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RESUMO

A validacdo de um método normalizado garante confiabilidade analitica de acordo com a NBR
ISO/IEC 17025 (INMETRO, 2017). Esta norma acredita a confiabilidade de um resultado
emitido por laboratérios de ensaios e calibragdo, evidenciando que modificacGes e alteracdes
na metodologia normalizada ndo alterem o objetivo geral do método. De acordo com
INMETRO (2018) os passos necessarios para a Validacdo de Métodos Laboratoriais incluem o
estudo das seguintes figuras de meérito: Seletividade; Linearidade; Sensibilidade; Precisao;
Exatiddo; Estabilidade; Robustez; Incerteza de Medigdo. A avaliagdo de cada parametro de
desempenho requer diversos ensaios analiticos, através da utilizacdo de padrbes e/ou amostras
reais fortificadas com padrbes de valores conhecidos e posterior analise estatistica. Este
trabalho apresenta os testes realizados a fim de validar as alteragdes realizadas no método
colorimétrico para determinacéo de fluoretos em &gua tratada, descrito segundo a metodologia
n® 4500 F D descrita no livro Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
(APHA, 2017)

PALAVRA-CHAVE: fluor; fluoretacdo; cérie; fluorose; validacdo; SPADNS; fluoreto.
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INTRODUCAO

A aproximadamente um século o fluor vem sendo utilizado na odontologia sendo
considerado um dos instrumentos de maior importancia visando o controle da cérie,
contudo muito se discute sobre a sua forma de atuacédo e indicagdo (ELY, 1998). Este
elemento pode estar presente na agua naturalmente em diferentes concentracfes que

variam de acordo com cada regiao.

A fluoretacdo é a adi¢do controlada do composto na agua de abastecimento publico
a fim de aumentar sua concentracdo, atuando na prevencao da carie dentaria. A adicédo
deve ser controlada pois em altas concentracfes o flior causa toxicidade para o ser
humano, podendo causar a fluorose dentaria e em baixas concentracBes a carie ndo e

prevenida.

Considerando todos os fatores que envolvem a fluoretacdo, mais importante que
adicionar o fluor na dgua de abastecimento é controlar todo o processo, a fim de que a
agua se apresente realmente com teores adequados de flior (NARVAI, 2001). Desta
forma a metodologia 4500 F — Método D do livro Standard Methods for the Examination
of Water and Wasterwater, editado pela American Public Health Association, é uma
forma rapida e precisa de controlar esse processo de fluoretacdo, porém a metodologia
segundo o procedimento é aplicada para teores de fluoreto de até 1,4 mg/L, nédo
satisfazendo o critério estabelecido pela Portaria de Consolidacdo n°5/2017 que

estabelece como valor maximo permitido 1,5 mg/L de F para aguas tratadas.

Se um método existente for modificado para atender aos requisitos especificos ou
um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve se assegurar de que as
caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos para as operacdes
analiticas pretendidas. Para meétodos modificados (normalizados ou ndo) ou
desenvolvidos pelo laboratorio, existe uma serie de parametros a serem avaliados para

garantir a adequacdo do método ao uso pretendido (INMETRO, 2018).

Dentre os parametros da validacdo citam-se: seletividade, garantia que o analito é
quantificado sem sofrer a interferéncia de outros componentes da matriz; o limite de
deteccdo que € a menor quantidade de analito que pode ser detectada mas nédo
necessariamente quantificada; o limite de quantificacdo, parametro este que fornece a

menor quantidade de analito que pode ser quantificado com precisdo e exatidao



satisfatorias; faixa de trabalho onde numericamente os resultados ficardo contidos e o
resultado esperado se situe no meio desta faixa, linearidade do método observada pela
proporcionalidade entre a concentracdo e o sinal fornecido; a sensibilidade, referente a
variacdo do sinal obtido em relagdo a variacdo da concentracdo e deve ser a melhor
possivel; a exatiddo é o quanto as concentracdes obtidas estdo de acordo com uma
concentracdo de referéncia tida como verdadeira e a precisdo que esta relacionada com a
variabilidade dos resultados levando-se em consideracdo, tempo, local e diferentes
analistas (INMETRO, 2018).

Sendo assim, esta pesquisa se propde a validar a metodologia 4500 F — Método D do
Standard Methods 23° edicdo, aumentando a concentracdo maxima do método para 2
mg/L em concordancia com a Portaria de Consolida¢do n° 5 do Ministério da Salde.
Foram realizadas pesquisas na literatura sobre a existéncia do tema em questdo onde nao
foi encontrado nenhuma pesquisa similar. As buscas foram realizadas nas plataformas
Capes, Scielo e Google Académico do ano de 2015 até 2019, com as seguintes palavras-

chaves: validagdo, fluoretos, agua, SPADNS.

Desta forma, sera possivel realizar o controle do processo de fluoretacdo de forma
rapida e segura utilizando a metodologia SPADNS de forma que esta atenda o limite
maximo permitido pela Portaria de Consolidac¢&o n°® 5 do Ministério da Saude?



FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O ELEMENTO QUIMICO FLUOR

O elemento quimico fluor (F), do latim fluere cujo significado é fluir € o mais
eletronegativo e reativo de todos os elementos da tabela periddica, ocupando o grupo dos
halogénios. Na CNTP o fluor é um géas corrosivo de coloragdo amarelo pélido, fortemente

oxidante.

O fldor sempre se encontra combinado na natureza e tem afinidade por muitos
elementos, especialmente o silicio. Em solugcdo aquosa de seus sais, 0 elemento apresenta-
se normalmente na forma de ions fluoretos F-, podendo também apresentar outras formas,

como os complexos [FeF4]-, ou 0 HoF".

Em 1771 o flbor foi descoberto por Carl Wilhelm Scheele, porém devido a sua alta
reatividade este elemento so6 foi devidamente isolado em 1886 por Henri Moissan. Porém
bem antes de sua descoberta existem relatos de experimentos realizados com o &cido
fluoridrico por Carl Wilhelm Scheele, Humphry Davy, Gay-Lussac, Antoine
Lavoisier e Louis Thenard. Entre os experimentos, pode-se citar o uso do mineral fluorita

tratada com &cido para realizar marcagdes em vidros.

O flbor € o halogénio mais abundante da crosta terrestre, com uma concentragdo de
950 ppm, ja na 4gua do mar a concentracdo em média é de aproximadamente 1,3 ppm.
Os minerais mais importantes sdo a fluorita, CaF», a fluorapatita, Cas(POa)3F e a criolita,
NasAlFe. (APHA, 2017)

O fluor é bastante toxico, de maneira que para uma exposicao diaria de oito horas, a
concentracdo maxima permitida do gas na atmosfera é de 0,1 ppm. Para HF, esse valor é
de 2-3 ppm, enquanto para 0 HCN é de 10 ppm. Entretanto, quando ingerido em
concentragOes inferiores a 1 ppm, os ions fluoreto conferem uma excelente protegdo aos
dentes contra as caries. (PEIXOTO, 1998)



10

2.1.1 Fllor x carie dentéaria

A carie dental representa um grave problema na satde bucal coletiva afetando
grande parte da populacdo. E uma afeccdo causada pela aco de enzimas liberadas por
certas bactérias, presentes na cavidade bucal, que agem sobre residuos agucarados,
fermentando-os, formando &cidos que desmineralizam o esmalte, tornando o dente
vulneravel a cavitacdo (BUENDIA, 1996).

O fluor atua nos tecidos mineralizados do corpo e 0 seu uso adequado traz
beneficios para a integridade 0ssea e dentaria. Desta forma acreditou-se durante certo
tempo que a prevencdo decorresse da capacidade que esse ion teria de formar fluorapatita,

em vez de hidroxiapatita, no processo de formacao dos prismas do esmalte dentério.

Porém com o passar do tempo constatou-se que o mecanismo pelo qual o fluor
confere maior resisténcia ao esmalte dentario ocorre na superficie dessa estrutura, ao
longo de toda a vida, por meio de sucessivos episodios de desmineralizacdo e
remineralizacdo superficial desencadeados pela queda de pH decorrente da producéao de
acidos a partir dos carboidratos. (BRITO et al., 2016)

O fluor mantido na cavidade bucal é capaz de interferir na prevencédo da cérie e,
embora ndo impega iniciacdo da doenca, ele é extremamente eficiente em reduzir sua
progressao. Desse modo, um dos desafios da atualidade esta relacionado em como obter
uma exposicdo adequada ao fluor de forma a garantir os beneficios da reducdo de cérie.
(CURY, 2001)

A ingestdo de fluor em dosagens recomendadas pela legislacdo é benéfica.
Entretanto, sua eficacia fica comprometida quando ingerido em baixas dosagens. Por
outro lado, o fldor consumido em excesso apresenta toxidade aguda ou crénica. Desta
forma evidencia-se a importancia da adicdo de fluoreto no processo de tratamento de
agua, pois esta é uma das principais fontes de subsisténcia humana encontrando-se

disponivel em abundéncia na natureza.
2.1.2 Agua fluoretada

Toda agua contem fltor em variadas concentragcfes, como por exemplo a 4gua do

mar que contem niveis de concentracdo que variam entre 0,8 a 1,4 mg/L. Em lagos e rios
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a concentracdo é inferior a 0,5 mg/L. No entanto, devido a sua importancia para a satde
bucal da populacdo, em 1974, a Lei Federal n° 6.050 tornou obrigatoria a adicdo de
fluoretos a 4gua de consumo humano, sendo estabelecido em 1975 pela Portaria n° 635,
os padrdes para a operacionalizagdo da medida, incluindo os limites recomendados para
a concentracao do fluoreto em razdo da media das temperaturas diarias, de acordo com a

tabela 1 abaixo:

Tabela 1 — Concentracéo de fluoreto recomendada na dgua de beber em relagéo a temperatura média
da cidade

Média das temperaturas maximas Limites recomendados para as concentragdes de ion
diarias do ar (°C) fluoreto
Minimo Maximo Otimo

10,0 - 12,1 0,9 1,7 1,2
12,2 -14,6 0,8 1,5 1,1
14,7 -17,7 0,8 1,3 1

17,8-21,4 0,7 1,2 0,9
21,5-26,3 0,7 1 0,8
26,4-32,5 0,6 0,8 0,6

Fonte: Portaria n° 635/Bsb de 26 de dezembro de 1975

No ano de 2000, com a publicacdo da Portaria n°® 1.469, foi definido o teor de
1,5mg/L de fluoreto como valor maximo permitido (VMP), e a concentracdo de fluoreto
passou a ser um parametro importante na avaliacdo da qualidade das &guas de consumo,
que dependendo da concentragdo podera prevenir a carie ou provocar a fluorose dentaria,

considerado um efeito colateral indesejado (BRITO et al., 2016)

Atualmente a Portaria de Consolidagdo do Ministério da Saude n° 5/17 estabelece
o controle e vigilancia da qualidade da dgua potavel, distribuida coletivamente por meio
de sistema ou solucdo alternativa. O monitoramento da qualidade da dgua é realizado pela
vigilancia (poder publico) e pelo controle (sistemas de abastecimento de agua), sendo de
fundamental importancia que os niveis de concentracdo de flior na dgua potavel estejam

dentro dos parametros aceitaveis para consumo humano.
2.1.3 Fluoretacao das aguas

A fluoretacdo na agua de consumo humano é uma medida obrigatoria e efetiva
que reduz de 50% a 60% a prevaléncia de céries na populacdo. Segundo Portaria n°
635/Bsh, de 26 de dezembro de 1975, a concentracdo em mg/L recomendada de ion

fluoreto nas aguas de abastecimento publico ¢ obtida pela equagéo (1):
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22,2

C (mg/L) = == 1)

E

Onde:

E=10,3+0,725T
T = média de Temperatura méaxima diaria observada durante um periodo minimo de 1
ano (recomendado 5 anos) em graus centigrados (tabela 1).

A maior ingestdo de agua se da nas regides mais quentes explicando desta forma
as menores faixas de concentracdo em temperaturas mais altas. Alguns compostos de
fldor sdo utilizados no processo de fluoretacdo que de acordo com a Portaria n° 635/Bsh
de 26 de dezembro de 1975 sdo: o Fluoreto de Célcio ou Fluorita (CaF>); Fluossilicato de
Sodio (NazSiFs); Fluoreto de sodio (NaF); Acido Fluossilicico (H2SiFs).

Os fluoretos presentes na dgua de consumo trazem beneficios e maleficios para a
populacdo, pois o fllor € essencial para a formacdo da resisténcia do esmalte a carie
dentaria, porém em baixas concentracdes 0 mesmo nao previne a carie € em excesso

favorece o desenvolvimento da fluorose dentaria.(BRASIL, 2010)

Segundo Martins, Fortes e Sampaio (2010) a fluoretacdo das aguas de
abastecimento publico tornou-se o melhor agente na prevencdo de cérie dentaria,

reduzindo aproximadamente 60% de sua incidéncia no Brasil.

2.2 DETERMINACAO DE FLUORETO EM AGUA

Segundo o livro Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater,
editado pela American Public Health Association (APHA, 2017) ha quatro metodologias
para determinacdo fluoretos em agua. Entre elas estdo o método do eletrodo (4500 C)
adequado para concentracdes que variam de 0,1 mg/L a 10 mg/L. O método SPADNS
(4500 D) tendo um alcance analitico de 1,4 mg/L. O método complexo automatizado
(42599 E) adequado para concentragdes de 0,2 mg/L a 2 mg/L. A cromatografia de ions
(4500 F) pode ser um método aceitavel se eluentes mais fracos forem usados para separar
fluoreto de picos interferentes. (APHA, 2017)

Método SPADNS

O método espectrofotométrico baseia-se em reagédo similar a da alizarinazirconio,
utilizando o reagente [s6dio 2-(parassulfofeniazo)-1,8-1111dihidroxi-3,6-naftaleno

dissulfonato] (SPADNS). As cores produzidas por esta reacdo envolvem os matizes do
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vermelho. Uma das principais vantagens do método SPADNS ¢é que a reacdo € quase
instantanea. (FERREIRA e BENEDET, 1999)

Este método é utilizado para a determinacgéo de fluoreto em agua em um intervalo
de 0 & 1,4 mg/L por espectrofotometria na regido do visivel. E baseado na reagéo entre o
anion fluoreto e uma laca de corante-zirconio. (APHA, 2017)

O fluoreto reage com a laca de corante provocando sua dissociagao formando um
complexo incolor do anion hexafluorozirconato(IV) (ZrFe*). Desta maneira a
determinacdo do fluoreto é feita pela medida do grau de descoloracédo da solugédo contendo
o corante (SPADNS). (APHA, 2017)

Por ser a medida realizada espectrofotometricamente a presenca de cor ou turbidez
nas amostras sdo interferentes e precisam ser removidas antes das analises. Cloro livre
também interfere e deve ser eliminado por reducdo com solucdo de arsenito de sodio.
(APHA, 2017)

Como outros possiveis interferentes da técnica tem-se que a alcalinidade acima de
5000 mg/L, os metais aluminio e ferro, assim como a presenca do anion sulfato
promovem um erro negativo no método. Anions cloreto, fosfato e hexametafosfato

produzem um erro positivo (tabela 2).

Tabela 2: Possiveis interferentes na determinacéo de fluoreto pelo método SPANDS (APHA, 2017)

INTERFERENTES Concentragdo (mg L)

Alcalinidade 5000
AlR* 0,1

CI 7000
Ferro 10

Hexametafosfato 1

PO4* 16

SO4= 200

2.3 VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS E A NBR ISO/IEC
17025:2017
A validacdo é uma das etapas do desenvolvimento de um método e tem como

objetivo principal eliminar erros nos processos de amostragem e manuseio de amostras,
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de maneira que através da avaliacdo de figuras de mérito como sensibilidade, seletividade,
robustez, entre outras, pode-se confirmar ou ndo a adequabilidade de um método

proposto.

Segundo Raya-Rodriguez e Albano (2015) validar métodos laboratoriais é estar
com o objetivo voltado para a confiabilidade analitica do método escolhido ou
desenvolvido. De acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, “validagdo de
métodos é a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que 0s

requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos”.

O 6rgdo acreditador brasileiro (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial — INMETRO) sugere aos laboratérios acreditados a norma NBR
ISO/IEC 17025 a necessidade de validar métodos analiticos reconhecidos
internacionalmente como, por exemplo, bibliografias como o Standard Methods, quando
se evidencia pegquenas mudancas na metodologia ou para confirmar o comportamento do

processo.

De acordo com o DOC-CGCRE 008 (2018):

Se um método existente for modificado para atender aos requisitos especificos,
ou um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve se
assegurar de que as caracteristicas de desempenho do método atendam aos
requisitos para as operagdes analiticas pretendidas. Para métodos modificados
(normalizados ou ndo) ou desenvolvidos pelo laboratério, existe uma série de
pardmetros a serem avaliados para garantir a adequacdo do método ao uso
pretendido. [...] O laboratério deve definir os parametros de validacdo que
melhor evidenciem a adequacdo do método ao uso pretendido. (INMETRO,
2018)

As figuras de mérito avaliadas para a validacdo de métodos laboratoriais incluem
0 estudo dos seguintes parametros de desempenho requeridos como evidencia de todo o
processo (INMETRO, 2018):

e Seletividade;

Linearidade;
Sensibilidade (limites LDM e LQM);

Exatidao (Tendéncia/Recuperacao);

Preciséo (repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade);
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e Robustez;
e Incerteza de medicéo.
Sendo a robustez um procedimento opcional, todos os demais parametros sao
obrigatorios para métodos quantitativos. A avaliacdo de cada um deles requer diversos
ensaios analiticos, com padrfes ou amostras reais fortificadas de valores conhecidos e

posterior analise estatistica dos dados.

2.4 PARAMETROS DE DESEMPENHO
2.4.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de discriminacéo entre a substancia a ser
analisada e substancias analogas. Dependendo do quanto esta metodologia é indiferente
a presenca na amostra de espécies que poderiam interferir na determinacdo do analito.
(RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015)

Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a
resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo (INMETRO, 2018). Uma das
maneiras de avaliar a seletividade de um método é através da construcdo de uma curva
analitica utilizando a matriz de trabalho como solvente. Baseia-se na comparagdo de uma
curva analitica na presenca e auséncia da matriz (branco) ambas contaminadas com a

substancia de interesse.

Segundo Raya-Rodriguez e Albano (2015) o sinal analitico da espécie de interesse
deve ser isento de interferéncias que possam confundir a sua identificagéo, produzindo

desta forma a ndo confiabilidade do resultado quantitativo.
2.4.2 Linearidade

A linearidade do processo analitico é a capacidade de produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentra¢ao do analito na amostra, em uma faixa de
concentracdo. A faixa linear é definida como a faixa de concentragbes na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e € normalmente, expressa nas mesmas
unidades do resultado obtido pelo método analitico. (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO,
2015)

A faixa de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo entre a menor

concentracdo e a maior concentragdo de analito na amostra para o qual se demonstrou que
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o procedimento analitico tem um nivel aceitavel de precisdo, exatidao e linearidade (ICH,
2005).

Os pontos para obtencdo da curva devem objetivar uma variacdo de 20% em torno
do valor estimado para a substancia mensurada. O nimero de pontos que deve conter uma
curva de calibracdo deve ser de no minimo 5 (LEITE, 1998). A linearidade € obtida por
padronizacdo interna ou externa e formulada como expressdo matematica usada para o
calculo da concentracao do analito a ser determinado na amostra real. A equacédo da reta

que relaciona as duas variaveis é descrita na equacéo (2):
y =a+bx (2

Onde:
y: resposta medida (sinal instrumental como absorbéncia, altura ou area do pico, etc.);
X: concentracao;
a : coeficiente linear (intersecdo com o eixo y, quando x = 0);
b: coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade). (INMETRO, 2018)
A adequabilidade da curva como modelo matematico € indicada através do
coeficiente de regressdo linear (R?). Devem ser mencionados os intervalos de aceitagéo
dos parametros da curva, como por exemplo, R?>0,99 ou r > 0,9. (RAYA-RODRIGUEZ
E ALBANO, 2015)

A linearidade de um método ndo pode ser observada apenas por meio do grafico
dos resultados de resposta em funcdo da concentracdo do analito. Antes de fazer a
regressdo linear, deve ser verificada a auséncia de valores aberrantes (em inglés, outliers)
para cada nivel de concentracdo e a homocedasticidade (igualdade das variancias) dos
dados. (INMETRO, 2018)

A verificacdo da auséncia de valores aberrantes pode ser feita pelo teste de Grubbs
(1SO 5725- 3,1994 e I1SO 5725-2, 1994) ou com base nos residuos padronizados Jacknife
(SOUZA e JUNQUEIRA, 2005) e a homocedasticidade, isto €, homogeneidade da
variancia dos residuos pelos testes de Cochran (ISO 5725-3:1994), de Levene (SOUZA
e JUNQUEIRA, 2005) ou de Brown-Forsythe (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). Deve-se
também avaliar a linearidade por meio do teste F (também conhecido como F-Snedecor)

na andlise da variancia (ANOVA) da regressao

2.4.3 Sensibilidade
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A sensibilidade de um método pode ser avaliada através das seguintes
ferramentas: Céalculo do Limite de Detec¢cdo do Método (LDM) e Calculo do Limite de
Quantificacdo do Método (LQM).

O Limite de Detecgdo do Método (LDM) é definido como a concentragcdo minima
de uma substancia medida, com 95% ou 99% de confianga, que é maior do que zero
(RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015). Ou seja, 0 LDM representa a mais baixa
concentracdo do analito que pode ser detectada com uma dada confiabilidade, porém néo

necessariamente quantificada, sob as condicdes experimentais estabelecidas.

O Limite de Quantificacdo do Método (LQM) representa a menor concentracdo
do analito que pode ser determinada com um nivel de exatiddo e precisdo. E comum
calcular o LQM como a média de uma solug@o em “branco” com uma quantidade minima
de analito adicionado, somando 5, 6 ou 10 desvios padrdo da média da mesma solucao.
Apdbs determinar este limite, 0 mesmo deve ser testado para verificar se a exatiddo e
precisdo sdo satisfatorias neste ponto (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015).

2.4.4 Precisao

A precisdo reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos.
Quanto menor a variabilidade das medidas, maior sera a precisdao e menor sera o erro.
Este erro pode ser expresso pelo desvio padrao (s) da série de valores de um experimento,
ou pelo coeficiente de variacdo (CV) que € o desvio padrdo expresso em percentagem de

acordo com a equacdo (3):
CV=DPR=(DP/CMD)x 100  (3)
Sendo: DP € o desvio padrao;
CMD ¢ a concentracdo média determinada. (INMETRO, 2018)

A repetibilidade (repe) e a reprodutibilidade (repro) sdo parametros estatisticos
relacionados com a precisdo, a qual esta associada com o erro da medi¢do. (RAYA-
RODRIGUEZ E ALBANO, 2015).

A repetibilidade é a maxima diferenca aceitavel entre duas repeti¢bes, quando
tem-se 0 conjunto: mesma amostra, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo

momento, mesmo ajuste e mesma calibracdo. Enquanto a reprodutibilidade € a maxima
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diferenca aceitavel entre dois resultados individuais obtidas no conjunto: amostras
diferentes da mesma amostragem, ou diferentes analistas, ou diferentes equipamentos, ou
diferentes momentos, ou diferentes técnicas, ou diferentes ajustes e calibragdes. (LEITE,
1998)

A reprodutibilidade ndo é executada por um unico laboratério, é obtida quando o
laboratdrio busca a verificacdo do desempenho do seu método em relacdo aos dados de
validacao obtidos por meio de comparages interlaboratoriais. A precisao avaliada no
mesmo laboratorio, com a mesma amostra e 0 mesmo método variando condi¢des como:
analistas, equipamentos ou condi¢Ges ambientais denomina-se reprodutibilidade interna
ou precisdo intermediaria. (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015).

245 Exatidao

Exatiddo é o grau de concordancia entre o resultado de uma medigéo e o valor
verdadeiro de um mensurado. A exatiddo traduz a concordancia dos valores
experimentais e verdadeiros. (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015)

A exatiddo pode ser avaliada pelos seguintes testes: percentual de recuperacdo, Z-

score interlaboratorial e Z-score intralaboratorial.

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser fortificadas com
o0 analito em pelo menos trés diferentes concentragdes (baixa, média e alta) da faixa de
uso do método (INMETRO, 2018). No teste do percentual de recuperacdo (%R) se avalia,
percentualmente, qudo proximo estd o resultado obtido ao se analisar um material de
referencia (MR). A metodologia estatistica do Z-score é usada para a avaliacdo do
desempenho dos laboratérios participantes em programas de ensaio de proficiéncia
realizados interna ou externamente. (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015)

2.4.6 Robustez

A robustez de um método analitico é a capacidade do método em néo ser afetado
por pequenas variagdes nos parametros de execucdo do método. A robustez fornece uma
indicacdo da confianga do método durante uma aplicacdo rotineira (Eurachem, 2014).
Embora seja um parametro opcional no estudo da validagéo, esta técnica aplicam-se a

todas as condi¢cfes experimentais que possam na pratica estar sujeitas a variagdes como:



19

estabilidade dos reagentes, composicdo das amostras, pH, temperatura, entre outros
fatores. (RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015)

2.4.7 Incerteza de medigao

Incerteza de medicdo é um parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos

valores atribuidos a um mensurando com base nas informacoes utilizadas.

A incerteza de medicdo compreende muitos componentes. Alguns deles podem
ser estimados com base na distribuicéo estatistica dos resultados das séries de medicdes
e podem ser caracterizados por desvios padréo experimentais. Os outros componentes,
que também podem ser caracterizados por desvios padrdo, sdo avaliados por meio de
distribuicdo de probabilidades assumidas, baseadas na experiéncia ou em outras
informagdes. (EURACHEM, 2014)
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OBJETIVOS

3.1 GERAL
Realizar a validacdo da metodologia para a Determinacdo de Fluoretos em Aguas

(Standard Methods 4500 F — Método D), com a seguinte alteracdo no método original:

e Aumento da concentracdo limite da metodologia para 2 mg/L ao invés de 1,4
mg/L, atendendo com isso a Portaria de Consolidacdo n°5/2017 que estabelece

como valor méximo permitido 1,5 mg/L de F- para &guas tratadas.

3.2 ESPECIFICOS

e Analisar o ion fluoreto em agua tratada com base no Standard Methods 23° edicdo,
método D.

e Realizar os testes estatisticos para comprovacdo da adequacao do limite maximo
da metodologia para 2 mg/L de fluoreto.



21

METODOLOGIA
Todos os testes foram realizados em um laboratério prestador de servicos que
possui acreditagdo junto a Norma NBR ISO/IEC 17025, logo todos os controles previstos
estdo em funcionamento, como: utilizagdo de procedimentos operacionais padrdes
(POP’s) nos ensaios, controle de documentos, monitoramento das condi¢cdes ambientais,
limpeza e umidade do laboratorio, controle de materiais de referéncia, vidrarias, materiais

rastreados e certificados.

O laboratorio utiliza como referéncia para o ensaio de fluoretos em &aguas a
metodologia n° 4500 F método D descrita no livro Standard Methods for the Examination
of Water and Wasterwater (APHA, 2017) que como citado anteriormente possui uma
faixa linear de 0 a 1,4 mg/L, porém para atender a Portaria de consolidacdo do MS
n°5/2017, que dispde sobre as normas e padrdo de potabilidade da 4gua para consumo
humano, onde relaciona os fluoretos com uma concentra¢do recomendada maxima de
1,5 mg/L, realizou-se o processo de validagcdo da metodologia cumprindo o previsto na
NBR ISO/IEC 17025, item 5.4.5.2. Vale ressaltar que esse valor limite maximo também
é recomendado pelos Guias de Controle da Qualidade da Agua da Organizagdo Pan-
americana de Saude — OPAS, edicdo de 1996.

Desta forma, o processo de validagdo foi realizado aumentando-se o limite
maximo do método para 2 mg/L. O laboratério analisa apenas agua tratada (consumo
humano) portanto os testes relacionados a seletividade do método foram realizados

utilizando-se a matriz de trabalho coletada na torneira situada no préprio laboratério.

As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro de marca
MERCK e modelo Spectroquant Prove 300 devidamente calibrado na faixa de
comprimento de onda utilizada no ensaio, utilizou-se padréo de referéncia certificado de
fluoreto de sédio 1000 mg/L de marca INORGANIC VENTURES, o reagente SPADNS
utilizado no método foi a solucéo pronta contendo &cido cloridrico, oxicloreto de zirconio
(IV) e arsenito de sodio. Os dados foram tratados em Microsoft Office Excel 2010. Os
parametros avaliados foram seletividade, linearidade, sensibilidade, preciséo, exatiddo e
incerteza de medicdo; as secOes 4.1 a 4.6 apresentam a metodologia utilizada no estudo

dos pardmetros de desempenho realizados para esta validag&o.
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4.1 SELETIVIDADE

Avaliou-se a seletividade segundo o0 DOC-CGCRE 008 (2018) para a matriz de
trabalho do laboratério (agua tratada) no intervalo de 0,2 a 2 mg/L . Foram analisadas 3
(trés) replicatas preparadas de modo independente, em 5 (cinco) niveis de concentragdo
(0,2 mg/L; 0,5 mg/L; 1 mg/L; 1,5 mg/L e 2 mg/L) com e sem a adicdo da matriz de

amostra. O procedimento

Primeiramente a amostra de agua tratada deverd ser coletada diretamente da
torneira existente no interior do laboratério. Preparar um padrdo de fluoreto 10 mg/L
dissolvendo-se 1 mL de um padrdo de 1000 mg/ L em um baldo volumétrico de 100 mL.
Preparar a curva analitica conforme tabela 3 na presenca e auséncia de matriz utilizando

dois tipos de solventes: dgua tratada e agua deionizada.

Tabela 3: Preparo de curva analitica para estudo da seletividade.

Ponto (mg L) Baldo Aliquota do Volume de
Volumétrico (mL) Padrdo 10 mg L Solvente (mL)
(mL)

0,2 50 1 49

0,5 50 2,5 47,5
1 50 5 45

1,5 50 7,5 42,5
2 50 10 40

Analisar 3 (trés) vias de cada ponto por tipo de solvente. Registrar os valores em
mg/ L. A partir dos resultados, duas curvas analiticas devem ser plotadas no mesmo
gréafico, considerando a concentragdo do padrido analisado no eixo “x” e a resposta

(Y4

analitica de acordo com a equacao (2) no eixo “y” para cada matriz.

Calcular a regressdo linear e o R? (coeficiente de determinacdo) para as duas
curvas. Considera-se 0 R? igual ao coeficiente de correlacéo (r), ao quadrado. Comparar
as duas curvas analiticas e caso elas sejam paralelas e com coeficientes angulares

préximos, resultados cuja razdo € préxima a 1, pode-se afirmar que ndo hé interferéncia



23

da matriz na determinacao da substancia de interesse. Neste caso, seguir para o teste F,
caso a resposta seja negativa deve-se avaliar os resultados e proceder novas analises. Caso
seja confirmado efeito de matriz, a linearidade, a precisdo e a tendéncia/recuperacédo
também deverdo ser estudadas na matriz (INMETRO, 2018).

Para o teste F, primeiramente deve-se calcular a média dos resultados, o desvio
padrdo (s) entre os resultados e a sua respectiva variancia (s?), sempre considerando cada

ponto de cada curva separadamente. Calcular o F calculado (Fcal) pela equacéo (4).
F = VARIANCIA wmaior / VARIANCIA venor — (4)

Comparar o F tabelado (Ftab) encontrado na “TABELA DE DISTRIBUICAO F”
(Anexo 2) com (n-1) graus de liberdade. No caso, trés vias equivalem a dois graus de
liberdade, logo Ftab = 19 com 95% de confianca. Se Fcal < Ftab, a precisdo das duas

curvas ndo possui diferenca significativa.

Portanto, se Fcalculado < Ftabelado, logo ndo existem diferencas significativas
entre a variabilidade das anélises nas diferentes curvas (com e sem matriz). Esta € uma

indicacdo da seletividade do método.

4.2 LINEARIDADE

A linearidade foi avaliada de acordo com o DOC-CGCRE 008 (2018) em agua
deionizada no intervalo de 0,2 a 2 mg/L. O ensaio foi realizado em toda a faixa onde
foram analisadas 3 (trés) vias dos padrbes preparados, para cada concentracdo da faixa

utilizada.

Primeiramente, preparar um padréo de fluoreto 10 mg/L dissolvendo-se 1 mL de um
padrdo de 1000 mg/ L em um baldo volumétrico de 100 mL. Preparar os pontos da curva

analitica de acordo com a tabela 4, utilizando a 4gua deionizada como solvente.
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Tabela 4: Pontos necessarios para estudo da linearidade

Ponto (mg L) Baldo Aliquota do Volume de

Volumétrico (mL) Padrdo 10 mg L™ Solvente (mL)

(mL)

0,2 50 1 49
05 50 2,5 47,5
1 50 5 45
15 50 75 42,5
2 50 10 40

A partir dos resultados, plotar a curva analitica no gréfico considerando a
concentragdo do padrio analisado no eixo “x” e a resposta analitica de acordo com a

(Y4l

equacao (2) no eixo “y”.

Calcular a regresséo linear e 0 R? (coeficiente de determinagéo) para as duas curvas.
Considera-se o R? igual ao coeficiente de correlagéo (r), ao quadrado. Avaliar o R?, que

deve ser maior do que 0,99 e o r, que também devera ser maior do que 0,9.

Calcular os residuos de regressdo, que sao obtidos através das diferencas entre os
valores medidos e os valores esperados. Plotar estes valores no grafico “Perfil dos
residuos de regressdao”. Analisar o grafico que deve possuir uma ordem aleatoria na sua

distribuicéo.

Verificar a homocedasticidade da distribuicdo dos dados. Aplicar a regresséo linear

adequada e calcular o coeficiente de correlagao (r).

Antes de fazer a regressao linear, deve ser verificada a auséncia de valores aberrantes
(em inglés, outliers) para cada nivel de concentragdo e a homocedasticidade (igualdade
das variancias) dos dados. A verificacdo da auséncia de valores aberrantes pode ser feita
pelo teste de Grubbs (teste G). O célculo de G deve ser executado diminuindo o valor do
possivel outlier da média do conjunto de dados investigados, dividindo esse valor pelo

desvio padréo dos dados investigados. Caso G calculado seja maior do que G tabelado,
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encontrado na “TABELA PARA TESTE DE GRUBBS” (Anexo 3), tem-se evidéncia de
um outlier. Recomenda-se que este valor seja excluido para o célculo da curva de
calibragdo. A homocedasticidade, isto €, homogeneidade da variancia dos residuos, é
executado pelo teste de Cochran. O célculo do teste consiste na divisdo entre a maior
variancia encontrada com a soma do conjunto de variancias. Caso o C calculado seja
maior que o C tabelado, encontrado na “TABELA PARA TESTE DE COCHRAN”

(Anexo 4), a curva € homocedastica.

Portanto, se o coeficiente de determinacdo (R?) for maior que 0,99; o grafico de
“Perfil dos residuos de regressao” possuir uma ordem aleatoria, Geal < Gtab e Ccal <

Ctab, pode-se considerar o método linear.

4.3 SENSIBILIDADE

Os célculos do LDM e LQM foram realizados conforme o DOC-CGCRE 008 (2018)
através do ensaio de uma solucdo padrdo® 0,05 mg/L de F-. Primeiramente preparar 500
mL da Solucdo Padrdo de Fluoreto 0,05 mg/L. Analisar 7 (sete) aliquotas diferentes desta
solucdo. Calcular a média (k) dos resultados e o desvio padrdo (s) amostral das
concentragOes obtidas. Como se trata do branco de amostra com adigdo da menor
concentracdo aceitavel do analito, calcular o LDM multiplicando o valor do desvio padrdo

calculado por 3,14 e somando a zero de acordo com a equacéo (5):
LDM =0+ (3,14 *5s) (5)

No caso de se analisar 7 aliquotas, tem-se 7-1 = 6 graus de liberdade de uma matriz
de branco da amostra com adicdo da menor concentracao aceitavel do analito. Para esses
graus de liberdade, o valor de t unilateral, para 99% de confianga é 3,143 (INMETRO,
2018).

O LQM deve ser calculado multiplicando-se o valor do desvio padrao calculado por

10 e somando ao valor da média de acordo com a equacdo (6):

LQM = % + (10 * 5) (6)

LA solugdo padrao de fluoreto 0,05 mg/L foi escolhida para o calculo de LDM e LQM pois é a menor
concentragdo possivel de ser preparada a fim de se obter respostas analiticas viaveis para os calculos dos
limites de detecc¢do e quantificacdo.
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4.4 PRECISAO

A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram avaliadas segundo o DOC-
CGCRE 008 (2018) e RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO, 2015 através da fortificacdo
de um branco de &gua deionizada nas concentracdes de 0,2; 1,0 e 2,0 mg/L de F. A
variacdo de caracteristicas no estudo da precisdo intermediaria deu-se pela variacdo de

analista.

Portanto, para o estudo de precisdo se a repetibilidade e a precisao intermediaria

forem satisfatorias, pode-se concluir que o ensaio é preciso.
4.4.1 Estudo da repetibilidade

Primeiramente, preparar os pontos para analise conforme tabela 5 utilizando agua

deionizada como solvente a partir de um padréo de fluoreto 10 mg/L.

Tabela 5: Preparo dos pontos para estudo da repetibilidade.

Ponto (mg L) Balao Aliquota do Volume de
Volumétrico (mL) Padrdo 10 mg L™! Solvente (mL)

(mL)
0.2 500 10 490
1 500 50 450
2 500 100 400

Em seguida, analisar 7 (sete) aliquotas de 50 mL de cada ponto. Registrar 0s
resultados. Calcular a média (x), o desvio padrdo amostral (s) dos resultados e o

coeficiente de variagdo (CV) de acordo com a equagéo (3).

Calcular o limite maximo de variagao aceitavel pelo coeficiente de Horwitz (CVH)
através da equacéo (7):

CVH — 2(1—0,5IogC) (7)
Onde C é a concentragdo da substancia em g/g.

De acordo com o DOC-CGCRE 008 (2018) é importante que os laboratorios
estabelecam critérios de aceitacdo para o desvio padréo relativo (DPR), também chamado

de coeficiente de variacdo (CV). Desta forma, neste estudo, além do coeficiente de
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Horwitz analisou-se o critério de aceitacdo segundo a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2016) a qual estabelece o critério de aceitagdo para analito
apresentando razédo de 10 (1 ppm) igual a 11%. Comparar os CV obtidos no estudo nos
3 (trés) niveis com os CVH calculados na formula de Horwitz e estabelecido pelo critério
de aceitacdo AOAC (2016).

Portanto, se 0 CV < CVH e 0 CV < 11 a repetibilidade é satisfatoria.
4.4.2 Estudo da precisao intermediaria

Primeiramente, preparar os pontos para anélise conforme tabela 6 utilizando agua

deionizada como solvente a partir de um padréo de fluoreto 10 mg/L.

Tabela 6: Preparo dos pontos para estudo da precisao intermediéria.

Ponto (mg L1) Bal&o Aliquota do Volume de
Volumétrico (mL) Padrdo 10 mg L™ Solvente (mL)
(mL)
0,2 1000 20 980
1 1000 100 900
2 1000 200 800

Em seguida, o primeiro analista devera analisar 7 (sete) aliquotas de 50 mL de cada
ponto (Analista 1). O outro analista devera repetir 0 mesmo ensaio em mais 7 (sete) vias
de cada ponto (Analista 2).

Em cada ponto devera ser calculado a média relativa aos 14 (quatorze) resultados,
desvio padréo relativo e CV. Portanto, segundo RAYA-RODRIGUEZ E ALBANO
(2015) para a faixa de concentracdo trabalhada, considera-se que exista uma boa

reprodutibilidade intralaboratorial quando todos os valores de CVs sdo menores que 10%.

4.5 EXATIDAO

A exatiddo foi avaliada segundo o DOC-CGCRE 008 (2018) de acordo com o
percentual de recuperacdo (%R). Primeiramente, preparar os pontos para analise
conforme tabela 7 utilizando agua deionizada como solvente a partir de um padrdo de

fluoreto 10 mg/L.



Tabela 7: Preparo dos pontos para estudo da recuperacéo.
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Ponto (mg L) Baldo Aliguota do Volume de
Volumétrico (mL) Padrdo 10 mg L™ Solvente (mL)
(mL)
0,2 500 10 490
1 500 50 450
2 500 100 400

Em seguida, analisar 7 (sete) aliquotas de 50 mL de cada ponto. Registrar os

resultados. Calcular o percentual de recuperagdo (%R) do analito pela equagéo (8).

C1-C2
%R = x 100 (8)
Cc3

Onde:
C1 : concentracdo do analito na amostra fortificada.

C2 : concentracdo do analito na amostra ndo fortificada.

C3: concentragdo do analito adicionado a amostra fortificada.

Comparar o resultado da recuperacdo com o critério de aceitacdo previsto pela

Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2016) o qual estabelece um critério

de aceitacdo na faixa de 80 a 110 % para analito apresentando razdo de 10 (1 ppm).

Portanto caso todas as recuperagdes atendam ao limite especificado na AOAC

(2016), o método cumpre o critério de exatid&o.

4.6 INCERTEZA DE MEDICAO

O célculo para incerteza de medicdo foi realizado segundo RAYA-RODRIGUEZ
E ALBANO (2015) seguindo critérios dispostos no guia EURACHEM (2014). A figura

1 resume as etapas a serem seguidas no calculo de estimativa de incerteza de medicéo.
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Etapa1

Etapa 3

Etapa 4

C=DE

Figura 1: Fluxograma com etapas do processo de estimativa de incerteza de medicdo (EURACHEM,
2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELETIVIDADE

Para a construcdo das curvas analiticas para anélise da seletividade, preparou-
se 3 (trés) vias de 5 (cinco) diferentes concentragdes (0,2 mg/L; 0,5 mg/L; 1,0 mg/L; 1,5
mg/L e 2,0 mg/L) a partir de solucdo padrdo de fluoreto 10 mg/L conforme tabela 3.
Foram comparados o comportamento do analito em &gua tratada com relacdo a dgua

deionizada. Os resultados expressos em mg/L de F sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 6: Resultados obtidos no estudo da seletividade em agua deionizada x dgua tratada.

Ponto (mg L) Agua Deionizada Agua Tratada
0,2 0,18 0,32
0,2 0,19 0,35
0,2 0,21 0,35
0,5 0,45 0,62
0,5 0,44 0,59
0,5 0,45 0,61
1,0 0,93 1,10
1,0 0,92 1,08
1,0 0,94 1,10
15 1,32 1,38
1,5 1,32 1,36
1,5 1,29 1,38
2,0 1,62 1,73
2,0 1,61 1,77
2,0 1,62 1,79

A partir dos resultados obtidos na tabela 6 foi possivel construir a curva analitica
considerando o efeito da matriz agua tratada versus a curva de agua deionizada sem o
efeito da matriz. A figura 2 apresenta a curva analitica plotada no grafico “Seletividade —

Agua Tratada x Agua Deionizada”.
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2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

CONCENTRACAO (mg L)

SELETIVIDADE - AGUA TRATADA x AGUA DEIONIZADA

y = 0,7831x + 0,2207
R% = 0,9909

|
¢ AGUA ULTRAPURA

y =0,8044x + 0,0639 W AGUA TRATADA
R?=0,9929

0,00
0,00

0,50 1,00 1,50 2,00
PONTOS (mg L)

Figura 2: Gréfi

co seletividade comparando o efeito da matriz agua tratada frente a 4gua deionizada.

Por meio do grafico de Seletividade pode-se verificar que a curva analitica é

paralela quando comparada com a curva analitica da agua deionizada. A partir dos

resultados apresentados na tabela 6 podem-se calcular os valores de Fcal de acordo com

a equacdo (4), onde a média das variancias maior e menor é obtida através do célculo da

média, desvio padrao e variancia de cada ponto da curva analitica com e sem o efeito da

matriz. A tabela 7 apresenta os resultados obtidos para Fcal em cada ponto da curva

analitica.
Tabela 7: Resul

tados obtidos de Fcal em todos os pontos da curva analitica na matriz de trabalho.

Ponto (mg L?) F calculado
0,2 1,08
0,5 4,04
1,0 1,28
1,5 2,20
2,0 1,69

Desta forma, comparou-se o0 o0s valores de Fcal com o valor de Ftab sabendo-se que

para 3 (trés) vias (dois graus de liberdade) na construcdo da curva analitica € igual

a 19 (com 95% de confianga), conforme coluna 02 (dois) linha 02 (dois) do Anexo
2 (TABELA DE DISTRIBUICAO F), pode-se afirmar entdo que para a agua tratada,

o Fcal < Ftab

no estudo da seletividade realizado.
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5.2 LINEARIDADE

Para a construgdo da curva analitica, para analise da linearidade, preparou-
se 3 (trés) vias de 5 (cinco) diferentes concentragdes (0,2 mg/L; 0,5 mg/L; 1,0 mg/L; 1,5
mg/L e 2,0 mg/L) a partir de solucdo padrédo de fluoreto 10 mg/L conforme tabela 4. Os

resultados expressos em mg L- de F sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Resultados obtidos no estudo de linearidade

Ponto (mg L?) Resultado Resultado Residuo Residuos (%0)
Obtido (mg L) Esperado (mg L~ (Esperado —
) Obtido)
0,2 0,21 0,22 -0,01 -9,22
0,2 0,20 0,22 -0,02 -14,68
0,2 0,21 0,22 -0,01 -9,22
0,5 0,45 0,46 -0,01 -3,93
0,5 0,44 0,46 -0,02 -6,29
0,5 0,43 0,46 -0,03 -8,76
1,0 0,93 0,86 0,07 7,00
1,0 0,92 0,86 0,06 5,99
1,0 0,94 0,86 0,08 7,99
1,5 1,32 1,26 0,06 4,39
1,5 1,29 1,26 0,03 2,16
1,5 1,28 1,26 0,02 1,40
2,0 1,62 1,66 -0,04 -2,43
2,0 1,61 1,66 -0,05 -3,06
2,0 1,60 1,66 -0,06 -3,71

Por meio dos resultados obtidos na tabela 8 foi possivel construir a curva analitica
e obter sua regressao linear. Os resultados esperados séo obtidos por meio da equagéo da
reta, sendo os residuos de regressdo linear a subtracdo do valor esperado pelo obtido. A
curva analitica obtida assim como o perfil dos residuos de regressdo linear estdo

apresentados respectivamente nas figuras 3 e 4.
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Grafico da Linearidade
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Figura 3: Curva analitica obtida no estudo da linearidade
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Figura 4: Perfil dos residuos de regressao linear
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Por meio do Grafico da Linearidade (figura 3) pode-se verificar o coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,9932 e por meio deste calcular o coeficiente de correlagdo (r)
que é igual a 0,9966. O gréfico do Perfil dos Residuos de Regressao Linear apresenta-se

de forma aleatoria com variag@es ndo superiores a 20% para mais ou para menos.

A auséncia de valores aberrantes (outliers) foi determinada por meio do teste de
Grubbs (teste G), onde os valores de Gcal foram calculados de acordo com a equacéo (9).

Z= = 9)

Onde:

x i: valor do residuo obtido;
X: média amostral;
s: desvio padrdo amostral.

O valor da média amostral de todos os residuos obtidos foi de 7,40 x 1028 e o desvio
padrdo amostral foi de 0,0455. A tabela 9 mostra os valores de Gcal obtidos em cada

ponto das curvas analiticas.

Tabela 9: Resultados obtidos de Gcal em todos os pontos das trés curvas analiticas estudadas.

Ponto (mg L?) Resultado Obtido (mg L)
0,2 0,4258
0,2 0,6456
0,2 0,4258
0,5 0,3888
0,5 0,6087
0,5 0,8285
1,0 1,4312
1,0 1,2114
1,0 1,6511
15 1,2729
15 0,6135

1,5 0,3937
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2,0 0,8637
2,0 1,0836
2,0 1,3034

Desta forma, comparou-se o0 os valores de Gcal com o valor de Gtab, de acordo com

a “TABELA PARA TESTE DE GRUBBS” (Anexo 3) onde para n=15 (com 95% de

confianca) tem-se G = 2,409. Portanto, pode-se afirmar que em todos os casos Gcal < G
tab no estudo de outliers.

Em relacdo a homocedasticidade da curva, foi realizado o teste de Cochran, onde os

valores de Ccal foram calculados de acordo com a equacao (10).

malor variancia

soma de todas as varlancias’

i . (10)

A tabela 10 mostra os resultados obtidos no teste de Cochran para a curva analitica

estudada.

Tabela 10: Resultados de Ccal para teste de homocedasticidade da curva analitica.

Maior variancia 0,00043
Soma das variancias 0,00077
Ccal 0,57

Desta forma, comparou-se o os valores de Ccal com o valor de Ctab, de acordo com
a “TABELA PARA TESTE DE COCHRAN” (Anexo 4) onde para 5 grupos e 3 réplicas
(com 95% de confianca) tem-se C = 0,684. Portanto, pode-se afirmar que em todos os

casos Ccal < C tab no estudo da homocedasticidade da curva analitica.

5.3 SENSIBILIDADE

Na sensibilidade devem ser avaliados os valores obtidos para os limites de deteccao
e quantificacdo do método (LDM e LQM). Desta forma, sete (07) vias de uma Solugéo
Padréo de Fluoreto 0,05 mg L- foram preparadas e analisadas obtendo-se os resultados

listados na tabela 11.
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Tabela 11: Resultados obtidos na anélise da solucdo padréo para o estudo da seletividade.

Vias Resultado Obtido (mg L)

0,032
0,032
0,011
0,027
0,016
0,027
7 0,011

A partir dos resultados obtidos na tabela 11 foi possivel calcular a média dos valores

o 01 A WO

que foi de 0,022 e o desvio padrdo amostral que foi de 0,01. Em seguida o valor do desvio
padrdo foi substituido na equacdo 5 para obtencdo do LDM e ambos os valores foram
substituidos na equacdo 6 para obtencdo do LQM. A tabela 12 apresenta os valores
obtidos para LDM e LQM no estudo de seletividade.

Tabela 12: Valores obtidos no estudo de LDM e LQM.

Limite de deteccéo (LD) calculado 0,03mg L

Limite de detecgdo (LQ) calculado 0,118 mg L°

Os valores obtidos na tabela 12 foram arredondados para os valores inteiros mais
préximos obtendo-se 0,03 mg L~ para LDM e 0,2 mg L para LQM no estudo da

sensibilidade.

54 PRECISAO
5.4.1 Estudo da repetibilidade

Para o estudo da precisdo baseada na repetitividade avalia-se o coeficientes de variagdo
(CV) comparando-se com o coeficiente de variacdo de Horwitz (CVH) e o critério de
aceitacdo baseado na Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2016) a qual
estabelece um critério de aceitacdo de 11% para analito apresentando razéo de 10 (1
ppm). Desta forma, sete (07) vias de trés diferentes concentragdes (0,2 mg/L; 1,0 mg/L e
2,0 mg/L) foram preparadas a partir de uma solucdo padrao de fluoreto 10 mg/L de acordo

com a tabela 05. Os resultados estdo listados na tabela 13.
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Tabela 13: Resultados obtidos no estudo da repetibilidade.

Vias Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
1 0,18 0,93 1,62
2 0,19 0,98 1,61
3 0,21 1,01 1,62
4 0,21 0,94 1,63
5 0,21 0,96 1,66
6 0,18 0,98 1,61
7 0,19 0,99 1,63

A partir dos dados obtidos na tabela 13 é possivel calcular o coeficiente de
variacao, faixa de concentracdo e seus respectivos limites aceitaveis, ou seja, o coeficiente
de variacdo de Horwitz. A tabela 14 apresenta os resultados obtidos para 0 CV e 0 CVH

assim como o critério de aceitacdo baseado na AOAC (2016).

Tabela 14: Critérios de aceita¢do, CV e CVn calculados no estudo da repetibilidade.
Nivel 1 (0,2 mg/L) Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)

Coeficiente de

variacao (CV%o) 7,53 2,78 1,07
Coeficiente de
variagao de 20,38 16,00 14,41

Horwitz (CVH %)
% Critério de
aceitacdo (AOAC, 11 11 11
2016)

Desta forma, comparou-se o coeficiente de variacdo (CV) com seus respectivos
critérios de aceitacdo e coeficiente de variacdo de Horwitz, calculado de acordo com a
equacdo 7. Assim, evidenciou-se que em toda a faixa de concentragcdo estudada CV <
CVH e CV <11 no estudo da repetibilidade.
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5.4.2 Estudo da precisdo intermediéria

No estudo da precisdo intermediaria é necessario que algumas condic¢Ges do ensaio
sejam alteradas, como: mudanca de analista, equipamento, local e data do ensaio. Como

variacgdes para o estudou, adotou-se a reproducdo do ensaio por dois analistas diferentes.

Cada analista ensaiou sete (07) vias de uma solucdo padréo de fluoreto 10 mg/L
preparadas em trés (03) niveis de concentracdo conforme tabela 6. A tabela 15 apresenta
os resultados obtidos pelos dois analistas nas diferentes concentragdes estudadas.

Tabela 15: Resultados obtidos no estudo da precisdo intermediaria.

ANALISTA 1
Vias Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
1 0,18 0,93 1,62
2 0,19 0,98 1,61
3 0,21 1,01 1,62
4 0,21 0,94 1,63
5 0,21 0,96 1,66
6 0,18 0,98 1,61
7 0,19 0,99 1,63
ANALISTA 2
Vias Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
1 0,18 1,00 1,70
2 0,20 1,01 1,62
3 0,19 0,99 1,65
4 0,18 0,98 1,61
5 0,21 0,95 1,65
6 0,18 0,95 1,64
7 0,21 0,95 1,68

O coeficiente de variacdo (CV) foi calculado para cada analista em todos os niveis
de concentracéo trabalhados, os resultados estdo apresentados na tabela 16.
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Tabela 16: Coeficientes de variacdo do estudo da precisao intermediaria.
ANALISTA1
Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
Coeficiente de
variacao (CV%o) 7,53 2,78 1,07
ANALISTA 2

Coeficiente de
variacdo (CV%o) 7,22 2,81 1,88

Desta forma, evidenciou-se que para todos os niveis de concentracdo estudados e

para os diferentes analista, o CV obtido € menor do que 10%.

55 EXATIDAO

No estudo da exatiddo foram avaliados os percentuais de recuperacdo (%R),
calculados de acordo com a equacéo 8, de um branco (4gua deionizada) contaminado com
um padréo de fluoreto nas concentracdes de 0,2 mg/L; 1,0 mg/L e 2,0 mg/L preparados

de acordo com a tabela 7. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17: Resultados obtidos no estudo da exatiddo baseado na recuperacéo.

Vias Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
1 0,18 0,93 1,62
2 0,19 0,98 1,61
3 0,21 1,01 1,62
4 0,21 0,94 1,63
5 0,21 0,96 1,66
6 0,18 0,98 1,61
7 0,19 0,99 1,63
Percentuais de recuperacgéo (%oR)
Vias Nivel 1 (0,2 mg/L)  Nivel 2 (1,0 mg/L)  Nivel 3 (2,0 mg/L)
1 87,88 93,33 81,21

2 96,97 97,58 80,61
3 106,06 100,61 81,21
4 103,03 93,94 81,52
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5 106,06 96,36 83,03
6 90,91 98,18 80,30
7 93,94 99,39 81,52

Como critério de aceitacdo utilizou-se o intervalo de 80% a 110% conforme a AOAC
(2016). Portanto, evidenciou-se que em todos os niveis estudados 0 80 < %R < 110 no

estudo da exatiddo baseado na recuperacao.

5.6 INCERTEZA DE MEDICAO

De acordo com as instrucfes do Standard Methods (APHA, 2017), INMETRO (2017) e
EURACHEM (2014) pode-se criar um diagrama de causa e efeito para o ensaio de
fluoretos em &guas. A figura 5 apresenta este diagrama com as fontes de incerteza

consideradas para 0 ensaio.

Al A0

—mg F L

AX Desvio Padréao (Spi)

Figura 5: Diagrama causa e efeito para o ensaio de fluoretos em agua.

Todas as fontes de incerteza sdo combinadas de acordo com a equacao (11).

A0—-AX
AX—-A1

=< Fluoreto = + Spi (11)
Onde: A0 = absorbancia da 4gua deionizada + reagente SPADNS;

Al = absorbancia do padréo de fluoreto 1 mg/L + reagente SPADNS;

AX = absorbancia da amostra + regente SPADNS.
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Apbs o levantamento das fontes de incerteza, avaliou-se a contribuicdo de cada
variavel calculando-se a incerteza combinada e em seguida a incerteza expandida para

um nivel de 95% de confianga. Os valores calculados estdo apresentados na tabela 18.

Tabela 18: Resultados de incerteza combinada, expandida e % incerteza.

Concentracéao Incerteza Incerteza Incerteza (%)
(mg/L) combinada (£) expandida (x)
0,2 0,03 0,06 32,15
1,0 0,04 0,07 7,87

2,0 0,04 0,08 4,25
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CONCLUSAO
A metodologia encontra-se validada apresentando precisdo e exatiddo satisfatorias. Os

resultados obtidos em cada parametro do processo de validagéo foram:

e Seletividade: 0 método mostrou-se seletivo para a matriz em estudo, apresentado
Fcalculado < Ftabelado.

e Linearidade: a metodologia mostrou-se linear em toda a faixa de estudo,
apresentando R? > 0,99; grafico de “Perfil dos residuos de regressio” em ordem
aleatdria, Gcal < Gtab evidenciando auséncia de valores aberrantes (outliers) e
Ccal < Ctab evidenciando a homocedasticidade da curva analisada.

e Sensibilidade: o método apresentou limite de deteccdo (LDM) igual a 0,03 mg/L
e limite de quantificacdo (LQM) igual a 0,2 mg/L.

e Precisdo: a metodologia apresentou repetibilidade satisfatoria, com CV < 11% e
CV < CVh. Em relagdo a reprodutibilidade, a mesma também mostrou-se
satisfatoria apresentando CV < 10%.

e Exatiddao: o método apresentou em toda a faixa estudada um 80 < %R < 110,
apresentando uma recuperacdo satisfatoria.

e Incerteza de Medicdo: no limite de quantificacdo, a metodologia apresenta uma
maior incerteza (32,15%), tendo seu impacto reduzido a medida em que se

aumentam as concentracdes do analito.

Portanto, conclui-se que a alteracdo na metodologia normalizada (Standard Methods
4500 F — Método D) nédo gerou resultados invalidos na determinacéo de fluoretos em agua
pelo método SPADNS. Observou-se que ao aumentar a concentracdo limite da
metodologia para 2 mg/L ao invés de 1,4 mg/L; o maior nivel de concentracdo mostrou-
se preciso e apesar do percentual de recuperacdo ter diminuido comparando-se com niveis

inferiores este ainda se encontra dentro do critério de aceitacdo de 80% a 110%.
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ANEXO 1 - PROCEDIMENTO DE ENSAIO DE FLUORETOS EM AGUA PELO
METODO SPADNS

TITULO: DETERMINACAO DE FLUORETOS EM AGUA PELO METODO
SPADNS

OBJETIVO

Descrever a metodologia analitica para determinacdo de fluoretos em agua pelo método
Spadns.

MATERIAIS E REAGENTES
- Espectrofotdmetro;

- Reagente Spadns;

- Micropipetador 10 mL;

- Baldo volumétrico de 50 e 100 mL;
- Béquer 100 mL;

- Bastéo de vidro;

- Agua ultrapura;

- Acido Cloridrico P.A;

- Padréo Fluoreto 1000 ppm.
PROCEDIMENTO

1 — Solucéo de referencia

Medir 5 mL de Solucdo SPADNS e adicionar em um béquer. Acrescentar 5 mL de agua
ultrapura e misturar com auxilio de basto de vidro. Medir 6 mL de Acido Cloridrico PA,
misturar. Esta solucdo sera utilizada para zerar o espectrofotdmetro no momento da
medic&o.

2- Solugéo Padréao de 10 mg/L

Medir 1 mL de Solugéo Padrdo de 1000 ppm de fluoretos em baldo volumétrico de 100
mL e aferir com agua ultrapura.

3- Solugéo Padréao 1 mg/L

Medir 5 mL da Solucéo Padrdo de 10 mg/L em baldo volumétrico de 50 mL e aferir com
agua ultrapura.
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4- Determinacéo de Fluoretos

Realizar a leitura do branco utilizando 50 mL de &gua ultrapura, adicionar com auxilio de
micropipeta 10 mL do reagente SPADNS. Misturar com bastdo de vidro e realizar a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 580 nm com
cubeta de 10 mm.

Realizar a leitura do padrdo de 1 mg/L adicionando 50 mL da Solu¢éo Padrdo de 1 mg/L,
10 mL do reagente SPADNS. Misturar com bastdo de vidro e realizar a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 580 nm com cubeta de 10
mm.

Realizar leitura da amostra adicionando 50 mL da mesma com auxilio de baldo
volumétrico de 50 mL. Adicionar 10 mL do reagente SPADNS. Misturar com bastéo de
vidro e realizar a leitura da absorbancia em espectrofotobmetro no comprimento de onda
de 580 nm com cubeta de 10 mm.

CALCULO

Calcular a concentracdo de fluoreto em mg/L de acordo com a equacao abaixo:

A0-AX
A0-A1

[F1(mg/L) =
Onde:
A0 = Absorbancia do branco;
Ax = Absorbéncia da amostra;

Al = Absorbancia da solucgéo de 1 mg/L.
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ANEXO 2 — TABELA DE DISTRIBUICAO F — ALFA DE 0,050 (95% DE
CONFIANCA)
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J360 3006 281) 269 2601 Z551 2S05 2469 2440 Z406 2306 2378 2.4 RN 2340 2390 2EE Fa0R 2484 2172
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:Embummlum—lﬁ'@

12 3477 2807 2A06 D480 2354 233 2PAI 2045 D24 FA38 ARG 2447 D34 247 2405 D06} 1586 1550 1237 1548
13 4036 2763 250 2434 2347 2233 2234 IS5 264 2138 2016 05T 20B0 20SH 2053 007 1531 1504 1ETE  LEEI
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ANEXO 3 - TABELA TESTE DE GRUBBS - ALPHA DE 0,05

H Crifical 2 H Critical Z
3 1.15 0 286
4 148 28 255
5 1.1 2 2.8
& 1.9 3 29
T 2.0 B 292
& 2.13 a2 294
4 2.4 53 245
10 2.2 34 2487
11 2.5 38 298
12 241 36 2.9
13 245 1) 300
14 251 L] 30
18 255 A 303
16 254 ] 304
17 2052 50 313
18 2 65 ] 320
19 258 ELi] 3.8
20 2T & 3
F 273 =0 355
Fr] 276 100 3.38
23 278 110 42
24 280 120 a4
28 2052 150 347
26 2.8 140 3.49




ANEXO 4 - TABELA PARA TESTE DE COCHRAN - ALPHA DE 0,05

TABELA WALOR CRITICO TESTE DE COCHRMN |55%)
[ n=1 n=3 n=d A=5
2 - 0,575 0935 0, e
3 0,867 0,871 iy 1) 0,746
4 0,505 {0,768 0,584 Q.60
3 0,841 1,654 {5 0544
1 o, 7&1 0,616 {532 0,45
T Q.27 0,541 048 043
L] 0,65 0,516 {438 0,381
a 0,638 {474 T e 0,354
10 0,602 0,445 0,373 0,33
11 .57 Q417 0,348 0,308
12 0,54 0,382 e P 0,84
13 0,815 0,371 i, 307 0,371
1d o452 0,352 281 0255
15 .47 0,535 R 0.4
16 0,482 {1,314 [ 0,3
17 0,45 {1,305 0,25 0,214
18 Q4418 0,233 024 Q.20
19 0,403 {1,281 023 a2

20 0, 4Ea 0,27 [ 0,152
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