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Resumo

A alcalinidade ¢é a capacidade da dgua de neutralizar os {fons hidrogénios (H*) provenientes dos dcidos, expressando a
capacidade de tamponamento da dgua e suas condigdes de resistir 2 mudanca de pH. A determinagio da alcalinidade é
realizada a partir da titulacio dcido-base com 4cido sulftirico ou cloridrico até pH 4,5, no ponto final da reag¢io, detecta-
do com o uso de indicador alaranjado de metila ou pHmetro. Os fons hidroxila (OH"), carbonato (CO,*)e bicarbonato
(HCO;) sao os principais responsaveis pela alcalinidade em dguas. Neste trabalho realizou-se a validagio do método de
determinagio de alcalinidade total em dgua. A validagio de um método indica que o procedimento, que inclui desde as
condigdes de operacio do equipamento até toda a sequéncia analitica, seja aceito como correto ¢ ¢ uma das exigéncias
da Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025: Requisitos Gerais para a Competéncia de Laboratérios de Calibragio e de
Ensaios. O procedimento utilizado foi o Método Titulométrico 2320 B recomendado na 21? edigao do Standard Methods
for the Examination of Water & Wastewater (APHA, 2005). Para a validagio do método ¢ o estudo dos parimetros realizados,
adotaram-se os procedimentos propostos por Albano e Raya-Rodriguez (2009) e Rego (2012). O método para anilise
de alcalinidade mostrou-se seletivo e linear, com R*=0,999 nos pontos ao longo da faixa de trabalho estudada. Apresen-
tou os limites de detecgio (LDM — 99%) = 2,221 e quantificagio (LQM — 10 desvios) = 3,98. O método apresentou
repetitividade satisfatdria, boa reprodutibilidade intralaboratorial e precisio dos métodos, com os coeficientes de varia-
¢do (CV) globais menores do que 10%.
Palavras-chave: Validacio. Alcalinidade. Agua.

1 INTRODUCAO

Nos laboratérios de pesquisa das universidades existe um funcionamento peculiar, devido a sua triplice missio
de se dedicar a pesquisa, ensino e extensio dentro das politicas gerais das universidades brasileiras. Para que se obtenha
uma inser¢io maior nas atividades de extensio, os laboratérios de pesquisa universitirios tém buscado seu credencia-
mento com o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio e Qualidade Industrial (Inmetro), para participarem da
Rede Brasileira de Calibra¢io (RBC). Com isso, esses laboratdrios necessitam enquadrar suas atividades a fim de que
atendam aos requisitos da NBR ISO/IEC 17025 e, concomitantemente, resguardem suas caracteristicas de favorecer o
ensino ¢ a pesquisa (AGUIAR et al., 2003).

A Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025: Requisitos Gerais para a Competéncia de Laboratérios de Ensaio e
Calibragio estabelece os principios de gestio ¢ técnicas a serem seguidos por um laboratério interessado em garantir
a qualidade dos servigos prestados e demonstrar a sua competéncia técnica, para assim demonstrar que sao capazes de

produzir resultados tecnicamente vélidos. Os principais objetivos da ISO 17025 sio:

a) Estabelecer um padrio internacional e inico para atestar a competéncia dos laboratdrios para realizarem
ensaios e/ou calibragdes, incluindo amostragem. Tal padrio facilita o estabelecimento de acordos de reco-

nhecimento mituo entre os organismos de credenciamento nacionais; estabelecer um guia para o desen-
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volvimento e a implementagio da Gestio de Qualidade destinada a laboratdrios de calibragio e de ensaios,

que possa ser usado também por organismos de acreditagio e reconhecimento;

b) A necessidade de mostrar a qualidade de medigdes quimicas estd sendo cada vez mais exigida e reconheci-

da, por meio da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. Resultados analiticos nio confidveis
podem conduzir a decisdes desastrosas e altos prejuizos financeiros. Para tanto, € necessirio o desenvolvi-
mento de um método analitico, o qual envolve o processo de avaliagdo que estime a eficiéncia na rotina do

laboratério. Esse processo costuma ser denominado de validagio (BRITO et al., 2003).

Segundo Albano e Raya-Rodriguez (2009) e ratificado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio

e Qualidade Industrial (2010), os passos necessarios para a Validagio de Métodos Laboratoriais incluem o estudo dos

seguintes parimetros, requeridos como evidéncia objetiva da validagio do método analitico:

a)

b)

Limite de detecgio (LD): pode ser definido, segundo Albano ¢ Raya-Rodriguez (2009, p. 23), como o
menor valor detectado com uma precisio aceitivel em razio do ruido do equipamento (eletrénica, ins-
trumental, etc.). Nesse caso, este limite é chamado Limite de Detecgio do Equipamento (LDE), sendo
definido como a concentragio do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razio sinal/ruido do
equipamento. O limite de deteccio do método (LDM) € definido como a concentragio minima de uma

substincia medida, com 95% ou 99% de confianga, que é maior do que zero;

Seletividade: a seletividade de um método analitico depende de quanto esta metodologia ¢ indiferente a
presenga de interferentes da matriz na determinagio do analito (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009,
p. 25);

Linearidade: é a capacidade de o método demonstrar que os resultados obtidos sio diretamente proporcio-
nais 2 concentragio do analito da amostra, dentro de um intervalo especificado INSTITUTO NACIO-
NAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010). O coeficiente
de correlagio linear (R?) é frequentemente usado para indicar a adequabilidade da curva como modelo
matematico. Um valor maior que 0,90 é, usualmente, requerido (INSTITUTO NACIONAL DE ME-
TROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

Precisio: é a declaragio da proximidade da concordincia entre os valores experimentais dos ensaios obtidos.
Quanto menor for a amplitude das medidas, maior serd a precisdo. Esta medida mostra a tendéncia de
maior ou menor afastamento, ou seja, os erros dos resultados obtidos (AGENCIA NACIONAL DE VIGI-
LANCIA SANITARIA, 2004). Tém-se dois parimetros estatisticos que sio relacionados com a precisio, a
repetitividade (repe) ¢ a reprodutibilidade (repro);

Repetitividade: é um tipo de precisio relacionada a medigdes feitas sob condigdes que podem ser repetidas,
isto é: mesmo método; mesmo material; mesmo operador; mesmo laboratdrio; curto periodo de tempo
entre as medigdes. Reprodutibilidade é um conceito de precisio relacionada a medicdes feitas sob condi-
¢des que podem ser reproduzidas, isto é: mesmo método; operadores diferentes; laboratérios diferentes;

equipamentos diferentes; longo periodo de tempo entre as medigdes (SOUZA, 2010).

Realizou-se a validagio do método para determinagio da alcalinidade. A alcalinidade ¢ definida como a capaci-

dade da dgua natural de reagir com fon H* até atingir o pH 4,5, correspondente ao segundo ponto de equivaléncia na

titulagao do fon carbonato (CO,*). A determinagio da alcalinidade ¢é realizada a partir da titulagio dcido-base com icido

sulftirico ou cloridrico até pH 4,5, no ponto final da reac¢io, detectado com o uso de indicador alaranjado de metila,

os fons hidroxila, (OH"), carbonato (CO,*) e bicarbonato (HCO,") foram completamente neutralizados. Os métodos

colorimétricos que utilizam indicadores dcido-base para detec¢io do ponto de equivaléncia apesar de simples e de baixo

custo, sio de dificil validacio, jd que dependem da observagio visual da mudanga de cor do indicador, pelo operador,

para determinacio do final de reacio.
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2 METODOLOGIA

O método de determinacio de alcalinidade validado foi o Titulométrico 2320B de acordo com o proposto no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Na preparacio de solugdes padrdes, utilizou-se a solu¢io estoque de carbonato de sédio 1000 mg.L-!, prepara-
das utilizando Carbonato de Sédio (Na,CO,) com pureza de 99,5% da marca Quimex em dgua deionizada, com con-
dutividade de 1,32 us.cm™. Para determinagio da alcalinidade utilizou-se Acido Sulftirico (H,SO,) com 98% de pureza
da marca Fmaia. A solugio padrio de dcido sulfurico foi padronizada e obteve-se uma concentragio de 0,010293mol.L™!
que foi utilizada na determinagio da concentrag¢io da alcalinidade. As andlises titulométricas foram realizadas utilizando
buretas de vidro de 25 e 50 mL das marcas Vidrolabor ¢ MC, respectivamente.

Na determinagio da linearidade foram analisadas oito concentraces diferentes ao longo da faixa de trabalho (0;
5; 10; 25; 50; 100; 150 e 200 mgNa,CO,.L") em triplicata e fez-se a regressio linear da reta obtida.

Calculou-se os residuos da regressio, que sio obtidos por meio das diferencas entre os valores médios e os
valores esperados. Plotou-se os resultados no grifico de Perfil dos Residuos de Regressio, que deve possuir uma ordem
aleatéria de distribuigio. Se o coeficiente de R? for maior que 0,995 ¢ o grifico de Perfil dos Residuos de Regressio
possuir ordem aleatéria de distribui¢io, pode-se considerar o método linear (REGO, 2012).

De acordo com Rego (2012) a linearidade é comprovada aplicando-se o teste de Cochran (Ccalc<Ctab), para
um nivel de confianga de 95%, para se determinar se o método ¢ homocedistico e se a regresso linear ¢ o modelo
matemitico adequado.

Para determinagio da seletividade, preparou-se a mesma curva de calibragio utilizada para a determinagio da
linearidade, com as mesmas oito concentragdes diferentes realizadas em triplicata, tanto para a matriz de interesse (dgua
mineral) e sem matriz (igua deionizada), as titulagdes foram realizadas com aliquotas de 50 mL. Fez-se a regressio
linear das duas curvas, realizou o teste de Grubbs para um valor aberrante e, em seguida, aplicou-se a distribuicio de t
de Student (teste t) para um nivel de confianga de 95%, para verificar se hé efeito de matriz (REGO, 2012).

Para determinacio do limite de detec¢io foram analisadas sete amostras preparadas com material branco. Cal-
culou-se a média e o limite padrio das replicatas. Multiplicou-se o valor de t pelo desvio das sete replicatas. Utilizou-se
ovalor de t de n-1 igual a 3,14 (distribui¢io de Student unilateral) para o nivel de confianca de 99% (ALBANO; RAYA-
-RODRIGUEZ, 2009).

Na determinacio do limite de quantificacio utilizou-se os dados da andlise do limite de detecgio. Calculou-se a
média e o desvio padrio e somou-se 10 desvios padrio 3 média das replicatas (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009).

Para determinacio da repetitividade decisio 657 (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2009), preparou-se um con-
junto de amostras de dgua deionizada para alcalinidade, fortificadas com o padrio de interesse, equivalente a 1, 2 e 3 vezes
o limite de desempenho requerido, correspondendo a 5, 10 ¢ 15 mg.L*!, respectivamente. Para cada nivel de fortificagio, a
anilise foi realizada com seis réplicas. O procedimento foi realizado trés vezes. Posteriormente, calculou-se a concentragio
média global (18 repeticoes de cada concentragio), o desvio padrio e o coeficiente de variagio (CV) para os trés niveis de
fortificacio. Apés obtengio dos resultados dos ensaios calculou-se o limite maximo de variagio aceitdvel pelo coeficiente

de Horwitz, transformando-se a concentragao da substincia para (g/g), de acordo com a férmula (1):
CV= 2(1 -0,5logC) ( 1 )
Onde C = Concentragio da substincia (g/g)

Ap6s os cilculos, comparou-se os coeficientes de variagio (CV) obtidos com os CV calculados pela férmula de
Horwitz. Se os CV obtidos forem menores do que os de Horwitz significam que a repetitividade (repe) é considerada
satisfatéria.

Para a determinagio da Reprodutibilidade Intralaboratorial — Diretiva 657 (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ,
2009), preparou-se um conjunto de amostras de dgua deionizada fortificadas com o padrio de interesse, da mesma

forma realizada para a determinacio da repetitividade. Para cada nivel de fortificacio, a anilise foi realizada com seis
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réplicas, utilizando bureta de vidro de 25 mL, seguindo as condi¢des ambientais descritas a seguir: Operador A, Be C
aliquotas de 100 mL; Operador A, B e C aliquotas de 200 mL.

Os procedimentos foram realizados trés vezes para as diferentes condi¢bes ambientais. Para cada conjunto
operador + aliquota calculou-se a média das amostras fortificadas. Calculou-se a média das médias, o desvio padrio
¢ o CV da reprodutibilidade. Os dados obtidos foram organizados em tabelas ¢ grificos utilizando-se o Excell 2007®.
Os cilculos também foram realizados utilizando-se o Excell® e planilhas do curso Validacio de Métodos de Ensaios
Quimicos (REGO, 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A alcalinidade ¢ dada pela quantidade de fons hidroxila presentes em uma amostra, assim como um resultado
de dissociagdo ou de hidrélise de solutos, reage com adi¢des de dcido padrio. A alcalinidade depende do pH do ponto
final usado e é uma medida de uma propriedade caracteristica da dgua e pode ser interpretada em termos de substincias
especificas somente quando a composi¢io quimica da amostra é conhecida (APHA, 2005).

Valores elevados de alcalinidade estio associados a processos de decomposigio da matéria orginica e 2 alta taxa
respiratdria de micro-organismos, com liberagdo e dissolugio do gis carbonico na dgua. A maioria das dguas naturais

apresenta valores de alcalinidade na faixa de 30 a 500 mg.L" de CaCO, (MORAES, 2008).

3.1 DETERMINACAO DA SELETIVIDADE

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos, da matriz e de outros componentes que
podem ter algum efeito na medigio, mas que nio se quer quantificar (REGO, 2012).

A partir dos dados das concentragdes de alcalinidade tedricas e obtidas realizou-se a regressio linear das duas
curvas. No Grifico 1 sio apresentados os grificos da regressio linear para a matriz (m) e para a dgua deionizada (#), bem

como as equagdes de regressio e os valores de R%

Grifico 1 — Curva analitica para a matriz ¢ para dgua deionizada e as equacdes de regressio e os valores de R? utilizadas para
determinagio da seletividade do método de determinacio de alcalinidade
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Fonte: os autores.

Como se observa no Grifico 1, as curvas analiticas so paralelas e com resultados préximos, em que os maiores
resultados sio da matriz ¢ os menores sio para a adigio de padrio em dgua deionizada, pode-se dizer que nio hé inter-
feréncia da matriz na determinacio da substincia de interesse. Os valores de R? sio superiores a 0,99, conforme valor

recomendado por Albano e Raya-Rodriguez (2009).
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O teste de Grubbs nio apontou valor aberrante ¢ todos os pontos foram utilizados na confec¢io da curva. Na
aplicagio do teste t, obteve-se t calc< t tab, indicando que as curvas sio estatisticamente iguais e que a matriz nio tem

um cfeito significativo sobre o resultado do ensaio.
3.2 DETERMINACAO DA LINEARIDADE DA CURVA DE CALIBRACAO

A faixa linear ¢ definida como a faixa de concentragio na qual a sensibilidade pode ser considerada constante. A
linearidade foi determinada analisando-se oito concentragdes diferentes ao longo da faixa de trabalho. Fez-se a regres-
sdo linear considerando a concentragio obtida para o padrio no eixo X ¢ a concentragio tedrica no eixo Y. O grifico da

regressdo linear, a equagio da regressio e valor de R? sio apresentados no Grifico 2.

Grifico 2 — Regressio linear, equagio da regressio e valor de R2 utilizados para determinagio da linearidade para a faixa de trabalho
de determinacio de alcalinidade
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Fonte: os autores.

Conforme observado no Grifico 2, obteve-se o valor de R? igual a 0,999 para a curva analitica da alcalinidade. O
valor ficou dentro do recomendado por Albano ¢ Raya-Rodriguez (2009), que citam que R?deve ser maior do que 0,99.

Determinou-se os residuos da regressio (valores obtidos — valores tedricos) e plotou-se o grifico do perfil de
residuos, apresentado no Griéfico 3. O método apresentou relativa aleatoriedade nos pontos ao longo da faixa de traba-
lho estudada, conforme recomendado por Albano e Raya-Rodriguez (2009) e Rego (2011).

Grifico 3 — Perfil de residuos de regressio linear para a determinagio de alcalinidade
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Fonte: os autores.
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Aplicando-se o teste de Cochran, determinou-se o C calculado ¢ comparou-se com C tabelado, obtendo-se
que Ccal<Ctab e comprovando-se uma condi¢io de homocedasticidade, indicando que a precisio das medidas é inde-

pendente do valor da concentragio ¢ que a regressio linear ¢ o modelo matemadtico adequado.
3.3 DETERMINACAO DO LIMITE DE DETECCAO

Os limites de detecgio e quantificagio foram estabelecidos a partir da média e desvio padrio da determinagio
da alcalinidade a partir de sete aliquotas de 50 mL de dgua deionizada, considerada o branco de calibragio, de acordo
com Albano e Raya-Rodriguez (2009). Obteve-se a alcalinidade do branco como 1,287 + 0,257 mg.L-!. O limite de
detecgio do método (LDM) foi 2,221 mg.L! ¢ o limite de quantificagio do método (LQM) 3,859 mg.L-.

O Limite de Detecgio é a concentragio mais baixa que pode ser detectada, mas nio necessariamente quanti-
ficada. Indica a concentragio mais baixa do elemento que pode ser medida, isto ¢, que pode ser diferenciada de zero.
O Limite de Quantificagio é a menor concentracio do analito que pode ser determinada com um nivel aceitivel de
precisdo ¢ exatidio, neste caso foi determinado somando-se 10 desvios.

Rego (2012) considera que valores encontrados entre o LD e o LQQ nio sio confidveis. Os valores medidos so-
mente devem ser expressos a partir do LQ e, por isso, o ideal é que o LQ seja o primeiro ponto da curva de calibragio.
Nesse caso, as curvas analiticas obtidas para alcalinidade deverio ser readequadas e o primeiro ponto deveri ser 4 ou

5mg.L, retirando-se o zero da curva.
3.4 DETERMINACAO DA REPETITIVIDADE

Considerou-se como critério de aceitagao para a repetividade que CV <CV,,, onde CV ¢ o coeficiente de va-
riagio e o CV,, € o coeficiente de variagio de Horwitz, ambos expressos em valores percentuais.

A partir das médias das concentragdes obtidas para os trés niveis de fortificagio (5, 10 e 15 mgCaCO,.L"),
para as seis aliquotas (repeti¢io), sendo todas as anilises realizadas em triplicata, determinou-se o desvio padrio ¢ o
coeficiente de variagio (CV). Esses valores foram comparados com o coeficiente de variagio de Horwitz (CVH), apre-

sentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados obtidos para Coeficiente de Variacio (CV) e Coeficiente de Variagao
de Horwitz (CVH) no estudo de repetitividade

Concentragao CaCO,, mg.L" CVv Cv,
5,0 3,029 12,558
10,0 1,613 11,314
15,0 1,111 10,644

Fonte: os autores.

Os valores de coeficiente de variagio (CV) foram inferiores aos coeficientes de variagio de Horwitz (CVH)
para os trés niveis de concentragio testados, indicando que a repetigio do método de determinacio de alcalinidade é

satisfatdria.
3.5 DETERMINAQAO DA REPRODUTIBILIDADE

No estudo da reprodutibilidade é necessirio fazer alguma altera¢io nas condig¢des de ensaio, como: mudanga de
analista, equipamento, local e data do ensaio. As condigdes alteradas neste trabalho foram o analista, denominado Ope-
rador A, Operador B, operador C, com aliquotas de 100 mL e 200 mL, avaliando-se o conjunto Operador + Aliquota.

Como critério de aceitagio todos os conjuntos “Operador +Aliquota” devem possuir um coeficiente de va-
riagio (CV) menor que 10%. Os trés operadores utilizaram aliquotas diferentes para os trés niveis de fortificagoes,

repetindo seis vezes para cada nivel.
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A partir dos resultados efetuados pelos operadores A, B ¢ C, determinou-se a média global dos seis conjuntos,
em seguida, a média das médias, o desvio padrio (DP) e o coeficiente de variagio (CV) da reprodutibilidade, cujos

resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Médias dos quatro conjuntos analisados, média das médias, desvio padrio e coeficiente de variagio (CV) para o estudo
de reprodutibilidade do método de determinagio de alcalinidade

Média das médias

Nivel A B C A B C Medias l?a‘j;’;?) ccv
200mL 200 mL 200mL 100mL 100mL 100 mL
5,0 6,162 6,547 5,861 6,405 7,266 7,520 6,627 0,586 8,850
10,0 11,279 11,571 10,979 11,608 12,066 11,723 11,538 0,341 2,955
15,0 16,326 16,583 16,269 16,326 16,955 16,726 16,531 0,249 1,509

Fonte: os autores.

De acordo com os resultados dos operadores e as médias apresentadas na Tabela 5, conclui-se que existe uma
boa reprodutibilidade intralaboratorial e precisio do método para determinagio de alcalinidade, pois os valores dos co-
eficientes de variagio (CV) tanto para cada condigio ambiental testada quanto para os coeficientes de variagio globais,

foram menores do que 10%, para os trés niveis de fortificacio.
4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para o parimetro de desempenho do método de anilise de alcalinidade foram: na de-
terminacio da seletividade comparou-se a matriz de dgua mineral com a amostra sem matriz de dgua deionizada, as
curvas se apresentaram paralelas e estatisticamente iguais, de acordo com o teste t, indicando que o método de anilise
se mostrou seletivo.

O método mostrou-se linear com R? igual a 0,999 nos pontos ao longo da faixa de trabalho estudada. O grifico
do perfil de residuos da regressio linear apresentou aleatoriedade nos pontos ao longo da faixa de trabalho estudada,
indicando que a precisio das medidas é independente do valor da concentragio e que a regressio linear é o modelo
matemitico adequado.

A determinagio do limite de deteccio foi de (LDM — 99%) = 2,221 e limite de quantificagio (LQM — 10 des-
vios) = 3,8598. O método apresentou repetitividade satisfatéria, considerando-se o coeficiente de variacio de Horwitz
(CV,,). O método obteve uma boa reprodutibilidade intralaboratorial e precisio, com os coeficientes de variagio (CV)
globais menores do que 10%.

Considera-se que os resultados obtidos na avaliagdo dos parimetros de desempenho dos métodos de determi-

nagio de alcalinidade foram satisfatrios e o método foi considerado validado.
Validation of method for determination of total alkalinity in water

Abstract

The alkalinity is defined the natural ability of the water to react with H + ion to pH 4.5, Corresponding to the second equiva-
lence point for the titration of carbonate ion (CO 7). The alkalinity determination is Performed based on the acid-base titration
with hydrochloric or sulfuric acid to pH 4.5 at the end point of the reaction detected using methyl orange indicator, the hydroxyl
ions (OH), carbonate (CO,”) and bicarbonate (HCO,) were completely neutralized. This work was carried out to validate
the method of determination of total alkalinity in water. Validation of a method indicates that the procedure, which includes
everything from the operating conditions of the equipment until the entire analytical sequence is accepted as correct, and is one
of the requirements of the standard ISO | IEC 17025: General Requirements for the Competence of Laboratories calibration
and testing . The procedure used was the Titration Method 2320 B recommended the 21st edition of Standard Methods for the
Examination of water & Wastewater (APHA, 2005): 1o validate the method and study the parameters achieved, we adopted
the procedures proposed by Albano and Raya-Rodriguez (2009) and Rego (2012). The method of alkalinity analysis showed
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selective and linear, with R2 = 0.999 at points along the working range studied. Showed the limits of detection (LDM - 99
%) and = 2,221 quantification (LOM - 10 deviations) = 3.98. The method showed satisfactory repeatability, good laboratory
reproducibility and accuracy of the methods, with overall coefficients of variation (CV) less than 10%.

Keywords: Validation. Alkalinity. Water.
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