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Abreviaturas

% - percentagem

% RE - erro relativo expresso em percentage (do Inglés, relative error)

% Rec - taxa de recupera¢io

Ry, - recuperacio média do método

Cops - concentracio média das analises do MRC

Xpc- média experimental dos ensaios do padrio de controlo

AO'fZit (ou Vatfit) - variancia do ajuste

Fél,01(1;v2) - valor teste F unilateral com um nivel de confianca de 0,01 para 1 e v, graus de liberdade
R- amplitude média relativa

S;z — desvio padrio residual da curva de calibragdo nio linear

SZ - varidncia interlaboratorial

S2;- variancia da reprodutibilidade

SZ - varidncia da repetibilidade

Sf /- desvio padrio residual da curva de calibragio linear

24 - variancia méaxima

tzin—l,l— o) — valor de teste fsudent unilateral, para n-1 graus de liberdade ao nivel de confianga 1-a
to, 05(m—1)- valor teste #-S7udent com um nivel de confianca de 0,05 e com (m-1) graus de liberdade
t g(n_l)— teste f-student bilateral ao nivel de confianca « com n-1 graus de liberdade
02 - varidncia total

02 - contribuicio puramente aleatéria da variabilidade total

u - valor obtido pelo método de analise

1,2-DCE - 1,2-Dicloroetano

1-a - nivel de confianca

2,4-D - 4cido diclorofenoxiacético

ADN - 4cido desoxirribonucleico

BaP - benzo(a)pireno

Bbf - benzo(b)fluoranteno

BDCM - bromodiclorometano

BghiP - benzo(g,h,i)perileno

Bkf - benzo(k)fluoranteno

CE - Comissao Europeia

C; - ionizacdo quimica (do Inglés, chemical ionization)

cmre - valor certificado do MRC

CO; - dioxido de carbon
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CQ - controlo de qualidade

CQE - controlo de qualidade externo

CQI - controlo de qualidade interno

CV- coeficiente de variacao

CVr - coeficiente de variacdo de repetibilidade

CVr - coeficiente de variagio de reprodutibilidade

d.d.p. - diferenca de potencial

D.L. - Decreto-Lei

DAD - detetor de fotodiodos (do Inglés, Diode-Array Detection)

DBCM - dibromoclorometano

DEA - desetilatrazina

DET - desetilterbutilazina

DR - diferenca relativa

DRCO001 - Regulamento geral de acreditagdo

DS2 - diferenca das variancias

EA - Cooperagio europeia para acreditacio (do Inglés, Enropean Co-operation for Accreditation)

ECD - detetor de captura eletrénica (do Inglés, electron capture detector)

E; - impacto eletrénico (do Inglés, electron ionization)

EIL - ensaios interlaboratoriais

EM - radiagio eletromagnética (do Inglés, electromagnetic radiation)

En - erro normalizado

EPA - Environmental Protection Agency

ERSAR - Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos

ETA - Esta¢do de tratamento de aguas

ETAR - Estagio de tratamento de 4guas residuais

eV- eletrido volt

F - teste de Fischer

Feie - valor tabelado (ctitico) da disttibuicio I de Swedecor / Fisher

FID - detetor de ionizagao por chama ( do Inglés, flame ionization detector)

FTIR - espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourtier (do Inglés, Fourier transform infrared
spectroscopy)

GC - cromatografia gasosa (do Inglés, gas chromatography)

GC-ECD - cromatografia gasosa associada a detetor de captura eletrénica (do Inglés, gas chromatograply— electron
capture detector)

GC-MS - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (do Inglés, gas chromatography—mass
spectrometry)

GC-MS/MS - cromatografia gasosa com tandem de espetrometria de massa (do Inglés, gas chromatography—mass

spectrometry / mass spectrometry)
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GQ - garantia da qualidade

Ho - hipétese nula

H; - hipotese alternativa

HCB - hexaclorobenzeno

HCI - 4cido cloridrico

HPLC - cromatografia liquida de elevada eficiéncia (do Inglés, High Performance Liquide Chromatography)

HT - hidrocarbonetos totais

IAF - Férum internacional de acreditagdo (do Inglés, International Accreditation Forum)

IcdP - indeno(1,2,3-cd)pireno

ICH - Conferéncia Internacional sobre Harmonizacio (do Inglés, Internacional Conference of Harmonization)
ILAC - Cooperagio internacional de acreditacdo de laboratérios (do Inglés, Internacional Labortory Accreditation
Cooperation)

IPAC - Instituto Portugués de Acreditagio

IRAR - Instituto Regulador de Aguas e Residuos

IRMM — Institute for Reference Materials and Measurements

ISO — International Standard Organization

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do Inglés, International Union of Pure and Applied
Chenristry)

1V - infravermelho

K — fator de expansio

KBr - brometo de potassio

LC - cromatografia liquida (do Inglés, /Zguid chromatography)

LD - limite de detecio

LGC — Laboratory of the Government Chemist

LQ - limite de quantificagio

m - sensibilidade ou declive da reta

m/z - razio massa carga

MCPA - acido (4-cloro-2-metilfenoxi)acético

MRC- material de referéncia certificado

MRI - materiais de referéncia internos

MS - espectrometria de massa (do Inglés, wass spectrometry)

Ndf (ou v) - graus de liberdade

NiO - 6xido de niquel

NIST - National Institute of Standards and Technology

Norma ISO 5725-2 - Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results - Part 2: Basic method for the
determination of repeatability and reproducibility of a standard measurement method

Norma ISO 5725-3 - Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results -- Part 3: Intermediate measures

of the precision of a standard measurement method



Norma ISO 5725-6 - _Accuracy (frueness and precision) of measurement methods and results - Part 6: Use in practice of accuracy
values

Norma ISO 8466 - 1 - Water Quality — Calibration and evaluation of analytical methods and estimation of performance
characteristics — Part 1: Statistical evalnation of the linear calibration function

Norma ISO 8466 - 2 - Water Quality — Calibration and evaluation of analytical methods and estimation of performance
characteristics, Part 2: Statistical strategy for non-linear second-order calibration functions

Norma ISO/IEC 17025 - Requerimentos gerais de competéncia para Laboratérios de Ensaio e Calibragio
OG - dleos e gorduras

OGCO010 — Avaliacdo da incerteza de medicao em calibracio

ONA - Organizac¢do Nacional de Acreditagio

p[Ho] - valor prova da hipétese nula

p[Hi] - valor prova da hipétese alternative

P01 - polinémio de primeiro grau

P012 - polinémio de segundo grau

PAH - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (do Inglés, Polycyclic aromatic hydrocarbon)

PCIE - perfil de corrente ibnica extraida

PDMS - polidimetilsiloxano

t - coeficiente de correlacido

12 - coeficiente de determinagio

RMS justeza/medicio — valor médio quadratico da componente da justeza da medi¢do na incerteza (do Inglés, roor
mean square)

RSD - desvio padrio relativo (do Inglés, Reative Standard Deviation)

s - desvio padrio

SG - sistema de gestdo da qualidade

s1 - precisdo intermédia ou variabilidade intralaboratorial

SIM - monitorizagao seletiva de iGes (do Inglés, selective ion monitoring)

Sobs - desvio padrio das analises do MRC

Spadrio controlo - desvio padrdo dos ensaios do padriao de controlo

SPME - microextracao em fase solida (do Inglés, so/id phase microextraction)

Sprecisio - desvio padrao relativo da precisao intermédia

s; - repetibilidade

sr - reprodutibilidade

sii - desvio padrio da repetibilidade

sr1 — desvio padrao da reprodutibilidade

SS - soma de quadrados

SS - soma dos quadrados

SSa - dispersdo resultante do efeito em causa

SSt - dispersao interna ou puramente aleatoria



Sy/x - desvio padrio residual da curva de calibracio linear
TetraCE - tetracloroetileno

THM - trthalometanos

TIC - corrente idnica total (do Inglés, total ion current)

TOC - carbono organico total (do Inglés, zotal organic carbon)
TOF - analisador do tempo de voo (do Inglés, time-of-fligh?)
t - tempo de reten¢io

TriCE - tricloroetileno

TV — valor teste (do Inglés, fest value)

U2MRe) - incerteza padrio associada a quantidade certificada de MRC
u(x)- incerteza (do Inglés, uncertainty)

U.E. - Unido Europeia

Uec-incerteza combinada

Usdelidade - componente da fidelidade na incerteza
U-incerteza expandida

Ulusteza/medicio — componente da justeza da medigdo na incerteza
UL - incerteza do resultado obtido pelo laboratério

Ut - incerteza associada ao valor de referéncia

USP - United States Pharmacopeia

UV/VIS - ultravioleta/visivel

VMA - valor maximo admissivel

VMR - valor maximo recomendado

VOC — compostos organicos volateis (do Inglés, volatile organic componnds)

VP - valor paramétrico

Xub - valor obtido pelo Laboratério (ensaio interlaboratorial)

X, - valor aceite como verdadeiro (ensaio interlaboratorial)

o - nivel de significancia

A - erro absoluto

Ar - limite de repetibilidade

AR - limite de reprodutibilidade

ASS - diferenca entre a soma de quadrados

Av - diferenca entre os graus de liberdade

{ - valor de referéncia convencionalmente aceite como verdadeiro

¥2 — teste qui-quadrado
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Resumo

O presente relatério de estagio foi realizado no ambito da unidade curricular “Projeto Cientifico ou
Projeto Industrial” do Mestrado em Quimica, especializagio em Controlo da Qualidade e Ambiente. Este
estagio realizou-se na EMITEQ - Associagdo para a Inovacdo Tecnolégica e Qualidade, uma Instituicdo
privada de utilidade publica, cujo objetivo consiste no apoio a industria e a comunidade no dominio da quimica,
especializada em controlo quimico da qualidade.

O estagio consistiu fundamentalmente na aquisicao de conhecimentos relativos a validagao de métodos
cromatograficos, no contexto das atividades do Laborat6rio de Cromatografia da AMITEQ.

Numa primeira fase foi feito o enquadramento nas atividades do laboratério relacionadas e necessarias
a realizacdo de ensaios, nomeadamente: documentag¢io, gestdo de amostras, gestdo de equipamento, entre
outras.

Seguidamente, foi efetuada a familiarizacio com as técnicas analiticas, através da realizacdo de ensaios
fora do ambito da acreditagdo com o equipamento de analise FTIR.

No ambito da acreditagio do laboratorio, realizaram-se os seguintes ensaios: determina¢do de
trihalometanos e de solventes clorados em aguas por GC-ECD, determinacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos em 4guas por HPLC-DAD, determinacdo de pesticidas derivados de ureia em 4aguas por
HPLC-DAD, determinacio de herbicidas acidos em aguas por HPLC-DAD, determinac¢io de anides em aguas
e efluentes liquidos por cromatografia idnica, determinacio de pesticidas em aguas por GC-MS/MS,
determinacdo de compostos organicos volateis em aguas por cromatografia gasosa associada a espectrometria
de massa GC-MS e anilise de carbono organico total e carbono dissolvido em 4guas.

Efetuou-se, ainda, a revalidacio de alguns métodos acreditados, de acordo com as metodologias de

valida¢do do laboratério de cromatografia e a sistematizacio de dados de validagdo e controlo da qualidade.
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Abstract

This internship report was carried out within the course "Scientific Design or Industrial Design" of the
Chemistry Master, specialization in Quality and Environmental Control. This stage was held in
AMITEQ - Association for Technological Innovation and Quality, a private institution of public utility, whose
aim is to support the industry and the community in the field of chemistry, specializing in chemical quality
control.

The stage consisted mainly in acquiring knowledge concerning the validation of chromatographic
methods in the context of Chromatography Lab activities AMITEQ.

In the first phase was done in the framework laboratory activities related and necessary to carry out
tests, such as: documentation, sample management, equipment management, among others.

It was then carried familiarity with the analytical techniques, by conducting tests outside the scope of
accreditation with the FTIR analysis equipment.

Under the laboratory accreditation were conducted the following tests: determination of
trihalomethanes and chlorinated solvents in water by GC-ECD, determination of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons in water by HPLC-DAD, determination of urea derivatives pesticides in water by HPLC-DAD,
determination of acid herbicides in waters HPLC-DAD, determination of anions in liquid water and effluent
by ion chromatography, determination of pesticides in water by GC-MS/MS, determination of volatile organic
compounds in water by gas chromatography coupled mass spectrometry GC-MS analysis of mass and total
organic carbon and carbon dissolved in water.

Held also the revalidation of some accredited methods, according to chromatography laboratory

validation methodologies and systematization of validation and quality control data.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Contextualizag¢iao e enquadramento histérico

A 4gua, substancia essencial a vida, trata-se de um recurso precioso que a Terra fornece ao
Homem. Encontra-se, maioritariamente, nos oceanos e sob a forma de gelo nos glaciares polares.
Por isso, apenas uma fracdo muito pequena de agua esta diretamente disponfvel para a humanidade.
Sendo o corpo humano essencialmente constituido por agua (75% - 80%) e, tendo em conta os
diversos processos metabolicos em que a dgua participa, ¢ recomendada a ingestdo de cerca de dois
litros de agua por dia a cada pessoa [1].

No infcio do século XX, ap6s ter sido descoberta a natureza das doencas infeciosas, assim
como a capacidade da dgua para transmitir doengas (colera e febre tiféide), desenvolveram-se meios
técnicos e legais para a desinfecdo da dgua em sistemas publicos de abastecimento. Até entdo, a
qualidade da 4gua para consumo humano era avaliada através das suas caracteristicas organoléticas,
baseada no senso comum de que esta se apresentasse limpida, inodora e agradavel ao paladar.
Contudo, esta avaliagio foi-se tornando invidvel para a protecio da satde publica contra
microrganismos patogénicos e contra substincias quimicas perigosas presentes na agua. Tornou-se,
entdo, necessirio estabelecer normas paramétricas que exprimissem, de modo objetivo, as
caracteristicas a que deve obedecer uma agua destinada ao consumo humano |2, 3].

Desde a revolucio industrial, com as constantes agressoes ao planeta Terra, o ecossistema
aquatico acaba por ser 0 que suporta maior pressiao, uma vez que se trata de um recetor de poluentes.
Os meios hidricos naturais, principalmente rios, sio constantemente utilizados como meio recetor e
como agente de transporte de efluentes domésticos e industriais, bem como de escorréncias de
terrenos agricolas e de estradas. O consumo excessivo de agua, a sua contaminacio e ainda alguma
negligéncia e caréncia de planeamento da mesma, pode ter inimeras consequéncias para a saude das
populacoes e para o equilibrio dos ecossistemas, podendo levar a sua escassez. Deste modo, ¢é
importante garantir a qualidade da dgua para consumo humano, gerir de modo adequado os recursos
hidricos terrestres, manter os reservatorios naturais de dgua e salvaguardar a sua pureza [2].

De modo a controlar a qualidade da 4gua, existe um quadro legal que estabelece os
parametros e respetivas andlises a efetuar para avaliar os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos, assim como os respetivos valores paramétricos. O controlo da qualidade da agua
destinada ao consumo humano implica que exista um controlo continuo da qualidade através de
analises de rotina que verificam se o tratamento e distribuicdo estdo em conformidade com os

objetivos e regulamentos propostos, bem como uma monitorizagdo periédica dos parimetros



microbiolégicos em todo o sistema de abastecimento da dgua. Estas anélises devem ser realizadas
periodicamente em laboratérios especializados e acreditados com profissionais habilitados na éarea.
Devem, também, incluir varios parametros selecionados de acordo com o objetivo do estudo, do fim
a que se destina a agua e da legislacdo em vigor, de modo a prevenir danos para o Homem e para o
ambiente [4].

A Associagdo para a Inovagiao Tecnoldgica e Qualidade, AMITEQ), desenvolve atividades
de apoio técnico no dominio da quimica desde 1991, especializando-se em controlo quimico da
qualidade, sedeado em Coimbra, onde exerce as suas atividades desde 1994. A AMITEQ ¢é um
laboratério acreditado de analises de 4guas tendo como missdo contribuir para a melhoria da
qualidade da agua nos sistemas de abastecimento publico e privado, sendo os seus resultados
avaliados pela participagao continua em diversos programas de ensaios interlaboratoriais, nacionais e
internacionais. Acresce, ainda, o apoio as autarquias e empresas municipais nas areas do controlo da
qualidade de aguas de consumo, aguas residuais, aguas para recreio e suporte ao funcionamento das

estacoes de tratamento de 4gua (ETA) e de estagdes de tratamento de aguas residuais (ETAR).

1.2 Legislagdo/Regime juridico

Dada a importancia da 4gua e, nao sendo esta um recurso inesgotavel, ¢ necessario fazer um
esforco para que a sua qualidade esteja isenta de riscos. Como tal, existem varias diretivas alusivas a
analise e prote¢do dos recursos hidricos [5].

Os estados membros da Unido Europeia (U.E.) estabeleceram programas de controlo de
modo a averiguar se a dgua para consumo humano cumpre os requisitos da lei em vigor. Esses
programas de controlo devem ser adequados as necessidades locais e cumprir os requisitos minimos
de controlo estabelecidos.

Na comunidade europeia destaca-se a Diretiva n° 98/83/CE de 3 de Novembro, que
revogou a primeira diretiva europeia referente a qualidade da agua publicada em 1980 (Diretiva
80/778/CE) e encontra-se, atualmente, em vigor. Foi transposta para direito interno pelo
Decreto-Lei n® 236/98 de 1 de Agosto e estabelece normas, critérios e objetivos de qualidade com a
finalidade de proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das 4guas em funcido dos seus principais
usos ¢ estabelece os valores maximos recomendados (VMR) e os valores maximos admissiveis (VMA)
para cada pardmetro nos diferentes tipos de agua. Este Decreto-Lei foi revogado pelo D.L. n°
243/2001 de 5 de Setembro em muitos aspetos de qualidade [6].

O documento juridico que atualmente legisla a qualidade da 4gua para consumo humano, a
nivel nacional, é o D.L. n® 306/2007 de 27 de Agosto, que resultou da revisio do D.L. n® 243/2001
de 5 de Setembro. Este define os requisitos legais da qualidade da 4gua destinada ao consumo
humano, visando proteger a saide humana dos efeitos nocivos provenientes da eventual

contaminacdo dessa 4agua e assegurar a disponibilizacio tendencialmente universal da sua



composicdo, bem como as obrigacdes relativas a garantia dos parametros da qualidade da agua
disponibilizada. Estabelece, ainda, os critérios de reparticdo de responsabilidade pela gestio de um
sistema de abastecimento publico de agua para consumo humano, quando a mesma seja partilhada
por duas ou mais entidades gestoras [5].

Com o intuito de regular a qualidade da 4gua foi criada uma autoridade competente, o
Instituto Regulador de Aguas e Residuos (IRAR), atualmente designado por Entidade Reguladora
dos Servigos de Aguas e Residuos (ERSAR). Trata-se de uma entidade reguladora dos servicos de
abastecimento publico de 4gua, saneamento de aguas residuais e de gestdo de residuos urbanos. Este
D.L. introduziu também o valor paramétrico (VP), designacdo que substitui o VMA e o VMR que
constavam como o valor maximo ou minimo fixado para cada um dos parametros a controlar [5-7].

Os valores paramétricos sdo classificados como pardmetros obrigatérios ou como
parametros indicadores. Dentro dos VP obrigatérios incluem-se os parametros quimicos e
microbiolégicos, para os quais os valores dos resultados das andlises nao podem ultrapassar os valores
indicados no D.L. em vigor. No caso dos parametros indicadores, o VP pode ser considerado apenas
como um valor de referéncia. A amostra satisfaz os requisitos de qualidade quando o resultado da
analise se enquadra nos valores paramétricos fixados para o tipo de dgua em causa. Sempre que 0s
resultados nio sejam conformes, sio tomadas medidas e informa-se a autoridade competente
(ERSAR), tendo esta de definir um plano com o objetivo de ultrapassar o incumprimento.

O controlo da qualidade da 4gua da rede de abastecimento, efetua-se de acordo com o
mencionado no anexo II do D.L. n° 306/2007, tendo como objetivo definir os controlos de rotina e
de inspecao, assim como a frequéncia minima de amostragem para a analise de 4gua destinada ao
consumo humano fornecida por sistemas de abastecimento publico, redes de distribuicao,
fontanarios, camides ou navios-cisterna, utilizada em empresas de industria alimentar e a venda em
garrafas e outros recipientes [5].

Na pratica, a garantia da qualidade da 4gua para abastecimento publico baseia-se na dete¢io
de constituintes microbiolégicos, fisicos, quimicos e radiolégicos, potencialmente perigosos para a
saude humana, através da andlise de conformidade dos resultados obtidos na monitorizacio da
qualidade da agua fornecida aos consumidores com os valores paramétricos estipulados nas normas
legalmente estabelecidas.

De modo a reduzir e prevenir a poluicio deve haver protecio da origem, manutencio e
conservacio da rede de distribuicio, controlo sanitirio, tratamento de forma a adaptar as
caracteristicas da dgua na origem e vigilancia permanente da exploracio do sistema |7].

Os ensaios conducentes a verificacio do cumprimento da legislacio devem ser
preferencialmente realizados por laboratérios acreditados para o efeito, devendo nos restantes casos
ser realizados por laboratérios que mantenham um sistema de controlo de qualidade analitica

devidamente documentado e atualizado.



1.3 Acreditagio/Documentos normativos

A certificagdo é o processo através do qual uma entidade certificadora concede um
certificado de que um produto, um processo e/ou um servico estd em conformidade com as
respetivas exigéncias especificas. A certificagdo obriga a empresa a organizar-se, tem maior eficiéncia,
respeita regras internacionais sobre a garantia da qualidade, garante qualidade (satisfacdo) ao cliente,
permite selecionar fornecedores, evidencia qualidade perante a concorréncia, é auditada por entidades
especializadas, promove a satisfagao dos empregados, reduz as auditorias dos clientes, reduz os custos
da nio qualidade, reduz desperdicios, entre outros [§].

A acreditagio trata-se do reconhecimento formal, por parte de um organismo de acreditagio,
de que um laboratétio, um organismo de certificagio e/ou organismo de inspecio cumpte os
requisitos previamente definidos e demonstra ser competente para realizar as suas atividades com
contfianc¢a. Um laboratério acreditado possui recursos humanos, instalagdes, equipamentos, métodos,
procedimentos laboratoriais necessarios para proporcionar resultados que cumprem os requisitos dos
clientes e os requisitos de boas praticas aplicaveis. A acreditacdo apresenta algumas dificuldades, tais
como: imensa documentacio a tratar, ocupagao elevada de recursos, requer pessoal qualificado, tem
custos elevados e necessita de auditorias. Contudo, apresenta uma maior organizacdo, menor
desperdicio, melhor conhecimento das falhas e constrangimentos, estratégia e ferramentas para a
melhoria continua e garante a qualidade [9, 10].

O IPAC ¢ o organismo que em Portugal responde ao Regulamento (CE) n® 765/2008, o qual
contém diversas disposi¢oes quer para o pais, quer para o IPAC, tendo sido notificado em
conformidade pelo Governo a Comissao Europeia e a Cooperacio europeia para acreditagido (EA).

Uma vez que a acreditagio ¢ feita segundo metodologias harmonizadas em todo o mundo,
existem Acordos de Reconhecimento Miatuo (EA & IAF & ILAC) entre os organismos de
acreditacdo, facilitando a livre circulacdo de bens e servicos abrangidos pelas acreditaces. A
acreditagdo é uma ferramenta de globalizacdo e internacionalizacdo da economia, promovendo as
exportagoes nacionais. O IPAC atua sob a supervisio do Ministro responsavel pela Economia,
embora a sua drea de intervencdo abranja praticamente todos os sectores de governamento. Serve
para ganhar e transmitir confianca na execuc¢ao de determinadas atividades técnicas, ao confirmar a
existéncia de um nivel de competéncia técnica minima, reconhecida internacionalmente [10].

O processo de acreditagdo é descrito no Regulamento Geral de Acreditagio (DRCO001) e
divide-se em 3 fases: a fase de registo, a fase contratual/preliminar e a fase de avaliagio. Na fase de
registo ¢ atribuido um nimero de registo a um laboratério que pretende ser acreditado. O laboratério
deve apresentar uma candidatura completa, devidamente preenchida e enviar ao IPAC os formularios
correspondentes a atividade técnica que pretende desempenhar. Na fase contratual/preliminar, a
candidatura é analisada pelo IPAC para verificar se estd completa e se pode ser dada sequéncia ao
processo. Durante a fase de avaliagio o IPAC nomeia a equipa avaliadora, a qual estuda a

documentacio e procede a avaliacio, informando o laboratério da data da auditoria e dos membros



da equipa auditora. As decisbes tomadas pela Comissao de Decisao baseiam-se no estudo dos
relatérios, nas opinides da equipa auditora e na analise das agoes corretivas. Seguidamente, é emitido
um relatério que identifica as ndo conformidades a serem corrigidas para demonstrar o cumprimento
das normas de acreditacdo, ao qual a entidade tem de responder. A equipa avaliadora estuda e emite
um parecet, a que se segue uma andlise de todo o processo pelo IPAC — se aplicavel, é solicitado um
parecer as entidades regulamentares. E, entio, tomada uma decisio pelo IPAC que, sendo favoravel,
ira desencadear o ciclo anual seguinte.

O certificado de acreditagio é emitido pela organiza¢dao nacional de acreditacio (ONA) e é
concedido quando a decisdo da acreditacio é positiva, depois da entidade auditada ter pago os custos
relacionados com o processo. Este documento contém a data de inicio da acreditagio, o nimero de
certificado, a especificacdo da entidade acreditada, a norma de referéncia de acreditagdo, a descri¢do
do ambito de acreditacio, o endereco do laboratério e a seguinte informacio:

» Laboratérios de ensaio — descricio dos produtos, materiais, métodos e documentos
utilizados nos ensaios;

» Laboratérios de calibragio — descricio das gamas de medicao, grandezas e equipamentos
utilizados na calibracio.

Um laboratério permanece acreditado até que cumpra os requisitos estabelecidos. Contudo,
deixa de estar acreditado sempre que o solicite, sempre que deixe de estar ativo ou sempre que for
aplicada uma suspensio ou anulacdo. Cada laboratério tem um numero de acreditacdo associado,
sendo o numero L0271 correspondente ao nimero de acreditagao da AMITEQ.

De modo a manter a acreditacio sdo realizadas auditorias. Estas tém como objetivo averiguar
se as atividades desenvolvidas estio de acordo com as disposicdes planificadas e/ou estabelecidas
previamente, se foram implementadas a¢oes com eficicia, se estio em conformidade com os
requisitos especificados, promover melhorias no sistema, avaliar a eficicia do sistema de gestdo
empresarial, verificar se o sistema de gestdo cumpre eficazmente a politica, objetivos e metas
definidos pela organizagdo e permitir o reconhecimento de um sistema. O processo de acreditagio é
regido por normas internacionais, de modo a permitir a existéncia de Acordos de Reconhecimento
Internacionais e o cumptrimento do Regulamento (CE) 765/2008. As auditorias sdo realizadas
anualmente, exceto em casos extraordinarios, como por exemplo mudancas significativas na
organizacdo e no sistema de gestdo da empresa (pessoas chave, procedimentos de avaliacio da
conformidade, equipamentos ou instala¢Ges) [10].

A lei em vigor recomenda que os métodos utilizados para a anilise da qualidade da agua
destinada ao consumo humano garantam que os resultados obtidos sejam fidveis e comparaveis. De
modo a garantir esses pressupostos, ou tém o método acreditado ou tém de demonstrar que o método
e o controlo de qualidade aplicados sdo eficientes. Para garantir que um método ¢é adequado podem
utilizar-se métodos ou normas internacionais. O laboratério que pratica métodos internos de ensaio

terd que instruir um processo de avaliagdo desses métodos, que inclua todos os registos obtidos [11].



Capitulo 2

Fundamentagao

2.1 Tratamento de resultados

Seguidamente, resumem-se alguns conteudos fundamentais relativamente ao tratamento de
resultados e suporte estatistico para a tomada de deciso.

Os testes estatisticos auxiliam, com critérios estatisticos, a tomada de decisao na analise dos
resultados obtidos num ensaio e permitem garantir que os resultados foram ou nio bem estimados e
que as conclusdes foram ou nio bem estabelecidas. Estes dependem do nivel de confianga ao qual se

pretende obter conclusdes e do nimero de graus de liberdade desse ensaio.

2.1.1 Testes estatisticos

A interpretacdo estatistica de resultados parte de um certo conjunto de pressupostos
fundamentais, que condicionam fortemente os resultados. Como tal, ¢ importante salientar: a)
auséncia de erro sistematico, b) erro aleatério com distribuicdo normal e ¢) erro nio

cortelacionado [12].

2.1.2 Nivel de confianga e nivel de significincia

Mesmo que a estimativa central esteja correta, devido a componente aleatéria
intrinsecamente envolvida na quantificagio, ha sempre probabilidade de se cometer um erro de juizo
na avaliagdo estatfstica de hipéteses. Tal, deve-se ao facto de este ser um evento binomial onde existe

uma hipdtese inicial (Ho) e uma hipotese alternativa (Hi1) que lhe é complementar:

plHol +p[Hi] =1 @2.1)

Uma vez que a hipétese nula (Hg) é formulada no sentido da igualdade, esta sera aceite por
defeito, se niao for demonstrada a sua falsidade. Deste modo, podem suceder trés situacoes distintas

no que diz respeito a decisdo estatistica sobre a validade das hipéteses em estudo (tabela 2.1) [12].



Tabela 2.1. Teste estatistico de hipdteses: tipos de erros que podem ocorrer na tomada de decisdo.

Decisao tomada Ho=Verdadeira Ho=Falsa
(H,=Falsa) (Hi=Verdadeira)
Aceitar Hy v (1-w) Erro do tipo 11 (B)
(aceitagdo abusiva)
Aceitar Hy Erro do tipo 1 («) v (1-B)

(rejeicao abusiva)

Desta tabela conclui-se que existem duas situagdes corretas e duas anémalas. Enquanto nas
situacdes corretas a decisio tomada é conforme com a realidade, nas situagcdes anémalas a decisio
tomada ¢ antagénica. Assim, os erros estatisticos cometidos podem ser de dois tipos:

» erro por excesso - tefere-se a uma falsa rejeicio. Este erro denomina-se por erro do tipo 1
(o) - a hipdtese nula esta correta e é rejeitada por ter sido considerada falsa.

» erro por defeito - refere-se a uma falsa aceitacio (aceitagio abusiva da hipdtese que estava
incorreta). Este erro designa-se por erro do tipo II (8) — a hipétese nula estd errada e foi
aceite como verdadeira.

Por uma questdo de seguranga estatistica, ¢ preferivel cometer um erro por rejeicio abusiva (erro do
tipo I) do que um erro devido a uma aceitacdo abusiva (erro do tipo II).

A probabilidade maxima com que se pretende proceder a rejeicio abusiva designa-se por
nfvel de significincia («) do teste. O nivel de significancia é, geralmente, indicado em termos
percentuais. A probabilidade de aceitagido da hipétese correta designa-se de nivel de confianca e
corresponde a (1-a).

Denomina-se por valor de prova (p[Ho|) a probabilidade de aceitagdo da hipétese nula.

2.1.3 Procedimento

Os testes estatisticos devem ser realizados numa sequéncia légica: formulagio do problema,
escolha do teste, estabelecimento do nivel de confianga, escolha das hipéteses de trabalho, simetria
do teste, calculo do teste, comparacdo com o valor critico e conclusao final [13].

A formulacdo do problema consiste em analisar o que se pretende provar estatisticamente.

A escolha do teste ¢ feita com base no que se pretende verificar e é efetuada tendo em conta
a distribuicdo estatistica que melhor se adequa ao teste escolhido. As distribui¢Oes estatisticas mais
comuns para efetuar testes estatisticos sao a normal, student, F-Fisher e y2.

O estabelecimento do nivel de significincia é indispensavel para que se possa tirar as
conclusdes adequadas. F inicialmente estipulado um certo nivel de significincia para a conclusio

estatistica a tomar, o que corresponde a ter um determinado nivel de confianca para que a decisao



tomada esteja correta. Normalmente, o nivel de significancia refere-se a «=0,05. Porém, pode
também diminuir para «=0,01, para que sejam obtidas as conclusdes finais. Sempre que os testes
envolvam decisdes criticas (como, por exemplo, escolher o melhor modelo de calibragio ou retirar
pontos da curva de calibracao) o nivel de significancia de referéncia é o valor «=0,01.

As hipéteses de trabalho servem para explicar o caso em estudo. Como tal, ndo devem ser
sobreponiveis mas devem abranger todo o universo do evento: enquanto a hipétese nula, Ho, deve
ser formulada no sentido de ndo haver diferenca, isto é, no sentido da igualdade, a hipétese
alternativa, Hj, incide sobre a diferenca significativa e é estabelecida de forma a abranger o universo
complementar da hipétese nula.

A simetria do teste depende apenas das hipéteses formuladas anteriormente. Se o que se
pretende ¢ um teste de desigualdade (Hi: xi>x;) apenas interessa comparar a sobreposi¢ao unilateral
das caudas (valores extremos) das duas distribui¢bes, o que corresponde a um teste unilateral. Caso
se pretenda um teste de igualdade (Ho: xi=xj), o interesse é comparar a sobreposicdo central das
distribuicbes (valores interiores, intervalo de confianca), o que corresponde a um teste bilateral [14].

O wvalor de teste ¢ calculado com base na expressao da distribuicio estatistica subjacente.
Baseia-se, principalmente, nas distribuicOes #student e ' de Fisher.

Os valores criticos estdo tabelados de acordo com o nivel de significincia e com o numero
de graus de liberdade. Estes valores permitem definir as regides de aceitacdo e de rejeicio das
hipéteses anteriormente formuladas. Sempre que seja possivel, deve-se estimar o respetivo valor de
prova, p[Ho], com o objetivo de confirmar a conclusio anteriormente assumida.

No caso do valor experimental exceder os limites tabelados, diz-se que ao nivel de confianca
(1-o) ha diferenca significativa. Deste modo, a hipétese inicial deve ser rejeitada em detrimento da
hipétese alternativa. Caso contrario, ndo ha evidéncia estatistica significativa para rejeitar a hipotese
nula. No caso do valor prova ser igual ou superior a 0,05 a hipdtese nula € aceite. Contrariamente, se
este for inferior a 0,01 a hip6tese nula tem de ser rejeitada em detrimento da hipdtese alternativa.
Para valores intermédios (na gama 0,01 a 0,05) ha duvida estatistica quanto a decisdo a tomar. Caso
se assuma o valor intermédio (0,03) como critério de desempate, valores entre 0,03 e 0,05 sdo
favoraveis a aceitacdo da hipdtese nula, sob restri¢oes, e valores entre 0,01 e 0,03 sdo dubios mas

favoraveis a rejeicao da hipétese nula, sob restricoes.

2.1.4 Testes baseados nas distribui¢des estatisticas

As distribuicOes estatisticas (#-student, F e y2) estdo relacionadas com o teste de hipoteses,
uma vez que podem ser utilizadas como termo de comparacio em diversas situacOes reais,

providenciando os valores criticos necessarios [15].



» Distribuicio #student
Quando estd em causa a compara¢iao de estimativas de posi¢ao, assumindo que se trata de
distribuicbes normais e independentes, calcula-se o valor teste
X—pu

TV = < t(x(n—l) (2'2)
O%

e compara-se este resultado com o valor critico da distribuicio #szudent ao nivel de confianca (1-a).

Se a hipétese nula assumir a igualdade de valores a hipétese alternativa assume a desigualdade

Ho:f:‘u _ Ho:f:‘u
{Hl:f * U <=> {lef <uV H:x>u 23)

e, consequentemente, o valor critico refere-se a distribuicdo cumulativa bilateral. Caso se procure
demonstrar que o valor estimado ¢ superior ao valor correto, a hipétese nula assume a situagio de
igualdade enquanto a hipétese alternativa dd conta desta diferenga e os valores criticos correspondem

a distribuico cumulativa unilateral:

Hyt<p  plHl= (-
oz > 1 p[Hy] = (@) @9

» Distribuicido F-Fischer
Quando se pretende comparar variancias de distribuicbes normais aleatérias e

independentes, calcula-se o valor teste

v =2l (2.5)

que, no caso de distribuicbes normais e independentes, deve seguir uma distribuicao de Fisher. Em
numerador fica a varidncia maior e em denominador a menot.
Assume-se como hipétese inicial que nao ha diferenca significativa entre as varidncias

(diferenca puramente aleatdria),

2 2 2 2
HO:O-i = O-j _ Ho:o-i = 0-] (26)
H1:0'l-2 * O_]_Z Hl:O'l-Z < O-jz \ Hl:O-iz > O-jz

o que corresponde a efetuar um teste bilateral para o quociente de variancias e a hipétese alternativa
assume que se houver diferenca significativa entre as variancias, a variancia do numerador excede a

do denominador.



2.1.5 Outros testes

Ha diversos testes que ndo se baseiam nas distribuicdes estatisticas anteriores mas nem por

isso deixam de ser relevantes para a avaliacdo estatistica e tomada de decisdo ao nivel do controlo da

qualidade.

> Teste de Grubbs
Por vezes, deparamo-nos com resultados que sao significativamente diferentes dos restantes
ou do que seria esperado. A esses resultados atribui-se o nome de valores discrepantes (outliers) [15].
O teste de Grubbs pressupoe a priori que a distribuicdo em causa é normal e um determinado
valor pode ser considerado discrepante se a sua distancia a estimativa central exceder um valor
multiplo do desvio padrio global.
Como a hipétese nula assume que o valor em causa (xz) nio difere significativamente da

estimativa central, o valor a calcular é

vV (6) = max|x; — x| _ |, — % (2.7)

X S.X'

em que X representa a média e S, o desvio padrio dos valores experimentais, incluindo o valor em
causa. Este valor s6 ¢é excluido caso exceda o valor critico tabelado referente a um grau de 95% de

confianga, para o numero total de valores experimentais.

» Teste de Cochran

Este teste permite verificar se uma determinada varidncia maxima (S2,,), eventual outlier de
dispersio, excede estatisticamente os valores de um conjunto de varidncias populacionais. Como

hipétese inicial assume-se que nao existe diferenca significativa entre variancias

Ho: Spax < ST 2.8)
H1: S.,Znéx > Siz
e calcula-se o valor experimental
2
S 7
TV (G) = =% 2.9)
i=15i

que ndo deve exceder o valor critico tabelado a 95% de confianca referente a # variancias calculadas

com base em  réplicas.

» ANOVA
A analise de varidancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica importante para distinguir as

varias contribuicdes sobre a varidncia total observada (0#). Permite identificar, dentro da
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variabilidade total de diferentes conjuntos de valores experimentais, as contribuicGes puramente
aleatéria (08) e contribuicdes sistematicas entre amostras. Deste modo, permite verificar se as
amostras (ou fatores) exercem um efeito significativo fazendo com que se sobreponham a
componente aleatéria, contribuindo para diferencas significativas entre si [15].

A componente puramente aleatoria refere-se a dispersio dos valores experimentais,
enquanto o efeito do fator se faz sentir a partir da componente sistematica. Assim, a dispersio total
pode ser decomposta em duas patcelas: a dispersio interna ou puramente aleatdria (SSt) e a dispersio

resultante do efeito em causa (§S54)

em que SS representa a soma de quadrados.

Tabela 2.2. Construgio da tabela de resultados da ANOVA de fator unico.

Fonte de variacio SS v MQ
Entre niveis SS, = Sx2 (Sx)* (n-1) s2 = 554
nTLm (-1
. n
Dentro dos niveis SSr =85y + SS, m;—n = 550
i=1 Xrom;—n
n m; S.)2 n SS
Total SS, = Z Z X% — (nx) S mi—n 5% = = T -
j=14j=1 Y m; i=1 i=1Mi —

Na tabela anterior, S representa o somatério de todos os valores, S,% o somatoério do quadrado dos
valores, 7 o numero de réplicas, # o numero de niveis do fator e x; 0 valor médio referente a réplica
do nivel do fator em estudo.

Se for efetuado um estudo ANOVA sobre réplicas da mesma andlise realizada em dias
diferentes, a dispersdo interna traduz a repetibilidade enquanto o fator em estudo permite estimar a
precisdo intermédia desse mesmo fator.

O valor de teste ¢ obtido pela equagio

2

_ 54 2.11

TV (F) = 25 < Flnsinom-n) .
0

em que Sj e s§ correspondem 2 varidncia entre os diferentes niveis do fator A e a variancia do erro
puramente aleatério que existe dentro de todos os niveis do fator e ao nimero de réplicas,
respetivamente.

O valor teste é posteriormente comparado com o respetivo valor critico da distribuicao

cumulativa de Fisher unilateral para um certo nivel de confianca o, com v/=#-1 e v2=/n(m-1)] graus de

liberdade.
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Se o fator em estudo (fator A) nio influi de modo significativo, ambas as dispersdes sio
estimativas da variancia da componente aleatéria — hipdtese nula. Quando o fator influi de modo
significativo, a dispersao devida ao fator A (s5.4) torna-se maior que a componente puramente aleatéria
(s0) — hipotese alternativa.

No caso do valor calculado na equacio (2.11) exceder o valor critico diz-se que, ao nivel de
confianca (1-a) existe diferenca significativa entre niveis do fator em estudo e a hipétese nula deve
ser excluida em detrimento da hipétese alternativa: a dispersao originada pelo fator é estatisticamente

superior a estimada para o erro aleatério.

2.1.6 Curva de calibragao

A forma mais comum de efetuar a calibracio de um instrumento é através da curva de
calibra¢do, também denominada por curva analitica. Este processo consiste em preparar padroes com
concentragdes bem conhecidas do analito e matriz (veiculo de suporte onde coexiste o analito), o
mais proximo da realidade da amostra em estudo. As solug¢des sao colocadas no equipamento e o

respetivo sinal instrumental ¢é registado.

Sinal

[ ] 1 1‘ | ] |
Concentracio
Figura 2.1. Exemplo de uma curva de calibracio (Adaptado de [15]).

Caso se trate de uma calibragdo linear, pode-se quantificar o analito utilizando a fungao
inversa da calibracio — com base no sinal instrumental obtido (Y) da amostra estima-se o teor de

analito (Xa) presente:

_ (YA — by) (2.12)
A b1

e a respetiva incerteza
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O¢; 1 1 Y, —¥y.)? 2.13
e, |L Ly _(az ) 213)
b, M N bfY(x; —x.)?

o(Xa) =
onde Y, ¢ o valor médio do sinal da amostra, obtido através de M réplicas, e (¥, V) representam as

coordenadas do centréide da curva de calibragio [13].

2.1.7 Escolha do modelo

Na escolha do melhor modelo para descrever a curva de calibragdo, ajusta-se um polinémio
de primeiro grau e um polinémio de segundo grau, estimam-se as respetivas somas de residuos
quadrados e compara-se o aumento da varidncia do ajuste ao baixar o grau do polinémio [13].

Este teste permite comparar o incremento da variancia do ajuste ao excluir um pardmetro
(coeficiente do termo de segundo grau) com uma estimativa de erro puramente aleatéria que pode
ser estimado com base na varidncia do modelo que melhor ajusta os valores experimentais.

A escolha do modelo ¢ feita através do teste de Mandel e consiste em comparar a alteragio

da variabilidade (Ac2=ASS/Av) resultante da diminuicio do nimero de graus de liberdade [(vi-v2)>0],

L L . 5 2 _ .2
com uma estimativa puramente aleatéria da dispersio (05, = o )

Ac®  ASS/Av

2 2
Ope Ope

TV = (2.14)

onde ASS representa a diferenca entre a soma dos quadrados dos residuos do polinémio de
primeiro grau e Av corresponde a diferenca entre os graus dos dois polinémios.

Como hipétese nula considera-se que os objetos/parametros removidos nio afetam
significativamente a variancia da populagdo. Como hipétese alternativa considera-se que os
objetos/parametros removidos afetam significativamente a variabilidade final.

Se 0 aumento na varidncia do ajuste a eliminacdo de um pardmetro for equiparavel a variancia
aleatoria, o parametro excluido ndo é necessario ao modelo, isto é, se o valor calculado ndo exceder

o valor critico F 1601(1 v,) @ hipotese nula deve ser aceite, o que indica que o polinémio de primeiro

grau é adequado a curva de calibra¢ao em estudo.

2.1.8 Verificagdo de valores discrepantes do modelo

Os eventuais valores discrepantes da curva de calibracio podem ser testados através de um

teste F, idéntico ao teste de Mandel, através da estimativa do intervalo de confianca dos valores
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previstos pelo modelo. Este teste baseia-se na compara¢do do aumento da variabilidade residual ao
incluir o valor suspeito da curva de calibragdio com uma estimativa do erro puramente aleatério.

Compara-se o aumento na variancia do ajuste ao introduzir o valor dibio no conjunto dos pontos da

curva de calibragdo (Aajzrit) com uma estimativa puramente aleatéria que resulta da variancia do ajuste

com (#-1) valores experimentais (Ao')zfit(n—p—l))5

(SSn — SS(n—l))/((n -p)—-(n—-p-1)) . Aage

= (2.15)
2 2
Ope Adfit(n—p-1)

TV = = Fg(l,n—p—l)

onde §8, ¢ $5(,—1) correspondem a soma de quadrados dos residuos com e sem o ponto dubio,
respetivamente, bem como os respetivos graus de liberdade, (#-p)e (#-p-7), onde # representa o
numero de pontos e p o numero de parimetros do modelo.

Se este valor exceder o valor critico indica que o valor em questdo ndo pertence a curva de
calibragdo, ou seja, afeta significativamente a qualidade do ajuste e, por isso, a hiptese nula nio é
valida, sugerindo a rejei¢io deste valor como precaucio estatistica no sentido de nio cometer erros
sistematicos na calibracio e de reduzir a incetrteza na estimativa da concentraciao das amostras. Como
a rejeicao de pontos de uma curva de calibracdo ¢ um procedimento “critico” que vai afetar todas as

estimativas subsequentes, deve-se recorrer a um nfvel de confianca de 99% [13].

2.2 Validagdao de métodos analiticos

A norma ISO/IEC 17025 - Requerimentos gerais de competéncia para Laboratérios de
Ensaio e Calibragio, define validacio de um método analitico como a “comprovacio, através de
evidéncias objetivas, de que o método cumpriu os requisitos para uma aplica¢do ou uso especifico
pretendido”. O principal objetivo da validagio de um método analitico é demonstrar que todo o
método ¢ adequado para quantificar um analito numa determinada matriz com um certo nfvel de
concentragdo, originando resultados fidveis com precisido e exatidio adequadas. O processo de
validagdo deve estar descrito num procedimento laboratorial e a determinacdo dos parametros de
validacio deve ser efetuada em equipamentos e instrumentos dentro das especificagdes, funcionando
corretamente e adequadamente calibrados [9, 16,17].

Os técnicos de laboratério efetuam uma nova validagdo sempre que exista alguma
modificacdo suscetivel nas caracteristicas do método e na implementacio de novos métodos de
ensaio.

Um método analitico é um processo que envolve manipulagdes suscetiveis de acumular erros
(sistematicos e aleatérios) podendo, em algumas situacGes, alterar de modo significativo o resultado
final. Quando o laboratério pretende elaborar métodos internos de ensaio capazes de produzir

resultados fidveis, é imprescindivel que estes disponham de meios e critérios objetivos, de modo a
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demonstrar, através da validacdo, que os métodos internos de ensaio que exercem originam resultados
adequados a qualidade pretendida. Desta forma, a validagao dos métodos internos deve ser adaptada
a cada caso, sendo requisito minimo para a validagao de métodos internos o estudo e conhecimento
dos seguintes parametros: gama de trabalho e linearidade da curva de calibracao, limiares analiticos,
sensibilidade, precisio e exatiddo. Para analises qualitativas nio faz sentido determinar o limite de
quantifica¢io, a precisio, a exatiddo e a linearidade/gama de trabalho. Em anilises qualitativas, o
limite de detecio, a seletividade/especificidade e a robustez sao os pontos mais relevantes no
processo de validacdo. Em andlise quantitativa, e caso o método seja aplicado em gamas vestigiais,
todos os requisitos acima citados sdo importantes. Assim, cabe ao Laboratério analisar quais os
parametros a incluir no seu plano de valida¢io, perante o tipo de metodologia em questao [18].

De acordo com as ultimas diretivas da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) e a Conferéncia Internacional sobre Harmonizacao (International Conference on Harmonization),
para validar completamente um método analitico tem que se avaliar nove parametros: identificacio,
especificidade e seletividade, sensibilidade, limiares analiticos, linearidade e gama analitica, precisao,
exatidio, robustez e coeréncia [19].

O processo de validagio do método pode ser decomposto por dois grupos de avaliagdo: a
avaliacdo indireta e a avaliacdo direta. A avaliagdo indireta corresponde a determinacio e evidéncia
dos parametros caractetisticos do método: seletividade, limiares analiticos, precisdo e exatidio. A
avaliacdo direta tem como objetivo conhecer a exatiddo dos métodos de ensaio, ou seja, analisar a
concordancia entre o resultado fornecido pelo método de andlise e o valor de referéncia aceite como

verdadeiro [11].

2.2.1 Identificagao

O ensaio de identificacio pretende demonstrar que o método é capaz de identificar
inequivocamente a presenca do analito na amostra bem como a sua auséncia, evidenciando que a
propriedade fisico-quimica em que o método analitico se baseia esta diretamente relacionada com a
presenca do analito. A identificacio ¢ feita através da comparagio de uma propriedade da amostra
com a mesma propriedade de um padrio de referéncia [espectro de massa, reacdo especifica, perfil
cromatografico, modifica¢ao do analito (ex: metilagdo, silanizagio, etc.)] [20-22].

Ap6s a escolha do melhor método para determinar e detetar o analito em estudo é necessario
garantir que o sinal instrumental proporcionado pelo equipamento corresponde realmente ao analito
em questdo. Geralmente, as condi¢Oes de analise sdo referidas na literatura, embora haja necessidade

de as verificar experimentalmente, devido, por exemplo, a possibilidade de interferéncias de matriz.
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2.2.2 Especificidade e Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade de um método responder ao analito e a um ndmero restrito de
interferentes numa mistura complexa. Entende-se por interferente todas as substincias que, estando
presentes na amostra, sdo suscetfveis de causar um desvio na quantificagdo do analito. Esta
caracteristica é funcio do principio de medida utilizado, mas depende do tipo de compostos a
analisar [11].

Diz-se que um método é especifico quando responde apenas ao analito presente numa
mistura complexa, ndo havendo interferentes no método. Assim sendo, é necessario averiguar a
possivel interferéncia de outras substancias presentes na amostra. Para averiguar o efeito de possiveis
interferentes pode-se efetuar um teste de recuperacio utilizando uma série de amostras, com a mesma
matriz, em que apenas varia a concentracio do analito em propor¢des bem conhecidas e ao longo de
toda a gama de trabalho. As amostras devem ser analisadas em duplicado e em condigbes de

repetibilidade [11, 22].

2.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade avalia a capacidade de um método ou equipamento distinguir pequenas
diferencas de concentracio do analito. Para métodos que envolvam uma curva de calibragio, a
sensibilidade ¢ definida como a derivada de primeira ordem da curva de calibragdo numa determinada
zona de concentracio. Se a curva de calibracdo for definida por um modelo linear, a sensibilidade
sera constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive (m) dessa reta de calibracio.

Num modelo linear, a sensibilidade pode ser definida pela seguinte equagio:

Ay
_ 2.16
m = Ax ( )

onde a sensibilidade (7) é definida como o menor incremento da concentracio de analito (Ax)

necessario para dar origem a uma variagio detetavel no valor do sinal lido (Ay) [11].

2.2.4 Limiares analiticos

O termo limiares analiticos refere-se ao limite de dete¢do e ao limite de quantificagao. Os
conceitos de limite de detegio (LD) e limite de quantificacao (LQ) tém grande importancia em
quimica analitica, uma vez que é a partir deles que o analista traga os limiares analiticos alcangaveis

para o método que vai utilizar [11, 22, 23].
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O limite de detegdo corresponde a menor quantidade de analito presente na amostra, que
pode ser fiavelmente distinguida do zero ou branco. Corresponde ao inicio do intervalo em que é
possivel distinguir, com uma dada confianca estatistica (normalmente 95%), o sinal do branco do
sinal da amostra e, desta forma, indicar se o analito em questao estd presente ou ausente. Uma leitura
inferior ao limite de dete¢do ndo significa que o analito estd ausente, apenas indica, com uma
probabilidade definida, que a concentragao do composto em causa ¢ inferior a um certo valor.

O limite de detecdo pode ser determinado através de réplicas de brancos ou de padrdes
vestigio e através da calibragdo linear. No primeiro caso, o LD pode ser determinado pela seguinte

equagao:
LD = Xo + kSO (217)

onde xp representa a média aritmética do teor de uma série de brancos ou padroes vestigio (entre 10
e 20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios dias de trabalho, e s
corresponde ao desvio padrio associado a xp. Se a lei de probabilidade de xp for suficientemente
conhecida e, partindo do principio que é uma distribuicio normal de erros (gaussiana), entdo o valor
de £ ¢ 3,3 para um nivel de confianga de cerca de 99,7%. £ é a constante da distribuicio normal ao
nivel de confianca de 99,7%.

No segundo caso, o LD pode ser calculado através da seguinte equagio:

_[33x5y] 2.18)

LD
b

onde S,/ corresponde a0 desvio padrio residual da curva de calibragio e & representa o declive da
reta de calibragao [11].
Pode ainda acontecer que a concentragio correspondente ao sinal do branco nio tenha

significado. Neste caso particular, o LD ¢ calculado do seguinte modo:
LD = tzln—l,l—a) X SO (219)

onde t%‘n_ 1,1—a) corresponde ao valor do teste #student unilateral, para um nivel de confianca de 95%
e para n-1 graus de liberdade, sendo #» o nimero de ensaios. Sy corresponde ao desvio padrido
associado a média de varias réplicas de um padrao ou branco fortificado [17].

O limite de quantificagdo corresponde a menor concentracdo medida, a partir da qual é
possivel quantificar o analito, com uma determinada exatiddo e precisao. Na pratica, corresponde
normalmente ao padrio de calibracio de menor concentragio (excluindo o branco). Apés a sua
determinacdo, deve ser testado para averiguar se a exatiddo e precisdo conseguida ¢ satisfatéria. Este

teste pode ser realizado através da passagem, em condi¢oes de precisdo intermédia, de uma série de
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padrdes, cuja concentragio ¢ proxima ou igual ao limite de quantificacdo, sendo que o coeficiente de
varia¢do (CV) associado, também designado por desvio padrio relativo, ndo deve ser superior a 10%.

O limite de quantificacdo pode ser determinado por:
a) Caso geral

LQ = Xy + 1050 (220)

em que Xg representa a média aritmética do teor de uma série de brancos, preparados de forma
independente e lidos ao longo de varios dias de trabalho e Sy corresponde ao desvio padrio associado

leO.

b) Caso do padrio vestigio ou branco fortificado

O LQ determina-se com base num conjunto de padrdes vestigio ou brancos fortificados,
independentes, testados em condi¢Ses de precisio intermédia, sobre os quais sdo feitos estudos de
exatiddo e precisdo. No caso de o LQ ser estimado deste modo, o limite de dete¢ido ¢ calculado com

base no LQ, tendo em conta a relagao entre os dois limiares analiticos (LD=1Q/3,3).

¢) Caso em que o método envolve a utilizacio de uma calibragio linear

0= [10 X Sy/x] (2.21)
m

L

onde Sy /e corresponde ao desvio padrio residual da curva de calibragdo e » representa o declive da

reta de calibragao [11].
O intervalo compreendido entre o LD e o LQ deve ser entendido como uma zona de dete¢do

semi-quantitativa. Deste modo, ndo devem ser reportados valores numéricos neste intervalo.

2.2.5 Linearidade e gama analitica

A curva de calibragio relaciona a resposta do sistema de medi¢do com uma concentragio ou
uma quantidade de substincia conhecida. Esta deve ser efetuada em cada dia de anilise, devendo
existir critérios de aceitacio das curvas de calibragio, definidos internamente. E recomendado o uso
da norma ISO 8466-1 como referéncia para calibragbes analiticas, nomeadamente para efetuar
regressoes lineares pelo método dos minimos quadrados. Os padrées de calibragido devem distribuir-
se equitativamente pela gama de trabalho e o valor das amostras nao deve ultrapassar o valor do
ultimo padrio de calibragio [11, 24].

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade do método facultar

resultados diretamente proporcionais a concentragiao do analito, dentro de uma determinada gama
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de aplicacdo. Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica devem ser definidas por, no
minimo, cinco pontos que nio incluam o ponto zero da curva, devido aos possiveis erros associados.

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentraces no qual o analito pode ser
determinado com boa linearidade, precisao e exatidao. Regra geral, para se definir a gama de trabalho
¢ necessario que a resposta instrumental seja linear e que exista homogeneidade de varidncias na
variavel dependente. Para tal, recomenda-se o uso da norma ISO 8466-1 para modelos lineares e a

norma ISO 8466-2 para modelos polinomiais de 2° grau [11, 24, 25]

2.2.5.1 Linearidade

Na verificacdo da linearidade de uma curva de calibragio pode partir-se da andlise da
correlagao linear. O coeficiente de correlagao (1) traduz a interdependéncia entre sequéncias de dados
entre o sinal medido e a concentracio do padrio correspondente, enquanto o coeficiente de
determinacdo (r?) indica a adequabilidade do modelo linear aos valores experimentais (traduz a
variabilidade explicada pelo modelo). Esta reta é formada por um conjunto de pares ordenados e
independentes (X1,y1);(x2,2);---3(Xi,¥i);---;(Xn,¥N), que corresponde a N pontos da reta. A média de
valores da concentracido dos padrdes utilizados representa-se por X e a média dos valores do sinal

instrumental representa-se por y. O coeficiente de correlagdo pode ser calculado pela expressao:

_ Y0 — D) (i — )} 2.22)
\/[Zévzl(xi - 02X (i =3

O valor do coeficiente de correlagio, pode tomar valores entre —1 e 1 (-1 < ¢ < 1). Um valor
de r = 1 representa uma correlagio positiva (reta de declive positivo) e um valor de r = -1 representa
uma correlacio negativa (reta de declive negativo). Mesmo que se obtenha um bom valor do
coeficiente de correlagdo (o mais proximo de 1 possivel), ndo significa que a correlagio linear seja a
correlagdo que mais se ajusta. O uso deste parametro deve ser sujeito a visualiza¢do da curva de
calibragdo, através da elaboracdo de um grafico do sinal obtido em func¢do da concentragao dos
padrdes, com o intuito de detetar tendéncias nao lineares dos resultados [11, 20, 24].

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com a norma
ISO 8466-1. A partir de um conjunto de pares ordenados, calcula-se a funcio de calibragio linear e a

- . N - . . . N . . 2 2
func¢do de calibragio nio lineat, bem como os tespetivos desvios-padrio residuais, Sy /¢ Syz. A
X

diferenca das variancias (DS?) é calculada pela seguinte equagio:

DS? = (N - 2)Sj, — (N ~3)S} (2.23)
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onde N corresponde ao nimero de padrdes de calibracdo. Seguidamente, calcula-se o valor teste

(TV):

2
TV = Dg (2.24)
sz,

O valor obtido é comparado com o valor tabelado da distribuicao F deSnedecor/ Fisher.
» SeTV < Fui : a funcio de calibracio € linear.
» SeTV > Feuu : a funcio de calibracdo é nio linear.

No caso de TV > Fe,, deve-se averiguar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.

A anilise da gama de trabalho e da linearidade, deve ser efetuada ao longo da fase de
validacdo/implementacdo do método de ensaio ou sempre que se justifique. No caso da gama de
trabalho estar definida em referéncia bibliografica reconhecida, pode ndo ser necessario analisa-la.
Isto é, em anilises de rotina, a linearidade da curva de calibracio utilizada num determinado método
analitico deve ser avaliada através da sua representacio grafica juntamente com a andlise do

coeficiente de correlacio [11].

2.2.5.2 Gama de trabalho

Quando se utiliza um método que envolve a representagdo grafica de uma curva de
calibragdo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogencidade das variancias. Para
métodos que nio envolvam o tracado de curvas de calibragio, a gama de trabalho deve ser definida
previamente e pode ser fun¢io de alguns fatores, tais como a quantidade de amostra disponivel ou a
boa visualizagio dos pontos de viragem e volumes gastos no caso de volumetrias [11, 20, 24].

A norma ISO 8466-1 recomenda o uso de dez pontos de calibragdo. Nio se efetuando 10
padtdes de calibragio ou existindo rejeicio de algum valor, a reta de calibragio deve ter no minimo
5 pontos, que devem estar distribuidos equitativamente ao longo da gama de trabalho. O primeiro e
o ultimo padrao sao analisados através de 10 réplicas independentes, sendo o teste de homogeneidade
de variancias efetuado do seguinte modo:

» Determinam-se as vatidncias associadas ao primeiro e ultimo padrio (Si e Sx), do seguinte

modo:
10 =2
. 2i=1 iy — V) (2.25)
t n; — 1
sendo:
10

_Ljm1Yij (2.26)
L nl
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parai=1 e i=10.
7 representa o nimero do padrio (neste caso i vai de 1 a 10) e / representa o numero de repeti¢oes
efetuadas para cada padrio.

As variancias sdo testadas para averiguar se existe diferenca significativa entre elas, nos limites

da gama de trabalho, efetuando o calculo do valor teste:

S

TV = & (2.27)
st

b) TV = g (2.28)

a) quando S§ > S7
b) quando S > S

Compara-se o TV com o valor tabelado da distribuicio F de Swedecor/ Fisher, para n-1 graus de
liberdade:
» Se TV < Feqe a diferenca de variancias nio ¢ significativa e a gama de trabalho estd bem
ajustada.
» Se TV > Feu : a diferenca de variancias ¢ significativa e deve-se reduzir a gama de trabalho

até que a diferenga entre as variancias reentre o primeiro e o dltimo padrio permita obter

TV S Fcrit-

2.2.6 Precisao

A precisio avalia a dispersdo dos resultados obtidos em ensaios independentes, repetidos
sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées em condigdes definidas. Deste modo, é
possivel averiguar se o método é capaz de repetir e reproduzir os resultados obtidos em analises sobre
a mesma amostra,/ padrio. Todavia, é aconselhado o uso de amostras reais, de modo a minimizar o
efeito matriz que pode influenciar os resultados obtidos bem como a avaliagdo da precisio.

De acordo com as diretivas da Relacre e da ICH, a precisdo pode ser avaliada por trés modos:
repetibilidade (s;), reprodutibilidade (sr) e uma medida intermediaria designada por precisio
intermédia ou variabilidade intralaboratorial (s1) [11, 26-28].

A precisdo é, normalmente, expressa sob a forma de desvio padrio (s)

(2.29)

L(x —%)?

(n—1)
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ou pelo coeficiente de variagio (CV)

S
%CV = 100 = % (2.30)

Tanto a repetibilidade como a reprodutibilidade dependem, normalmente, da concentracio

de analito e, como tal, devem ser determinadas para um diferente nimero de concentragses.

2.2.6.1 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisio de um método de ensaio efetuado em condi¢bes
andlogas. Ou seja, os ensaios efetuados sobre uma amostra devem ser realizados em condi¢des tio
estaveis quanto possivel, tais como: mesmo analista, mesmo laboratério, mesmo equipamento,
mesmos reagentes ¢ um curto intervalo de tempo. A repetibilidade expressa-se pela dispersdo dos
resultados e pode ser determinada a partir de um ensaio interlaboratorial ou a partir de ensaios
intralaboratoriais em amostras de diferentes concentra¢des, englobando toda a gama de trabalho, em
materiais de referéncia internos ou em solugdes padrido. Para determinar a repetibilidade sdo
necessarios, no minimo, 10 ensaios [11, 27, 29].

O limite de repetibilidade (Ar) é o valor maximo admissivel para a diferenga absoluta entre

dois ensaios em condi¢Ses de repetibilidade, calculada para o nivel de confianca de 95%:
Ar = t(l)t,OS(m—l) X V2 X S,y 2.31)

onde  representa o numero de réplicas que servem de base para determinar o desvio padrio, Sy,

referente a repetibilidade estimada e tg,OS(m—l) ¢ o valor critico da distribui¢do #S#udent com um

nfvel de significancia de 0,05 e com »-7 graus de liberdade. Isto é
Ar = 2,8 X S, (2.32)

Caso a amplitude entre os dois ensaios seja superior ao limite, deve-se fazer uma analise
critica e, caso seja necessario, recorrer a repeticio de ensaios segundo um plano assente em dados
bibliograficos ou normas, nomeadamente a Norma ISO 5725-2 e ISO 5725-6 |27, 29].

Outro fator a ter em conta no estudo da repetibilidade é o coeficiente de variagio de
repetibilidade (CVy), que é numericamente igual a razdo entre o desvio padriao da repetibilidade (Sr)

e a média dos resultados obtidos segundo a expressao:

o Sri
%Y, =100 x— (2.33)
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2.2.6.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade traduz a precisio de um método realizado em condi¢bes de trabalho
diferentes (operadores, equipamentos, laboratérios e intervalo temporal diferente), utilizando o
mesmo método de ensaio. Traduz a amplitude de erros aleatérios de quantificacdo a uma escala
transnacional e s6 pode ser estimado através de ensaios intetlaboratoriais. Assim, é enviada uma série
de amostras aos laboratérios participantes, os quais realizam ensaios sobre a mesma amostra. O valor

da varidncia associada a reprodutibilidade é calculado do seguinte modo:
Ski=Sii+Sh (2.34)

onde S%; representa a variancia da reprodutibilidade, S %i corresponde a varidncia interlaboratorial e
SZ, ¢ a variancia da repetibilidade [11, 20, 29].

O estudo da reprodutibilidade de um método ¢ fundamental quando se pretende
implementar um novo método de andlise na comunidade cientifica, uma vez que é necessario
averiguar se este é preciso sobre diferentes condi¢des de trabalho. Nao tem tanta importancia na
validagdo de um método num laboratério de andlises, uma vez que se pretende que o método seja
executado dentro desse mesmo laboratério, utilizando o mesmo equipamento e em condi¢oes de
trabalho que variam pouco ao longo do tempo.

O limite de reprodutibilidade (AR) é o valor maximo admissivel para a diferenca absoluta

entre ensaios em condi¢Ses de reprodutibilidade, calculada para o nivel de confianca de 95%:

AR = tfo5im—1) X V2 X Sp; (2.35)

Ar = 2,8 X /Sﬁi (2.36)

Outro fator a ter em conta no estudo da reprodutibilidade é o coeficiente de variagdo de

isto é:

reprodutibilidade (CVw), que ¢é numericamente igual a razio entre o desvio padrio da

reprodutibilidade (Sg;) e a média dos resultados obtidos segundo a expressao:

N SRi
6CVg = 100 * = (2.37)
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2.2.6.3 Precisao intermédia

A precisiao intermédia, também denominada por variabilidade intralaboratorial, refere-se a
precisdo estimada sobre a mesma amostra ou padrio, utilizando o mesmo método, dentro do mesmo
laboratério, definindo exatamente quais as condi¢Ges a variar, tais como: operadores diferentes,
equipamentos diferentes e intervalo temporal diferente [11, 28].

A quantificagdo da precisio intermédia consiste em efetuar varias medi¢gGes sobre uma
amostra ou um padrio, variando os parametros experimentais em cada analise. A determinagdo da
precisdo intermédia ¢ realizada através das cartas de controlo de amplitudes, admitindo que ao efetuar
ensaios em dias diferentes varia aleatoriamente grande parte dos parametros experimentais nao
controlados, que afetam o desempenho do método.

A precisao intermédia é calculada com base nos resultados de # padrdes, em que os #padroes

tém de ser analisados em replicado, as mesmas 7 vezes segundo a equacio:

P j=1 Zk=i Ok = ¥7)? (2.38)
precisao t(n— 1)

onde Sy corresponde ao desvio padrio relativo da precisio intermédia, # representa o numero de
réplicas, yje ¢ o resultado replicado £ (variando k entre 1 e n) do padrio j (variando j entre 1 e t) e Y
representa a média aritmética dos resultados de # ensaios realizados sobre o padrio j. O uso desta

equacio na determinagdo da precisio intermédia exige que o termo #(#-1) seja superior a 15 [11].

2.2.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico permite avaliar a proximidade entre o valor obtido (W)
pelo método de analise e o valor de referéncia () convencionalmente aceite como verdadeiro. Este
parametro, que corresponde ao erro sistematico do método analitico, pode ser estimado com base
em analise de materiais de referéncia certificados (MRC), participagio em ensaios interlaboratoriais
(EIL) e realizagdo de ensaios de recuperagdo. Pode ser expresso através do erro absoluto (A), do erro
relativo (%RE), do fator de desempenho (z-score), do erro normalizado (E.), ou da taxa de
recuperagao (%oRec) [11].

O erro absoluto expressa-se através da diferen¢a entre o valor obtido e o valor

convencionalmente aceite como verdadeiro:

A= |p -1 2.39)
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O erro relativo expressa-se através do quociente entre o valor observado e o valor de
referéncia aceite como verdadeiro:

- A
%RE = 100 X (M) — 100 x = (2.40)
T T

O método considera-se exato se a estimativa do erro relativo for inferior a imprecisao

estimada (% CV).

2.2.7.1 Material de Referéncia Certificado

Os materiais de referéncia certificados tém uma concentracio conhecida para um
determinado parametro, com uma incerteza associada a esse valor e, por isso, devem ser utilizados
no processo de validacio de um método de ensaio. Além disso, estes materiais constituem uma
excelente ferramenta no controlo externo da qualidade de uma analise quimica [11].

A aquisicao de um MRC deve ser feita a um organismo fornecedor reconhecido e credivel,
tal como:

» IRMM - Institute for Reference Materials and Measurements

» NIST - National Institute of Standards and Technology, dos Estados Unidos da América
» EPA - US Environmental Protection Agency, dos Estados Unidos da América

»  LGC — Standards Proficiency Testing, no Reino Unido

O uso correto dos MRC baseia-se na sua analise, de modo a avaliar o desempenho do método
usado pelo laboratério. O valor obtido na analise de um MRC deve ser comparado com o valor
certificado, com o intuito de determinar o erro e a exatidio da andlise. Quando o valor obtido na
analise do MRC nio estiver dentro do intervalo de incerteza indicado para o valor certificado, o
laboratério deve analisar as causas desse desvio e tentar elimind-las ou aceita-las. A avaliacio dos
resultados obtidos na analise de um MRC pode ser avaliada através:

» Erro relativo;

» Teste de hip6teses (teste t);

» Fator de desempenho Z (“Z-score”);
>

Erro normalizado.
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2.2.7.2 Ensaios interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratoriais tém como objetivo comparar os resultados obtidos pelo
laboratério com o valor aceite como verdadeiro. Existem diversos tipos de ensaio interlaboratorial
consoante os objetivos a que se destinam, destacando-se:

> Ensaios intetlaboratoriais de aptidao, cujo objetivo ¢ avaliar o desempenho dos laboratétios
participantes funcionando, em alguns paises, como condi¢io para acreditacdo do laboratério.

Geralmente, os participantes podem usar os métodos que entenderem.

> Ensaios intetlaboratoriais de normaliza¢io, que tem como objetivo estudar as caractetisticas
de um determinado método de analise, analisando a reprodutibilidade e repetibilidade. Este
exige a utilizagdo exclusiva de um método em causa.
Assim sendo, se o objetivo de um laboratério for demonstrar a repetibilidade e a reprodutibilidade
de um método evidenciando, em simultaneo, que tem uma precisdo compativel com a de outros
laboratérios, pode recorrer a ensaios interlaboratoriais de normalizagdo. Se o seu objetivo for
evidenciar a exatiddo dos seus resultados, pode participar em ensaios interlaboratoriais de aptidao.
Os ensaios interlaboratoriais sao também uma ferramenta de grande importincia no controlo de
qualidade externa uma vez que asseguram a qualidade do resultado obtido pelo método [11, 30].

A avaliagio do desempenho obtido pelo laboratério pode ser quantificada através da
utilizacio do fator de desempenho “Z-score”. Este engloba o resultado obtido pelo método de analise
em estudo, o resultado aceite como verdadeiro e o desvio entre os resultados obtidos por todos os

laboratérios presentes no ensaio interlaboratorial, segundo a equacio seguinte:

_ (X1ap — Xp) (2.41)
N

Z

onde X, representa o valor obtido pelo Laboratoério, X, corresponde ao valor aceite como verdadeiro
(estabelecido no ensaio interlaboratorial) e s é a unidade de desvio (pode ser o desvio padriao da média
dos laboratérios presentes no ensaio interlaboratorial, a incerteza de X, ou outro desvio que assente
em critérios de exigéncia da entidade organizadora.

A avaliacdo do fator de desempenho pode ser feita de acordo com a seguinte escala de
pontuagao:

| Z| < 2: Satisfatorio ou Aceitavel

2 <|Z] = 3: Questionavel

| Z|> 3: Incorreto
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Figura 2.2. Esquema da avaliacdo do fator de desempenho [30].

Através dos ensaios interlaboratoriais é também possivel averiguar se a incerteza do resultado
obtido (Uis) estd bem estimada, ou seja, se o valor X, esta dentro do intervalo de incerteza de Xjq.
Se tal ndo suceder, o intervalo relativo a incerteza pode estar subestimado e é necessario recorrer ao
conceito de erro normalizado (En) para avaliar o desempenho. O erro normalizado é definido

matematicamente como:
_ Kiap —Xy) 2.42)

/ Ulzab + Urze f

onde U,y representa a incerteza associada ao valor X,. Se |En| =1, significa que Ui estd bem

En

estimado [11].

2.2.7.3 Testes Comparativos

Os testes comparativos sao outro contributo importante na valida¢do de um método interno
de ensaio. Consistem na compara¢io dos resultados obtidos a partir desse método com os resultados
obtidos através de um método aceite como referéncia. O objetivo de um ensaio comparativo ¢é
analisar a proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio, isto é, avaliar a exatidao
do método interno relativamente ao de referéncia. Tratando-se de um modo mais barato de avaliar a
exatiddo do método para a realizacio dos testes comparativos, efetuam-se analises em replicado,
utilizando os dois métodos de ensaio em separado sobre as mesmas amostras [11].

Existem varias formas de comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio
diferentes, nomeadamente: teste t das médias, teste das diferencas e teste da regressdo linear entre

dois métodos de ensaio.
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2.2.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a capacidade do método produzir o mesmo resultado,
nao sendo afetado por alteracdo das condi¢Ges de operacionalizacdo (ex: variacdo de temperatura,
pH, forca i6nica, composi¢ao de uma mistura de solventes).

O teste de Youden é utilizado para avaliar a robustez e verificar a influéncia de cada uma das
variacOes nos resultados obtidos. Este teste baseia-se na realizacio de um determinado nimero de
ensaios sobre uma amostra, efetuados segundo um plano de controlo de fatores (até um maximo de
sete), suscetiveis de influenciar o processo. Denominam-se por fatores todos os parametros cujos
efeitos se pretendem quantificar, através dos resultados dos ensaios.

Uma maior robustez de um método revela maior insensibilidade de fatores experimentais
deliberadamente alterados, o que é vantajoso, pois o método continua a conduzir a valores
concordantes apesar das alteracOes efetuadas. Quanto maior for a robustez de um método, maior
sera a confianca desse método quanto a sua precisdo.

Um método alternativo ao teste de Youden é testar o método em condi¢des de precisao
intermédia, ao longo de um elevado nimero de dias, obtendo um niimero significativo de resultados.
De seguida, deve ser analisada detalhadamente os resultados em termos de precisio do método. Este
método alternativo nao oferece as vantagens do teste de Youden, embora forneca informacao preciosa

acerca do comportamento da metodologia em condi¢Ses de trabalho diferentes [11].

2.2.9 Coeréncia

A coeréncia de um método analitico avalia a aptidao do método conduzir sempre a0 mesmo
resultado, ou seja, traduz a capacidade de reproduzir os mesmos valores entre ensaios em instantes
diferentes. Segundo a USP, a coeréncia pode ser quantificada através da variabilidade dos resultados
obtidos sob a variacio de diversas condi¢coes (ex: no mesmo laboratério, diferentes analistas,

instrumentos, reagentes, periodos de tempo, etc.) e pode ser expressa sob a forma de % CV [31].

2.3 Estimativa da incerteza

A validagdo de um método analitico nao pode ser concluida sem avaliar a incerteza global do
método, com o intuito de demonstrar que o método ¢ fidvel e cumpre os seus objetivos. A incerteza
da medicao é um parametro associado ao resultado de uma medicio, que caracteriza a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos a mensuranda. Denomina-se por mensuranda a

grandeza que se pretende medir [32-34].
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Para quantificar a incerteza da medida efetuada assumem-se os seguintes pressupostos:
1) cada componente de incerteza ¢ traduzido e quantificado através do respetivo erro padrio;
i) todos os desvios estdo corrigidos (no bias, A=0), de modo a que todas as incertezas coincidam
com a incerteza da corregio;
iif) todos os intervalos de incerteza sdo simétricos;
iv) os componentes da incerteza sao classificados consoante a sua origem. Ha dois tipos de incertezas:
> incerteza do Tipo A - diagndstico de uma componente da incerteza através de uma analise
estatistica dos valores obtidos, sob condi¢des definidas de medicio
> incerteza do Tipo B - componentes da incerteza determinados por outros meios (outros
laboratérios, entidades, etc.);
V) a incerteza combinada (uc) representa o erro padrido global do valor a reportar e provém da
combinacdo de todas as incertezas (A e B) sob a forma da adi¢io de variancias;
vi) a incerteza expandida (U) resulta do produto da incerteza combinada pelo respetivo valor de

t-student para um certo nivel de confianca referente a um determinado nimero de graus de liberdade:

— _ +b
U=kx U, = ta(n—l) X Uc (243)

Em geral, a incerteza é reportada ao nivel de confianca de 95% (x= 0,05). Para um grande nimero
de graus de liberdade (n > 15), pode ser utilizado o valor k = 2 para abranger o nivel de confianca
de 95% do valor estimado. £ representa o fator de expansio, & indica que o teste ¢ bilateral, e #-7
representa o nimero de graus de liberdade.

De acordo com a OGCO10, para estimar a incerteza total na quantificagdo do analito é
necessario especificar a mensuranda, identificar as diversas fontes de incerteza, quantificar cada uma
das componentes da incerteza, estimar a incerteza combinada e calcular a incerteza expandida. Este
modo de quantificar a incerteza é denominado por abordagem passo-a-passo. Permite estimar a
contribuicdo de cada uma das fontes de incerteza permitindo otimizar o método analitico. A

abordagem passo-a-passo resume-se nas seguintes etapas:

» Especificacao da mensuranda e identificacio das fontes de incerteza
Define-se a expressdo utilizada na quantificacio evidenciando os termos que contém
incertezas associadas. Pode considerar-se como fontes de incerteza todas as etapas ou caracteristicas
do procedimento analitico que contribuem para a incerteza do resultado, como amostragem, efeitos
de matriz e interferentes, condi¢cbes de operacio, diferentes operadores, entre outras. Se o valor a
reportar ndo pode ser avaliado diretamente mas ¢ estimado por comparacio a valores da substancia

de referéncia, deve-se definir a equagio que combina as varias quantidades.
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» Quantificacio das fontes de incerteza

O erro do tipo A contém duas componentes: uma aleatoria, que niao pode ser corrigida, e
uma sistematica que, teoricamente, pode ser corrigida. A incerteza do tipo A é expressa sob a forma
de desvio padrio da média.

O erro do tipo B, geralmente, é expresso sob a forma de intervalo de confianca (* a). Regra
geral, podem ocorrer duas situagoes:
1) o intervalo de confianca indicado é estimado para um certo nivel de confianga. Neste caso,
assume-se que se trata de uma distribuicdo normal e estima-se a incerteza (u(x)) com base nos
respetivos valores da distribui¢do bilateral do teste #student. Caso o numero de réplicas em que o
calculo se baseou nio seja conhecido, considera-se um numero infinito de réplicas.
2) o intervalo de confiancga especificado nio tem nivel de confianca associado. Neste caso, assume-
se que o nivel de confianca é de 99% e estima-se a respetiva imprecisdo de acordo com o tipo de

distribuicdo prevista para a variavel em causa.

» Estimativa da incerteza combinada
Regra geral, a incerteza é combinada sob a forma de estimativa de erro indeterminado e

independente. Caso se assuma que o determinando ¢é representado pela seguinte expressao

Yy = f(x1,x2, 0, Xp) (2.44)

a incerteza combinada referente ao determinando é dada através da expressdo de propagacio de erro

indeterminado

P 0
U, = u(f(xl,xz, ...,xp)) > u?= Zi=1 (%) X u(x;) (2.45)

4

2 . e . . A
onde (—f) representa o coeficiente de sensibilidade da funcio determinadO em relagio a variavel x;.

i

No caso de existir erro indeterminado correlacionado, a expressio anterior é
of e of of (2.46)
p p .
i=1 6xi —~ j>1 (')xi (')xl-
X T j
em que 7yrepresenta o coeficiente de correlagiao dos erros indeterminados entre as variaveis 7 e /.
» Estimativa da incerteza expandida

A incerteza expandida (U) calcula-se através da multiplicagdo da incerteza combinada pelo fator

de expansio desejado
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U=kxu 2.47)

O fator de expansio (k) permite expandir a incerteza combinada (u.) de modo a definir um intervalo
de confianca ao qual esta associada uma dada probabilidade. A taxa de expansio é, geralmente,
calculada para o nivel de confianca de 95% (x=0,05). Se o numero de graus de liberdade for baixo
(v<15) deve utilizar-se a distribui¢ao bilateral do teste #szudent como fator de expansio, caso contrario,

assume-se k=2. A expressao do resultado analitico deve ser sob a forma de intervalo de confianga

we=XzxU (2.48)

A estimativa da incerteza também se pode basear em dados de validacio e/ou controlo da
qualidade do método. Consiste no uso de parametros de desempenho global do método e na
combinac¢do das incertezas associadas a precisao e a exatiddo. Deste modo, a incerteza pode ser

calculada associada a variabilidade/fidelidade do método de ensaio e a justeza da medicio.

> Incerteza associada a variabilidade/fidelidade do método de ensaio
A precisdo deve ser avaliada em condi¢Ges de precisao intermédia, uma vez que existem
maiores variacoes do desempenho, consequéncia das alteracOes experimentais que, habitualmente, se
mantém no mesmo dia de trabalho. Pode ser determinada através do desvio dos resultados de uma
amostra ou padrao de controlo obtidos em condi¢oes de precisao intermédia ou através da amplitude
média dos duplicados de vérias amostras. E aconselhavel realizar pelo menos 15 medicaes.
Através dos padroes de controlo, pode-se calcular a componente da fidelidade do seguinte

modo:

Spadrﬁo controlo
Vn

Xpe

(2.49)
Ufidelidade =

onde Spadrao controlo ¢ © desvio padrio dos ensaios do padrao de controlo, em condigdes de precisio
intermédia, 7 corresponde a dimensdo do subgrupo da amostragem considerada (para valores

individuais n=1) e em condi¢des de repetibilidade corresponde ao numero de ensaios realizados e

Xp¢ representa a média experimental dos ensaios do padrao de controlo.
Para o nivel de concentragio correspondente ao limite de quantificagio:

c.a.

Ufidelidade = ﬁ (2.50)

em que c.a. corresponde ao critério de aceitagdo do limiar analitico.
A componente da variabilidade/fidelidade calculada através dos duplicados pode ser

determinada pela seguinte expressao:
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(2.51)

Upqr =

R
da
onde R representa a amplitude média relativa e o> € igual a 1,128 para duplicados.

» Incerteza associada a justeza da medicao
A contribuicio da incerteza associada a justeza da medicdo pode ser determinada através de
ensaios em condi¢cbes de precisdo intermédia, ensaios de recuperacdo, materiais de referéncia
certificados e padrSes de controlo.

Através dos ensaios de recuperacio, a incerteza pode ser calculada do seguinte modo:

S
Ujustezamedicio — =
J ¢ R X /n

(2.52)
onde 7 corresponde ao numero de ensaios de recuperagio, s representa o desvio padriao dos ensaios
de recuperacio e R representa a média dos ensaios.

Quando a justeza da medi¢ao ¢ calculada através da andlise de MRC’s a recuperacdo média

do método, Em, ¢ dada por

_ C,
R, = obs (2.53)
CMRC

em que Cypg representa a concentracdo média das andlises do MRC e ¢pyge € o valor certificado do
MRC.

A incerteza padrio associada a Ry, ¢ estimada a partir da seguinte expressio:

2 2
- ~ s u(c (2.54)
u(Ry,) = Ry X fgs + (Cmrc)
Tlcobs CMRC

onde sZ,¢ representa o desvio padrio das analises do MRC, # corresponde ao nimeros de analises
efetuadas e U(Cppe)? é a incerteza padrio associada a quantidade certificada de MRC.

A incerteza pode, ainda, ser calculada através de ensaios interlaboratoriais. Pode ser calculada
através de uma avaliagio do tipo B ou combinando os dados de controlo interno da qualidade com
os resultados dos ensaios interlaboratoriais.

A componente da justeza da medigao pode ser calculada do seguinte modo:

Ujustezamedicio = ’RMSZ + ugref (2.55)

onde
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Y. ErroRelativo? (2.56)
n

RMSjustezamedigéo =

(ny — 1) X RSD? + (n, — 1) Xx RSDZ + -+ (ny — 1) x RSD3 (2.57)
(n—-D+m—D+-+my—1)

RSDpoo1 =

em que 7 corresponde ao numero de participagcdes consideradas nos ensaios interlaboratoriais
(minimo de 3), RSD; representa o desvio padrio relativo e IN a média dos participantes.

A componente de fidelidade, Ugdclidade, pode ser determinada através de duplicados ou padrdes
de controlo. Pode calcular-se das duas formas e considerar a pior estimativa. Através de duplicados:
Uriaon: = E (2.58)
fidelidade —

dp

onde R representa a amplitude média relativa e d € igual a 1,128. Através de padrdes de controlo:

Usidelidade = RSD 2.59)

onde RSD corresponde ao desvio padrio relativo, expresso em percentagem.
A incerteza deve ser expressa no maximo com dois algarismos significativos e o resultado da

medicio nio deve ser expresso com menos algarismos nem com mais casas decimais que a incerteza.

2.4 Controlo da qualidade em analises quimicas

A primeira razio da existéncia de um laboratério quimico é a necessidade de obter resultados
de analises quimicas. No entanto, esta missdo s6 é cumprida se os resultados produzidos tiverem a
qualidade adequada ao uso que lhes vai ser dado [11].

Ap6s validar o método analitico, o laboratério deve exercer um controlo da sua execugio,
de modo a garantir que as condig¢oes de validade do método se mantém. Durante o procedimento de
um método de ensaio ocorrem manipulagoes suscetiveis de acumular erros, tanto sistematicos como
aleatérios, que podem afetar significativamente o valor do resultado final. Assim sendo, é necessario
minimizar as fontes de erro (garantia da qualidade - GQ) e controlar a sua ocorréncia (controlo de
qualidade — CQQ) de modo a garantir e melhorar a eficacia do sistema de gestio da qualidade (SG)
adotado. Sendo a garantia e o controlo da qualidade dos resultados diarios um dos objetivos do SG,
¢ necessario avaliar periodicamente a exatidao dos resultados, recorrendo ao controlo de qualidade

interno (CQI) e ao controlo de qualidade externo (CQE). O controlo de qualidade interno depende
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dos meios utilizados pelo préprio laboratério e o controlo de qualidade externo corresponde as a¢oes

realizadas pelo laboratério que dependem de intervengdes externas ao mesmo [11, 23].

2.4.1 Controlo da qualidade interno

O controlo da qualidade interno dos métodos de ensaio corresponde ao conjunto de
procedimentos realizados no Laboratério em analises de rotina, com o objetivo de permitir o controlo
da qualidade dos resultados obtidos a medida que estas sdo executadas. O controlo da qualidade
interno deve recorrer as seguintes ferramentas [23, 30]:

» Materiais de referéncia internos (MRI)

» Técnicas complementares de CQ de resultados

» Tratamento estatistico de dados (cartas de controlo ou outros).
A titulo de exemplo de técnicas complementares de CQ, tem-se:
Analise de brancos em paralelo com amostras
Uso de analises em replicado
Repeticio de andlises anteriormente efetuadas
Ensaios de recuperacio e fortificagdo de amostras

Uso do método de adi¢ao de padrio

YV V. V V V V

Comparacio de resultados obtidos por diferentes técnicas analiticas.

2.4.1.1 Calibracao analitica

A calibracio ¢é efetuada com o numero minimo de pontos definidos pelo fabricante, com a
periodicidade definida ou sempre que considerado necessario. Os critérios de aceitagio podem ser
estabelecidos com base em critérios de aceitacdo fixos ou por uma metodologia de controlo
estabelecida pelo proprio Laboratério [23].

Caso nao se efetue curva de calibracio na sessio de trabalho, a verificacdo da calibracdo é
feita, no minimo, com os padrdes correspondentes ao limite inferior e superior da gama de trabalho.

O controlo da curva de calibracdo ¢ efetuado com base nos seguintes parimetros:

» Coeficiente de correlacio da curva de calibracio, de modo a avaliar a linearidade

» Declive da reta para controlo da estabilidade/sensibilidade da cutva.
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2.4.1.2 Brancos

O controlo dos brancos é fundamental em analises suscetiveis a contaminacSes. Esta técnica
deve ser refor¢ada caso o laboratorio altere os reagentes, o material de lavagem, ou outros propicios
a introduzir contaminagdes [23, 30].

Nos ensaios em que seja aplicavel a realizacdo de um branco analitico, o resultado obtido na

analise deve ser inferior ao limite de detecio do método.

2.4.1.3 Limiar analitico

A verificacdo periddica do limite de quantificacdo estd associada ao controlo dos brancos
analiticos. A frequéncia com que se controla o limiar analitico deve aumentar com a proximidade da
gama baixa e a probabilidade de ocorrer contamina¢des, bem como com a instabilidade do sinal de

fundo [23, 30].

2.4.1.4 Padroes de controlo

Os padrdes de controlo siao independentes dos padrées de calibragio. Os reagentes,
solventes e solucOes utilizados para controlo da curva de calibragio devem ter uma pureza e
estabilidade compativeis com a qualidade exigida pelos resultados, quer sejam preparados pelo
préprio laboratério ou adquiridos comercialmente. Nas sessdes de trabalho onde seja efetuada
calibragdo deve-se analisar no minimo um padrio, de acordo com a concentragio das amostras e com
a frequéncia definida consoante o método de ensaio [23, 30].

Os critérios de aceitacdo podem ser definidos com base em critérios de aceitagdo fixos, de

acordo com o desempenho do método na fase de validacio, em condi¢Ses de precisio intermédia.

2.4.1.5 Duplicados

Duplicados sio ensaios realizados sobre duas tomas de amostra submetidas em separado a
todo o processo analitico.

A andlise da amostra em duplicado nio garante que o resultado final tenha um erro menor,
pois caso ocorram erros sistematicos ambos os duplicados sio afetados. Porém, se ocorrer um erro

acidental num dos duplicados e no outro nio, entdo o valor médio terd um erro menor [23, 30].
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A anilise de duplicados deve ser considerada como uma ferramenta de detegdao de erros
acidentais e de controlo da repetibilidade e, por isso, recomenda-se que a frequéncia da sua realizacao
ndo seja inferior a 5%.

O uso de duplicados é particularmente recomendado para andlises com varios passos e fontes
de erro, bem como pata novas amostras ou amostras de dificil homogeneizagio e/ou estabilidade.
Também deve ser usado para treino de novos analistas ou dominio e aprendizagem de novos ensaios.

O resultado dos duplicados é avaliado através da diferenca relativa (DR), expressa em
percentagem, para resultados quantificaveis:

A—D
DR = % % 100 (2.60)

onde A corresponde ao resultado da amostra, D ao resultado do duplicado e X ¢ a média aritmética
dos resultados da amostra e do duplicado.
O resultado final da amostra ¢ dado pela média aritmética dos dois resultados obtidos, desde

que a diferenca relativa entre eles cumpra o critério de aceitacio definido.

2.4.1.6 Ensaios de recuperagao

A taxa de recuperaciio tem com objetivo verificar se existem efeitos sistematicos introduzidos
por causas desconhecidas (efeitos de matriz). Consiste na adi¢ao de uma quantidade controlada de
padrdo a uma amostra, para verificar a quantidade de analito que se consegue obter. A taxa de

recuperagido pode ser calculada do seguinte modo:

|er —cil (2.61)

Ca

%Rec = 100 x

onde ¢ corresponde a concentragao obtida apés fortificar a amostra, ¢ é a concentragdo da amostra e
¢, corresponde a quantidade de fortificagdo da amostra [23, 30].

A “recuperagio” relaciona-se com a quantidade de analito recuperada no processo
relativamente a quantidade real presente na amostra.

Os ensaios de recuperagdo devem ser realizados ao longo de toda a gama de trabalho e
deve-se efetuar uma fortificagio em cada dia de trabalho. No caso de métodos instrumentais que
possam induzir perdas ou contaminag¢oes, a realizacdo de ensaios de recuperagao na matriz a analisar
junto do LQ deve ser feita mais regularmente.

O critério de aceitagdo para a recuperagio é normalmente 80-120%. Todavia, o laboratério

pode definir outro ctitétio, de acordo com o desempenho e/ou a complexidade do método.
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2.4.1.7 Cartas de controlo

As cartas de controlo fazem parte integrante do controlo da qualidade interno dos resultados,
sendo aceites internacionalmente como um dos meios mais eficientes para visualizar um controlo
continuo de resultados e detetar erros. Sdo faceis de usar e permitem detetar anomalias repentinas
nos resultados e variagSes lentas de resultados, indicativas de problemas. A intervenc¢do imediata, em
caso de anomalias, reduz os riscos de rejeicdo de produtos e erros nos resultados [23, 30, 35].

Embora existam varios tipos de cartas de controlo, utilizam-se as cartas de controlo de
individuos e amplitudes méveis para resultados individuais e as cartas de controlo da média e de
amplitudes para resultados médios. Ambas podem ser aplicadas em diversos parametros, tais como:
brancos, padroes de controlo, ensaios de recuperacio, entre outros. As cartas de médias ou de
individuos representam, ao longo do tempo, um determinado parametro ou uma média em funcio
do teor. As cartas de amplitude ou de amplitudes méveis representam, ao longo do tempo, a diferenca
de valores entre varios ensaios repetidos do mesmo material ou de materiais diferentes dentro de uma
determinada gama de trabalho.

De modo a elaborar qualquer uma das cartas de controlo acima mencionadas, é necessario:
Definir o que se pretende controlar

Caracterizar o processo referido

Definir a periodicidade de analise

Definir o momento da analise do processo durante o ensaio

YV V. V V VY

Recolher, no minimo, cerca de 20 a 25 observacdes do processo nas condices pré-
estabelecidas.

As cartas de controlo contém um conjunto de linhas que permitem saber se o processo esta
ou nao sob controlo:

» Linha central - é uma linha que pode corresponder 2 média das leituras efetuadas ou a média
dos desvios verificados - X.

» Limite supetior de controlo - é uma linha que pode corresponder ao valor da linha central
acrescida de 3s (situacdo mais comum), onde s representa o desvio padrio da grandeza a ser
controlada - X + 3s.

» Limite inferior de controlo - é uma linha que pode corresponder ao valor da linha central
subtraida de uma grandeza definida por 3s - X - 3s.

» Limite Supetior de Alerta - linha que alerta o analista de que esta a entrar numa zona de
perigo. Corresponde ao valor da linha central acrescida de 2s - X + 2s.

» Limite Inferior de Alerta - linha que alerta o analista que pode estar a entrar numa zona de

perigo. Corresponde ao valor da linha central subtraida de 2s - X - 2s.
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Figura 2.3. Exemplo de uma carta de amplitudes e de individuos [36].

Devem ser efetuadas ages corretivas no caso das seguintes situagdes anémalas:

Sempre que o ponto obtido experimentalmente esteja fora da linha superior ou inferior de
controlo.

Sempre que se verifiquem 9 pontos registados sistematicamente acima ou abaixo da linha
central.

Sempre que forem registados 6 pontos a subir ou a descer, mesmo que intercetem a linha
central.

Sempre que forem registados 14 pontos em torno e proéximos da linha central.

Sempre que forem observados 2 ou 3 pontos entre as linhas de aviso e as linhas de controlo.
Sempre que se verifiquem 8 pontos registados em ambos os lados da linha central com o
nono ponto na linha central, com uma funcao quase sinusoidal.

Depois de confirmada a estabilidade da carta de controlo, deve-se comparar os limites da

carta com os critérios de aceitacio definidos no método e decidir se a carta deve ser colocada em
rotina. Se os limites forem concordantes com os critérios de aceitacdo, deve-se manter os critérios
fixos definidos. Caso contrario, deve-se avaliar se se justifica efetuar um ajuste nos critérios de
aceitacdo estabelecidos, de modo a aproximarem-se aos limites da carta, tendo em conta as exigéncias
legais ou normativas para o ensaio em causa, ou ponderar a constru¢ao de outro tipo de carta de

controlo que se ajuste melhor 2 realidade do método.

2.4.2 Controlo da qualidade externo

O controlo da qualidade externo tem como objetivo avaliar a exatiddo dos resultados obtidos

num determinado método de ensaio. Este pode ser avaliado através da participacio em ensaios

interlaboratoriais ou de materiais de referéncia certificados. Caso nio existam MRC ou EIL, o
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laboratério pode utilizar como métodos alternativos de avaliagdo da exatiddo ou evidéncia da
comparabilidade dos resultados com outros laboratérios, os seguintes métodos:

» Padroes nacionais ou internacionais, devidamente reconhecidos pelo setor técnico

» Comparacio com métodos de referéncia

» Ensaios em paralelo com outro laboratério acreditado

A aceitagio dos resultados ¢ feita com base no erro percentual relativo [23, 30].
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Capitulo 3

Experimental

3.1 Cromatografia

A cromatografia ¢ uma técnica analitica utilizada na separacio, identificagdo e quantificagio
de componentes quimicos presentes numa mistura, com base na diferenca dos seus coeficientes de
particdo entre duas fases. Esta técnica de separagio pode ser liquida ou gasosa, de acordo com o
estado fisico da fase mével utilizada. Num processo cromatografico, a mistura que se pretende
analisar ¢ introduzida num sistema constituido por um fluido (fase mével) que circula numa fase
estaciondria (sélida ou liquida, aderente a um suporte sélido poroso) com grande area superficial e
que permanece imével ao longo de todo o processo. Estas fases sdo escolhidas de modo a que os
componentes da amostra tenham diferente solubilidade em cada fase. Isto ¢, um componente que
seja completamente soldvel na fase estaciondria demora mais tempo a percorré-la do que um
componente que nio o seja. As substancias que tém maior interacdo com a fase estacioniria sdo
retidas por mais tempo e, portanto, separadas daquelas de menor interagio. Deste modo, a mistura é
separada tendo em conta o tempo de retengido (t) dos compostos na coluna cromatografica, sendo
os tempos de reten¢do caracteristicos de cada composto. Podemos, entio, definir o tempo de
reten¢do como o tempo decorrido desde a injegdo de um componente na coluna até a sua dete¢io a
saida do sistema. Graficamente, o tempo de retencio corresponde ao tempo medido desde o instante
de injecdo da amostra até a0 maximo do pico do componente, traduzindo o tempo de permanéncia
do composto na coluna. As condigbes cromatogrificas utilizadas devem ser constantes e bem
definidas, pois os t: dependem do comprimento da coluna, da fase estacionaria usada, da temperatura

do forno da coluna, do fluxo de gas transportador e do tipo de gas utilizado [37-42].
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Figura 3.1. Esquema representativo de um cromatograma (Adaptado [42]).
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O processo de passagem de liquidos ou gases através de uma coluna cromatografica é
designado por eluicdo. O fluido que entra na coluna é denominado por eluente e 0 que emerge a
partir da extremidade da coluna é designado por eluato.

Os dados obtidos da andlise cromatografica sao adquiridos por um computador, originando
um cromatograma, que é um grafico que mostra a resposta do detetor em funcido do tempo de elui¢io.
Cada pico representa um componente da mistura separada e o t, identifica o analito. Trata-se de uma
propriedade fisica da substancia a analisar e depende das condi¢cGes de separacio, tais como
temperatura, taxa de fluxo e composi¢io quimica da fase estacionaria. A solubilidade da substancia a
analisar na fase estacionaria baseia-se na energia das intera¢des intermoleculares entre o analito e a
fase estacionaria e € o fator mais importante na determina¢io do tempo de retencio. Apds a execucdo
da calibragdo analitica com varios padrdes para cada componente, determina-se a quantidade de
analito presente na amostra com base na area do pico obtida e na quantidade de amostra injetada.

A cromatografia divide-se em categorias consoante o mecanismo de interaciao do soluto com
a fase estacionaria: cromatografia de adsorcdo, cromatografia de particio, cromatografia de troca
ibnica, cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia por afinidade. Na cromatografia de
adsorcio, utiliza-se uma fase estacionaria sélida e uma fase moével liquida ou gasosa. O soluto é
adsorvido sobre a superficie das particulas sélidas e a separaciao depende da diferente atinidade dos
componentes da amostra a superficie de um sélido ativo. Quanto maior for a adsor¢do do soluto,
maior é o seu t. na coluna. Na cromatografia de particio, a separagio deve-se as diferencas de
solubilidade dos componentes da amostra na fase estacionaria, no caso da cromatografia gasosa, ou
das diferencas de solubilidade nas fases moével e estacionaria, na cromatografia liquida. Na
cromatografia de troca i6nica a separacdo baseia-se na diferente capacidade dos compostos idnicos
ou ionizados permutarem com ides da fase estacionaria. A coluna tem uma fase estacionaria
ionicamente carregada com carga oposta aos ides da amostra. Hsta técnica ¢ usada quase
exclusivamente com compostos idénicos ou ionizaveis. Quanto mais forte for a carga sobre o
composto, mais forte é a atragdo para a superficie ibnica e, portanto, mais tempo vai demorar a eluir.
A fase mével é um tampao aquoso onde o pH e a forga idnica sdo utilizados para controlar a eluicio.
Na cromatografia de exclusao molecular, também designada de filtracio em gel ou cromatografia de
permeacdo em gel, a separacio ¢ feita de acordo com o tamanho dos solventes moleculares. A fase
mével liquida ou gasosa passa através de um gel poroso, onde os poros sao pequenos o suficiente
para excluir grandes moléculas de soluto, mas nio os pequenos. As moléculas pequenas levam mais
tempo para passar através da coluna porque entram no gel e, por conseguinte, tém que fluir através
de um maior volume antes de deixar a coluna. A cromatografia de afinidade emprega interacoes
especificas entre um tipo de molécula de soluto e uma segunda molécula que esta ligada de forma
covalente (imobilizada) para a fase estacionaria. Por exemplo, a molécula imobilizada pode ser um
anticorpo para uma proteina particular. Quando uma mistura que contém mil proteinas passa através

da coluna, apenas a proteina que reage com o anticorpo se liga a coluna. Depois de todos os outros
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solutos atravessarem a coluna, a proteina desejada é desalojada por alteragio do pH ou da forca
i6nica.

Os métodos cromatograficos sio demorados, uma vez que envolvem longos perfodos de
tempo no tratamento das amostras e no tragcado da curva de calibracio. Sio dispendiosos, devido a
pureza elevada dos reagentes utilizados e ao elevado custo do equipamento e da manutencio
associada, e toxicos para o meio ambiente, uma vez que as fases méveis sdo, geralmente, solventes

organicos. Contudo, fornecem resultados analiticos de boa precisio e exatidio.

3.1.1 Cromatografia Gasosa

O termo cromatografia gasosa (GC) refere-se a uma técnica de separacido que envolve duas
fases distintas: uma fase estacionaria, a qual pode ser sélida ou liquida, e uma fase mével, um gas que
passa sobre a fase estacionaria e que transporta a amostra. Hste deve ser um gas inerte relativamente
a amostra e a fase estacionaria, muitas vezes designado por gas de arraste. Uma vez que o gas de
arraste transporta o analito na fase de vapor ao longo da coluna, deve ser inerte, ndo toxico, de baixo
custo, de elevada pureza e com uma grande eficiéncia de transporte com o minimo alargamento dos
picos. No caso da coluna empacotada o nitrogénio é o gas de arraste mais utilizado, seguido pelo
hélio. No caso da coluna capilar ou tubular aberta, o gas de arraste mais usado é o hélio, seguido por
hidrogénio e nitrogénio. A fase estaciondria é uma pelicula fina de liquido que pode revestir a
supetficie de particulas inertes sélidas contidas numa coluna de ago inoxidavel ou vidro (coluna de
enchimento), ou que pode constituir um filme liquido que reveste as paredes interiores de uma coluna
capilar de silica fundida [37-42].

O tipo de entrada e a técnica de injecdo estdo relacionados e sdo determinados pelo tipo de
coluna, propriedades da amostra e sensibilidade analitica necessaria. As amostras sdo, geralmente,
injetadas diretamente na extremidade da coluna. No caso de colunas capilares, as amostras sio,
geralmente, injetadas numa cdmara separada da coluna, vaporizadas e transferidas para a coluna na
fase de vapor.

A injecdo split baseia-se na ideia de que a amostra injetada é rapidamente vaporizada,
mistura-se homogeneamente com o gas de transporte e separa-se, de tal modo que uma fracio
conhecida da mistura seja transferida rapidamente para a coluna e a restante vai para o lixo. Tudo isto
¢ realizado rapidamente, gerando picos cromatograficos muito definidos. A amostra injetada ¢é
vaporizada no interior de um /Zner, que é usado para proporcionar um espago inerte. A injecao splitless
¢ realizada fechando a separacio de ventilacdo antes e durante a injecdo, deixando-a fechada por um
tempo apds a injegao. Isto permite que quase toda a amostra injetada vaporize e entre na coluna. A
separacdo de ventilacdo ¢ aberta para remover qualquer amostra restante a entrada. Na inje¢do na
coluna a amostra liquida ¢ injetada diretamente na coluna, sem passar por um injetor quente. A

temperatura inicial da coluna é suficientemente baixa para condensar os solutos. As amostras sao
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submetidas a uma temperatura que seja o mais baixa possivel, para que ocorra pouca perda de soluto.
Os componentes da amostra concentram-se e separam-se da matriz por condensagdo numa cimara
de arrefecimento, antes da separagio cromatografica. A inje¢ao na coluna é utilizada para as amostras

que se decompdbe acima dos seus pontos de ebulicio.
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Injecdo Split Injecdo Splitless Injecdo na coluna

Figura 3.2. Esquema das condicGes de injecio split, slitless e inje¢do na coluna [42].

Uma vez que a temperatura ¢ a variavel controlada pelo utilizador mais importante em GC,
a coluna encontra-se dentro de um forno de temperatura programada. O forno e a coluna devem ser
de massa térmica baixa, de modo a permitir o rapido aquecimento e arrefecimento. Durante a analise,
o forno pode operar em dois modos: isotérmico e de temperatura programada, isto ¢ com um
aumento linear da temperatura.

A amostra a analisar pode ser um liquido ou um gas. No primeiro caso injetam-se alguns
microlitros de amostra na cidmara de injecio e, devido a temperatura a que esta se encontra, passam
para a fase gasosa. Caso a amostra seja um gas, pode ser introduzido um volume maior de amostra
na camara de injegdo. A amostra vaporizada ¢ transportada por uma corrente de gas através de uma
coluna empacotada. Este gis que contém a amostra vaporizada passa pela coluna capilar, onde se
encontra a fase estacionaria, também designada por coluna cromatografica, através da qual os
componentes da amostra se deslocam a velocidades influenciadas pelo grau de interagio de cada
componente com a fase estaciondria ndo volatil. Estes sio eluidos da coluna consoante a solubilidade
relativa de cada um na fase estacionaria, as respetivas pressoes parciais de vapor e o fluxo de gas
transportador. As substancias que tém maior interagdo com a fase estacionaria sio retidas por mais
tempo e, portanto, separadas daquelas de menor interagio.

A selecdo da coluna cromatografica deve ser baseada na eficiéncia da coluna. Esta deve ser
adequada a complexidade da amostra que se pretende analisar e na afinidade entre a fase estacionaria
e as substancias a separar.

Normalmente, o GC possui acoplado um instrumento com a capacidade de quantificar os
compostos que foram previamente separados, denominado por detetor. O detetor deve ser altamente

sensivel e ter um tempo de resposta rapido.
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3.1.1.1 Cromatografia Gasosa associada a detetor MS/MS

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) é um processo
analitico muito poderoso, uma vez que permite analisar qualitativa e quantitativamente a amostra
num unico instrumento. Ou seja, 0 GC-MS nio sé separa os componentes de uma mistura complexa,
como também recolhe o espectro de massa de cada componente, conseguindo expressar dois tipos
de informacdo de dimensGes separaveis sobre os componentes da amostra: t. obtido por GC e MS
obtido por ionizagdao de eletrdes. O t. obtido através do GC esta relacionado com propriedades
quimicas especificas das moléculas presentes na amostra (volatilidade, polaridade, presenca de grupos
funcionais especificos), enquanto o peso molecular ¢ indicador da composi¢ao atémica [37-42].

Num sistema GC-MS, as amostras provenientes do cromatégrafo a gis entram no
espectrometro de massa, para a fonte de ides ou interface.

Os dois métodos de ionizacio empregues em GC-MS sdo: ioniza¢do por impacto
eletrénico (Ei) e ionizagdo quimica (C;). Na ioniza¢io por impacto eletrénico o analito de interesse,
em fase gasosa, ¢ bombardeado com eletrdes de alta energia. As moléculas do analito absorvem esta
energia e ocorre a remogdo de um eletrdo por parte das moléculas que nio recebem energia suficiente
para fragmentar, formando i6es positivos com a mesma massa nominal da molécula neutra. Este
processo requer tipicamente 10 eV e a restante energia gera fragmentacdo dos analitos. No aparelho
sao detetados apenas os fragmentos cationicos e os ides moleculares de carga unitaria. Na ionizacio
quimica as moléculas de analito em fase gasosa, sao introduzidas na camara de ionizagdo do
espectrémetro de massa que contem um gas reagente. Esta mistura ¢ bombardeada com eletroes, tal
como na ionizagiao por impacto eletrénico. Como o gis reagente estd em excesso relativamente ao
analito, é ionizado quase exclusivamente e passam a ocorrer reacOes entre os ides em fase gasosa e as
moléculas neutras de analito. Por este processo ser relativamente de baixa energia, quase nio ¢
observada fragmentacio.

De seguida, os ides sdo encaminhados para o analisador, que ¢é a parte do espectrémetro na
qual sdo definidas as caracteristicas da determinac¢ao. Os analisadores de massa mais usados em GC-
MS sio: analisador de massa de setor magnético, quadrupolos, aprisionamento de ides (Ion Trap) e
analisador do tempo de voo (TOF).

Para o trabalho em questio, é utilizado um espectrémetro de massa com ionizagdo por
impacto eletrénico e analisador Ion Trap com possibilidade de MS/MS. Na fonte i6nica sio
produzidos ides a partir da amostra, os quais sdo separados no analisador de acordo com a razio
massa/carga, sendo determinada a sua massa e abundancia no detetor. Os ides originados sio
injetados por um sistema de lentes no interior do analisador de aprisionamento de iGes que ¢é
constituido por trés elétrodos. Os iGes ficam aprisionados na cavidade da armadilha i6nica por agio
de campos elétricos e gera-se uma rampa de radiofrequéncia aplicada ao elétrodo que rodeia a cimara.
A medida que aumenta a voltagem da radiofrequéncia, aumenta a amplitude do movimento

oscilatério induzido dos iGes até a0 momento em que saem da cimara, sendo detetados por um
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sistema de dinodos e multiplicador eletrénico. Aumentando a voltagem da radiofrequéncia aplicada,
vao-se destabilizando os ides de massa crescente, pelo que as diferentes massas presentes sao
detetadas de forma sequencial no tempo, existindo uma correlacio entre voltagem aplicada e massa
detetada. O espectro de massa obtido tem origem na mudanca rapida dos pardmetros operacionais
do analisador no tempo. Se a fonte de ionizagdo for externa ao analisador, permite a separacio entre
a lonizacdo e a analise, ou seja, enquanto os iGes sdo pulsados para a armadilha para analise, a maior
parte das moléculas neutras sdo retiradas através do vacuo. Deste modo, garante-se a integridade dos
16es evitando possiveis interagdes ido-molécula durante o tempo de permanéncia na cimara, mantém-
se o analisador limpo e obtém-se espetros comparaveis com as bibliotecas de MS reconhecidas.

O sistema de dete¢do usado deve permitir alcancar o nivel de dete¢io minimo necessario
para a determinagdo que se pretende realizar. A detecdo pode ser efetuada através de espectro de
massa total, isto é, varrimento total (Full Scan) ou monitorizacio seletiva de iGes (SIM), bem como
por técnicas MS-MS no modo de varrimento total.

Em resumo, cada componente da amostra, ao chegar ao detetor, origina um sinal elétrico
proporcional a quantidade de iGes originados pelo composto. O registo € feito sob a forma de um
cromatograma ou perfil de corrente i6nica total (TIC) em que se tem a representacido dos picos
correspondentes a abundancia de todos os ides no detetor em func¢io do tempo. O soffware utilizado
deve permitir obter, a partir do TIC, o registo da abundancia dos ides de uma massa especifica versus
tempo, o qual se designa por perfil de corrente idnica extraida (PCIE). Da andlise do TIC obtém-se
informacio sobre o tempo de retencio e a area de cada pico. A identificacdo dos varios componentes
da amostra é efetuada com base nos tempos de retencdo e na analise dos espectros de massa
correspondentes a cada pico. O soffware do equipamento processa o sinal obtido através da analise.
Este possui uma livraria que identifica os iGes e os associa aos respetivos compostos. Os compostos
sao identificados e quantificados por dois ides especificos denominados por ides de quantificacio.

No contexto do estagio, esta metodologia ¢ utilizada para analisar compostos organicos

volateis (VOC) e pesticidas.

3.1.1.1.1 Analise de compostos organicos volateis (VOC) por GC-MS

A designaciao de VOC esta associada a compostos organicos que possuam baixo ponto de
ebulicio. Os compostos organicos volateis pesquisados sao cloroférmio, bromodiclorometano
(BDCM), dibromoclorometano (DBCM), bromoférmio, tricloroetileno (TtiCE) e tetracloroetileno
(TetraCE), 1,2-Dicloroetano (1,2-DCE) e benzeno. Destes, os ultimos dois sio analisados
quantitativamente e os restantes qualitativamente, em dguas naturais destinadas ao consumo humano

e 4guas naturais superficiais ou subterraneas por GC-MS.
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A amostra é colocada num frasco de vidro fechado com uma capsula de aluminio e um septo
de silicone com face de teflon. Durante um certo intervalo de tempo e a uma certa temperatura
estabelece-se, no forno do autoamostrador, o equilibrio entre a fase de vapor e a amostra, o chamado
petiodo de incubagio. A injegao da fase de vapor é realizada através de uma seringa de micro-extragao
em fase solida (SPME) que adsorve os analitos numa fibra de polidimetilsiloxano (PDMS). Esta é
introduzida no injetor do GC-MS onde os compostos sao extraidos diretamente para a coluna capilar,
sendo separados e medidos num detetor de massas ap6s a eluicdo da coluna. A exposi¢ao da fibra no
injetor split/ splitless do cromatégrafo vai permitir a dessor¢do térmica dos compostos retidos no
revestimento da fibra.

A concentragdo dos compostos volateis na fase de vapor depende da pressao parcial de vapor de cada

componente nas condi¢des de incubacio. A lei de Henry, para uma mistura binaria de um soluto 7 é:
— 0
P; = XiyP; 3.1

onde P; corresponde a pressao parcial de vapor do soluto, x; corresponde a fracio molar do soluto 4,
7: € o coeficiente de atividade do soluto na solucio e PP é a pressio de vapor do soluto a uma dada
temperatura. Quanto maior for a pressio parcial do composto, maior ¢ a quantidade de composto
injetada e maior € a sua resposta no detetot, ou seja, maior é a area do pico correspondente.

A quantificacdo de cada composto é efetuada por comparacdo com o sinal medido para
padrdes puros. A identificacdo dos compostos detetados é efetuada por comparacao dos tempos de
retencio e pela analise dos dados dos espectros de massa.

Na tabela abaixo encontra-se representado o tempo de retencio e os ides de quantificagdo

dos VOC analisados no decorrer do estagio.

Tabela 3.1. Representagio do tempo de retengio e dos ides de quantificagio dos
VOC’s analisados no decorrer do estagio.

(Nota: O tempo de retencio ¢ indicativo)

Composto t. /(min) Ido quantificagio Tao 1 Tao 2 Tao 3 Tao 4
(m/z) Qualificacio Qualificacao Qualificacao Qualificacao

(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
1,2-DCE 3,06 62 64 --- - -
Benzeno 3,16 78 77 - - -—-
Fluorobenzeno 3,44 96 - - - -
Cloroférmio 2,69 - 83 85 47 -—
TriCE 4,14 --- 130 132 95 60
BDCM 4,51 - 83 85 129 47
DBCM 7,42 --- 127 129 48 131
TetraCE 7,52 - 166 164 129 131
Bromoférmio 10,70 --- 173 175 91 92
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O software estabelece uma curva de calibragdo para cada analito efetuando a regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, entre as razoes das dreas (Area/Area PI) e as concentragdes

padrio (c). A forma algébrica da equagio da reta é dada por:

Area
——=ord+mxXc (3.2)
Area Pl

onde ord é a ordenada na origem, PI é o padrio interno e 7 é o declive da reta.

A concentragio de cada analito na amostra é dada pela expressao:

Area _
( /5o PI) ord (3.3)

m

Cc =

Se a amostra tiver sido diluida, multiplica-se o valor obtido pelo fator de dilui¢io.

3.1.1.1.1.1 Interferéncias

As interferéncias na determinacio de VOC por GC-MS podem ser produzidas por
contaminacio de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha
de base nos cromatogramas. Pode ser devido, também, a contamina¢des efetuadas tanto na fase de
amostragem como na andlise, pois normalmente estes contém compostos voliteis que podem
contaminar as amostras com os proprios analitos ou com outros compostos interferentes. Assim
sendo, todos os materiais que entram em contacto com as amostras devem estar isentos de
interferentes.

O ambiente do laboratério onde se preparam as amostras ¢ os padrdes também pode
constituir uma fonte de contaminagio. Deve garantir-se, que a seringa e o sistema cromatografico

sao devidamente descontaminados de modo a minimizar as interferéncias.

3.1.1.1.2 Analise de pesticidas por GC-MS/MS

Os pesticidas analisados no decorrer do estagio foram os seguintes: diclorvos, molinato,
desetilatrazina (DEA), desetilterbutilazina (DET), atrazina, terbutilazina, alacloro, S-metolacloro,
clorfenvinfos, hexaclorobenzeno (HCB), lindano, heptacloro, aldrina, heptacloro epoxido,
endossulfio I, dieldrina, endossulfdo 1I. Estes sdo determinados por GC-MS e quando quantificam é

realizada uma nova sessio por GC-MS/MS, em dguas destinadas ao consumo humano e dguas
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naturais superficiais ou subterraneas, onde se prepara um padriao de concentragido semelhante a da
amostra e sao lidos um a seguir ao outro.

Todos os anos ¢é publicada uma lista dos pesticidas a analisar em cada regido. Essa lista pode
ser consultada no size ERSAR. Os pesticidas a analisar na regido de Coimbra, mencionados na Zona
do Baixo Vouga e Litoral, no ano de 2015 sdo alacloro, atrazina, bentazona, diurdo, linurio,
tebuconazol, e terbutilazina. No caso de captacdes de aguas subterrineas devem ser pesquisados
apenas alacloro, atrazina, diurdo, linurdo e terbutilazina, devido as suas caracteristicas de persisténcia
e mobilidade.

Os pesticidas sao removidos da matriz por extracio liquido-liquido. O extrato é concentrado
pot evaporagio e o residuo é recuperado no solvente usado na extracio. Uma parte do extrato é
diretamente injetado no sistema de GC-MS, onde os analitos presentes na amostra sao separados,
através de uma coluna capilar, e medidos pelo sinal originado no detetor de massa. A quantificacao
de cada composto ¢ efetuada por comparagdo com o sinal medido para os padrdes puros. A
identificacdo dos compostos detetados ¢é efetuada por comparagio dos t; e pela andlise dos dados dos
espetros de massa.

Nas tabelas abaixo encontram-se representados, respetivamente, o tempo de retencdo e
nimero de massa dos ides de diagnostico utilizados na dete¢do por monitorizagao seletiva de ides
(SIM) para a quantificagdo de pesticidas analisados no decorrer do estagio e o nimero de massa dos

ides percursores utilizados na detegio por MS/MS dos mesmos.

Tabela 3.2. Representagio do tempo de retengio e numero de massa dos iGes de
diagnoéstico utilizados na detegio por SIM para a quantificagdo de pesticidas.

(Nota: O tempo de retencio ¢ indicativo.)

Composto te /(min) lao quantificagio  Ido 1 Qualificacdo Tao 2 Qualificacao
(m/z) (m/z) (m/z)

Nitrobenzeno-d5 10,65 128 - -—-
Diclorvos 13,02 109 185 79
Molinato 17,23 126 98 55
Desetilatrazina 18,69 172 174 187
Desetilterbutilazina 18,87 186 145 188
Atrazina 19,95 200 215 173
Terbutilazina 20,35 214 173 216
Alacloro 22,42 160 188 146
S-metolacloro 2357 162 238 163
Clorfenvinfos 24,84 267 269 323
HCB 15,95 284 142 286
Lindano 16,90 181 219 109
Heptacloro 19,06 272 100 65
Aldrina 20,28 263 293 66
Heptacloro epéxido 21,68 353 263 81
Endossulfao 1 23,09 241 159 339
Dieldrina 24,28 79 263 277
Endossulfao 11 26,13 241 159 339
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Tabela 3.3. Representagio do nimero de massa dos iGes percursores utilizados na detegdo
por MS/MS para a quantifica¢do de pesticidas analisados no decorrer do estagio.

(Nota: O tempo de reten¢io ¢ indicativo.)

Composto I3o precursor (m/z)  ldo produto 1 (m/z)  Tdo produto 2 (m/z)
Diclorvos 109 79 93
Molinato 126 98 83
Desetilatrazina 172 130 105
Desetilterbutilazina 186 145 169
Atrazina 215 200 173
Terbutilazina 214 216 173
Alacloro 188 160 132
S-metolacloro 238 162 132
Clorfenvinfos 267 269 203
HCB 284 249 214
Lindano 181 145 109
Heptacloro 272 237 235
Aldrina 263 193 227
Heptacloro epéxido 353 317 263
Endossulfao I 241 206 170
Dieldrina 263 227 193
Endossulfao 11 241 205 170

O software estabelece uma curva de calibracio para cada analito efetuando a regressio linear
pelo método dos minimos quadrados, entre as razdes das areas (Area/Area PI) e as concentragdes
padriao (c). A forma algébrica da equacio da reta é dada pela equacio 3.3.

A concentracio de cada analito na amostra obtém-se a partir da concentracdo medida para o

extrato corrigida com o fator de concentracdo da amostra:

Fe = Jamostra (3.4)
Vextrato
onde
c
Camostra = FC (3.5

Se a amostra tiver sido diluida, multiplica-se o valor obtido pelo fator de diluicio.

3.1.1.1.2.1 Interferéncias

As interferéncias na determinac¢do de pesticidas por GC-MS podem ocorrer por

contaminacio de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha
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de base nos cromatogramas. Podem ocorrer, também, devido a contaminacOes efetuadas tanto na
fase de amostragem e na analise, como também no processo de extracdo. Assim sendo, todos os
materiais que entram em contacto com as amostras devem estar isentos de interferentes.

Deve-se garantir, também, que a seringa e o sistema cromatografico sio devidamente

descontaminados de modo a minimizar as interferéncias.

3.1.1.2 Cromatografia Gasosa associada a detetor de captura de eletrdes

A cromatografia gasosa associada a detetor de captura de eletrdes (GC-ECD) ¢ empregue na
dete¢do de compostos altamente eletronegativos, tais como compostos halogenados.

A célula do ECD ¢ revestida, internamente, por uma lamina do isétopo radioativo de
niquel-63. As particulas B emitidas pelo is6topo colidem com as moléculas do gas transportador e
ionizam o gas azoto que entra no detetor. Os eletrdes resultantes migram para o anodo coletor,
produzindo uma corrente elétrica. Esta reagdo forma uma nuvem de eletrdes estaveis e livres na célula
detetora do ECD. O sistema elétrico do ECD trabalha no sentido de manter a corrente elétrica
constante, através de pulsos periddicos.

Apbs a separacdo na coluna cromatografica do GC os compostos entram no detetor, que 0s
mede quantitativamente através da queda de corrente que se verifica na nuvem eletronica. A resposta
do detetor surge sob a forma de um cromatograma em forma de picos ou bandas cujas intensidades
dependem da concentragio da substincia e da sensibilidade do detetor.

Trata-se de um detetor ndo destrutivo e altamente sensivel, ideal para a analise de pesticidas

e agrotoxicos clorados [37-40, 42].

3.1.1.2.1 Analise de compostos orgédnicos volateis (VOC) por GC-ECD

Os VOC cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano, bromofdormio,
tricloroetileno e tetracloroetileno sio analisados por GC-ECD em 4guas destinadas ao consumo
humano e 4guas naturais superficiais ou subterrdneas. Estes sdo designados por trihalometanos
(THM) e por solventes clorados, no caso do tricloroetileno e do tetracloroetileno.

Os analitos existentes na amostra sio removidos da matriz, por aquecimento da amostra num
vial fechado hermeticamente, libertando-se para o espaco vazio situado acima do nivel de 4agua
(espago de cabeca ou “headspace”). Uma parte desse espago ¢é diretamente injetado com seringa num
cromatografo a gas, onde os analitos presentes sdo separados através de uma coluna capilar e medidos

pelo sinal que originam num detetor de captura de eletroes.
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A concentragdao dos compostos volateis na fase vapor depende da pressao parcial de vapor
de cada componente nas condi¢oes de incubagio, ja referido anteriormente.

A identificacdo e quantificacdo de cada composto é efetuada por compara¢do com o sinal
medido para padrdes puros.

Na tabela abaixo encontra-se representado o tempo de reten¢do dos VOC analisados no

decorrer do estagio.

Tabela 3.4. Exemplo da sequéncia de eluigio.

(Nota: O tempo de retengio ¢ indicativo)

Composto Tempo de Reten¢do /(min)
Cloroférmio 10,19
TriCE 12,46
BDCM 13,53
DBCM 16,37
TetraCE 17,05
1,2-Dibromopropano 19,13
Bromoférmio 21,01

A concentragdo de cada analito na amostra é dada pelo soffware, sendo calculada a partir da
equacio da curva de calibracio. Se a amostra tiver sido diluida, multiplica-se o valor obtido pelo fator

de diluicio.

3.1.1.2.1.1 Interferéncias

As interferéncias na determinacio de VOC por GC-ECD podem ocotrer por contaminagio
de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subida da linha de base nos
cromatogramas. Podem ocorrer, também, devido a contamina¢des efetuadas tanto na fase de
amostragem como na analise, uma vez que contém compostos volateis que podem contaminar as
amostras com os proprios analitos ou com outros compostos interferentes. Deste modo, todos os
materiais que entram em contacto com as amostras devem estar isentos de interferentes.

O ambiente do laboratério onde se preparam as amostras e os padrdes também pode
constituir uma fonte de contaminacdo. Deve-se garantir, também, que a seringa e o sistema

cromatografico foram devidamente descontaminados de modo a minimizar as interferéncias.
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3.1.1.3 Cromatografia Gasosa associada ao detetor de ionizagdao por
chama (FID)

O eluente a saida da coluna é misturado com hidrogénio que atravessa uma chama alimentada
por ar. Existe uma diferenca de potencial (d.d.p.) entre a saida da coluna e o elétrodo coletor. O
analito, depois de queimado na chama, gera uma nova corrente de ides que vai ser recolhida no
elétrodo coletor e a corrente de ionizacdo resultante ¢ amplificada e enviada para o sistema de
aquisi¢ao de dados [37-42].

O detetor é aquecido a uma temperatura um pouco supetior a do injetor e ¢ independente
do valor da temperatura do forno, sendo que este ja deve estar a uma temperatura elevada antes da
ignicao. O aquecimento evita a condensagdo da agua a partir da chama.

A amostra ¢ injetada em fluxo continuo, misturando-se com uma solugao aquosa de acido
cloridrico (HCI) e com uma corrente de azoto. O carbono inorganico contido na amostra, na forma
de carbonatos e de hidrogenocarbonatos, reage com o acido dando origem a diéxido de carbono
(CO») que ¢ arrastado pela corrente de azoto para a atmosfera.

A fase liquida que contém o carbono organico soldvel ¢ introduzida num reator de oxidagio,
formado por 6xido de niquel (NiO), onde o carbono organico é convertido a CO2 por combustio.
A corrente de azoto transporta os produtos da combustio ao longo do sistema e a dgua formada
neste processo ¢ eliminada ao passar na coluna cromatografica.

Uma nova corrente de azoto possibilita a dessor¢io de COz da coluna cromatografica,
misturando-o com hidrogénio e arrastando ambos para o reator de redugdo. Aqui, o COz é reduzido
a metano por reagdo catalisada por Ni. O metano formado nesta reagdo segue para o detetor de
ionizacdo de chama, dando origem a um sinal elétrico proporcional a quantidade de carbono organico
existente na amostra no inicio do processo. O sinal do detetor é registado pelo computador sob a
forma de um cromatograma representativo do teor de carbono organico.

A identificacdo do carbono presente na amostra baseia-se no tempo de retencdo, em
condi¢es cromatograficas constantes e bem definidas. A area do pico traduz a quantidade de

carbono na amostra.

3.1.1.3.1 Analise elementar - carbono orgénico total (TOC)

No ambito do estagio, foi determinado o teor de carbono organico total em dguas naturais e
aguas de consumo humano e de processo.

Antes da determinacio do TOC, o carbono inorganico é eliminado da amostra de agua
acidificada. O carbono organico presente na amostra é oxidado a diéxido de carbono através da

combustdo num reator de NiO. Por reacio catalisada com Ni, o diéxido de carbono formado é
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reduzido a metano, o qual vai ser determinado num detetor de ionizagdo de chama. A quantificacdo
do TOC ¢ efetuada por comparacao com o sinal medido para padrées puros de hidrogenoftalato
acido de potassio.

A concentracio de TOC na amostra é obtida pelo soffware e calculada a partir da reta de
calibragdo. Sempre que a amostra tiver sido diluida, o valor obtido para a concentra¢do tem de ter em

conta o fator de dilui¢o.

3.1.1.3.1.1 Interferéncias

As interferéncias na determinacdo de carbono organico total podem ocorrer por
contaminacio de reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha de base nos
cromatogramas. Podem ocorrer, também, devido a contamina¢des efetuadas tanto na fase de
amostragem como na analise. Assim sendo, todos os materiais que entram em contacto com as
amostras devem estar isentos de interferentes.

Deve-se garantir, ainda, que o sistema cromatografico seja devidamente descontaminado de

modo a minimizar as interferéncias.

3.1.2. Cromatografia Liquida

O termo cromatografia liquida (LC) é aplicado a qualquer procedimento cromatografico em
que a fase movel seja um liquido. Trata-se de uma técnica de separacdo de varios componentes de
uma mistura que se distribuem entre duas fases: a fase estaciondria, um liquido de elevado peso
molecular que retarda seletivamente os componentes, e a fase mével, um liquido que passa sobre a
fase estacionaria e que transporta a amostra. A fase estaciondria é uma pelicula fina de liquido que
reveste a superficie de particulas inertes sélidas contidas numa coluna de a¢o inoxidavel.

A amostra € introduzida na valvula de injecio (op) e é transportada pela fase mével ao longo
da coluna cromatografica, onde ocorre a separagdo dos varios componentes. Estes sdo eluidos da
coluna consoante a diferenca de solubilidade de cada um na fase estacionaria e na fase movel [37-42].

A escolha da coluna cromatografica deve basear-se na afinidade entre a fase estacionaria e as
substancias a separar e na eficiéncia da coluna, que deve ser adequada a complexidade da amostra a
analisar.

Em cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) aplica-se pressio de modo a acionar
a passagem da fase movel através da coluna.

A cromatografia divide-se em categorias com base no mecanismo de interagio do soluto com

a fase estacionaria: cromatografia de adsorcdo, cromatografia de particdo, cromatografia de troca
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ibnica, cromatografia de exclusio molecular e cromatografia por afinidade, ja mencionadas
anteriormente, e ainda cromatografia de fase normal, cromatografia de fase reversa e cromatografia
i6nica. Na cromatografia de fase normal o alquil-nitrilo e a alquilamina, substituintes da fase
estacionaria, quando utilizados com uma fase mével de baixa polaridade, comportam-se de um modo
semelhante aos adsorventes solidos, ou seja, a retencao da amostra aumenta com a polaridade do
soluto, e aumentando a polaridade da fase movel reduz a retencio dos solutos. A reten¢io baseia-se
na transferéncia de carga entre os eletrdes m dos aromaticos e os grupos amino polares da fase
estaciondria. As amostras sdo separadas em picos contendo compostos com 0 mesmo nimero de
anéis. Na cromatografia de fase reversa utiliza-se colunas onde a superficie de fase estacionaria é
menos polar do que a fase mével. As colunas mais usadas em fase reversa tém um ligando, tal como
octadecil (C-18) ou octil (C-8), ligado a particulas de silica microporosos. Uma vez que a fase movel
em cromatografia de fase reversa é polar e, geralmente, contém agua, o método ¢ ideal para a
separacdo de moléculas polares que sdo insoluveis em solventes organicos ou que se ligam fortemente
aos adsorventes solidos para a elui¢do normal. Na fase reversa os solutos sdo eluidos por ordem de
polaridade decrescente.

O HPLC possui acoplado um detetor com a capacidade de quantificar os compostos
previamente separados. Este deve ser altamente sensivel e ter um tempo de resposta rapido. F
importante que o detetor seja seletivo e capaz de obter uma boa resposta para os compostos que se
pretendem analisar. Os detetores podem agrupar-se de acordo com o método de dete¢io:
espetroscopicos, eletroquimicos, espectrémetros de massa, entre outros. Os detetores
espectroscopicos podem dividir-se em ultravioleta/visivel (UV/VIS), fluorescéncia e absorcio
atémica. Todos tém como caracteristica comum uma fonte emissora de luz que é absorvida de modo
diferente por cada substancia. O de UV/VIS é de aplicagio geral e é um dos detetores mais utilizados
em HPLC, permitindo a absor¢ao de todas as substancias que absorvam no visivel ou no ultravioleta.
Estes detetores utilizam como fonte de radiagao no visivel uma lampada de tungsténio e no UV uma
lampada de deutério.

O detetor utilizado no ambito do estigio foi o detetor de absor¢io de ultravioleta/visivel
com fotodiodos (DAD). Este permite medir a resposta para um comprimento de onda particular,

registando o espectro total de absor¢io de UV/VIS para cada analito existente na amostra.

3.1.2.1 Cromatografia liquida de elevada eficiéncia com detetor DAD

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica de separacio em que uma amostra
liquida ¢ transportada através de uma coluna cromatografica por uma fase mével liquida (eluente). O
tipo de HPLC ¢, geralmente, definido pelo mecanismo de separagio ou pelo tipo de fase estacionaria.

Estes incluem parti¢do ou cromatografia liquido-liquido, adsor¢ao ou cromatografia liquido-sélido,
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troca i6nica ou cromatografia de ides, cromatografia por exclusio, cromatografia por afinidade e
cromatografia quiral [37,41].

Nesta técnica, os eluentes sofrem tratamento para remocdo dos gases dissolvidos e das
particulas eventualmente presentes, uma vez que as bolhas de ar provocam um alargamento dos picos
e as particulas podem afetar o desempenho dos detetores. A desgaseificacdo pode ser efetuada através
de um sistema de vacuo, de um sistema de destilagdo ou por agitagdo (utilizando um banho de
ultrassons ou através de purga de hélio).

A elui¢io pode ser isocratica ou por gradiente. Enquanto na elui¢io isocratica a composicao
da fase movel é constante, na eluicdo por gradiente a composi¢do da fase mével varia durante a
eluicdo sendo imposta uma razdo entre os solventes, de forma programada, de modo continuo ou
por etapas ou fases. Geralmente, a eluicdo por gradiente melhora a eficiéncia da separacio.

O sistema de injecdo da amostra incorpora, usualmente, um dispositivo que permite
selecionar o volume a injetar e que possui uma valvula rotatoria (ogp).

As bombas utilizadas em cromatografia liquida precisam de criar pressGes até cerca de
400 bar e de ser resistentes a corrosio. Os tipos de bombas existentes sio de duplo pistio, de valvulas
proporcionais e de camaras de mistura.

Geralmente, a coluna cromatografica é precedida de uma pré-coluna cuja funcdo é aumentar
a vida util da coluna analitica, através da remocio de particulas e de contaminantes presentes nos
solventes. Satura, ainda, a fase mével com a fase estacionaria de modo a que as perdas de fase
estaciondria na coluna analitica sejam minimizadas. A coluna analitica é constituida por material
inerte, ac¢o inoxidavel ou vidro reforgado e silica fundida (colunas capilares), de didmetro uniforme,
capaz de resistir as pressdes usadas e com um enchimento de particulas porosas com caracteristicas
adequadas a separagdo que se pretende. A escolha da coluna ¢ feita em funcio da sua capacidade, que
¢ determinada pelas suas dimensdes, comprimento, didmetro interno e material de enchimento. A
composicio da pré-coluna deve ser semelhante a da coluna analitica.

Algumas das aplicagdes analiticas decorrem a temperatura ambiente, mas existem situagoes
em que ¢ necessario que exista um controlo da temperatura e, nesses casos, a analise decorre a
temperatura imposta ao forno onde esta inserida a coluna.

No ambito do estagio, o detetor utilizado foi o detetor de absorc¢io de ultravioleta/visivel
com fotodiodos (DAD). O DAD deteta a absor¢io de UV para VIS. Enquanto um detetor UV/VIS
tem apenas a seccao de rececdo de luz de um lado da amostra, um DAD tem multiplos agrupamentos
de fotodiodos para obter informagio sobre uma ampla gama de comprimentos de onda de uma sé
vez. Os espectros sio medidos em intervalos de 1 segundo, ou menos, durante a separacio por HPLC
com elui¢do continua. Sendo a medi¢ao realizada a um comprimento de onda fixo, os componentes
sao identificados a partir do seu tempo de reten¢io. Assim, um pequeno desvio no tempo de retencio
pode dificultar a identificagdo dos componentes. Em tal caso, o DAD pode ser usado para identificar

os componentes através de uma comparagio do espectro.

55



3.1.2.1.1 Analise de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) por
HPLC-DAD

Os PAH Benzo(b)fluoranteno (Bbf), Benzo(k)fluoranteno (Bkf), Benzo(a)pireno (BaP),
Benzo(g,h,i)perileno (BghiP) e Indeno(1,2,3-cd)preno (IcdP) sio analisados por HPLC-DAD em
aguas naturais destinadas ao consumo humano, em 4guas superficiais e em aguas subterraneas.

Os PAH sao removidos da matriz por extracao liquido-liquido. O extrato é concentrado por
evaporacio e o residuo é recuperado. Uma parte do extrato é diretamente injetado no cromatédgrafo
liquido, onde os analitos presentes sdo separados através de uma coluna de enchimento de elevada
eficiéncia e medidos pelo sinal que originam num detetor de absor¢do de ultravioleta/visivel com
fotodiodos. A quantificacio de cada composto € efetuada por comparagao com o sinal medido para
os padroes puros. A identificacdo dos compostos detetados ¢ realizada por comparagdo dos tempos
de retencdo e é confirmada pela analise dos tespetivos espectros de absor¢io na regiao UV/VIS,
obtidos em tempo real a medida que os compostos saem da coluna cromatografica.

Na tabela abaixo encontra-se representado um exemplo de uma sequéncia de eluicdo (tempos

de retencio) para as duas fases moéveis dos PAH’s analisados no ambito do estagio.

Tabela 3.5. Exemplo da sequéncia de elui¢ido para as duas fases moéveis dos PAH
analisados.

(Nota: O tempo de retencio ¢ indicativo)

Composto Tempo de reten¢do /(min)
Isocritica Gradiente
Trifenileno 6,445 15,357
Benzo(b)fluoranteno 10,292 25,270
Benzo(k)fluoranteno 11,822 28,095
Benzo(a)pireno 14,057 30,970
Benzo(g,h,i)perileno 19,715 37,730
Indeno(1,2,3-cd)pireno 21,335 39,623

O software estabelece uma curva de calibragdo para cada analito, efetuando a regressao linear
pelo método dos minimos quadrados. Utiliza-se o método do padrio interno, para andlise dos
compostos cujo comprimento de onda é semelhante ao do padrio interno. A regressio entre as razdes
das areas, Area/Area PI (Area Rativ), e a razio das concentracdes dos padrées, ¢/ cpr (Amonnt Ratio)

origina uma reta cuja forma algébrica da equacio é dada por:

AreaRatio = ord + m X AmountRatio (3.6)

em que ord é a ordenada na origem e 7 é o declive da reta.
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Para os restantes analitos utiliza-se o método do padrio externo, em que a regressao entre as

areas (Area), e as concentracoes dos padroes (Amount) origina uma reta cuja equagao é dada por:

Area = ord + m X Amount 3.7)

A concentragio de cada analito no extrato é dada pelas expressoes:

_ (AreaRatio — ord)
B m

(3.8)

c X Cpy

_ (Area —ord)
€= m

(3.9)

quando se utiliza 0 método do padrio interno e do padrio externo, respetivamente.
A concentracio de cada analito na amostra obtém-se a partir das equagdes 3.4 ¢ 3.5.

Se a amostra tiver sido diluida, multiplica-se o valor obtido pelo fator de dilui¢io.

3.1.2.1.1.1 Interferéncias

As interferéncias na determina¢io de PAH por HPLC-DAD podem ser produzidas por
contaminacio de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha
de base nos cromatogramas. Assim sendo, todos os materiais que entram em contacto com as
amostras devem estar isentos de interferentes. Pode ser devido, também, a contaminacoes efetuadas
tanto na fase de amostragem como na analise e, ainda, no processo de extracido, originando ma

reprodutibilidade dos t. e alargamento dos picos.

3.1.2.1.2 Analise de pesticidas derivados de ureias por HPLC-DAD

Os pesticidas derivados de ureias examinados sio: linurdo, diurdo, propanil e isoproturio.
Estes sao analisados por HPLC-DAD em 4guas destinadas ao consumo humano e aguas naturais
superficiais ou subterraneas.

Os pesticidas sdo removidos da matriz por extra¢do em fase sélida. Os analitos sdo eluidos
da fase solida e o extrato ¢ concentrado para um determinado volume. Uma parte do extrato é
diretamente injetado no cromatégrafo liquido, onde os analitos presentes sdo separados através de
uma coluna de enchimento de elevada eficiéncia e medidos pelo sinal que originam num detetor de

absorc¢ao de ultravioleta/visivel com fotodiodos. A quantificacao de cada composto é efetuada por
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compara¢do com o sinal medido para os padroes puros. A identificacdo dos compostos detetados é
realizada por comparacdo dos tempos de retencdo e é confirmada pela analise dos respetivos
espectros de absorcio na regido UV/VIS.

Na tabela abaixo encontra-se representado um exemplo de uma sequéncia de elui¢do (tempos
de retencio) para as duas fases méveis dos pesticidas derivados de ureia analisados no ambito do

estagio.

Tabela 3.6. Exemplo da sequéncia de eluigdo para duas colunas.

(Nota: O tempo de retencio ¢ indicativo)

Composto Tempo de reten¢do /(min)
RP-18 CN

Monurio 8,485 6,758

Isoproturdao 14,385 7,698

Diurdo 15,507 8,192

Propanil 24,625 9,165

Linuto 31,228 10,005

O software estabelece uma curva de calibragio para cada analito, efetuando a regressao linear
pelo método dos minimos quadrados.
A concentracdo de cada analito no extrato ¢ dada pela equagdo 3.8. A concentragio de cada

analito na amostra ¢ dada através das equacSes 3.4 e 3.5.

3.1.2.1.2.1 Interferéncias

As interferéncias na determinacdo de ureias por HPLC-DAD podem ser produzidas por
contaminacio de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha
de base nos cromatogramas. Assim sendo, todos os materiais que entram em contacto com as
amostras devem estar isentos de interferentes. Pode ser devido, também, a contaminac¢des efetuadas
tanto na fase de amostragem como na analise e, ainda, no processo de extragio, originando ma

reprodutibilidade dos t: e alargamento dos picos.
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3.1.2.1.3 Analise de herbicidas acidos por HPLC-DAD

Os herbicidas acidos (HAC) analisados no ambito do estagio sao: bentazona, 2,4-D, triclopir
e MCPA. Estes sao analisados por HPLC-DAD em 4aguas destinadas ao consumo humano e aguas
naturais superficiais e subterraneas.

Os herbicidas sao removidos da matriz por extracdo em fase solida. Os analitos s3o eluidos
da fase solida e o extrato ¢ concentrado para um determinado volume. Uma parte do extrato é
diretamente injetado no cromatégrafo liquido, onde os analitos presentes sao separados através de
uma coluna de enchimento de elevada eficiéncia e medidos pelo sinal que originam num detetor de
absorc¢ao de ultravioleta/visivel com fotodiodos. A quantificacao de cada composto é efetuada por
compara¢do com o sinal medido para os padroes puros. A identificacdo dos compostos detetados é
realizada por comparacdo dos tempos de retencdo e é confirmada pela andlise dos respetivos
espectros de absorcio na regido UV/VIS.

Na tabela abaixo encontra-se representado um exemplo de uma sequéncia de elui¢do (tempos

de retencio) para duas colunas dos herbicidas acidos analisados no ambito do estagio.

Tabela 3.7. Exemplo da sequéncia de eluigdo para duas colunas.

(Nota: O tempo de retencio ¢ indicativo)

Composto Tempo de reten¢do /(min)
Lichrospher Purospher

Bentazona 9,103 52,812

2,4-D 10,503 29,943

MCPA 11,075 22,655

Triclopir 11,857 26,283

O software estabelece uma curva de calibracio para cada analito, efetuando a regressio linear
pelo método dos minimos quadrados.

A concentracao de cada analito no extrato ¢ dada pela equagao 3.9. A concentragao de cada
analito na amostra é dada através das equacSes 3.4 e 3.5.

Se a amostra tiver sido dilufda, multiplica-se o valor obtido pelo fator de diluigao.

3.1.2.1.3.1 Interferéncias

As interferéncias na determinacdo de herbicidas acidos por HPLC-DAD podem ser
produzidas por contaminac¢do de solventes, reagentes e material de vidro, originando mais picos e
subidas da linha de base nos cromatogramas. Assim sendo, todos os materiais que entram em

contacto com as amostras devem estar isentos de interferentes. Pode ser devido, também, a
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contaminacOes efetuadas tanto na fase de amostragem como na analise e, ainda, no processo de

extragdo, originando ma reprodutibilidade dos t. e alargamento dos picos.

3.1.2.2 Cromatografia I6nica

A cromatografia iénica é uma subdivisio da cromatografia liquida. Nesta técnica
cromatografica, a fase estacionaria possui trocadores idnicos e o processo de separa¢do baseia-se na
interacio eletrostatica entre os ides presentes na amostra e os contra ides da fase estacionaria, que
possuem grupos com carga. A cromatografia ibnica combina técnicas de separagdo por troca idnica,
supressdo do eluente, e detecdo de condutividade para a determinacio quantitativa de uma grande
variedade de ides [41, 42].

Esta técnica destina-se a analise de iGes inorganicos e organicos com pKa inferior a 7.
Consiste em combinar uma coluna de troca iénica com um detetor de condutibilidade elétrica. Nesta
técnica, é colocado um supressor entre a coluna e o detetor. A coluna de separagdo separa os analitos,
e o supressor substitui o eluente i6nico por uma espécie nio idnica.

A amostra a analisar ¢ introduzida na fase moével, entrando na coluna separadora (fase
estaciondria). A coluna é constituida por uma resina de troca de anides, ao longo da qual ocorre a
troca entre os anides presentes no eluente que se pretendem separar e os anides ligados ao grupo de
carga positiva que constituem a estrutura da resina. Os anibes a separar sdo arrastados ao longo da
coluna, sendo mais facilmente transportado o que tiver menor interagdo com os grupos da resina. Ao
sair da coluna, os anides entram no supressor acido catiénico, onde sao convertidos nas respetivas
formas acidas, cuja condutibilidade é muito mais elevada que a do correspondente sal. O eluente é
desionizado, sendo convertido em 4cido, diminuindo, assim, a sua condutibilidade. Deste modo, e
por acdo do supressor, a solucdo que entra no detetor origina um sinal devido a sua elevada
condutibilidade elétrica. A identificacdo dos anides ¢ feita a partir dos tempos de reten¢do, que sao
comparados com os tempos de retencio obtidos para solu¢Ses padrio. A quantificagio ¢ feita através

da 4rea do pico obtida no cromatograma, a qual é proporcional a concentragiao do anido.

3.1.2.2.1 Analise de anides por cromatografia i6nica

No ambito do estagio, foram analisados os anides fluoreto, cloreto, nitrito, nitrato, fosfato,
sulfato e bromato. Estes sio analisados por cromatografia idnica em aguas de consumo, aguas

naturais e aguas residuais.
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A amostra é injetada na corrente de eluente e entra na coluna, onde ocorre a separacio dos
diferentes anides. De seguida, os anides entram no supressor acido catiénico, cuja fun¢ao é baixar a
condutibilidade do eluente e converter os anides separados nas correspondentes formas acidas. Estas
sao detetadas pela sua condutibilidade elétrica e a identificacdo dos analitos ¢ feita por comparacao
do tempo de retengio obtido para os referidos anides, com o tempo de reten¢ao de solugdes padrio.

A concentragio de cada um dos analitos na amostra é determinada por leitura no
cromatograma. Sempre que a amostra tiver sido diluida, o valor obtido para a concentragio tem de

ter em conta o fator de diluicio.

3.1.2.2.1.1 Intetrferéncias

As interferéncias na determinacio de anides por cromatogratia ibnica podem ser produzidas
por contaminacdo, reagentes e material de vidro, originando mais picos e subidas da linha de base
nos cromatogramas. Assim sendo, todos os materiais que entram em contacto com as amostras
devem estar isentos de interferentes.

Todas as substancias cujo tempo de retencdo seja coincidente com o dos analitos a
determinar, podem causar interferéncias. Grandes quantidades de cada anido podem interferir, com
o anifo adjacente, sendo necessario diluir a amostra. Amostras que contenham particulas grandes,
podem provocar entupimento no sistema e danos na coluna, devendo-se filtrar todas as amostras,

por precaucao.

3.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier

A espectroscopia estuda a interacdo entre a radiacdo eletromagnética (EM) e a matéria. Tem
como objetivo principal estudar os niveis de energia de atomos ou moléculas.

A utilizacdo de radiacio EM na regido do infravermelho (IV) com niveis de energia de
1-15 kcal/mol da origem a transi¢oes vibracionais. As transicdes rotacionais sio induzidas pela
radiacio EM na regidao de micro-ondas ou na regiao do infravermelho longinquo, onde as energias
associadas sao mais baixas [43].

A espectroscopia de absor¢io na regido do infravermelho permite identificar uma substancia
organica através dos seus grupos funcionais. Baseia-se na observagdo de que as ligacdes quimicas
apresentam frequéncias especificas as quais vibram, a niveis de energia bem definidos. Estas sio

determinadas pela forma da molécula, pelos seus niveis de energia e pela massa dos atomos que a
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constituem. A amostra é submetida a uma radiacido de comprimento de onda na regido do
infravermelho e a faixa de radiacdo utilizada situa-se, em geral, entre os 4000 e os 400 cm! [44].

A utilizagdo de radiacio EM na regido do infravermelho, com niveis de energia de
1-15 kcal/mol, induzem transicGes vibracionais. As transicoes rotacionais sio obtidas com a
utilizacdo de radiagdgo EM na regido de micro-ondas ou, em casos particulares na regidao do
infravermelho longinquo, onde as energias associadas sio mais baixas.

A regido do espectro cujo comprimento de onda esta compreendido entre 200 e 14300 cm-!
corresponde ao infravermelho. Na analise quimica, a regido do espectro correspondente a frequéncias
que variam entre 4000 a 400 cm!, conhecido como regido fundamental ou infravermelho médio, é a
que tem mais interesse. A regido de baixa frequéncia (600 a 200 cm™) é conhecida como
infravermelho longinquo e a regido de alta frequéncia (4000 cm! até a regido do visivel) designa-se
por infravermelho proximo. A tabela abaixo esquematiza as diferencas entre as diversas regioes de

infravermelho [38, 41].

Tabela 3.8. Diferencgas entre as regides do IV.

Infravemelho Infravermelho Infravermelho
préximo médio longinquo
Frequéncia (cm™) 14300-4000 4000-650 650-200
Comprimento de onda (pm) 0,7-2,5 3,5-2,5 15-100
Fendémeno Sobretons de absorc¢io Vibragoes e Espécies de baixa
de C-H dobras energia

Para que haja absorc¢io da radiagdo IV é necessario que exista variacio do momento dipolar
da molécula, consequéncia do seu movimento vibracional ou rotacional. O momento dipolar
determina-se pela magnitude da diferenca de carga entre a distancia dos centros de carga. S6 com esta
condi¢iio o campo elétrico alternante da radiagdo incidente interage com a molécula, originando os
espectros. Por outras palavras, o espectro de absor¢io de uma determinada molécula, na regido do
infravermelho, tem origem quando a radiagio EM incidente tem uma componente com frequéncia
correspondente a uma transi¢ao entre dois niveis vibracionais.

Existem dois tipos gerais de vibragdes moleculares:
> Stretching (estitamento), correspondente a uma vibragio de movimento titmico ao longo da
ligacdo, de tal modo que a distancia interatébmica aumenta ou diminui como uma mola.
»  Bending (deformacio angular), vibracido que tipicamente consiste na variacdo do angulo das
ligagoes.

Na figura abaixo estdo representados os diferentes tipos de vibragio molecular.
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Figura 3.3. Modos vibracionais para o grupo funcional -CH2. Os sinais + e — indicam os movimentos

perpendiculares ao plano da pagina (Adaptado [45]).

Uma técnica importante no estudo de sistemas moleculares complexos ¢ a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Esta técnica baseia-se no método interferométrico
de Michelson (Figura 3.4). Neste método, a radiacdo parte de uma fonte monocromatica e divide-se
em dois feixes (idealmente, cada feixe contem 50% do original) no beamsplitrer (divisor de feixes). Um
destes percorre uma distancia fixa e a outra uma distincia mével. Variando as distdncias percorridas
pelos dois feixes, obtém-se interferéncias construtivas e destrutivas obtidas sequencialmente e,
consequentemente, vatiacdo da intensidade da radiagdo que chega ao detetor, obtendo-se assim um
interferograma. O interferograma obtido numa escala temporal é convertido, por uma transformacio
de Fourier, para um interferograma numa escala de frequéncias. A transformagio de Fowrier em
posicdes sucessivas do espelho origina um espetro de IV. Quando a posigio do espelho mével ¢ tal
que o feixe B percorre a mesma distancia para chegar ao detetor que o feixe A, os dois feixes estdo
em fase, reforcando-se um ao outro (interferéncia construtiva). Nesse instante, a energia que chega
ao detetor ¢ maxima. A medida que o espelho moével se movimenta, a intensidade da radiacio EM
varia, sendo possivel varrer a regido do espectro desejavel, a partir de uma fonte de luz
monocromatica.

A medida que o espelho mével se vai movimentando, a intensidade da radiagio EM que
chega ao detetor vai variando e assim se forma o interferograma. Apesar do interferograma conter
toda a informacio necessaria para a analise de uma amostra sob um dado conjunto de condig¢oes, a
forma como essa informagao é apresentada nao é muito util para os analistas. Assim sendo, essa
informacdo é convertida num espectro relacionando as intensidades com as respetivas frequéncias

através da transformada de Fourier.
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Figura 3.4. Representacio esquematica da instrumentacio usada num FTIR (Adaptado [44]).

3.2.1 Analise de adjuvantes por FTIR

Um adjuvante trata-se de um produto incorporado no betdo, em quantidades muito
pequenas, inferior a 5% do peso do cimento. A titulo de exemplo de adjuvantes tem-se os
plastificantes, superplastificantes, hidréfugos, aceleradores e retardadores do endurecimento. Este
sao incorporados no betdo visando melhorar uma ou varias caracteristicas do betdo, como por
exemplo: aumentar a fluidez/plasticidade, sem aumento da quantidade de dgua da mistura; aumentar
ou diminuir a resisténcia aos ciclos de congelagio e descongelagio; aumentar a tensao de rotura, sem
alteracdo da quantidade de cimento; manter a qualidade do betido durante as etapas de mistura,
transporte, colocagio e cura em condi¢des ambientais adversas [46].

O espetro de IV de um superplastificante fornece importantes informacSes acerca das
diferentes classes de compostos, tornando-se numa ferramenta util na verificacio da conformidade e
da consisténcia dos adjuvantes. A informacao acerca da natureza das ligagdes e dos grupos funcionais
de um dado composto pode ser determinada pelo espetro de IV.

De modo a efetuar a andlise dos adjuvantes, segue-se a seguinte metodologia:
Secar os adjuvantes liquidos

Pesar uma determinada massa de brometo de potassio (KBr) e de amostra
Com um almofariz e um pilao homogeneizar a mistura

Comprimir a mistura a vacuo, de modo a retirar o maximo de humidade

YV V V V V

Analisar o espetro obtido no FTIR, comparando-o com o do fornecedor.
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3.2.2 Analise de 6leos, gorduras e hidrocarbonetos totais por FTIR

A determinacdo de 6leos e gorduras (OG) e hidrocarbonetos totais (HT) baseia-se na
determinacdo da energia eletromagnética, que é absorvida na regiao do 1V, pelas ligacées C-H
presentes na amostra. Este principio tem origem na grande quantidade de ligacbes C-H que os 6leos,
gorduras e hidrocarbonetos possuem.

A determinacido da concentraciao do analito presente no extrato ¢ iniciada com a realiza¢ao
da leitura do background do solvente, registando o seu espectro de absor¢iao. A quantidade de energia
eletromagnética absorvida acima desse valor é consequéncia da presenca de 6leos, gorduras ou
hidrocarbonetos. Para a andlise de 6leos e gorduras, bem como de hidrocarbonetos totais, faz-se a
extra¢do da amostra por extra¢ao liquidoliquido, com o mesmo solvente da analise. Efetua-se a analise
dos padrées da curva de calibracio e converte-se o sinal analitico obtido pelo detetor em
concentra¢do. De seguida, determina-se a concentracdo das amostras, tendo em conta o volume de
amostra e o volume de extrato e quaisquer dilui¢cdes efetuadas, através de um fator de concentragio.
Caso a amostra contenha hidrocarbonetos e esta quantifique, ¢ necessario adicionar silica gel e agitar,
de modo a promover o contacto entre o extrato e a silica gel. Esta tem a capacidade de remover
compostos polares, 6leos e gorduras, deixando apenas os compostos apolares como o0s
hidrocarbonetos. O extrato que contém a silica ¢ filtrado e a amostra ¢é lida diretamente, mas pode
ser necessario efetuar diluicoes. A concentracio é determinada do mesmo modo que os 6leos e

gorduras.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Revalidagao do método analitico de determinacdo de PAH
em aguas por HPLC-DAD

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sio constituidos por carbono e hidrogénio,
contendo dois ou mais anéis aromdticos condensados e podem ter grupos substituintes nos anéis.
Resultam, essencialmente, de processos de combustio incompleta de matéria orginica e de
combustiveis fésseis e encontram-se na natureza sob a forma de contaminantes de solos, ar, dgua e
alimentos. Tratam-se de poluentes orginicos com uma grande importincia ambiental e grande
interesse toxicolégico, uma vez que possuem propriedades carcinogénicas e/ou mutagénicas para a
saude humana e animal, sendo capazes de reagir apés transformacdes metabdlicas com o 4acido
desoxirribonucleico (ADN) [3, 47, 48].

As propriedades fisico-quimicas dos PAH sao determinadas pelas ligacSes duplas conjugadas
existentes nesta familia de compostos. A temperatura ambiente, os PAH estdo no estado sélido e
tém, geralmente, baixa pressio de vapor e fraca solubilidade em 4gua. O valor referente a cada uma
das ultimas duas propriedades diminui com o aumento da massa molecular de cada composto. Sdo
quimicamente estiveis, mas estdo sujeitos a processos quimicos e fotoquimicos, dando origem a
produtos que apresentam maior toxicidade relativamente ao composto percursor. Devido a sua
caracteristica lipofilica, os PAH tendem a acumular-se em tecidos lipidicos de plantas e animais.
Apesar da pouca solubilidade em 4gua, estes podem ser transportados em meios aquaticos, adsorvidos
em particulas em suspensio ficando, depois, depositados nos sedimentos [47].

A exposi¢io do Homem aos PAH pode ocorrer de diversas formas, nomeadamente:
inalagdo, contato com a pele e ingestdo. Para ndo fumadores, os alimentos siao a principal fonte de
exposicao a PAH [3, 48].

Derivado da sua baixa solubilidade em agua, os PAH nio sdo, normalmente, encontrados
em 4agua com uma grande concentragdo. O coaltar, usado para proteger os canos de agua potavel da
corrosio, é a maior fonte de contaminaciao por PAH em agua potavel. Os PAH mais analisados na
agua siao os seguintes: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno. Numa agua de

consumo humano, o valor paramétrico para a soma das concentragdes de benzo(b)fluoranteno,
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benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)petileno e indeno(1,2,3-cd)piteno é 100 ng/l e o valor paramétrico

pata o benzo(a)pireno é 10 ng/1 [3, 5].

4.1.1 Identificagao

Os PAHs pesquisados por rotina no HPLC-DAD para o controlo de inspegio sio
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, benzo(g,h,i)perileno e
indeno(1,2,3-cd)pireno. Estes passam por um processo de extra¢io liquido-liquido, que ¢ feita pela
adi¢do e agitagdo de um solvente imiscivel na matriz e a extragdo acontece pela passagem do analito
para o solvente imiscivel. Apés a agitagdo, formam-se duas fases liquidas que sio, entdo, separadas.
A fase que contém o analito, denominada por extrato, ¢ evaporada num evaporador rotativo com
viacuo e banho de 4dgua com controlo de temperatura. Deste modo, existe um processo de
concentracio dos analitos, sendo a sua concentracio final calculada através de um fator de
concentragdo. (ver sec¢do 3.1.1.1.2 — equagdes 3.4 e 3.5) [41].

O Bbf e o IcdP sio analisados através do recurso a padrio interno, uma vez que sio
analisados no mesmo comprimento de onda. O padrio interno ¢ adicionado com uma concentracio
fixa e conhecida, tanto aos padrdées como as amostras a analisar.

O padrio interno deve ser semelhante a substancia a ser quantificada, o tempo de retengio
deve ser proximo dessa substancia, ndo deve reagir com a substincia ou outro componente da matriz,
nio deve fazer parte da amostra e, depois de passar no sistema cromatografico, deve ser separado de
todas as substincias presentes na amostra. Este ultimo requisito nio ¢ necessario quando a dete¢io
¢ feita por espectrometria de massas, na qual cada composto produz um espectro caracteristico [49].

Em cada dia de trabalho ¢é feita uma curva de calibracio e é realizado um controlo de
qualidade didrio ao nfvel da area do padrio interno, brancos fortificados, duplicados e controlo da
calibra¢do através do padrio de calibracio correspondente ao limite de quantificagdo, de um padrio

do meio da gama de trabalho e de padrdes externos de calibragio.

4.1.2 Repetibilidade do sistema cromatografico

Ap6s otimizar a separa¢io deve-se determinar a repetibilidade do HPLC-DAD, injetando 10
vezes consecutivas um padrao mistura dos analitos em estudo. O coeficiente de variagdo associado
aos t; medidos deve ser inferior a 2% e para as areas dos picos deve ser inferior a 6%. O padrio
utilizado para este teste foi o PAH 1. Este padrao ndo faz parte da curva de calibracao, mas encontra-
se definido em procedimento para fazer o teste da repetibilidade do sistema cromatografico, estudo

que deve ser efetuado anualmente.
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Nas tabelas abaixo representadas encontram-se os dados relativos a avaliacio da

repetibilidade em termos de area e de tempo de retencido e o estudo da repetibilidade para cada

composto.

Tabela 4.1. Avaliagao da repetibilidade, em termos de area e tempo de retengdo, através da analise

do padrio PAH 1 do benzo(b)fluoranteno.

Composto Area Tempo de reten¢io/ (min)
PAH 1 1480235 9,77
PAH 1 1475846 9,79
PAH 1 1475223 9,79
PAH 1 1486476 9,80
PAH 1 1479270 9,81
PAH 1 1476963 9,79
PAH 1 1466701 9,74
PAH 1 1497966 9,75
PAH 1 1489061 9,76
PAH 1 1488567 9,76
Média 1481631 9,78

Desvio Padrio 8947 0,02
Coceficiente de variacio (%) 0,6038 0,2

Tabela 4.2. Avaliagido da repetibilidade, em termos de area e tempo de retengio, através da analise

do padriao PAH 1 do benzo(k)fluoranteno.

Composto Area Tempo de retencio/ (min)
PAH 1 2203858 11,29
PAH 1 2213155 11,34
PAH 1 2199590 11,33
PAH 1 2217226 11,35
PAH 1 2217468 11,36
PAH 1 2194946 11,33
PAH 1 2174216 11,28
PAH 1 2222072 11,29
PAH 1 2196849 11,31
PAH 1 2217298 11,31
Média 2205668 11,32

Desvio Padrio 14740 0,03
Coeficiente de variacio (%) 0,66828 0,2
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Tabela 4.3. Avaliagdo da repetibilidade, em termos de area e tempo de retengio, através da analise

do padrio PAH 1 do benzo(a)pireno.

Composto Area Tempo de retencio/(min)
PAH 1 1293175 13,30
PAH 1 1291748 13,35
PAH 1 1274064 13,35
PAH 1 1270681 13,37
PAH 1 1254868 13,37
PAH 1 1228184 13,36
PAH 1 1196691 13,28
PAH 1 1180043 13,30
PAH 1 1194123 13,32
PAH 1 1166995 13,31
Média 1235057 13,33

Desvio Padrio 47875 0,03
Coeficiente de variacdo (%) 3,8764 0,2

Tabela 4.4. Avaliagio da repetibilidade, em termos de area e tempo de retengio, através da analise

do padrio PAH 1 do benzo(g,h,i)perileno.

Composto Area Tempo de retencio/(min)
PAH 1 2809752 18,40
PAH 1 2795891 18,46
PAH 1 2761989 18,46
PAH 1 2740245 18,47
PAH 1 2729465 18,48
PAH 1 2736954 18,45
PAH 1 2680790 18,35
PAH 1 2686932 18,40
PAH 1 2666616 18,42
PAH 1 2613168 18,42
Média 2722180 18,43

Desvio Padrio 60746 0,04
Coceficiente de variacio (%o) 2,2315 0,2

Tabela 4.5. Avaliagdo da repetibilidade, em termos de area e tempo de retengdo, através da analise

do padrio PAH 1 do indeno(1,2,3-cd)pireno.

Composto Area Tempo de reten¢io/ (min)
PAH 1 2729416 20,25
PAH 1 2753290 20,32
PAH 1 2719296 20,31
PAH 1 2741855 20,34
PAH 1 2698898 20,36
PAH 1 2718267 20,32
PAH 1 2709788 20,22
PAH 1 2701395 20,25
PAH 1 2740093 20,28
PAH 1 2726194 20,28
Média 2723849 20,29

Desvio Padrio 17850 0,05
Coeficiente de variacio (%) 0,65533 0,2
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Tal como se pode verificar, o sistema cromatografico apresenta boa repetibilidade para a
analise de todos os nalitos, uma vez que a area e o tempo de retenc¢ao sio, respetivamente, inferiores

a2 6% e a 2%.

4.1.3 Especificidade e Seletividade

A especificidade do método ¢é avaliada injetando, sucessivamente, os extratos das seguintes
solugbes: solvente, branco dos reagentes, brancos fortificados com diferentes concentra¢oes, amostra
e amostra fortificada. A especificidade do método deve ser também garantida pelos espectros de
absor¢ao de UV/VIS obtidos pelo HPLC-DAD para cada analito, que devem ter resolucio suficiente
e apresentar um perfil marcado que os caracterize. Deste modo, deve-se verificar se os espectros
obtidos para os padrdes, brancos e amostras permitem identificar corretamente 08 COMpOstos.

Para tal, efetuou-se um teste de recuperagio nos brancos fortificados. Os dados relativos a
esse teste encontram-se representados nas tabelas abaixo.

Da analise das tabelas 4.6. a 4.10. e, tendo em conta que a % de recuperagiao obtida se
encontra dentro dos critérios de aceitacio do método (60-130%), conclui-se que o método é

especifico e seletivo para o composto em questao.

Tabela 4.6. Dados dos testes de recuperagido do Bbf, para avaliagdo da especificidade e seletividade.

Data Concentracao Concentrac¢io da Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/1) fortificacio/(ug/l)  medida/(ug/1)
19/09/14 0,000 95,900 104,711 109,2
19/09/14 0,000 95,900 102,800 107,2
19/09/14 0,000 95,900 70,695 73,7
19/09/14 0,000 95,900 70,867 73,9
17/10/14 0,000 9,590 11,960 1247
11/12/14 0,000 9,590 9,585 99,9
11/12/14 0,000 9,590 9,945 103,7
11/12/14 0,000 9,590 9,340 97,4
11/12/14 0,000 9,590 9,581 99,9
23/02/15 0,000 19,180 20,392 106,3
23/02/15 0,000 47,950 47,192 98,4
08/04/15 0,000 9,590 8,040 83,8
21/04/15 0,000 9,590 10,100 105,1
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Tabela 4.7. Dados dos testes de recuperagdo do Bkf, para avaliagio da especificidade e seletividade.

Data Concentracio  Concentracdo da Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/1) fortificacio/(ug/l) medida/(ug/1)
19/09/14 0,000 100,700 76,680 76,1
19/09/14 0,000 100,700 83,834 83,3
19/09/14 0,000 100,700 64,959 64,5
19/09/14 0,000 100,700 64,484 64,0
17/10/14 0,000 10,070 12,571 1248
17/10/14 0,000 10,070 11,740 116,6
11/12/14 0,000 10,070 8,822 87,6
11/12/14 0,000 10,070 8,379 83,2
11/12/14 0,000 10,070 9,202 91,4
11/12/14 0,000 10,070 8,927 88,6
23/02/15 0,000 20,140 13,434 66,7
08/04/15 0,000 10,070 9,661 95,9
21/04/15 0,000 10,070 10,181 101,1

Tabela 4.8. Dados dos testes de recuperagdo do BaP, para avaliacdo da especificidade e seletividade.

Data Concentracao  Concentracio da  Concentracdo  Recuperacio/(%o)
real/(ug/l)  fortificacio/(ug/l) medida/(ug/I)
19/09/14 0,000 96,400 84,714 87,9
19/09/14 0,000 96,400 99,080 102,8
19/09/14 0,000 96,400 81,575 84,6
19/09/14 0,000 96,400 78,512 81,4
17/10/14 0,000 9,640 11,378 118,0
17/10/14 0,000 9,640 10,648 110,5
11/12/14 0,000 9,640 8,051 83,5
11/12/14 0,000 9,640 9,980 103,5
11/12/14 0,000 9,640 7,086 73,5
11/12/14 0,000 9,640 8,591 89,1
23/02/15 0,000 19,280 15,008 77,8
23/02/15 0,000 48,200 40,480 84,0
08/04/15 0,000 9,640 9,283 96,3
21/04/15 0,000 9,640 9,227 95,7
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Tabela 4.9. Dados dos testes de recuperagio do BghiP, para avaliagio da especificidade e

seletividade.
Data Concentracio  Concentracio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/1) fortificacio/ (ug/l)  medida/(ug/1)
19/09/14 0,000 140,980 107,481 76,2
19/09/14 0,000 140,980 117,695 83,5
19/09/14 0,000 140,980 98,665 70,0
19/09/14 0,000 140,980 96,763 68,6
17/10/14 0,000 14,098 14,149 100,4
17/10/14 0,000 14,098 14,677 104,1
11/12/14 0,000 14,098 15,731 111,6
11/12/14 0,000 14,098 15,187 107,7
11/12/14 0,000 14,098 14,441 102,4
11/12/14 0,000 14,098 12,974 92,0
23/02/15 1,126 28,196 27,332 92,9
23/02/15 0,000 70,490 58,230 82,6
08/04/15 0,000 14,098 15,372 109,0
21/04/15 0,000 14,098 13,626 96,7

Tabela 4.10. Dados dos testes de recuperagio do IcdP, para avaliagdo da especificidade e seletividade.

Data Concentracio  Concentracio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/l)  fortificacio/(ug/l) medida/(ug/I)
19/09/14 0,000 140,140 142,366 101,6
19/09/14 0,000 140,140 144,684 103,2
19/09/14 0,000 140,140 123,087 87,8
19/09/14 0,000 140,140 123,804 88,3
17/10/14 0,000 14,014 15,556 1110
17/10/14 0,000 14,014 14,991 107,0
11/12/14 0,000 14,014 12,834 91,6
11/12/14 0,000 14,014 12,422 88,6
11/12/14 0,000 14,014 13,231 94,4
11/12/14 0,000 14,014 13,302 94,9
23/02/15 0,000 28,030 27,102 96,7
23/02/15 0,000 70,070 63,101 90,1
08/04/15 0,000 14,014 13,027 93,0
21/04/15 0,000 14,014 13,307 95,0

4.1.4 Sensibilidade

Tal como foi referido anteriormente e, tratando-se de um método linear (ver seccido 2.2.5.1),
a sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao declive da reta de

calibracio.
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Nas tabelas abaixo representadas, encontram-se os dados relativos ao declive da reta de cada

composto e a avaliacdo da sensibilidade do método para o composto em questio.

Tabela 4.11. Avaliacdo da sensibilidade do benzo(b)fluoranteno.

Data Declive
17/10/14 0,0090715
11/12/14 0,00894081
23/02/15 0,00901194
22/01/15 0,00904543
20/01/15 0,00904584
08/04/15 0,00893568
21/04/15 0,0093021

Média 0,0090505

Desvio Padrio 0,0001228
Coceficiente de varia¢io (%o) 1,357

Tabela 4.12. Avaliagio da sensibilidade do benzo(k)fluoranteno.

Data Declive
17/10/14 11589,1
11/12/14 10690,5
23/02/15 10945,6
22/01/15 10678,9
20/01/15 11090,4
08/04/15 10786,0
21/04/15 12759,2

Média 11299,7

Desvio Padrao 7112
Coeficiente de variacao (%) 6,294

Tabela 4.13. Avaliagdo da sensibilidade do benzo(a)pireno.

Data Declive
17/10/14 68233
11/12/14 5529,0
23/02/15 5835,9
22/01/15 6033,2
20/01/15 5966,8
08/04/15 7255,6
21/04/15 72279

Média 6381,7

Desvio Padrio 706,3
Coeficiente de variacio (%) 11,07
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Tabela 4.14. Avaliagdo da sensibilidade do benzo(g,h,i)perileno.

Data Declive
17/10/14 10896
11/12/14 9355,73
23/02/15 8576,09
22/01/15 6919,83
20/01/15 6509,76
08/04/15 7997,15
21/04/15 7674

Média 8276

Desvio Padrao 1501
Coceficiente de variacio (%o) 18,14

Tabela 4.15. Declive da reta de calibragdo do indeno(1,2,3-cd)pireno.

Data Declive
17/10/14 0,0139690
11/12/14 0,0130013
23/02/15 0,0132090
22/01/15 0,00985724
20/01/15 0,0112551
08/04/15 0,0115065
21/04/15 0,0134704

Média 0,0123241
Desvio Padrio 0,0014809
Coceficiente de variacio (%o) 12,016

Como se pode observar, através da andlise das tabelas 4.11 a 4.15., o declive da reta de

calibragdo de cada um dos analitos mantém-se estavel ao longo do tempo.

4.1.5 Limiares analiticos

4.1.5.1 Limite de quantificagido

Apesar do limite de quantificacdo estar validado, é necessario proceder a atualizacGes dos
limites experimentais sempre que ocorram alteragdes na rotina do método. Como tal, temos de
garantir que o coeficiente de variagdo do branco fortificado seja inferior a 10%. No entanto, neste

tipo de ensaio, nem sempre isso se verifica. Tal, deve-se ao facto de o branco fortificado ser
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submetido a um processo de extragdo seguido de evapora¢io que esta sujeito a algumas perdas e que,
por si s6, pode levar a um aumento do CV.

O limite de quantificacdo (LQ) deve ser avaliado através da analise, em condi¢es de
repetibilidade e de precisdo intermédia, de brancos fortificados com concentracdo correspondente a
do padrio de menor concentra¢do da gama de trabalho. O LQ ¢ avaliado através de brancos
fortificados e nio pelo padrio de menor concentragio, para se submeter as mesmas condi¢es a que
as amostras estdo sujeitas.

Tal como descrito no Guia Relacre n® 13, a avaliacdo do limite de quantificacdo deve ser
efetuada com o minimo de 10 resultados. Contudo, nio houve tempo para efetuar o resto das
medigoes e foi avaliado com menos valores. Nas tabelas abaixo representadas, encontram-se os dados
relativos aos brancos fortificados, com concentracdo correspondente a do padrio de menor
concentra¢do da gama de trabalho, para avaliacdo do limite de quantificagdo de cada composto e a

respetiva andlise.

Tabela 4.16. Estudo do limite de quantificagdo do Bbf.

Data Concentracao  Concentracio da  Concentracdo  Recuperacio/ (%)
real/(ug/l)  fortificacio/(ug/l) medida/(ug/l)

17/10/14 0,000 9,590 11,960 1247
11/12/14 0,000 9,590 9,585 99,9
11/12/14 0,000 9,590 9,945 103,7
11/12/14 0,000 9,590 9,340 97,4
11/12/14 0,000 9,590 9,581 99,9
08/04/15 0,000 9,590 8,040 83,8
21/04/15 0,000 9,590 10,1 105,1

Média 9,790

Desvio Padrio 1,167

Coeficiente de variacao (%) 11,92

Tabela 4.17. Estudo do limite de quantificacdo do Bkf.

Data Concentracio  Concentracio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/1) fortificacdo/ (ug/l)  medida/(ug/1)

17/10/14 0,000 10,070 12,571 124.,8
17/10/14 0,000 10,070 11,74 116,6
11/12/14 0,000 10,070 8,822 87,6
11/12/14 0,000 10,070 8,379 83,2
11/12/14 0,000 10,070 9,202 91,4
11/12/14 0,000 10,070 8,927 88,6
08/04/15 0,000 10,070 9,661 95,9
21/04/15 0,000 10,070 10,181 101,1

Média 9,935

Desvio Padrio 1,491

Coeficiente de variacio (%) 15,00
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Tabela 4.18. Estudo do limite de quantificacido do BaP.

Data Concentracio  Concentracio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/l)  fortificacio/(ug/l) medida/(ug/l)
17/10/14 0,000 9,640 11,378 118,0
17/10/14 0,000 9,640 10,648 110,5
11/12/14 0,000 9,640 8,051 83,5
11/12/14 0,000 9,640 9,980 103,5
11/12/14 0,000 9,640 7,086 73,5
11/12/14 0,000 9,640 8,591 89,1
08/04/15 0,000 9,640 9,283 96,3
21/04/15 0,000 9,640 9,227 95,7
Média 8,001
Desvio Padrio 1,024

Cocficiente de varia¢io (%) 11,91

Tabela 4.19. Estudo do limite de quantificagdo do BghiP.

Data Concentracdo  Concentracio da  Concentracdo  Recuperacio/(%o)
real/ (ug/) fortificacdao/ (ug/l)  medida/(ug/1)

17/10/14 0,000 14,098 14,149 100,4
17/10/14 0,000 14,098 14,677 104,1
11/12/14 0,000 14,098 15,731 111,6
11/12/14 0,000 14,098 15,187 107,7
11/12/14 0,000 14,098 14,441 102,4
11/12/14 0,000 14,098 12,974 92,0
08/04/15 0,000 14,098 15,372 109,0
21/04/15 0,000 14,098 13,626 96,7

Média 12,697

Desvio Padrio 0,769

Coeficiente de variacao (%) 6,06

Tabela 4.20. Estudo do limite de quantificagido do IcdP.

Data Concentracio  Concentragio da  Concentracdo  Recuperagio/ (%)
real (ug/1) fortificacio (ug/l) medida/(ug/1)
17/10/14 0,000 14,014 15,556 111,0
17/10/14 0,000 14,014 14,991 107,0
11/12/14 0,000 14,014 12,834 91,6
11/12/14 0,000 14,014 12,422 88,6
11/12/14 0,000 14,014 13,231 94,4
11/12/14 0,000 14,014 13,302 94,9
08/04/15 0,000 14,014 13,027 93,0
21/04/15 0,000 14,014 13,307 95,0
Média 12,957
Desvio Padrio 1,488

Coeficiente de variacio (%) 11,49




Da analise das tabelas 4.16. a 4.20., pode-se que concluir que o limite de quantificagio de

cada um dos analitos estudados se mantém valido.

4.1.5.1 Limite de detegao

Ap0s garantir que o limite de quantificagdo se mantem valido calcula-se o limite de detecio,
através equacio 2.19 da secgdo 2.2.4. Obtiveram-se os limites de detecdo indicados na tabela abaixo

para cada composto.

Tabela 4.21. Limites de detegdo calculados com base no desvio padrio dos testes de recuperagio do

branco fortificado e no niimero de ensaios efetuados.

Limite de detecao/(Ug/])

Benzo(b)fluoranteno 0,0029
Benzo(k)tluoranteno 0,0035
Benzo(a)pireno 0,0024
Benzo(g,h,i)perileno 0,0018
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,0035

4.1.6 Linearidade e gama analitica

4.1.6.1 Linearidade — Teste de Mandel

O melhor modo de avaliar a linearidade da gama analitica é através do teste de Mandel. Como
tal, testa-se o ajuste dos valores experimentais com um polinémio de primeiro grau (PO1) e
comparam-se estes resultados com os referentes obtidos através do ajuste dos valores experimentais
com um polinémio de segundo grau (P012). Os valores obtidos para o teste de Mandel, bem como

a respetiva andlise, encontram-se sistematizados nas tabelas abaixo representadas.
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Tabela 4.22. Resultados dos ajustes dos valores expetimentais aplicando um polinémio do primeiro

grau (P01) e um polinémio do segundo grau (P012) do benzo(b)fluoranteno.

Composto P01 PO12

SS 1,94x10-3 1,23x10-3

Bbf Ndf 7 6
Varfit 2,76x10-4 2,06x10-4
SS 6,60x10° 4,49x10°

Bkf Ndf 8 7
Varfit 8,26x108 0,42x108
SS 1,05x10? 7,18x108

BaP Ndf 8 7
Varfit 1,31x108 1,03x108
SS 2,87x10° 2,62x10°

BghiP Ndf 8 7
Varfit 3,59x108 3,74x108
SS 8,32x103 4,07x103

IcdP Ndf 8 7
Varfit 1,04x10-3 5,81x104

Tabela 4.23. Resultados obtidos no teste de Mandel para escolha do modelo.

Valor de teste F Valor de prova Valor tabelado de F
Benzo(b)fluoranteno 3,40 0,115 13,75
Benzo(k)fluoranteno 3,29 0,113 12,25
Benzo(a)pireno 3,26 0,114 12,25
Benzo(g,h,i)perileno 0,68 0,436 12,25
Indeno(1,2,3-cd)pireno 7,33 0,030 12,25

Comparando os valores obtidos na tabela anterior e, tendo em conta que os TV de cada um

dos PAH pesquisados sao inferiores ao valor critico de F, pode-se concluir que a hipdtese nula é

aceite, ou seja, ambos os modelos ajustam de modo similar os valores experimentais. Deste modo, o

melhor modelo é aquele que tem maior nimero de graus de liberdade, que neste caso é o modelo

P01, isto é, o modelo linear. Tal facto pode, também, ser comprovado pelo valor prova que é supetrior

a 0,05 em todos os compostos, exceto no IedP. No entanto, o valor de prova sé rejeita a hipotese

nula se o valor obtido for 0,01. Entre 0,01 e 0,05 existe uma zona dubia e, como tal, aceita-se a

hipétese nula para valores prova acima de 0,03. Assim sendo, a hip6tese nula é aceite e o melhor

modelo ¢ o linear.
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4.1.6.2 Teste da homogeneidade das varidncias

A homogeneidade das variancias verifica-se através do Teste Fisher (F) com intervalo de
confianca de 99%. Assume-se como hipétese inicial (Ho) que as varidncias obtidas sio
estatisticamente equivalentes e como hipétese alternativa (Hi) que sdo estatisticamente diferentes.

Para se verificar a homogeneidade de variancias efetuam-se 10 leituras do padrio de
concentra¢do mais baixa e 10 leituras do padrio de concentracao mais elevada da gama de trabalho,
uma vez que os extremos da curva de calibracio sio mais suscetiveis a variacdo. Os valores calculados

através do teste F bem como os respetivos valores prova (pHo), encontram-se nas tabelas seguintes.

Tabela 4.24. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do benzo(b)fluoranteno.

Leitura Padrio de menor concentracao/ (ug/1) Padrio de maior concentraciao/ (ug/1)
1 9,511 145,952
2 8,719 144,379
3 8,705 144,405
4 8,939 146,072
5 8,856 145,020
6 8,515 145,095
7 8,876 146,399
8 9,692 145,109
9 8,239 146,580
10 8,554 145,825

Tabela 4.25. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do benzo(k)fluoranteno.

Leitura  Padrio de menor concentragio/ (ug/1) Padrio de maior concentracio/ (ug/1)
1 11,910 148,559
2 12,074 150,735
3 11,502 149,052
4 12,096 147,878
5 11,940 149,874
6 10,617 149,922
7 11,924 148,016
8 10,626 149,122
9 11,547 152,267
10 10,846 151,503
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Tabela 4.26. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do benzo(a)pireno.

Leitura  Padrio de menor concentragio/(ug/l)  Padrio de maior concentracio/ (ug/1)
1 10,159 146,837
2 9,472 145,169
3 9,771 148,059
4 10,047 143,923
5 9,521 146,233
6 10,761 146,613
7 10,321 145,596
8 9,749 146,166
9 10,799 146,090
10 9,778 146,404

Tabela 4.27. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do benzo(g,h,i)perileno.

Leitura ~ Padrio de menor concentragio/ (ug/I) Padrio de maior concentracio/ (ug/1)
1 16,853 214,403
2 15,370 212,775
3 15,441 214,218
4 16,094 211,552
5 16,338 214,226
6 16,216 213,949
7 15,898 213,267
8 14,789 212,925
9 16,245 211,953
10 15,888 211,674

Tabela 4.28. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do indeno(1,2,3-cd)pireno.

Leitura Padrio de menor concentracio/ (ug/1) Padrio de maior concentracio/ (ug/1)
1 12,370 183,339
2 12,897 180,344
3 11,984 181,253
4 12,346 182,901
5 12,274 183,983
6 11,924 182,242
7 12,041 180,468
8 11,114 181,304
9 11,122 180,511

10 11,991 181,635
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Tabela 4.29. Resultados obtidos no teste de homogeneidade de varidncias.

Valor de teste F Valor de prova Valor tabelado de F
Benzo(b)fluoranteno 3,17 0,100 6,54
Benzo(k)fluoranteno 6,00 0,014 6,54
Benzo(a)pireno 5,29 0,021 6,54
Benzo(g,h,i)perileno 3,52 0,075 6,54
Indeno(1,2,3-cd)pireno 5,43 0,019 0,54

Comparando os valores obtidos na tabela anterior e, tendo em conta que os TV de cada um
dos PAH pesquisados sdo inferiores ao valor tabelado de F, pode-se concluir que a hipétese nula é
aceite, ou seja, ndo existe diferenga estatisticamente significativa entre as variancias. Deste modo,
comprova-se que as gamas analiticas estabelecidas se mantém-se adequadas. Tal facto pode ser
comprovado pelo valor prova, que ¢ superior a 0,05, para o Bbf e para o BghiP. No entanto, o valor
de prova sé rejeita a hipétese nula se o valor obtido for inferior a 0,01. Entre 0,01 e 0,05 existe uma
zona dubia e, como tal, aceita-se a hipdtese nula para valores prova acima de 0,03 e rejeitamos a
hipétese nula abaixo desse valor. Contudo, como o valor teste ¢ inferior ao valor tabelado, assumimos
que a hipdtese nula ¢ aceite, ou seja, que existe homogeneidade de varidncias entre os extremos da

curva de calibragio.

4.1.7 Precisao

A precisio do método deve ser avaliada para cada analito através da analise, em condi¢Ges
de precisio intermédia, de brancos fortificados com concentra¢des a meio da gama de trabalho e no
limite inferior.

O valor obtido para a precisio, em termos de coeficiente de variagiao (CV), deve ser <25%.
Para a avaliagdo da precisio, usaram-se os valores dos brancos fortificados de cada composto,

representados nas tabelas 4.6. - 4.10..

Tabela 4.30. Avaliagdo da precisdo do método.

Média Desvio padrio % CV

Benzo(b)fluoranteno 98,716 14,282 14,467
Benzo(k)fluoranteno 87,996 18,678 21,226
Benzo(a)pireno 86,022 11,411 13,365
Benzo(g,h,i)perileno 82,313 10,519 12,779
Indeno(1,2,3-cd)pireno 92,262 9,769 10,59

81



Como se pode verificar através da analise da tabela anterior, todos os coeficientes de variagao
dos brancos fortificados dos PAH sao inferiores a 25%. Deste modo, pode-se concluir que o método

¢ preciso.

4.1.7.1 Repetibilidade

Outro modo de avaliar a precisio do método é através da repetibilidade. Esta pode ser
realizada sobre os padroes de calibracao da curva. Nesse sentido, avaliou-se a repetibilidade, em
condi¢bes de precisio intermédia, dos padrdes PAH 6 e PAH 3 que sdo, respetivamente, os padroes
do limite de quantificagdo e do meio da gama da curva de calibracao. Estes valores, bem como a
respetiva andlise, encontram-se sistematizados nas tabelas abaixo.

Os dados relativos a avaliacdo efetuada na tabela abaixo, encontram-se nas tabelas 4.43.-4.47..

Tabela 4.31. Avaliagdo da precisdo do método, com base na repetibilidade dos padrées PAH 6 e

PAH 3.
PAH 6 PAH 3
Média Desvio % CV Limite de Média Desvio % CV Limite de
padrio repetibilidade padrao repetibilidade
Bbf 9,338 0,802 8,58 2.2 97,892 2,395 2,447 6,7
Bkf 10,002 1,540 15,39 43 103,233 2,423 2,347 6,8
BaP 9,042 1,035 11,44 29 97,994 3,003 3,065 8,4
BghiP 13,552 1,784 13,17 5,0 138,503 6,760 4,881 19
IcdP 11,329 0,940 8,30 2,6 119,017 2,017 1,694 5,6

Quanto menor for o coeficiente de variagdo da repetibilidade, melhor ¢ a repetibilidade.
Deste modo, conclui-se que os analitos tém uma boa repetibilidade para ambos os padr&es.
O limite de repetibilidade indica o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade

de 95%), a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios independentes.

4.1.7.2 Reprodutibilidade

A precisiao também pode ser avaliada através da reprodutibilidade, recorrendo a participacdo
em ensaios interlaboratoriais. Como tal, é feito um levantamento dos valores do desvio padrio para

cada EIL em que o laboratério participou. Seguidamente, calcula-se o limite de reprodutibilidade e o
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coeficiente de variacdo de reprodutibilidade, para cada composto. Estes dados encontram-se

sistematizados nas tabelas abaixo.

Tabela 4.32. Avaliagdo da precisdo dos analitos, através dos EIL.

Composto Data Média  Desvio padrdio % CVr  Limite de reprodutibilidade

16/7/2010 12,01 2,49 20,7 7,0

Bbf 13/7/2012 22,54 1,35 0,02 3,8
20/2/2015 13,37 0,909 0,80 2,5

BKE 16/7/2010 20,92 1,062 5,076 3,0
13/7/2012 23,57 1,56 0,619 4.4

16/7/2010 9,52 0,99 10 2,8

BaP 13/7/2012 2,58 0,375 14,5 1,1
20/2/2015 7,71 0,842 10,9 2,4

16/7/2010 12,57 2,77 22,0 7,8

BghiP 13/7/2012 10,15 0,887 8,74 2,5
20/2/2015 10,35 1,596 15,42 4,5

IedD 13/7/2012 18,04 1,289 0,92 3,6
20/2/2015 7,47 1,173 15,7 3,3

Quanto menor for o coeficiente de variagdo da reprodutibilidade, melhor ¢é a

reprodutibilidade. Deste modo, conclui-se que o resultado para uma mesma amostra analisada em

laboratérios diferentes, com equipamentos e analistas diferentes nao varia muito.

O limite de reprodutibilidade indica o valor abaixo do qual se deve situar, com uma

probabilidade de 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios independentes.

4.1.8 Exatidao

A exatidao deve ser calculada através da andlise de amostras fortificadas, por calculo da percentagem

de recuperacio e através da participacdo em ensaios interlaboratoriais de aptidao, por calculo do fator

de desempenho “Z-score”.

4.1.8.1 Testes de recuperagio

Através das tabelas 4.11.-4.15., onde se encontram os dados dos testes de recuperagio dos

brancos fortificados, pode avaliar-se a exatidao de cada analito. Esta encontra-se nas tabelas abaixo.
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Tabela 4.33. Avaliagdo da exatiddo do benzo(b)fluoranteno.

Composto Recuperacgio/ (%)

Média 98,7
Bbf Desvio Padrio 14,3
Coeficiente de variacio (%) 14,5

Média 88,0

Bkf Desvio Padrio 18,7
Coeficiente de variacio (%) 21,2

Média 92,1

BaP Desvio Padrio 12,9
Coceficiente de variacio (%) 14,0

Média 92,7

BghiP Desvio Padrao 14,4
Coceficiente de variacio (%) 15,6

Média 92,7

IcdP Desvio Padrio 14,4
Coeficiente de variacio (%) 15,6

Estando o critério de aceitagdo da % de recuperagio situado entre 60% e 130%, podemos

concluir que o método apresenta boa exatiddo para todos os analitos.

4.1.8.2 Ensaios interlaboratoriais

Para avaliar a exatiddo de um laboratdrio existem EIL de aptidao. Deste modo, os resultados

obtidos pelo laboratério comparam-se com o valor alvo definido pela entidade organizadora. A

avaliacdo desses resultados normalmente ¢ efetuada por cilculo do fator de desempenho “Z-Score”.

Na tabela abaixo, encontram-se os resultados obtidos para cada analito nos EIL.

Tabela 4.34. Resultados e Z-score dos ensaios interlaboratoriais.

Data Analito Resultado AEMITE(QQ ~ Resultado alvo Z-score
Benzo(b)fluoranteno 13 ng/L 12,93 ng/L 0,04
Benzo(k)fluoranteno 22 ng/L 2232 ng/L -0,14

16-7-2010 Benzo(a)pireno <10 ng/L 9,81 ng/L -
Benzo(g,h,iperileno <14 ng/L 14,02 ng/L —-
Indeno(1,2,3-cd)pireno --- -—- ---
Benzo(b)fluoranteno 23,8 ng/L 22,06 ng/L 0,79
Benzo(k)fluoranteno 23,40 ng/L 23,48 ng/L -0,01
13-7-2012 Benzo(a)pireno 21,10 ng/L 241 ng/L 37,38
Benzo(g,h,iperileno <14 ng/L 9,84 ng/L —-
Indeno(1,2,3-cd)pireno 18 ng/L 19,31 ng/L -0,65
Benzo(b)fluoranteno 14,42 ng/L 13,79 ng/L 0,32
Benzo(k)fluoranteno - - -
20-2-2015 Benzo(a)pireno <10 ng/L 8,33 ng/L -
Benzo(g,h,iperileno <14 ng/L 10,84 ng/L —
Indeno(1,2,3-cd)pireno <14 ng/L 7,79 ng/L —
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Como se pode verificar através da analise da tabela anterior, o laboratério apresenta um
desempenho satisfatorio para a analise dos compostos pesquisados, uma vez que o fator de
desempenho “Z-score” é sempre inferior a 2, exceto no caso do BaP em 13-7-2012 que apresenta

um desempenho incorreto.

4.1.9 Robustez

Uma vez que as condi¢Oes das técnicas cromatograficas sdo sempre as mesmas, apenas faz
sentido estudar a robustez do método com base no fator tempo, de modo a avaliar se este afeta, ou
nao, a exatidao e precisio do mesmo. Para tal, efetuou-se o teste ANOVA fator tnico com base nos
valores dos padrdes externos de controlo da curva de calibra¢io, do padrio de controlo do limite de
quantificacio e num padrdo de calibragdo situada a meio da gama analitica. Os resultados obtidos

encontram-se sistematizados na tabela abaixo.

Tabela 4.35. Resultados do teste ANOVA fator tinico.

Feritico TV (F) p[Ho|

Benzo(b)fluoranteno 2,27 0,04 0,999
Benzo(k)fluoranteno 2,24 0,33 0,959
Benzo(a)pireno 2,24 0,62 0,768
Benzo(g,h,i)perileno 2,24 0,62 0,768
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2,25 0,66 0,733

Como se pode verificar, através da andlise da tabela anterior, o valor teste I ¢ inferior ao
valor ctitico para todos os analitos. Assim sendo, pode-se concluir que o método ¢é robusto, uma vez
que nio existe efeito do fator tempo. Tal facto pode ser comprovado pelo valor prova que é sempre

superior a 0,05.

4.1.10 Coeréncia

Uma vez que a coeréncia avalia a capacidade do método analitico em conduzir a0 mesmo
valor estimado sem ter imposto qualquer alteracdo deliberada de condigoes experimentais, o estudo
da robustez do método permite evidenciar que o fator tempo nao tem qualquer efeito sobre os dados

obtidos, isto é, o método apresenta boa coeréncia dos resultados para qualquer analito estudado.
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4.2 Revalidagdo do método analitico de analise de compostos
organicos volateis em aguas por GC-MS

Os compostos organicos volateis sao compostos organicos com elevada pressao de vapor,
em condi¢Oes de temperatura e pressao normais, ao ponto de vaporizar facilmente e entrar na
atmosfera. Possuem, ainda, uma forte recalcitrancia a degradacgdo, fazendo com que estes sejam
transportados para longas distancias no meio ambiente [50].

Os VOC foram introduzidos no meio ambiente devido a atividades humanas, desde o inicio
do século XX. Desde entio, sao muito utilizados como solventes, desempenhando um papel
fundamental no desenvolvimento industrial. Contudo, durante a produ¢io ou durante o consumo de
compostos organicos volateis, estes podem ser libertados, involuntariamente, para o meio ambiente.
Outra causa de contamina¢io por VOC ¢ a clora¢io. Esta trata-se de um método de desinfecio da
agua, onde o cloro reage com matéria organica natural em agua para formar grandes quantidades de
subprodutos da desinfe¢io, entre os quais metanos clorados, como o cloroférmio.

A exposi¢do humana aos compostos organicos volateis pode ocorrer de diversas formas,
nomeadamente: inalacio, ingestdo e absor¢ao através da pele. Os VOC tém um grande impacto na
saude humana, derivado da sua elevada toxicidade e efeito cancerigeno. Além disso, formam ozono
tropostérico, que fica concentrado nas baixas camadas da atmosfera.

Numa agua de consumo humano, o valor paramétrico para a concentraciao de 1,2-DCE ¢

3 ng/L e de benzeno é 1 ug/L [5].

4.2.1 Identificagao

Os VOC pesquisados por GC-MS sio o benzeno e o 1,2-dicloroetano (1,2-DCE). A extracio
pela qual passam estes dois compostos € a microextragdo em fase sélida (SPME).

A microextracdo em fase solida (SPME) é uma microtécnica de extracdo de amostras, tanto
pelas dimensdes do suporte de extracio empregue como pelos volumes de matriz e de solvente
necessarios. Utiliza-se fibra ética de silica fundida, recoberta com filme fino de um polimero, como
por exemplo o polidimetilsiloxano (PDMS), ou com um adsorvente adequado. A fibra encontra-se
acondicionada dentro de uma agulha num amostrador semelhante a uma seringa, ficando exposta
somente no momento da extracio [40, 41].

O processo de extracdo por SPME pode ser efetuado por imersdo da fibra diretamente na
matriz ou através da exposiciao no espago confinante chamado “headspace”, onde a fibra entra em
contacto apenas com os vapores do analito que sio libertados da matriz por aquecimento. Efetuada
a extracio, a fibra é retirada da amostra e inserida no injetor do cromatografo gasoso, onde os analitos

sao termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e transportados para a coluna
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cromatografica. Nesta técnica extraem-se pequenas quantidades de analito, o que facilita a sua
dessorcao e subsequente separagdo cromatografica.

perfurar retirar paora retirar

septo cromatografo

extrair =
dessorgio
i
|
|

injetor do cromatografo

EXTRACAO ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 4.1. Uso do amostrador de SPME para o processo de extracio e de dessor¢do do material extraido
para andlise por GC [42].

Numa extracao por SPME as moléculas do analito deslocam-se da matriz e transpéem o
recobrimento. Para tal, tém de ultrapassar as resisténcias a transferéncias de massa, até estabelecer
um equilibrio de particdo (ou de adsor¢io, para o caso de recobrimentos sélidos) do analito, entre a
fibra e o meio que a envolve. Em suma, a microextracio em fase solida baseia-se na cinética de
transferéncia de massa entre fases e na termodinamica que descreve o equilibrio de particio do analito
entre elas [42].

Os analitos contidos na amostra de dgua sao removidos da matriz por aquecimento da
amostra num frasco (“vial”) fechado hermeticamente, criando um espaco vazio situado acima do
nfvel da agua (“headspace”). A seringa de SPME ¢ introduzida nesse espaco e absorve os analitos
numa fibra de PDMS que ¢ introduzida no injetor do cromatégrafo, onde os compostos sdo extraidos
diretamente para a coluna capilar. Apds a separacio, sao medidos num detetor de massas.

Os compostos sdo analisados através do recurso a padrio interno. Este é adicionado com
uma concentra¢ao fixa e conhecida, tanto aos padrdes como as amostras a analisar.

Em cada dia de trabalho é feita uma curva de calibracio e é realizado um controlo de
qualidade diario ao nivel da drea do padrio interno, amostras fortificadas, duplicados e controlo da
calibracio através do padrio de calibracio correspondente ao limite de quantificagdo, de um padrio

do meio da gama de trabalho e de padrdes externos de calibragio.

87



4.2.2 Repetibilidade do sistema cromatografico

Apbs otimizar a separagio deve-se determinar a repetibilidade do GC-MS, injetando 10 vezes
consecutivas um padrio mistura dos analitos em estudo. Todavia, este estudo é efetuado através dos
pesticidas alacloro e S-metolacloro e deve ser efetuado anualmente. O CV associado aos tempos de
reten¢ao medidos deve ser inferior a 2% e para as areas dos picos deve ser inferior a 6%.

O padrio utilizado para este teste foi o PestG1-1, que corresponde ao padrio de maior
concentra¢do da reta de calibracdo dos pesticidas G1. Os dados correspondentes a verificacdo do

sistema cromatografico bem como a sua respetiva avaliagdo, estdo representados nas tabelas abaixo.

Tabela 4.36. Repetibilidade da area do GC-MS, através da analise do padrio PestG1-1 dos pesticidas.

Padrio Area do Alacloro (m/z 160)  Area do S-Metolacloro (m/z
62)
Pest G1-1 778618 3346094
Pest G1-1 797430 3318824
Pest G1-1 805612 3484299
Pest G1-1 791092 3340194
Pest G1-1 793456 3337735
Pest G1-1 786992 3358448
Pest G1-1 815160 3444056
Pest G1-1 821319 3494587
Pest G1-1 806866 3429626
Pest G1-1 830540 3569399
Média 802708 3412326
Desvio Padrio 16253 84803
Coeficiente de variacio (%0) 2,0 2,5

Tabela 4.37. Repetibilidade do tempo de retengdo do GC-MS, através da analise do padrio PestG1-1

dos pesticidas.

Padrio Tempo de reten¢io do Alacloro/(min) Tempo de reten¢do do S-Metolacloro/ (min)
Pest G1-1 21,08 22,30
Pest G1-1 21,08 22,30
Pest G1-1 21,08 22,29
Pest G1-1 21,07 22,29
Pest G1-1 21,08 22,30
Pest G1-1 21,07 22,29
Pest G1-1 21,07 22,29
Pest G1-1 21,08 2229
Pest G1-1 21,08 22,29
Pest G1-1 21,07 2229

Média 21,08 2229
Desvio Padrio 0,0075 0,0054
Coeficiente de variacdo (%) 0,036 0,024
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Tal como se pode verificar, o sistema cromatografico apresenta boa repetibilidade uma vez

que a area e o tempo de retencdo sio, respetivamente, inferiores a 6% e a 2%.

4.2.3 Especificidade e Seletividade

Terminado o estudo da repetibilidade do sistema cromatografico, passamos entao para o
estudo dos analitos em questdo, benzeno e 1,2-DCE. A especificidade do método ¢é avaliada
injetando, sucessivamente, 4gua ultra pura, amostra, amostra diluida e amostra fortificada. Para tal,
efetuou-se um teste de recuperacdo nas amostras fortificadas.

Nas tabelas 4.66. e 4.67 encontram-se representados os dados relativos aos testes de
recuperacdo para os dois compostos em estudo. Através da sua andlise podemos concluir que o
método ¢é especifico e seletivo para os analitos em questio, uma vez que a percentagem de

recuperacio obtida se encontra dentro do critério de aceitacio do método (60-130%).

Tabela 4.38. Dados dos testes de recuperagio do 1,2-DCE, para avaliagdo da especificidade e

seletividade.
Data Concentracio  Concentragio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real/(ug/1) fortificacao/(ug/l)  medida/(ug/1)
30-09-14 0,000 3,986 4,244 106,5
17-10-14 0,000 3,986 3,349 84,0
17-10-14 0,000 3,986 4,020 100,9
22-10-14 2,460 0,997 3,555 109,8
22-10-14 2,463 0,997 3,371 91,1
22-10-14 0,000 0,997 0,867 87,0
22-10-14 0,000 0,997 0,702 70,4
24-10-14 2,052 0,997 2,697 64,7
24-10-14 0,000 0,997 1,132 113,5
24-10-14 1,940 0,997 2,561 62,3
24-10-14 0,000 0,997 0,876 87,9
27-10-14 2,467 0,997 3,201 73,6
27-10-14 0,000 0,997 1,216 1220
27-10-14 2,479 0,997 3,599 1123
27-10-14 0,000 0,997 1,216 1220
18-11-14 0,000 9,965 10,813 108,5
13-01-15 0,000 3,986 4,051 101,6
29-01-15 0,000 1,993 2,319 116,4
29-01-15 0,000 1,993 1,942 97,4
05-02-15 0,219 3,986 4,160 98,9
05-02-15 0,187 3,986 4,601 110,7
23-02-15 0,000 1,993 1,967 98,7
19-03-15 0,000 3,986 3,911 98,1
19-03-15 0,000 3,986 3,908 98,0
22-04-15 0,000 3,986 4,464 112,0
18-05-15 0,000 3,986 3,554 89,2
18-05-15 0,000 3,986 3,682 92,4
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Tabela 4.39. Dados dos testes de recuperagido do benzeno, para avaliagdo da especificidade e

seletividade.
Data Concentracio  Concentragio da  Concentracio  Recuperacio/ (%)
real (ug/l) fortificacio (ug/l)  medida (ug/l)

30/09/14 0,000 3,992 4471 112,0
17/10/14 0,000 3,993 4,072 102,0
17/10/14 0,000 3,992 4,144 103,8
22/10/14 0,000 0,998 0,832 83,4
22/10/14 0,000 0,998 1,006 100,8
22/10/14 0,976 0,998 1,436 40,1

22/10/14 0,991 0,998 1,728 73,8

24/10/14 0,000 0,998 0,966 96,8

24/10/14 0,605 0,998 1,828 1225
24/10/14 0,000 0,998 0,76 76,2
24/10/14 0,621 0,998 1,421 80,2
27/10/14 0,000 0,998 0,774 77,6
27/10/14 0,827 0,998 1,773 94,8
27/10/14 0,000 0,998 0,934 93,6
27/10/14 0,764 0,998 1,798 103,6
18/11/14 0,000 9,980 10,359 103,8
13/01/15 0,000 3,992 4,428 110,9
29/01/15 0,000 1,996 2,58 129,3
29/01/15 0,000 1,996 2,508 125,7
05/02/15 0,000 3,992 4,533 113,6
05/02/15 0,000 3,992 5,014 125,6
23/02/15 0,000 1,996 2,215 111,0
19/03/15 0,000 3,992 4,282 107,3
19/03/15 0,000 3,992 3,991 100,0
22/04/15 0,000 3,992 4,779 119,7
18/05/15 0,000 3,992 4,392 110,0
18/05/15 0,000 3,992 4,551 1140

4.2.4 Sensibilidade

Tal como foi referido anteriormente e, tratando-se de um método linear (ver secgdo 2.2.5.1),
a sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao declive da reta de
calibracio.

Na tabela abaixo, encontram-se os dados dos declives das retas de calibracio do 1,2-DCE e
do benzeno para avaliar a sensibilidade do método, bem como a respetiva analise.

Como se pode observar na tabelas abaixo, o declive da reta de calibracio de ambos os

compostos varia um pouco a0 longo do tempo.
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Tabela 4.41. Declive da reta de calibragdo do 1,2-Dicloroetano.

Data Declive da reta de Declive da reta de
calibracio do 1,2-DCE calibraciao do benzeno

03-09-14 0,0172302 0,155796
30-09-14 0,0339718 0,182685
17-10-14 0,0245999 0,154394
22-10-14 0,0400617 0,272418
24-10-14 0,0348431 0,159551
27-10-14 0,0322984 0,153897
18-11-14 0,0193141 0,172059
13-01-15 0,0289056 0,155194
29-01-15 0,0201677 0,108688
05-02-15 0,0210591 0,128881
23-02-15 0,0288620 0,144985
19-03-15 0,0303997 0,136504
30-03-15 0,0307940 0,127311
22-04-15 0,0203335 0,101565
18-05-15 0,0195334 0,103946
Média 0,0268249 0,150525
Desvio Padriao 0,0069890 0,041460
Coceficiente de variacio (%) 26,054 27,544

4.2.5 Limiares analiticos

4.2.5.1 Limite de quantificagido

Apesar do limite de quantificagdo estar validado, é necessario proceder a atualizagoes dos
limites experimentais sempre que ocorram alteragoes na rotina do método. Como tal, apenas temos
de garantir que o coeficiente de variacido do padrio de menor concentragao da gama de trabalho, em
condigdes de repetibilidade e de precisao intermédia, seja inferior a 10%.

Nas tabelas abaixo, estdo os dados relativos ao padrido de menor concentracdo da curva de
calibragdo, bem como a avaliagdo do limite de quantificagio.

Através dos dados seguintes, verifica-se que o limite de quantificagdo de ambos os analitos

se mantém valido.
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Tabela 4.42. Avaliagido do limite de quantificagio do 1,2-DCE.

Data Concentracio padrio (ug/1) Concentracao medida (ug/1) Desvio/ (%)
03/09/14 0,977 0,862 -11,8
03/09/14 0,977 0,89 -8,90
30/09/14 0,977 1,14 16,7
17/10/14 0,977 1,091 11,7
22/10/14 0,977 1135 16,2
24/10/14 0,977 0,966 -1,10
24/10/14 0,977 0,974 -0,30
27/10/14 0977 1,05 7.50
18/11/14 0,977 0,897 -8,20
13/01/15 0977 0,934 440
29/01/15 0,977 0,843 -13,7
05/02/15 0977 0,985 0.80
23/02/15 0,977 1,044 6,90
19/03/15 0977 0911 26,80
22/04/15 0,977 0,882 -9,70
18/05/15 0,977 0,998 2.10

Meédia 0975
Desvio Padrio 0,095
Coeficiente de variacio (%0) 9,7

Tabela 4.43. Dados relativos ao padrio de menor concentragio da gama de trabalho do benzeno,

para avaliagdo do limite de quantificagdo.

Data Concentra¢ao padrio (ug/l)  Concentracio medida (ug/I) Desvio /(%)
03/09/14 0,253 0,236 -6,72
03/09/14 0,253 0,263 3,95
30/09/14 0,253 0,235 711
17/10/14 0,253 0,240 -5,14
27/10/14 0,253 0,220 -13,0
18/11/14 0,253 0,229 -9,49
13/01/15 0,253 0,225 111
29/01/15 0,253 0,243 -3,95
05/02/15 0,253 0,240 -5,14
23/02/15 0,253 0,261 3,16
19/03/15 0,253 0,280 10,7
22/04/15 0,253 0,223 -11,9
18/05/15 0,253 0,233 -791

Média 0,241
Desvio Padrio 0,018
Coeficiente de variacio (%) 7,3
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4.2.5.2 Limite de detegao

Apbs garantir que o limite de quantificagao esta valido, calcula-se o limite de detegdo. Este é
calculado a partir da equagio 2.19. Deste modo, o limite de dete¢ao definido para o 1,2-Dicloroetano

¢ 0,20 pg/l e para o benzeno é 0,04 pg/1.

4.2.6 Linearidade e gama analitica

4.2.6.1 Linearidade — Teste de Mandel

O melhor modo de avaliar a linearidade da gama analitica é através do teste de Mandel. Como
tal, testa-se o ajuste dos valores experimentais com um polinémio de primeiro grau (PO1) e
comparam-se estes resultados com os referentes obtidos através do ajuste dos valores experimentais
com um polinémio de segundo grau (P012).

Os dados obtidos para efetuar o teste de Mandel, bem como a sua analise, encontram-se

sistematizados nas tabelas abaixo.

Tabela 4.44. Resultados obtidos para os ajustes dos valores experimentais aplicando um polinémio

do primeiro grau (P01) e um polinémio do segundo grau (P012) do 1,2-DCE.

1,2-DCE Benzeno
P01 P0O12 P01 P0O12
SS 5,53x10-5 5,79x10-6 2,17x102 1,11x103
Ndf 3 2 4 3
Varfit 1,84x10-5 2,90x10-6 5,42x10! 3,69x104

Tabela 4.45. Resultados obtidos no teste de Mandel para escolha do modelo.

Valor de teste F Valor de prova Valor tabelado de F
1,2-Dicloroetano 17,08 0,054 98,50
Benzeno 4,00 0,139 3412

Através dos valores obtidos na tabela anterior e, tendo em conta que os TV de cada um dos
VOC pesquisados ¢ inferior ao valor critico de F, conclui-se que a hipétese nula é aceite, ou seja,
ambos os modelos ajustam de modo similar os valores experimentais. Deste modo, o melhor modelo
¢ aquele que tem maior numero de graus de liberdade, que neste caso é o modelo P01, isto é, o

modelo linear. Tal facto pode, também, ser comprovado pelo valor prova que é superior a 0,05.
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4.2.6.2 Teste da homogeneidade das variancias

A homogeneidade das variancias verifica-se através do Teste Fisher (F) com intervalo de
confianca de 99%. Assume-se como hipétese inicial (Ho) que as varidncias obtidas sio
estatisticamente equivalentes e como hipétese alternativa (Hi) que sdo estatisticamente diferentes.

O teste de homogeneidade de varidncias foi efetuado apenas para o composto 1,2-DCE. Para
se verificar a homogeneidade de variancias efetuam-se 10 leituras do padriao de concentrac¢do mais
baixa e 10 leituras do padrio de concentracdo mais elevada da gama de trabalho, uma vez que os
extremos da curva de calibracdo sdo suscetiveis a uma maiot variancia. Os valores calculados através

do teste F bem como os respetivos valores prova (pHo), encontram-se nas tabelas seguintes.

Tabela 4.46. Dados do teste de homogeneidade de varidncias do 1,2-DCE.

Leitura  Padrio de menor concentracio (ug/l)  Padrio de maior concentragio (ug/l)

1 1,172 9,707
2 1,174 9,161
3 1,214 8,983
4 1,127 8,947
5 1,228 9,103
6 0,991 9,386
7 0,996 9,141
8 1,060 9,402
9 1,285 9,603
10 1,237 9,158

Tabela 4.47. Resultados obtidos no teste de homogeneidade de varidncias.

Valor de teste F Valor de prova Valor tabelado de F
1,2-Dicloroetano 6,20 6,54 0,012

Comparando os valores obtidos na tabela anterior e, tendo em conta que o TV do 1,2-DCE
¢ inferior ao valor tabelado de F, pode-se concluir que a hipétese nula é aceite, ou seja, ndo existe
diferenca estatisticamente significativa entre as variancias. Contudo, pelo valor prova que ¢ inferior a
0,05, este valor seria rejeitado, uma vez que entre 0,01 e 0,05 existe uma zona dubia e, como tal,
aceita-se a hipdtese nula para valores prova acima de 0,03 e rejeitamos a hipétese nula abaixo desse
valor. Contudo, como o valor teste € inferior ao valor tabelado, assumimos que a hipétese nula é

aceite, ou seja, que existe homogeneidade de varidancias entre os extremos da curva de calibracio.
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4.2.7 Precisao

A precisio do método deve ser avaliada para cada analito através da analise, em condi¢oes
de precisdo intermédia, dos padroes externos de controlo e do padrdo de menor concentracio da
gama de trabalho. Os dados referentes ao padrao de menor concentra¢io do 1,2-DCE e do benzeno
encontram-se, respetivamente, nas tabelas 4.71. e 4.73.. Os dados referentes a cada padrio externo
de controlo assim como a avaliagdo da precisdo, encontram-se representados nas tabelas abaixo.

O valor obtido para a precisdo, em termos de coeficiente de variacdo (CV) deve ser <25%.

Tabela 4.48. Dados do padrio de controlo externo (EPA-MIX 7-5).

1,2-DCE Benzeno
Concentracao  Concentracdo ) Concentrac¢io Concentracio )
Data padrio/(ug/l)  medida/(ug/1) Desvio/ (%) padrao/(ug/l)  medida/(ug/1) Desvio/ (%)

03/09/14 1,993 1,711 -14,10 1,996 1,705 -14,60
30/09/14 1,993 2,064 3,600 1,996 1,975 -1,100
17/10/14 1,993 1,854 -7,000 1,996 2,167 8,000
22/10/14 1,993 2,116 6,200 1,996 1,791 -10,30
24/10/14 1,993 1,706 -14,40 1,996 2,165 8,500
27/10/14 1,993 2,345 17,70 1,996 2,377 19,10
18/11/14 1,993 2,125 6,600 1,996 2,178 9,100
13/01/15 1,993 1,760 -11,70 1,996 2,018 1,100
29/01/15 1,993 1,977 -0,800 1,996 2,377 19,10
05/02/15 1,993 1,808 -9,300 1,996 1,656 -17,00
23/02/15 1,993 2,168 8,800 1,996 1,996 0,000
19/03/15 1,993 1,744 -12,50 1,996 2,175 9,000
30/03/15 1,993 1,958 -1,756 1,996 2,367 18,59
22/04/15 1,993 1,892 -5,068 1,996 2,238 12,12
18/05/15 1,993 2,186 9,684 1,996 2,237 12,07
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Tabela 4.49. Dados do padrio de controlo externo (EPA-MIX 7-6).

1,2-DCE Benzeno
Concentracio  Concentracao ) Concentracio Concentracio )
Data padrio/(ug/l)  medida/(ug/l) Desvio/ () padrio/ (ug/1) medida/(ug/1) Desvio/ ()
03/09/14 3,986 4,275 7,300 3,992 3,474 -13,00
30/09/14 3,986 4,424 11,00 3,992 4,124 3,300
17/10/14 3,986 4,647 16,60 3,992 2,585 14,90
22/10/14 3,986 3,765 -5,500 3,992 3,311 -17,10
24/10/14 3,986 4,122 3,400 3,992 4,560 14,20
27/10/14 3,986 4,670 17,20 3,992 4,259 6,700
18/11/14 3,986 5,103 28,00 3,992 4,743 18,80
13/01/15 3,986 3,449 -13,50 3,992 4,254 6,600
19/03/15 3,986 3,869 -2,900 3,992 4,410 10,50
30/03/15 3,986 3,478 -12,75 3,992 4,346 8,868
18/05/15 3,986 3,836 -3,763 3,992 4,498 12,68
Tabela 4.50. Avaliagdo da precisdo do método.
1,2-DCE Benzeno
CDB4 EPA-MIX  EPA-MIX CDB 2 EPA-MIX EPA-MIX 7-6
7-5 7-6 7-5
Média 0,975 1,961 4,149 0,241 2,095 4,051
Desvio padrao 0,095 0,200 0,528 0,018 0,234 0,654
% CV 9,7 10,2 12,7 7,3 11,2 16,1

Como se pode verificar através da analise da tabela anterior, todos os coeficientes de variacio
dos padroes externos de controlo e do padrio de menor concentragio da gama analitica sdo inferiores

a 25%. Deste modo, pode-se concluir que o método ¢é preciso.

4.2.7.1 Repetibilidade

Outro modo de avaliar a precisio do método é através da repetibilidade. Esta pode ser
realizada sobre os padroes de calibracdo da curva. Nesse sentido, avaliou-se a repetibilidade, em
condig¢bes de precisao intermédia, dos padroes de controlo da calibracdo de cada analito. O CDB 4 e
o CDB 6 sdo os padroes de controlo do 1,2-DCE. O padrio CDB 2 e o padrio CDB 6 sdao os padroes
de controlo do benzeno.

O valor obtido para a precisdao, em termos de coeficiente de variacao (CV), deve ser =25%.
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Tabela 4.51. Dados dos padrdes de calibragdo do 1,2-DCE.

CDB 4 CDB 6
Cocentragio  Concentragio Desvio/(%)  Cocentragio  Concentragio  Desvio/ (%)

padrio/(ug/l) medida/(ug/1) padrio/(ug/l) medida/(ug/1)
03-09-14 0,977 0,787 -19,4
03-09-14 0,977 0,890 -8,9 4,884 5,714 17,0
30-09-14 0,977 1,140 16,7 4,884 4,241 -13,2
17-10-14 0,977 1,091 11,7 4,884 5,422 11,0
22-10-14 0,977 1,135 16,2 4,884 4,672 -4,3
24-10-14 0,977 0,966 -1,1 4,884 4,352 -10,9
24-10-14 0,977 0,974 -0,3 4,884 5,214 6,8
27-10-14 0,977 1,192 22,0 4,884 4,548 -6,9
18-11-14 0,977 0,843 -13,7 4,884 5,382 10,2
13-01-15 0,977 0,824 -15,7 4,884 4,654 -4,7
29-01-15 0,977 0,840 -14,0 4,884 5,245 7,4
05-02-15 0,977 0,995 1,8 4,884 5,055 3,5
23-02-15 0,977 1,044 6,9 4,884 4,763 -2,5
19-03-15 0,977 0,911 -0,8 4,884 4,284 -12,3
22-04-15 0,977 0,882 -9,7 4,884 4,409 -9,7
18/05/15 0,977 0,998 8,3 4,884 4,755 -2,6

Tabela 4.52. Dados dos padrdes de calibragio do benzeno.
CDB 4 CDB 6
Cocentragio  Concentragado Desvio/(%) Cocentragio  Concentragdo Desvio/ (%)

padrio/(ug/l) medida/(ug/1) padrio/(ug/l) medida/(ug/1)
03/09/14 0,253 0,236 -13,8 5,060 4,804 -5,1
03/09/14 0,253 0,263 18,6 5,060 5,176 2,3
30/09/14 0,253 0,235 -7,1 5,060 4,968 -1,8
17/10/14 0,253 0,24 -19,4 5,060 5,190 2,6
22/10/14 5,060 4,166 -17,7
24/10/14 5,060 5,253 3,8
24/10/14 5,060 5,490 8,5
27/10/14 0,253 0,22 -13,0 5,060 5,185 2,5
18/11/14 0,253 0,229 -9,5 5,060 5,168 2,1
13/01/15 0,253 0,225 -20,6 5,060 4,920 -2,8
29/01/15 0,253 0,243 -4,0 5,060 5,773 14,1
05/02/15 0,253 0,24 -17,0 5,060 5,273 42
23/02/15 0,253 0,261 16,6 5,060 4,517 -10,7
19/03/15 0,253 0,28 10,7 5,060 4712 -6,9
22/04/15 0,253 0,223 -11,9 5,060 5,398 6,7
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Tabela 4.53. Avaliagdo da precisio do método, com base na repetibilidade dos padrées CDB 4 e

CDB 6.
CDB 4 CDB 6
Média Desvio % CV Limite de Média  Desvio % CV Limite de
padrao repetibilidade padrio repetibilidade
1,2-DCE 0,975 0,095 9,7 0,266 4,847 0,463 9,5 1,296

Tabela 4.54. Avaliagdo da precisdo do método, com base na repetibilidade dos padrdes CDB 2 e

CDB 6.
CDB 2 CDB 6
Média Desvio % CV Limite de Média Desvio % Limite de
padrio repetibilidade padrio  CV repetibilidade
Benzeno 0,241 0,018 73 0,049 5,063 0,388 7,7 1,086

Quanto menor for o coeficiente de variacdo da repetibilidade, melhor é a repetibilidade.
Deste modo, conclui-se que os analitos tém uma boa repetibilidade para ambos os padroes.
O limite de repetibilidade indica o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade

de 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios independentes.

4.2.7.2 Reprodutibilidade

A precisiao também pode ser avaliada através da reprodutibilidade, recorrendo a participagao
em ensaios interlaboratoriais. Como tal, é feito um levantamento dos valores do desvio padrio para
cada EIL em que o laboratério participou. Seguidamente, calcula-se o limite de reprodutibilidade e o

coeficiente de variacdo de reprodutibilidade.

Tabela 4.55. Avaliagdo da precisio do 1,2-DCE, através dos EIL.

Composto Data Média  Desvio padrio % CVr  Limite de reprodutibilidade
23/11/2009 1,07 0,15 14 0,42

1,2-DCE  19/11/2010 2,76 0,55 20 1,5
21/11/2014 2,62 0,41 16 1,2
23/11/2009 0,754 0,095 12,6 0,27
19/11/2010 0,812 0,084 10,3 0,24

Benzeno
16/11/2012 1,061 0,123 11,6 0,34
21/11/2014 0,919 0,105 11,4 0,29
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Para 0 1,2-DCE, obteve-se um limite de reprodutibilidade igual a 0,42 em 2009, 1,5 em 2010
e 1,2 em 2014. Assim sendo, para cada amostra, os resultados obtidos em laboratérios diferentes,
com equipamentos e operadores diferentes e num intervalo temporal diferente, serdo considerados
satisfatorios se o modulo da diferenga entre esses resultados, nao ultrapassar o respetivo limite de
reprodutibilidade.

Obteve-se um coeficiente de variagao de reprodutibilidade igual a 14% em 2009, 20% em
2010 e 16% em 2014. Desta forma, verifica-se que a mesma amostra analisada em condi¢oes
diferentes esta sujeita a alguma variacdo no valor obtido.

Para o benzeno, obteve-se um limite de reprodutibilidade igual a 0,27 em 2009, 0,24 em 2010,
0,34 em 2012 e 0,29 em 2014. Assim sendo, para cada amostra, os resultados obtidos em laboratérios
diferentes, com equipamentos e operadores diferentes e num intervalo temporal diferente, serdo
considerados satisfatorios se o modulo da diferencga entre esses resultados, nao ultrapassar o respetivo
limite de reprodutibilidade.

Obteve-se um coeficiente de variacio de reprodutibilidade igual a 12,6% em 2009, 10,3% em
2010, 11,6% em 2012 e 11,4% em 2014. Desta forma, verifica-se que a mesma amostra analisada em

condi¢des diferentes ndo esta sujeita a muita varia¢ao no valor obtido.

4.2.8 Exatidao

A exatidao deve ser calculada através da analise de amostras fortificadas, por calculo da
percentagem de recuperacido e através da participa¢do em ensaios interlaboratoriais de aptiddo, por

calculo do fator de desempenho “Z-score”.

4.2.8.1 Testes de recuperagio

Na tabela 4.38. e 4.39. encontram-se os dados relativos aos testes de recuperagio. Na tabela

abaixo encontra-se a avaliagdo da exatiddo para o composto em estudo.

Tabela 4.56. Avaliagdo da exatiddo do 1,2-Dicloroetano e do benzeno.

% Rec 1,2-DCE % Rec benzeno

Média 97,4 101,4
Desvio Padrio 16,3 19,0
Coeficiente de variacio (%) 16,8 18,7
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Estando o critério de aceitacdo da % de recuperacio situado entre 60% e 130%, podemos

concluir que o método apresenta boa exatiddo para a analise dos VOC em estudo.

4.2.8.2 Ensaios interlaboratoriais

Para avaliar a exatiddo de um laboratodrio existem EIL de aptidao. Deste modo, os resultados
obtidos pelo laboratério comparam-se com o valor alvo definido pela entidade organizadora. A
avaliacdo desses resultados normalmente é efetuada por cilculo do fator de desempenho “Z-Score”.

Na tabela abaixo, encontram-se os resultados obtidos para cada analito nos EIL.

Tabela 4.57. Resultados e Z-score dos ensaios interlaboratoriais.

Data Analito Resultado AEMITEQ Resultado alvo Z-scote
1,2-DCE 1,06 ug/l1 0,91 pg/1 1
23/11/2009 06 e/ 91 g/
Benzeno 0,800 pg/1 0,771 pg/1 0,38
1,2-DCE 2,63 ug/1 3,08 ug/1 -1,45
0/11/2010 - 03 pg/ 08 ug/ ,
Benzeno 0,870 pg/1 0,843 ng/1 0,32
12-DCE — - -
16/11/2012
Benzeno 0,970 pg/1 1,085 ng/1 -1,06
1,2-DCE 2,46 1 2,52 1 -0,24
21/11/2014 46 pg/ D2 g/ :
Benzeno 0,877 pg/1 0,893 pg/1 -0,18

Como se pode verificar através da analise da tabela anterior, o laboratério apresenta um

desempenho satisfatério para a analise dos compostos pesquisados, uma vez que o fator de
(13 2 z . . ~ .

desempenho “Z-score” é sempre inferior a 2. Em 2012 nao foram obtidos resultados para o

1,2-DCE, uma vez que a concentracio da amostra se encontrava em concentracio inferior ao limite

de quantificacdo do equipamento.

4.2.9 Robustez

Uma vez que as condi¢Oes das técnicas cromatograficas s3o sempre as mesmas, apenas faz
sentido estudar a robustez do método com base no fator tempo, de modo a avaliar se este afeta ou
n2o a exatiddo e precisao do mesmo. Para tal, efetuou-se o teste ANOVA fator Gnico com base nos
valores dos padrdes externos de controlo da curva de calibragio, do padrio de controlo do limite de
quantificacio e num padrdo de calibracdo situada a meio da gama analitica. Os resultados obtidos

encontram-se sistematizados na tabela abaixo.
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Tabela 4.58. Resultados do teste ANOVA fator tinico.

Fcriticn TV (F) p[H()]
1,2-DCE 1,82 0,07 1
Benzeno 1,83 0,07 1

Como se pode verificar, através da analise da tabela anterior, o valor teste de F ¢ inferior ao
valor critico do teste F para todos os analitos. Assim sendo, pode-se concluir que o método é robusto,
uma vez que nio existe efeito do fator tempo. Tal facto pode ser comprovado pelo valor prova que

¢ sempre superior a 0,05.

4.2.10 Coeréncia

Uma vez que a coeréncia avalia a capacidade do método analitico em conduzir a0 mesmo
valor estimado sem ter imposto qualquer alteracio deliberada de condi¢oes experimentais, o estudo
da robustez do método permite evidenciar que o fator tempo nao tem qualquer efeito sobre os dados

obtidos, isto é, o método apresenta boa coeréncia dos resultados para qualquer analito estudado.

4.3 Implementacio do método analitico de analise de
trihalometanos em aguas por GC-MS

Os trihalometanos formam-se durante a cloracdo da 4gua, através da interagdo de acidos
organicos que estdo geralmente presentes em aguas superficiais [51].

Os THM sdo compostos volateis que apresentam relativamente baixa solubilidade em 4gua.
Sdo compostos por apenas um carbono e tém férmula geral CHXs, onde X representa um halogénio
(fluor, bromo, cloro ou iodo).

Os THM mais encontrados em 4gua de consumo sdo cloroférmio ou triclorometano,
bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano (DBCM) e bromoférmio ou tribromometano.

O cloroférmio é considerado como um composto carcinogénico, sendo que existe uma
ligacdo entre a exposicdo a THM especificos com tumores. estudos epidemioldgicos indicam,
também, uma ligacio entre a exposicdo a agua clorada, quer por ingestio quer por adsorcio
endérmica ou por inalagdo, e o desenvolvimento de cancro na bexiga, aborto espontaneo e outras
consequéncias reprodutivas adversas [52].

Uma vez que os THM sio compostos formados na agua de consumo humano e, tendo em

conta os efeitos nocivos para a saude, o monitoramento da sua concentracdo é muito importante.
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Os solventes clorados, familia de compostos a qual pertence o tetracloroetileno e
tricloroetileno, sdo hidrocarbonetos clorados sintéticos conhecidos pelas suas excelentes
propriedades de solvente. Sio muito utilizados como solventes para ceras, resinas, gorduras,
borrachas, 6leos e vernizes, pintura em setores publico e privado, e também tém sido amplamente
utilizados para a limpeza a seco e desengorduramento de metais.

Como consequéncia de fugas, derrames e de eliminacao inadequada em locais industriais,
foram introduzidas no ambiente quantidades significativas de solventes clorados, sendo que a
exposicao a baixos nfveis desses substratos na agua potavel podem causar efeitos cancerigenos em
seres humanos.

Numa agua de consumo humano, o valor paramétrico para a soma das concentracdes dos
THM ¢ 100 pg/L e para a soma das concentracdes dos solventes clorados, tetracloroetileno e

tricloroetileno, o valor paramétrico é 10 ug/L [5].

4.3.1 Identificacdo

Na etapa final do estiagio, comegaram a efetuar-se estudos no sentido de analisar os
trihalometanos em conjunto com os compostos organicos volateis, por GC-MS. Este estudo tem o
intuito de economizar tempo na realizagdo dos ensaios e material. Uma vez que este estudo foi
iniciado perto do final do estagio, apenas existem dados relativos 2 linearidade da reta de calibrago.
Tal como nos VOC, os THM e os solventes clorados pesquisados passam por microextracao em fase
solida (SPME).

Na figura abaixo representada, temos o perfil de corrente idnica total onde se encontra a
representacdo dos picos correspondentes a abundancia de todos os i6es no detetor em funcio do
tempo. O software utilizado deve permitir obter, a partir do TIC, o registo da abundancia dos ides de
uma massa especifica versus tempo, o qual se designa por perfil de corrente ibnica extraida (PCIE).
Da analise do TIC obtém-se informagdo sobre o tempo de retenc¢do e a area de cada pico. Os PCIE

permitem verificar que os picos tém boa resolu¢io e que os compostos estdo a ser bem identificados.
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Figura 4.5. Representacio do PCIE do dibromoclorometano e do tetracloroetileno, do padrio do limite de
quantificacio.
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Figura 4.6. Representacio do PCIE do bromoférmio, do padrio do limite de quantificagio.

4.3.1 Linearidade — Teste de Mandel

O melhor modo de avaliar a linearidade da gama analitica ¢ através do teste de Mandel. Como
tal, testa-se o ajuste dos valores experimentais com um polinémio de primeiro grau (P01) e
comparam-se estes resultados com os referentes obtidos através do ajuste dos valores experimentais
com um polinémio de segundo grau (P012). Os valores obtidos para o teste de Mandel, bem como
a respetiva analise, encontram-se sistematizados nas tabelas abaixo representadas.

Os cromatogramas relativos aos padrGes para a construcio da curva de calibragdo
encontram-se em anexo, no apéndice B, onde ¢é possivel verificar o tempo de retencio
correspondente a cada analito, bem como a sua identificacio que ¢ feita com base na livraria do
software.

Comparando os valores obtidos na 4.60 e, tendo em conta que os TV de cada um dos THM
pesquisados, exceto para o tricloroetileno, sio inferiores ao valor critico de F, pode-se concluir que a
hipétese nula ¢ aceite, ou seja, ambos os modelos ajustam de modo similar os valores experimentais.
Deste modo, o melhor modelo ¢ aquele que tem maior niumero de graus de liberdade, que neste caso
¢ o modelo P01, isto é, o modelo linear. Tal facto pode, também, ser comprovado pelo valor prova
que € superior a 0,03 em todos os compostos, exceto o tricloroetileno e o tetracloroetileno. No caso
do tricloroetileno, a hipétese nula € rejeitada e o melhor modelo é o P012, ou seja, o melhor ajuste é
o quadratico. No caso do tetracloroetileno, como o valor teste ¢ inferior ao valor critico, e tendo em
conta que a reta de calibragio apresenta um coeficiente de correlagdo proximo de 1, tal como se pode

ver no grafico abaixo representado, consideramos que o melhor modelo é o PO1.
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Tabela 4.59. Resultados obtidos para os ajustes dos valores experimentais aplicando um polinémio

do primeiro grau (P01) e um polinémio do segundo grau (P012).

Composto PO1 PO12

SS 9,52x10-3 3,84x10-3

Cloroférmio Ndf 7 6
Varfit 1,36x103 6,40x10+4
SS 1,32x10-2 6,26x10+4

Tricloroetileno Ndf 6 5
Varfit 2,20x10-3 1,25x104
SS 2,34x10-3 2,12x10-3

BDCM Ndf 7 6
Varfit 3,35x104 3,53x10+4
SS 9,83x10-2 2,51x10-2

Tetracloroetileno Ndf 6 5
Varfit 1,64x102 5,01x10-3
SS 7,65x10-3 7,25x10-3

DBCM Ndf 6 5
Varfit 1,27x103 1,45x10-3
SS 1,41x102 8,95x10-3

Bromoformio Ndf 7 6
Varfit 2,01x10-3 1,49x10-3

Tabela 4.60. Resultados obtidos no teste de Mandel para escolha do modelo.

Valor de teste F Valor de prova Valor tabelado de F
Cloroférmio 8,87 0,031 16,26
Tricloroetileno 100,43 0,000 16,26
BDCM 0,64 0,455 16,26
Tetracloroetileno 14,60 0,012 21,20
DBCM 0,28 0,620 21,20
Bromoférmio 3,44 0,113 16,26
Tetracloroetileno
6,000
y= O,j?( -0,1308
2
.% 4,000 RZ=0,9962
o
©
2 2,000
<
0,000 1 T T 1
0,000 10,000 20,000 30,000
Concentragdo/(ug/l)

Grafico 4.1. Representagao grafica da recta de calibragdo do tetracloroetileno.
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Capitulo 5

Conclusao

O tema deste trabalho centrou-se na aquisicdo de conhecimentos relativos a validagio de
métodos cromatograficos e a integracdo na mattiz de qualificacdo para métodos dentro do ambito da
acreditacdo, no contexto das atividades do Laboratério de Cromatografia da AEMITEQ. De acordo
com o0s objetivos propostos inicialmente, pode considerar-se que o estagio foi realizado com sucesso.

Na fase inicial do estdgio pretendia-se a integragio na AEMITEQ), a familiarizagdo com a
documentacio utilizada no Laboratério (Manual de Gestdo da Qualidade, legislagio e procedimentos
técnicos especificos de métodos analiticos), o desenvolvimento de competéncias no uso de
equipamentos e materiais/reagentes de laboratdrio.

De seguida, foi efetuada a familiarizagio com as técnicas analiticas, através da realizagdo de
ensaios fora do ambito da acreditagio com os equipamentos de andlise FTIR e GC-FID.

Posteriormente, ocorreu a integragdo nos ensaios do dmbito da acreditagdo e, mais tarde,
iniciaram-se os estudos de revalidacdo dos métodos analiticos. Ja perto do final do estagio surgiu a
possibilidade de estudar a implementagio da andlise de trihalometanos e solventes clorados por
GC-MS, de modo a economizar tempo ¢ material utilizado na analise.

Ap6s a validagdo do método analitico, o Laboratério deve exercer um controlo da sua
execucdo, de modo a garantir que as condi¢bes de validade do método se mantém, uma vez que
durante o procedimento de um método de ensaio ocorrem manipulagdes suscetiveis de acumular
erros, tanto sistematicos como aleatdrios, que podem afetar significativamente o valor do resultado
final. Sendo a garantia e o controlo de qualidade dos resultados diarios um dos objetivos do SG, é
necessario avaliar periodicamente a exatiddo dos resultados, com recurso ao controlo de qualidade
interno e ao controlo de qualidade externo. A revalidacao dos métodos analiticos é, por isso, essencial
para verificar se o método se mantém valido e se permite obter resultados fiaveis. Esta permitiu
verificar que os métodos analisados (determinagdo de compostos organicos volateis por GC-MS e
determinacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos por HPLC-DAD em aguas de consumo)
se mantém validos, sendo por isso possivel obter resultados fidveis.

O objetivo da familiarizacdo com as praticas do Laboratério, bem como o acompanhamento
dos técnicos na execugdo das varias metodologias em vigor e a analise de amostras reais com
supervisdo foi atingido com sucesso, uma vez que no decorrer do estagio foi possivel adquirir
competéncias em métodos analiticos referentes a analise de varios tipos de aguas e participar em

ensaios interlaboratoriais obtendo g-score satisfatorio.
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Apéndice A

Tabelas testes estatisticos — F-Fisher e

t-student

Valores criticos da distribuicao t-student bilateral. Os valores referentes a dis-
tribui¢io unilateral devem ser consultados através da coluna referente a 2a (ex: teste a 5%
de uma cauda -> o = 2 x 0.05 = 0.10).

o o (a3
v | 0.10 | 0.05 | 0.02 | 0.01 v | 0.10 | 0.05 | 0.02 | 0.01 v 0.10 | 0.05 | 0.02 | 0.01
2 292 | 430 6.96 9.92 12| 178 | 218 2.68 3.06 P! 1.71 206 [ 249 | 280
3 2.35 318 | 454 5.84 13 | 1.97 | 216 2.65 3.01 26 1.71 206 [ 248 | 278
4 213 | 278 3.75 4.60 14 | 1.76 | 2.14 2.62 2.98 30 1.70 | 2.04 246 | 275
5 202 | 257 3.36 | 4.03 15| 1.75 213 2.60 2.95 35 169 | 203 | 244 272
6 1.94 245 3.14 37 16 | 1.75 212 258 2.92 40 168 | 202 [ 242 | 270
7 189 | 2.36 3.00 350 17 | 1.74 211 257 2.90 50 168 | 201 240 | 268
8 186 | 231 2.90 3.36 18 | 1.73 | 210 255 2.88 60 167 | 200 | 239 | 266
9 183 | 2.26 2.82 3.2 19| 173 | 2.09 2.54 2.86 80 166 | 199 | 237 | 264
10| 1.81 2.23 2.76 3.17 20 | 172 | 2.09 253 2.85 Lo0 | 166 [ 198 | 236 | 2.63
11| 180 | 2.20 272 311 22 1 172 | 207 251 2.82 o0 1.64 196 [ 233 | 258
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Valores criticos da distribuicio de Fisher-Snedcor unilateral (o = 0.05).

vt ve | 1 2 3 1 & 6 7 8 0 10 12 5 20
1 Wi 1995 2167 | 2246 2302 2340 ) ZAGE 2380 2405 | 2410 230 2458 2480
2 1\AH1 1800 19 16 1925 19.30 1033 1935 1937 1938 1940 1|41 1943 1945
3 .13 DA62 9277 | 9117 Do B2041 | BERET  HEAL BELZ | B.THEG B.T0 0 B.T03 H.660
4 77009 6844 GOO0 | GARE G266 GIGE | G.004 G041 5000 | 506G G012 G RGE G803
G GHOR  G.TEG G408 | 5.192  5.0G0 4850 [ 1.8 4818 4772 | A4.T35 4678 610 4558
[ GOBT G143 4WT | 4534 43RBT 4284 | 4207 40147 4000 | 4060 4000 3038 38T
T G601 4.T3T 4347 | 4120 3072 AROG | 3.TRT 3.T26 A6GTT | 3637 3575 3511 3G
® GA18 4.450 A.066 | 3E3E AGET ALBL | 3500 338 AAEE | 3347 3.IR4 3218 4150
a G117 4256 FEGE | 3633 3482 3A74 ) 3208 3230 3070 | 5147 3073 3006 2036
1n 4865 4.103 A8 [ 34ATE O 3526 3217 | 3135 3072 020 | 207 2013 ZEAG 2.7
11 4844 3082 AOBT | 34T 3204 3005 [ Z.002 2.048 280G | 2864 2,788 2,79 2646
12 A4.74T 3 EES 400 [ 3260 3106 2006 [ 2003 2848 2706 | 2753 2HRT  2E1T 2544
13 ABGT 3 EOG 3410 | 30T 3025 2015 | 2.E32 WT LT | 2ATL O 2aDd 2533 2450
14 d.G00 0 3.730 3344 | 3112 2.0GR 2EAR [ 2,764 2.609 20646 | 2602 2034 2463 2388
16 4543 3 GEZ F28T [ 305G 2O0l 2900 | 2.T0OT 0 24641 2AG8R | 25M 247 2403 2328
16 4494 3634 3,230 | 3007 2GR D01 | 2GET 24501 24538 | 2.4 2,426 2362 2276
17 4451 34502 3107 | 2065 2EI0 2600 | 2B 20548 2404 | 2450 2381 2808 2.230
18 4414 3 LGS 3060 | 20ZR 0 27T 2HEL [ 2AHTT 2510 2456 | 2412 2342 2260 2181
19 4381 3622 3027 | 2EOG 2740 2HEIE [ 254 2ATT 2423 | 2378 2.a08  2.234 2155
20 4351 3403 3008 | 2.RGG6 2.T11 2500 | ZOM 2447 2303 | 2348 2.2TR 0 22030 2,124
22 4300 3443 3049 [ ZEIT O Z2GGL 2549 | 2464 2307 2342 | 2207 2226 2151 2071
206 4242 3AEG 2000 | 2760 24603 2490 [ 2405 23T LIRI | 2236 2,165 2080 2007
an 4171 3A16 2022 [ 2600 20534 2421 | 2334 22066 2211 | 2.165 2082 2015 1.032
Valores criticos da dstribuigio de Fisher-Snedeor unilateral (o= 0.01].
1 2 A 4 G 5] T & a 10 12 15 20
2 98.50  9o.00 99,17 | 8925 9930 9935 | D936 12 I | 1 a0.4n0 8942 99 43 9845
k] 34.12 3082 2046 | 28.71 2824 2701 2TET 2748 2TE5 2725 2T05 2R ET 266D
4 21.20 15.00 16.69 15.098 1552 15.21 14.98 14.50 14.66 14.55 14.57 14 20 14.02
] 16,26 13.27 12.06 11.589 1nay 1067 10,46 10,28 10,16 10,05 a9 58 9,72 9,55
G 13,75 10.892 a.78 a.15 .75 AT .26 &.10 T.08 THET T2 T.486 .40
T 12.25 9.55 B.45 T.85 T.AB T7.1a G.949 G54 G.72 G52 GBAT 6.l G.16
] 11.26 H.B5 7.50 T.0l .63 BAT G185 G.035 5.401 5.81 S5ET 5.52 556
a 10.56 m.02 G5.849 G.42 G.06 5 RO G561 547 5.485 5.206 5.11 4.096 1.81
10 10,04 T.56 5.55 5.09 .64 5 .49 5.20 5.06 4.84 4.85 4.71 1.56 4.41
11 .65 T.21 G.22 G967 .32 anrv 4.58 4.7 463 454 440 4.25 4.10
12 0.33 G035 5.85 5.41 5.06 4 B2 1.64 4.50 4.39 4.50 1.16 4.01 B
13 a.07 G.70 57 5.21 1.86 4 52 4.44 4.0 4.19 4.10 386 3.52 366
14 5.BG G.51 5.56 5.04 4.689 446 4.28 4.14 4.03 a.84 R0 366 351
15 &.GAE 636 G.42 459 156 4 a2 414 4.00 4.69 A.60 AT 4.52 AT
16 B.53 G235 5.29 4.77 4.44 420 4.0% 3.0 3.78 A.69 A 55 3.41 A.206
17 =540 G.11 5.18 167 4.34 4.10 B 3.7 365 A58 BRI 3.31 A.16
15 5.29 G.01 5.09 4.58 4.25 401 3.8 .71 360 351 33T 3.23 A.08
19 &.18 503 5.01 4.50 117 384 AT 363 4.52 B ] G40 4.15 &.00
20 &.10 G9.6G 4.84 ddd 4.10 AT A.70 F.56 G446 AT G258 4.09 2.84
22 T.85 5.72 4.82 1.31 F.849 3.76 A.509 F45 385 A.206 3.12 2.08 283
25 T.TT 5.57 4.68 4.18 .5 EER] B 3.32 3.22 E WK 288 2.85 2.7
a0 T.56 530 4.51 4.02 3,70 347 A0 317 .07 2.08 28R4 2.7 255
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