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RESUMO: A NBR ISO/IEC 17025[1] exige que qualquer
alteragdo em métodos normalizados seja validada. Logo,
validar um método normalizado garante confiabilidade
analitica. Este trabalho apresenta os testes realizados a fim
de validar as alteragdes realizadas no método titulométrico
para 0 ensaio de Calcio em Aguas.
Palavras Chave: Validacdo de Meétodo Analitico,
Determinacéo de Calcio em Aguas

1. INTRODUCAO:

A preocupagdo com a qualidade dos ensaios/resultados
apresentados pelos laboratérios analiticos é eminente,
devido as exigéncias de mercado e/ou para garantir
confiabilidade nos resultados. Este contexto promove
aumento de instituicBes que almejam serem “reconhecidas”
através da implantagdo de normas internacionais de
qualidade, como a NBR ISO/IEC 17025. A Figura 1 mostra
a evolucdo de laboratérios gadchos reconhecidos junto a
Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul.
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Figura 1: Evolugéo do Numero de Laboratdrios Reconhecidos junto a
Rede Metrolégica do Rio Grande do Sul (RMRS)[2].

Um dos procedimentos que promove a garantia da
qualidade dos servigos prestados por laboratdrios analiticos
é a validacdo de métodos, ou seja, “a confirmacdo por
exames e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido
sdo atendidos” (NBR ISO/IEC 17025, 2005[1]).

Recentemente o 6rgdo acreditador brasileiro (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial — INMETRO) sugere aos laboratérios acreditados
na norma NBR ISO/IEC17025 a necessidade de validar
métodos analiticos reconhecidos internacionalmente, por
exemplo: métodos publicados pela US Environmental

Protection Agency (EPA) e bibliografias como o Standard
Methods, visto que se evidencia pequenas alteracBes de
metodologia ou para confirmar o comportamento de um
processo. Assim, “com o objetivo de confirmar que os
métodos sdo apropriados para o uso pretendido, o
laboratério deve validar (...) métodos normalizados usados
fora dos seus escopos para os quais foram concebidas,
ampliagdes e modificagdes de métodos normalizados” (NBR
ISO/IEC 17025, 2005[1]).

Seguindo a sugestdo do INMETRO, o Departamento
de Ensaios e Apoio Laboratorial (DEAL) da Companhia
Riograndense de Saneamento (CORSAN) iniciou a
validagdo dos métodos analiticos do seu escopo de
acreditagdo. A primeira metodologia validada pelo
laboratdrio foi o procedimento interno denominado “FQ 009
— Determinacdo de Caélcio — Método Titulométrico do
EDTA — Complexometria” baseado no método nimero 3500
Ca B do livro “Standard Methods: for the examination of
water and wastewater, 21th ed.”, publicado em 2005[3].

2. OBJETIVO:

Este trabalho tem por objetivo, por meio do rigor
metroldgico, a validacdo da metodologia para a
Determinagéo de Calcio em Aguas (Standard Methods 3500
Ca B), com a seguinte alteragdo no método original:

e Uso de solucdo padrdo de EDTA 0,0050 mol L™,

3. METODOS:

Segundo Albano e Raya-Rodriguez[4], e confirmado
por INMETRO (2010)[5] os passos necessarios para a
Validagdo de Métodos Laboratoriais incluem o estudo dos
seguintes parametros, requeridos como evidéncia objetiva
deste processo:

e Seletividade;

e Linearidade;

e Sensibilidade
Quantificacdo);

e Precisdo (Repetitividade e Reprodutibilidade);

e Exatiddo (Percentual de Recuperagdo, Z-score
Intralaboratorial e Z-score Interlaboratorial);

(Limites de Deteccdo e



e Estabilidade (Cartas de Controle para: Valores
Individuais, Amplitude Mével, Médias e Desvio
Padrdo;

e Robustez;

e Incerteza de Medicdo.

Cada avaliagdo prevé diversos testes, através de
titulagBes de padrBes e/ou amostras reais fortificadas com
padrdes com valores conhecidos.

3.1 Seletividade: A seletividade de um método
analitico € a capacidade do mesmo ser indiferente a presenca
de interferentes na amostra que possam vir a mascarar a
determinacdo do analito em estudo.

Uma das maneiras de avaliar a seletividade é através de
adicdo-padrdo. Este método é utilizado quando ndo ¢é
possivel obter a matriz isenta da substncia de interesse.
Neste caso é feita uma curva analitica com adi¢do da
substancia de interesse na matriz e comparada com uma
curva analitica sem a presenca da matriz.

A seletividade foi avaliada segundo Albano e Raya-
Rodriguez[4] para as trés matrizes de trabalho do laboratério
(Agua bruta, &gua tratada e agua subterrdnea — pogo) no
intervalo de 1 a 80 mg Ca*" L™. O ensaio foi conduzido para
toda a faixa' sendo analisadas 05 (cinco) aliquotas de 50 mL
do padrdo, para cada concentracdo da faixa a ser utilizada.

3.2 Linearidade: A linearidade do procedimento
analitico é a capacidade de produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo do analisado na
amostra, em uma faixa de concentragdo. A faixa linear é
definida como a faixa de concentracbes na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e €,
normalmente, expressa nas mesmas unidades do resultado
obtido pelo método analitico.

A linearidade foi avaliada segundo Albano e Raya-
Rodriguez[4] no intervalo de 1 a 100 mg Ca®" L™.

3.3 Sensibilidade: A Sensibilidade de um método pode
ser avaliada através das seguintes ferramentas: Célculo do
Limite de Detec¢do do Método (LDM) e Célculo do Limite
de Quantificagdo do Método (LQM).

O Limite de Deteccdo do Método (LDM) é a
concentracdo do constituinte que, quando submetida a uma
determinada metodologia, produz uma resposta que com
99% de probabilidade dista do branco, ou seja, representa a
mais baixa concentragdo do analito em ensaio que pode ser
detectada com uma dada confiabilidade. Enquanto, o Limite
de Quantificacdo do Método (LQM) é a concentragdo de
constituinte que produz uma resposta com o minimo de
precisdo e exatiddo para a reproducdo de uma metodologia.

! A faixa de concentracdo apresentada foi escolhida, pois é a que melhor
representa a realidade de amostras analisadas em nosso laboratorio.

Os célculos do LDM e LQM foram realizados
conforme metodologia interna do laboratério através do
ensaio de uma solucdo padrdo de 0,10 mg Ca®* L™. Os
resultados devem ser tabulados e se realiza os célculos da
média (%) e do desvio padrdo (s). Os dados de média e
desvio padréo séo utilizados nas formulas (1) e (2).

LDM = x + (3,14 * s) 1)

LQM = X + (10 * s) 2

3.4 Precisdo: A precisdo expressa o grau de dispersao
entre as medicBes independentes a partir de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padrbes sobre condigdes
definidas. A precisdo contempla dois niveis: a
Repetitividade e a Reprodutibilidade.

A Repetitividade é o grau de concordancia entre os
resultados de medicBes sucessivas de um mesmo
mensurando efetuada sob as mesmas condices de medicéo,
ou seja, mesmo procedimento, mesmo observador (técnico),
mesmo instrumento  (equipamento), mesmo local e
repeticdes em curto periodo de tempo. Enquanto que a
Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os
resultados de medicBes de um mesmo mensurando efetuada
sob condicBes variadas, que podem incluir condicGes
alteradas de analista, equipamento, local, tempo (dia da
analise), marca dos padroes.

A repetitividade e a reprodutibilidade foram avaliadas,
segundo Albano e Raya-Rodriguez[4], (Repetitividade —
Decisdo 657; Reprodutibilidade Intralaboratorial — Diretiva
657) através de fortificagdes de 1,0; 2,0 e 3,0 mg Ca*" L™
nas trés matrizes de trabalho do laboratorio. As variacdes
das caracteristicas ocorridas no teste de reprodutibilidade
foram: variagdo de analista e variacdo de equipamento
(titulador automatico).

3.5 Exatiddo: E o grau de concordancia entre o
resultado de uma medicdo e um valor verdadeiro do
mensurando.

A exatiddo pode ser avaliada pelos seguintes testes:
Percentual de Recuperacdo, Z-score Interlaboratorial e Z-
score Intralaboratorial.

O Percentual de recuperagdo foi avaliado através do
preparo de solugdes padrdo de célcio, material de referéncia
(MR), em um total de 03 (trés) solucbes, com concentragdes
crescentes do MR, no intervalo de 1 a 100 mg Ca®* L™. Foi
analisado um total de 03 (trés) aliquotas de 50 mL do
padrdo, para cada concentracao.

Avaliacdo do Z-score Interlaboratorial: Caso ocorra
alguma oportunidade de participagdo em um Programa de
Proficiéncia de Ensaio durante a execugdo dos testes de
validacéo a avaliagdo de desempenho do Z-score podera ser
incluida.

A Avaliacdo do Z-score Intralaboratorial foi realizada
segundo Albano e Raya-Rodriguez[4], considerando que



ndo existe valor de referéncia conhecido. Trés analistas
analisaram 06 (seis) aliquotas de 50 mL de uma solucdo
intermediéria com aproximadamente 10 mg Ca®* L™.

3.6 Estabilidade: E o quanto um determinado analito
varia ao longo de um determinado periodo de tempo. E
possivel também avaliar a estabilidade de equipamentos de
medicdo.

A estabilidade podera ser avaliada através dos
seguintes tipos de Carta de Controle: Carta de Controle para
Valores Individuais, Carta de Controle para Amplitude
Mével, Carta Controle para Médias, Carta de Controle para
Desvio Padréo.

Os quatro modelos de Carta de Controle foram
construidas segundo Albano e Raya-Rodriguez[4] para
solucBes padrdo de calcio com concentragdes de 5,0 e 50,0
mg Ca®* L™

3.7 Robustez: Robustez é a susceptibilidade de um
método analitico em responder a pequenas alteragdes das
condicBes experimentais as quais podem ser: condigdes de
armazenamento, ambientais, preparo de amostra ou outra
pequena alteragéo.

A robustez sera avaliada segundo Albano e Raya-
Rodriguez[4] na qual se sugere duas alteracdes em dois
niveis. Neste caso, ocorreu a variacdo da marca e/ou lote do
padrdo e a variagdo do instrumento para a medida da
amostra (pipeta volumétrica e proveta, ambas calibradas e
de 50 mL).

3.8 Incerteza de Medicdo: O calculo para estimativa
da incerteza de medig&o foi realizado segundo procedimento
interno do laboratério seguindo critérios dispostos no
Standard Methods[3], INMETRO (2003)[6] e no Guia
Eurachem[7].

4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1 Seletividade: Na seletividade deve-se avaliar se o
Fa < Fu € se as curvas de calibracio possuem R?
(Coeficiente de Determinacdo) maior que 0,99. Na Tabela 1
sdo apresentados os resultados para os diferentes tipos de
matrizes em estudo, sabendo que o F, para 05 (cinco) vias
na construcao da curva de calibracao é igual a 6,388[4]:

Tabela 1: Resultados obtidos para o teste de Seletividade.

Matriz F calculado R’
Agua Deionizada - 0,9999
Agua Bruta 1,1740 0,9999
Agua Tratada 1,4614 0,9980
Agua Subterranea — Pogo 1,2019 0,9999

Assim, estes resultados demonstram que o método é
seletivo.

4.2 Linearidade: Na linearidade deve-se avaliar se 0
R? (Coeficiente de Determinac&o) é maior que 0,99 e se
grafico de “Perfil dos Residuos” possui uma ordem aleatéria
na distribuicdo dos residuos de regressdo. As Figuras 2 e 3,
respectivamente, apresentam a curva de calibracdo e o
gréafico dos residuos de regressao:
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Figura 2: Gréfico da Linearidade (Curva de Calibragao), que
demonstra um R? = 0,9999.
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Figura 3: Gréfico do Perfil dos Residuos de Regressao.

Assim, estes resultados demonstram que o método é
linear para a faixa de trabalho estudada.

4.3 Sensibilidade: Com a utilizacdo da solugéo padréo
de 0,10 mg Ca*" L™ obteve-se os seguintes valores para
LDM e LQM:

e LDM=014mgcCa®Le
e LQM=0,21mgCa® L™

4.4 Precisdo: Na precisdo se avaliou os testes de
repetitividade e de reprodutibilidade.

O critério de aceitacdo para a repetitividade é CV <
CVy, onde CV é o Coeficiente de Variagdo e CVy é 0
Coeficiente de Variagdo de Horwitz. A Tabela 2 apresenta



os resultados obtidos para CV e CVy nas trés matrizes
estudadas:

Tabela 2: Resultados obtidos para o teste de Repetitividade.

Faixa de
Matriz Concentragao (CO:/V) %oy;'
(mg Ca® LY 4 N
6,862 0,69 4,23
Agua Bruta 7,993 058 | 414
8,807 0,65 4,08
23,184 0,11 3,52
Agua Tratada 23,984 0,39 | 351
24,709 0,13 3,49
Agua 26,009 0,06 3,46
Subterranea — 26,804 0,10 345
Poco 28,004 0,27 3,43
Assim, estes resultados demonstram que a

repetitividade do método ¢é satisfatoria.

O critério de aceitacdo do estudo de reprodutibilidade é
a obtencdo de um CV < que 10 %. A Tabela 3 apresenta os
resultados para CV nas trés matrizes estudadas:

Tabela 3: Resultados obtidos para o teste de Reprodutibilidade.

V.V.C. utilizado cv

Matriz na Fortificacdo Conjunto %)
(mg Ca2+ Ll) ( o

1,00 1,76

2,00 “An1”/“EqA” | 2,32

3,00 1,39

1,00 1,00

2,00 “An1”/“EqB” | 1,34

A 3,00 1,37

Agua Bruta 1,00 1.20

2,00 “An2”/“EqA” 1,53

3,00 0,70

1,00 1,09

2,00 “An2”/“EqB” | 1,27

3,00 0,58

1,00 0,49

2,00 “An1”/“Eq A” | 0,20

3,00 0,35

1,00 0,53

2,00 “An1”/“EqB” | 0,38

< 3,00 0,16

Agua Tratada 1,00 0.60

2,00 “An2”/“EqA” | 0,44

3,00 0,50

1,00 0,86

2,00 “An2”/“EqB” | 0,55

3,00 0,54

1,00 0,15

2,00 “An1”/“EqA” | 0,12

3,00 0,12

1,00 0,18

Agua 2,00 “An1”/“EqB” | 0,08

Subterranea — 3,00 0,17

Poco 1,00 0,34

2,00 “An2”/“EqA” | 0,35

3,00 0,41

1,00 0,67

2,00 “An2”/“EqB” | 0,63

3,00 0,20

Onde: V.V.C. = Valor Verdadeiro Convencional; An. = Analista; Eq.
= Equipamento.

Assim, estes resultados demonstram que a
reprodutibilidade do método é satisfatéria. E, também, que o
método é preciso.

4.5 Exatiddo: Na exatiddo se avaliou os testes de
Percentual de Recuperacdo, Z-score Interlaboratorial e Z-
score Intralaboratorial.

O critério de aceitagdo para o teste de percentual de
recuperacdo (%R) foi: 90 < %R > 107. A Figura 4 apresenta
0s resultados obtidos:

Critério de Aceitagdo: 90 a 107 %

Percentual de Recuperagao

82

Concentracéo (mg Ca®- L)

Figura 4: Resultado do teste de Percentual de Recuperagéo.

Para o teste de Z-score Interlaboratorial se avaliou as
participacGes nas duas rodadas do Programa de Ensaios de
Proficiéncia em Andlises Ambientais promovido pela
RMRS ao longo do ano de 2010, onde o parametro célcio
foi avaliado em Efluentes[8]. A Tabela 4 apresenta 0s
resultados de Z-score obtidos pelo nosso laboratério e
também os critérios de avaliacdo utilizados pelo provedor.

Tabela 4: Resultados obtidos para o teste de Z-score Interlaboratorial.

Rodada Z-Score
Primeira 0,647
Terceira - 0,146

Critério: z <|2,00| — Resultado Satisfatério
[2,00] < z < [3,00] — Resultado Questionavel
[3,00] < z — Resultado Insatisfatério

Para o teste de Z-score Intralaboratorial o critério de
aceitagdo foi o mesmo utilizado pelo provedor de programas
de proficiéncia RMRS, apresentado no teste de Z-score
Interlaboratorial. A Figura 5 apresenta os resultados obtidos
para o teste de Z-score Intralaboratorial.
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Figura 5: Resultados obtidos para o teste de Z-score Intralaboratorial.

Como os resultados para os testes de percentual de
recuperacdo, z-score Intralaboratorial e Interlaboratorial
foram satisfatdrios pode-se afirmar que o método é exato.

4.6 Estabilidade: A estabilidade foi avaliada através da
visualizagdo das Cartas de Controle do Método aplicadas
nas concentraces 5,0 e 50,0 mg Ca®* L™ em um periodo
aproximado de 4 meses, com um total de 20 medicdes,
divididas entre quatro analistas treinados no ensaio.

O critério de aceitacdo para os testes de estabilidade
foram que nenhuma caracteristica abaixo citada possa
OCOrrer:

e Pontos fora dos Limites Superiores de
Controle (LSC);

e Pontos fora dos Limites Inferiores de Controle
(LIC);

e 7 (sete) pontos ascendentes;

e 7 (sete) pontos descendentes;

e 7 (sete) pontos acima ou abaixo da linha
central (linha média).

As Figuras 6 a 9 apresentam, respectivamente, as
Cartas de Controle para Valores Individuais, para Amplitude
Mével, para Médias e para Desvio Padrao do padrdo de 50,0
mg Ca®* L™
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Figura 6: Carta de Controle para Valores Individuais — Padrao 50,0 mg
Ca®" L™
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Figura 8: Carta de Controle para Médias — Padrdo 50,0 mg Ca*" L.
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Figura 9: Carta de Controle para Desvio Padrio — Padr&o 50,0 mg Ca®* L™

Como os quatro modelos de carta de controle
apresentados atendem os critérios estabelecidos, pode-se
afirmar que o método é estavel.

4.7 Robustez: Para se avaliar a Robustez do método se
fez necessario comparar o resultado do Desvio da Robustez
(Sr) com o Desvio da Reprodutibilidade (o,,), obtido
anteriormente. Assim, o critério de aceitacdo para o teste de
robustez é Sr < (G,,). A Tabela 5 apresenta estes resultados
comparativos.



Tabela 5: Resultados obtidos para o teste de Robustez.
Tipo de Desvio Resultado
Sr 0,1933

(@,,) - Agua Bruta 0,1120
(7,,) — Agua Tratada 0,4043
(o) — Agua Subterranea — Pogo 0,1951

Considerando o Desvio da Reprodutibilidade em Agua
Tratada e Agua de Pogco como os piores casos, pode-se
afirmar que o método é Robusto.

4.8 Incerteza de Medicdo: Apds levantamento das
fontes de incerteza para o ensaio titulométrico de célcio em
aguas, pode-se estimar os valores da incerteza expandida do
ensaio, para um nivel de confianca de 95%. A Tabela 6
apresenta os valores de incerteza de medicdo para diversas
concentragdes de calcio em amostras reais.

Tabela 6: Valores obtidos para a Estimativa da Incerteza de Medicao do
ensaio Titulométrico de Célcio em Aguas.

Concentracao Incerteza de
(mg Ca** LY Medig&o
1,00 0,39
5,00 0,78
10,00 1,03
20,00 1,70
50,00 3,96
80,00 6,43
100,00 7,97

5. CONCLUSOES:

O método encontra-se validado, apresentando precisdo
e exatiddo satisfatérias. Os resultados obtidos para os
parametros considerados para a validacao foram:

o Seletividade: o método se mostrou seletivo
para as trés matrizes em estudo;

e Linearidade: o método mostra-se linear para
toda a faixa estudada, com R? = 0,9999;

e Sensibilidade: o método apresentou limites de
deteccdo e quantificagdo iguais a 0,14 e 0,21
mg Ca®* L™, respectivamente;

e  Precisdo: o método apresentou repetitividade e
reprodutibilidade satisfatorias;

o Exatiddo: o método apresentou percentual de
recuperacdo de 98,35 < %R > 100,67; Z-score
Interlaboratorial e Intralaboratorial < |2,00];

e Estabilidade: os quatro modelos de carta de

controle do método ndo apresentaram
tendéncias nem pontos fora dos limites de
controle;

e Robustez: 0 método apresentou um desvio de
robustez (Sr) de 0,1933, o qual € inferior aos
desvios de reprodutibilidade (a;,,) para agua
de poco e tratada;

e Incerteza de Medicdo: o método apresenta
contribuicbes proximas a 10% do valor
verdadeiro quando esta proxima dos limites de
quantificacdo e tem seu impacto reduzido

quando comparada a altas concentracbes do
analito.

Assim, pode-se concluir que a alteracdo na
metodologia normalizada do livro Standard Methods néo
gerou resultados invalidos na determinacéo de célcio em
aguas pelo método titulométrico do EDTA.
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