veio a verificar nenhuma situacéo

fora de controlo ou tendéncia nao aleatoria.

Assim, como os pontos experimentais obtidos ndo ultrapassaram os limites de controlo definidos, é
possivel concluir que o critério de aceitacdo de 5 % definido para o padrdo de maior concentracdo da

curva de calibracado, encontra-se bem estipulado.
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Figura 19. Cartas de controlo de individuos para o acompanhamento da curva de calibracéo, tendo em vista a

NuUmero de ensaios

Numero de ensaios

monotorizacao do controlo de qualidade do método, para cada catido: A) Na‘; B) NH.; C) Mgz e D) Caz.
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A monitorizacdo da curva de calibracao foi efetuada a partir da construcdo de uma carta de controlo para
declives de + 3s em torno do valor médio, de acordo com a Tabela 42. Esta carta de controlo de
individuos permite o controlo de pequenas flutuacdes que possam ocorrer na sensibilidade do método.
Assim, a Figura 19 apresenta as cartas de controlo de individuos obtidas para a supervisdo da
sensibilidade do método, para os catides sédio (Figura 19A), amoénio (Figura 19B), magnésio (Figura

19C) e calcio (Figura 19D), respetivamente.

A partir da analise da Figura 19, verifica-se que todos os pontos experimentais encontram-se dentro dos
limites de aviso e controlo definidos para o controlo da sensibilidade do método, para todos os catides.
No caso do catido sédio (Figura 19A) verifica se um aumento consecutivo da sensibilidade entre o terceiro
e 0 oitavo ensaio, ainda assim, nao se declara como uma situacao fora de controlo, uma vez que os
pontos seguintes apresentam uma tendéncia oposta. No caso dos outros catides nao se veio a verificar

nenhuma situacao fora de controlo ou tendéncia nao aleatoria.

Assim, ¢é possivel concluir que o declive do método se encontra sob controlo, uma vez que os pontos

experimentais se encontram distribuidos aleatoriamente ao longo do valor alvo.
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6 Qutras atividades desenvolvidas no Laboratorio

Obtive formacao na area da microbiologia através da metodologia do teste Colilet® que permite a
detecdo e quantificacdo de bactérias coliformes totais, bactérias coliformes fecais e bactérias £. coli
sendo estes microrganismos frequentemente utilizados como indicadores de contaminacao fecal em

aguas.ue

0O método Colilert® baseia-se na tecnologia de substrato definido - Defined Substrate Technolog/®
(DST®), que consiste na incubacdo das amostras num meio desidratado contendo orto-nitrofenil beta-D-
galactopiranosideo (ONPG) e 4-metilumbeliferil-3-D-glicuronideo (MUG). As bactérias coliformes utilizam
a enzima [3-galactosidase para metabolizar o ONPG e alteré-lo de incolor para amarelo e a £. co/i utiliza
B-glucuronidase para metabolizar MUG e criar fluorescéncia observavel recorrendo a uma lampada

UV_147,148

A Figura 20 apresenta um kit de Quanti-Tray/2000 do teste Colilert, possuindo as cavidades onde se

verifica colorimetricamente a presenca ou auséncia dos microrganismos referenciados.

Figura 20. Kit Quanti-Tray/ 2000 do teste Colilert (97 pocos). As cavidades a amarelo identificam as bactérias
coliformes totais, ao passo que as cavidades fluorescentes demonstram a presenca de £-coli+«

Foi ainda possivel obter formacdo na norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 tendo em vista o
aprofundamento de conhecimentos relativos aos requisitos gerais de competéncia para laboratorios de
ensaio e calibracdo. Além desta, obtive formacéo acerca das politicas de ambiente, seguranca e sistemas
de gestao da empresa Aguas do Norte, S.A, permitindo a assimilacdo dos valores, codigos de conduta e

gestao praticados pela empresa.
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IV — Conclusao
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7 Conclusao

Na presente Dissertacao, procedeu-se a implementacao e validacdo com sucesso de um método que se
encontra fora do ambito de acreditacdo da empresa Aguas do Norte, de determinacéo dos catides sodio,
amonio, magneésio e calcio, baseado na norma ASTM D6919 - 17: Standard Test Method for
Determination of Dissolved Alkali and Alkaline Earth Cations and Ammonium in Water and Wastewater
by lon Chromatography, aliando a cromatografia idnica com a detecdo condutimétrica com supressao,

no equipamento Dionex1CS-1000.

O processo de implementacao e validacao do método foi possivel através da caracterizacao dos
parametros de desempenho analiticos. Iniciou-se com a construcao da curva de calibracéo, para cada
catiao, a partir de padroes escolhidos tendo em consideracéo as caracteristicas do método e as amostras
analisadas em rotina. As correlacdes obtidas foram bastante elevadas, para todos os catides (Na*
0,9999; NH. 0,9995; Mgz 0,99994; Ca> 0,999). Isto permitiu a definicdo da gama de trabalho, que
apresentou uma boa linearidade em toda a gama de concentracdes testadas, o que é indicador do ajuste

linear dos pontos experimentais, para todos os catides.

O estudo da sensibilidade ao longo do tempo permitiu aferir a estabilidade das curvas de calibracdo de
todos os catides, uma vez que os valores do coeficiente de variacao obtidos (Na* 3,0 %; NH«+ 5,5 %; Mg

3,9 %; Ca» 6,4 %), encontram-se abaixo do critério especificado pelo Laboratério de 10 %.

A seletividade do método foi verificada, para todos os catides, em ambas as matrizes avaliadas (aguas
de consumo e agua natural doce superficial), pois as taxas de recuperacdo obtidas nos ensaios de
recuperacdo efetuados cumpriram com o critério de aceitacéo estabelecido pelo Laboratério de 10 %. As
taxas de recuperacdo encontrando-se até proximas dos 100 %, indicando que o método é capaz de

quantificar com exatidao os catides na presenca de interferentes e em diferentes matrizes.

Os limiares analiticos foram determinados tendo em vista a adequacdo do método para as analises em
rotina, para todos os catides, tendo sido obtidos valores de limite de detecdo — LD (Na* 0,11 mg/L; NH.
0,0063 mg/L; Mgz 0,0083 mg/L; Ca> 0,094 mg/L) e limite de quantificacdo — LQ (Na* 0,37 mg/L; NH.
0,021 mg/L; Mg 0,028 mg/L; Caz 0,31 mg/L). No entanto, o padrao de menor concentracédo da curva
de calibracao de cada catido, foi considerado como LQ, uma vez que, por via da metodologia alternativa
de determinacao do LQ, verificou-se que o CV obtido se encontra abaixo do critério estabelecido pelo
Decreto-Lei n°. 152/2017 e no Decreto-Lei n°. 236/98 e pelo Laboratorio de 10 %, para todos os catides
(Nar 3,0 %; NH.- 5,5 %; Mg> 3,9 %; Ca> 6,4 %).
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A determinacao da precisao foi executada em condicdes de repetibilidade e de precisao intermédia, tendo
0s resultados obtidos demonstrado ser satisfatorios para todos os catides, em ambas as condicoes, dado

que cumprem o requisito especificado pelo Laboratorio de 10 %.

A justeza foi avaliada para os catides sodio, magnésio e calcio com recurso a MRC e a ensaios
interlaboratoriais, tendo sido obtidos resultados satisfatérios em ambas as metodologias, ja que os
valores de Z-score determinados foram inferiores a dois em mddulo, cumprindo com o requisito
especificado no Guia ISO/CEl 43 e o Guia Relacre n°3. No caso do catiao amonio foram efetuados
ensaios de recuperacao. Os resultados obtidos, para todos os catides comprovam o bom desempenho
do método em termos de justeza, uma vez que se encontram dentro do critério especificado pelo

Laboratorio de 10 %.

A avaliacao da robustez pelo teste de Youden permitiu a identificacdo da influéncia dos efeitos dos fatores
testados (Temperatura da coluna; Concentracéo da fase movel e Fluxo da fase movel) nos resultados do
método. Para os catides sddio e magnésio todos os fatores sao significativamente influentes na qualidade
dos resultados, ao passo que para o catido amoénio, nenhum dos fatores assume uma influéncia
significativa. No caso do catido calcio apenas a concentracdo da fase mével ndo é significativamente

influente para o rigor dos resultados obtidos.

A incerteza da medicao, sob a forma de incerteza expandida, estimada mediante a ISO 11352, através
de dados de validacao do método analitico recolhidos em ambiente intralaboratorial, permitiu demonstrar
o cumprimento do requisito especificado no Decreto-Lei n°. 152/2017 e no Decreto-Lei n°. 236/98,
assim como o critério de aceitacdo do Laboratdrio, uma vez que os valores de incerteza de medicao
obtidos (Na* 4,2 %; NH«+ 15 %; Mg= 2,9 %; Ca» 7,3 %), encontram-se bastante abaixo do critério de

aceitacao definido de 15 % para os catides sodio, magnésio e calcio e de 40 % para o catido aménio.

Apds a validacdo bem sucedida, procedeu-se a avaliacao do sistema de controlo de qualidade tendo em
vista a garantia da fiabilidade dos resultados durante a analise em rotina dos parametros em questao.
Assim, através da monitorizacdo do controlo de qualidade interno foi possivel a confirmacao de que o
processo se encontra sob controlo, dado que nenhum dos resultados obtidos na analise dos padrdes de

controlo escolhidos, excedeu os critérios de aceitacdo estabelecidos pelo Laboratorio.

Durante o estagio na empresa Aguas do Norte, foi ainda possivel obter formacdo na metodologia de
quantificacao de bactérias coliformes e £-coli utilizada pelo Laboratério (Teste Colilert®), assim como na

norma NP EN ISO/IEC 17025:2018.
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A Dissertacao realizada no ambito do segundo ano do Mestrado em Técnicas de Caracterizacéo e Analise
Quimica permitiu colocar em pratica os conhecimentos e competéncias adquiridas ao longo do primeiro
ano e o desenvolvimento do espirito critico necessario para a analise dos resultados e detecao de
problemas, possibilitando a ultrapassagem dos demais obstaculos que invariavelmente foram surgindo
em ambiente empresarial. Além de terem sido aprofundadas competéncias cientificas, foi desenvolvida

a capacidade de trabalhar em equipa assim como a obtencao de uma maior autonomia no Laboratorio.
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Anexo A - Frases de adverténcia de perigo e recomendacdes de prudéncia

Tabela Al. Frases de adverténcia de perigo e recomendacdes de prudéncia para o eluente e para as solucdes
padrao utilizado na realizacao da parte experimental.

Reagente H* P*

Acido metanosulfénico (MSA) H314 P303+P361+P353+P305+

P351+P338+P310+P405
Solucio Padrio Sédio H290+H315+ P234+P264+P280+P302+P352+
¢ H319 P305+P351+P338+P332+P313
Solucio Padrio Magnésio H290+H315+ P234+P264+P280+P302+P352+
ue g H319 P305+P351+P338+P332+P313
Solucio Padrao Calcio H290+H315+ P234+P264+P280+P302+P352+
¢ H319 P305+P351+P338+P332+P313

*Nota:

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H314 Provoca queimaduras graves na pele e dano ocular.

H315 Provoca irritagdo na pele.

H319 Provoca irritacdo ocular grave.

P234 Manter a solugédo no recipiente original.

P264 Lavar a pele cuidadosamente apos o manuseio.

P280 Utilizar luvas de protecdo/ protecdo ocular/ protecao facial.

P302+P352 Se entrar em contacto com a pele, lavar com dgua em abundancia.

P303+P361+P353 Se entrar em contacto com a pele (ou cabelo) retirar imediatamente toda a roupa contaminada
e enxaguar a pele com agua.

P305+P351+P338 Se entrar em contacto com os olhos, enxaguar cautelosamente com agua durante alguns
minutos. Se usar lentes de contacto retire-as, se nao for possivel continuar a enxaguar.

P310 Imediatamente ligar para um médico ou centro de contaminacdes.
P332+P313 Em caso de irritacdo cutanea: Consultar um médico.

P405 Armazenar totalmente fechado.
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Anexo B - Incerteza expandida da concentracao de solucdes padrao

Vbalzo Vmicropipeta
Temperatura ——» <4—  Temperatura
Calibraggo ———» <«—— Calibragdo

»

CNH: padrdo

CNH. intermédia

Figura B1. Diagrama espinha de peixe para a identificacao das fontes de incerteza da concentracao
da solugédo padrao de amonio de 0,50 mg/L.

Micropipeta 10 mL
Descrigdo Incerteza de x Incerteza padrdo (u(x)) Incerteza padrdo relativa (u(x),x)
Calibracio 0,010 0,00408
Temperatura 0,003 0,0:0182
u(Vpip) 0,00447 0,00089

Baldo Volumétrico 100 mL

Descrigdo Incerteza de x Incerteza padrdo (u(x)) Incerteza padrdo relativa (u(x)/x)
Calibragdo 0,100 0,04082

Temperatura 0,063 0,03637
u(Vbaldo) 0,05468 0,00055

Calculo da incerteza combinada uc(y) e da incerteza expandida U{y).

Descrigdo Valor de x uc () uc (%)%
Concentracdo Intermédia (mg/L) 890 0,04136 0,00414
Volume da pipeta (mL) 5,000 0,00447 0,00089
Volume do baldo volumétrico (ml) 100,00 0,05468 0,00055
Concentracdo Padrdo (mg/L) 0,4835 0,002133 0,00427
Valor da mensuranda Fator de expansdo (k) Incerteza expandida (U)
0,4995 2 0,0043

CNH4 padrio = 0,4995 % 0,0043 mg/L

Figura B2. Calculos auxiliares para a determinacdo das incertezas associadas ao volume da micropipeta, do
baldo volumétrico e da incerteza combinada e expandida da concentracao de uma solucao padrao de amonio de
0,50 mg/L.
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Anexo C - Instrucoes de funcionamento do Cromatografo ICS 1000

Ligar o Cromatografo ICS 1000
¢ Ligar o cromatdgrafo no interruptor colocado na parte de tras do equipamento

¢ Ligar o computador, abrir o software Chromeleon e selecionar o cromatédgrafo ICS1000

Encher o reservatorio com eluente e injetar com a seringa agua ultrapura.

¢ Na janela painéis, apos verificar que o cromatografo estd conectado clicar em “Startup’ e
automaticamente todos os comandos sao acionados.

¢ Abrir o passador de nitrogénio.

¢ Para fazer a purga clicar em “pump settings’.

¢ Desligar a bomba, abrir o parafuso localizado na cabeca da bomba (uma volta) e clicar em “prime”.
Fazer “OK” e deixar purgar durante 2 minutos. Fechar o parafuso e ligar a bomba e o supressor, garantir
que este esta a trabalhar a 82 mA. Deixar a pressao estabilizar, abrir e fechar rapidamente o parafuso
verificando se saem bolhas. Repetir este ultimo passo até que deixem de sair bolhas.

¢ Deixar o cromatografo estabilizar no modo aquisicdo manual até obter uma linha de base estavel.

¢ Ligar o amostrador automatico AS40, tendo o cuidado de verificar que este esta conectado com o
cromatdgrafo pretendido no comutador localizado na parte de tras do amostrador*.

* Na janela sequéncias introduzir a série de trabalho, incluindo a curva de calibracdo e controlo de
qualidade.

¢ Para iniciar a corrida clicar em “BatcH’, seguidamente clicar em “Add’, e selecionar a sequéncia
pretendida. Clicar em “Ready Check” para confirmar a selecdo efetuada e em “Start”. Antes de iniciar a
sequéncia verificar se a condutividade cumpre os limites estabelecidos, que se encontram no impresso
- Limites de condutividade CIA - afixado no painel lateral do cromatografo, registar o seu valor na carta

de condutividade.

* Nota: Para comecar uma série de trabalho com o amostrador automatico deve proceder do seguinte modo:

* Colocar nas cassetes uma purga (consiste na estabilizacdo do sistema com a eliminacao de possiveis bolhas com agua
ultra pura), um branco, padrées de calibracao (quando se realizar), padrdes independentes de controlo da curva e grupos de
dez amostras, sendo estes separados por padrées independentes (intermédio).

e Clicar em Hold/Run

* Avancar a purga e quando o injetor levantar e a cassete ficar na posicao do branco pode iniciar a corrida.

Desligar Cromatografo ICS 1000
e Clicar em “Shutdown’
¢ Desligar o nitrogénio.

¢ Desligar o cromatografo.
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Anexo D - Estudo da Gama de Trabalho

Tabela D1. Valores obtidos das areas dos picos para o estudo da gama de trabalho de dez solucdes independentes
do padrao mais baixo e mais alto para cada catiao.

Réplica Area do pico (uS min)

Na' 2,000 0,745 0,747 0,695 069 0,773 0,718 0,688 0,708 0,683 0,682

20,000 6,262 6,248 6,246 6,235 6,251 6,267 6,271 6,228 6,247 6,241

NH 0,02498 0,016 0,012 0,014 0,012 0,014 0,014 0,017 0,017 0,014 0,014

0,4995 0,189 0,185 0,183 0,189 0,188 0,184 0,187 0,186 0,188 0,187

Mg 0,1968 0,103 0,101 0,098 0,097 0,099 0,09 0,098 0,103 0,097 0,101

1,968 1,010 1,002 1,010 1,002 1,005 1,004 1,009 1,007 1,005 1,002

ca® 1,0000 0,446 0529 0,433 0,592 0,584 0,594 0,627 0,674 0,468 0,664

10,000 3,265 3,258 3,271 3,253 3,087 3,375 3,359 3,226 3,361 3,214
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Anexo E - Sensibilidade ao longo do tempo

Tabela E1. Valores obtidos da sensibilidade do método para a determinacao dos catides.

Sensibilidade (uS min L mg?)

- Catidgo N NH; Mgb cat
11/01/2021 0,3071 0,3071 0,5006 0,2924
12/01/2021 0,3045 0,3779 0,5534 0,2772
15/04/2021 0,2893 0,3635 0,5492 0,2753
16/04/2021 0,2989 0,3555 0,5470 0,3216
17/04/2021 0,3021 0,3572 0,5456 0,3312
22/04/2021 0,3056 0,3433 0,5500 0,3305
23/04/2021 0,3087 0,3414 0,5425 0,3352
26/04/2021 0,3145 0,3560 0,5265 0,3156
27/04/2021 0,3131 0,3710 0,5279 0,3196
05/05/2021 0,3166 0,3319 0,5100 0,3168
06/05/2021 0,3220 0,3324 0,5024 0,3152
07/05/2021 0,3174 0,3488 0,5051 0,3201
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Anexo F - Ensaios de recuperacao em duas matrizes para o estudo da
seletividade
Tabela F1. Valores de concentracao obtidos em amostras reais, através de ensaios de recuperagéo para o estudo

da seletividade. [X"] e [X"+ f.] representa a concentracéo do catido X na amostra original e a concentracao do catido
X na solucao fortificada respetivamente.

Na- NH. Mg Ca
Matriz [Na1 [Na+f] [NHs] [NHe+f]  [Mg] [Mg +1] [Ca¥] [Ca*+f]
5,250 7,206 0,080 0,341 0,856 1,043 6,310 7,410
2,100 4,174 0,026 0,282 0,228 0,441 2,021 3,006
4,414 6,330 0,013 0,284 0,689 0,901 6,406 7,330
Agua de 4,330 6,450 0,025 0,259 0,684 0,877 3,143 4,110
ConSUMo 3,944 6,041 0,101 0,325 0,708 0,914 8,731 9,741
humano 4,933 6,920 0,026 0,290 0,712 0,915 8,915 9,823
4,841 6,873 0,023 0,289 0,730 0,928 8,508 9,572
4,319 6,432 0,025 0,272 0,733 0,944 3,957 4,881
9,086 11,182 0,024 0,268 0,722 0,936 4,870 5,961
5,445 7,583 0,025 0,279 0,997 1,197 7,542 8,476
4,140 6,096 0,128 0,389 0,842 1,027 5,132 6,144
3,448 5,627 0,024 0,265 0,425 0,635 6,445 7,395
4,130 6,011 0,020 0,268 0,710 0,921 2,035 3,014
4,329 6,221 0,213 0,447 1,005 1,203 8,276 9,250
Agua Natural Doc 5 464 7,644 0,064 0,300 1,337 1,552 2,664 3,569
Superficial 5135 7,307 0,055 0,306 1,150 1,339 2,025 2,969
5,374 7,302 0,060 0,318 0,355 0,565 5,726 6,810
5,611 7,344 0,048 0,299 0,311 0,517 2,807 3,748
3,738 5,805 0,181 0,452 1,294 1,500 1,330 2,414
6,666 8,564 0,022 0,281 1,724 1,910 3,780 4,811
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Anexo G - Limiares analiticos do método

Tabela G1. Concentracdo resultante da analise de dez réplicas de brancos fortificados, em condicdes de
repetibilidade, para cada catiao.

i T2 Nal [NH] (Mg (Ca?]
Yi 1,98 0,033 0,203 0,94
Y2 2,05 0,034 0,195 1,02
Ys 1,93 0,036 0,196 0,97
Ya 1,98 0,033 0,203 1,06
s 2,03 0,031 0,199 1,00
Ys 1,98 0,031 0,208 0,97
yr 2,03 0,026 0,197 1,06
Ys 1,96 0,029 0,199 1,01
Yo 1,89 0,034 0,199 1,09
Yio 1,91 0,030 0,198 1,01

Tabela G2. Avaliacdo do padrdo de menor concentracdo da curva de calibracdo, em condicdes de precisdo
intermédia, para cada catido, de forma a confirmar o LQ do método de determinacao dos catides em estudo.

C(mg/L) [Na] [NH,] [Mg"] [Ca"]
Réplica 2,00 0,02498 0,1968 1,0000

A 2,01 0,0209 0,208 1,12
Y, 2,04 0,0220 0,200 1,00
Y, 1,97 0,0239 0,200 1,08
A 1,97 0,0206 0,207 1,03
Y 2,05 0,0190 0,204 1,06
\A 1,98 0,0214 0,210 1,03
Y, 1,93 0,0245 0,213 1,12
Y 1,93 0,0302 0,213 1,07
Y, 2,00 0,0190 0,203 1,07
Yio 1,98 0,0258 0,202 0,96
Y, 1,91 0,0253 0,203 0,99
Y. 2,06 0,0269 0,203 0,92
Yis 1,92 0,0242 0,212 0,90
Y. 1,90 0,0305 0,209 0,90
Yis 1,91 0,0212 0,202 1,07
Yi 1,88 0,0272 0,213 1,03
Y, 1,88 0,0239 0,212 1,00
Vi 2,00 0,0228 0,209 0,94
Yio 1,96 0,0283 0,198 0,99
Yo 1,95 0,0245 0,203 1,00
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Anexo H - Precisao do método em condicoes de repetibilidade

Tabela H1. Dados obtidos da avaliacdo da precisdo do método, em condicdes de repetibilidade, para cada catiao.

Na NH; Mg Ca
Réplica 2,000 20,000 0,0250 0,5005 0,1968 1,968 0,9968 9,968
Vi 2,214 20,132 0,0234 0,506 0,205 2,001 0,941 9,913
Y2 2,054 20,086 0,0226 0,495 0,202 1,985 1,128 9,928
¥ 2,123 20,079 0,0228 0,490 0,206 2,000 0,982 9,968
Ya 2,031 20,041 0,0228 0,506 0,196 1,992 0,903 10,296
Ys 2,092 20,095 0,0237 0,503 0,197 1,991 0,984 10,246
Vs 2,014 20,146 0,0239 0,494 0,197 1,989 1,009 9,828
Y 2,209 20,019 0,0220 0,500 0,195 2,001 1,078 9,951
Vs 2,055 20,081 0,0245 0,498 0,205 1,986 0,973 10,251
Yo 2,012 20,063 0,0281 0,504 0,194 1,999 1,013 9,792
Yio 2,296 19,988 0,0215 0,500 0,201 1,996 0,973 10,112
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Anexo | — Precisdo do método em condicbes de precisao intermédia

Tabela |1. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, ao longo do tempo, para
a determinacéo da precisao intermédia do padrao mais diluido, para cada catido.

2+

Na NH' Mg Ca

4

2,000 0,0250 0,1968 0,9968

2+

12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05

Y, 195 206 206 0,025 0,026 003 0,201 0203 0197 094 103 085
Y, 1,97 198 207 0,028 0,027 0,029 0199 0204 0,19 101 100 1,01
Y, 198 199 210 0,027 0,028 0,030 0,203 0,191 0,205 1,09 1,00 1,02
Y, 197 205 207 0,027 0,023 0029 0,200 0201 0,194 120 09 1,00
Y 193 192 205 0,027 0,023 0,027 0197 0205 0,193 104 104 092
Y. 201 195 199 0,024 0,023 0026 0,207 0202 019 104 104 0,88
y, 206 192 203 0021 0022 0027 0201 0206 0,194 098 1,07 087
Y. 201 200 209 002 0,024 0,027 0,207 0,192 0201 1,14 093 093

Y, 197 193 203 0,024 0,023 002 0,209 0,197 0,195 098 092 096

Yo 195 19 199 0,027 0,024 0025 0,192 0,199 0,195 125 092 0,99

Tabela 12. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, ao longo do tempo, para
a determinacao da precisao intermédia do padrao de concentracao intermédia da curva de calibracéo, para cada
catiao.

2+ 2+

Na NH, Mg Ca
10,000 0,2503 0,9840 4,984
12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05

A 990 987 1007 0,234 99 987 10,07 0234 990 987 10,07 0,234

Y, 998 10,03 10,05 0,262 998 10,03 10,05 0,262 998 10,03 10,05 0,262

Y, 10,19 991 10,03 0,257 10,19 991 10,03 0,257 10,19 991 10,03 0,257

1A 10,07 982 10,03 0,266 10,07 982 10,03 0,266 10,07 982 10,03 0,266

Y, 9,97 9,98 10,02 0,257 9,97 9,98 10,02 0,257 9,97 9,98 10,02 0,257

Y 10,10 9,87 10,09 0,253 10,10 987 10,09 0,253 10,10 9,87 10,09 0,253

Y, 9,96 991 10,04 0246 99 991 10,04 0,246 9,96 9,91 10,04 0,246

Y 9,85 987 10,13 0,245 985 987 10,13 0,245 9,85 9,87 10,13 0,245

Y 983 979 991 0243 983 979 991 0243 983 979 991 0,243

Yio 9,97 9,81 985 0251 997 981 985 0251 997 981 9,85 0,251
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Tabela 13. Valores obtidos da analise de trés conjuntos de dez solucdes independentes, ao longo do tempo, para
a determinacao da precisao intermédia do padrao de maior concentracéo da curva de calibracao, para cada catido.

2+ 2+

Na NH Mg Ca

4

20,000 0,5005 1,968 9,968
12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05 12/04 28/04 27/05

Y, 1965 19,70 19,83 0,483 0,508 0,503 2,00 19 200 951 990 1017

Y, 1992 19,78 19,78 0,483 0,497 0,492 2,07 202 198 9,78 993 10,08

Y, 20,09 19,80 19,78 0,484 0,507 0,487 198 195 200 937 998 10,07

Y, 19,82 19,96 19,74 0,500 0,504 0,503 2,01 201 200 951 10,08 10,27

Y, 19,92 19,69 19,79 0,487 0,508 0490 203 19 199 992 1011 10,34

Y, 19,81 19,63 19,84 0482 0,508 0491 204 200 199 984 10,13 996

Y, 20,09 19,72 19,86 0,49 0,510 0,497 205 198 199 999 987 993

Y, 1991 1966 19,72 0483 0,491 0495 205 200 200 989 982 988

Y, 1950 19,51 19,78 0,487 0,515 0,502 197 198 202 962 1007 9,87

Yo 1960 19,67 19,76 0,497 0,498 0498 199 199 200 945 982 9,68
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Anexo J — Estudo da robustez

Tabela J1. Matriz de teste de Youden aplicada considerando trés fatores.

Ensaio A B C
1 1 1 1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 -1 -1 1

Tabela J2. Dados obtidos dos ensaios efetuados em triplicado para o estudo da robustez do método.

Na' NH. mg” Ca”
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Ensaio rl r2 r3 rl r2 r3 rl r2 r3 rl r2 r3
1 9,56 9,52 941 | 0,271 0,252 0,251 | 1,086 1,043 1,057 | 4675 4,605 4,618
2 10,34 10,43 10,41 | 0,293 0,295 0,291 | 1,179 1,270 1,255 | 4,842 4,981 5,052
3 12,15 11,31 10,98 | 0,293 0,264 0,265 | 1,326 1,279 1,239 | 5590 5,399 5,290
4 9,97 9,78 9,75 | 0,287 0,282 0,279 | 1,242 1,217 1,257 | 5,070 4,917 5,011

Tabela J3. Média dos resultados obtidos para cada ensaio tendo em vista a avaliacdo da robustez do método.

Ensai RE Na’ RE: NH. RE Mg” RE.Ca”
nsaio

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

1 9,496 0,258 1,062 4,633

2 10,391 0,293 1,234 4,958

3 11,483 0,274 1,281 5,426

4 9,834 0,283 1,239 4,999
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Anexo K - Cartas de controlo

Tabela K1. Concentracdo determinada do padrdo de menor concentracao da curva de calibracdo, ao longo do
tempo, para a construcao da carta de controlo, para cada catiao.

[Na(mg/L)  [INHT(mg/L)  [Mg](mg/L)  [Ca"] (mg/L)

Data 2,000 0,0250 0,1968 0,9968
16/04/2021 1,94 0,0251 0,203 0,94
22/04/2021 2,12 0,0276 0,204 1,01
26/04/2021 1,97 0,0285 0,191 1,09
05/05/2021 2,12 0,0267 0,216 1,19
06/05/2021 2,11 0,0266 0,223 1,03
10/05/2021 2,19 0,0194 0,215 1,04
12/05/2021 2,11 0,0187 0,199 0,99
13/05/2021 2,17 0,0255 0,203 0,86
17/05/2021 1,97 0,0325 0,200 0,97
18/05/2021 2,07 0,0268 0,197 1,24
19/05/2021 2,09 0,0261 0,207 1,02
24/05/2021 2,10 0,0269 0,217 1,00
25/05/2021 1,99 0,0187 0,219 0,99
26/05/2021 1,87 0,0275 0,217 0,96
27/05/2021 1,90 0,0272 0,229 0,93
27/05/2021 1,92 0,0311 0,218 0,93
27/05/2021 2,05 0,0258 0,218 0,92
15/06/2021 2,00 0,0273 0,212 0,92
17/06/2021 1,97 0,0302 0,213 1,02
17/06/2021 1,89 0,0253 0,210 0,92

Tabela K2. Réplicas obtidas do padrdo de menor concentracao da curva de calibracéo, ao longo do tempo, para a
monitorizacao do controlo de qualidade, para cada catiao.

[NaT(mg/L)  INHT(mg/L)  [MgT(mg/L)  [Ca”] (mg/L)

Data 2,000 0,0250 0,1968 0,9968
16/04/2021 1,95 0,025 0,211 1,03
22/04/2021 1,97 0,028 0,209 1,00
26/04/2021 1,98 0,027 0,213 1,00
05/05/2021 1,97 0,027 0,210 0,96
06/05/2021 1,93 0,027 0,207 1,04
10/05/2021 2,01 0,024 0,217 1,04
12/05/2021 2,06 0,021 0,211 1,07
13/05/2021 2,01 0,026 0,217 0,93
17/05/2021 1,97 0,024 0,219 0,92
18/05/2021 1,95 0,027 0,202 0,92
19/05/2021 2,06 0,026 0,213 1,09
24/05/2021 1,98 0,027 0,214 1,02
25/05/2021 1,99 0,028 0,201 1,01
26/05/2021 2,05 0,023 0,211 1,00
27/05/2021 1,92 0,023 0,215 0,94
27/05/2021 1,95 0,023 0,212 0,92
27/05/2021 1,92 0,022 0,216 0,94
15/06/2021 2,00 0,024 0,202 0,93
17/06/2021 1,93 0,023 0,207 0,96
17/06/2021 1,96 0,024 0,209 0,99
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Tabela K3. Concentracdo determinada do padrdo de maior concentracdo da curva de calibracao, ao longo do
tempo, para a construcao da carta de controlo, para cada catiao.

[Na] (mg/L) [NH,T (mg/L) [Mg] (mg/L) [Ca"] (mg/L)

Data 20,000 0,5005 1,968 9,968
16/04/2021 19,05 0,475 1,93 9,61
22/04/2021 19,40 0,472 1,95 9,78
26/04/2021 19,32 0,487 1,98 9,67
05/05/2021 18,82 0,482 1,94 10,08
06/05/2021 19,21 0,507 2,03 9,92
10/05/2021 19,10 0,483 2,04 9,84
12/05/2021 18,92 0,483 2,05 9,99
13/05/2021 18,71 0,490 2,05 9,89
17/05/2021 18,80 0,510 1,97 9,62
18/05/2021 18,99 0,514 1,99 9,75
19/05/2021 18,90 0,521 1,95 9,90
24/05/2021 19,07 0,515 2,02 9,93
25/05/2021 19,09 0,508 2,07 9,98
26/05/2021 18,79 0,497 2,01 10,08
27/05/2021 19,25 0,491 2,05 10,11
27/05/2021 19,30 0,497 2,04 9,96
27/05/2021 19,30 0,495 2,00 9,93
15/06/2021 19,26 0,502 2,05 9,88
17/06/2021 19,21 0,498 1,97 9,87
17/06/2021 19,37 0,490 1,99 9,68

Tabela K4. Réplicas obtidas do padrdo de maior concentracéo da curva de calibracéo, ao longo do tempo, para a
monitorizacao do controlo de qualidade, para cada catiao.

NaT(mg/L)  INHT(mg/L)  [Mg](mg/L)  [Ca’] (mg/L)

Data 20,000 0,5005 1,968 9,968
16/04/2021 19,10 0,483 2,00 10,07
22/04/2021 19,18 0,483 2,07 9,82
26/04/2021 19,20 0,484 1,98 10,17
05/05/2021 19,36 0,500 2,03 10,04
06/05/2021 19,09 0,487 2,01 9,92
10/05/2021 19,03 0,482 2,04 9,84
12/05/2021 19,12 0,496 2,05 9,87
13/05/2021 19,06 0,483 2,05 9,82
17/05/2021 18,91 0,487 1,97 9,90
18/05/2021 19,07 0,497 1,99 9,93
19/05/2021 19,23 0,508 1,95 9,98
24/05/2021 19,18 0,497 2,02 10,01
25/05/2021 19,18 0,507 1,95 10,08
26/05/2021 19,14 0,504 2,01 10,03
27/05/2021 19,19 0,508 1,99 9,99
27/05/2021 19,24 0,508 2,00 9,70
27/05/2021 19,26 0,510 1,98 9,93
15/06/2021 19,05 0,491 2,00 9,88
17/06/2021 19,18 0,515 1,98 9,87
17/06/2021 19,16 0,498 1,99 9,68
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