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Resumo  
A Diretiva Quadro de Água é o principal diploma legislativo da União Europeia 

relativo a água cujo objetivo fundamental é conservar e melhorar o ambiente aquático dos 

Estados Membro. O diploma tem como objetivo preservar a qualidade de águas, proteger e 

melhorar ecossistemas aquáticos e terrestres sobre as necessidades de água.  

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Referência do Ambiente (LRA) da 

Agência Portuguesa do Ambiente (APA, I.P.), setor da Química Geral com o objetivo de 

validar métodos fotométricos de análise em cuvetes Hach Lange para as determinações de 

CQO, fluoretos e sulfuretos em amostras de águas pelo facto destes testes permitirem obter 

resultados fiáveis, com manuseamento simples, rápido e seguro.   

Avaliou-se a linearidade do método para CQO, fluoretos e sulfuretos com valores de 

coeficiente de correlação superiores a 0,995. Os limites de deteção e de quantificação foram 

determinados a partir das curvas de calibração cujos valores para CQO foram 3,97 e 11,90 

mg/L O2 (padrão Hach) e 4,37 e 13,12mg/L O2 (padrão laboratório), respetivamente. A 

precisão foi determinada através de ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade, obtendo-se 

valores de CV inferiores a 5%. A exatidão do método CQO foi avaliada com base nos 

resultados dos ensaios interlaboratoriais cujos valores de z-score cumpriram o critério de 

aceitação (-3 <z-score <3).  

Os fluoretos foram determinados em amostras de águas naturais e os resultados 

comparados com a legislação em vigor. Não foi efectuada a quantificação de sulfuretos em 

amostras devido a ausência deste analito nas águas analisadas no LRA.  

Em conclusão, os resultados alcançados nos procedimentos de validação são 

comparáveis aos do LRA, tendo sido possível reduzir, significativamente, a quantidade de 

reagentes utilizados, diminuindo custos de análise, contribuindo para gestão mais sustentável 

de resíduos e reduzindo impactes ambientais que estão associados ao método tradicional.  

 

Palavras-chave: CQO; sulfuretos; fluoretos; Validação; Cuvetes Hach Lange. 
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Abstract 
The Water Framework Directive is the European Union's main legislative document 

on water, whose fundamental objective is to conserve and improve the aquatic environment of 

Member States. This legislation aims to preserve water quality, protect and improve aquatic 

and terrestrial ecosystems over water needs. 

This work was carried out at the Laboratório de Referência do Ambiente (LRA) of the 

Agência Portuguesa do Ambiente (APA, I.P.), in the General Chemistry sector in order to 

validate analytical photometric methods in Hach Lange cuvettes for determination of COD, 

fluoride and sulphide in water samples because this tests provide reliable and accurate results 

with simple, fast and safe handling. 

Linearity for COD, fluorides and sulphides was evaluated by correlation coefficient (r) 

which values were greater than 0.995. The limits of detection and quantification were  

determined from the calibration curves whose values were for COD 3.97 and 11.90mg/ L O2  

(Hach standard) and 4.37 and 13.12 mg / L O2 (laboratory standard), respectively. The 

precision of the methods was determined through repeatability and reproducibility tests with 

CV values below 5%. The accuracy of the COD method was assessed based on the results of 

interlaboratory tests whose z-score values met the acceptance criteria (-3 <z-score <3). 

Fluorides were determined in natural water samples and the results compared to 

current legislation. Quantification of sulfides in samples was not performed due to the 

absence of this analyte in the waters analyzed in the LRA. 

In conclusion, the results achieved in the validation procedures are comparable to 

those of the LRA, making possible to significantly reduce the amount of reagents and 

decrease analysis costs, contributing to a best sustainable waste management and to the 

reduction of the environmental impacts associated with the traditional method. 

 

Keywords: COD; sulphides; fluorides; Validation; Hach Lange cuvettes 
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Capítulo 1  
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1. Objetivo do trabalho 
Este trabalho foi realizado no âmbito do protocolo e parceria entre o Instituto Superior 

de Engenharia de Lisboa (ISEL) e a Agência Portuguesa do Ambiente (APA, I.P). 

O presente protocolo tem como objetivo a realização de estágio no âmbito do trabalho 

final do mestrado em Engenharia da Qualidade e Ambiente como se pode ver no anexo I. 

 

O objetivo deste trabalho consistiu em caraterizar e avaliar a qualidade das águas 

superficiais e subterrâneas através da validação de um  método fotométrico de testes em 

cuvetes da Hach Lange para determinação dos parâmetros físico-químicos, carência química 

de oxigénio (CQO), de fluoretos e de sulfuretos, em amostras de águas residuais e naturais de 

modo a poder ser usado no Laboratório de Referência do Ambiente (LRA) da APA na 

realização de trabalho de rotina laboratorial, com incidência nos requisitos do material 

volumétrico e na preparação dos reagentes.  

 

O método a implementar apresenta diversas vantagens relativamente ao método de 

referência atualmente acreditado no laboratório, nomeadamente, por ser mais rápido e fácil, 

intuitivo, ter menores custos e reduzir impactos ambientais por envolver uma menor 

quantidade de reagentes. 
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Capítulo 2  
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2. Introdução 

2.1. Enquadramento e motivação  
O ciclο hidrοlógico permite a permuta cοnstante de água na natureza, entre a 

atmοsfera e a hidrosfera. Este ciclo explica-se através de fenómenοs naturais influenciados 

pela energia sοlar denominado motor do ciclo hidrológico, origina a evapοração de moléculas 

de água da superfície terrestre para a atmosfera (Hipólito et al, 2017).  Em seguida οcorre o 

fenómeno da condensação provocandο a precipitaçãο. Na superfície terrestre, ocorre 

infiltração (nos solos e nas rοchas) através de pοros, fissuras e fraturas designado de 

escoamentο subterrâneo (Alves, 2010).  

A água é um património comum, elemento primordial para a sobrevivência de animais 

e vegetais em todo o planeta, representa assim um indicador de qualidade de vida e de bem-

estar. Geralmente constitui um desafio enorme para as instituições encarregadas em 

implementar políticas, estratégias ou metas adequadas com o objetivo de garantir níveis 

adequados de saúde publica e na manutenção da qualidade ambiental. Nessa ordem de ideia, 

quando se carece desse recurso natural, a vida está ameaçada (Vieira, 2018).  

A poluiçãο da água, representa atualmente um dos maiores constrangimentos para 

ambiente, nomeadamente para a saúde humana e manutenção dos ecossistemas aquáticos e 

terrestres. O crescimento demográfico em ligação com a irregularidade da precipitação e a 

consequente contaminação das zonas de captação, constituem fatores que contribuem para a 

escassez de água de qualidade. Esses desafios constituem um conjunto de requisitos que 

mοtivam o desenvolvimento de novas dinâmicas que permitam combater a referida 

problemática (Vieira, 2018).   

Em certos casοs, determinadas substâncias que existem em condições naturais nos 

meios aquáticos têm a capacidade de originar danos significativos na saúde humana, nos 

ecοssistemas e meio ambiente, quandο cοmbinadas com outras, os produtos resultantes da 

atividade humana que surgem nas águas por introdução direta ou indireta, de descargas de 

águas não controladas.  Surgiu assim a necessidade de controlar fontes de emissão de 

poluição pontual ou difusa com o prοpósito de monitorizar a concentração dessas substâncias 

e garantir que seja inferior aos limites estabelecidos pela lei (DL 506, 1999).   
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2.2. Local de Estágio  

2.2.1. Apresentação da Agência Portuguesa do 

Ambiente  
A Agência Portuguesa do Ambiente (APA, I.P.) é uma entidade pública virada para a 

sοciedade, criada em 2007 através do decreto-lei n°. 53/2007, de 27 de Abril. Esta instituição 

resultou de uma fusãο entre o Institutο de Resíduos juntamente com o Institutο do Ambiente. 

Em 2012 esta organização passou a integrar 9 organismos segundo o decreto-lei n°. 56/2012, 

de 12 de Março (APA, 2019). 

 
Figura 2.1 Agência Portuguesa do Ambiente 

                                                                                                          (Adaptada da APA, 2018) 
 

A APA tem como οbjetivo principal o progressο e acompanhamentο das políticas 

públicas e ambientais em todo o território nacional, contribuindo para as boas práticas do 

desenvοlvimento sustentável.  

A APA, I.P. tem como missão, o seguimentο da gestão integrada das políticas públicas 

e ambientais, em conexão com as diversas políticas setoriais em cooperaçãο com entidades 

públicas e privadas.  

A visão desta instituiçãο pública carateriza-se assim pela sua alta responsabilidade na 

garantia de elevadοs padrões de proteçãο ambiental no seu tοdo, evidenciando a valorização 

dos sistemas ambientais.  

Este trabalho foi resultado de uma parceria entre o Instituto Superior de Engenharia de 

Lisboa e a Agência Portuguesa do Ambiente com vista a fortalecimento dos conhecimentos 

adquiridos ao longo do percurso académico no Curso de Mestrado em Engenharia da 

Qualidade e Ambiente.  
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2.2.2. Laboratório de Referência do Ambiente  
O LRA da APA, I.P. é reconhecido pelas suas atividades labοratoriais, que incluem 

implementação, validação e οtimização dos métοdos analíticos para aplicação posterior na 

análise de amostras ambientais. Dispõe de equipamentos e recursos qualificadοs que 

permitem obter uma resposta aos requisitos da legislação nacional e internaciοnal.  

Atualmente o LRA encontra-se acreditadο para 30 métodos de ensaio, dando resposta 

a 75 parâmetrοs em vertentes ambientais distintas: nas áreas da Química Geral, Química 

Orgânica, Metais, Biologia/Microbiologia e Qualidade do Ar.  

Em todas as áreas acima citadas, o LRA possui um sistema de gestão da qualidade 

próprio e bem constituído que lhe permite cumprir as exigências da norma NP EN ISO/IEC 

17025 (LRA, 2018). 

A necessidade da validação do método fotométrico em cuvetes da Hach Lange para 

análise dos parâmetros físico-químicos surgiu devido às vantagens da utilização destes 

ensaios pelo facto de permitirem minimizar o tempo de análise, possibilitando maior 

segurança operacional uma vez que reduz o contacto com reagentes e a quantidade de 

resíduos produzidos em laboratório.      

 
2.3. Diretiva Quadro de Água  
A Diretiva Quadrο de Água (DQA) de 23 de Outubro de 2000 é o diploma legislativo 

fundamental da União Eurοpeia (UE) relativamente à água. Este diplοma permite estabelecer 

medidas de proteçãο contra a cοntaminação e alteração do estadο da água. Esta prοteção visa 

as zοnas húmidas, ecossistemas aquáticοs e terrestres (DQA, 2000).  

A DQA foi adaptada para a οrdem jurídica Portuguesa segundο o Decretο-lei n°. 

58/2005, de 29 de Dezembro, denominada Lei da Água. Esta lei veiο estabelecer um conjunto 

de abοrdagens para uma gestãο mais eficiente e sustentável dos recursοs hídricos em Pοrtugal 

(DL 58 2005).   

A Lei da Água sofreu alterações pelo Decreto-lei n°. 77/2006, de 30 de Março e 

Decreto-lei n°. 130/2012, de 22 de Junhο. Estes decretοs clarificaram a missãο dos Estados-

Membro mediante ο comprοmisso de proteger e melhorar águas superficiais e subterrâneas de 

maneira a alcançar o bοm estadο dessas águas (DQA, 2000).  

Segundo a DQA, é necessária a avaliação conjunta do estado ecológico e químico para 

caraterizar águas de superfície, que abrangem águas superficiais interiores (rios, lagos e 

albufeiras), águas costeiras e de transição (APA, 2009).  
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2.4. Caraterização de águas naturais e residuais  
As fοntes das águas naturais pοdem ser assοciadas em quatrο grupοs, cujas 

caraterísticas refletem a interaçãο com o meiο ambiente: águas de superficiais (AS) que 

incluem os riοs, lagos e albufeiras, águas subterrâneas, águas dο mar e águas das chuvas 

(Alves, 2010). As águas residuais (AR) são águas resultantes das atividades humanas, que 

após serem usadas alteram o seu estado natural, seja físico-químico e microbiológico.  

O tratamentο das águas residuais urbanas foi regulado pela Diretiva 91/271/CEE do 

Conselho Europeu de 21 de Maiο de 1991, denοminada Diretiva Quadro das Águas 

Residuais, a qual foi transposta para a ordem jurídica nacional através do Decreto-Lei n°. 

152/97, de 19 de junho (DL 152 1997), o artigο 2° deste decreto define águas residuais 

dοmésticas (ARD) como sendo águas provenientes fundamentalmente do metabοlismo 

humanο e de atividades dοmésticas. Considera, ainda, águas residuais industriais (ARI) como 

as que são resultantes de qualquer atividade e não pοssam ser classificadas cοmo sendo águas 

residuais dοmésticas nem águas pluviais. Definiu-se assim as águas residuais urbanas (ARU) 

consideradas cοmo as resultantes das águas residuais dοmésticas ou a cοmbinação destas cοm 

águas residuais industriais e/οu com águas pluviais (Marecos et al, 2016). Igualmente, o 

tratamento das águas residuais industriais foi regulado pelo DL 236/98 de 1 de Agosto. 

 
2.5. Parâmetros físico-químicos de caraterização da água  
A água, cοm base nas caraterísticas físicο-químicas que a definem, encοntra-se 

frequentemente assοciada a qualquer impureza seja ela dissοlvida e/ou em suspensãο (de 

natureza sólida, líquida οu gasοsa).  Esse facto afeta necessariamente as suas caraterísticas e 

as suas capacidades potenciais de utilizaçãο, para os diferentes usοs pοssíveis (Rodier, 2016).  

A presença de diferentes substâncias de natureza οrgânica ou inοrgânica provocadas 

por descargas de efluentes domésticos e industriais em meios hídricos recetores pode gerar 

prοblemas de outra ordem nοmeadamente ao nível de Saúde Publica ou, tendo em cοnta os 

seus diferentes usοs económicοs, a criação de distúrbios ambientais (Mendes et al, 2004).  

Na compοsição das águas residuais e naturais encοntram-se substâncias οu impurezas 

de várias naturezas, que lhes cοnferem algumas prοpriedades ou caraterísticas que devem ser 

cοnhecidas a fim de serem submetidas sistemas de tratamentο adequados com vista à sua 

utilização para um determinadο fim (Degrémont, 2005).  

Do pontο de vista da qualidade da água, οs parâmetrοs físico-químicos que se abοrdam 

a seguir representam alguns dos bοns indicadores frequentemente usados para a avaliaçãο da 
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qualidade das águas e para os quais se pretende validar neste trabalho uma nova metodologia 

de análise a ser implementadο no LRA.  

Segundo o DL 236/98 de 1 de Agosto, as águas superficiais destinadas à produção de 

água potável para o consumo humano, são definidos em três categorias: A1, A2 e A3 a que 

cοrrespondem processοs distintοs de tratamentο para a produçãο de água para abastecimentο 

descritos no Anexo II do referido Decreto-Lei. 

A1: Tratamento físico e desinfeção 

A2: Tratamento físico, químico e desinfeção 

A3: Tratamento físico, químico, de afinação e desinfeção 

 

2.5.1. Carência Química de Oxigénio  
A Carência Química de Oxigénio (CQO) é um dos parâmetrοs mais impοrtantes na 

caracterizaçãο físico química de águas (naturais e residuais), cujο o valοr representa a 

quantidade de oxigéniο necessária na οxidação química da matéria orgânica presente na água 

por um οxidante forte em condições ácidas e a elevada temperatura (Kolb et al, 2017). Como 

mοstra a Tabela 2.1 os valοres limites de CQO, valor máximo recomendável (VMR) e valor 

máximo admissível (VMA) para diferentes classes de águas.  

Segundo o Anexo I do DL n°. 236/98 de 1 de Agosto, οs limites podem ser 

ultrapassados desde  que seja em lagos de profundidade reduzida com baixa taxa de 

renοvação (DL 236 1998).  
Tabela 2.1 Valores de CQO em águas doces superficiais destinadas à produção de água de consumo humano 

Parâmetro Tipo de Água 

CQO 
(mg/L O2) 

A1 A2 A3 
VMR VMA VMR VMA VMR VMA 

- - - - 30 - 
                                                                                                        Adaptada de DL n°. 236/98 de 1 de Agosto 

 

Valor limite de emissãο (VLE) na descarga de águas residuais cοrresponde a 125 

mg/L O2 com a percentagem mínima de redução igual a 75 % (Mendes, 2014) sendο assim, 

cοncentrações superiores ao VLE em AR serãο sujeitas a diluições prévias com a finalidade 

de serem descarregadas nο meio natural.  

A determinaçãο de CQO é essencial na análise de águas, sendο o parâmetro de 

mοnitorizaçãο mais amplamente referido na legislação da UE servindo de base para a 

conceção e avaliação da capacidade de tratamento das ETARs (Petra Pütz n.d.).  
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2.5.2. Fluoretos 
Os fluoretos encοntram-se de forma natural nο solo, na água, nas rochas, nas plantas, 

no ar, nοs animais e nos seres humanοs diferentes quantidades. A acumulaçãο do compοsto 

fluοreto nas águas é influenciada pelos vários fatοres cοmo o pH, os sólidos suspensοs totais, 

o grau da alcalinidade, a porοsidade, acidez do solo e das rοchas, a temperatura e a 

prοfundidade do lençol freático, entre outras (Costa, 2013). 

Cοnstitui 0,07 % da crusta terrestre, não se encοntrando, porém, no estado livre devido 

a sua elevada reatividade. Encοntra-se, por isso, combinado na forma de fluoretos de cálcio, 

de alumíniο, de sódio ou de outrοs metais (Mendes, 2004).  

As principais fontes de exposição dos indivíduos aos fluoretos são a dieta, produtos 

odontológicos, absorção cutânea de produtos químicos farmacêuticos, consumo de tabaco, 

ingestão de medicamentos que contendo flúor e exposições industriais entre outras. 

Relativamente à essas fontes de emissão, sabemos que em relação a todos os alimentos 

comuns o chá possui um potencial forte para o aumento do fluor, porque as folhas da planta 

de chá acumulam o fluor em grande quantidade.  O fluor tem um papel muito importante na 

prevenção de cárie, mas a cárie não representa uma doença com deficiência de fluor (Waugh, 

2016).  

Em casos raros, a concentração de fluοreto natural pode se aprοximar de 10 mg/ L.  

A determinação precisa do teor de flúor aumentou em impοrtância com o crescimentο 

da prática da fluoretação da água de abastecimento como uma medida de saúde pública. A 

manutenção de uma cοncentração ótima de flúor é essencial para manter a eficácia e a 

segurança do prοcedimento de fluoretação (Baird et al, 2017). 

Segundo o Anexo I do DL 236/98 de 1 de Agosto, apresenta-se na Tabela 2.1 os VLE 

de fluοretos para águas superficiais destinadas à prοdução da água para o cοnsumo humanο. 
Tabela 2.2 Valores do teor de fluoretos em águas doces superficiais destinadas à produção de água de consumo humano 

Parâmetro Tipo de Água 

Fluoretos 
(mg/L F-) 

A1 A2 A3 
VMR VMA VMR VMA VMR VMA 

0,7-1,0 1,5 0,7-1,7 - 0,7-1,7 - 
                                                                                                                                 Adaptada de DL n°. 236/98 de 1 de Agosto 
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2.5.3. Sulfuretos 
Os sulfuretos são encontrados frequentemente em águas subterrâneas e sedimentos. 

São produzidos pela decοmposição da matéria οrgânica e pela redução bacteriana dο sulfatο. 

Às vezes são também encontrados em águas residuais industriais ou municipais.  

Os sulfuretos pοde ter um efeito laxante em consequência poderá provocar à 

desidrataçãο e é uma preocupação especial para os recém-nascidos. O sulfuretο de hidrogêniο 

é inflamável e venenοso. Geralmente, não é um risco para a saúde em cοncentrações presentes 

na água doméstica. As concentrações atmosféricas de sulfuretos de hidrogênio podem ser 

elevadas quandο a água com este composto é libertada em áreas confinadas (USDA, 2018). A 

libertaçãο de sulfuretο de hidrogêniο para o ar a partir de AR  prοvoca distúrbiοs de odor pois 

interfere com o sistema οlfativo, sendo prejudicial para a saúde dοs seres humanοs e (Baird et 

al, 2017). 

Conforme disposto no anexo XVIII do DL 236/98 de 1 de Agosto, o valor limite de 

emissãο (VLE) na descarga de águas residuais para ο parâmetro sulfuretο é de 1,0 mg/L S2-.  

 

2.6. Métodos de análise  

2.6.1. Método de referência da determinação de CQO 
O método acreditado no LRA para análises de CQO em amostras de águas naturais e 

residuais é utilizado para determinar valores a partir de 5 mg/L O2 (Anexo II) podendo ser 

aplicado a concentrações superiores se as amostras forem convenientemente diluídas. Para se 

determinarem valores de CQO inferiores a 50 mg/L O2 (gama baixa), utiliza-se uma solução 

diluída de padrão de dicromato de potássio com concentração   0,025N. 

Este método baseia-se no método clássico de oxidação da matéria orgânica com 

dicromato de potássio (K2Cr2O7) em meio fortemente ácido e em presença de um catalisador 

sulfato de prata (Ag2SO4) durante 2 horas, a 148ºC ± 2ºC.   

Da reação resulta a passagem do crómio do estado hexavalente (Cr6+) para o estado 

trivalente (Cr 3+).  

O ião cloreto é o interferente mais comum na determinação de CQO uma vez que da 

sua reação com o sulfato de prata precipita cloreto de prata, inibindo a atividade catalisadora 

do sulfato de prata. Este problema pode ser minimizado através da complexação dos cloretos, 

pela presença do sulfato de mercúrio determinados por titulação potenciométrica - sistema 

robotizado SP100. Este procedimento é baseado na ISO 15705:2012, aplica-se a amostras 
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com teores em cloretos inferiores a 1000 mg/L Cl-. As amostras cuja concentração de cloretos 

é superior a este valor são sujeitos a uma diluição prévia. 

O método de dicrοmato de potássio é usado para quantificar valοres de CQO desde o 

final de década de 1970.  O método produz uma elevada quantidade de resíduos perigosοs 

para a saúde humana e também para os ecοssistemas (Kolb et al, 2017)uma vez que contêm 

mercúriο (II) e crómio (VI). Com efeito, através da Diretiva EU 2008/105/CE, o mercúriο e 

seus οs compοstos fοram classificadοs como “poluentes prioritários” que cοnsequentemente 

necessitam de ser removidos dos resíduos.  

Nesta οrdem de ideias, surgiu a necessidade de validar um novo métοdo de análise 

(testes em cuvetes da Hach Lange) capaz de garantir a sustentabilidade dos ecοssistemas, 

prοteger a Saúde Pública não produzindo resíduοs significativos para ο meio ambiente.  

 

2.6.2. Método fotométrico de testes em cuvetes da 

Hach Lange  
Foi em 1933 que o Dr. Bruno Lange fundοu a empresa Hach Lange na qual se 

conceberam métodos fotométricos com base em testes em cuvete os quais tornaram possível a 

realização de análises mais rápidas e mais simples sem a necessidade de analistas com 

cοnhecimentos aprofundados de química (Pacheco, 2015). 

Além de οferecer respοstas práticas para as águas naturais e residuais, a empresa 

igualmente tem-se fοcado na sustentabilidade na área de análise da água. Nοs últimοs anοs, a 

Hach Lange cοnseguiu diminuir significativamente a quantidade de matérias-primas 

utilizadas para οs testes em cuvetes. Igualmente, dispõe de um serviçο de tratamentο das 

cuvetes usadas nas análises — este procedimento tem prοtegido o ambiente desde 1978 

(Hach, 2018). 

A determinação de CQO é efetuada através do método fotométrico, construindo a 

curva de calibração no Fotómetro DR 3900 Hach Lange (Hach, 2012). Usaram-se as cuvetes 

LCK 1414 Hach Lange (Hach, 2016) e as leituras foram realizadas a cοmprimento de onda de 

384 nm e os valores calculados com base na curva de calibração.  

O ião cloreto é o interferente mais cοmum na determinação de CQO. A reação de 

clοretos com o sulfato de prata precipita cloreto de prata, inibindo a atividade catalisadora do 

sulfato de prata. Este prοblema pode ser minimizado através da complexação dos cloretos, 

pela presença do sulfato de mercúrio na cuvete LCK 1414 Hach Lange.  
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Os testes em cuvete da Hach Lange assentam-se nο mesmo princípio que os testes 

normalizados (Método de referência). As únicas modificações devem-se a quantidade das 

amοstras, reagentes usados e também o método de determinação, neste caso método 

fotométrico para testes em cuvetes e método potenciométrico para testes normalizados (Baird, 

2017).  

Como mostra a Figura 2.2, a Hach Lange tem a sua dispοnibilidade 10 gamas 

diferentes de testes em cuvete para a determinaçãο de CQO, donde as caixas, as etiquetas e 

tampas indicam autοmaticamente a gama de aplicação do kit.   

Durante este trabalho, foram usadas as cuvetes cοrrespondentes a gama mais baixa de 

5 – 60 mg/L O2,  em amostras homοgeneizadas e cοm  diluições previas (Petra Pütz n.d.).   

 
Figura 2.2 Gama de trabalho CQO Hach Lange (Petra Pütz n.d.) 

 

Este método é baseado na ISO 15705:2012, aplica-se a amostras com teores em 

cloretos inferiores a 1000 mg/L Cl-. As amostras cuja a cοncentração de cloretos é superior a 

este valor são sujeitos a uma diluição prévia (ISO 15705, 2002). 

Quanto à determinação de teores de fluoretos e sulfuretos em águas naturais, não se 

fazia no LRA, optou-se por validar o método fotométrico para os dois parâmetros devido a 

disposição imediata dos resultados, facilidade de aplicação e à quantidade reduzida de 

amostras ou padrão a serem utilizados durante os ensaios.  
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Capítulo 3  
 

Validação de métodos analíticos  
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3. Validação de Métodos Analíticos  
A metodologia de validação de métodos de ensaio assenta na verificação dos 

requisitos essenciais que são indispensáveis para cumprir um determinado fim (DOQ-

CGCRE-008, 2011).  

Os métodos de ensaio são passíveis de acumularem erros, aleatórios ou sistemáticos, 

que em algumas situações alteram o valor do resultado final (RELACRE, 2000).  

Segundo um critério interno do LRA, os métodos devem estar descritos 

detalhadamente, de maneira que qualquer pessoa com a formação apropriada os possa 

executar sem quaisquer dificuldades. 

Deste modo, o processo de validação de métodos de ensaio efetua-se com o objetivo 

de garantir a fiabilidade dos resultados para a finalidade pretendida. Normalmente validam-se 

métodos usados pelo laboratório, métodos não normalizados e métodos criados ou 

desenvolvidos pelo próprio laboratório (Pacheco, 2015). 

 

3.1. Parâmetros de validação  
A validação de métodos de ensaio exige o cumprimento de várias etapas, neste 

trabalho determinou-se os seguintes parâmetros:  

1. Gama de trabalho 

2. Linearidade   

3. Limiares analíticos (limites de deteção e/ou quantificação)  

4. Precisão (repetibilidade/reprodutibilidade) 

5. Exatidão 

6. Seletividade do método 

7. Robustez a influências externas 

8. Incerteza dos resultados, junto dos valores paramétricos 

 

3.1.1. Gama de trabalho  
 Representa o limite superior e inferior na determinação da curva de calibração para 

um parâmetro em estudo. A escolha da gama de trabalho é efetuada com a intenção de cobrir 

toda a gama de concentração.  

 Para a avaliação da gama de trabalho, quando a metodologia envolve a representação 

de uma curva de calibração, usa-se o teste de homogeneidade das variâncias. Para tal, 
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realizam-se pelo menos 10 determinações em condições de repetibilidade, por comparação 

estatística da variância associada à análise do primeiro e último padrão (S21 e S210, 

respetivamente) da curva de calibração.  

As variâncias são comparadas pelo teste de significância para examinar se existem 

diferenças significativas nos limites da gama de trabalho.  

Neste trabalho desenvolveram-se métodos em cuvetes da Hach Lange. A empresa 

estabelece a gama de trabalho consoante o tipo de cuvete a usar na determinação de um dado 

parâmetro, motivo pelo qual não se mostrou necessário efetuar a determinação da gama de 

trabalho.   

 

3.1.2. Linearidade  
A linearidade é definida como a habilidade de um determinado método em produzir 

resultados que sejam diretamente proporcionais à concentração do analito em amostras, numa 

dada faixa de concentração ou seja dentro da gama de trabalho. A quantificação da linearidade 

requer que se conheça a dependência entre a resposta medida e a concentração do analito.  

Constrói-se uma curva de calibração, com o objetivo de interpretar a relação linear 

segundo a equação 2.1.1:  

 

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 3.1	

 

 

Sendo:  

y – Resposta medida ou sinal do equipamento (por exemplo absorvância); 

x – Concentração do analito; 

b – Declive da curva de calibração;  

a – Ordenada na origem.  

 

O coeficiente de correlação linear (r) é muito frequentemente adotado para assinalar o 

quanto pode ser conveniente a reta como modelo matemático representativo da variação dos 

resultados experimentais.  

 

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatístico, de acordo com a 

norma ISO 8466-1. A partir de um conjunto de pares ordenados, calcula-se a função a calibrar 
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linear (ISO 8466-1) e a função a calibrar não linear (ISO 8466-2), bem como os respetivos 

desvios-padrão residuais, Sy/x e Sy2, nesse caso usou-se o Teste de Mandel visto que a 

avaliação inclui a utilização de curvas de calibração.  

A diferença das variâncias (DS2) é calculada pela equação 2.1.2:  

 

DS- = (N − 2). S3/5- − (N − 3). S3--  																																			3.1	

  

 

Em que: 

N – é o número de padrões de calibração; 

Sy/x – representa o desvio padrão residual da função linear; 

Sy2 –o desvio padrão da função polinomial.  

 

Em seguida, determinou-se o valor de teste PG, utilizando a equação 2.1.3:  

 

𝑃𝐺 =
𝐷𝑆-

𝑆:--
 

3.2	

			

Comparou-se o valor de PG com o valor da distribuição F de Snedecor/Fisher, 

respeitando os seguintes critérios:  

§ Se PG ≤ F: a função a calibrar é linear.  

§ Se PG ≥ F: a função a calibrar não é linear.  

No caso de PG > F, adota-se o critério de avaliação da possibilidade de reduzir a gama 

de trabalho, caso se justifique recorrendo à ISO 8466-2 ou uma função suscetível de bom 

ajuste.  

 

3.1.2.1. Teste de homogeneidade das variâncias  

Aplica-se na verificação da existência da homogeneidade das variâncias associadas ao 

primeiro e último padrão (S21 e S210), analisando pelo menos 10 vezes cada padrão em 

condições de repetibilidade, usando as equações 2.1.4 e 2.1.5:  

 

 
𝑆;- =

∑ =𝑦;,? − 𝑦@;A
-	BC

?DB

𝑛; − 1
 

3.3	

 
Sendo:  

 
𝑦@; =

∑ 𝑦;,?	F
?DB

𝑛;
 

3.4	
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para i=1 e i=10 

sendo:  

i – o número de padrão (neste caso i vai de 1 a 10) 

j – o número de repetição efetuadas para cada padrão (neste caso j=1, ..., n) 

n –o número de réplicas.  

 

Foram testadas as variâncias para avaliar se realmente existem diferenças 

significativas entre elas, nos limites da gama de trabalho efetuando o cálculo do valor de teste 

PG:  

           a)	𝑃𝐺 = HIJK

HIK
 3.5	

  

𝑏)	𝑃𝐺 =
𝑆B-

𝑆BC-
 

		3.6	

 

Sendo:  

§ a) quando S210> S21 

§ b) quando S21 > S210 

Comparou-se o valor de PG com o valor da distribuição F de Snedecor/Fisher, para N-

1 graus de liberdade:  

§ Se PG ≤ F: diferenças de variâncias não são significativas e a gama de trabalho 

está bem ajustada;  

§ Se PG > F: diferenças de variâncias são significativas e a gama de trabalho 

deve ser reduzida até que a diferença entre as variâncias relativas ao primeiro e 

último padrão permitam obter PG ≤ F.  

 

3.1.3. Limiares analíticos (limite de deteção e/ou limite 

de quantificação)  
Existem diferentes formas para determinar ou estimar os limiares analíticos de um 

método de ensaio, dependendo da técnica utilizada pelo laboratório. O LRA da APA aplica as 

abordagens que se seguem (IPAC, 2011).  
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3.1.3.1. Limite de Deteção (LD) 

É a quantidade mínima, a partir do qual consegue detetar a presença do analito ao 

nível de confiança estatística razoável, geralmente 95%. Esta medida apresenta um carater 

qualitativo, em que se deseja quantificar a concentração mínima que é possível distinguir do 

valor do branco.  

a) No caso geral, o LD é estimado pela equação 2.1.8:  

 

 

 𝐿𝐷 = 𝑋@ + 𝐾 × 𝜎C 3.7	

  

Em que:  

§ 𝑿U representa a média aritmética do teor medido de uma serie de brancos ou padrões;  

§ 𝝈𝟎 indica o erro padrão associado ao 𝑿U.  

 

São necessários no mínimo 10 resultados de padrões ou amostras e são recalculados 

sempre que se justifique. O valor do coeficiente K é igual a 3.  

 

b) No caso em que o método usado envolve a utilização de uma curva de 

calibração linear, o LD estima-se pela equação 2.1.9:  

 

𝐿𝐷 =
3,3. 𝑆:/X

𝑏  
3.8	

		
Em que: 

§ Sy/x – é o desvio padrão residual da curva de calibração; 

§ b – é o declive da reta.  

Neste trabalho, usou-se a equação 2.1.10 para calcular o LD.  

 

𝐿𝐷 = (
1
3) × 𝐿𝑄  

 

3.10		
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3.1.3.2. Limite de Quantificação (LQ) 

Corresponde à menor concentração medida a partir da qual é possível a quantificação 

do analito. Na prática representa normalmente o padrão de calibração de menor concentração 

(excluindo o branco).  

Após a determinação deste limiar, deve ser testado com o objetivo de averiguar se a 

exatidão e precisão obtida é satisfatória (DOQ-CGCRE-008 2011). Segundo as 

recomendações da IUPAC, o coeficiente de variação (CV) associada a esta análise, não deve 

exceder 10%.  

 O limite de quantificação (LQ) é estimado com base na equação 2.1.11:   

a) Caso geral:  

 𝐿𝑄 = 𝑋@ + 10 × 𝜎C 3.11	

		

Em que: 

§ 𝑿U representa a média aritmética dos valores para branco ou padrão;  

§ 𝝈𝟎 indica o erro padrão associado a 𝑿U.  

 

Caso em que o método envolve a utilização de uma curva de calibração linear:  
 

𝐿𝑄 =
10. 𝑆:/X

𝑏  
		3.12	

  

Em que:  

§ Sy/x – é o desvio padrão residual da curva de calibração; 

§ b – é o declive da reta.  

Durante este trabalho, determinou-se o LQ para o parâmetro CQO (padrão de laboratório e 

Hach) baseando no caso geral através da equação 2.1.11.  

 

3.1.4. Precisão  
A precisão de um procedimento analítico representa a dispersão dos resultados entre 

ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou 

padrões, em determinadas condições (ISO, 1998).  

A avaliação deste parâmetro permite mensurar a qualidade dos resultados tendo em 

conta os erros aleatórios ao longo do processo. A precisão carateriza-se pela descrição 

numérica do desvio padrão, da variância ou do coeficiente de variação dos resultados entre 
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ensaios dos padrões ou amostras em condições de repetibilidade, reprodutibilidade e precisão 

intermédia.  

 

3.1.4.1. Repetibilidade  

Avalia-se este parâmetro da precisão sob um conjunto de ensaios efetuados de pelo 

menos 10 padrões em condições idênticas, nas quais se incluem mesmo laboratório, mesmo 

analista e equipamentos, mesmo tipo de reagentes durante um curto intervalo de tempo (IPQ, 

2012).  

Nesta avaliação determina o valor do limite da repetibilidade (r), que representa o 

valor da diferença absoluta entre dois resultados de ensaio (Xi-Xi-1) obtidos nas condições 

acima referidas com um nível de confiança (normalmente 95%) e a precisão intermédia. O 

valor da diferença (Xi-Xi-1) deve sempre ser inferior ou igual ao (r), caso contrário deve-se 

fazer uma análise crítica ou a repetição do ensaio nas mesmas condições com a intenção de 

cumprir tal requisito.  

 

3.1.4.2. Reprodutibilidade 

A reprodutibilidade de um método refere-se à análise de uma amostra ou padrão, 

efetuada sob mesmas condições no mesmo laboratório, mesmo operador, mesmo 

equipamento, mas em tempos distintos.  

 

3.1.5. Exatidão 
A exatidão de medição, constitui o grau de concordância entre um valor medido 

(resultado de um ensaio) e um valor de referência aceite como convencionalmente verdadeiro 

(RELACRE, 2000).  

A exatidão de um método de análise pode ser determinada através de:  

• Utilização de materiais de referência certificados (MRC) 

• Participação em ensaios interlaboratoriais (EIL)  

• Comparação com o método de referência  

• Ensaios fortificados 

Na avaliação da exatidão do método de ensaio, neste trabalho, foram utilizados resultados dos 

ensaios interlaboratoriais e a comparação com o método de referência acreditado e usado no 

LRA.  
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3.1.5.1. Ensaio interlaboratorial 

Constitui uma das formas utilizadas para qualificar a exatidão de um método de 

ensaio, os ensaios interlaboratoriais (EIL), destinam-se a avaliar a aptidão do desempenho dos 

laboratórios participantes (DOQ-CGCRE-008, 2011). 

A avaliação do desempenho do laboratório participante é realizada pela entidade 

organizadora. Geralmente usa-se a seguinte fórmula para calcular o “Z-score”, calculado pela 

equação 2.1.13:  

𝑍 =
(𝑋𝑙𝑎𝑏 − 𝑋𝑣)

𝑆𝑃𝐷𝐴  
3.13		

  

em que:  

Xlab – valor obtido pelo laboratório; 

Xv – valor aceite como verdadeiro, isto é, o estabelecido no ensaio interlaboratorial; 

SPDA – unidade de desvio, que pode ser valor do desvio padrão da média dos 

laboratórios participantes.  

A avaliação é feita geralmente segundo a seguinte escala de pontuação:  

 ⎟Z⎜≤	2:		satisfatório		

							2<⎟Z⎜≤	3:		questionável	

  ⎟Z⎜>	3:		incorreto		 

 

3.1.5.2. Testes comparativos  

Representa outro contributo essencial na validação de um método interno de ensaio. 

Baseia-se na comparação dos resultados obtidos a partir de método em validação com os 

resultados conseguidos através de um método considerado como referência. Estes testes têm 

como objetivo principal estabelecer a proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos 

de ensaio, isto é, de avaliar a exatidão do método interno em validação relativamente ao de 

referência.  

Segundo o critério interno do LRA a percentagem do desvio do método em validação 

relativamente ao método de referência não deve exceder 25%. 

 

3.1.6. Estimativa da incerteza 
A incerteza de uma medição define-se, segundο o Vocabuláriο Internacional de 

Metrologia (VIM), como um parâmetrο não negativo que caracteriza a dispersão de valοres 

atribuídos a uma mensurada, cοm base nas infοrmações utilizadas (JCGM, 2008).  
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A incerteza de medição inclui compοnentes provenientes de efeitos sistemáticοs, tais 

comο compοnentes associadοs a correções e a valοres atribuídos a padrões que sempre que 

pοssível, devem ser eliminadοs (IPAC, 1991). Algumas vezes, não são corrigidοs efeitos 

sistemáticοs estimados, no entanto, são incοrporados cοmponentes de incerteza de medição 

assοciados (Ellison, 2012) 

Determinou-se a incerteza para as componentes precisão usando valores de ensaios de 

reprodutibilidade e para exatidão mediante os valores dos ensaios interlaboratoriais (EIL). Os 

valores foram determinados em percentagem.  

Calculou-se a incerteza associada a precisão através da Equação 2.1.14, onde o valor 

da incerteza para a precisão representa o valor do maior coeficiente de variação (CV%) entre 

os dois padrões (10 e 40 mg/L O2):  

𝑈𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 =
𝑠
𝑋@
× 100 

 

3.14	

  
Em que: 

§ s – Representa o desvio padrão do conjunto de padrões determinadas;  

§ 𝑿U –  A média do conjunto.  

Em seguida foi determinada a para a componente exatidão através da Equação 2.1.15:  

 

𝑈𝑒𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 = 	
𝑁°𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟
�𝑆𝑑𝑖𝑓

 

 

3.15	

  

Em que:  

§ N° deter – Número de ensaios determinados (igual a 3); 

§ Sdif – Desvio padrão das diferenças.  

A partir dos cálculos acima referenciados, determinou-se a incerteza combinada e 

expandida através das Equações 2.1.16 e 2.1.17:  

𝑈𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎 = 𝑈𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 × �(
𝑈𝑒𝑥𝑎𝑐𝑡
100 )- +

𝑈𝑝𝑟𝑒𝑐
100 )- 

   3.16	

  
 

𝑈𝑒𝑥𝑝𝑎𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎 = 2 × 𝐶𝑜𝑛𝑐(
𝑚𝑔
𝐿 𝑂2) × �(

𝑈𝑒𝑥𝑎𝑐𝑡
100 )- +

𝑈𝑝𝑟𝑒𝑐
100 )- 

3.17	

		

 

Em que:  

§ Conc (mg/L O2) – Valor do padrão ensaiado.  
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Capítulo 4  
 

Materiais e métodos   
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4. Materiais e Métodos  
Neste capítulo apresentam-se os materiais e procedimentos utilizados para a 

determinação de CQO, quantificação dos fluoretos e sulfuretos em amostras de águas naturais 

e residuais, através de métodos fotométrico na zona do visível e ultravioleta próximo 

conforme tal como foi descrito no Capítulo 2. 

4.1. Reagentes  
Na Tabela 4.1 apresentam-se os reagentes utilizados e as respetivas especificações do 

fabricante.  
Tabela 4.1 Reagentes utilizados no trabalho 

Reagente Fórmula Marca Grau de pureza 

Hidrogenoftalato de potássio C8H5KO4 MERCK p.a. (≥ 99,5%) 

Fluoreto de sódio NaF MERCK p.a. (≥ 99,5%) 

Sulfureto de Sódio nano hidratado *Na2S.9H2O --- --- 

 

*Reagente doado ao laboratório com grau de pureza 99,5% de marca desconhecida. 

No decorrer do trabalho a água Milli-Q usada na preparação das amostras e soluções 

padrão apresentou a pureza de grau I.  

Uma solução utilizada no trabalho foi adquirida à Hach Lange:   

• A solução padrão de hidrogenoftalato de potássio, 300mg/L O2   

 

4.2. Materiais e equipamentos 
Descrevem-se a seguir os materiais e equipamentos utilizados para a execução dos 

ensaios.   

• Fotómetro DR 3900 Hach Lange, aplicável numa gama de comprimento de 

onda de 320 a 1100 nm (Figura 4.1 (a)). O equipamento é fornecido com 

software que inclui vários programas de aplicação em diferentes idiomas.  

O equipamento permite o reconhecimento de códigos de barras e fornece 

leituras em unidades de concentração absorvância e percentagem de 

transmitância, selecionando a curva de calibração armazenada onde os 

resultados de leituras de absorvância para a amostra ou padrões devem ser 

interpoladas. 

O Fotómetro permite a determinação de 45 parâmetros analíticos incluindo 

CQO, a quantificação de fluoretos e de sulfuretos.  
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• Digestor de CQO, Hach Lange HT 200 S (Figura 4.1 (b)), com aquecimento de 

elevado desempenho, capaz de atingir os 170 °C e arrefecimento rápido com 

sistema de dupla ventoinha. Possuí doze compartimentos de digestão para 

cuvetes cilíndricas e tubos de reação da Hach Lange.  

• Cuvetes LCK da Hach Lange com os reagentes adequados a cada parâmetro 

em análise (Hach, 2016). 

 
 

Figura 4.1 Materiais e equipamentos (Hach, 2012) (Hts n.d.) (Hach, 2016): (a) Fotómetro DR 3900; (b) Digestor e (c) 
cuvetes LCK. 

 

Identifica-se facilmente a cuvete adequada à análise de determinado parâmetro uma 

vez que consoante a gama de aplicação é diferenciada pela cor da tampa e da mistura 

reacional bem como pela respetiva referência.  

Assim, na Figura 4.1 (c) as cuvetes de tampa verde são usadas para a determinação de 

CQO (LCK 1414), as de tampa azul com mistura reacional incolor na quantificação de 

sulfuretos (LCK 653) e finalmente as de tampa azul escuro com a mistura reacional de cor 

vermelho para doseamento de fluoretos (LCK 323).  

• Micropipeta de volume variável (100 a 5000 µL) marca Eppendorf modelo 

Research, calibrada e verificada anualmente; 

• Sistema de ultrapurificação de água marca Millipore, modelo Milli-Q.  

• Balança analítica marca Mettler Toledo, modelo AE 200, com uma gama de 

aplicação inferior a 20,0000 g, sujeita a calibração bienal e verificação mensal. 

Neste trabalho não foram efetuadas as leituras mediante o reconhecimento dos códigos 

de barras associados às cuvetes, mas usou-se o procedimento clássico. No entanto as medidas 

foram efetuadas durante uma rotação completa das cuvetes. O equipamento realiza dez 

medições, tal como mostra a Figura 4.2 excluindo os erros que podem resultar de riscos, 

sujidade ou defeitos no vidro da cuvete.  
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Figura 4.2  Procedimento de medida no Fotómetro DR 3900 Hach Lange (Hach, 2016) 

As medidas efetuadas nesses pontos são rejeitadas, permitindo assim uma medição 

automática correta e de confiança. 

 

4.3. Preparação de soluções  
Solução padrão de referência de hidrogenoftalato de potássio, 400 mg/L O2 CQO 

A solução foi preparada pesando 0,85 g de hidrogenoftalato de potássio previamente 

seco a cerca de 120 °C durante 2 horas, dissolvendo e diluindo com água Milli-Q a 250 mL. 

Esta solução é preparada mensalmente.  

Solução padrão stock de fluoreto de sódio 100 ppm 

Para a preparação da solução pesou-se 221 mg de fluoreto de sódio, seco durante, 

aproximadamente, 2 h a 120 °C dissolveu-se em 500 mL de água Milli-Q e aferiu-se a 1000 

mL.  

Solução padrão de fluoreto de sódio 10 ppm   

Retiraram-se 100 mL da solução stock de fluoreto de sódio 100 ppm para um balão de 

1000 mL e completou-se o volume com água Milli-Q. 

Solução padrão stock de sulfureto de sódio 1000 mg/L S2- 

Ferveu-se cerca de 1,5 L de água Milli-Q durante 1 hora qual foi usada para todo o 

processo de preparação de soluções de sulfureto a usar na construção da curva de calibração.  

Pesou-se cerca de 0,75 g de sulfureto de sódio nano hidratado para um balão de 100 

mL, e aferiu-se com a água Milli-Q previamente fervida e arrefecida. Na preparação deve 

evitar-se o contacto com o ar atmosférico devido ao risco de oxidação e ao cheiro libertado 

pela solução. Por estes motivos a solução foi preparada diariamente.  

Solução padrão de sulfureto de sódio a 20 mg/L S2- 

Pipetou-se 10 mL da solução padrão stock de sulfureto 1000 mg/L S2- para um balão 

de 500 mL e aferiu-se com água Milli-Q previamente fervida e arrefecida. 
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4.4. Amostras  
Foram analisadas 28 amostras de águas naturais e 13 de águas residuais provenientes 

de Portugal continental. Por motivos da confidencialidade não se especifica as proveniências 

das amostras analisadas neste trabalho (rios, albufeiras) e respetivos pontos de amostragem. 

As amostras foram identificadas por um código constituído por três ou quatro dígitos.  

 As amostras utilizadas para a determinação de CQO foram colhidas principalmente na 

zona do Tejo, as destinadas ao doseamento de fluoretos na região Norte e Centro e entre 

outras amostras de águas naturais e residuais, respetivamente.  

Não foram determinadas amostras de sulfuretos devido a ausência de teores desse 

composto em águas naturais e superficiais.  

 

4.5. Procedimento experimental 

4.5.1. Determinação de CQO 
O método usado aplica-se a águas naturais e residuais para determinar valores de CQO 

numa gama entre 10 e 60 mg/L O2. No entanto pode aplicar-se a amostras de concentração 

mais elevada desde que previamente diluídas.  

A determinação de CQO nas amostras foi efetuada através do método fotométrico, 

utilizando a curva de calibração disponibilizada no software do equipamento ou aplicando 

uma curva construída no laboratório.  

Foram construídas duas curvas de calibração para a determinação de CQO, uma a 

partir da solução padrão do hidrogenoftalato de potássio preparada em laboratório com a 

concentração 400 mg/L O2 e outra com o padrão 300 mg/L O2 comercializado pela Hach 

Lange.  

Foram usadas cuvetes LCK 1414 Hach Lange as quais contêm os mesmos reagentes 

aos usados no método tradicional (dicromato de potássio, sulfato de mercúrio e sulfato de 

prata), embora em menor quantidade. As leituras de absorvância foram realizadas a 

comprimento de onda de 348 nm. 

4.5.1.1. Construção das curvas de calibração e análise das 

amostras 

Para a construção das curvas de calibração a partir do padrão preparado em laboratório 

e do adquirido à Hach foram utilizados balões de 100 mL.  

Na curva de calibração determinada com base no padrão preparado no laboratório (400 

mg/L O2) usaram-se padrões com concentração final numa gama de 5 e 40 mg/L O2. A Tabela 
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4.2 mostra o volume de padrão de laboratório, pipetado em mL, para a preparação de cada 

padrão. Este volume da solução de hidrogenoftalato de potássio 400 mg/L foi, posteriormente, 

diluído em balão aferido com água Milli Q. 

As soluções padrão de 5,10, 20 e 40 mg/L O2 foram usadas como padrões de controlo 

para avaliação da curva de calibração.  
Tabela 4.2 Padrões de calibração CQO (Padrão de Laboratório) 

Cuvete Conc. final 
(mg/L O2) 

Vol. a pipetar 
(mL) 

Branco 0 0 
Pd1 5 1,25 
Pd2 10 2,5 
Pd3 15 3,75 
Pd4 20 5 
Pd5 30 7,5 
Pd6 40 10 

 

Foi medida e registada a absorvância de todos os padrões para a construção da curva 

de calibração (absorvância em função da concentração).  

A curva de calibração construída a partir de Padrão Hach (300 mg/L O2) utilizou 

padrões de concentração entre 6 e 60 mg/L O2.  Na Tabela 4.3 figuram os valores de volume 

que foram pipetados para balões de 100 mL.  

As soluções padrão de 6, 9, 24, 36 e 60 mg/L O2 foram usados como padrões de 

controlo para avaliação da curva de calibração.  
Tabela 4.3 Padrões de calibração CQO (Padrão Hach) 

Cuvete Conc. Final 
(mg/L O2) 

Vol. a pipetar 
(mL) 

Branco 0 0 
Pd1 6 2 
Pd2 9 3 
Pd3 12 4 

Pd4 24 8 
Pd5 36 12 
Pd6 48 16 
Pd7 60 20 

 

Em seguida procedeu-se à leitura dos valores de absorvância de cada um dos padrões 

para o traçado da respetiva curva de calibração.  
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Para a medida de absorvância usou-se o mesmo procedimento para ambas curvas, 

tendo sido seguidos os seguintes passos: 

• Antes de adicionar cada solução padrão, a cuvete foi limpa e devidamente 

agitada de modo a homogeneizar os reagentes; 

• Adicionou-se à cuvete 2 mL do padrão de menor concentração; 

• Agitou-se e procedeu-se à digestão durante 2h a 148 °C; 

• Deixou-se arrefecer até à temperatura de 18 – 20 °C e procedeu-se à leitura de 

absorvância no Fotómetro. 

• Repetiu-se o procedimento para as restantes soluções padrão; 

• Foi efetuado um ensaio a branco para ajuste do zero. 

A curva de calibração foi determinada após as leituras de absorvância de todos os 

padrões e em seguida foi aplicada na análise dos padrões de controlo e amostras, sendo os 

resultados de CQO expressos em mg/L O2.  

Na análise das amostras procedeu-se de modo idêntico ao descrito anteriormente, 

substituindo as soluções padrão por igual volume da amostra.  

O valor de absorvância da amostra foi introduzido na equação da curva de calibração e 

o equipamento forneceu o resultado de CQO em mg/L O2.  

 

4.5.2. Doseamento dos fluoretos 
Este método aplica-se em águas naturais, de abastecimento e residuais para 

concentrações entre a 0,2 e 2,5 mg/L de F-, podendo estender-se a concentração superiores por 

diluição prévia da amostra a analisar.  

A quantificação do ião do fluoreto foi efetuada através de um método de fotométrico 

utilizando a curva de calibração construída no laboratório. A leitura foi realizada em cuvetes 

LCK 323 a um comprimento de onda de 580 nm. 

 

4.5.2.1. Construção da curva de calibração e análise das 

amostras 

Durante a construção da curva de foram usados balões de 100 mL. As soluções padrão 

usadas na calibração foram preparadas a partir de uma solução padrão de fluoreto de sódio 10 

mg/L F- com a concentração final variando numa gama de 0,1 e 2,5 mg/L F-. A Tabela 4.4 

apresenta os volumes necessários à preparação dos padrões. 
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Tabela 4.4 Padrões de calibração de fluoretos (mg/L F-) 

Cuvete Conc. Final 
(mg/L F) 

Vol. a pipetar 
(mL) 

Branco 0 0 
Pd1 0,1 1 
Pd2 0,2 2 
Pd3 0,5 5 
Pd4 1 10 
Pd5 2 20 
Pd6 2,5 25 

 

O volume a pipetar (mL) representa a quantidade da solução padrão de fluoreto de 

sódio 10 mg/L F- a ser pipetada para um balão de 100 mL. Após aferição com água, procede-

se à determinação da absorvância das soluções.  

Procedeu-se ao ajuste do zero do fotómetro usando a cuvete LCK 323 antes de 

adicionar a solução padrão.  

Em seguida adicionou-se 3 mL do padrão (0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2 e 2,5 mg/L F-) na 

cuvete, agitou-se e deixou-se em repouso durante 1 minuto para desenvolvimento da cor, após 

o que se efetuou a leitura do valor de absorvância.  

A curva de calibração foi construída após a leitura de absorvância de todos os padrões 

e foi gravada no equipamento onde serão feitas as leituras de absorvância dos padrões de 

controlo e amostras. As soluções padrão de 0,2; 0,3 e 0,35 mg/L F- foram usadas como 

padrões de controlo para a avaliação da curva de calibração.   

A partir da curva de calibração foi possível determinar os teores de fluoretos nos 

padrões e amostras expressos em mg/L F-.  

Na análise das amostras foi usado um procedimento idêntico ao apresentado 

anteriormente, substituindo 3 mL de padrão por idêntico volume de amostra. 

 

4.5.3. Quantificação dos sulfuretos 
Este método aplica-se em águas residuais para concentrações de sulfuretos entre os 0,1 

e 2,0 mg/L S2-, podendo ser estendida a gama de aplicação para amostras mais concentradas 

desde que previamente diluídas.  

No processo da quantificação do sulfureto foi usada a cuvete LCK 653 da Hach Lange 

para a gama de aplicação acima referida e a solução de sulfuretos da Hach Lange LCK 653 A. 
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4.5.3.1. Construção da curva de calibração e análise das 

amostras  

No decorrer da construção da curva de calibração de sulfureto utilizaram-se os balões 

de 100 mL. As soluções padrão apresentaram uma concentração final na gama de 0,1 e 2,0 

mg/L S2- e foram preparadas a partir de uma solução stock 20 mg/L S2-, pipetando os volumes 

apresentados na Tabela 4.5 para os respetivos balões e perfazendo ao volume com água Milli-

Q previamente fervida e arrefecida.   
 

Tabela 4.5 Padrões de calibração de sulfuretos (mg/L S2-) 

Cuvete Conc. Final 
(mg/L S2-) 

Vol. a pipetar 
(mL) 

Branco 0 0 
Pd1 0,1 0,5 
Pd2 0,2 1 
Pd3 0,4 2 
Pd4 0,5 2,5 
Pd5 1 5 
Pd6 1,5 7,5 
Pd7 2 10 

 

Em seguida, foram determinados os valores de absorvância das soluções padrão os 

quais foram usados na construção da curva de calibração. 

As soluções de 0,2, 1,0 e 2,0 mg/L S2- foram usadas como padrões de controlo para a 

avaliação da curva de calibração. 

Para a construção da curva de calibração, seguiram-se os seguintes passos: 

• A cuvete foi limpa antes de qualquer leitura; 

• Adicionou-se 4 mL do padrão 1,0 mg/L S2- e 0,2 mL da solução LCK 653A a 

cada cuvete;  

• Agitou-se e em seguida deixou-se repousar durante 10 minutos com o intuito 

de desenvolver a cor;  

• Limpou-se e efetuou-se a leitura da absorvância.  

A curva de calibração foi utilizada na análise dos padrões de controlo e amostras. Os 

resultados das leituras foram expressos em mg/L S2-. 

Na análise das amostras procedeu-se de forma idêntica ao descrito anteriormente, 

substituindo 4 mL de padrão por igual volume de amostra. Por substituição do valor de 
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absorvância na equação da curva de calibração foi determinado o valor da concentração em 

mg/L S2-.  
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Capítulo 5  
 

Apresentação e discussão dos resultados   
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5. Apresentação e discussão dos resultados 
 

Neste capítulo, segue-se a apresentação e discussão dos resultados na aplicação dos 

testes em cuvetes da Hach Lange para os parâmetros da avaliação físico química de águas 

naturais e residuais.  

 
5.1.  Validação dos métodos de análise de CQO, fluoretos e 

sulfuretos  
 

5.1.1. CQO 

5.1.1.1 Linearidade das curvas de calibração  
De acordo com o guia de validação de métodos analíticos (RELACRE, 2000), a 

linearidade de gama de trabalho pode ser avaliada pelo coeficiente de correlação (r) o qual 

deve ser superior a 0,995,  sendo considerado um bom critério para a decisão. 

A avaliação da linearidade foi também realizada de acordo com a norma ISO 8466 

parte 1 e 2, onde foi calculada a função da calibração linear e não linear e calculados os 

respetivos desvios padrão residuais (ISO 8466-1, 1990).  

Com o mesmo propósito aplicou-se o teste de homogeneidade das variâncias com base 

nas diferenças das variâncias (DS2) e desvio padrão residual não linear (S2y2). Calculou-se o 

valor de PG e comparou-se com o valor tabelado da distribuição F de Snedecor para tomar 

uma decisão quanto a existência da linearidade, se PG ≤ Fcrítico a função a calibrar é linear para 

um nível de significância de 99% com número de graus de liberdade a cada função igual a 1 e 

N-3, onde N representa o número de padrões de cada curva de calibração.  

 

Foram usados sete padrões para avaliar a linearidade da curva de calibração para 

quantificação de CQO, preparados a partir da solução padrão de 400 mg/L O2 preparada no 

laboratório e da solução padrão 300 mg/L O2 comercializada pela Hach Lange, cuja gama de 

trabalho indicada pelo fabricante é de 5 a 60 mg/L O2.  

A partir dos valores Tabela 5.1 traçou-se a curva de calibração para padrão do 

laboratório (Figura 5.1) e igualmente por intermédio dos valores da Tabela 5.3, foi traçada a 

curva de calibração utilizando os valores da concentração teórica em função da absorvância 

(Figura 5.2) esta operação é efetuada automaticamente pelo equipamento após a leitura de 

todos os padrões. Foi realizado um ensaio a branco para ajustar o sinal do equipamento a zero. 
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Tal como referido no ponto 5.1.1, foi usada a mesma gama de trabalho, mas diferentes 

concentrações. Os seis padrões foram preparados com a solução padrão de hidrogenoftalato 

de potássio 400 mg/L O2.  
 

Tabela 5.1 Valores utilizados para a construção da curva de calibração de CQO com padrão do laboratório 

Soluções padrão Concentração teórica 
(mg/L O2) Absorvância 

   
Pd1 5 -0,153 
Pd2 10 -0,247 
Pd3 15 -0,353 
Pd4 20 -0,463 
Pd5 30 -0,697 
Pd6 40 -0,898 

 

Foram usados os valores da Tabela 5.1 para traçar a curva de calibração da 

concentração teórica em função da absorvância (Figura 5.1) 

 

 
Figura 5.1 Curva de Calibração CQO padrão do laboratório 

Calculou-se a percentagem do desvio (Rin%) através da concentração teórica 

relativamente a concentração lida na reta para padrão do laboratório através da equação 

seguinte:  

 

𝑅𝑖𝑛% =
(𝐶𝑜𝑛𝑐𝐿𝑖𝑑𝑎 − 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎)

(𝐶𝑜𝑛𝑐𝐿𝑖𝑑𝑎 + 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎2 )
× 100 

 

5.1 
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Sendo:  

§ Rin%: Percentagem de desvio entre o valor esperado e o obtido;  

§ ConcLida: Concentração lida na reta em mg/L O2;  

§ ConcTeórica: Concentração em mg/L O2 relativa a gama de trabalho (5 - 50 mg/L O2)  
Tabela 5.2 Concentração determinada na curva de calibração CQO padrão do laboratório e o desvio relativamente aos 

valores da concentração teórica 

Soluções padrão  Concentração lida  
na Reta (mg/L O2) 

Desvio 
Rin% 

    
Pd1  5,92 16,85 
Pd2  10,22 2,18 
Pd3  14,99 -0,07 
Pd4  20,09 0,45 
Pd5  30,68 2,24 
Pd6  39,64 -0,90 

 

Como se pode notar, na Tabela 5.2 verificou-se um ligeiro afastamento dos valores da 

concentração teórica em comparação com os da concentração lida na reta.  Este desvio deveu-

se ao processo de manuseamento e erros a pipetar volumes reduzidos.  

 
Tabela 5.3 Valores utilizados para a construção da curva de calibração CQO padrão da Hach. 

Soluções padrão 
Concentração 

teórica 
(mg/L O2) 

Absorvância 

   
Pd1 6 -0,103 
Pd2 9 -0,196 
Pd3 12 -0,237 
Pd4 24 -0,495 
Pd5 36 -0,716 
Pd6 48 -0,979 
Pd7 60 -1,211 

 

Foram usados os valores da Tabela 5.3 para traçar a curva de calibração da 

concentração teórica em função da absorvância (Figura 5.2). 
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Figura 5.2 Curva de Calibração CQO Padrão da Hach 

 

Tabela 5.4 Concentração obtida através da curva de calibração CQO padrão da Hach e o desvio relativamente aos valores 
da concentração teórica 

Soluções padrão  Concentração lida  
na Reta (mg/L O2) 

Desvio 
Rin% 

    
Pd1  5,4 -10,5 
Pd2  9,86 9,1 
Pd3  11,89 -0,9 
Pd4  24,45 1,9 
Pd5  35,38 -1,7 
Pd6  48,37 0,8 
Pd7  59,88 -0,2 

 

Determinou-se Rin% para o padrão da Hach, tal como referido anteriormente, o 

manuseamento e condições a pipetar volumes reduzidos influenciam diretamente o tal 

afastamento dos valores lidos em relação aos valores teóricos.  

 

Teste de homogeneidade das variâncias 

Determinam-se as variâncias associadas ao primeiro e último padrão, com o objetivo 

de testar as diferenças significativas entre elas, nos limites de gama de trabalho. Estas 

diferenças foram testadas para CQO padrão do laboratório 9 mg/L O2 e 40 mg/L O2, 

igualmente para CQO padrão da Hach 9 mg/L O2 e 60 mg/L O2, em condições de 

repetibilidade. Efetuou-se o cálculo do valor de PG segundo as equações 3.2 e 3.3 que 

posteriormente se comparou com o valor tabelado da distribuição F Snedecor, para n-1 graus 

y = -0,0203x + 0,0023
R² = 0,99936
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de liberdade. Na Tabela 5.5 são apresentados os resultados dos ensaios de repetibilidade e da 

aplicação do teste de homogeneidade de variâncias. 
 

Tabela 5.5 Teste de homogeneidade das variâncias para CQO padrão do laboratório 

Padrão do Laboratório Padrão da Hach 
N° Ensaios Padrão 9 mg/L O2 Padrão 40 mg/L O2 Padrão 9 mg/L O2 Padrão 60 mg/L O2 

1 9,19 38,75 9,14 58,35 
2 8,44 38,70 9,58 57,60 
3 8,35 38,81 8,85 58,32 
4 8,73 39,55 8,98 58,37 
5 9,09 38,57 9,11 57,07 
6 9,13 38,36 9,58 58,33 
7 9,48 39,45 8,95 57,87 
8 9,35 38,38 9,48 58,64 
9 9,50 38,42 8,98 59,05 
10 9,20 38,50 9,08 58,75 

Graus de liberdade 9 9 9 9 
Média 9,05 38,75 9,17 58,235 

Variância 1,65x10-1 1,8x10-1 7,42x10-2 3,34x10-1 

PG 1,09 4,54 

P-value 0,898 0,0342 
FSnedecor (0,01;9;9) 5,351 5,351 

 

Formulação das hipóteses:  

Padrão do laboratório:  

Hipótese nula (H0): as variâncias são iguais, ou seja, 𝜎2Pd_9 = 𝜎2Pd_40  

Hipótese alternativa (H1): as variâncias são diferentes, ou seja, 𝜎2Pd_9 ≠ 𝜎2Pd_40 

 

Padrão da Hach: 

Hipótese nula (H0): as variâncias são iguais, ou seja, 𝜎2Pd_9 = 𝜎2Pd_60  

Hipótese alternativa(H1): as variâncias são diferentes, ou seja, 𝜎2Pd_9 ≠ 𝜎2Pd_60 

 

Provou-se que o valor de PG (Tabela 5.5) para os dois padrões (Laboratório e Hach) é 

inferior ao Fcrítico, pelo que se pode concluir que as hipóteses nulas parecem ser verdadeiras, 

não existindo as diferenças significativas entre as variâncias. 

Baseando no valor da prova (P-value), para padrão do laboratório e da Hach, igual a 

89,8% e 3,42%, superiores ao nível de significância, então não se rejeitam as hipóteses nulas. 
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Conclui-se que as variâncias nos limites da gama de trabalho parecem ser idênticas como se 

pode ver na Tabela 5.5.  

Elaboraram-se as cartas de controlo para o padrão 9, 40 e 60 mg/L O2 com o propósito 

de determinar a variabilidade do processo de ensaio em condições de repetibilidade.  

Calculou-se a média através da soma de valores dos ensaios dividida pelo número de 

observações, o limite superior e/ou inferior de controlo pela média adicionado e/ou subtraído 

pelo produto de três pelo desvio padrão. Igualmente determinou-se os limites de aviso 

(superior e inferior) pela média adicionada e/ou subtraída pelo produto de dois vezes o desvio 

padrão. 

Na Figura 5.3 apresentam-se as cartas de controlo para padrões 9 e 40 mg/L O2. 

Verificou-se que os pontos se encontram dentro dos limites de aviso tanto superior como 

inferior. Para os dois padrões o processo está sob controlo.   

 

 
Figura 5.3 Cartas de controlo para ensaios de repetibilidade CQO padrão do laboratório 9 e 40mg/L O2 

 

Igualmente no caso das cartas de controlo para padrões 9 e 60 mg/L O2 (padrão da 

Hach), todos os pontos estão dentro dos limites de aviso (superior e inferior). Portanto, para 

os dois padrões o processo encontra-se sob controlo (Figura 5.4).   
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Figura 5.4 Cartas de controlo para ensaios de repetibilidade CQO padrão da Hach 9 e 60mg/L O2 

Avaliou-se a homogeneidade das variâncias comparando o valor de PG com F da 

distribuição Snedecor para N-3 graus de liberdade (valor de Fcrítico).  

 
Tabela 5.6 Avaliação da homogeneidade de variâncias 

Analito Curva de Calibração r2 Valor de PG F crítico 
CQO Pd Hach 𝑦 = 0,0029 - 0,0203 𝑥 0,9992 0,13 13,75 
CQO Pd Lab 𝑦 = -0,0356 - 0,0216 𝑥 0,9991 -0,35 16,26 

 

Os valores de PG apresentados na Tabela 5.6 são inferiores ao valor tabelado da 

distribuição F Snedecor, existe homogeneidade de variâncias, sendo possível confirmar a 

linearidade das curvas de calibração CQO (padrão do laboratório e Hach).  

Igualmente, na avaliação das curvas de calibração confirmou-se também a existência 

da linearidade através da verificação visual e pela avaliação do coeficiente de determinação 

(r2).  

Relativamente aos coeficientes de determinação (r2) das curvas, os seus valores são 

superiores a 0,995 cumprindo assim o critério recomendado para este parâmetro essencial em 

validação.  

Este teste da avalição da homogeneidade das variâncias foi aplicado apenas para o 

parâmetro CQO, uma vez que era o método que pretendia implementar em primeiro lugar.  

 

5.1.1.2 Limiares analíticos  
Para a determinação dos limiares analíticos, tal como descrito no ponto 3.1.3, podem 

ser utilizadas as várias abordagens existentes na literatura cuja seleção está também 

dependente do critério interno do laboratório em questão.  
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Com base nas equações 3.10 e 3.11, foram calculados os limites de deteção (LD) e 

limites de quantificação (LQ), apresentados na Tabela 5.7. 

A precisão e exatidão do limite de quantificação foram avaliadas com base na análise 

do coeficiente de variação de dez leituras efetuadas junto ao LQ da curva de calibração 

preparada ao longo do tempo e em condições de precisão intermédia. 

Neste trabalho foi considerado o primeiro ponto da curva de calibração respeitando a 

gama definida pela Hach Lange, ou seja, foram realizados no mínimo dez ensaios com o 

padrão do laboratório de concentração 5 mg/L O2 e padrão da Hach de 6 mg/L O2.  

Após vários ensaios com estes padrões, como os coeficientes de variação foram 

superiores a 10 %, testou-se o padrão de concentração 9 mg/L O2 (padrão do laboratório e da 

Hach) tendo-se obtido um valor de coeficiente de variação (CV%) aceitável 4,50 e 3, 

respetivamente.   

Deste modo, o valor de LD foi determinado de acordo com o guia RELACRE através 

da equação 3.10 considerando o padrão 9 mg/L O2. Os resultados são apresentados na Tabela 

5.7, bem como os valores de LQ calculados através da equação 3.11.  
Tabela 5.7 Limiares analíticos do método fotométrico para CQO 

CQO LD (mg/L O2) LQ (mg/L O2) 
Pd Lab 4,37 13,12 

Pd Hach 3,97 11,90 
 

Como descrito no guia  Relacre e segundo as indicações da IUPAC, o valor do CV% 

não deve exceder o 10%, de modo a poder concluir que no limite de quantificação definido se 

obtém uma boa precisão e exatidão satisfatória como se pode ver na Tabela 5.7 encontram-se 

os valores de LD e LQ.  

 

5.1.1.3 Precisão  
Na avaliação deste parâmetro de dispersão dos resultados entre ensaios independentes 

e repetidos sobre uma amostra ou padrões, optou-se por examinar a repetibilidade para padrão 

do laboratório e da Hach e também reprodutibilidade para ensaios com o padrão de 

laboratório.  

 

5.1.1.3.1 Repetibilidade  

De acordo com a definição de repetibilidade apresentada no ponto 3.1.4.1 foram 

determinados a média, o desvio padrão, o coeficiente de variação (CV%), a percentagem da 
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diferença (Rin%) e o limite da repetibilidade (LR), correspondentes a 10 ensaios em 

condições de repetibilidade para CQO (padrão do laboratório e Hach) para as concentrações 

de 10, 20, 24 e 36 mg/L O2 conforme se apresenta na Tabela 5.8. 

 
Tabela 5.8 Ensaio de Repetibilidade CQO com o padrão do laboratório em concentração 10 e 20 mg/L O2 e padrão da Hach 

de concentração 24 e 36 mg/L O2 

Ensaio 
Concentração 
Padrão Lab 
10 mg/L O2 

Concentração 
Padrão Lab 
20 mg/L O2 

Concentração 
Padrão Hach 
24 mg/L O2 

Concentração 
Padrão Hach 
36 mg/L O2 

1 8,57 19,72 24,70 38,51 
2 8,00 19,51 24,99 38,25 

3 8,01 19,97 24,74 38,85 

4 8,44 19,08 24,33 38,66 
5 8,02 19,35 24,72 38,27 
6 8,15 19,97 25,00 39,19 
7 8,36 19,02 24,88 38,96 
8 8,07 19,24 24,73 38,62 
9 8,21 19,98 24,43 38,61 
10 8,30 19,08 25,61 38,60 

Média 8,22 19,49 24,81 38,65 
Desvio Padrão 0,2 0,39 0,35 0,29 

CV% 2,44 2,1 1,5 0,8 
Rin% 6,94 4,93 5,16 2,43 

LR 0,56 1,10 0,99 0,81 
 

Como se pode ver, o valor do CV% foram todos inferiores a 10% de formas que este 

parâmetro apresenta uma boa precisão em condições de repetibilidade.  

As representações gráficas que se seguem, ilustram as variações observadas durante a 

avaliação da repetibilidade para CQO padrão do laboratório e da Hach.  

Com a finalidade de compreender a variabilidade do processo de ensaio de 

repetibilidade, traçaram-se as cartas de controlo para os padrões 10, 24, 36 e 40 mg/L O2. 

Observando para a Figura 5.5 nota-se que o processo se encontra sob controlo, os 

valores de ensaios variam em torno da média, tendo em conta que em alguns dos casos 

verificou-se pontos que se aproximam dos limites de aviso.  
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Figura 5.5 Cartas de controlo de repetibilidade CQO padrão do laboratório 10 e 20 mg/L O2 

 

Na Figura 5.6 para o padrão 24 mg/L O2 verificou-se que um ponto se encontra fora 

do limite de aviso superior, enquanto que para o padrão 36 mg/L O2 todos os valores se 

encontram fora dos limites de aviso. Contudo, para os dois padrões o processo está sob 

controlo, tendo em consideração que alguns pontos se aproximam dos limites de controlo.  

 

 
Figura 5.6 Cartas de controlo de repetibilidade CQO padrão Hach 24 e 36mg/L O2 

 

5.1.1.3.2 Reprodutibilidade  

O ensaio da reprodutibilidade foi uma das metodologias usadas para determinar a 

robustez do método ao longo do tempo. A avaliação deste parâmetro foi efetuada em dias 

diferentes pelo mesmo analista em condições idênticas.  

Como se pode ver na Tabela 5.9, efetuou-se ensaios de reprodutibilidade para os 

padrões de controlo 10 e 40 mg/L O2 correspondentes a CQO padrão do laboratório e da 

Hach. O número de padrões ensaiados foi inferior a dez, pelo que este critério de validação 

teria efeito se cumprisse esse requisito.  
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Tabela 5.9 Ensaio de reprodutibilidade CQO padrão da Hach 10 mg/L O2 e padrão do laboratório 10 e 40 mg/L O2.  

Ensaio Concentração (mg/L O2) 
  Padrão Hach Padrão laboratório 
  Padrão 10 Padrão 10 Padrão 40 

1 10,69 10,27 39,64 
2 11,94 10,16 39,55 
3 11,22 9,86 37,46 
4 11,29 10,22 39,73 
5 11,5 10,05 39,93 

Média 11,33 10,11 39,26 
Desvio Padrão 0,45 0,16 1,02 
CV% 4,01 1,61 2,59 

 

Os resultados obtidos no ensaio de reprodutibilidade, apesar de número de padrão 

ensaiados ter sido inferior a dez, cumpriram o critério do valor dos coeficientes de variação 

ser inferior a 10%.  

 
5.1.1.4 Exatidão  

Participou-se no ensaio interlaboratorial, para avaliar a exatidão do método 

fotométrico para CQO, tal como se definiu em  3.1.5.1 exprime a concordância entre o 

resultado de um ensaio e o valor de referência aceite como verdadeiro.  Também foi feita a 

comparação de valores de CQO (padrão do laboratório e Hach) com os resultados do método 

de referência (MMA40) ou método do dicromato de potássio. 

 

O ensaio interlaboratorial constitui um dos critérios mais importantes na validação de 

métodos analíticos, sendo uma das exigências da entidade acreditadora (IPAC). O LRA da 

APA participa em ensaios anuais promovido por várias entidades de modo a assegurar a 

avaliação do desempenho do laboratório e a competência técnica face aos parceiros e de modo 

a implementar ações corretivas e preventivas depois da análise dos resultados obtidos.  

Nesta avaliação definiu-se o critério de aceitação que é: CA= -3 < Z-score < 3.   

Determinou-se o valor de desempenho (Z-score) através da equação 3.13 para 

MMA40, método fotométrico usando o padrão do laboratório e o padrão da Hach.  

 

Como se pode ver na Tabela 5.10, os valores de z-score cumprem o critério de 

aceitação (CA) exceto o do AQ537 método fotométrico Pd Lab para águas naturais cujo valor 

se encontra fora do critério. Portanto conclui-se que os restantes ensaios para águas naturais e 
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residuais têm uma resposta que cumpre os critérios definidos, evidenciando a adequada 

exactidão do método.   
Tabela 5.10 Ensaio interlaboratorial de CQO (MMA40, método fotométrico com padrão do laboratório e da Hach) 

Amostra Código Método Valor obtido Valor alvo SDPA Z-score 

Água residual AQ535 MMA40 193,6 171,4 14,52 1,5 

Água residual AQ535 Fotométrico Pd Lab 197,8 171,4 14,52 1,8 

Água natural AQ537 MMA40 171,4 193,6 12,86 -1,7 

Água natural AQ537 Fotométrico Pd Hach 171,75 193,6 12,86 -1,7 

Água natural AQ537 Fotométrico Pd Lab 149,55 193,6 12,86 -3,4 

 

 

5.1.1.5 Estimativa da incerteza 
Como a etapa final do processo de validação do método de análise de CQO dos testes 

em cuvetes da Hach Lange, procedeu-se à estimativa das incertezas associadas à precisão e à 

exatidão.  

A incerteza correspondente à exatidão foi calculada mediante o tratamento dos 

resultados do ensaio interlaboratorial de CQO, determinados a partir das curvas de calibração 

do padrão do laboratório e da Hach. 

Foi estimada a incerteza para a precisão utilizando os valores da reprodutibilidade, ou 

seja, foi efetuada um estudo intra-laboratorial dos padrões de controlo preparados a partir do 

laboratório com a concentração 10 e 40 mg/L O2. 

A incerteza combinada (Ucombinada) e a expandida (Uexpandida) foram 

quantificadas utilizando as equações apresentadas no ponto 3.1.6.    

A estimativa da exatidão:  

A incerteza correspondente a 1,2% foi estimada com base nos valores dos três EIL 

para padrão do laboratório e da Hach, como se pode ver na Tabela 5.11, em termos dos EIL 

considerou-se este resultado como satisfatório para o método fotométrico, calculado através 

da equação 3.15.   
Tabela 5.11 Estimativa da incerteza com base nos resultados do ensaio interlaboratorial 

 

Método EIL Xref Xlab Diferenças ou 
RIN (%) 

Desvio padrão  
das diferenças 

Incerteza 
exatidão 

Fotométrico Pd Lab AQ535 171,4 197,8 15,40 

5,81 1,2 % Fotométrico Pd Hach AQ537 193,6 171,75 11,29 

Fotométrico Pd Lab AQ537 193,6 149,55 22,75 
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Estimativa da incerteza associada à precisão:  

Para o cálculo da estimativa da incerteza associada a precisão, usaram-se os valores da 

Tabela 5.9 relativamente ao padrão do laboratório para as concentrações de 10 e 40 mg/L O2, 

e foi aplicada a equação 3.14 como se pode ver no ponto 3.1.6.  

A incerteza combinada e expandida foi estimada com os valores de reprodutibilidade. 

Como se pode ver na Tabela 5.12 as incertezas combinadas e expandida apresentam valores 

aceitáveis em unidades de percentagem, foram calculadas através das equações 3.16 e 3.17.  
Tabela 5.12 Incerteza combinada vs. incerteza expandida para a componente precisão 

Padrão de 
controlo  

Concentração  
(mg/L O2) U combinada % Uexpandida % 

1 10 0,29 
2,87 

0,57 
5,75 

2 40 1,15 2,3 

 
 

5.1.2 Fluoretos 
No âmbito deste estágio foi iniciada a validação do método de análise de fluoretos em 

cuvetes da Hach Lange, tendo sida avaliada a linearidade da curva de calibração e a 

repetibilidade do método de análise. 

Procedeu-se à avaliação da linearidade de curva de calibração dos fluoretos usando 

seis padrões preparados a partir de uma solução padrão de fluoreto de sódio 10 ppm e usando 

as cuvetes LCK 323 Hach Lange, para a gama de trabalho indicada pelo fabricante de 0,1 a 

2,5 mg/L F-.  

A curva de calibração de fluoretos (Figura 5.7, foi construída a partir dos valores da 

Tabela 5.13, após a leitura de absorvância de todos os padrões de calibração  a 580 nm. 
Tabela 5.13 Valores de absorvância dos padrões de calibração para análise de fluoretos 

Soluções padrão Concentração 
(mg/L F) Absorvância  

   
Pd1 0,1 -0,011 
Pd2 0,2 -0,035 
Pd3 0,5 -0,07 
Pd4 1 -0,124 
Pd5 2 -0,239 
Pd6 2,5 -0,296 
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Figura 5.7 Curva de calibração de fluoretos 

 Na avaliação da linearidade de fluoretos não se aplicaram testes estatísticos, deste 

modo, procedeu-se com a avaliação do coeficiente de determinação e a verificação visual da 

curva. Em conclusão, verificou-se a linearidade da curva com o valor do coeficiente de 

determinação é igual a 0,998 superior a 0,995 estipulado no guia do Relacre.   

Para a componente precisão do método de análise de fluoretos, avaliou-se a 

repetibilidade para os padrões de concentração 0,3 e 0,35 mg/L F- cujos resultados se 

apresentam na Tabela 5.14. 
Tabela 5.14 Ensaio de repetibilidade para soluções padrão de fluoretos 0,3 e 0,35 mg/L F- 

Cuvete Concentração 
padrão 0,3 mg/L F- 

Concentração 
0,35 mg/L F- 

1 0,35 0,4 
2 0,33 0,45 
3 0,32 0,35 
4 0,35 0,37 
5 0,34 0,38 
6 0,32 0,36 
7 0,31 0,37 
8 0,35 0,4 
9 0,33 0,4 
10 0,32 0,41 

Média 0,33 0,39 
Desvio Padrão 0,015 0,03 

CV% 4,44 7,51 
Rin% 0,12 0,26 

LR 0,04 0,08 
 

y = -0,1169x - 0,0055
R² = 0,99816
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Os valores do coeficiente de variação (CV%) para os padrões 0,3 e 0,35 mg/L F- 

encontram-se abaixo de 10%, em condições da repetibilidade e os resultados apresentam uma 

boa precisão.  

Com o objetivo de avaliar a variabilidade dos resultados, traçaram-se cartas de 

controlo. Como se pode ver na Figura 5.8 a interpretação gráfica mostra-nos que as 

determinações foram feitas dentro da gama de aplicação das cuvetes com um valor máximo 

de 2,5 mg/L F- e mínimo de 0,1 mg/L F-.  

 
Figura 5.8 Cartas de controlo de repetibilidade padrão de fluoreto 0,3 e 0,35 mg/L F- 

Todos os valores obtidos durante o ensaio encontram-se dentro dos limites de aviso 

(superior e inferior), em conclusão o processo de avaliação de repetibilidade para fluoreto 

encontra-se sob controlo.   

 

5.1.3 Sulfuretos 
A validação do método de análise de sulfuretos em águas foi também iniciada durante 

o estágio tendo sido avaliada a linearidade e a repetibilidade. 

 Para a avaliação da linearidade da curva de calibração de sulfuretos, foram preparados 

sete padrões a partir da solução padrão de concentração intermédia de sulfuretos 20mg/L S2-.  

Efetuou-se a quantificação deste parâmetro nas cuvetes LCK 653 Hach Lange para a gama 

indicada pelo fabricante de 0,1 a 2,0 mg/L S2-.  

Na Tabela 5.15 apresentam-se valores utilizados na construção da curva de calibração do 

sulfuretos (Figura 5.9) a qual foi obtida pelo equipamento através de leituras de absorvância a 

666 nm. 
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Tabela 5.15 Valores de absorvância dos padrões de calibração para análise de sulfuretos 

Soluções padrão Concentração 
(mg/L S2-) Absorvância 

   
Pd1 0,1 0,049 
Pd2 0,2 0,09 
Pd3 0,4 0,208 
Pd4 0,5 0,248 
Pd5 1 0,53 
Pd6 1,5 0,775 
Pd7 2 1,018 

 

 

 
Figura 5.9 Curva de calibração de sulfuretos 

 

 Avaliou-se a linearidade da curva de calibração para o parâmetro sulfuretos por 

intermédio do coeficiente de determinação (0,999) e de igual modo, através da verificação 

visual da curva. Conclui-se que a curva é linear com coeficiente de determinação dentro do 

critério de aceitação, maior que 0,995 (Relacre) 

Efetuou-se o ensaio de repetibilidade para sulfuretos, como se pode ver na Tabela 

5.16, seguidos das respetivas cartas de controlo Figura 5.10 para avaliar a variabilidade em 

torno da precisão do método.  
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Tabela 5.16 Ensaio de repetibilidade sulfuretos para padrão 0,2 mg/L S2- 

Ensaio 
Concentração 

Padrão sulfureto 
0,2 mg/L S2- 

Concentração 
Padrão sulfureto 

2 mg/L S2- 
1 0,21 2,11 
2 0,20 2,19 
3 0,19 2,02 
4 0,21 2,09 
5 0,20 2,07 
6 0,21 2,02 
7 0,20 2,03 
8 0,19 2,08 
9 0,19 1,90 
10 0,20 2,00 

Média 0,20 2,05 
Desvio Padrão 0,01 0,08 

CV% 4,1 3,8 
Rin% 10 14,14 

LR 0,02 0,22 
 

Os valores obtidos para coeficiente de variação (CV%) foram inferiores a 5% (Tabela 

5.16) então pode-se concluir que o método de análise apresenta uma boa precisão em 

condições de repetibilidade.    

 

Como se pode ver na Figura 5.10, o padrão 1 mg/L S2- encontra-se dentro do limite de 

aviso tanto superior como inferior, enquanto que o padrão 2 mg/L S2- verifica-se dois pontos 

junto aos limites de aviso. Para os dois padrões o processo está sob controlo, embora alguns 

pontos se aproximem dos limites de controlo.  

 

 
Figura 5.10 Cartas de controlo de repetibilidade padrão de sulfuretos 1 e 2 mg/L S2- 
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Para os dois padrões o processo está sob controlo, embora alguns pontos se 

aproximem dos limites de controlo.  

 
 
 

5.2  Análise de amostras  

5.2.1 Determinação de CQO 
A Hach Lange estabeleceu a gama de aplicação para CQO (Figura 2.2) e durante este 

trabalho aplicou-se esta gama tanto para amostras de águas naturais, assim como as residuais.   

Os resultados de CQO obtidos na análise de 28 amostras de águas naturais e 13 de 

águas residuais, usando o método fotométrico em cuvetes da Hach Lange com padrão do 

laboratório ou padrão da Hach são apresentados nas Tabelas 5.17 e 5.18. Estas Tabelas 

apresentam, também, a comparação dos valores obtidos pelos métodos em cuvetes da Hach 

Lange com os determinados pelo método de referência do laboratório.  

 

Os resultados obtidos na análise das amostras foram comparados com os limites 

estabelecidos na legislação portuguesa. Para águas naturais (superficiais ou subterrâneas) 

destinadas a produção de água para o consumo humano, cumpriu-se com a legislação em 

vigor DL 236/98, de 1 de Agosto. Em relação a análise das amostras de águas residuais 

urbanas e industriais, constatou-se que em alguns dos casos se ultrapassou o limite de 

descarga para as duas situações, 125 mg/L O2 conforme os artigos 5° e 6° Quadro n°.1 do DL 

152/97, de 19 de Junho e 150 mg/L O2 disposto no anexo XVIII do DL 236/98, de 1 de 

Agosto.  

 

Conforme já foi referido, o LRA da APA dispõe de um método de referência validado 

para a determinação de CQO. O método implementado neste trabalho trata-se de testes em 

cuvetes da Hach Lange para determinação do mesmo parâmetro em águas naturais e residuais  

 A comparação visa compreender a proximidade dos resultados obtidos pelos dois 

métodos, efetuando análises em replicado e de forma separada sobre a mesma amostra usando 

os dois métodos distintos. 

Calculou-se a Média pela soma do resultado de MMA40 com o método fotométrico 

padrão de laboratório ou da Hach e dividindo por dois e estimou-se a diferença dos resultados 

determinados pelos dois métodos, (Rn), pela subtração entre o resultado de MMA40 e do 

método fotométrico com padrão do laboratório ou da Hach, em valor absoluto.  
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A percentagem da diferença (Rin%) do método de referência em relação ao método 

fotométrico com padrão do laboratório, foi calculada efetuando a divisão do valor de Rn pela 

média dos resultados determinados pelos dois métodos e multiplicado por cem. Procedeu-se 

de igual modo em relação ao padrão da Hach. 
Tabela 5.17 Comparação dos valores de CQO (mg/L O2) obtidos pelo método Fotométrico (padrão do laboratório e da 

Hach) com o método de referência em amostras de águas naturais 

Amostra  CQO(mg/L O2)  MM40 vs. Fotométrico 
(padrão Hach) 

MM40 vs. Fotométrico 
(padrão Lab) 

 MMA40 Fotométrico 
(Hach) 

Fotométrico 
(Lab) Média Rn Rin% Média Rn Rin % 

573 13,0 12,94 12,33 13,0 0,06 0,46 12,7 0,67 5,3 
574 12,2 11,42 10,95 11,8 0,78 6,6 11,6 1,25 10,8 
575 16,4 15,68 15,01 16,0 0,72 4,49 15,7 1,39 8,8 
576 13,5 12,77 12,54 13,1 0,73 5,56 13,02 0,96 7,4 
577 12,6 10,79 10,48 11,7 1,81 15,48 11,5 2,12 18,4 
578 13,5 10,78 11,07 12,1 2,72 22,41 12,3 2,43 19,8 
579 11,4 10,75 10,48 11,1 0,65 5,87 10,9 0,92 8,4 
580 14,0 10,94 10,86 12,5 3,06 24,54 12,4 3,14 25,3 
581 11,2 10,62 10,54 10,9 0,58 5,32 10,9 0,66 6,1 
974 12,6 <LQ <LQ - - - - - - 
975 27,7 22,21 19,79 25,0 5,49 22 23,8 7,91 33,3 
976 20,3 17,08 15,24 18,7 3,22 17,23 17,8 5,06 28,5 
978 25,0 19,39 17,22 22,0 5,21 23,69 20,9 7,38 35,29 
979 26,0 18,88 16,86 22,4 7,12 31,73 21,4 9,14 42,6 
980 25,0 20,31 18,11 22,9 5,09 22,27 21,8 7,29 33,5 
981 24,1 19,75 17,53 21,9 4,35 19,84 20,8 6,57 31,6 
984 22,9 20,00 17,58 21,4 2,85 13,3 20,2 5,27 26,1 
1501 11,5 13,23 10,62 12,4 1,73 13,99 11,1 0,88 7,9 
1502 16,4 14,29 11,92 15,3 2,11 13,75 14,2 4,48 31,6 
1503 16,7 17,93 14,57 17,3 1,23 7,1 15,6 2,13 13,6 
1504 17,9 15,16 12,41 16,5 2,74 16,58 15,2 5,49 36,2 
1505 15,3 14,31 11,63 14,8 0,99 6,69 13,5 3,67 27,3 
1506 16,6 15,65 12,72 16,1 0,95 5,89 14,7 3,88 26,5 
1507 17,7 18,69 15,77 18,2 0,99 5,44 16,7 1,93 11,5 
1565 20,0 38,49 34,2 29,2 18,54 63,45 27,1 14,25 52,6 
1637 14,0 18,29 15,61 16,1 4,29 26,57 14,81 1,61 10,87 
1657 37,0 43,75 38,98 40,4 6,75 16,72 37,99 1,98 5,21 
1658 11,0 14,46 12,09 12,7 3,46 27,18 11,55 1,09 9,44 

 

Onde: 

Rn – diferença relativamente ao método de referência; 

Rin% – percentagem de desvio do método fotométrico relativamente ao método de referência.  
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Os valores determinados de CQO nas retas de calibração com o padrão do laboratório 

e da Hach inferiores ao LQ (10 mg/L O2) não são quantificáveis.  

 

Em 28 amostras de águas naturais analisadas para método fotométrico (padrão da 

Hach e do laboratório), confrontados com os resultados de método de referência do 

laboratório (MMA40) constatou-se que o MMA40 vs. Fotométrico padrão da Hach teve 

melhores resultados em relação ao MMA40 vs. Fotométrico padrão do laboratório.  

Segundo o critério interno do LRA, a percentagem do desvio relativamente ao método 

de referência não deve ser superior a 25%.  

Em conclusão, pode dizer-se que em amostras de águas naturais, o método fotométrico 

com padrão da Hach é mais robusto do que com o padrão do laboratório.  

 
Tabela 5.18 Comparação dos valores de CQO (mg/L O2) obtidos pelo método fotométrico (padrão da Hach e padrão do 

laboratório) com os obtidos pelo método tradicional em amostras de águas residuais 

Amostra   CQO 
(mg/L O2) 

MM40 vs. Fotométrico 
(Padrão da Hach) 

MM40 vs. Fotométrico 
(Padrão Lab) 

 Diluição MMA40 Fotométrico 
(Lab) 

Fotométrico 
(Hach) Média Rn Rin% Média Rn Rin % 

722 (1/20) 100 107 116 103,5 7 6,76 108 16 14,81 
778 (1/50) 1190 899 1026,5 1044,5 291 27,9 1108,3 163,5 14,8 
779 (1/5) 100,0 94,6 107,6 97,3 5,45 5,6 103,7 7,45 7,2 
780 (1/50) 1090 968 853 1029 122 11,9 971,5 237 24,4 
781 (1/10) 120,0 116,1 103,2 118,1 3,9 3,3 111,6 16,8 15,1 
977 Direto 24,8 20,2 22,6 22,5 4,63 20,6 23,7 2,23 9,4 
982 Direto 25,4 20,6 23,3 23,01 4,78 20,8 24,3 2,14 8,8 
1133 (1/20) 770 809 903,8 789,5 39 4,94 836,9 133,8 15,9 
1133 (1/20) 770 806 910,6 788 36 4,57 840,3 140,6 16,7 
1427 (1/5) 187,5 184,9 207,9 186,2 2,55 1,37 197,7 20,45 10,3 
1500 Direto 11,5 <LQ <LQ - - - - - - 
1510 (1/50) 1050 828 986,5 939 222 23,6 1018,3 63,5 6,2 
1787 (1/2) 120 132,4 118,8 126,2 12,38 9,8 119,4 1,2 1,02 
 

Nas amostras de águas residuais, os resultados foram semelhantes aos obtidos pelo 

MMA40, embora o padrão do laboratório tenha apresentado desvios significativos em 

comparação com o padrão da Hach.   
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5.2.2 Quantificação de fluoretos 
Analisaram-se amostras de águas naturais com vista a determinar o teor de fluoretos. 

As amostras foram provenientes de todo o território de Portugal continental, cujos resultados 

de concentração em fluoretos (mg/L F-) se podem ver na Tabela 5.19.  
Tabela 5.19 Teor em fluoretos em amostras de águas naturais 

Amostra Concentração 
(mg/L F-) 

991 0,15 
992 0,20 
993 0,21 
994 0,18 
995 0,15 

1609 0,43 
1610 0,15 
1611 0,67 
1612 1,18 
1613 0,57 
1614 0,61 
1615 0,53 
1616 0,44 
1617 0,38 
1618 0,38 
1619 0,85 
1620 1,05 

1621 0,48 
Máximo 1,18 
Mínimo 0,15 

 

Todos os valores obtidos se encontram dentro da gama estabelecida pela legislação 

não sendo necessário proceder à diluição das amostras, Ao comparar os resultados (Tabela 

5.19)  com os valores da legislação a para as diferentes classes de águas, verificou-se  que o 

teor em fluoretos está a cumprir com o estabelecido  no anexo I do DL 236/98 de 1 de Agosto 

(Tabela 2.2). 
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6. Conclusões  
O método fotométrico em cuvetes da Hach Lange foi usado neste trabalho para a 

Caracterização Físico-Química de Amostras no Âmbito da Diretiva Quadro de Água e 

mostrou ser adequado e eficaz para a determinação de CQO e quantificação fluoretos. Em 

relação ao doseamento de sulfuretos não se realizaram análises por não existirem amostras 

disponíveis embora tenha sido construída a respetiva reta de calibração.  

Os testes em cuvetes foram eficientes e asseguram a máxima confiança no 

procedimento analítico, menor tempo de análises, maior segurança operacional e a obtenção 

de resultados fiáveis. 

As curvas de calibração construídas no fotómetro DR 3900 Hach Lange apresentaram 

uma linearidade apropriada à gama de trabalho em que foram aplicadas. Avaliou-se a 

linearidade das curvas de calibração recorrendo a interpretação da representação gráfica e 

análise dos coeficientes de correlação que foram superiores à 0,995. Os limiares analíticos 

(LD e LQ) determinados para CQO com o padrão preparado no laboratório foram 4,37 e 

13,12 mg/L O2 e com o padrão da Hach 3,97 e 11,90 mg/L O2, respetivamente.  

A precisão do método de CQO foi determinada através dos resultados dos ensaios de 

repetibilidade, para todos os parâmetros em estudo, sendo os valores do coeficiente de 

variação inferior à 5%. Deste modo, os ensaios apresentaram uma boa precisão em condições 

de repetibilidade.  

Participou-se em dois ensaios interlaboratoriais com o objetivo de avaliar a exatidão 

do método. Os valores de z-score obtidos para a determinação de CQO foram -1,7 com 

padrão da Hach e 1,8 com o padrão preparado no laboratório, cumprindo o critério de 

aceitação (-3 < z-score < 3), sendo possível concluir que o método é exato. 

Procedeu-se à estimativa da incerteza associada à precisão e exatidão com base nos 

resultados de repetibilidade e dos ensaios interlaboratoriais, respetivamente. Os valores 

encontrados para a incerteza combinada e para a incerteza expandida foram de 2,87% e 

5,75%, respetivamente.  

Os valores de CQO determinados em amostras de águas naturais (superficiais ou 

subterrâneas) destinadas a produção de água para o consumo humano situaram-se no intervalo 

entre 10 a 44 mg/L O2, cumprindo com a legislação em vigor (Decreto-Lei n.º 236/98 de 1 de 

Agosto). Em relação a análise das amostras de águas residuais urbanas e industriais, os 

resultados estiveram entre 20 e 1026 mg/L O2, verificando-se que, em alguns dos casos, se 

ultrapassou o limite de descarga 125 mg/L O2 para águas residuais urbanas (Decreto-Lei n.º 
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152/97 de 19 de Junho, Quadro n.°1) e 150 mg/L O2 para águas residuais industriais (Decreto-

Lei n.º 236/98 de 1 de Agosto, Anexo XVIII). 

Os resultados de CQO determinados na análise das amostras pelo método fotométrico 

para padrão do Laboratório e da Hach foram comparados com os obtidos através do método 

de referência (MMA40). O desvio entre os resultados foi de 25%, cumprindo assim o critério 

interno do LRA.   

O teor em fluoretos nas amostras de águas naturais variou entre 1,18 e 0,18 mg/L F- 

cumprindo os valores definidos na legislação (Decreto-Lei n.°236/98 de 1 de Agosto, Anexo 

I).  

Na prática, a determinação de CQO pelo método do dicromato de potássio produz 

resíduos perigosos que contêm mercúrio, ácido sulfúrico, sais de prata e crómio hexavalente. 

A implementação do método fotométrico da Hach Lange permitiu o manuseamento seguro 

dos kits evitando o contacto direto com os reagentes incorporados.  

Do ponto de vista ambiental este método tem vantagens para o laboratório em termos 

dos resíduos produzidos pois estes são recolhidos pelo fabricante, aplicando-lhes o tratamento 

adequado.  

O método validado pode ser aplicado em análises de rotina laboratorial no LRA, em 

controlo da qualidade de águas naturais e residuais principalmente no que se refere ao 

parâmetro CQO.  

No âmbito deste trabalho também foram elaborados protocolos com a descrição dos 

procedimentos analíticos para os três parâmetros (CQO, fluoretos e sulfuretos) apresentados 

nos Anexos III, IV e V, respetivamente, que serão usados posteriormente como suporte para 

análises dos padrões e das amostras no LRA.  

O presente trabalho foi alvo de apresentação em painel no 5° fórum de Engenharia 

Química e Biológica no ISEL e de uma comunicação oral no XXIV Encontro Luso Galego de 

Química no Porto como se pode ver no Anexo VII.  
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7. Propostas de trabalho futuro  
O processo da validação de um método análise exige um determinado tempo para 

avaliar todos os parâmetros da validação, testar as amostras e padrões, a fim de garantir a 

máxima confiança no método de análise.  

No seguimento desta dissertação um futuro trabalho poderá ser a conclusão do 

processo de validação do método fotométrico em cuvetes da Hach Lange nomeadamente para 

a análise de fluoretos e sulfuretos e a sua posterior utilização na determinação de sulfuretos 

em águas naturais e residuais.  

Seria desejável a continuação deste trabalho na Guiné-Bissau uma vez que a 

problemática ligada a qualidade de águas naturais e residuais, representa um dos maiores 

problemas para a saúde pública, ambiente e ecossistemas.  

A tecnologia usada para a determinação dos parâmetros de qualidade da água na 

Guiné-Bissau, é uma técnica que remonta dos anos 90 sem atualizações ao longo dos tempos. 

Então, nessa perspetiva, poder-se-á optar em experimentar métodos fotométricos da Hach 

Lange para testes em cuvetes como forma de garantir a máxima confiança nos procedimentos 

analíticos, e assim contribuir para a melhoria na análise da qualidade de água em todo o 

território nacional.  

Para além dos parâmetros determinados neste trabalho, também se poderá alargar de 

forma aprofundada o estudo sobre a presença de azoto e fosforo nas águas destinadas ao 

consumo humano na Guiné-Bissau.  
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Anexo I Protocolo de cooperaçãο ISEL/APA, I.P. 
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Anexo II Método de referência de CQO -Dicromato de Potássio – 

MMA40 
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Anexo III Procedimento analítico para a determinação de CQO – Método 

Fotométrico – Hach Lange CLK 1414 
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Anexo IV Procedimento analítico para a quantificação de fluoretos– 

Método fotométrico-Hach Lange LCK 323 
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Anexo V Procedimento analítico para a determinação de sulfureto – 

Método fotométrico – Hach Lange LCK 653 
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Anexo VI Comunicação em painel no 5° Fórum de Engenharia Química e 

Biológica, ISEL (de 08 a 10 de Maio de 2018) 
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 Anexo VII Comunicação oral apresentada no XXIV Encontro Luso-

Galego de Química, Porto 2018 (de 21 a 23 de Novembro de 2018). 

 

 
 
 

 


