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: O reagente QF-COLI esta de acordo com o método
QF- COLI aprovado pelo Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater 232 edigdo ( 9223B )

Beneficios

v Por ser em po, oferece uma estabilidade superior aos métodos tradicionais em caldo ou agar;
v Resultados obtidos entre 18 e 24 horas;

v Detecta no mesmo teste Coliformes totais e Escherichia coli;

Vv Sensibilidade de 1 UFC / 100 mL;

v Inibe microrganismos nao alvo, tais como: Aeromonas, Enterococcus e Pseudomonas;

v As andlises podem ser realizadas em Tubos ou no sistema Quanti-Tray / 2000

"Método ONPG Método MUG

O reagente ONPG é metabolizado quando em O reagente MUG é metabolizado quando em
contato com os coliformes, devido a presenca contato com a E. coli, devido a presenca da

da enzima B-galactosidase, resultando em enzima B-glucuronidase, resultando em uma
uma colora¢dao amarela. fluorescéncia ao ser exposto a luz UV 366nm.

Enzima - Orto Enzima -—
+ B;galacto e hitro + B-glucuro e
sidase fenol nidase

HCBN O QF-coli deve ser despejado em 100 mL de amostra e a mistura deve ser agitada
g suavemente até ficar homogénea. Entao deve-se incubar em uma estufa a 35°C por
ol um periodo entre 18h e 24h.
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Coliformes totais Escherichia coli

O QF-coli deve ser despejado em 100 mL de amostra e a mistura deve ser agitada
suavemente até ficar homogénea. Em seguida a amostra deve ser despejada no

Quanti-Tray / 2000". Ent3o a placa deve ser selada e incubada em uma estufa a 35°C por
um periodo entre 18h e 24h. Os resultados devem ser lidos conforme tabela apropriada.
Positivo Positivo Negativo

Coloragao amarela Fluorescéncia em UV Cor inalterada
g P (N

Quantitativo

Coliformes totais Escherichia coli

Obs: “Em diversas ocorréncias deste texto, sdo feitas referéncias ao nome do fabricante ou ao nome comercial de um produto, agente quimico, ou composto quimico. O uso desses
nomes pretende funcionar como uma referéncia metonimia as caracteristicas funcionais do item do fabricante. Essas referéncias néio pretendem ser propagandas de qualquer item
por parte dos coeditores, e materiais ou reagentes com caracteristicas equivalentes podem ser utilizados.”. Fonte: SMWW#* 232 edicdo.
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Estudo de conduzido pelo Laboratério Suprema Tecnologia Analitica
Ltda, Certificado de Acreditacao n° CRL 1546, entitulado: Coliformes
totais e Escherichia coli — Determinagcao Quantitativa pela Técnica de
Multiplos Pogos (Quanti-Tray/2000) — NMP (Substrato Enzimatico)
SMWW 23a Edigao, 2017, Método 9223B 4.c
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1. INTRODUGAO

Os testes de substrato enzimatico usam substratos cromogénicos e fluorogénicos hidrolisaveis para detectar simultaneamente
enzimas produzidas por coliformes totais e Escherichia coli (E. coli). Nesse método, as bactérias coliformes totais produzem a
enzima B-d-galactosidase, que cliva o substrato cromogénico no meio para liberar o cromogénio. A maioria das cepas de E. coli
produz a enzima B-glucuronidase, que cliva um substrato fluorogénico no meio para liberar fluorogénio. A liberagdo de cromogénio
indica que bactérias coliformes estao presentes, e a liberagéo de fluorogénio indica que E. coli esta presente.

Os formatos de tubos multiplos, pogos mdltiplos ou presenga / auséncia (amostra tnica de 100 m{) estdo disponiveis para uso

com esses testes de substrato de enzima.

Esses testes de coliformes de substrato enzimatico sdo recomendados para a analise de amostras de agua potavel, agua de fonte,
agua subterranea e agua residual. Se um laboratdrio ndo tiver usado este método antes, é desejavel conduzir testes paralelos
(incluindo variagdes sazonais) com o método existente para avaliar a eficacia especifica do local e comparar os resultados. Os
resultados de muitos estudos de desempenho de métodos estéo disponiveis na literatura e as taxas de resultados falso-positivos
e-negativos diferem entre as varias midias. Os usuarios devem selecionar cuidadosamente o meio e o procedimento que melhor
atende as suas necessidades.

As amostras de agua contendo humico ou outro material podem ser coloridas. Se houver uma cor de fundo natural, observe qual
é. Se a agua for amarelada o suficiente para ser mal interpretada como um positivo fraco apds a incubagéo, use um meio que nao
figue amarelo. O alto teor de sal de calcio em algumas aguas pode causar precipitagdo, mas isso nao deve afetar a reagéo.

O método foi validado conforme sessao 9020B.11 para obter orientagao sobre como validar novos métodos utilizando o substrato

enzimatico ONPG-MUG da marca QF-Coli da empresa Quimaflex Cientifica

2. TiTULO

Coliformes totais e Escherichia coli - Determinagao quantitativa pela técnica de multiplos pogos - NMP (Substrato Enzimatico).

3. ADVERTENCIAS

Utilizar os devidos EPI’s durante o preparo de reagentes e solugdes, bem como durante a utilizacdo de solventes no preparo de

amostras (Luva nitrilica, jaleco branco, mascara para gases, 6culos de seguranga).

4. ESCOPO

A agua potavel ndo deve conter micro-organismos patogénicos e deve estar livre de bactérias indicadoras de contaminacgao fecal,
por isso o controle desses microorganismos é essencial para a saude humana. A analise microbioldgica da agua fornece subsidio
a respeito da sua portabilidade, isto &, auséncia de risco de ingestdo de micro-organismos causadores de doengas. Como
indicadores de contaminacgao fecal, sdo eleitas como bactérias de referéncia as do grupo coliforme. O principal representante
desse grupo de bactérias chama-se Escherichia coli.

E fundamental o fornecimento de 4gua de boa qualidade para atender as necessidades basicas da populacdo e permitir um étimo
padrao de vida Para garantir sua portabilidade é importante que a agua seja verificada, analisando a auséncia de coliformes totais

e E.coli.




4 Cédigo FO 184 )
FORMULARIO Aprovada em 02/03/2020
gy ST RNRLITICR Titulo Revisdo Pagina
Wy ADERON QUMD PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 321
\_ _J

O método quantitativo estudado pela cartela de multiplos pogos Quanti Tray 2000 possui faixa de trabalho é de <1 a >2419.6
MPN/100 m{ conforme a IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table ( per 100m.)

5. DEFINIGOES

Limite de Detecgdo: Sdo menores valores de concentragdo do analito ou de uma propriedade que pode ser detectado pelo método.

E determinado por uma analise completa de uma dada matriz contendo analito.

Limite de Quantificagdo: E a menor concentragdo do analito que pode ser determinada com um nivel de exatido e precisdo. Pode
ser considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-

padrao.

Linearidade: E a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais & concentragéo
do analito em amostras, em uma dada faixa de concentracdo do analito. A linearidade é obtida através da padronizagao interna
ou externa e formulada com expressao matematica usada para o calculo da concentragcao do analito a ser determinada na amostra

real. Cabe avaliar a homocedasticidade (homogeneidade de variaveis).

Faixa de Trabalho e Faixa Linear: Todo método quantitativo, ha uma faixa de concentragdes do analito ou valores da propriedade
no qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de concentragéo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de
deteccdo e de quantificagdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de
medi¢ao. Dentro da faixa de trabalho pode haver uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relagao
linear com o analito ou valor da propriedade. A faixa linear € o intervalo entre os niveis superior e inferior de concentragao do
analito que foi demonstrado ser possivel a determinacdo com a precisédo, exatiddo e a linearidade exigidas, sob condi¢des
especificas para o ensaio. A faixa linear e normalmente expressa nas mesmas unidades dos resultados obtido pelo método

analitico.

Recuperagéo e Tendéncia: Recuperagao do analito pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas com quantidades
conhecidas do mesmo (Spike). A s amostras podem ser misturadas com o analito em pelo menos 3 concentragdes diferentes.
Tendéncia: A tendéncia pode ser expressa como recuperagdo analitica, definida como: Valor observado/ valor esperado. E

importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrées reconhecidos.

Repetibilidade: E o grau de concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas de um mesmo avaliado, efetuadas sob as
mesmas condigdes de medigdo, chamadas de condi¢cdes de repetibilidade, seguindo: os mesmos procedimentos da medicao,
observador, instrumento usado sob as mesmas condigdes, local e repeticdes em curto espago de tempo. A repetibilidade pode ser
expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersdo dos resultados, podendo ser determinada por meio da

anadlise de padrdes, material de referéncia ou adigdo a um branco em varias concentragdes na faixa de trabalho. Recomenda-se
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7 ou mais repeticbes para calculos do desvio padrdao para cada concentragdo proposta, chamado de desvio padrao de

repetitividade.

Reprodutibilidade ou Precisdo Intermediaria: Denominada também de reprodutibilidade interna, referindo-se a precisdo avaliada
sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo local, mas definindo exatamente
quais condic¢des a variar, sendo uma ou mais, tais como: diferentes equipamentos, com diferentes analistas em diferentes tempos.
Esta medida de preciséo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um laboratério e, como
tal, mais recomendavel a usar. Desta forma, s&o efetuadas “n” medigdes em replicata, ou em Unico ensaio, sobre a amostra, nas
condi¢des pré-definidas, pois existem varios métodos de estudar este tipo de precisdo. Em alguns casos, o valor da precisdo
intermediaria é fungao do nivel de concentragdo do ensaio e seu calculo é efetuado, preferivelmente, a partir dos resultados

obtidos, apods eliminagao dos resultados dispersos.

Seletividade: Especificidade ou Seletividade € a habilidade de avaliar inequivocadamente o analito na presenca de componentes
que se esperam estar presentes. Tipicamente, estes componentes podem incluir diluentes, impurezas, degradados e componentes

da matriz.

Robustez: A robustez é definida como a indicagdo da capacidade de um método analitico em resistir a pequenas e deliberadas

variagdes dos parametros analiticos

6. PRINCIPIO DO METODO

Os meios de cultura contém nutrientes indicadores que, hidrolisados pelas enzimas especificas dos coliformes provocam uma
mudancga de cor no meio.

Estes testes enzimaticos usam cromogénicos hidrolizaveis e substratos fluorogénicos para detectar simultaneamente enzimas
produzidas por coliformes totais e Escherichia coli (E. coli). Nesso método, bactérias coliformes totais produzem a enzima - B-
galactosidase, que cliva o substrato cromogénico no meio para liberar cromégeno. A maioria das cepas de E. coli produzem a
enzima -glucuronidase, que cliva um substrato fluorogénico no meio para libertar fluorogénio. A liberagdo do cromoégeno indica
que as bactérias coliformes estao presentes, e a liberagcao de fluorégeno indica que E. coli estdo presentes.

O método é aplicavel para as técnicas de Multiplos tubos, multiplos pogos ou presenga-auséncia (em 100-m{).

7. REAGOES

A enzima D-galactosidase é detectada por meio de substratos cromogénicos (ONPG) que quando adicionado na amostra, é
homogeneizado e incubado a uma temperatura de 35,0 £ 0,5 ° por 24h. Apds o periodo de incubagao, se amarelo é observada,

coliformes totais estao presentes.
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A detecgéo da enzima B glucoronidase é por meio do substrato fluorogénico ( MUG), que quando hidrolisa o substrato fluorogénico
produz uma fluorescéncia azulada, vista pela luz UV (365 nm), indicando a presenga de E. Coli, quando incubada nas mesmas

condig¢des do substrato cromogénicos.

8. REAGENTES E MATERIAS

Nome Cédigo Validade | Certificado Incerteza
K. pneumoniae ATCC13883 - Lot: 351-74-5 1322-37593/2022 31/05/2023 | 351-74-5 N/A
Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-2 295-37593/2022 31/08/2023 | 335-534-2 N/A
P. aeruginosas ATCC27853 - Lot: 353-474-4 296-37593/2022 30/04/2023 | 353-474-4 N/A
QF-Coli Quimaflex Cientifica Lot: 220117073 3548-36497/2022 18/01/2023 | 220117073 N/A
Colilert Idexx Lot: HT52B 3548-36502/2022 12/11/2022 HT52B N/A
Frasco Estéril com Tiossulfato de Sodio 1mg 4363-36497/2022 23/04/2023 | 20210423 N/A

9. EQUIPAMENTOS

Nome Cadigo Certificado Incerteza
Estufa Bacterioldgica AB-EQ-148 E43334A/19 +0,2 °C
Micropipeta 1 a 10 mL AB-EQ-163 EVV-12072-01/2019 +0,014 mL
Micropipeta 100 a 1000 uL AB-EQ-463 EVV-10287-08RV01/2018 +0,82 uL
Micropipeta 10 a 100 uL AB-EQ-553 E23289/19 + 0,050 uL

10. AMOSTRAGEM

As amostras deverdo ser coletadas em frascos ou bolsas estéreis com preservagdo quimica tiossulfato de sédio (Naz2S20s3),

transportadas sob refrigeragdo e armazenadas <10 °C.

11. PROCEDIMENTO

Este procedimento é baseado nas técnicas disponiveis no SMWW 232 Edicao, 2017 na sessao 9223 B. Enzyme Substrat Test. As
solucdes, meios e caldos preparados, bem como todos os itens de ensaio devem ser registrados no FO 186 — Controle de itens

de Ensaio — Biologia.

Os testes realizados neste procedimento de validagédo visam assegurar a equivaléncia do produto referenciado no SMWW 232

Edicao, 2017 e o produto QF-Coli do fabricante Quimaflex Cientifica.




4 Cédigo FO 184 )
FORMULARIO Aprovada em 02/03/2020
gy ST RNF\L[TICA Titulo Revisédo Pagina
Wy ANGERSD QRTINS PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 6/21
\_ _J

As quantidades dos testes foram estabelecidas conforme previstos no DOQ-CGCRE-008 ORIENTACAO SOBRE VALIDAGCAO DE
METODOS ANALITICOS Reviszo 09 — JUN/2020.

A Tabela 8 (DOQ-CGCRE-008 Rev 09) apresenta um resumo da determinacdo da repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

a) Mesmo analista, equipamento, laboratério, periodo curto (repetibilidade): Testes =6

Determinar o desvio padrao amostral da repetibilidade de cada concentragéo.

b) Analistas e equipamentos diferentes, mesmo laboratério, periodo estendido (precisédo intermediaria): Testes 26
Determinar o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial de cada concentragao.

Todas as etapas do procedimento de ensaio deveram ser executadas utilizando técnicas assépticas em capela de fluxo laminar.
Os reagentes devem ser levados para temperatura ambiente, 20 a 28 ° C antes do uso.

Para realizagéo dos ensaios de LD-LQ, repetibilidade, precisao intermedi, as amostras foram contaminadas com cepa Klebisiela.
pneumoniae ATCC13883, Escherichia coli ATCC25922 e Pseudomonas aeruginosas ATCC27853 e assepticamente distribuidas
em frascos estéreis conforme tabela abaixo:

Amostras Contaminadas: Cepa Klebisiela. pneumoniae ATCC13883 — Lot:
351-74-5 Val. 31/05/2023

Parametro de Validagao QF-Coli Colilert

LD-LQ 7 7

Amostras Contaminadas: Cepa Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-
2 Val.31/08/2023

Parametro de Validagao QF-Coli Colilert

LD-LQ 7 7

Amostras Contaminadas: Cepa Klebisiela. pneumoniae ATCC13883 — Lot:
351-74-5 Val. 31/05/2023

Parametro de Validagao QF-Coli Colilert

Repetibilidade 6 0

Precisdo Intermediaria 0 6
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Amostras Contaminadas: Cepa Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-
2 Val.31/08/2023

Parametro de Validagao QF-Coli Colilert
Repetibilidade 6 0
Preciséo Intermediaria 0 6

Amostras Contaminadas: Cepa Pseudomonas aeruginosas ATCC27853 —
Lot: 353-474-4 Val. 30/04/2023

Parametro de Validacao QF-Coli Colilert
Repetibilidade 6 0
Precisao Intermediaria 0 6

Preparo das Amostras Contaminadas

Para o teste negativo para Coliformes totais e Escherichia coli, proceder a analise com agua estéril contaminadas com cepa
de Pseudomonas aeruginosas ATCC27853, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso e

manutencéo das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 plda cepa referéncia em 100 m{ de agua estéril.

Para o teste positivo para Coliformes totais e negativo para Escherichia coli proceder a andlise com agua estéril
contaminadas com cepa Klebisiela pneumoniae ATCC13883, preparar o material para teste conforme descreve o

procedimento para uso e manutencéo das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 pf da cepa referéncia em 100 m{ de agua estéril.

Para o teste positivo para Coliformes totais e positivo para Escherichia coli proceder a analise com agua estéril contaminadas
com cepa Escherichia coli ATCC25922, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso e

manutencéo das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 plda cepa referéncia em 100 m{ de agua estéril.

Preparo do local para execu¢ado dos Ensaios

Retirar as amostras do refrigerador 30 minutos (aproximadamente) antes da execugéo do ensaio.

Antes de iniciar o ensaio, o0 analista deve ligar o fluxo de ar acionando o botao operag¢ao por 20 a 30 minutos (o fluxo de ar
deve ser desligado somente apds a limpeza de finalizagdo do ensaio). Em paralelo realizar a limpeza da bancada do local de
trabalho e da capela de fluxo laminar com a utilizagcao de luva.

A limpeza é realizada com papel umedecido com Alcool 70%, e deve ser passado sobre as bancadas e a capela de fluxo

laminar em uma unica direcao.

Execugdo do procedimento: SMWW 232 Edigao, 2017, Método 9223B 4.c

Procedimento multi-pogos: Este procedimento é realizado com bandejas multi-pogos descartaveis esterilizadas Quanti-Tray/2000
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e Adicionar assepticamente o meio de cultura (QF-Coli/ Colilert) para uma amostra de agua previamente preparada de 100 m{

e agitar vigorosamente para dissolver.

e Para abrir o Quanti-Tray, use uma méao para segurar a unidade na vertical (com o lado do pogo voltado para a palma) e aperte
a parte superior da bandeja de modo que ela se dobre em dire¢do a palma. Puxe suavemente a aba da folha para separar a
folha da bandeja, tomando cuidado para n&o tocar no interior do papel aluminio ou da bandeja.

e Adicionar a mistura de amostra de agua e meio de cultura diretamente na bandeja, evitando o contato com aba de folha. Bata
suavemente nos poc¢os pequenos (Quanti-Tray 2000) 2 a 3 vezes para liberar quaisquer bolhas de ar que possam estar presas.
Esperar a espuma assentar, embora seja aceitavel alguma espuma.

e Coloque a bandeja na inser¢do de borracha apropriada com o lado do poco (plastico) voltado para baixo e sele-a no selador
Quanti-Tray.

e O selante dispersa a amostra nos pogos e sela a embalagem.

e Incubar por 24 horas a 35 °C+ 0.5 °C. Em seguida fazer a leitura/comparacao visual da coloragédo dos tubos conforme IDEXX
Quanti-Tray®/2000 MPN Table ( per 100mi)

e Os pocos grandes deveram ser lidos verticalmente, enquanto os menores horizontalmente.

12. CALCULOS

A linearidade foi avaliada pela construgao de uma curva de calibragdo com 5 pontos em ftriplicata. Foi avaliada a correlagéo entre

os resultados obtidos pelo coeficiente de correlagao R2. A homosceidade dos resultados foi avaliada pelo teste de Cochran, sendo

Onde SZuax € a maior variancia entre as réplicas e Y, S? é o somatorio de todas as variancias. O valor obtido € comparado com um
valor tabelado Ctan = 0,6838.

A existéncia de valores aberrantes foi avaliada pelo teste de Grubbs, sendo:

Gsup - (yméxs_ y)
Ginf = (ymh;_ Y)

Onde y,4x © Ymin S80, respectivamente, o maior e menor valor da média das triplicatas das respostas; y € o valor médio das
triplicatas das respostas, e s € o desvio padrdo das médias das triplicatas das respostas. Os valores obtidos sdo comparados com

um valor tabelado Gerit = 1,71.
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O LD foi determinado pela estimativa do desvio padrdo do branco de amostra fortificado na menor concentragao aceitavel do

analito, pela equacgao:
LD = 3,143 s

Onde s é o desvio padrao de 7 leituras consecutivas do branco fortificado.
O LQ foi determinado pela estimativa do desvio padrao do branco de amostra fortificado na menor concentragao aceitavel do

analito, pela equacgao:

LO=10%s

Onde s é o desvio padrao de 7 leituras consecutivas do branco fortificado.

A recuperacao foi estimada pela leitura de uma matriz fortificada (agua tratada) em 3 niveis de concentragao, em 10 replicas
independentes num periodo de 5 dias, sendo 2 réplicas por dia. Foram avaliados os percentuais de recuperagéo (Fator de

Recuperagao) e os coeficientes de variagdo das 10 réplicas por nivel pelas equacdes:

100 * (A - AF)

F =
rec vy

Onde: Frec€ o fator de recuperacéo; A € o valor da leitura da amostra (ou branco); AF € o valor da leitura da amostra fortificada (ou
branco fortificado); Vr é o valor da fortificagéo.

C.V.% 100 * s
Vo0 =

Frec

Onde: C.V.% é o coeficiente de variagdo; s € o desvio padrdo das 10 réplicas por nivel; Mrec € 0 valor médio dos fatores de

recuperagéao obtidos.

A Tendéncia foi avaliada pelo padrao de distribuigdo dos resultados em um grafico contendo limites de adverténcia e limites criticos,

durante o periodo de estudo. Os limites foram calculados pelas equacgoes:

Limite de Adverténcia:

LA= Mgpoet+ 2 %5
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Limite Critico:

LC = Mppec £ 3%s

A repetibilidade foi avaliada pela medigao de padrdes 3 niveis de concentragao avaliado em 7 réplicas independentes no mesmo
dia. Foi avaliado o coeficiente de variagdo entre as réplicas.

A preciséo foi avaliada pela medi¢do de padrbes 3 niveis de concentragao avaliado em 7 réplicas independentes, por um analista
diferente. Foi avaliado o coeficiente de variagdo entre as réplicas.

13. DADOS ESTATISTICOS

Os dados obtidos no procedimento de ensaio devem ser registrados no FO 074 Relatério de Validagao de Método Analitico para
avaliar se o desvio padrao experimental da reprodutibilidade esta compativel com o desvio padrao predito pela equacgéo de Horwitz,
modificada por Thompson, que é baseada na concentragéo ¢ do analito:

A partir do desvio padrdo s é util calcular os limites de precisdo. Isso permitira ao analista decidir quando ha uma diferenca
significativa, a um determinado nivel de confianca, entre os resultados de analises duplicadas de uma amostra obtida sob

condicoes especificadas. O limite de repetibilidade (r) é calculado conforme a equacgao:
r =1t (n-1,10)2- ST

Onde o fator 2 reflete a diferenca entre 2 medicgdes, t € o valor da abscissa da distribuigdo t (Student) bilateral para determinado
numero de graus de liberdade (relacionados a estimativa do sr) e nivel de confianga. Para graus de liberdade relativamente altos,

t € aproximadamente igual a 2 para 95,35% de confianga; assim, o limite de repetibilidade é frequentemente aproximado como:
r=28.:sr

Seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito na presenca de outros analitos, matrizes ou de outro material

potencialmente interferente (AOAC, 2002). Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a

resposta de um analito da de outros, € chamado seletivo.

Teste estatistico: Teste F (Snedecor) de homogeneidade de variancias, por nivel de concentragédo e Teste t (Student) de

comparagao de medias, por nivel de concentragao.




r

v'ksr ANALITICA
a Andlises Quimicas

FORMULARIO

Cédigo FO 184

~

Aprovada em 02/03/2020

Titulo

Revisao

PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02

Pagina
11/21

J

Repetitividade

Legenda:
Resultados

Entrada de dados

Data da execucao:

25/03/2022

Nivel 1

Nivel 2
Amanda K. P. Zago
25/03/2022

Nivel 3

N° Replicatas

Resultado

Média Desv. Pad.

C.v.

30,50000

29,00000

30,50000

29,00000

29,00000

Klebisiela. pneumoniae
ATCC13883 + QF-Coli

30,50000

29,00000

29,64 0,802

2,71%

56,10000

53,60000

56,10000

56,10000

53,60000

Escherichia coli

53,60000

ATCC25922 + QF-Coli

53,60000

54,67 1,336

2,44%

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

+ QF-Coli

0,00000

Pseudomonas

0,00000

aeruginosas ATCC27853

N(O|a|h|W|IN[~INO|OA|AR|W|IN|[~|IN[O[OM|[AR|W|IN|=-

0,00000

0,00 0,000

#DIV/0!

Limite de repetitividade
Nivel 1

Limite de repetitividade

Nivel 2

Nivel 3

Limite de repetitividade

ttab (95%)

1,94

ttab (95%)

1,94 ttab (95%)

1,94

n

7

n

7 n

7

S

0,80200

S

1,33600 s

0,00000

r

2,20035

r

3,66542 r

0,00000
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Concluséo:
Critério de aceitagéo para CV < 20% para medidas de propriedade.
Reprodutibilidade/ Precisado Intermediaria
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 i R
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variancia
1,00
Q. 1 29,0000
= O
T S = 2 27,5000
| = ES
5|2 = 3 27,5000
" % S o X 4
g}_ 3 o © g 29,0000
“|o|=% T2 5 30,5000
[) s ©w O
% a <|;> 6 29,5000
¥ < 7
30,5000 29,36 1,046 1,093406593
o 1 30,5000
& 2 29,0000
e N N
S|a N 3 30,5000
; N
g X @ 4 29,0000
el 3 9
o] ¢ &Q o 29,0000
S
= 6 30,5000
7 29,0000
Limite de reprodutibilidade DPRY te6rico) 2,000 PR 2;1_E 5 loeC]
=i Ch
Nivel 1 HORRAT 0,017813 3
ttab (95%) 1,94
n 7
Sr 1,046
R 2,86978
DPRr=C.V. 3,56%
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Concluséo:
Critério de aceitacdo para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatérios.
Reprodutibilidade/ Precisado Intermediaria
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variancia
1,00
2 1 51,2000
— )
|z s 2 51,2000
5[] =9 3 53,6000
1 S« &
§ 3 R 4 56,1000
~lS5| &8 5 56,1000
sl [=] "o 6 53,6000
z <
7
D200 53,98 1,892 3,578736264
o 1 56,1000
& 2 53,6000
e | N N
Sl S 3 56,1000
s N
g X & 4 56,1000
2ls S
o|c e 5 53,6000
=
s 6 53,6000
’ 53,6000
Limite de reprodutibilidade DPRYrtesrico) 2,000 DPRr = 7l1-05logL)
Nivel 2 HORRAT 0,017525 B
ttab (95%) 1,94
n 7
Sr 1,892
R 5,19084
DPRr=C.V. 3,51%
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Concluséo:
Critério de aceitacdo para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatorios.
Reprodutibilidade
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variédncia
1,00
2 1 0,0000
T o & B 2 0,0000
s[S| 2653
Sls S 2= 3 0,0000
= <L
. £13 Sub 4 0,0000
= &2 8239 5 0,0000
$|1°l8| &=9 ’
S = 2+ 6 0,0000
()
© ! 0,0000 0,00 0,000 0,000000000
o 1 0,0000
lc\l%’ 2 0,0000
H N
S| S 3 0,0000
Ll N4 > 4 0,0000
3 2 5
o< o 0,0000
g 6 0,0000
7 0,0000
Limite de reprodutibilidade DPRY¥ tesrico) 2,000 DPRy = 2{ i—E,ElngI:'
Nivel 3 HORRAT #DIV/0! o
ttab (95%) 1,94
n 7
Sk 0,000
R 0,00000
DPRr=C.V. #DIV/0!
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Concluséo:
Critério de aceitagdo para CV < 20%.

Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatérios

14. QUALIDADE ASSEGURADA E CONTROLE DE QUALIDADE

Os controles de qualidades aplicaveis ao procedimento estdo descritos no PSGQ 007 — Garantia da Qualidade dos Resultados
conforme descreve SMWW 232 Edigao, 2017, Método sessao 9020 tabela 9020:1 Key Quality Control Practices.

Comparador de Cor

e Comparador fluorescente para Colirformes Totais/ Escherichia coli. O resultado deve ser igual a tabela de interpretacao abaixo:

Aparéncia Resultado
Menos amarelo que o comparador Negativo para Coliformes totais e E. coli
Amarelo igual ou superior ao comparador Positivo para Coliformes totais
Amarelo e fluorescéncia igual ou superior ao comparador = Positivo para E. coli

Meio de Cultura — Substrato Cromogénico/Fluorogénico

e A cada novo lote, realizar o controle de positivo e negativo do teste de funcionalidade

e Para o teste negativo para Coliformes totais e Escherichia coli, proceder a analise com agua estéril contaminadas com cepa
de Pseudomonas aeruginosas ATCC27853, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso e
manutencdo das cepas (IT-092).

e Para o teste positivo para Coliformes totais e negativo para Escherichia coli proceder a analise com agua estéril
contaminadas com cepa Klebisiela pneumoniae ATCC13883, preparar o material para teste conforme descreve o
procedimento para uso e manutengéo das cepas (IT-092).

e Parao teste positivo para Coliformes totais e positivo para Escherichia coli proceder a analise com agua estéril contaminadas
com cepa Escherichia coli ATCC25922, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso e
manutencéo das cepas (IT-092).

e Caso houver divergéncia nos resultados, repetir o processo. Se persistir, o lote de substrato devera ser substituido.

e Registrar os controles realizados no FO- 186 Controle de uso dos itens de ensaio Biologia, na aba teste de funcionalidade.

Controle de Asséptico — Fluxo Laminar

e Fluxo de Ar

o Verificar semanalmente se o fluxo de ar esta funcionando corretamente.

e Erguer o vidro da capela de fluxo laminar e colocar o umidificador dentro da capela, liga-lo conforme a IT-112 Umidificador

ultrassoénico.
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e Baixar o vidro da capela de fluxo laminar e ligar o fluxo de ar.
o Verificar se o fluxo de ar da capela ira sugar o vapor do umidificador ultrassénico.

e Registrar no FO 156 — Verificagdo do Fluxo de Ar.

e Luz Germicida

e Realizar o monitoramento do ar mensalmente com as placas TSA e SDA e, da(s) superficie (s) a cada uso com a placa TSA
Rodac, para averiguar e monitorar a eficiéncia da Luz U.V na assepsia do ambiente, conforme a IT — 088.

e Fazer o preparo do local de trabalho, em seguida realizar a desinfeccao.

e Registrar no FO 106 — Verificagdo das condi¢des assépticas do Laboratério.

Frasco de Coleta

A cada novo lote, realizar o controle de esterilidade do frasco com caldo nutritivo e a eficacia de eliminagéo cloro residual livre.

Caldo Nutritivo de Lactose

Pesar 3,25 + 0,05g do caldo de lactose e dissolver em 250 m{ de agua purificada. Transferir para um frasco reagente e
autoclavar a meia rosca a 121 °C por 15 minutos. Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de
Ensaio Biologia, na aba: Preparo de Solugdes e Cepas.

e Preparar o caldo a cada uso.

Teste de Esterilidade do Frasco
e Preparar o local de trabalho.

e Abrir o frasco microbioldgico e rapidamente adicionar 100 m{ do Caldo Nutritivo de Lactose.

e Incubar o frasco em estufa bacterioldgica a 35 + 0,5 °C por 24 horas.

e Ao término, repetir a limpeza da capela de fluxo laminar com papel umedecido com alcool 70% e desligar o fluxo de ar.

e Apds o tempo de incubagao realizar o teste de fluorescéncia e o teste visual, garantindo que o caldo incubado no frasco ndo
apresente nenhuma mudanga em suas caracteristicas fisicas, como material em suspenséo, turvagao ou algo similar.

e Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de Ensaio Biologia, nas abas: Teste de Funcionalidade
e Controle de Qualidade.

Teste de Eliminagao do Cloro
e Preparar o local de trabalho.

e Abrir o frasco microbioldgico e rapidamente adicionar 100 m{ de agua da torneira.

e Seguir conforme IT 047 Determinacao de Cloro Residual Livre Com N,N-DIETIL-P-FENILENOTETRAMINA (DPD).

Teste de Volume

e Preparar o local de trabalho.
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e Preencher uma proveta de 100 m{ calibrada com agua e ver no frasco microbiologico observando se atinge a marcagio de
volume.
e Caso o lote apresente desvio significativo, despresar e substituir por um novo lote.

e Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de Ensaio Biologia, nas abas: Teste de Funcionalidade
e Controle de Qualidade.

Estufa Bacteriolégica

¢ Realizar o monitoramento da temperatura da estufa diariamente nos periodos de analise. Realizar a leitura da temperatura na
parte da manha e da tarde

e Registrar no FO 040 — Registro de Inspecao da Temperatura da Estufa

Monitoramento da Agua Reagente

Monitoramento da qualidade da agua reagente conforme Tabela 9020:11 Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater.

Para execucao dos ensaios abaixo, seguir conforme os procedimentos vigentes no laboratério e reportar os resultados nesse

formulario atentando-se a periodicidade de cada ensaio.

Condutividade IT 025 — Determinacao da Condutividade Eletrolitica

Metais pesados* IT 097 — Determinacao de Metais Totais e Metais Dissolvidos por Espectrometria de
Metais Totais Emissdo Plasma Optico Indutivamente Acoplado (ICP-OES)

Cloro Residual Livre IT 047 — Determinagao Residual Livre com N, N Dietil — P — Fenilenotetramina (DPD)
Bactérias Heterotroficas IT 016 — Determinagao de Bactérias Heterotréficas Pour Plate

Carbono Orgénico IT 158 — Determinacao de Carbono Orgénico Total

TESTES QUIMICOS
Teste Data Frequéncia Método Resultado Limite Maximo | Responsavel
Condutividade Didrio SMWW 2510B <2 pS/cm
Carbono Orgénico Mensal EPA 9060A:2004 <1,0 mgiL
Metais pesados™* Anual** EPA 6010D:2018 < 0,05 mg/L
Metais Totais Anual** EPA 6010D:2018 <0,10 mg/L
Cloro Residual Livre Diario SMWW 4500CI - G <0,10 mg/L

* Metais pesados (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn)
** Devera ser avaliado criticamente ao longo do ano, caso ocorra algum problema deve-se estabelecer um monitoramento com maior frequéncia.

TESTES MICROBIOLOGICOS

Teste Data Frequéncia Método Resultado | Limite Maximo Responsavel

Bactérias
Heterotroficas

Mensal SMWW 9215B <500 UFC/ mL




4 Cédigo FO 184 )
FORMULARIO Aprovada em 02/03/2020
gy ST RNF\L[TICA Titulo Revisédo Pagina
Wy ANGERSD QRTINS PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 18/21
\_ _J

Manutencio das Cepas de Referéncia

A técnica de Gram, mundialmente conhecida como coloragao de Gram, € um método de coloragao de bactérias desenvolvido

pelo médico dinamarqués Hans Christian Joachim Gram permite diferenciar bactérias com diferentes estruturas de parede

celular a partir das coloragdes que estas adquirem apds tratamento com agentes quimicos especificos. O método consiste em

tratar sucessivamente um esfregago bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes violeta de genciana, lugol, etanol-acetona

fucsina. As bactérias que adquirem a coloragdo azul violeta sdo chamadas de Gram-positivas e aquelas que adquirem a

coloragao vermelho sdo chamadas de Gram-negativas.

Procedimento Técnico

Materiais necessarios Cepas padrédo: ATCC® (American Type Culture Collection)

Parametro

Resultado esperado

Staphylococcus aureus ATCC® 25923

Cocos Gram Positivos: Células esféricas
coradas em tonalidade violeta

Escherichia coli ATCC® 25922

Bacilos Gram Negativos: Células em formato
de bastao coradas em tonalidade résea

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853

Bacilo Gram-Negativo: Bastao reto, ndo
esporulado, mével, contendo um flagelo
polar em tonalidade rosea

Klebisiela pneumoniae ATCC® 13883

Bacilo Gram-Negativo: encapsulada,
anaerdbia facultativa em forma de
bastonete, nao mével

Coloragao de Fundo o fundo da lamina

Apresenta-se limpido e isento de sujidades
ou precipitados

a- Preparar as ldminas para coloragdo:

e Materiais liquidos: espalhar o material sobre uma l&mina limpa e desengordurada, deixar secar ao ar e fixar o material

passando a lamina pela chama do bico de Bunsen, deixar resfriar;

e Material de culturas em meio sélido: usando uma alga, colocar uma gota de agua estéril no centro de uma lamina limpa e

desengordurada, e em seguida pegar a algada de uma colbnia bacteriana, emulsionar na agua estéril, deixar secar ao ar e

fixar o material na chama de um bico de Bunsen, deixar resfriar;

e Amostras diretas: Espalhar a amostra no centro de uma lamina limpa e desengordurada, deixar secar ao ar, e em seguida

fixar passando-a pela chama de um bico de Bunsen, deixando resfriar;

b- Coloragéo:

e Cobrir o material com a solugéo de violeta genciana e deixar atuar por um minuto, lavando em agua corrente rapidamente;
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e Cobrir a ldmina com o lugol fraco e deixar atuar um minuto; -

e Remover o lugol da Iamina gotejando sobre esta a solugdo descolorante até que o liquido se torne incolor (em torno de 15
segundos); -

e Lavar em agua corrente e cobrir a lamina com a solugéo para Gram (deixando atuar por 30 a 60 segundos); -

e Lavar com agua corrente, deixar secar na posi¢ao vertical e observar ao microscépio usando a objetiva de imerséo (100x de

aumento total).

c- Precaugdes e cuidados especiais

o Esfregacos muito delgados ou muito espessos dificultam o processo de coloragao;

e Cuidar na etapa da descoloracéo, pois a falta ou o excesso podem igualmente prejudicar o resultado;

As células microbianas que apresentarem escura sdo consideradas Gram positivas ao passo que as coradas em tonalidade
avermelhada sao consideradas Gram negativas. Estruturas como células epiteliais, leucécitos e muco coram tonalidade

avermelhada.

15. RESULTADO DOS TESTES

Os critérios de aceitagao utilizados para a verificagdo do método foram:

Linearidade: R%= 0,995; Se Gsuperior 0U Ginferior = 1,156 0 valor aberrante para n= 3 a 5%: as variancias podem ser consideradas
iguais e as respostas instrumentais sdo homoscedasticas (Ho).

Recuperacgao: todas as fortificacbes devem ter resultado dentro de * 20% do valor de referéncia e desvio padrao relativo
(coeficiente de variagado), com valor de no maximo 20%.

Repetibilidade e precisédo intermediaria:

Foi avaliado o valor do desvio padréo relativo (coeficiente de variagéo), com valor de no maximo 20%.

LQ: Pelo calculo de LQ, compostos que obtiveram LQs em concentragcbes menores que a concentragdo do primeiro ponto da sua
respectiva curva de calibragdo. Visto isso, foi padronizado que, nesses casos, o valor do LQ sera correspondente a concentragao

do primeiro ponto da curva de calibracao.

Os resultados obtidos, deveram ser apresentados no FO 074 Relatério de Validagdo de Método Analitico de cada composto
avaliado.

16. ANEXOS

FO 074 Relatério de Validagdo de Método Analitico
FO 212 Declaragéo de Validade do Método
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18. PLANO DE TRABALHO

METAS DESCRICAOQO EXECUCAO
21/03/2022: Planejamento dos ensaios de validagdo e definicdo do | Raphael Fernandes

1 cronograma para execugao. Amanda K. P. Zago

) . Raphael Fernandes
23/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de LD e LQ. Avaliagao
2 ) Amanda K. P. Zago
parcial dos dados. ) o
Maria Julia Mielli

. o Raphael Fernandes
25/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de Repetibilidade do
3 . o L . Amanda K. P. Zago
método em 3 niveis. Avaliagio parcial dos dados. _ o
Maria Julia Mielli

. o .. | Raphael Fernandes
28/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de Precisao Intermediaria
4 . o ) Amanda K. P. Zago
do método. Avaliagdo parcial dos dados. ] o
Maria Julia Mielli

Raphael Fernandes
01/04/2022: Preenchimento dos documentos de Validagago FO 074

> | Relatério de Validagdo de Método Analitico Amanda K. P. Zago
Maria Julia Mielli
Raphael Fernandes

6 02/04/2022: Revisé&o, avaliagdo e discusséo final do resultados para | Amanda K. P. Zago

aprovagao.
Maria Julia Mielli
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Revisdo Pagina

& 112

1. Metodologia Validada Coliformes totais e Escherichia coli — Determinagéo Quantitativa pela Técnica de Multiplos Pogos (Quanti-

Tray/2000) — NMP (Substrato Enzimatico)

Parametro: Coliformes totais e Escherichia coli

Faixa: <1a>2419.6 NMP/100 m{
Nome do Metodo de Ensaio:

2. Matriz

Agua bruta, 4gua tratada, 4gua para consumo humano e efluente.

3. Equipamentos/ Instrumentos

SMWW 23a Edicéo, 2017, Método 9223B 4.c

Nome Cadigo Certificado Incerteza
Estufa Bacterioldgica AB-EQ-148 E43334A/19 £02 °C
Micropipeta 1 a 10 mL AB-EQ-163 EVV-12072-01/2019 +0,014 ml
Micropipeta 100 & 1000 uL AB-EQ-463 EVV-10287-08RV01/2018 |+ 0,82 pl
Micropipeta 10 a 100 uL AB-EQ-553 E23289/19 +0,050 pl
4. Padroes/Reagentes

Nome Caodigo Validade Certificado Incerteza
K. pneumoniae ATCC13883 - Lot: 351-74-5 1322-37593/2022 31/05/2023 351-74-5 N/A
Escherichia coli ATCC25922 - Lot: 335-534-2 295-37593/2022 31/08/2023 | 335-534-2 N/A
P. aeruginosas ATCC27853 - Lot: 353-474-4 296-37593/2022 30/04/2023 | 353-474-4 N/A
QF-Coli Quimaflex Cientifica Lot: 220117073 3548-36497/2022 18/01/2023 | 220117073 N/A
Colilert Idexx Lot: HT52B 3548-36502/2022 12/11/2022 HT52B N/A
Frasco Estéril com Tiossulfato de Sédio 1mg 4363-36497/2022 23/04/2023 | 20210423 N/A

5. Periodo de realizagéo
21/03/2022 a 02/04/2022

6. Aprovagao/ Parecer Técnico

Visto do Analista Responsavel:

Visto do Aprovador: % Data: 02/04/2022

7. Aprovagao da Geréncia Técnica
(X) Aprovado () Reprovado

8. Paramentros analisados

(X) Seletividade

() Linearidade

(X) Limite de Detecgdo

(X) Limite de Quantificagéo
Recuperacao
Precis&o (repe e/ou repro)
Robustez

—
x
<z

—_
f—

frondos 2age

Data: 02/04/2022
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Limite de detecgao e Limite de quantificagao
Legenda: Data da execugao: 23/03/2022 a 24/03/2022
Resultados
Entrada de dados
Concentragéo Desv. padrido L.D. L.Q.
(NMP/100mf) | Resposta (s) (NMP/100m) (NMP/100m{)
24,3
24,3
24,3
<1 NMP/100m{ 24,3 0,378 0,119 0,378
24,3
24,3
23,3
Desv. Padrdo (s) | 0,37796
Média (X,,) 24,157

Ses# 00 LD=X, +ts
Ses=00 LD=ts

Valor de t unilateral para 99% de confinga:3,14

Observagéo:
O LD foi Calculado pelo branco da Amostra com Adigao da menor Concentragao aceitavel do Analito LD =0 + t (n-1,1-a).S ou seja, 3,143 vezes o
O LQ foi Calculado pelo branco da Amostra com Adigdo da menor Concentragéo aceitavel do Analito LQ =0 + 10.s ou seja, desvio padrdo amostral

vezes 10.
Concluséo: L L o = - . . -
LD = 0153 Observacdes: LD e LQ foi calculo pela adigdo de uma cepa padréao de Escherichia coli em um branco de amostra (agua estéril)
LQ= 6488 e analisado quantitativamente pela técnica de inoculagdo em pocos multiplos (Quanti-Tray 2000)

v

Aprovador
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Repetitividade

Legenda:
Resultados

Entrada de dados

Data da execugao:

25/03/2022 a 26/03/2022

Nivel 1

Klebisiela. pneumoniae
ATCC13883 + QF-Coli

N° Replicatas

Resultado

Média

Desv. Pad.

C.vV.

30,50000

29,00000

30,50000

29,00000

29,00000

30,50000

29,00000

29,64

0,802

2,711%

Nivel 2
Amanda K. P. Zago

25/03/2022 a 26/03/2022

Escherichia coli
ATCC25922 + QF-
Coli

56,10000

53,60000

56,10000

56,10000

53,60000

53,60000

53,60000

54,67

1,336

2,44%

Nivel 3

aeruginosas

Pseudomonas
ATCC27853 + QF-
Coli

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

N[O~ |WIN|2IN|O|O|RWIN][2IN|O|O|R]|WIN]—

0,00000

0,00

0,000

#DIV/O!

Limite de repetitividade
Nivel 1

Limite de repetitividade
Nivel 2

Limite de repetitividade
Nivel 3

tiab (95%)

1,94

tiab (95%)

1,94

tiab (95%)

1,94

n

7

n

7

n

7

S

0,80200

S

1,33600

S

0,00000

r

2,20035

r

3,66542

r

0,00000

Conclus3o:

Critério de aceitagdo para CV < 20% para medidas de propriedade.

Qv

Aprovador
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TiTuLO

PLANILHA DE CALCULOS DE VALIDAGAD E

Revisido Pagina

Critério de aceitacdo para CV =< 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatorios.

VERIFICACAO DE METODOS i 4nz
Reprodutibilidade
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 . - .
N° Replicatas| Resultado Média |Desv. Pad] Variancia
1,00
B 1 29,0000
T R 2 27,5000
sl 2 |8Sx3 3 27,5000
S |2 o8~
) s |2l 4 29,0000
- Q - Qo 5 O o
Tl @ L2 og= 5 30,5000
ol O = X SE O
> < < O 6 29,5000
z
7 30,5000
S . 30,5000 29,36 1,046 ]1,093406593
. N LI 2 29,0000
S| o N 3 30,5000
T . o N
O] ¥ % > 4 29,0000
§. 8 o3 5 29,0000
g Qo 6 30,5000
< 7 29,0000
[imite de reprodutibilidadd DPR geoneg | 2,000 | DPRy = 2-05legld
Nivel 1 HORRAT | 0,017813
trab (95%) 1,94
n 7
Sk 1,046
R 2,86978
DPRr =C.V. 3,56%
Concluséo:
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Andlises Quimicas . .
PLANILHA DE CALCULOS DE VALIDACAD E i
VERIFICACAD DE METODOS 5/12

Reprodutibilidade

Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 N° Replicatas| Resultado Média [Desv.Pad] Variancia
1,00
_ _ 1 51,2000
. g - 2 51,2000
Sl 3| 293 3 53,6000
13| 28« 4 56,1000
Nla]| @ 0= 5 56,1000
g[°l &8 | 558 6 53,6000
z 7 51,2000
S : T A 1,892 |3,578736264
. ﬁ S o 2 53,6000
S| = NS 3 56,1000
| ¥ N5 4 56,1000
sl g 3 5 53,6000
g & o 6 53,6000
< 7 53,6000
[imite de reprodutibilidadq DPRr o] 2,000 | DPRy = J'4-08loel]
Nivel 2 HORRAT | 0,017525
tra (95%) 1,94
n 7
Sr 1,892
R| 5,19084
DPRr=C.V.] 351%
Conclusao:

Critério de aceitagdo para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método sdo satisfatorios.



Cédigo FO 074

Critério de aceitacéo para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatorios.

Rt

Aprovador

.:!,\ FORMULARIO
¥°ST ANALITICA T
H Analfises Quimicas
PLANILHA DE CALCULOS DE VALIDAGAD E 5
VERIFICACAD DE METODOS 6/12
Reprodutibilidade
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 . - A .
N° Replicatas| Resultado Média [Desv.Pad] Variancia
1,00
— 1 0,0000
[S] 0 + X 2 0,0000
. = © 0 % ;
s| 3 é 33838 3 0,0000
sl 5 [EsR L 2 0,0000
218l 2 |328¢ 0,0000
slo| € |3223 > :
2 S |€°%<3 6 0,0000
7 0.0000 0,00 0,000 |0,000000000
S 1 0,0000
| N © o 2 0,0000
ol o NES 3 0,0000
T . o N
o N % = 4 0,0000
2 8 o g 5 0,0000
© 5 QN 6 0,0000
< 7 0,0000
[imite de reprodutibilidadd DPRF osric] 2,000 | PRy = 2'1-05102C)
Nivel 3 HORRAT | #DIV/0O!
tab (95%) 1,94
n 7
Sk 0,000
R 0,00000
DPRr =C.V. #DIV/0!
Concluséo:
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Seletividade
Legenda: Tipo de Teste: Quantitativo - QF-Coli
Resuldados
Entrada de dados
Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: E.coli
Desv. Pad. 2,954
N° Replicatas Resultado Média Fealc
1 30,50000 Fiab (95%) 9,277
2 29,00000 ny 4
3 29,00000 29,75 0,866 n, 4
4 30,50000 n;-1 3
Variancia 0,75000 ny-1 3
sagrupad(: 1 ,832
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 32,10000 média variancia 1,483
2 30,50000 tealc 0,45
30,93 1,489
3 32,10000 tiab (95%) 2,35
4 29,00000
Varidncia 2,21583
Matriz: Agua Tratada |Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc 2,910
1 53,60000 Fiab (95%) 9,277
2 56,10000 ny 4
3 56,10000 85,27 1443 n, 4
4 53,60000 n;-1 3
Variancia 2,08333 ny-1 3

sagrupad(: 3,047
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Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 58,80000 média variancia 4,073
2 56,60000 tealc 0,25
3 58,80000 96,33 2462 tiab (95%) 2,35
4 53,60000
Variancia 6,06333
Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/0!
1 0,000 Ftab (95% 9,277
2 0,000 nq 4
0,00 0,000
3 0,000 ny 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 ny-1 E
sagrupad(: 0,000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
2 0,000 tealc #DIV/0!
0,00 0,000
3 0,000 ’ ’ tiab (95%) 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000

Obs: Caso sejam testadas mais de uma matriz, criar nova aba de seletividade.

A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.ac< Fiap) OU S€ Os testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril

O Método ¢é seletivo, sendo t., < tap OU S€ 0s resultados dos testes qualitativos forem satisfatérios.

v

Aprovador
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Seletividade
Legenda: Tipo de Teste: Quantitativo - Colilert
Resuldados
Entrada de dados
Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: E.coli
Desv. Pad. 6,271
N° Replicatas Resultado Média Fealc
1 29,0000 Fiab (95%) 9,277
2 27,5000 ny 4
3 27,5000 28,25 0,866 n, 4
4 29,0000 n;-1 3
Variancia 0,75000 ny-1 3
Srgreie 2,145
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 30,5000 média variancia 2,727
2 32,1000 tealc 0,76
30,55 2,169
3 27,5000 tiab (95%) 2,35
4 32,1000
Varidncia 4,70333
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc 1,171
1 51,2000 Fiab (95%) 9,277
2 51,2000 ny 4
3 53,6000 33,63 2,341 n, 4
4 56,1000 n;-1 3
Variancia 5,48250 ny-1 3

sagrupad(: 4,335
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Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 56,1000 média variancia 5,083
2 60,5000 tealc 0,79
3 58,8000 58,47 2,164 tiab (95%) 2,35
4 56,1000
Variancia 4,68250
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/0!
1 0,000 Ftab (95% 9,277
2 0,000 nq 4
0,00 0,000
&) 0,000 ny 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 ny-1 E
sagrupad(: 0,000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
2 0,000 tealc #DIV/0!
0,00 0,000
3 0,000 ' ' tiab (95% 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000

A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.ac< Fiap) OU S€ 0s testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril

O Método € seletivo, sendo t . < tiap OU Se 0s resultados dos testes qualitativos forem satisfatérios.

v

Aprovador
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Seletividade
Legenda: Tipo de Teste: Quantitativo - Colilert
Resuldados
Entrada de dados
Matriz: EFB - QF-Coli |Controle: Cepa: E.coli
Desv. Pad. 1,333
N° Replicatas Resultado Média Fealc
1 436,0000 Fiab (95%) 9,277
2 416,0000 ny 4
3 4360000 426,00 11,547 . 4
4 416,0000 nq-1 3
Variancia 133,33333 ny-1 3
sagrupad(: 21 ,21 3
Matriz: EFB - Colilert |Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 416,0000 média variancia 116,667
2 416,0000 teaic 0,17
421,00 10,000
3 436,0000 tean (95%) 2,35
4 416,0000
Varidncia 100,00000
Matriz: EFT - QF-Coli |Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc 1,115
1 168,9000 Fiab (95%) 9,277
2 164,8000 n 4
3 164,8000 166,17 2,367 n, 4
4 168,9000 ng-1 3
Variancia 5,60333 ny-1 3

Sagrupado 4,465
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Matriz: EFT - Colilert |Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 164,8000 média variancia 5,927
2 164,8000 teac 0,05
3 169,8000 e e tiab (95% 2,35
4 164,8000
Variancia 6,25000
Matriz: EFB - QF-Coli |Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/0!
1 0,000 Ftab (95% 9,277
2 0,000 nq 4
0,00 0,000
3 0,000 ny 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 ny-1 E
sagrupad(: 0,000
Matriz: EFB - Colilert |Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
2 0,000 tealc #DIV/0!
0,00 0,000
3 0,000 ' ' tiab (95% 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000

A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.ac< Fiap) OU S€ 0s testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril

O Método € seletivo, sendo t . < tiap OU Se 0s resultados dos testes qualitativos forem satisfatérios.

v

Aprovador




