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RESUMO

O reconhecimento de competéncias, baseado em normas de qualidade, gera competitividade entre prestadores
de servicos e aumenta a confiabilidade dos resultados entregues aos clientes. Nesse sentido, os laboratérios de
ensaio buscam a implantacdo da NBR ISO/IEC 17025. Dentre os requisitos dessa Norma consta a selecdo de
métodos normalizados ou validados. Em caso de validacdo de método, deve-se estabelecer um estudo,
envolvendo diversos pardmetros a serem analisados, como precisdo e incerteza de medigdo. O objetivo do
presente trabalho € avaliar esses pardmetros na contagem de fitoplancton. O método utilizado foi o de
Sedgwick-Rafter validado pelo laboratorio Central de Aguas da Companhia Riograndense de Saneamento
(DEAL/SUTRA) para a utilizagdo de amostras vivas. Avaliando dois analistas, realizando analises em
triplicata, foi estabelecido um desvio de precisdo de 10%, considerado baixo e aceitavel para amostras
bioldgicas e uma incerteza de medigdo de 4,8%, em log;,. O estabelecimento desses parametros contribui para
a garantia da qualidade analitica dos resultados da anélise de fitoplancton.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoplancton, incerteza de medicdo, NBR ISO/IEC 17025, precisdo.

INTRODUCAO

A implantacdo e manutencdo de um sistema de gestdo da qualidade, concebido para melhorar continuamente o
desempenho de um laboratério, levando em consideragdo as necessidades de todas as partes interessadas, pode
resultar no sucesso de uma organizagdo. A competitividade aumenta quando os clientes estdo preocupados
com a qualidade e confiabilidade dos resultados analiticos, incentivando os prestadores de servicos na busca
por reconhecimento de suas competéncias.

Em relacdo & &gua para abastecimento publico, as empresas responsaveis pelo tratamento e distribuicdo da
agua a populacdo devem seguir o padrdo de potabilidade vigente, a saber, a Portaria n° 518/04 do Ministério
da Salde (1). Além disso, também devem seguir a Resolugéo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) (2), em relacéo as classes de enquadramento das dguas e seus usos preponderantes. Na Portaria n°
518, em seu artigo 17°, § 3°, consta que as andlises laboratoriais para o controle e vigilancia da qualidade da
agua, devem ser realizadas por laboratério que mantém programa de controle da qualidade interna ou externa
ou ainda acreditado ou reconhecido por 6rgdos competentes para esse fim. Ja no artigo 9° da Resolucdo
CONAMA, a realizacdo das analises dos parametros de qualidade da agua devera ser feita por laboratério que
adote procedimentos de controle da qualidade analitica, analise estatisticamente e considere as incertezas de
medicgdo dos resultados do monitoramento da qualidade da agua.
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Nesse sentido, a NBR ISO/IEC 17025 (3) traz os requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio
e calibracdo e reconhece os laboratérios capacitados para analises especificas através de acreditacdo pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) ou reconhecimento por
Rede Metroldgica Estadual. Dentre os requisitos da referida Norma, na se¢do 5 — Requisitos Técnicos, o item
5.4.2 trata da selecdo de métodos, e o item 5.4.6, da estimativa da incerteza de medigdo. O laboratorio deve
utilizar, de preferéncia, métodos publicados em normas internacionais, regionais ou nacionais, por
organizacOes técnicas ou publicacGes cientificas. Também pode utilizar métodos desenvolvidos pelo
laboratério ou ndo abrangidos por métodos normalizados. Estes ultimos, bem como métodos normalizados
usados fora do seu escopo original, ou ampliagdes e modificagdes de métodos normalizados precisam passar
por uma etapa de validagdo. Segundo o item 5.4.5 da NBR ISO/IEC 17025 (3), “validac&o é a confirmacéo por

exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que 0s requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos”.

O item 5.4.6.2 solicita que os laboratérios de ensaio tenham e apliquem procedimentos para a estimativa da
incerteza de medicdo. A incerteza esta relacionada ao valor de medicdo. Caracteriza-se como um intervalo de
valores que podem ser atribuidos ao mensurando, dentro do qual est4 o valor verdadeiro que, na pratica, ndo é
conhecido. Em alguns casos, a natureza do método de ensaio pode impedir o calculo rigoroso, metrologica e
estatisticamente valido da incerteza de medicdo (3). Nesses casos, o laboratorio deve, pelo menos, tentar
identificar todos os componentes de incerteza e fazer uma estimativa razodvel. Este é o caso dos ensaios
biolégicos.

Nesse contexto, insere-se 0 ensaio hidrobioldgico de quantificacdo do fitoplancton. Os métodos normalizados
mais utilizados para contagem sdo o de Utermdhl e o de Sedgwick-Rafter. No entanto, no Departamento de
Ensaios e Apoio Laboratorial da Companhia Riograndense de Saneamento (DEAL/CORSAN), o método
utilizado pelo Setor de Hidrobiologia para analise qualitativa e quantitativa do fitoplancton é o método de
Sedgwick-Rafter com modificagdo. Contrario ao método normalizado, que utiliza amostra preservada para
quantificacdo dos organismos, o método utilizado no DEAL usa amostras vivas. Assim, foi realizado um
estudo de validagdo deste método avaliando os seguintes parametros (4): estabilidade, exatiddo, robustez, Z-
score, limite de deteccdo do método (LDM), limite de quantificacdo do método (LQM), precisdo e incerteza de
medic¢do; sendo os dois Gltimos abordados neste trabalho.

A avaliacdo da precisdo reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos. Quanto menor a
amplitude dos resultados, maior seré a precisdo. Esta pode ser expressada pelo desvio padrdo ou coeficiente de
variagdo de uma série de valores de um experimento ou pelos pardmetros de Repetitividade (REPE) e
Reprodutibilidade (REPRO). A REPE € o grau de concordancia entre os resultados de medi¢8es sucessivas de
um mesmo mensurado, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de medicdo, mesmo observador, mesmo
instrumento usado sob mesmas condicfes, mesmo local e repeticbes em curto espago de tempo. A REPRO é o
grau de concordancia entre os resultados das medices de um mesmo mensurando, que podem ser amostras
idénticas ou padrfes, utilizando 0 mesmo método, no mesmo local, mas definindo exatamente quais as
condigdes a variar (uma ou mais), tais como diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos
de anélise.

A estimativa da incerteza de medicéo caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser atribuidos a um
mensurado, isto é, uma faixa ou intervalo e ndo um valor pontual. Para ensaios bioldgicos, ndo é possivel
avaliar todos os componentes que contribuem para a incerteza do ensaio de forma individual. A
reprodutibilidade é referida como a principal fonte de incerteza para esses ensaios. No entanto, também sera
considerada como componente de incerteza a repetitividade, uma vez que ambas (REPE e REPRO) agregam
todos os fatores significativos de influéncia no ensaio.

Em funcdo do exposto anteriormente, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a precisdo do método de
Sedgwick-Rafter utilizando amostras vivas € a incerteza de medi¢do para o ensaio quantitativo do fitoplancton.

MATERIAIS E METODOS

As contagens dos organismos fitoplanctonicos foram realizadas através do método de Sedgwick-Rafter com
amostras in natura. As amostras, provenientes de diferentes mananciais superficiais utilizados para
abastecimento publico, foram coletadas em frascos de polietileno branco leitoso com capacidade para 1 L
(Figura 1). Apds recebidas pelo Setor de Hidrobiologia, elas eram preparadas para analise.
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Figura 1. Frasco de coleta para andlise do fitoplancton.

A concentracdo das amostras foi realizada por centrifugacdo a 2.500 rpm, por 20 minutos (5). Em seguida, as
camaras de contagem eram preparadas (Figura 2) e deixadas para sedimentacdo, por 15 minutos, em local
plano e livre de movimento. A identificacdo e a contagem dos organismos, em nivel de género, foi realizada
em microscépio 6ptico comum. Dependendo da densidade de organismos, realizava-se a contagem em campos
ou faixas da camara de contagem. A ocular do microscopio estava equipada com reticulo de Whipple calibrado
(Figura 3) para delimitar os campos de contagem (5,6).

Figura 2. Camara de Sedgwibkﬁfter.
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Figura 3. Reticulo de Whipple.

Os célculos para a expressdo dos resultados, em células.mL™, sequem as Equacdes 1 e 2, conforme abaixo.

e Contagem de campos:
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. 4, Cx1000 mm? )
n® células.mL™ = ——— Equacdo (1)

AxD=E

Sendo:

C: n° de células contadas;

A: 4rea do campo (= 4rea do reticulo de Whipple), mm?;

D: profundidade do campo (= profundidade da camara de contagem), mm;
F: n° de campos contados.

o Contagem de faixas:

) 4 €x1000 mm® )
n® célulasmL™ = ————— Equacdo (2)
LHD=W=xS

Sendo:

C: n° de células contadas;

L: comprimento da faixa (= comprimento da cAmara de contagem), mm;
D: profundidade da faixa (= profundidade da cAmara de contagem), mm;
W: largura da faixa (= largura do reticulo de Whipple), mm;

S: n° de faixas contadas.

As camaras de contagem foram calibradas, em volume e dimensdes lineares, por laboratério especializado e
credenciado & Rede Brasileira de Calibragdo (RBC).

A avaliacdo da precisdo seguiu o Estudo Formal de Repetitividade (REPE) e Reprodutibilidade (REPRO), de
acordo com Albano e Raya-Rodriguez (7).

As amostras utilizadas no estudo da precisdo e no célculo da incerteza de medig¢do foram provenientes da
rotina do laborat6rio. Foram avaliadas 20 amostras, sendo cada amostra contada, no mesmo dia, por dois
analistas, em triplicata. Os analistas eram profissionais bidlogos treinados e atuantes na rotina de andlises
laboratoriais.

Os resultados das contagens foram transformados em log;, e analisados estatisticamente, obtendo-se o desvio
da REPE (orepe), 0 desvio da REPRO (orepro) € 0 desvio de REPE e REPRO (% R&R) (7).

Os mesmos resultados foram utilizados para a estimativa da incerteza de medicéo, sendo considerados como
componentes de incerteza os desvios de REPE e de REPRO, e calculada conforme CALA (8) e Albano e
Raya-Rodriguez (7).

Cada desvio foi utilizado para o calculo do Desvio Padrdo Relativo (RSD) e das Incertezas Padrdo (IP),
conforme Equacéo 3.

IP(%) = RSD % 100 = [ — | x 100 Equacéo (3)
gens

Sendo RSD o desvio padrdo relativo calculado para cada componente de incerteza, isto ¢, REPE e REPRO
(IC) e a incerteza expandida (IE), foram calculadas seguindo CALA (8) através da Equacgdo 4 e da Equag&o 5,

respectivamente. k é o fator de abrangéncia para 95,45% de probabilidade (9) obtido em funcédo do grau de
liberdade efetivo.

IC= |RSDzrpnp® + RSD:2ns" Equacdo (4)

I;1
Il
H
H
-

Equacéo (5)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O Estudo Formal de REPE e REPRO é uma avaliagdo que permite decompor a parcela da variabilidade
referente a REPE e a REPRO, identificando as maiores contribuicBes para as possiveis variagdes de um ensaio
(7). A Tabela 1 mostra os resultados das contagens em cél.mL™. Assim, a REPE mostrou-se como a maior
fonte de incerteza para o ensaio com 75% de contribuicdo. O desvio de REPE, em logy,, foi de 0,066 e o da
REPRO, também em log,,, foi de 0,038. O desvio de R&R, que avalia a variabilidade total do ensaio, foi de
10%, sendo considerado baixo e aceitavel, pois essa faixa de aceitacdo estd baseada em ensaios fisico-
quimicos, onde as condi¢fes de REPE e REPRO sdo menos variaveis (10).

Tabela 1. Resultados das contagens, em células.mL™, do estudo de precisao.

Analista 1 Analista 2
Amostra - - - - - -

Via 1l Via 2 Via 3 Via l Via 2 Via 3
1 8055 8813 8228 6269 5914 5607
2 12812 | 13725 | 13584 | 10797 9438 11026
3 9605 9693 10528 8513 9643 10750
4 5242 5193 5271 4368 4532 4617
5 5626 6557 5367 3696 3658 3840
6 43781 | 42771 | 43438 | 39614 | 39231 | 39660
7 288 263 279 241 222 203
8 326 208 387 269 227 312
9 402 456 472 458 323 364
10 90 164 82 71 77 82
11 232 189 230 229 165 215
12 1690 1350 1706 1186 1377 2242
13 2520 2179 2853 2294 2068 2396
14 173 229 210 246 278 226
15 148 153 230 130 162 130
16 21132 | 15951 | 20931 | 16455 | 14829 | 14872
17 20077 | 19854 | 10641 | 18585 | 14958 | 12810
18 1318 1940 1911 1552 1979 1979
19 2194 2775 2679 2592 2771 2816
20 907 794 1954 931 917 1395

O alto desvio de REPE pode estar refletindo algumas interferéncias, como a baixa concentracdo de organismos
na amostra, presenca de formas coloniais ou filamentosas, sedimentacdo ndo aleatéria dos individuos na
camara de contagem e a natureza da amostra viva que ndo é uma solucdo perfeita, mas uma suspensao com
variabilidade inerente (11,12). Com relacdo a REPRO, a rotina de analise e 0s treinamentos especificos dos
analistas para o ensaio de fitoplancton, contribuem para o baixo desvio observado.

A incerteza de medigdo, para resultados em logy, foi de 4,8%, resultante de uma incerteza expandida igual a
0,048 com fator de abrangéncia para 95,45% equivalente a 2,03. Como o resultado da analise é fornecido na
unidade de céls.mL™ e ndo em log,,, ndo é apropriado expressar a incerteza de medicdo em percentual de
logie. Além disso, dificulta a interpretagdo do resultado final. A forma mais adequada para apresentar o
resultado é na forma de intervalo, dentro do qual esté inserido o resultado da medicéo. Por exemplo, para um
resultado de contagem do fitoplancton igual a 5.000 céls.mL™, a expressdo com a incerteza de medicéo deve
ser [5.000 céls.mL™ (3415-7320 céls.mL™)].

Além de conhecer a precisdo e a incerteza de medi¢cdo do ensaio quantitativo do fitoplancton, este estudo
também permitiu construir uma carta de controle do ensaio, baseada em dados de precisdo do grupo de
analistas, a fim de verificar se as condi¢fes de ensaio se mantém constantes no tempo ou estdo sofrendo
alteracBes. Assim, a Figura 4 apresenta a carta de controle inicial sendo o limite de controle superior (LCS)
estabelecido a partir da amplitude dos resultados de contagem entre os analistas. Esta carta esta baseada no
modelo de carta de controle para valores individuais, conforme Albano e Raya-Rodriguez (7). A linha central
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representa a média das amplitudes consideradas e 0s pontos que serdo marcados na carta devem ficar abaixo
do LCS. Quanto mais proximo de zero, melhor o resultado da precisdo, significando menor amplitude de
resultados entre os analistas. Uma aplicacdo pratica do uso da carta de controle é no treinamento de novos
analistas. A participagdo do novo analista no estudo de REPE e REPRO que alimenta a carta de controle,
permite verificar se a variabilidade dos resultados se mantém ou aumenta. Se os pontos marcados na carta,
gerados com a participacdo do treinando ficarem dentro do limite de controle, ele podera realizar os ensaios na
rotina, pois o padrdo de precisdo ndo foi alterado. Caso contréario, o treinamento deve continuar até que 0s
resultados voltem a ficar dentro da faixa de aceitacéo.

Alvo seee|(CS

0,60

050 EEE A BB 2R BN BN N BN B B B Bn Bn n n BN Bn Bn b Bn Bn Bn BN Bn n BN Bn B n Bn n Bn B Gn Bn Jn B Bn S

0,40

0,30

Precisdo
{amplitude entre analistas - logg)

0,20

0,10

OOO T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pontos iniciais

Figura 4. Exemplo de carta de controle da precisdo do ensaio de contagem de fitopléancton.

CONCLUSOES

Apos analise dos dados concluiu-se que:

O treinamento dos profissionais € uma etapa fundamental para a formagdo de analistas capacitados na
quantificacdo do fitoplancton, evidenciada pela alta precisdo obtida pelo método estudado (desvio R&R
igual a 10%);

O método de Sedgwick-Rafter utilizando amostras vivas apresentou uma incerteza de medicdo baixa,
sendo de 4,8% em logsg;

Verificou-se que a REPE é uma importante fonte de variabilidade para a andlise, sendo necessario inclui-la
como uma componente de incerteza no calculo da incerteza de medicdo. Esta estimativa confere
confiabilidade aos resultados de analiticos;

Em se tratando de material biolégico, a precisdo e a confiabilidade do método estdo satisfatorias e
adequadas a utilizacdo em andlises de rotina laboratorial.
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