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RESUMO

A determinacdo de mercario em aguas é de grande importancia ambiental devido as
propriedades toxicas dos compostos que o contém. A técnica comumente utilizada
na determinacdo deste elemento € a Espectrometria de Absor¢cdo Atbmica com
Geracdo Quimica de Vapor Frio (CV-AAS). Ela baseia-se na reducdo quimica do
mercUrio previamente convertido ao estado de oxidacdo Hg?*, a mercirio metalico.
O método analitico empregado para determinagcdo de Hg em &aguas tem como
referéncia o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater de
autoria das instituicbes Associacdo Americana de Saude Publica (APHA),
Associacdo Americana de Trabalhos em Agua (AWWA) e Federacdo Ambiental da
Agua (WEF), internacionalmente conhecidas, sendo, portanto, considerado
normalizado. O método normalizado descreve o uso de uma aliquota de amostra de
100 mL para cada determinacéo. Neste trabalho é proposta a reducéo do volume da
aliquota da amostra de 100 para 20 mL, visando o preparo simultaneo de maior
namero de amostras, diminuindo o tempo de analise, o consumo de reagentes e 0S
residuos gerados. Portanto, neste trabalho, a metodologia foi testada empregando o
volume de 20 mL, validando-o frente ao método normalizado. Devido a alteracao do
escopo para o qual o método foi concebido quanto ao volume, a confiabilidade
analitica foi garantida através de estudos de exatiddo, linearidade, seletividade,
limites de deteccdo e quantificacéo, precisdo e incerteza de medicdo. A faixa de
concentracéo utilizada de 0,40 a 4,00 ug L™ mostrou-se linear, com um coeficiente
de determinacdo de 0,9984. A metodologia mostrou-se indiferente a presenca de
interferentes na matriz para a determinacdo do analito, aplicando-se o teste F para a
seletividade. Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos foram,
respectivamente, de 0,25 e 0,36 ug L™. A precisdo do método foi comprovada pelos
coeficientes de variacdo abaixo de 10% para repetitividade e reprodutibilidade. A
incerteza de medicao foi estimada considerando como principais fontes o desvio de
repetitividade e reprodutibilidade do ensaio, o padrédo da curva de calibracdo e suas

diluicdes.

Palavras-chave: Espectrometria de absor¢cdo atbmica com vapor frio. Analise de

aguas. Determinacéo de mercurio total. Validagao.
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1 INTRODUCAO

A qualidade da agua potavel é garantida pelas empresas de
saneamento brasileiras através do cumprimento a Portaria N° 2.914, de 12 de
dezembro de 2011, do Ministério da Saude. Este instrumento legal disp6e sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano, estabelecendo um padréo de potabilidade a ser controlado por laboratérios
proprios, conveniados ou subcontratados. Entre as substéncias quimicas que
representam risco a saude e devem ter sua concentracdo monitorada, esta o
mercario. No Rio Grande do Sul, o Laboratério Central de Aguas da Companhia
Riograndense de Saneamento (CORSAN) é o responsavel pela determinacdo de
mercurio na agua captada e tratada pela empresa. As andlises sédo realizadas
empregando-se uma metodologia analitica que atende as normas internacionais, o
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Métodos Padréo
para Inspecédo de Aguas e Aguas Residuais) de autoria das instituicdes americanas:
Associacdo Americana de Saude Publica (APHA), Associacdo Americana de
Trabalhos em Agua (AWWA) e Federacdo Ambiental da Agua (WEF), o qual, no
decorrer do texto, sera referido apenas como Standard Methods. Para um
monitoramento que atenda a frequéncia semestral estabelecida na Portaria
2.914/11, o Laboratério Central de Aguas da CORSAN executa o ensaio de mercirio
pela técnica da Espectrometria de Absorcao Atdmica com Geracao de Vapor Frio
(CV AAS) em aproximadamente 4.320 amostras anuais, de dgua bruta superficial e
subterranea, agua tratada e da rede de distribuicdo da CORSAN.

O mercurio € um elemento potencialmente toxico a saude humana.
Considerando a toxicidade, a busca pela reducdo dos residuos gerados, tanto na
industria como nos laboratérios quimicos, atualmente representa um grande desafio
para as pesquisas. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho é validar o
método analitico utilizado pelo laboratério da CORSAN, para a determinacdo de
mercurio, reduzindo o volume da aliquota das amostras de 100 mL, indicado pelo
Standard Methods, para 20 mL. Esta reduc¢ao resulta em uma economia no consumo
de reagentes e na quantidade de residuos gerados (que serdo posteriormente
tratados), ambos reduzidos proporcionalmente ao volume de amostra. Além da
reducdo de custos referente aos reagentes e ao tratamento de residuos, a

capacidade analitica aumenta, pois € possivel ampliar o0 nimero de amostras



digeridas simultaneamente, sob as mesmas condi¢des, 0 que, consequentemente,
melhora, também, a homogeneidade do ensaio, principalmente na etapa de preparo
das amostras.

A validacdo do método sera evidenciada pela avaliagdo dos resultados
experimentais obtidos para os seguintes parametros: exatiddo entre os métodos,
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisédo
(compreendendo repetibilidade e reprodutibilidade), exatiddo (através de ensaios de
recuperacéo), e estimativa da incerteza de medicao (envolvendo o estudo formal de
repetibilidade e reprodutibilidade).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo geral validar o método analitico para a
determinacdo de mercurio em aguas pela técnica de CV AAS, utilizando um volume

de amostra de 20 mL.
2.2 Especificos

i) comprovar estatisticamente a semelhancga entre os resultados obtidos
pelo método proposto (20 mL de amostra) frente ao método normalizado (100 mL de
amostra);

i) avaliar a interferéncia da matriz da amostra, a linearidade, os limites
de deteccdo e de quantificacdo, a precisdo e a exatiddo do método ao utilizar o
volume proposto;

iii) estimar a incerteza de medicdo associada aos resultados obtidos
com o volume reduzido de amostra;

iv) comparar 0s custos das analises pelos dois métodos.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Compostos contendo mercurio

O mercurio é um metal de transicdo, de numero atdmico 80 e massa
200,59, que apresenta valéncias +1 e +2. Esta presente na natureza em varias
formas quimicas: metalico (Hg), sais inorganicos, e também na forma organica,
sendo a principal ocorréncia na forma do minério HgS (Cinabrio).* Na agua, sdo
frequentemente encontradas as espécies Hg?*, Hg’ e complexos estaveis com
ligantes organicos. Em sedimentos contendo sulfetos, o mercurio inorganico pode
ser metilado a dimetilmercario, (CH3);Hg, uma forma potencialmente téxica
acumulada nos peixes que podem, por sua vez, causar prejuizo a saude humana
guando consumidos.

A abundancia média de mercurio na crosta terrestre é de 0,09 mg kg™;
nos solos é de 30 a 160 pg kg™; nas aguas é de 0,07 uyg L' e nas &guas
subterraneas é de 0,5 a 1 ug L™.! Mason et al. descreveu o ciclo do mercdrio,
destacando a interferéncia humana como principal fonte de emissfes causadoras do
desequilibrio entre o mercurio presente nos oceanos e na atmosfera.?

O metal é utilizado, principalmente, no preparo de amalgamas
dentarias e em instrumentos de medida (termdmetros, barbmetros e manémetros). A
exposi¢cdo humana a altos niveis de mercuario causa danos no sistema imunoldgico,
cérebro, coracéo, rins e pulmées.’?

Tendo em vista 0s riscos a saude oferecidos pelo mercurio e seus
compostos, o Ministério da Saude estabelece como Valor Maximo Permitido (VMP)
de mercurio a concentracdo de 1 pg L™ na dgua potavel.* J& nos Estados Unidos, de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA), o limite maximo

permitido de mercurio na agua para consumo humano é de 2 pg L™
3.2Métodos para a determinacdo de mercurio
Para a determinacédo de mercurio em aguas, CV AAS € a técnica mais

indicada e recomendada pelo Standard Methods, tendo a Espectrometria de Massas

com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) como método alternativo.® Esta
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técnica embora mais sensivel, possui elevado custo relativo ao equipamento e
consumo de gas.

Nos ultimos anos, a utilizacdo de métodos mais rapidos e que nao
exijam preparo prévio das amostras, vem sendo descrita em trabalhos cientificos
envolvendo a determinacdo de mercurio em amostras ambientais. Analisadores
portateis de mercurio foram avaliados por Kelly et al. para analise de solos
contaminados e plantas, demonstrando precisdo e exatiddo adequadas, e
similaridade aos resultados obtidos por CV AAS e ICP-OES.® Ferreira et al., em uma
revisdo recente da literatura, citam o emprego da Analise Direta de Mercurio (DMA)
para a quantificacdo de mercurio em alimentos, com a principal vantagem de
eliminar o uso de reagentes quimicos.® Estes analisadores utilizam decomposicédo
térmica para a dessorcdo e atomizacdo do mercurio presente na amostra, que é
varrido para a célula analitica através do ar ambiente e quantificado por AAS.>®

Leiva et al. comparou a Decomposicdo Térmica, seguida de
Amalgamacao e deteccao por Espectrometria de Absorcdo Atémica (TD AAS), um
sistema de medicéo integrado para analise direta da amostra que elimina os erros
introduzidos durante o pré-tratamento, com a técnica de CV AAS. Obteve resultados
semelhantes pelas duas técnicas, para amostras de solo, apresentando a primeira
como ambientalmente correta devido a reducdo do consumo de reagentes e
residuos gerados.’

Para outras amostras, como mel, sangue, urina e tecidos animais, a
técnica mais utilizada também € a CV AAS, aparecendo sempre como uma técnica
consolidada por normas internacionais para diferentes matrizes. Desta forma, a CV
AAS comumente é utilizada em estudos comparativos frente a outras técnicas
utilizadas para a determinacdo de mercurio. Palmer et al. usou ICP-MS para
amostras de sangue® e Vieira et al. usou DMA para quantificar este elemento em
amostras de mel,’ comparando estas técnicas com CV AAS. Ribeiro et al. validou a
técnica de DMA para o uso em determinacées de mercurio em tecidos animais.®

A aplicacdo da técnica de CV AAS requer um minucioso preparo das
amostras, exigindo que sejam previamente digeridas em meio oxidante, para que
todas as espécies de mercurio presentes sejam convertidas a Hg®*. Este tratamento
prévio se faz necessario, pois o mercurio organico ndao é reduzido pelo cloreto
estanoso na etapa imediatamente anterior as determinacdes, podendo levar a

resultados inferiores.?
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3.2.1 Espectrometria de Absorcdo Atbmica

A espectrometria de absorcao atdmica (AAS) teve inicio em 1955 com
os estudos de Walsh, na Australia, e de Alkemade e Milatz, na Holanda. Em 1959
surgiu o primeiro espectrometro comercial, e hoje o método analitico é amplamente
empregado para a quantificacdo de inUmeros elementos quimicos, principalmente
metais."* A Espectrometria de Absorcdo Atdmica divide-se em trés técnicas
essenciais: AAS com Chama (F AAS), AAS com Forno de Grafite (GF AAS) e AAS
com Geracdo de Vapor Quimico (CVG AAS). Dentre as técnicas de CVG AAS pode-
se citar a AAS com Geracéao de Hidretos (HG AAS) e a AAS com Geracéao de Vapor
Frio (CV AAS).

Determinac@es por AAS requerem que o analito esteja em fase gasosa,
sendo a atomizagcdo uma etapa critica, determinante para a precisdo e a exatidao do
método, na qual ocorre a volatilizacdo do analito, convertendo-o em atomos na fase
gasosa. Apos a atomizacao, uma radiacdo monocromatica de comprimento de onda
especifico, proveniente de uma fonte externa, incide sobre o analito atomizado,
sendo absorvida e sofrendo uma atenuacdo que € diretamente proporcional a
quantidade de atomos presentes.*?

Esta absorcdo se deve as interacdes entre os fotons e os atomos. A
absorbancia A do meio é definida pela equacgéo 1:

P,
A=log FO (1)

7 z

Onde "P," é a poténcia inicial e "P" é a poténcia transmitida apds o feixe de radiacao
passar através do meio que contém o analito.*®
A absorbancia esta relacionada a concentracdo das espécies
absorventes pela equacéo 2, conhecida como Lei de Beer:
A = abc (2)

7 s

Onde "a" é a absortividade (L g* cm™), "b" é 0o comprimento do caminho 6ptico (cm)
e "c" é a concentracdo (g L™).

Nos equipamentos de AAS, a radiacdo provém da lampada de catodo
0co, que possui um anodo de tungsténio e um catodo cilindrico composto pelo metal
do analito, selado em um tubo de vidro contendo um gas inerte (argdnio ou nednio).
O gas ioniza quando uma tensédo de aproximadamente 300 V € aplicada, gerando

uma corrente com a migragdo de ions para os eletrodos. Os cations de argbnio
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(nebnio) chocam-se contra o catodo, desalojando &tomos do metal. Alguns desses
atomos encontram-se no estado excitado e emitem comprimento de onda
caracteristico ao retornar ao estado fundamental, reduzindo o risco de interferéncias
espectrais, pois a sobreposicdo de linhas de outros elementos é dificultada. Apés a
interagdo com o analito, essa radiagdo atenuada entra em um monocromador, que
tem a fungéo de isolar a linha de interesse. O detector (tubo fotomultiplicador), por
sua vez, mede a poténcia final do feixe, convertendo-a em um sinal elétrico que é
processado e enviado para um computador. O analista entéo, visualiza no sistema
computacional uma resposta em absorbancia e, através da constru¢do de uma curva
de calibracdo, pode relaciond-la com a concentragdo. Assim, a quantificacdo do

analito nas amostras é efetuada, frente aos padrées de concentracéo conhecida.

3.2.2 Espectrometria de Absor¢cao Atdmica por geracéo de Vapor Frio - CV AAS

Dentre as técnicas de AAS, a CV AAS é uma das mais utilizadas, e
apropriadas, para a determinagdo de mercurio. Na CV AAS, a amostra é introduzida
na forma liquida e o analito é convertido a fase gasosa através de uma reacao
guimica apropriada. Diferentemente das demais técnicas, a CV AAS ndo necessita
de aquecimento na etapa de atomizacao. Isso se deve ao fato de o mercurio ser o
anico elemento com uma pressao de vapor apreciavel a temperatura ambiente. Esta
caracteristica também diferencia a técnica em relacdo a Geracdo de Hidretos (HG
AAS), na qual hidretos volateis sédo incialmente formados por uma reacao quimica,
para posteriormente, sob aquecimento, gerarem, o vapor atdbmico do analito.

A reacao utilizada para a geracdo quimica de vapor frio de mercurio
baseia-se na reducéo do mercurio inorganico Hg** pelo cloreto estanoso em meio
acido, conforme descrito pela equacao 3:

Hg?* + Sn?* > Hg + Sn**t (3)

Alternativamente, o mercurio pode ser gerado a partir da reagcdo com o
boro-hidreto de sédio.**

Além da forma inorganica, o mercurio também estd presente na
natureza na forma orgéanica, que ndo é reduzida pelo cloreto estanoso, tornando
indispensavel o tratamento prévio das amostras por digestdo, para evitar resultados

inferiores nas determinacdes.’
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3.3 Validacéo de Métodos Analiticos

Padrées cada vez mais elevados de qualidade sdo exigidos nas
industrias e empresas a nivel mundial, bem como nas brasileiras. Neste contexto,
sistemas de Controle de Qualidade sao indispensaveis para a confiabilidade
analitica quando se trata de ensaios que comprovem a qualidade dos produtos
oferecidos por estas empresas. Laboratorios que possuam seus sistemas de
Garantia da Qualidade implementados utilizam-se de métodos normalizados, aceitos
como confiaveis pelos 6rgdos acreditadores. No Brasil, a competéncia dos
laboratérios para a realizacdo de ensaios é avaliada em auditorias pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), através da norma
17025, publicada pela Organizacdo Internacional de Padronizacdo conjuntamente
com a Comisséo Eletrotécnica Internacional (ISO/IEC).

A confiabilidade de um laboratorio esta relacionada com a escolha de
seus métodos analiticos. Métodos reconhecidos, como os descritos nas normas
USEPA e Standard Methods, sdo aceitos internacionalmente, porém quando
modificados, devem ser validados com o objetivo de confirmar que sejam
apropriados para o uso pretendido.'®*’

A validacdo envolve estrutura adequada (padrbes rastreaveis, controle
de temperatura, higiene, seguranca, formacdo dos analistas), ndo existindo um
modelo a ser seguido.'® Pela prépria definicao, conforme o Vocabulario Internacional
de Metrologia (VIM), a validacdo é uma "verificacdo na qual 0s requisitos
especificados sdo adequados para um uso pretendido"*®, devendo ficar a critério do
laboratorio os requisitos a serem avaliados, tendo sempre como parametros basicos
a exatidao e a precisdo da metodologia.

O INMETRO disponibiliza um documento orientativo sobre a validagéo
de métodos analiticos, indicando os parametros que devem ser avaliados, conforme
o tipo de ensaio. Para andlise de elementos traco (concentracfes inferiores a
0,01%), s&o recomendados: precisdo, seletividade, recuperagdo, robustez,
linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo.?® Albano apresenta, em
recente obra, um guia abordando conceitos e aplicacdes praticas dos principais
parametros requeridos como evidéncia da validagdo de ensaios, introduzindo a
necessidade da estimativa da incerteza de medicdo do método.”* A seguir s&o

discutidos, individualmente, os parametros de validacéo avaliados neste trabalho.
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3.3.1 Exatidao — Método normalizado x Método ndo normalizado

A exatidao avalia o grau de concordancia entre o resultado medido e o
valor de referéncia, aceito como verdadeiro por convencédo. Pode ser determinada
através da comparacdo dos resultados obtidos através de um método normalizado
com os de um método ndo normalizado, a ser validado. Para isso, sdo estipuladas
hipéteses do teste-t, onde a hipétese nula (Hp) supde a igualdade entre os métodos,
e a hipdtese alternativa (H1) supde que eles séo significativamente diferentes. Para
que a hipotese nula seja estatisticamente aceita, o valor de t calculado deve ser
menor que o valor de t tabelado. As equacdes 4 e 5 demonstram os calculos a
serem realizados para obter o valor t que deve ser comparado ao valor tabelado?:

Emea = S_d @
Vn
Onde "E,.;" € o0 erro da média dos desvios, "S;" € o desvio padrdo entre as
diferencas dos resultados obtidos pelos dois métodos e "n" € o numero de amostras
analisadas.
d (5)

tealculado =
Emed

s

Onde "d" é a média das diferencas dos resultados obtidos pelos dois métodos.

3.3.2 Seletividade

A seletividade de um método esta relacionada com a distincdo da
resposta do analito perante outros componentes presentes na amostra. Testes de
seletividade garantem a deteccdo do analito de interesse, sem que a medi¢ao seja
alterada por interferéncia da matriz da amostra. Nos casos em que somente ha
disponibilidade da amostra sem o analito, aplica-se o teste F para verificar se as
variancias de dois grupos, um com a matriz e outro sem, podem ser consideradas

iguais.?>*
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3.3.3 Linearidade

A linearidade de um método analitico demonstra a sua capacidade em
gerar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,

2L O coeficiente de determinacdo (r) é um

dentro de uma determinada faixa.
parametro da curva de calibracdo utilizado como critério de aceitagdo, devendo ser
maior que 0,99 para que o método seja considerado linear. Além disso, os residuos
podem ser plotados em um grafico para que possam ser analisados quanto a sua
aleatoriedade. Sao conhecidos como residuos, as diferencas entre os valores
medidos e os valores esperados, ou seja, a diferenca entre a concentracdo de cada
ponto, calculada através da regressao linear, e a concentracdo em que o padrédo foi
preparado (valor convencional).

O sinal analitico obtido compde o eixo das ordenadas na representacao
da curva de calibracdo, enquanto a concentracdo da solugcéo padrdo compde o eixo
X, seguindo o modelo matematico descrito pela equacéo 6:

Aipe =ax Conc+b (6)
Onde "A;,;" é a absorbancia medida, "a" é a inclinacdo da curva de calibragcéo
(coeficiente angular), "Conc" é a concentracédo do analito e "b" é a intersecdo com o
eixo y (coeficiente linear). A linearidade do método é observada pelo coeficiente de
determinacdo (r%), que indica o grau de relacdo entre as varidveis e quanto mais
proximo de um, maior a dependéncia linear entre elas. O Teste de Grubbs é
usualmente aplicado para avaliar pontos extremos de variabilidade aleatoria,
conhecidos como outliers, que possam ser desconsiderados por diferirem dos

demais dados de um conjunto.

3.3.4 Limite de detecc¢ao e de quantificacéo

O Limite de Deteccdo do Equipamento (LDE) corresponde a
concentracdo do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo
sinal/ruido do equipamento e é determinado pelas respostas obtidas por leituras de
brancos. Na pratica, se utiliza o Limite de Deteccdo do Método (LDM), que é o
menor valor detectdvel com uma precisdo aceitavel, correspondendo a concentragdo

do analito medida e declarada com 95% ou 99% de confianga de que esta
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concentragcdo € maior que zero. O LDM é determinado a partir da analise de brancos
contendo o analito.

Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que
pode ser determinada com exatidao e precisdo aceitaveis, correspondendo ao valor

do branco com o analito mais 5, 6 ou 10 desvios-padrédo.?®?!

3.3.5 Exatidao

E o grau de concordancia entre o valor medido e o valor verdadeiro de
um mensurando. Pode ser medida pela taxa de recuperacdo do analito em uma
matriz fortificada com uma quantidade conhecida do mesmo, ou pela analise de uma
amostra de concentracdo conhecida e comparacdo com o valor verdadeiro.?* A
exatiddo pode ser definida como a tendéncia em apresentar resultado maior ou
menor que o valor real, estando relacionada a existéncia de erro sistematico. Este

tipo de erro é importante na identificacdo de problemas instrumentais, nas
metodologias e/ou resultantes da falta de treinamento dos analistas. **

3.3.6 Preciséao (repetibilidade e reprodutibilidade)

A repetibilidade avalia o grau de concordancia entre os resultados
medidos utilizando-se 0 mesmo equipamento, 0 mesmo analista e as mesmas
condicées, em um curto espaco de tempo.”* O coeficiente de variacdo (CV) é
normalmente utilizado para avaliar a repetibilidade, sendo calculado em funcéo do
desvio-padrao e da média, através da equacao 7:

Desvio padrao 7
Cv (%) =~ 2B 100 (7)

Para anadlises repetidas efetuadas em um material de referéncia ou

material fortificado, a equacdo de Horwitz é usada para analisar se a repetibilidade é
satisfatoria®:

CVméx = 2(1705l0gC) (8)
Onde "CVmax " € o coeficiente de variacdo maximo (coeficiente de Horwitz), em
porcentagem, e "C' é a concentracdo do analito em g g*. A repetibilidade é
considerada satisfatoria quando o CV, calculado pela equacédo 7, € menor que o

CVmax, calculado pela equacéo 8.
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A reprodutibilidade avalia o grau de concordancia entre os resultados
medidos sob condi¢des variadas, sendo avaliada por comparacdes interlaboratoriais.
Quando estudada por um uanico laboratério, a reprodutibilidade é denominada
precisao intermediaria e as condi¢cdes a serem variadas podem ser, por exemplo,

equipamentos, analistas ou condi¢es ambientais diferentes.?!

3.3.7 Estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade

Conhecido como estudo da média e da amplitude, tem o objetivo de
decompor as parcelas de Vvariabilidade devido a Repetibiidade e a
Reprodutibilidade, tendo importante contribuicdo na estimativa da incerteza de
medicdo.?**

Diferentes amostras e diferentes analistas sdo necessarios para o
estudo. Apds a execucao dos ensaios, uma sequéncia de célculos é efetuada com o
objetivo de conhecer o indice R&R, que determina se o sistema de medicdo é
adequado, considerando a variabilidade do processo. Conhecendo a amplitude entre
as meédias das médias dos analistas (R,), a amplitude média entre os analistas (R,)
e a amplitude entre as amostras (Rj), inicialmente se determina a variabilidade da
repetitividade (o,p.), Pela equacéo 9:

R 9
Orepe = d_: ®)

Onde d, é um valor tabelado, relacionado a amplitude das amostras, que leva em
consideracdo o numero de repeticbes e 0 numero de amostras multiplicado pelo
namero de analistas.
Com o valor de o,.,. € possivel calcular a variacéo da repetitividade
(VE), pela equagéo 10:
VE = 5,15 X Oyepe (20)

Onde 5,15 é o numero de desvios-padrao (£2,575 desvios-padrao da média) que
contém 99% dos dados em uma distribuicdo normal.

Sabendo-se o valor de o,.,., determina-se a Vvariabilidade da

reprodutibilidade (VO), pela equacao 11:
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(11)

Vo = j(5,15 X &>2 _ 515 x repe)’
d, nr

Onde d, é novamente um valor tabelado (agora levando em considera¢cdo o numero
de repeticdes e o numero de analistas para uma mesma amostra) e nr € o namero
de repeticdes (numero de amostras multiplicado pelo nimero de replicatas).

Com o valor de V0, determina-se o desvio da reprodutibilidade (g;¢pro),
pela equacao 12:

VO (12)
Orepro = E

Agora, com os valores de VE e VO, a variacdo de R&R é determinada

através da equacéao 13:
R&R = /VE? + V0?2 (13)

As contribuicdbes da repetitividade e da reprodutibilidade séao

calculadas, respectivamente, pelas equagdes 14 e 15:

Contribuicio da R %) = VE” (14)
ontribuicio da Repe (%) = R&R2
Contribuigio da R %) = vor (13)
ontribuicao da Repro (%) = R&R2

Para encontrar o valor percentual de R&R, ainda € necessario
conhecer a variacdo das amostras determinada pela equacdo 17 apds o célculo do
desvio das amostras (equacao 16), para que possa ser aplicada na equacao 18, que

fornece a variacao total.

R
Desvio das amostras = d_a (16)
2
VA = Desvio das amostras x 5,15 (17)

VT = R&R2 + VA2 (18)

Finalmente, o percentual de R&R pode ser determinado pela equacao
19.
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R&R

Como critérios de aceitacdo para o R&R(%), valores até 10% sé&o

ideais, entre 10 e 30% s&o aceitaveis e acima de 30% s3o inaceitaveis.?*?

3.3.8 Incerteza de medicéo

E a davida remanescente associada ao resultado da medicdo que
caracteriza uma faixa de dispersdo dos valores atribuidos ao mensurando.?* Esta
faixa abrange uma grande fracdo da distribuicdo de valores com um determinado
nivel de confianga que corresponda a realidade do método. Diversos componentes
contribuem para a incerteza de medicao, sendo estimados com base na distribuicéo
estatistica de desvios-padréo de resultados experimentais.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e reagentes

Os frascos contendo as amostras, os baldes volumétricos e toda a
vidraria utilizada no preparo das solucdes, na digestdo das amostras e durante o
ensaio, foram previamente lavados e descontaminados. Inicialmente, o material foi
imerso em um banho de detergente neutro (EXTRAN®) 0,05% (v/v) por 12 horas e,
posteriormente, enxaguado e imerso em outro banho de acido nitrico 50% em agua
ultrapura (v/v), por outras 12 horas. Finalmente, foram enxaguados com agua
ultrapura em excesso e Secos.

As solucdes padrdo aquosas utilizadas foram preparadas a partir de
diluicdes adequadas de uma solucdo estoque de 1000 mg L™ de merctrio Merck em

acido nitrico 1% (v/v).

4.2 Preparo das amostras

As amostras foram retiradas do local de armazenamento (camara fria).
Apbs atingirem a temperatura de trabalho (20 + 6 °C), foram medidos 20 mL, com
pipeta calibrada, de cada amostra e transferidos para tubos de vidro adequados. A
cada tubo foi adicionado: 1 mL de acido sulfarico pobre em metais, 0,5 mL de &cido
nitrico pobre em metais, 3 mL de permanganato de potassio 5% (m/v), e 1,6 mL de
persulfato de potassio 5% (m/v). Os tubos foram fechados com tampas de vidro e
levados ao banho-maria, onde a digestéo foi realizada a uma temperatura controlada
de 95 + 3 °C por duas horas. Os padrGes para a curva de calibragdo, bem como
todas as solucdes estudadas, foram submetidos a este procedimento.

No momento da andlise, foi adicionado 1,6 mL de cloridrato de
hidroxilamina 10% (m/v). Esta adicdo é necessaria para reagir com 0 excesso de
KMnOy,, pois durante a redugdo, cloretos sao transformados em cloro livre, que
absorve no comprimento de onda de 253,7 nm.

Os procedimentos acima descritos referem-se ao uso do volume de
amostra proposto pela validacdo. O método normalizado (Standard Methods)
descreve um volume maior de amostra, de 100 mL, portanto cada reagente
adicionado tem o volume também multiplicado por cinco. Assim, para a exatidao

entre os métodos, foram medidas amostras nos dois volumes (20 e 100 mL) para
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fins de comparacdo. Para os demais testes, todas as aliquotas de amostra foram de
20 mL.

A reducéo a mercurio metalico na forma de vapor ocorreu pela reacao
com cloreto estanoso 10% (v/v) em meio acido a uma taxa de aspiracdo das

solucées de 1 mL min™.

4.3 Equipamentos

As amostras e os padroes foram digeridos em banho-Maria modelo
40T/5F (DMG, Brasil). A agua utilizada nos ensaios € de alta pureza, classificada
como agua do Tipo |, isenta de particulas, ions e microorganismos. produzida a
partir da 4gua potavel pelo equipamento modelo Integral (Milli-Q®, Franca).

A determinacdo de mercurio nas amostras foi realizada utilizando-se
um espectrometro de absor¢cédo atdbmica modelo SpectrAA 240 FS (Varian, Australia),
equipado com acessorio gerador de vapor, modelo VGA-76 (Varian, Australia). A
lampada de catodo oco operou com corrente de 4 mA, emitindo radiacdo no
comprimento de onda de 253,7 nm e uma lampada de deutério foi usada como
corretor de fundo. Nitrogénio com pureza de 99,999% foi utilizado como gas de

arraste (IBG, Sao Paulo, Brasil), com uma vazéo de 2 L min™.

4.4 Validacao
4.4.1 Exatidao - Método normalizado x Método ndo normalizado

A exatiddo do método a ser validado, com o uso de 20 mL de amostra,
foi determinada pela comparacdo com o método normalizado que descreve o uso de
100 mL de amostra. Foram preparadas 12 amostras para cada um dos volumes, sob
as mesmas condi¢bes. Devido a auséncia do analito, cada amostra foi previamente
fortificada, em baldo volumétrico, através da adi¢cao de 250 pL de uma solugao de 1
mg L de mercurio, para obter concentracdes de 0,50 pg L™ As medicées

ocorreram, posteriormente, em triplicata, no mesmo dia, pelo mesmo analista.

4.4.2 Seletividade

Foram preparados dois grupos, cada um contendo 7 amostras, um sem

a matriz e o outro com, para cada nivel de concentracéo (0,40 ug L™, 1,00 ugL' e
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2,00 ug L™). As medidas foram feitas, posteriormente, em triplicata, no mesmo dia,
pelo mesmo analista. Os resultados foram avaliados através do teste F, por
comparacao com o valor de F tabelado, para verificar se as variancias das amostras
podem ser consideradas estatisticamente iguais:

st (20)

Featcutado = )
S2

Onde "s2" é a maior variancia média, obtida para um grupo de amostras, e "s3" é a

menor varidncia média, obtida para o outro grupo.

4.4.3 Linearidade

A faixa linear estudada, de 0,40 a 4,00 pg L™, compreende a faixa de
trabalho do laboratério (0,40 a 2,00 pug L™?), para a qual a curva de calibracéo é
preparada diariamente. Na rotina, o nivel inferior corresponde a concentracdo do
analito de 0,40 pg L™, préxima ao limite de quantificacéo, e o nivel superior (2,00 pg
L") da curva analitica corresponde ao dobro do valor maximo de mercurio permitido
na agua tratada, segundo a Portaria 2914.

A curva analitica foi construida utilizando padrédo de mercurio, obtendo-
se o sinal de resposta em area de pico - absorbancia integrada (A4i») como funcao da
concentracéo do analito (em pg L™). Primeiramente, a partir de uma solugéo estoque
de 1000 mg L™*, foram preparadas solucées intermediarias de 10 e 0,10 mg L™ de
mercurio e entdo, a partir de diluicées da solugcdo de 0,10 mg L, foram preparadas
as seguintes concentrac¢des: 0,40; 0,70; 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 ug L. As seis

concentragdes foram analisadas cada uma em triplicata.

4.4.4 Limite de deteccao e de quantificacédo

O limite de detec¢cédo do método (LDM) e o limite de quantificagéo (LQ)
foram determinados pela anédlise de 7 amostras de branco contendo o analito. Para
isto, adicionou-se 200 pL de uma solugéo de mercurio 0,05 mg L™ em agua ultrapura

a balbes volumétricos de 50 mL, obtendo-se solugbes com concentra¢des de 0,20

ug L.

4.4 .5 Exatidao

A exatiddo do método que utiliza 20 mL de amostra também foi

avaliada através da realizacdo de ensaios de recuperacdo, que refletem a
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quantidade do analito recuperada no processo, em relacdo a quantidade real
presente. Quantidades conhecidas do analito foram adicionadas (spike) a cinco
diferentes amostras para se obter concentracdes préximas ao LQ (0,50 pg L™),
analisadas em um dia, e ao centro da faixa de trabalho (1,00 pg L™), analisadas em

outro dia.

4.4.6 Precisao (repetibilidade e reprodutibilidade)

A repetibilidade foi determinada pela andlise de um conjunto de sete
amostras de agua reagente (agua ultrapura com 0,2% de acido nitrico, mesma
concentracdo das amostras para preservacao a pH menor que 2) fortificadas com o
analito em trés concentracdes diferentes (0,50; 1,00 e 1,50 ug L™), por trés dias
dentro da mesma semana.

A reprodutibilidade foi determinada por dois analistas, cada um
analisando, em dias diferentes, dois conjuntos de sete amostras de 4gua reagente,
fortificadas com o analito nas mesmas concentragdes utilizadas para a repetibilidade
(0,50; 1,00 e 1,50 pg L™).

4.4.7 Estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade

Além dos testes de repetibilidade e reprodutibilidade demonstrados no
item 4.4.6 deste trabalho, determinados isoladamente, foi executado o estudo
formal.

Como o analito ndo é detectado nas amostras analisadas na rotina do
laboratério, o estudo iniciou com a fortificacdo de 200 mL de 5 diferentes amostras
com 2 mL de uma solugdo 0,05 mg L™, para a obtencdo de uma concentracéo final
de 0,50 pug L™ de mercurio. Diferentes analistas (1 e 2) executaram o ensaio em
triplicata para cada uma das amostras. As leituras foram realizadas no mesmo dia,
porém cada analista preparou suas amostras e otimizou o equipamento antes de

suas leituras.

4.4.8 Incerteza de medicéo

O calculo de incerteza consistiu na definicAo das componentes e suas
transformacdes em incertezas padrao, utilizando o divisor adequado, relacionado a
sua distribuicdo de probabilidade. Como fontes relevantes de incerteza para o

ensaio, foram considerados: a concentracdo da solucdo padrdo de mercurio utilizada
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para a construcéo da curva de calibracdo e suas diluicbes (provenientes do volume
medido, do posicionamento do menisco e da dilatacdo volumétrica), a repetibilidade
e a reprodutibilidade, a incerteza do equipamento e a incerteza da curva de
calibragao.

Todos os parametros estatisticos, como médias, variancias, desvios-
padréo e coeficientes de variacdo, foram calculados com o auxilio de software para
o tratamento dos dados obtidos experimentalmente (MICROSOFT EXCEL 2013). Os
valores demonstrados nas tabelas, para estes parametros, foram arredondados de

acordo com a expresséo dos resultados experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Exatidao - Método normalizado x Método ndo normalizado

Os resultados obtidos para a comparacao da exatiddo entre o método
normalizado, que utiliza 100 mL de amostra, e 0 método a ser validado, que utiliza

20 mL, encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Concentragfes do analito obtidas para diferentes volumes de amostra.

Pares de amostras Volume: 20 mL Volume: 100 mL
Resultados Resultados d*
(ng L (ng L

1 0,46 0,47 -0,01
2 0,47 0,48 -0,01
3 0,47 0,47 0,00
4 0,42 0,40 0,02
5 0,43 0,43 0,00
6 0,43 0,42 0,01
7 0,41 0,41 0,00
8 0,44 0,44 0,00
9 0,42 0,43 -0,01
10 0,43 0,40 0,03
11 0,42 0,41 0,01
12 0,44 0,41 0,03

S 0,014

dr 0,006

* d é a diferenca entre os resultados obtidos pelo método que utiliza 20 mL de amostra e o método
gue utiliza 100 mL; **S; é o desvio-padréo entre as diferencas dos resultados obtidos pelos dois

métodos; ***d é a média das diferencas dos resultados.

Os calculos para fins de comparacédo entre os meétodos, utilizando os
dados da tabela 1, foram executados segundo as equacdes 4 e 5, para 11 graus de
liberdade e 95% de confianga, obtendo-se um valor de tcacuiado igual a 1,4. O valor de
tiabelado Para 0s mesmos graus de liberdade, com a mesma confiancga, é 2,2.

Sendo o valor de tcacuado Obtido a partir dos resultados experimentais,

menor que o valor de tipelado, CONClui-se que 0 uso de 20 mL de amostra (método a
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validar) ndo produz resultados significativamente diferentes dos resultados obtidos

pelo método que utiliza 100 mL de amostra (método normalizado).

5.2 Seletividade

Os resultados, para as duas curvas, com e sem adicdo de matriz,
encontram-se nas tabelas 2 e 3. Cada ponto foi medido em triplicata e nas tabelas
sdo demonstrados os valores das médias das absorbancias lidas.

Tabela 2 - Respostas do analito nas solu¢des padréo sem matriz.

Absorbéancias médias para cada nivel de concentracao

Replicata 0,40 ug L™ 1,00 pg L™ 2,00 ug L™
1 0,0319 0,0928 0,2146
2 0,0314 0,0947 0,2150
3 0,0339 0,0878 0,2245
4 0,0298 0,0967 0,2050
5 0,0325 0,0944 0,2169
6 0,0321 0,0920 0,2195
7 0,0320 0,0981 0,2205
Variancia 1,51x10° 1,14x10° 3,79x107
Média 0,0319 0,0938 0,2166
Desvio-padrao 0,0012 0,0034 0,0062

Tabela 3 - Respostas do analito nas solu¢des padréo adicionadas na matriz.

Absorbéancias para cada nivel de concentracéo

Replicata 0,40 ug L™ 1,00 pg L™ 2,00pug L™

1 0,0370 0,1053 0,2227

2 0,0390 0,1115 0,2306

3 0,0396 0,1103 0,2305

4 0,0392 0,1109 0,2314

5 0,0397 0,1123 0,2293

6 0,0392 0,1128 0,2257

7 0,0417 0,1205 0,2356
Variancia 1,90x10° 2,04x10° 1,73x10”

Média 0,0393 0,1119 0,2294

Desvio-padrao 0,0014 0,0045 0,0042
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Partindo-se dos dados das tabelas 2 e 3, os calculos foram executados
segundo a equacédo 20, na qual foram aplicadas as variancias médias entre as trés
concentracdes. Neste caso, s? = 1,69x10, proveniente da médias das variancias
das solucbes padrdo sem matriz, e s? = 1,32x10°, proveniente da médias das
variancias das solu¢des padrao adicionadas na matriz, obtendo-se um Fcacuado de
1,284.

O F tabelado para 6 graus de liberdade (n-1) tanto no numerador
guanto no denominador, e para um nivel de confianca de 95% é de 4,284. Uma vez
qgue o valor de F calculado foi menor que o valor tabelado, é possivel afirmar que as
variancias dos grupos de amostras analisados, sem e com a matriz, podem ser
consideradas estatisticamente iguais. Desta forma, pode-se dizer que a matriz nao
tem um efeito sobre a precisdo do método na faixa de concentracdo utilizada, nao

afetando o resultado do ensaio.

5.3 Linearidade

O Teste de Grubbs foi aplicado para a avaliagdo de pontos extremos
(outliers), que podem ser excluidos nos casos em que diferem estatisticamente dos

demais. Para o calculo do valor de G, foi utilizada a equacéo 21:

gi—9g (21)
S

G =

Onde "G" é o valor de Grubbs calculado, "g;" € o valor do possivel outlier, "g" é a
média do conjunto de dados investigados e "s" € o0 desvio-padréo desses dados. Um
outlier & evidenciado por um valor de G maior que o valor de Giapelado Para o nivel de
significancia escolhido.

O sinal analitico obtido para as trés replicatas de cada ponto da curva
de calibracdo e as concentracdes correspondentes estdo expressos na tabela 4,

bem como o valor de G calculado para cada ponto.
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Tabela 4 - Respostas do analito para a construg¢éo da curva de calibragdo e calculo dos residuos.

. Valor de G ) CvVv* das
Concentragdo Absorbéancia Absorbéancia )
1 (Teste de . Residuos Absorbancias
(ng L) Integrada (s) Prevista

Grubbs) (%)
0,4 0,0429 1,119 0,0435 0,0006
0,4 0,0458 0,313 0,0435 -0,0023 4,48
0,4 0,0468 0,806 0,0435 -0,0033
0,7 0,0797 0,801 0,0779 -0,0018
0,7 0,0809 1,121 0,0779 -0,0030 0,86
0,7 0,0800 0,320 0,0779 -0,0021
1,0 0,1088 1,095 0,1123 0,0035
1,0 0,1115 0,229 0,1123 0,0008 2,02
1,0 0,1128 0,866 0,1123 -0,0005
2,0 0,2197 1,028 0,2270 0,0073
2,0 0,2222 0,058 0,2270 0,0048 1,14
2,0 0,2243 0,970 0,2270 0,0027
3,0 0,3326 1,076 0,3417 0,0091
3,0 0,3436 0,174 0,3417 -0,0019 2,57
3,0 0,3500 0,901 0,3417 -0,0083
4,0 0,4436 1,128 0,4564 0,0128
4,0 0,4630 0,351 0,4564 -0,0066 2,86
4,0 0,4686 0,777 0,4564 -0,0122

* Coeficiente de variagéo.

Aplicando-se o Teste de Grubbs, nenhum ponto foi considerado um
outlier: todos os valores de G foram inferiores ao valor de Giapelado de 1,153 para trés
observacdes (n=3) e 95% de confian¢a, portanto todos os dados experimentais
foram considerados na obtencdo da reta que representa a curva de calibracdo. O
coeficiente de variacdo também foi calculado, ficando abaixo de 5% para todos o0s
pontos e representando uma precisdo adequada entre as medidas.

Na figura 1 estdo representados a curva analitica (a) e o perfil dos
residuos obtidos para cada ponto (b), onde os pontos compdem o eixo das
abscissas. Fazendo-se a regressao linear para os dados apresentados na figura 1
(a), obteve-se a reta de equacéo A, = 0,1147xConc — 0,0024, onde o coeficiente
angular 0,1147 s pg L™ representa a variacdo da resposta em funcdo da
concentracdo do analito (sensibilidade). O r* = 0,9984, indicou que o método é linear

para a faixa escolhida, de 0,40 a 4,00 pg L™ e, portanto, para a faixa de trabalho, de
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0,40 a 2,00 ug L™. Os residuos da curva de calibracdo correspondem as diferencas
entre os valores esperados e os medidos, e foram calculados pela subtracéo entre a
absorbancia prevista e a absorbancia medida (absorbancia integrada). A
absorbancia prevista, por sua vez, foi obtida pela substituicdo da concentracdo de
cada ponto na equacdo da reta representativa da curva de calibragdo. A
aleatoriedade dos residuos nos pontos analisados demonstra a auséncia de

tendéncias e erros sistematicos ao longo da faixa considerada.

Figura 1 - Curva analitica de mercurio (a) e gréafico de residuos calculados (b)

L > 0,0150
8 04 a) )
g 0,0100
$ 03
oo O,
% 0,2 y =0,1147x - 0,0024 0,0050
‘© ! 2 _
2 R2 = 0,9984 0,0000
o
2 P ¢ 10 15 20
5 -0,0050
9’ O
0 ) . ; _
< 0,0100

Concentracdo de mercurio Lt
¢ (g L) 10,0150

5.4 Limite de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccdo do método (LDM) e de quantificacdo (LQ) foram
calculados de acordo com Albano e Rodriguez?}, através das equacdes 22 e 23:
LDM = X + 3,143 s (22)

LQ =X+ 10s (23)
Onde "X" € a média dos valores dos brancos, 3,143 € a abcissa da distribuicdo de
Student para 99% de confianca e 6 graus de liberdade (7 amostras) e "s" € o desvio-
padréo dos brancos contendo o analito. Neste processo foi importante a experiéncia
do analista, baseada em valores de LDM e LQ determinados anteriormente. Adotou-
se como critério um CV de 20% entre as replicatas, de forma que em determinacdes
anteriores, replicatas preparadas em concentracbes mais baixas que 0,20 pg L*
resultaram em um CV maior que o critério adotado, indicando que a concentracédo
estava abaixo do LDM. Assim, novas replicatas foram preparadas conforme descrito

em 4.4.4, resultando nas medidas apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5 - Respostas do analito em uma solucdo padréo de 0,20 ug.L'1 para determinacdo do LDM e
do LQ.

Replicata Valores lidos (ug L™)
1 0,19
0,20
0,19
0,21
0,22
0,21
0,23
Média 0,21

Desvio-padrao 0,01

~N o 0o A WDN

A partir da média e do desvio-padrdo, foram determinados os valores
de 0,25 ug L™* como o LDM e de 0,36 pg L™ como o LQ.

5.5 Exatidao

Com o objetivo de avaliar a exatiddo do método, foram executados
ensaios de recuperacdo. As concentracfes de mercurio nas amostras e as
concentracdes obtidas apds a fortificagdo das mesmas, demonstradas na tabela 6,
foram aplicadas na equacao 24, permitindo o calculo do percentual de recuperacéo.

c,— C
Recuperacio (%) = (1C—Z> x 100 (24)
3

Onde "C{" € a concentracdo determinada na amostra fortificada, "C' é a
concentracdo determinada na amostra sem adicdo do analito e "C3" € a
concentracdo para a qual a amostra foi fortificada. Neste caso, C3 = 0,50 ug L™ para
0 primeiro grupo de 5 amostras analisadas e C3 = 1,00 pg L™ para o outro grupo,
também de 5 amostras. Os resultados das recuperacdes também podem ser vistos

na tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados dos ensaios de recuperacfes do analito para 5 diferentes amostras.

Fortificagdo para 0,50 ug L™ Fortificagdo para 1,00 ug L™
Amostra C* Cy** Recuperacao(%) C* Co** Recuperacao(%)
1 0,49 0,03 92 1,03 0,03 100
2 0,50 0,00 100 1,01 0,00 101
3 0,49 0,09 80 1,03 0,09 94
4 0,53 0,03 100 1,05 0,03 102
5 0,46 0,04 84 1,03 0,04 99

*C; é a concentracdo determinada na amostra fortificada; **C, € a concentra¢do determinada na

amostra sem adi¢do do analito.

Para o primeiro grupo de amostras, fortificadas com uma concentragcao
mais baixa de mercurio (0,50 yg L), as recuperacdes apresentaram maior variagao,
entre 80 e 100%, o que € perfeitamente esperado para a medi¢cdo de valores mais
baixos, proximos ao LQ. J& para o nivel de concentracdo mais alto (1,00 yg L), o
analito foi recuperado com uma pequena oscilacdo entre 94 e 102%. De uma forma
geral, avaliando-se o estudo como um todo (considerando os dois niveis de
concentracdo estudados), as recuperagdes variaram entre 80 e 102%, permitindo
afirmar que o método apresenta a exatiddo adequada, segundo o critério de
aceitacéo de 70 a 130% do valor fortificado, adotado pelo Standard Methods.

5.6 Precisao (repetibilidade e reprodutibilidade)

Na tabela 7 encontram-se os resultados do teste de repetibilidade com
0s respectivos valores percentuais de CV calculados pela equacdo 7, e os valores

de CV méaximos calculados através da equacdo de Horwitz (equacéo 8).
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Tabela 7 - Concentra¢gBes do analito obtidas para as solu¢ées padrdo de 0,50, 1,00 e 1,50 ug L™ nos

3 dias de andlise.

Concentracéo calculada (pg L™) para cada nivel*

1°dia 2°dia 3°dia
Replicata A B C A B C A B C
1 0,51 1,03 1,49 0,47 0,95 1,41 0,52 0,92 1,54
2 0,52 1,05 1,53 0,45 1,00 1,43 0,47 0,94 1,60
3 0,49 1,06 1,55 0,46 1,01 1,50 0,48 0,91 1,59
4 0,50 1,03 1,54 0,46 1,01 1,50 0,49 0,92 1,59
5 0,50 1,05 1,54 0,47 1,00 1,36 0,46 0,88 1,60
6 0,49 1,06 1,54 0,47 1,02 1,49 0,44 0,89 1,61
7 0,50 1,05 1,53 0,48 1,01 1,49 0,42 0,84 1,59
Média 0,50 1,05 1,53 0,47 1,00 1,45 0,47 0,90 1,59
Desvio- 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,06 0,03 0,03 0,02
padréo
CV (%) 2,13 1,20 1,27 2,10 2,31 3,78 7,02 3,69 1,43

CVimax (%) 50,2 45,3 42,6 50,2 45,3 42,6 50,2 45,3 42,6

*A, B e C representam os niveis de concentracéo, respectivamente 0,50; 1,00 e 1,50 ug L™, em que

as amostras foram fortificadas. *CV,,s € 0 limite de variagcdo aceitivel pela equacdo de Horwitz.

Para o calculo dos valores de CVns considera-se a concentracdo da
substancia em g g, porém para fracdes massicas inferiores a 100 pg kg*, a
aplicacao da equacao resulta em valores elevados. Neste caso, segundo a Decisao
657 da Comisséo Europeia, os valores de CV devem ser o mais baixo possivel. O
mesmo documento estabelece 20% como coeficiente de variagdo maximo para
fracbes massicas inferiores a 100 ug kg™.

No estudo realizado, todos os valores de CV calculados ficaram abaixo
de 10%, indicando uma repetibilidade satisfatoria, refletindo um pequeno
afastamento entre os resultados das medidas. Para o teste de reprodutibilidade, os

resultados encontram-se nas tabelas 8, 9 e 10.
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Tabela 8 - ConcentragBes do analito obtidas pelo analista 1 para solu¢cdes padrdo de diferentes
concentragdes nos dois dias de andlise.

Concentracdo calculada (pg L™) para cada nivel*
1°dia 2°dia

Replicata A B C A B C

2 0,52 1,05 1,53 0,45 1,00 1,43

4 0,50 1,03 1,54 0,46 1,01 1,50

6 0,49 1,06 1,54 0,47 1,02 1,49

Média 0,50 1,05 1,53 0,47 1,00 1,45

CV (%) 2,13 1,20 1,27 2,10 2,31 3,78

*A, B e C representam os niveis de concentracdo, respectivamente 0,50; 1,00 e 1,50 ug L™, em que

as amostras foram fortificadas.



Tabela 9 - ConcentragBes do analito obtidas pelo analista 2 para solu¢cdes padrdo de diferentes
concentragdes nos dois dias de andlise.

Concentracdo calculada (pg L™) para cada nivel*
1°dia 2°dia

Replicata A B C A B C

2 0,51 1,05 1,54 0,44 0,94 1,51

4 0,52 1,04 1,52 0,43 0,93 1,48

6 0,51 1,07 1,58 0,45 0,93 1,49

Média 0,50 1,05 1,54 0,46 0,93 1,50

CV (%) 3,21 1,50 1,53 4,61 0,88 1,88

*A, B e C representam os niveis de concentracéo, respectivamente 0,50; 1,00 e 1,50 ug L™, em que

as amostras foram fortificadas.

Tabela 10 — Comparacdo dos resultados obtidos pelos analistas 1 e 2, em dias diferentes.

Média das Concentracdes (pg L™) para cada nivel*

Analista
A B C
2 (1°dia) 0,50 1,05 1,54
2 (2° dia) 0,46 0,93 1,50
Média das médias 0,48 1,01 1,51
Desvio-padréo 0,02 0,06 0,04
CV (%) 4,27 5,64 2,69

*A, B e C representam os niveis de concentracdo, respectivamente 0,50; 1,00 e 1,50 ug L™, em que

as amostras foram fortificadas
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Pode-se afirmar que a reprodutibilidade intralaboratorial é satisfatoria,

pois os resultados levaram a coeficientes de variacdo inferiores a 10%, para os trés

niveis de concentracao avaliados.

5.7 Estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade

Os resultados obtidos visando conhecer a contribuicdo de R&R para a

metodologia, estudados com as mesmas amostras, analisadas nas mesmas

condicles, para cada um dos analistas, sdo mostrados nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11 — Concentracdes (ug L'l) de mercurio nas 3 replicatas das 5 diferentes amostras, obtidas

pelo analista 1, para o estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade.

Concentracéo (pg L™)

Amostras 1 2 3 Média Amplitude
1 0,49 0,49 0,50 0,493 0,01
2 0,50 0,50 0,49 0,497 0,01
3 0,49 0,49 0,50 0,493 0,01
4 0,52 0,54 0,53 0,530 0,02
5 0,46 0,46 0,45 0,457 0,01
Média 0,494 0,012

Tabela 12 — Concentracdes (ug L) de mercurio nas 3 replicatas das 5 diferentes amostras, obtidas

pelo analista 2, para o estudo formal de repetibilidade e reprodutibilidade.

Replicata
Amostras 1 2 3 Média Amplitude

1 0,49 0,49 0,50 0,493 0,01
2 0,50 0,49 0,49 0,493 0,01
3 0,50 0,51 0,51 0,507 0,01
4 0,50 0,51 0,51 0,507 0,01
5 0,43 0,43 0,43 0,430 0,00

Média 0,486 0,008

Alguns valores obtidos a partir dos resultados das tabelas 11 e 12 séo

importantes para os calculos, a serem considerados: amplitude entre as médias das

meédias dos analistas (Ro) = 0,008; amplitude média entre os analistas (Re) = 0,010;



amplitude entre as amostras (Ra) = 0,075; niamero de replicatas (nr) = 15.

Aplicando-se de Ro, Re, Ra e nr nas devidas equagdes (9 a 13), foram
obtidos os valores necessarios para o encontro do percentual de contribuicdo da
repetibilidade e da reprodutibilidade para o sistema de medi¢c&do. Constatou-se que a
contribuicdo das mesmas é homogénea, sendo proxima de 50% para cada. Essa
contribuicAo homogénea reflete que o desempenho do meétodo independe da
execucdo sob as mesmas condicdes (repetibilidade), ou sob condi¢cGes variadas
(reprodutibilidade), isto é, a variabilidade das medi¢Ges sofre as mesmas influéncias
se executada pelo mesmo analista, ou por analistas diferentes.

Continuando a aplicacdo das equacbes 16 a 19, chegou-se ao
percentual de R&R, que avalia a adequabilidade do sistema de medicdo. Na tabela
13, encontram-se todos os resultados obtidos para cada variavel pela aplicacdo das

equacdes 9 a 19.

Tabela 13 — Paradmetros estatisticos calculados para o estudo de R&R.

Pardmetro calculado Resultado Equacdo utilizada

VE 0,0299 10

Orepro 0,0055 12

Contribuicdo da Repe (%) 53 14

Desvio das amostras 0,0302 16

VT 0,1608 18

O valor de 25,5%, é aceitavel, segundo os critérios comentados no item
3.3.7. A literatura descreve que valores entre 10 e 30%, podem ser adequados
dependendo da aplicagdo, do instrumento, etc. Considerando a concentragdo de
mercurio utilizada no estudo, préxima ao LQ, visto que o método é aplicado para
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amostras que em sua maioria ndo contém o analito, e o nUmero minimo de amostras
estudadas, o percentual obtido foi aceito e utilizado como uma fonte de contribuicdo

para a incerteza de medicdo, que sera discutida no proximo item deste trabalho.

5.8 Incerteza de medicao

Partindo-se de informacfes fornecidas pelos certificados da solucao
padrao, da micropipeta e dos baldes utilizados na curva de calibracéo, a incerteza
de cada uma das fontes foi calculada inicialmente para que, posteriormente,
pudesse ser combinada as demais, gerando uma incerteza final, associada ao
resultado da medicdo. Considerando-se a confidencialidade dos dados do
laboratorio da CORSAN, os valores de cada incerteza estdo demostrados na tabela
14, e o R&R (repetibilidade e reprodutibilidade) serd utilizado para fins de
demonstracao do célculo.

A identificacdo do tipo de componente de incerteza para cada uma das
fontes definiu o divisor adequado relacionado a distribuicdo de probabilidade desse
componente. No caso do R&R, o tipo de componente é baseado no desvio-padrao,
t-Student é a distribuicdo de probabilidade e o divisor € 1. A incerteza padrao foi
obtida pela equacéo 25.

Inc (25)
I d=—
nepa Div

Onde “Inc" € a incerteza de cada uma das fontes, calculada com base
nos certificados e “Div“ é o divisor correspondente a distribuicdo de probabilidade.

Para converter a incerteza-padréo de todas as variaveis para a mesma
unidade, calcula-se os coeficientes de sensibilidade, através de derivadas parciais.
Para o0 R&R, o coeficiente de sensibilidade € igual a 1, pois o valor corresponde a
mesma unidade de medida (ug L™). Assim, a contribuicdo da incerteza de cada fonte
é dada pela equacao 26.

Cont Inc = Inc pad x Coef Sens (26)

7

Onde “Cont Inc" é a contribuicdo de incerteza que corresponde a uma
medida de dispersédo equivalente a um desvio-padrdo com a mesma unidade de
medida do mensurando, “Inc pad“ é a incerteza padréao e “Coef Sens” € 0 coeficiente

de sensibilidade.
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Neste momento, com todas as fontes conhecidas e transformadas na
mesma unidade, é possivel combinar as contribuicbes de todas elas, isto é, calcular
a incerteza combinada. Esta € calculada através da raiz quadrada do somatério
quadratico das contribuicbes de incerteza padrdo de cada fonte, conforme a
equagao 27.

- 27)
Inc comb = Z(Cont Inc)?

=1

Onde “Inc comb" é a incerteza combinada e “Cont Inc" é a contribuicdo
de cada fonte para a incerteza de medicéao.

A Ultima coluna da tabela 14 é importante para a determinacao do grau
de liberdade efetivo. Isto € necessario, pois quando se considera incerteza, alguns
componentes ndo sdo obrigatoriamente avaliados estatisticamente, exigindo um
conceito mais genérico para o grau de liberdade associado ao mensurando. O grau
de liberdade efetivo para um sistema € definido pela equacao 28 (férmula de Welch-
Satterthwaite).

(Inc comb)* (28)

Verr = y (Cont Inc)*
sy LCont [nc)*

7

Onde “V.sf" € o grau de liberdade efetivo, “Inc comb" € a incerteza combinada,

“Cont Inc" € a contribuicdo de cada fonte para a incerteza de medigéo e “V” € o grau

de liberdade de cada uma dos componentes.

Com Vs, Obtém-se a constante k tabelada, que servira para expandir

a incerteza combinada ao nivel de confianga desejado, conforme a equacao 29.
Inc Exp = Inc Comb x k (29)

Considerando uma probabilidade de abrangéncia de 95%, a constante
k tabelada obtida foi de 2,06.
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Tabela 14 — Contribui¢cdes das fontes para o calculo da incerteza.

Fonte Inc Dist Prob  Div Inc pad Coef Sens Cont Inc GL (V)
R&R 0,018 t-Student 1 0,018 1 0,018 28
Padrdes 0,037 normal 2 0,018 1 0,018 Infinitos

Curva 0,087  tStudent V12 0,025 1 0,025 11
Equip 2,000 Retang \3 1,155 0,772 0,001 Infinitos
Incerteza combinada 0,036
Veff 43
k 2,06
Incerteza expandida 0,07

O estudo de R&R representa o desempenho da metodologia frente a
variacdo do ensaio quando executado em diferentes dias e por diferentes analistas.
A sua contribuicdo para a estimativa da incerteza de medi¢cdo € dada pela razédo
entre o valor de R&R (calculado no item 5.7) e a média dos resultados entre os dois

analistas (tabelas 11 e 12), obtidos no estudo, segundo a equacao 30.

RM x R&R (30)

Inc (R&R) = Védia

Onde “Inc (R&R)” é a incerteza obtida pelo estudo de R&R, “RM” & o resultado da
medicao, “R&R” é a variacao (desvio) e “Média” € a média dos resultados, calculada
através do estudo. Desta forma, cada resultado (RM) obtido por esta metodologia
leva a uma contribuicdo diferente para a incerteza, baseada no valor medido.
Substituindo R&R = 0,041 e Média = 0,49, provenientes do estudo formal de R&R,
um resultado de medicdo de 0,50 pg L™, por exemplo, leva a uma Inc (R&R) de
0,042, um k igual a 2,06 e uma incerteza final de 0,10.

A maior contribuicdo para incerteza provém da curva de calibragéo,
pois o laboratorio adota 10% como critério de aceitacdo para o desvio-padrao
relativo para cada ponto da curva, lido em triplicata.
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J& a contribuicdo do padrao reflete 0 modo de preparo de cada solugéo
utilizada na execucéo do ensaio, pois as concentracdes utilizadas requerem diversas
etapas de preparo e diluicdo, que agregam pequenos desvios e quando combinadas
tornam-se a segunda maior contribui¢ao.

A incerteza do equipamento, por sua vez, esta vinculada as
caracteristicas 6pticas do equipamento durante os testes de qualificacdo do mesmo.
Os desvios apresentados devido ao uso, sdo normalizados e corrigidos, mas

agregam uma pequena parcela de contribuigéo, sendo a menor de todas as fontes.

5.9 Parametros avaliados

Considerando o grande numero de dados experimentais obtidos e os
diversos parametros avaliados neste estudo de validacdo, na tabela 15 os resultados

séo apresentados de forma compilada para facilitar a visualizagéo.

Tabela 15 — Parametros avaliados e resultados obtidos.

Parametro Resultados/ observacbes

Seletividade A metodologia é seletiva para Hg.

Limite de Deteccdo e Quantificacéo LDM = 0,25 pg L™ de Hg
LQ =0,36 ug L™ de Hg

Exatidao 0,50 pg L™ de Hg = recuperagdes entre 80 e 100%

1,00 ug L* de Hg = recuperacdes entre 94 e 102%

Incerteza de medicéo 10,13 para uma concentracéo de 0,50 ug L™ de Hg
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6 AVALIACAO ECONOMICA

7

A avaliacdo dos custos de cada metodologia € importante para a
substituicdo do volume de 100 mL de amostra, indicado pelo método normalizado,
pelo volume de 20 mL proposto pelo método validado. Custos referentes a energia,
agua ultrapura, salario do analista, tempo de analise, vidraria, gas (Nitrogénio) e
equipamento utilizado sdo semelhantes para os dois métodos e, portanto,
despreziveis para fins de comparacao. Como fatores consideraveis para o calculo
dos custos tém-se os reagentes e o tratamento de residuos. Os reagentes sao
necessarios nas etapas de digestdo e analise, enquanto os residuos gerados sdo
coletados e enviados para tratamento adequado apés as determinacdes de
mercurio.

Para o céalculo comparativo, foram consideradas as quantidades de
reagentes necessarios em cada batelada, definida como o conjunto de anélises de
35 amostras, além da curva analitica. Os valores dos reagentes utilizados, segundo
cotacao realizada em outubro de 2015, estdo demonstrados na tabela 16, bem como

0 consumo anual estimado.



Tabela 16 — Consumo de reagentes e custo, para o uso de 100 mL de amostra.

] Consumo Custo
Reagente Quantidade Custo
anual anual
H,SO, com baixo : Aprox. Aprox.
. 1 litro R$ 439,00 :
teor de mercurio 21,6 litros R$ 9.500,00
HNO3; com baixo
o ] Aprox. Aprox.
teor de mercurio 1 litro R$ 436,00 )
10,8 litros R$ 4.750,00
(<0,000005%)
KMnO4 com baixo
. Aprox. Aprox.
teor de mercurio 1.000 gramas R$ 2.260,00
3.250 gramas R$ 7.350,00
(<0,0000005%)
Persulfato de Aprox. Aprox.
o 250 gramas R$ 652,00
Potassio PA 1.750 gramas R$ 4.500,00
Cloridrato de
Hidroxilamina com
: Aprox. Aprox.
baixo teor de 250 gramas R$ 491,00
. 3.500 gramas R$ 7.000,00
mercurio
(<0,000001%)
Consumo Aprox.
anual total R$ 33.000,00
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A metodologia validada, para a qual se utiliza um volume reduzido de

amostra, diferencia-se em termos de custo, dos valores mostrados na tabela 16, pois
o consumo de regentes é proporcionalmente reduzido. Para o uso de 20 mL de
amostra, 0 custo é cinco vezes mais baixo, resultando em um gasto anual
aproximado de apenas R$ 6.600,00.

Em relacdo aos custos envolvendo tratamento dos residuos gerados
nas duas metodologias, € importante destacar a redu¢éo do volume de 432.000 para
86.400 litros. O custo para o tratamento é de R$ 1,10 por litro, representando uma
economia anual de aproximadamente R$ 380.000,00.

Somando-se o0s valores acima mencionados, o gasto anual total com
reagentes e residuos € reduzido de R$ 500.000,00 para R$ 100.000,00, podendo

sofrer variagcdes de acordo com o numero de ensaios realizados pelo laboratoério.
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7 IMPACTO AMBIENTAL

Considerando a potencialidade toxica dos residuos contendo mercurio,
durante as analises estes sdo devidamente coletados e tém como destino um
tratamento envolvendo a precipitacdo do metal. As concentracdes deste metal nos
residuos gerados pelos métodos em estudo sdo semelhantes, porém a principal
vantagem do método validado é a utilizacdo de um volume de amostra menor e,
consequentemente, a geracdo de um volume de residuos também menor.

Proporcionalmente, sdo gerados cinco vezes menos residuos.
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8 CONCLUSAO

O método para a determinacdo de mercurio com a utilizacdo de 20 mL
de amostra mostrou-se estatisticamente semelhante ao método normalizado, que
utiliza um volume de 100 mL de amostra, sendo considerado exato e preciso, e
estando validado para o uso, embora o ensaio de robustez ainda possa ser aplicado
para complementar o estudo. E importante salientar que houve um rigor no controle
da temperatura da sala e do banho-maria, bem como na qualidade dos reagentes e
suas validades, com a finalidade de evitar interferéncias desses parametros nos
resultados analiticos. Este cuidado deve ser mantido para garantir a confiabilidade
de futuros resultados obtidos pelo método validado.

A modificacdo do método representou, para o laboratorio, uma reducao
de cinco vezes no custo, além de oferecer maior agilidade e melhor homogeneidade
das condi¢cdes de andlise. O tempo do ensaio é reduzido pois a diminuicdo do
volume permite o preparo simultaneo de um maior nimero de amostras em funcéo
do tamanho do banho-maria utilizado na preparacdo das amostras.
Consequentemente, sdo obtidas amostras mais homogéneas, digeridas sob as
mesmas condi¢des, contribuindo para a rastreabilidade do ensaio e o controle de

qualidade do laboratdrio.
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