Cofinanciado por:

Vid 2100 Byiy o
m & 2020 e
Instituto Politécnico
de Castelo Branco

Escola Superior
Agraria

(- L

ESACB
N°29324/108-20
C30-29324CTSPAQB

Relatério de Estagio
Descricado das atividades desenvolvidas no Laboratério A. LOGOS

Rita Macieira Francisco

Orientadores
Professora Doutora Maria da Conceicdo Mesquita dos Santos
Eng.2 Ana Rita Ferreira Pombo

Eng.2 Sonia Cristina Marques Varino

Relatério de Estagio apresentado a Escola Superior de Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco
para cumprimento dos requisitos necessarios a conclusao do curso de Técnico Superior profissional em
Andlises Quimicas e Bioldgicas, realizado sob a orientacdo cientifica da Professora Doutora Maria da
Conceicdo Mesquita dos Santos, do Instituto Politécnico de Castelo Branco, da Engenheira Ana Rita
Ferreira Pombo e da Engenheira Sénia Varino, ambas do Laboratério A.LOGOS.

Julho de 2020



II



Ndo me arrependo de nada do que fiz
porque tudo fol uma experiéncia . . .

II1



IV



Agradecimentos

Quero agradecer a toda a minha familia, a0 meu pai, 4 minha mae, ao meu irméo e
ao meu namorado, e & minha cunhada pelo apoio incondicional que me deram na
realizacdo deste relatorio. Agradeco a todos os professores das diversas disciplinas,
mas um agradecimento em especial a professora Conceicao Mesquita.

Um agradecimento também muito especial a toda a equipa do Laboratério A.Logos
que foi incansavel e deram-me muito apoio, tanto a nivel escolar como a nivel de
desenvolvimento pessoal.



Resumo

O presente relatério foi elaborado no ambito da unidade curricular de
estagio/projeto do Curso Técnico Superior Profissional em Andlises Quimicas e
Biologicas. O estagio decorreu na Associagao para o Desenvolvimento de Assessoria e
Ensaios Técnicos (A.LOGOS), um laboratdrio acreditado pelo Instituto Portugués de
Acreditacao, cuja atividade principal consiste na realizacdo de analises fisico-quimicas
de aguas e outras matrizes. O principal objetivo deste estagio consistiu na integra¢do
nas atividades correntes do laboratério e na familiarizagdo e execucao das técnicas
analiticas adotadas pela A.LOGOS, com supervisdo, designadamente no ambito de
analises fisico-quimicas de aguas e de aguas residuais. Outro dos objetivos deste
estagio/projeto consistiu na revisao bibliografica sobre a metodologia de andlise de
0leos e gorduras e de hidrocarbonetos totais em aguas por Espectrofotometria de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), assim como sobre o plano de
validacdo do referido método analitico.
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Abstract

This internship report was carried out as part of the curricular unit
project/internship do Curso Técnico Superior Profissional em Analises Quimicas e
Biolégicas. The internship took place at Association for the Development of
Consultancy and Technical Tests (A.LOGOS), a laboratory accredited by the Portuguese
Institute for Accreditation that carries out physical and chemical analyses of water,
wastewater, among others. The main goal of this internship was the integration in the
daily laboratory activities and at the familiarization and implementation of analytical
techniques adopted by A.LOGOS under supervision namely in the context of physical-
chemical analysis of water and wastewater. This internship also aimed the the
implementation of the analysis of oils and fats and total hydrocarbons in waters by
Fourier Transform Infrared Spectrophotometry (FTIR)\, however, entering the state
of emergency made me interrupted my tracking on the internship. It was not possible
to execute the analytical method for determining Oils and Fats and Total Hydrocarbons
by Fourier Transform Infrared Spectrophotometry (FTIR).

Keywords

Water, wastewater, analytical control, FTIR.
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Descricao das atividades desenvolvidas no Laboratério A- LOGOS

1. Introducéo

O presente relatério foi desenvolvido no dambito do Curso Técnico Superior
Profissional (CTeSP) em Andlises Quimicas e Biologicas da Escola Superior Agraria do
Instituto Superior Politécnico de Castelo Branco e a sua apresentacdo visa a descrigao
das atividades desenvolvidas durante a realizacdo do estagio/projeto relativo a
Componente de Formacdo em Contexto de Trabalho, prevista no n.2 1 do artigo 402-M
do Decreto-Lei n.2 63/2016 de 13 de setembro. Uma parte das atividades descritas
decorreram na Associacdo para o Desenvolvimento de Assessoria e Ensaios Técnicos
(A.LOGOS).

O laboratério A.LOGOS foi a Instituicdo de Acolhimento que proporcionou a
realizacdo do referido estagio que teve como objetivo a realizacdo de analises de aguas,
utilizando os métodos e técnicas laboratoriais implementadas e assegurando a
realizacdao do controlo de qualidade associado, permitindo assim desenvolver um
conjunto de atividades de forma a colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao
longo do curso. Constituiu também como objetivo do presente estagio acompanhar os
procedimentos de registo, avaliacdo e interpretacdao dos resultados obtidos. Este
primeiro periodo de estagio decorreu entre 03 de fevereiro e 20 de margo de 2020.
Apos este periodo e até 30 de junho, devido a declaracdo do estado de emergéncia
devido a Covid-19, o presente trabalho centrou-se ainda no acompanhamento da
elaboracdo dos procedimentos necessarios a posterior implementacao de um método
para determinacdo de Oleos e gorduras e de hidrocarbonetos totais em aguas por
Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) no referido
laboratério.

De forma a apresentar as tarefas desenvolvidas durante o periodo em que decorreu
o estagio, elaborou-se o presente documento que compreende 5 capitulos. A
introducdo, onde € feito um enquadramento do trabalho e os objetivos; O segundo
capitulo apresenta a caracterizacao da instituicdo de acolhimento; no terceiro capitulo
identificam-se e descrevem-se as tarefas desenvolvidas, relativamente aos
procedimentos experimentais executados ao nivel de controlo de qualidade de agua e
de aguas residuais durante o primeiro periodo do estagio; no capitulo quatro sdo
descritos os procedimentos necessdrios a implementacdio do método para
determinacdo de Oleos e gorduras e de hidrocarbonetos totais em aguas por
Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Por fim, no
quinto capitulo sdo apresentadas as consideracdes finais.
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2. Caracterizacao da entidade acolhedora - A. LOGOS

Associacdo para o Desenvolvimento de Assessoria e Ensaios Técnicos,
abreviadamente denominada A.LOGOS, é uma associacdo de direito privado de
interesse publico e sem fins lucrativos, anteriormente designada de Centro de Estudos
de Gestdo do Ambiente do Territorio (CEGAT). Surgiu em 1997 para dar seguimento as
funcdes do Laboratério de Anélises de Agua do GAT (antiga designacio do laboratério)
de Abrantes (LABGATA), cujo funcionamento reporta a 1985. A A.LOGOS tem como
associados a Camara Municipal de Abrantes, a Camara Municipal de Constancia, a
Camara Municipal de Mac¢do, a Camara Municipal de Ferreira do Zézere e os Servigos
Municipalizados de Tomar. A sua instalacao situa-se no Tecnopolo do Vale do Tejo -
Rua José Dias Simao - Alferrarede - 2200-062 Abrantes.

A atividade principal desta Associacao centra-se no apoio a Autarquias, Empresas,
diferentes organismos do Estado e publico em geral, desenvolvendo trabalhos no
ambito do controlo de qualidade de aguas de abastecimento, efluentes, piscinas,
géneros alimenticios e alimentos para animais. A A.LOGOS, para além de servigos
analiticos para a industria agricola e alimentar, presta ainda servicos no ambito de
programas de gestdo de qualidade e seguranca, assegurando o cumprimento da
legislagdo nacional e internacional.

A A.LOGOS tem implementado um sistema de qualidade baseado na norma NP EN
ISO/IEC 17025, divulgado por todos os seus colaboradores, cujos objetivos sdo, entre
outros, os seguintes:

e O desenvolvimento e implementacdo de um Sistema de Gestdo e melhoria
continua da sua eficacia;

e O cumprimento por parte de todos os colaboradores dos procedimentos
existentes, de forma a garantir boas praticas laboratoriais e profissionais;

e A gestdo e controlo adequados de toda a documentacao;

e O nivel de higiene e seguranca compativeis com o perigo das atividades
desempenhadas;

e A qualidade dos servigos prestados de forma a garantir a qualidade dos
resultados transmitidos.

Esta entidade tem uma estrutura organizacional bem definida, a qual é constituida
por uma Assembleia Geral que integra todos os associados, uma Direcao constituida
por um Presidente e dois Vice-Presidentes, eleitos entre os associados, um sistema de
qualidade e um laboratério (Figura 1).
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Assemnbleia Geral

Direcgdo

Resp_onsa\rel da Laboratdrio .
Qualidade (RO Assessora
Técnica

Figura 1 - Macro estrutura da A.LOGOS

O presente estagio foi realizado no laboratério da A.LOGOS, o qual se divide em
diferentes departamentos como mostra a figura 2, tendo como diretora do laboratdrio
a Eng.2 Sonia Varino.

Directara Técnica

Administrativa [AON)

PR Responsavel Técnico PR Fesponzavel Técnico Responsivel Téonica
Fesponzavel Técnico P Fesponzavel Técnico L A,
Amostragem [RTA] Cluimica Guimica Alimentas (RTEA] Microbiclogia Aguas Mizrobiologia Alimentos
g Bquasilamastsolos [RTE) [ATRLg) [RTRAAI

Técnicos de Amostragem

[ | [
Figura 2 - Estrutura Interna do laboratério A:LOGOS

Diariamente o servico recebe aproximadamente 50 amostras para serem
analisadas, dentre as quais a grande maioria dos pedidos sdo dirigidos aos
departamentos de analises quimicas e microbiologicas.

O presente estagio decorreu no Departamento da area de Quimica
Aguas/Lamas/Solos, o qual possui equipamentos que permitem executar analises de
quimica classica, estando também equipados para a execuc¢do de ensaios por
espectrometria de absor¢ao atémica e molecular.

O laboratério A.LOGOS tem ainda outras tarefas como:
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e Colheitas de amostras de aguas;
e Desenvolvimento e implementa¢do de novas técnicas analiticas;
e Participacdo em a¢des de formacao (estagios, cursos, ...).

3. Descricdao das atividades desenvolvidas no Laboratério
no periodo de 3 de fevereiro a 20 marco de 2020

A agua é um recurso essencial a vida, indispensavel para o bem-estar do Homem e
para a sobrevivéncia e manutengao das fung¢des e integridade de todos os ecossistemas.
Constitui um elemento essencial para a existéncia de vida no planeta Terra, uma vez
que € o principal constituinte das diferentes formas de vida existentes na terra. De
facto, tanto os animais, incluindo o Homem, como as plantas dependem da agua para
sobreviver.

Porém, a poluicao das aguas decorrente em grande parte da atividade humana,
constitui um dos mais graves problemas ambientais dos nossos dias. Além do impacte
ambiental associado a polui¢ao dos sistemas aquaticos, a preocupac¢do com a qualidade
da dgua prende-se também com os potenciais problemas que a sua contaminac¢do pode
ter ao nivel da sadde humana. Assim, é fundamental proceder-se ao controlo da
qualidade da agua, seja da agua de abastecimento publico, seja de aguas naturais e/ou
residuais, de forma a minimizar os potenciais impactos negativos quer no meio
ambiente quer na saude publica.

A qualidade de uma agua é avaliada por um conjunto de analises de natureza fisico-
quimica e bioldgica, sendo que o objetivo da qualidade a avaliar depende da utilizacdo
a que for destinada a agua. A qualidade é quantificada através de indicadores de
qualidade, para os quais sao fixados valores de referéncia que constituem critérios de
qualidade. As aguas destinadas ao consumo humano tém um controlo bastante
apertado, na medida em influenciam direta e/ou indiretamente a satide publica. O
Decreto-lei 152/2017 de 7 de dezembro estabelece os valores paramétricos para os
diversos parametros caracterizadores da qualidade da agua de consumo, os quais
correspondem aos valores maximos admitidos de forma a garantir a adequabilidade
de dgua para consumo humano.

relativamente as aguas residuais, o Decreto-Lei n? 152/97 de 19 de junho e o
Decreto-Lei n2236/98 de 1 de agosto constituem os documentos mais importantes no
que respeita a protecdo dos recursos hidricos das descargas de aguas residuais
provenientes, respetivamente, de zonas urbanas e de outras origens que nao urbanas,
estabelecendo os limites maximos de descarga, designados de Valores Limite de
Emissao (VLE) para os varios parametros de controlo de qualidade, ap6s o tratamento
adequado dessas dguas residuais.



Descricao das atividades desenvolvidas no Laboratério A- LOGOS

O controlo da qualidade de aguas e/ou de aguas residuais é estabelecido por um
conjunto de procedimentos documentados, normativos e regulamentados definidos
por entidades reguladoras e legislacdo nacional e/ou internacional. A esta atividade
estd intimamente ligado o conceito de métodos analiticos, os quais constituem um
conjunto de procedimentos escolhidos de forma a contribuir para otimizar a
seletividade e a especificidade relativamente a um determinado analito, por exemplo,
azoto) e a uma matriz especifica (por exemplo, 4gua de abastecimento publico ou d4gua
residual.

Um método experimental é geralmente, dividido em trés etapas: operagdes prévias,
como por exemplo a amostragem; a medi¢ao propriamente dita, realizada através de
operagoes instrumentais e, finalmente, o registo e tratamento dos dados. Atendendo a
que muitas decisdes sao fundamentadas nos resultados de analises quimicas e/ou
microbiologicas quantitativas, como por exemplo, verificar o cumprimento de
legislacdo e regulamentagdo, estimar poluentes ou garantir a qualidade de uma agua
para consumo humano, é importante assegurar também a qualidade dos resultados
analiticos e o grau de confianga que € possivel depositar nesses resultados, sendo certo
que a qualidade dos resultados finais dependera sempre dos procedimentos adotados
ao longo das diferentes etapas do processo analitico.

Apesar de todos os parametros referidos na legislacao em vigor para controlo quer
de aguas para consumo humano quer de aguas residuais serem importantes, no
presente trabalho apenas serdo descritos os procedimentos analiticos que
acompanhados ao longo do periodo de estagio no laboratério da A.LOGOS.

3.1. Determinacéao do valor do pH

Fundamento do método

A medicao do pH é uma das mais importantes e frequentes analises realizadas no
controlo de qualidade de 4guas e de 4guas residuais e a sua importancia advém do facto
de condicionar praticamente todos os equilibrios quimicos que envolvem as reagdes
quimicas que ocorrem na matriz aquosa. Sob o ponto de vista sanitario, o pH s6 por si
tem uma importancia muito reduzida (Alves, 2010).

O pH corresponde a medida do grau de acidez (pH <7) ou basicidade (pH > 7) de
uma soluc¢do; os seus valores estao compreendidos entre 0 e 14, consoante a razdo das
concentragdes dos ides H+ e OH-. Em aguas puras o valor de pH é neutro, ou seja, a
concentrac¢do de ides H+ e OH- é igual, sendo o valor de pH = 7. Por defini¢do, o potencial
de hidrogénio (pH) é igual ao logaritmo negativo da concentracao de ides hidrogénio
(pH = -log [H+]), verificando-se que quanto maior for a concentragdo de ides H+, menor
serad o pH da solucao (Mendes e Santos Oliveira, 2004).

Contudo, o pH de uma 4gua natural depende muito do percurso que a agua faz,
sendo fortemente influenciado no caso das dguas subterraneas pela natureza geoldgica

5
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dos solos com que ela contacta. No caso de , uma dgua proveniente de zonas calcarias
é de pH basico, enquanto que a agua com origem numa zona granitica é, geralmente,
acida. Para dguas naturais subterraneas e, sobretudo superficiais, as atividades que se
desenvolvem na bacia hidrografica constituem também um fator importante na
determinagdo do valor de pH dessas aguas (Mendes e Santos Oliveira, 2004).

No caso da dgua destinada ao abastecimento publico, o controlo dos valores de pH
€ muito importante ja que a 4gua para consumo humano com pH acido (<7) pode
originar problemas de corrosdo de tubagens metdlicas, o que eventualmente depois se
podera traduzir na existéncia de teores elevado de chumbo ou de outros metais
pesados na agua de consumo (Brito et al., 2014). Se a 4gua apresentar valores de pH >
8 verifica-se que a eficiéncia do processo de desinfecao pode diminuir, devido ao
aparecimento de formas do cloro que tém menor poder de desinfecdo. Também para
condigdes alcalinas verifica-se que ha uma tendéncia para aumentar a formagao de
incrustagdes nas tubagens e equipamentos, assim como o desenvolvimento de sabores
e/ou cheiros desagradaveis (Mendes e Santos Oliveira, 2004). De acordo com a
legislacdao em vigor que fixa os critérios de qualidade para aguas de abastecimento
publico (Decreto-Lei 152/2017 de 7de dezembro), o pH das dguas de abastecimento
publico podera variar entre 6,5 e 9,0.

No caso de aguas residuais, o valor de pH depende da sua origem (agropecuario,
comercial, industrial e/ou doméstico). Estas podem ser descarregadas em rios, lagos
ou mares sendo, por isso, importa controlar o seu pH de forma a minimizar potenciais
impactos nesses meios recetores naturais.

A medicao do pH é feita, preferencialmente, com recurso a potenciémetros (Fig. 3),
sendo o método eletrométrico o método de referéncia.

Figura 3 - Equipamento de medicido de pH por método eletrométrico
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A determinacdo do pH deve ser feita no local de recolha, com registo da
temperatura, evitando perdas ou ganhos de gases e reduzindo, ao minimo possivel,
turbuléncias na amostra que possam, por exemplo, desencadear reagdes de oxidacao-
reducdo.

O principio do método baseia-se na determinagdo da atividade dos ides hidrogénio
através da medicdo potenciométrica usando um elétrodo de vidro, verifica-se aqui o
estado da membrana de vidro, especialmente a camada hidratada, que pode estar
sujeito a variagdes ao longo do tempo. Por esta razdo, é necessario fazer
periodicamente a calibracdo do potencidémetro antes de se iniciarem as medi¢cdes de
pH das amostras de dgua a analisar de forma a garantir que a sonda de pH mede
corretamente.

No laboratério A.LOGOS a calibracao é feita diariamente logo pela manh3, e efetua-
se recorrendo a duas solucdes tampoes comerciais de pH conhecido. Estas duas
solugdes sdo selecionadas de modo que as leituras de pH das amostras fiquem dentro
do intervalo de calibragdo. No caso do controlo de 4guas, normalmente, usam-se como
solug¢des tampado, solugdes de pH =4,00 + 0,01, de pH =7,00 + 0,01 ou de pH =10,00 £
0,01. Preferencialmente, as duas solugdes-tampao utilizadas na calibragcdo nao devem
diferir mais de 3 unidades de pH entre si (por exemplo, pH 4 e 7 ou pH 7 e 10). Deve-
se sempre iniciar a calibragdo introduzindo o elétrodo na solu¢do-tampao de pH mais
elevado.

Durante o estagio, a calibracdo fez-se de acordo com as instrucdes do
potenciémetro utilizado, tendo-se num primeiro passo lavado o elétrodo com agua
destilada e seguidamente introduzido na primeira solucdo-tampao (geralmente foi
utilizada a solu¢ao-tampao de pH = 7,0) e esperou-se que a leitura estabilizasse. Num
segundo passo, lavou-se novamente o elétrodo com agua destilada e introduziu-se na
segunda solucao-tampao (normalmente a de pH = 4,0) e esperou-se novamente pela
estabilizacao da leitura.

Ap6s a calibragdo e leitura das amostras, o elétrodo era mantido mergulhado numa
solugdo de cloreto de potassio (KCI) 3 Molar para garantir a hidratacdo da membrana
de vidro do elétrodo.

Medicao do pH em amostras
Para a determinacdo do pH das amostras em analise o procedimento era o seguinte:

e Medir 125 mL de amostra a analisar para um copo de precipitacao;

e Passar o elétrodo abundantemente por agua destilada;

e Emergir o elétrodo na amostra a analisar;

e Agitar levemente o elétrodo dentro da amostra e esperamos que o valor de pH
estabilizasse para fazer a leitura e registar o valor;

e Passar o elétrodo novamente por agua destilada e colocar noutra amostra,
procedendo da mesma forma;
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e No final das leituras passar o elétrodo por agua destilada e coloca-lo na solugao
de armazenamento de KCl como referido anteriormente.

Todas as amostras e solucdes-tampdes devem estar a temperatura ambiente.
Assim, se as solu¢oes-tampao estiverem guardadas no frigorifico, devem retirar-se com
antecedéncia para que atinjam naturalmente, temperatura ambiente antes de ser
utilizadas.

3.2. Determinacao da Condutividade elétrica

Fundamento do método

A Condutividade Elétrica (CE) da agua define-se como a capacidade que esta tem
em conduzir a corrente elétrica, a qual depende essencialmente da presenca de ides,
da concentragdo total de sais ionizados na agua, bem como da mobilidade dos iGes que,
por sua vez, é influenciada pela temperatura (Mendes e Santos Oliveira, 2004). A
influéncia da temperatura esta relacionada com o facto de um aumento da temperatura
contribuir para a diminuicdo da viscosidade da agua e para o aumento da energia
cinética dos ides, o que determina o aumento da sua mobilidade e, por consequéncia,
um aumento da condutividade da solucao.

Assim, a CE é a quantidade total de ides dissolvidos na agua e, por isso, podemos
dizer que a CE permite avaliar de uma forma rapida, global e indireta, o grau de
mineralizacdo (so6lidos dissolvidos totais (SDT)) da 4agua, embora ndo permita a

distingdo quimica das substdncias questdo presentes nessa agua (Mendes e Santos
Oliveira, 2004).

No caso de solugdes aquosas, quanto mais puras forem menores serda a sua CE
devido a menor concentracdo de ides dissolvidos, como é o caso da 4agua
desmineralizada que se utiliza nos laboratérios para a preparacdo de solugdes e/ou
amostras, relativamente as aguas que se encontram na natureza (subterraneas, de rios
e de oceanos) apresentam uma condutividade superior devido a existéncia de maior
quantidade total de sélidos dissolvidos.

A CE nao constitui em si mesma um problema para a saide do Homem, embora,
alguns dos ides presentes na agua, em fun¢do da sua natureza e caracteristicas
especificas, possam causar alguns problemas de saide (Mendes e Santos Oliveira,
2004). Contudo, verifica-se que aguas com elevada mineralizacdo tendem a apresentar
normalmente sabores desagradaveis ou estar na origem de processos de corrosao.

As aplicagdes praticas para o controlo da CE de uma agua estao relacionadas ndo sé
com a indicacdo do grau de mineralizacao da 4gua, mas sobretudo no caso das aguas
de abastecimento publico, com o facto dessa medicao nos permitir uma indicagdo
rapida de variagdes nas concentragdes de ides dissolvidos, o que podera indicar um
potencial problema de contaminagdo de origem inorganica. Assim, a CE fornece boas
indicacdes de alteracdes na composicdo da concentracdo idnica total da agua.
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A CE é expressa no sistema internacional de unidades em Siemens por metro (S/m),
sendo também habitual exprimir as medi¢des de condutividade da 4gua na forma de
Siemens por centimetro (S/cm), ou o micro Siemens por centimetro (uS/cm) para os
casos em que a dgua apresenta um elevado grau de pureza. O Decreto-Lei 152/2017 de
7 de dezembro fixa o valor paramétrico em 2500 pS/cm a 20 °C para aguas que se
destinam ao consumo humano.

Procedimento experimental

Este parametro foi determinado através do valor da condutividade lida diretamente
num equipamento designado de condutivimetro, em que existe corre¢do automatica da
temperatura. As andlises de condutividade foram efetuadas com um equipamento de
analise da marca MeterLab e modelo CDM230 (Fig. 4), tendo-se procedido da seguinte
forma:

e Ligar o condutivimetro e deixou-se estabilizar durante 30 minutos;

e Medir 150 mL de amostra para um copo de precipitacgao;

e Passar a célula do condutivimetro por agua destilada (porém, se a célula tiver
sido exposta a solventes imisciveis na agua, previamente tem que ser limpa com
um solvente imiscivel com 4gua, por exemplo, acetona e enxaguar
cuidadosamente com agua destilada);

e Colocar o elétrodo dentro da amostra agitando um pouco;

e Esperar que o valor estabilize e regista-lo;

e Voltar a lavar o elétrodo com 4gua destilada e passar a leitura de outra amostra;

Entre leituras, manter a ponta da célula em agua destilada e apds todas as leituras
a célula deve ser guardada na capsula de protecdo. Periodicamente, para remover
eventuais depositos que se formem a volta da célula condutimétrica, deve-se
mergulhar a mesma numa solu¢do comercial designada como “RENOVO_N, Normal
Cleaning Solution” cerca de 1 hora. Em seguida lava-se muito bem com agua destilada.
Outro cuidado a ter diariamente no laboratério aquando da leitura da CE é que quando
ha andlises de aguas residuais, estas devem sempre ser lidas apds a andlise de aguas
“limpas”.
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Figura 4 - Equipamento de medicdo de condutividade (condutivimetro)

3.3. Determinacao da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

A Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) é um dos parametros analiticos que
caracteriza ndo sé as aguas residuais que chegam as Esta¢des de Tratamento de Aguas
Residuais (ETAR’s) como também as dguas residuais apds o seu tratamento, de forma
a monitorizar a sua qualidade e conformidade com a legislacdo, para que a sua descarga
ndo provoque alteraces de qualidade no meio recetor final (um rio, por exemplo). E
também um parametro importante para caracterizar o nivel de poluicdo de aguas
naturais. Este parametro mede de forma indireta o nivel de matéria organica presente
nesses diferentes tipos de agua.

Ha varios métodos para a determinacao deste parametro, contudo no laboratério
A. LOGOS utiliza-se o0 método analitico de refluxo aberto com dicromato de potassio
descrito na Norma Portuguesa NP 4329:1996 (Quinteiro, 2012). Este método baseia-
se na medicdo da quantidade de oxigénio necessaria para oxidar, por via quimica, a
matéria organica presente numa amostra com formagao de diéxido de carbono (CO2) e
(H20), de acordo com a seguinte equagao:

[
C HON_+(n +4.2
\ ) 4 2

Matéria organica

3¢ 3¢
290, 5>nco. +(E-29H,0+cNH,
Mot 2Ty

A matéria organica presente na amostra é oxidada (digerida) pelo dicromato de
potassio (K2Cr207), em meio fortemente acidificado com acido sulfirico, na presenga
de sulfato de mercurio e de um catalisador de prata e a temperatura de150°C, durante
2 horas (Costa, 2011). Dado que podem existir no meio substancias volateis e que ha
outras que se podem formar durante a digestdo, utiliza-se um condensador de refluxo
para evitar perdas, durante a oxidacdo (digestdo) da amostra. Durante a reagdo uma
parte do dicromato é reduzido pelas matérias oxidaveis presentes de acordo com a
reacao seguinte:

C,H,0, +cCr,0,”” +8cH" -»nCO_ + (@)Hjo +2eCr*

.

O método utilizado baseia-se numa quantificacdo por titulacdo visual, em que o
excesso de dicromato que ndo é consumido durante a reacdo de oxidacao (isto é, que
nado foi reduzido) é titulado com uma solucdo de sulfato ferroso amoniacal agente
redutor facil de obter no estado puro e relativamente estavel em solucao. A reacao de
titulacdo é a seguinte:
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6Fe™ +Cr,0,” +14H* — 6Fe* +2Cr* +7H,0

O ponto de equivaléncia da titulagdo ocorre quando se da a viragem no potencial
de oxidacdo-reducao do meio. Esta viragem é determinada por meio de um indicador
de oxidacdo-reducado, neste caso a ferroina, passando a solu¢do de azul para vermelho
acastanhado.

0 método de refluxo aberto tem como vantagem, em relacdo a outros métodos, o
facto de ser indicado para determinacdao da CQO num intervalo de valores elevado,
devido ao facto de permitir analisar um maior volume de amostra, como acontece
quando sdo esperados valores mais baixos de matéria organica na amostra. O método
é aplicavel a amostras com uma concentracao de CQO esperado entre 30 mg/L e 700
mg/L e uma concentracao de cloretos que nao ultrapasse preferencialmente os 1000
mg/L. Caso o valor da CCQ exceda os 700 mg. L-1, a amostra tem que ser diluida com
agua destilada.

A CQO é calculada a partir da quantidade de dicromato reduzida, que é determinada
em termos de oxigénio equivalente, sabendo-se que 1 mole de dicromato (Cr2072-) é
equivalente a 1,5 mole de oxigénio (02) (Costa, 2011).

0 método é sensivel a algumas interferéncias, a mais importante das quais é devida
a oxidacdo de substancias inorganicos que podem estar presentes na amostra, tais
como: Cloretos, nitritos, ferro, manganés e sulfuretos. Destes elementos, o mais
importante em termos de interferéncia sdo normalmente os cloretos, sendo esta
atenuada pela adicao de sulfato de mercurio (HgSO4). Para garantir que os compostos
organicos volateis eventualmente presentes na amostra oxidam em maior extensao
durante a reacdo de oxidacgdo, adiciona-se o ja referido sulfato de prata (Ag2S04) que
atua como catalisador dessa reagao.

Quando as amostras chegam ao laboratorio e no caso de nao ser possivel executar
de imediato a andlise sdo conservadas, preferencialmente em frascos de vidro, ou em
recipientes individuais de plastico de polietileno. Para conservar as amostras ou se
procede a congelagdo ou adiciona-se acido sulftirico (H2S04) concentrado até baixar o
pH para valores pH < 2 e posteriormente sao refrigeradas no frigorifico entre 4+2 °C,
durante um limite maximo de conservacdo de 28 dias (Cerdeira, 2008). O volume
minimo de amostra a colher para o parametro de CQO é de 100 mL (Cerdeira, 2008).

Procedimento experimental

R s utilizad 20 das soluches:

e Acido Sulftrico (Honeywell/Fluka), H2504, 95-97% (v/v), p.a., p=1,84 g. mL-1,
M=98,09 g.mol-1
e Dicromato de Potassio (VWR), K2Cr207,99,5% (m/m), p.a., M= 294,19 g.mol-1
e Sulfato de Prata (VWR), Ag2S04, 99,5% (m/m), p.a., M= 311,8 g.mol-1
11
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. Sulfato de Mercurio (Carlo Erba), HgS04, 99,0% (m/m), p.a., M= 296,65 g.mol-1

e Sulfato ferroso amoniacal Hexahidratado (PanReac  Applichem),
(NH4)2Fe(S04)2.6 H20, 99,0% -101%(m/m), p.a., M= 392,14 g.mol-1

« Hidrogenoftalato de Potassio (Chemicals), KCBH504, 99,95% -100,05% (m/m),
p.a, M=204,23 g.mol-1

Solucdo-mae de dicromato de potassio 0,250N (0,0417 M):

Pesa-se 12,259 g de dicromato de potassio (K2Cr207) puro, previamente seco a 103
+ 2 °C, numa estufa durante 2 horas e dissolve-se, num baldo volumétrico de 1L, em
agua destilada, perfazendo o volume de 1000 mL. A solucdo é estavel durante, pelo
menos, um mes.

Solucao padrao de dicromato de potassio 0,025N (0,00417M):

A partir da solucao-mae, Pipetar 100 mL da solucdo-mae de dicromato de potassio
0,25N para um baldo volumétrico de 1L e perfazer o volume com agua destilada.

Solucs lisad e sulfato d

Dissolver 10 g de sulfato de prata puro em 965 mL de acido sulfurico concentrado
e 35 mL de agua destilada. Efetua-se esta diluicao adicionando primeiro um pequeno
volume de dgua (15 mL) ao sulfato de prata e posteriormente um pequeno volume de

acido. Dissolver a mistura e transferir para baldo de 1000 mL. Deixar em repouso 1 ou
2 dias para dissolver completamente, agitando de vez em quando.

Solucio indicadora de ferro

Pesar 1 g de sulfato ferroso amoniacal hexadidratado puro para um baldo
volumétrico de 100 mL e dissolver com agua destilada. Adicionar 1,5 g de 1,10-
fenantrolina mono-hidratada (C12H8N2.H20) e agitar até dissolugdo completa.
Perfazer o volume com agua destilada a 100 mL. Esta solugdo é estavel durante varios
meses se conservada ao abrigo da luz. Também pode ser adquirida esta solugdo ja
preparada comercialmente.

Pesar 98,0 g de sulfato ferroso amoniacal puro e dissolver em agua destilada, verter
para um baldao volumétrico de 1000 mL. Adicionar lentamente 20 mL de &cido sulftirico
deixando arrefecer. Perfazer o volume a 1000 mL com agua destilada. Normalmente
prepara-se apenas 250 mL desta solu¢do devido a esta solu¢do ser muito instavel. E
necessario fazer a sua padronizacao, utilizando uma solu¢ao padrao de dicromato de
potassio 0,25 N.
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Diluir com agua destilada, 100 mL da solugdo de sulfato ferroso amoniacal 0,25 N
em 1000 m de agua destilada. Proceder a padronizacdo frequente, usando a solugao de
dicromato de potassio 0,025 N.

Secar hidrogenoftalato de potassio puro a 103 + 2 °C a 105 2C até peso constante.
Apoés a secagem, dissolver 0,04251 g deste reagente em agua destilada e diluir a 100
mL. Esta solugdo tem uma CQO tedrica de 500 mg.L-1 e é estavel durante pelo menos
uma semana se for conservada a cerca de 4 °C. Para preparar uma solucao padrao com
uma CQO tedrica de 30 mg.L-1, dilui-se a solucdo anterior com agua destilada na
propor¢ao 3/50 mL.

Procedimento experimental:

7

E necessario, antes de realizar o ensaio, proceder a determinacdo do titulo da
solugdo de sulfato ferroso amoniacal, devendo proceder-se da seguinte forma:

e Medir 10 mL de solugdo padrao de dicromato de potassio 0,25N (VA) e diluir
com &cido sulfarico diluido até cerca de 100 mL e deixar arrefecer. Deitar 2 a 3
gotas de ferroina. Acido sulftirico diluido: adicionar lentamente 220 mL de 4cido
sulfurico concentrado a 500 mL agua e deixar arrefecer, diluir a 1000 m;

e Titular esta solucao com a solugdo de sulfato ferroso amoniacal até viragem de
azul esverdeado para vermelho acastanhado (volume titulante gasto, VB).

Calculo do titulo da solucio sulfato f iacal:
Vax 0,25=VBx N

Onde:

Va - Volume de solucdo padrao de dicromato de potassio 0,25N utilizada na
padronizagdo do sulfato ferroso amoniacal

VB - Valor de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdao

N - E a normalidade do sulfato ferroso amoniacal que queremos determinar.

Procedimento experimental de CQO nas amostras:

e Ligar o digestor de CQO, para que este atinja a temperatura dos #150 °C;

e Pesar 0,4 g de sulfato de mercurio e colocar no tubo de digestdo. (se a amostra
tiver grande quantidade de cloretos, é necessario adicionar maior quantidade
de sulfato de mercuirio, mantendo-se a razao HgS04/Cl- de 10:1);

e Adicionar 10 mL de amostra, previamente homogeneizada (V) (ou 10 mL de
amostra diluida se necessario);

e Juntar lentamente 5 mL de solugdo catalisadora, agitar com cuidado, até
completa dissolucdo do sulfato de mercurio.
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e Juntar 10 mL de solucao de dicromato de potassio 0,250 N, seguida de adi¢ao
lenta de 25 mL de solucao catalisadora, agitando cuidadosamente;

e Ligar o condensador ao tubo de digestdo, colocando-o no digestor, a 150 2C,
durante duas horas.

e Deixar arrefecer até 4 temperatura ambiente.

e Transferir a amostra digerida, para um copo precipitacdo com volume de 100
mkL;

e Lavar com agua destilada o tubo de digestdo e adicionar essa agua de lavagem
ao conteuido do copo de precipitacao;

e Titular com a solugdo de sulfato de ferro e amoénio 0,25N, em presenca de 2 gotas
de indicador ferroina. O ponto de viragem é indicado pela mudanca de cor, de
azul esverdeado para vermelho acastanhado.

e Paralelamente é necessario fazer um ensaio em branco:

o Medir 10 mL de 4gua destilada em vez dos 10 mL de amostra e proceder
a Determinacao de igual modo.

Se a amostra contém um baixo valor de CQO, deve-se proceder do mesmo modo,
substituindo as solu¢des 0,250 N de dicromato de potassio e sulfato de ferro Il e aménio
por solugdes de 0,025N.

Como forma de controlar a precisdo interna dos resultados produzidos o
laboratério efetua-se um Controlo de Qualidade Interno, que engloba a realizagdo de:
ensaios em brancos em paralelo com as amostras, como referido, analises em
duplicado, e padrdes de controlo internos.

Para o ensaio padrao de controlo interno substitui-se os 10 mL de amostra por 10
mL da solugdo padrao de Hidrogenoftalato de Potassio, cujo valor teérico de CQO é
conhecido (ha solu¢des comerciais cuja CQO € de 30 mg/L, para amostras com valores
de CQO mais baixa e ha solu¢des padrdao com valor de CQO de 500 mg/L, quando
estamos a ler amostras cujos valores de CQO sao elevados) e procede-se da mesma
forma que para as amostras. Como critério de aceitacdo considera-se que um erro
relativo maximo de 10% para o caso padrao com uma CQO = 500 mg O2/L e um erro
relativo maximo de 20% para o caso da solu¢ao-padrdao com uma CQO = 30 mg O2/L.

Se na amostra é esperado que contenha um baixo valor de CQO, deve-se proceder
do mesmo modo, substituindo as solugdes 0,25N de dicromato de potassio e sulfato
ferroso amoniacal por solugdes de 0,025N.

Calculo da CQO de uma amostra:
Registar o volume de titulante gasto na amostra (b), no ensaio em branco (a) e no

Padrao de Controlo (Vpc) e determinar o valor da CQO da amostra utilizando a seguinte
expressao:
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(a — b)xNx8000
v

CQO =
Em que:

a - Volume de solugdo titulante gasto no ensaio em branco, mL

b - Volume da solugdo titulante gasto na amostra, mL

V - Volume de amostra utilizado para a determinagado, mL.

N - Concentracgdo da solucdo titulante (solucao de sulfato ferro Il e aménio).

Repetir os calculos para a determinacao da CQO no padrao de controlo substituindo
na expressao o b, pelo volume de titulante gasto no Padrao de Controlo (Vpc).

O resultado é expresso em mg de O2/L e o resultado apresenta-se arredondado as
décimas.

3.4. Determinacdao dos compostos azotados em aguas e aguas
residuais

Os compostos de azoto presentes em aguas e em aguas residuais podem apresentar-
se na forma reduzida, nomeadamente o azoto organico (proteinas, aminoacidos ou
ureia) e o azoto amoniacal. Consoante as condi¢des de pH e temperatura da agua e/ou
agua residual, o azoto amoniacal pode surgir sob a forma ionizada, designando-se por
ido amonio (NH4+) ou sob a forma nao ionizada, o chamado amoniaco (NH3). A soma do
azoto organico e amoniacal presente numa agua e/ou agua residual é designada por
azoto Kjeldahl (N-Kjeldahl). Para além das formas reduzidas, nas amostras de agua
e/ou agua residual, o azoto pode também estar presente na forma oxidada,
designadamente como nitrito (NOz2-) e/ou nitrato (NO3-) (Cerdeira, 2008).

Os diferentes compostos de azoto podem-se converter uns nos outros mediante as
condi¢cdes em que a agua e/ou agua residual se encontra, sendo por isso essencial que
se deva monitorizar ndo s6 a concentracao total de azoto (que corresponde a soma da
concentracgdo das formas reduzidas e oxidadas presentes numa amostra), mas também
a concentracdo de cada forma de azoto, no sentido de minimizar o impacte que estes
compostos poderao causar nos ecossistemas aquaticos (Quinteiro, 2012).

A concentracgao dos diferentes compostos azotados constitui também um indicador
do estado da poluicao nas dguas naturais, verificando-se que a poluicdo é mais recente
quando as amostras evidenciam uma elevada concentracdo de azoto organico ou
amoniacal e mais antiga quando predominam as formas de azoto oxidadas que
resultam das formas reduzidas por acdo de bactérias oxidantes designadas de
nitrificantes (Costa, 2011).

De forma a minimizar o impacto ambiental associado a estes compostos,
encontram-se definidos pelos Decretos-lei 152/97 de 19 Junho e 236/1998 de 1 de
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Agosto os valores limites de emissdo (VLE) para os diferentes compostos de azoto,
permitidos para a descarga de aguas residuais em meios hidricos, de forma a proteger
os sistemas aquaticos. Entre os potenciais efeitos negativos associados a presenca
destes compostos nas dguas naturais, pode-se referir como um dos mais importantes a
sua contribuicdo para a ocorréncia do fend6meno de eutrofizacdo que esta associado ao
crescimento de algas e plantas no meio aquatico devido ao enriquecimento deste meio
em nutrientes, como é o caso do azoto. Como resultado deste fen6meno, a concentragao
de oxigénio dissolvido tende a diminuir no meio aquatico devido ao consumo por parte
de consumidores primarios que se desenvolvem em excesso devido ao crescimento de
algas, o que pode provocar a morte de alguns organismos, nomeadamente das espécies
piscicolas. Também o processo de nitrificacdo, isto é, a oxidagdo bioquimica do ido
amonio a nitritos e nitratos, esta associado a um consumo de oxigénio dissolvido,
podendo também contribuir para a falta de oxigenacao dos sistemas aquaticos.

O excesso de nitritos na 4gua de consumo humano também pode ter consequéncias
ao nivel da saude publica, na medida em que podem estar na origem de algumas
doencgas como € o caso da metahemoglobinémia e de cancro ao nivel do estdmago. De
facto, o nitrito tende a combinar-se com a hemoglobina originando a metahemoglobina,
composto que, ao contrario da hemoglobina, ndo tem capacidade de fixar o oxigénio,
impossibilitando assim o transporte e a absor¢ao do oxigénio necessario para as
células do corpo humano. Os nitritos parecem também contribuir para a formac¢ao de
nitrosaminas no estdmago, as quais parecem estar associadas a uma maior incidéncia
do cancro no estomago.

Assim, os compostos azotados sdo parametros importantes no controlo de
qualidade de 4guas de consumo, dguas naturais e, ainda, de 4guas residuais.

Procedimento experimental

No Laboratério A.LOGOS tive oportunidade de determinar apenas o teor de azoto
total e/ou azoto Kjeldahl em aguas residuais, lamas e solos. O principio do método do
persulfato permite determinar o azoto total por oxidacdo de todos os compostos
azotados a nitratos. A oxidacdo da-se em meio alcalino e a temperatura de 121°C,
convertendo o azoto organico e inorganico em nitratos. O azoto total é determinado
analisando o teor em nitratos da amostra digerida. A determinacao do azoto Kjeldahl é
feita por meio de calculos.

Os equipamentos utilizados neste método sao:

e Autoclave

Espectrofotémetro
Material de uso corrente em laboratério

E importante referir que todo o material de medida de volumes utilizado na
preparacao dos padroes e das amostras tem de ser volumétrico.
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A sua determinacdo deve ser isolada para aguas de abastecimento e dguas residuais,
lamas e solos, ou seja, quando se efetuar uma reta de calibracao com base nela apenas
devem ser feitas amostras de aguas residuais, lamas e solos ou, apenas amostras de
aguas de abastecimento, para assim evitar qualquer tipo de contaminacao.

Preparacao de solucdes
R le digests

Dissolver 20,1 g de persulfato de potassio K2520s (baixo teor de azoto <0,001%N) e
3,0 g de NaOH em agua e diluir para 1000mL.

Solucs <0 de]

Dissolver 61,8 g de acido boérico H3BO3 e 8,0 g de NaOH em agua e diluir para
1000mL.

Solucio-nadrio de ni 1000me/1

Sao necessarias duas solu¢des padrao de lotes diferentes, uma para preparacao dos
padrdes da reta e outra para preparacgao do(s) padrao(des) de controlo.

Solucio-nadrio de ni 100 1
Para baldo volumétrico, de 200 mL medem-se, com uma pipeta, 20 mL da solucido

padrao de nitrato de 1000 mg/L. Perfaz-se o volume com agua até ao traco e
homogeneiza-se.

Padr Solugdo de Volume de solucao de Volume dos
ao partida partida (mL) baldes
(mg/ (mg/L) (mL)
L)

0 100 0 100

5 100 5 100

20 100 20 100

40 100 40 100

50 100 50 100

Tabela 1 - Preparacdo dos padrdes para a curva de calibragao

A solugao padrao deve ser conservada em frasco de vidro e refrigerada por um
periodo ndo superior a um més.

Procedi : L

e Introduzir em cada frasco de schott 10 ml de padrao
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e Pipetar 5,0 ml de reagente de digestdo

e Rolhar bem e misturar

e Levar a autoclave durante 30 minutos

e Arrefecer lentamente a temperatura ambiente

e Adicionar 1 ml de solucdao tampao de borato e agitar

e Determinar a concentragdo em nitratos segundo, utilizando o ensaio em branco
para acertar o zero.

3.5. Determinacao do Fésforo total em amostras de agua

O fésforo é um elemento quimico que pode estar presente nas aguas naturais e
aguas residuais, na forma de compostos inorganicos (como ortofosfatos: PO43-, HPOaz-,
H2POs- ou polifosfatos: (Na3(P0O3)s, NasP3010 e NasP207) ou na forma de compostos
organicos, contribuindo em conjunto com os compostos de azoto para o crescimento
descontrolado de fitoplancton e algas, levando a eutrofizacdo dos meios aquaticos
como referido anteriormente (Costa, 2011). Por essa razdo, é importante um controlo
da concentragdo de fosforo nos meios hidricos e também é fundamental que haja um
controlo dos niveis deste elemento nas aguas residuais, antes da sua descarga para os
sistemas aquaticos.

Para a determinacdo de fésforo total, é necessario proceder a degradacao da
matéria organica, libertando o fésforo na forma de ortofosfatos (Francisco, 2008). Esta
digestdao pode-se fazer recorrendo a diferentes métodos de digestdao: com acido
percloérico, com acido sulftrico e nitrico e através da oxidacao com persulfato (APHA-
AWWA-WEF, 2005). Este ultimo foi o método que utilizdmos no laboratério para
determinagdo do teor de fosforo total em amostras de agua e de agua residual.

Apés a digestdo da amostra, a quantificacdo dos teores de fésforo total faz-se
recorrendo a chamada andlise colorimétrica, técnica utilizada quando é necessario
quantificar substancias em misturas complexas. Deste modo o composto a quantificar
é posto em contacto com um reagente especifico, de modo a desenvolver uma cor cuja
intensidade é diretamente proporcional a concentracdo do analito na amostra.

Procedimento experimental
P 20 de solucs

Durante a andlise, todos os reagentes devem ser de qualidade analitica reconhecida
e a agua deve ser destilada ou de pureza equivalente.

Solucs e indicador de fenolftalef

Dissolver 80mg de fenolftaleinaem 100ml de metanol.

Solucio de Acido sulfirico a 5.4 mol L.
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Adicionar cuidadosamente 300 mL de acido sulfirico H2S04 concentrado a 600 mL
de agua destilada e dilua até 1 L com agua destilada.

p Ifato d $nio, (NH)2S5208 sélid
Hidroxido de sédio. NaOH. 1 mol L.
Dissolva 40 g de NaOH em 1 L de agua destilada.

z

A cido sulfiirico. H2S04 4.5 N

Diluir 70 mL de acido concentrado em 500 mL de dgua destilada.

Solucio d e DOLASS]

Dissolver 1,3715 g de K(SbO)C4H40s. 2 H20 (145) em 400 mL de agua destilada e
transferir para um baldo de 500 mL e completar o volume. Armazenar num frasco de
vidro.

Solucio d libd ] -
Dissolver 20 g de (NH4)6M07024. 4 H20 em 500 mL de agua destilada.

Armazenar num frasco de vidro.

’s

cid srbico. 0.1 mol L.
Dissolver 1,76 g de acido ascorbico em 100 mL de agua destilada.

Esta solucdo é estavel durante cerca de uma semana a 4 °C.
Reagente combinado
Misturar os reagentes acima nas seguintes propor¢des para 200 mL de reagente

combinado:

e 100 mLde H2S04a 5N, 10 mL de solucdo de tartarato de potassio e antiménio
e 30 mL de solugdo de molibdato de aménio

e 60 mL de solugdo de acido ascérbico

e Deve-se misturar a seguir a adi¢do de cada reagente.

Deixar todos os reagentes atingirem a temperatura ambiente antes de serem
misturados e adiciona-los na ordem sequencial referida. Caso se forme turvagdo no
reagente combinado, agitar e deixar repousar durante uns minutos até a turvacao
desaparecer e sO depois prosseguir. Este reagente é estavel por 4 h.

Solucio-padrio de fosf. 1000 me/1

Sao necessarias duas solucoes padrao de lotes diferentes, uma para preparacao dos
padrdes da reta e outra para preparacgao do(s) padrao(des) de controlo:

Solucio-padrio de fost 50 1
Pipetar 5,0 mL da solucao-padrao de fosfatos e transfira para um baldo de 100 mL

e complete com agua destilada.
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p 50 d 16 ]

e Pipetar 50,0 mL de padrdo/amostra bem agitada para frascos Schott

e Adicionar 0,05 mL (1 gota) de indicadora fenolftaleina

e Sesedesenvolver uma cor vermelha, adicionar gota a gota solucdo de H2S04 5,4
mol L-1 até a cor desaparecer

e Adicionar 1,0 mL de solu¢do de H2S04

e 0,4 gde (NH4)25208 sélido

e Levar a autoclave durante 30 minutos

e Deixar arrefecer

e Adicione 0,05 mL (1 gota) de indicadora fenolftaleina

e Neutralize com NaOH até se atingir uma cor rosa ténue

e Dilua até 100 mL com agua destilada.

Nota:

Em alguns casos poder-se-a formar um precipitado, mas nao se deve filtra-lo. Para
qualquer subdivisao da amostra, agite bem. O precipitado (possivelmente de fosfato de
calcio) redissolve nas condi¢cdes acidas do método do acido ascédrbico. Os padrdes
também sdo submetidos a digestdo. No caso de amostras de solo ou lamas, deve ser
pesada a amostra e registado o seu valor.

e Pipetar para um erlenmeyer 50,0 ml da amostra;

e De seguida, adicionar 0,05 ml (1 gota) de indicador de fenolftaleina (se se
desenvolver uma cor rosa, adicionar H2S04 a 5 N gota a gota até a cor desaparecer);

e Adicionar com uma pipeta 8,0 ml de reagente combinado e misturar bem;

e Depois de aguardar pelo menos 10 min, mas ndao mais de 30 min, mede-se a
absorvancia de cada padrao/amostra a 880 nm, utilizando o branco como a solugao
de referéncia.

No caso de amostras de lamas ou solos:

e Pesar cerca de 0,5 g de amostra;
¢ Em seguida, juntar 50,0 ml de 4gua destilada;
e Posteriormente, seguir as mesmas etapas de uma amostra liquida se tratasse.

e Iniciar por preparar um branco através da adicao de todos os reagentes, exceto o

acido ascorbico e o tartarato de potassio e antimoénio a amostra;
e De seguida, subtrair a absorvancia do branco a absorvéncia de cada amostra.
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Apds arecegao das amostras, e se ndo se iniciar de imediato a analise, estas devem
ser acidificadas com H2S04 concentrado a pH <2 e deverdo ser guardadas no
frigorifico a 4 °C.

Todo o material de vidro utilizado nesta determinacao, bem como o da amostragem,
deve ser previamente lavado com solugdo de acido cloridrico a 10% e passado
varias vezes por agua destilada, para eliminar a contaminacdo por detergentes.
Deve-se evitar o uso de detergentes comerciais uma vez que apresentam fosforo na
sua composicao.

Primeira consiste na digestdo acida da amostra para oxidagdo da matéria organica
e libertagdo do fésforo organico sob a forma de ortofosfatos dissolvidos.

Segunda etapa refere-se ao método colorimétrico para determinagdo da
concentracao de fosforo total presente na amostra.

A oxidacgdo prévia de todas as formas de fosfatos a ortofosfatos por digestao com

peroxodissulfato na presenca do metaborato de s6dio como catalisador e na
posterior reacdo do ido fosfato com os ides de molibdato e antiménio, em solugdo
acida, formando um complexo, o heteropoliacido 12-molidbofosférico que, na
presenca de acido ascorbico, se reduz a azul de fosfomolibdato, um complexo de cor
azul determinado fotometricamente a 880 nm.

0 método colorimétrico envolve a elaboracdo de uma curva de calibracao e
posteriormente a analise da amostra.

Para elaborar a curva de calibragao, prepararam-se padrdes medindo os volumes

indicados na tabela 2 e apds 10 minutos realizou-se a leitura das absorvancias a A =
880 nm.

Preparar os seguintes padroes, para baloes de 100 mL:

Padroées V solugio 50mg/L
(mg/L)

Concentracao
final

0 0 ml

0,25 1 ml

1 4 ml

2 8 ml

21



Rita Macieira Francisco

2.5 10 ml

Tabela 2 -Preparacdo dos padroes de fosforo total

e Em aguas:
e Em lamas e solos:

mg/LP = %('fmx fatordediluicio

Concentracdomg/ LP x 5y
1000

mg/ gmatériaseca = x fatordedilui¢éao

m

Onde:

C1 - concentracao em P043- em aproximadamente 58mL de volume final, expresso
em miligramas por litro

m - Massa de amostra pesada (g)

Implementag¢do da andlise de 6leos e gorduras e de hidrocarbonetos totais em dguas
por Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

4, Significado e importdncia da determinacdo de 6leos e
gorduras e hidrocarbonetos em amostras de aguas

Oleos de gorduras:

Os 6leos e as gorduras sao duas substancias, maioritariamente formada for lipidos,
sdo também constituidos por um conjunto de biomoléculas insoliveis em aguas e
soliveis em solventes ndo polares. O grupo dos lipidos exerce as seguintes fungdes,
expulsdo da 4gua, reserva de energia e sdo utilizados como componentes estruturais,
sendo que sdo muito relevantes na formacao de membranas celulares.

Os acidos gordos fazem parte da estrutura quimica dos 6leos e gorduras, e tém uma
ligacao com o glicerol na formacao de glicerolipidos (McMurry,2012) Estes acidos sdo
acidos carboxilicos de cadeia longa, em que tém como caracteristica, uma extremidade
polar e outra extremidade apolar, em que esta primeira é composta por um grupo
carboxilico, sendo também hidroéfilas. Ja& a outra extremidade, é composta por
hidrocarbonada que fornece a esta, fungoes hidrofébicas (fig. 5)
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Figura 5 - cadeia hidrocarbonada caracteristica dos acidos gordos (Fonte: Costa, 2012)

Os acidos gordos insaturados estabelecem mais do que uma ligacdo dupla, estando
estas separadas por um grupo de metileno. Nas cadeias de ligacdes duplas, sendo essas
ligacdes “cis” (fig. 6) nos acidos gordos insaturados provocam uma duplicagdo na
cadeira, ndo acontecendo nos acidos gordos saturados. Relativamente aos insaturados,
o facto de haver uma duplicagdo causara uma desordem, formando agregados mais
fluentes. Ja os saturados possuem uma estrutura mais linear, tendo uma organizacao
mais compacta e formando agregados mais rigidos, ndo havendo uma duplicacdo da
cadeia. Estas ligacdes “cis” influenciam também as forc¢as intermoleculares, sendo que
nos acidos gordos insaturados sdo mais fracos.

rans 0O
A pm
P W W %5 B I e Y OH
I.5 (j:l
T e T S ~0H

B ’ Jz

Figura 6 - Diferenca entre liga¢des cis e trans. A- Ligacdo trans encontrada em alguns acidos gordos que
passaram por processos artificiais; B- Ligacdo cis dos acidos gordos naturais (Fonte: Costa, 2012).

Hidrocarbonetos:

Os hidrocarbonetos, sdo compostos quimicos em que apenas estdo presentes
dtomos de carbono e hidrogénio, em que existe dois tipos de ligagdo, carbono-
hidrogénio e carbono-carbono. Esta udltima ligacdo, divide-se em trés ligacdes
covalentes simples, duplas e triplas. Relativamente as ligacdes covalentes simples,
existe na cadeia carbonatada, pois trata-se de um hidrocarboneto saturado, nas
ligacdes covalentes duplas ou triplas entre os atomos de carbono, trata-se de
hidrocarbonetos insaturados.

Os hidrocarbonetos, tém uma composicao apolar, ou seja, a sua solubilidade é mais
fraca com compostos polares, e bastante solvente em composto apolar. Esta
caracteristica fisico-quimica é muito importante na sua separacdo dos 6leos e gorduras.
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Existe dois grandes grupos que constituem os hidrocarbonetos, os hidrocarbonetos
alifaticos, dentro deste pode existir a probabilidade de serem constituidos por cadeias
carbonatadas abertas (lineares e ramificadas) ou fechadas, e os hidrocarbonetos
aromaticos (Fig.7).

Hidrocarbonetos

Alifaticos Aromaticos
Cadeia Aberta Cadeia Fechada
Alcanos Alcenos Alcinos Ciclo- Ciclo- Ciclo-
Alcanos Alcenos Alcinos

Figura 7 - Divisdo dos hidrocarbonetos (Costa, 2012)

4.1. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

As grandes preocupag¢des mundiais sdo a saide publica e ambiental e a poluicao que
nelas é exercida. Algumas a¢des que contribuem para esta poluicdo, nomeadamente
nas aguas superficiais e subterraneas, bem como nos oceanos do planeta, sdo o
crescimento populacional, a expansao industrial e as praticas agricolas intensivas, mais
grave ainda é o aumento de hidrocarbonetos devido ao escoamento industrial. Sendo
que este ultimo é um dos principais motivos para o aumento da poluicao por
hidrocarbonetos de vias negaveis que pode ser rasteado a o6leos, lubrificantes,
combustiveis ou subprodutos e lamas produzidos por plantas industriais pontuais.
(Sistema Nacional de Saude, 2020)

A espectroscopia infravermelha é uma técnica experimental utilizada com mais
frequéncia para a determinacdo dos niveis de hidrocarbonetos no ambiente. As
matérias relevantes nestas andlises podem ser classificadas como hidrocarbonetos de
petroleo totais (TPH), organicos de gama de gasolina (GRO), 6leo e graxa (OG), ou
simplesmente 6leo na agua (OIW). Segundo o método de andlise tradicional, neste
método era extraido uma amostra de dgua ou solo com um solvente halogenado que
ndo continha ligacées C-H e a magnitude do pico de hidrocarbonetos (C-H), era
analisada em uma célula liquida de longo curso com janelas transparentes
infravermelhas. Os solventes mais utilizados foram o tretacloreto de carbono e alguns
Freons. A extracdo liquida com solventes halogenados para andlise com FT-IR é a base
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de muitos métodos governamentais e da indudstria em todo o mundo, incluindo muitos
paises europeus e asiaticos. (thermo Fisher, scentific, 2013)

4.2. Descricao do principio do método e escolha do solvente de
extracao

Existem trés métodos experimentais utilizados para andlise dos pardametros
referidos em amostras liquidas: gravimetro, o Soxhlet é o método de escolha quando
estdo presentes compostos polares, fragdes de petréleo pesadas ou quando niveis de
gorduras ndo volateis podem alterar o limite de solubilidade do solvente.

A amostra devera ser recolhida em frasco de vidro bem lavado com detergente,
passado por agua e em seguida por solvente para eliminar residuos e interferéncia.
Como alternativa 4 lavagem com solvente, os frascos devem ser tapados com papel de
aluminio e colocados na mufla a uma temperatura entre os 200°C e 250°C, durante 1
hora. Os frascos ndo devem ser cheios até ao topo, nem a amostra deve ser subdividida
no laboratoério. Se ndo der inicio a andlise no periodo de 2 horas, devera proceder-se a
acidificacdo da amostra com Acido Cloridrico 1:1 até pH inferior a 2 e refrigera-la.

Relativamente as interferéncias, os solventes organicos tém a capacidade de nao
dissolver os 6leos e gorduras, mas também as outras substancias organicas, tais como,
os sulfatos, complexos aromaticos, corantes e organicos e certos derivados de
hidrocarbonetos. Estes compostos sdo extraidos e considerados como 6leos e
gorduras. Nao existem nenhum solvente para 6leos e gorduras. Trata-se de um método
experimental. No método gravimétrico, existe a perda de ligacdao H-C de cadeia curta e
de compostos simples aromaticos por volatilizagdo. Durante a pesagem podera ocorrer
um aumento de peso devido a absor¢ao da humidade do ar sendo houver o cuidado de
manter a amostra num exsicador. Este método é geralmente aplicado na determinacao
de Oleos e gorduras em amostras de d4guas superficiais, subterraneas, de
abastecimento, residuais, costeiras e de estuario. A gama de aplicagdo relativamente a
este método refere-se a concentragdes superiores a 0,2 mg/L de 6leos e gorduras.

O equipamento FTIR é utilizado para a determinacdo de 6leos e gorduras (0G) e
hidrocarbonetos (HDE) baseando-se na determinacdo da energia eletromagnética na
regido do infravermelho que é absorvida pela ligagdes C-H que os 6leos, gorduras e
hidrocarbonetos possuem (Costa, 2012)

O processo de extracao liquido-liquido em que o solvente extrator tem de ser
imiscivel com a amostra para que possa haver separacao de fases, sendo que, o solvente
terd necessariamente de estar livre de ligagdes C-H para ndo interferir com a
concentracdo real no analito presente na amostra. O método de analise utilizado é
baseado no que é proposto no “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (APHA-AWWA-WEF)

) y : Lde 6l luras:
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e Colocar numa ampola de decantagdo, uma porg¢do representativa de amostra;

e Apods o processo de transferéncia da amostra para ampola de decantacdo sao
colocados 20 ml de tetracloroeteno;

e Inicia-se a agitacdo vigoroso durante 2 min para aumentar a area de contacto
das fases que sdo imisciveis;

e Coloca-se ampola num suporte de ampolas e repousar até se atingir a separagao
de fases;

¢ (Quando as fases estiverem separadas, a aparte inferior (contendo o solvente e
0s 0G e HDE) é drenada através de um funil contendo sulfato de s6dio (Na2S04)
para dentro de um baldo de diluicdo de 50ml.

O sulfato de s6dio é utilizado para remover a humidade que a fase do solvente
drenado possa conter. Este processo de separacgao liquido-liquido é repetido mais duas
vezes. No final das extragdes, o sulfato de s6dio é lavado com o solvente extrator com
objetivo de o limpar do analito em analise sendo o baldo de diluigdo posteriormente
aferido. O extrato é entdo analisado num equipamento FTIR através de uma célula de
quartzo para se determinar os o6leos, gorduras e hidrocarbonetos presentes na
amostra.

Quando o objetivo é a determinacao de hidrocarbonetos presentes na amostra é
necessario adicionar silica gel ao balao de diluigdo e agitar para promover o contacto
entre a silica gel e o estrato. A silica gel tem a capacidade de remover compostos polares
tais como os 6leos e gorduras, deixando apenas os compostos apolares como os
hidrocarbonetos. O extrato contendo a silica é entdo filtrado através de fibra de vidro
e analisado no equipamento FTIR (Pinho et al, 2011).

O equipamento FTIR tem a capacidade de varrer a zona do espectro
eletromagnético referente ao infravermelho. E nesta zona do espetro que ocorre a
absorcdo correspondente as ligacdes C-H.

4.2.1. Materiais, equipamento e reagentes

Nesta técnica sao necessarios equipamentos especificos para a sua implementacao,
nomeadamente:

e O espetrofotbmetro de infravermelho (utilizado a 2930 cm-1 com células
fotométricas de 10 cm de percurso 6ptico)

e Agitador magnético munido de uma barra de agitagdo de 4cm, como minimo
revestida a teflon.

Relati 21 de vid lizado:

e (Todo este material devera ser previamente passado por freon ou tetracloreto)
e Ampolas de decantagdo com tampa de teflon
¢ Funis de vidro com 7 cm de diametro

26



Descricao das atividades desenvolvidas no Laboratério A- LOGOS

Pipetas de 1ml e 25 ml de capacidade

Papel de filtro (Watman N2 40)

Matraz ou coluna de cromatografia (1cm de didmetro, +/- 20 cm de altura)
Baldes volumétricos com tampas de teflon

2 células fotométricas de 10 com de percurso 6tico

) lizad o N

Acido cloridrico concentrado 1:1

Tetracloroeteno (Cz2Cl4) de carbono para fins espectrofotométricos de IV

Cloreto de Sédio, NaCl, anidro; Sulfato de s6dio, Na2 S04, anidro

Hexadecano (C14H34)

I[soctano (CsHzis)

Benzeno (CeHs)

Silica Gel (Si02)

Relativamente 4 preparacdo da solucdo mae:

Pipetar para um baldo volumétrico, de vidro e de tampa de teflon, 15 ml de
hexadecano, 15 ml de isoctano e 10 ml de benzeno.

Pipetamos 1 ml da solugao mae para um balao volumentrico de 200 ml e completar
com solvente.

Nos padrdes preparamos uma serie de padrdes, partindo da solugao stock, de 100,
200,300,400 e 500 ppb.

p Y . L
Marcar a garrafa da amostra com um marcador de vidro, para mais tarde
determinar o volume.

Adicione 5 ml de acido cloridrico 1:1 por cada litro de amostra (se a amostra ndo
for acidificada na altura da colheita)

Levar a agitacdo forte com o auxilio de barra de agitacdo magnética verificando se
o ph da solucdo é inferior a 2. (caso ndo seja adicionar mais acido cloridrico ate o
valor ser inferior a 2)

Introducdo da amostra na ampola de extracao 1 litro

Introduzir 30 ml de tetracloroeteno de carbono

Agitar vigorosamente durante 2 minutos (este procedimento devera ser faseado
acrescentando 15 ml de cada vez).

Passar o solvente pelo frasco de amostragem antes da sua introdug¢ao na ampola de
extracao

Por ultimo deixamos decantar por 10 minutos.

Procedi : Lde 6l .

Colocar aproximadamente 10 g de sulfato de s6dio anidro
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e Decantar o extrato passando por um filtro whatman 40 (previamente lavado com
solvente)

e Recolher o filtrado para a célula

e Determinar o pico maximo de absor¢ao de 2930 cm-1 (tendo como referéncia o
solvente)

Procedi : | dos hid ] _

e Iniciar com a passagem do filtrado previamente lido no item anterior (contido na
célula espectrofotométrica) para uma erlenmeyer com 3g de silica de gel -por cada 100
mg de 6leos e gorduras (no maximo de 30g), o qual esta colocado sobre um agitador
magneético. Realizar a extracao durante 5 minutos com agitacao.

e Nas vias da coluna cromatografica, passamos o filtrado previamente lido no item
anterior (contido na célula espectrofotométrica) por uma coluna cromatografica
previamente limpa com solvente e cujo enchimento é feito com 5 cm de absorvente e
uma colher de sulfato de s6dio anidro. Por fim recolher o estrato final e colocar na
célula de leitura, determinando o pico maximo a 2930 cm-1 tendo como referéncia o
solvente.

4.3. Validacao e controlo de qualidade do método de determinacao
de 6leos e gorduras e hidrocarbonetos por FTIR

Um método de ensaio é um processo que envolve manipulacdes suscetiveis de
acumularem erros (sistematicos e/ou aleatérios), podendo assim, em algumas
situagdes, alterar de forma significativa o valor do resultado final. E por isso
fundamental que os Laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para
demonstrarem, através de um plano de validacdo, que os métodos internos de ensaio
que executam conduzem a resultados crediveis e adequados a qualidade pretendida.
(Relacre, 2000)

A descricdo dos métodos internos de ensaio deve ser feita em documentos, de forma
detalhada, de modo que qualquer pessoa com formag¢do adequada o consiga executar
(Relacre, 2000)

Sempre que um laboratério pratica métodos internos de ensaio tera que instruir
um processo de validacao desses métodos, que inclua todos os registos obtidos. Os
requisitos minimos para a validacao de métodos internos de ensaio dependem do tipo
de método em causa, mas em geral compreendem o estudo e conhecimento dos
parametros seguintes:

e Gama de trabalho/Linearidade;

e Limiares analiticos (Detecdo e Quantificacdo);
e Sensibilidade;

e Precisao;
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e [Exatidio.

0 processo de validagao envolve o estudo de parametros por avaliacdo direta e por
avaliacdo indireta e devera pelo menos abranger as partes ou alteragdes cuja validacdo
ndo tenha sido feita por um organismo reconhecido. (Relacre, 2000)

A validacdo ¢ efetuada por determinagdo e evidéncia de parametros caracteristicos
inerentes ao método, nomeadamente os que descrevemos a seguir (Relacre, 2000):

4.3.1. Especificidade/seletividade

A Seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito, em
particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. Esta
caracteristica é essencialmente funcdo do principio de medida utilizado, mas depende,
no entanto, do tipo de compostos a analisar.

Por outro lado, diz-se que um método é especifico se tiver a capacidade de
identificar e diferenciar um determinado analito relativamente a outras substancias
presentes na amostra e sem que estas interfiram com os resultados (OIE, 2020). Para
avaliar a interferéncia de outras substincias no método analitico, é fundamental
proceder a um teste de recuperacdo em que se utiliza uma série de amostras, de igual
matriz (por exemplo tera que ser aquosa se estamos a analisar aguas), em que o unico
fator que varia é a concentracdo (conhecidas) do analito e que deverao estar dentro da
gama de trabalho. As amostras devem ser analisadas em duplicado e sob condi¢des que
permitam a repetibilidade (Relacre, 2000).

Um método de ensaio pode ser considerado como especifico e seletivo quando ap6s
a realizacdo do teste de recuperacgao, se constatar que as taxas de recuperacao sao
proximas dos 100 % (Relacre, 2000).

A sensibilidade constitui outro parametro importante na validagao de um método
analitico. A sensibilidade define-se como quociente entre a resposta de um
instrumento de medicao e a correspondente variacdo do estimulo (Relacre, 2000). Este
parametro pode depender do valor da grandeza a medir e a variacao de grandeza que
se pretende medir deve ser maior que a resolucdo. De facto, a sensibilidade determina
a capacidade de um determinado método de identificar pequenas diferengas de uma
dada grandeza do analito. E um pardmetro importante quando se pretende compara
varios métodos analiticos na determinacdao de um dado analito (Relacre, 2000).
Pequenas variagdes da concentracao do analito podem ter um efeito significativo no
resultado final da grandeza medida quando estamos perante métodos sensiveis. Tal
critério representa a capacidade do método de criar uma variacdo no valor da grandeza
em estudo, através de um pequeno aumento da concentragdo ou quantidade do analito
(Brito et al, 2003). Em termos praticos, podemos dizer que a sensibilidade
corresponde ao declive da curva de calibracdo que é obtida entre a resposta e a
concentrac¢do do analito (Relacre, 2000).
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4.3.2. Quantificacao

Para interpretar as informacdes veiculadas pelos estudos e ensaios efetuados, o
analista apoia-se no calculo de varios parametros, entre os quais se destacam (Relacre,
2000):

e Curvas de calibragao;

e Limiares analiticos do método de ensaio.

4.3.2.1. Curvas de Calibracao

Em anadlises quantitativas, a calibracao indica um processo pelo qual aresposta dum
sistema de medida se relaciona com uma concentragdo ou uma quantidade de
substancia conhecida. Em métodos instrumentais de analise, a calibragdo analitica do
equipamento processa-se geralmente do seguinte modo (Relacre, 2000):

e O analista prepara uma série de solugdes-padrao em que a concentragao do
parametro a dosear é conhecida;

e Estas solugdes-padrao de calibracdo sdo medidas num equipamento analitico,
nas mesmas condicoes das amostras a analisar;

e Estabelece-se um grafico de calibracdo (sinal do equipamento em fung¢do da
concentra¢do) e determina-se a concentracao do parametro nas amostras, por
interpolacao.

A forma algébrica da equagao de uma reta é dada pela seguinte expressao:
y=a+bx

Em que arepresenta a ordenada na origem e b o declive da reta. Esta reta é formada
por um conjunto de pares ordenados e independentes, (x1,y1); (x2,y2);...; (xi,yi);...
(xN,yN) que devera corresponder a N pontos marcados na reta. O ponto (x1,y1)
pertence geralmente ao branco. A média de valores de x (concentracdo dos padrdes
utilizados) representa-se por e a média dos valores de y (sinal instrumental)
representa-se por y (Relacre, 2000)

4.3.3. Gama de trabalho

Podemos definir gama de trabalho como sendo o intervalo entre os niveis superior
e inferior de um procedimento analitico para a qual se demonstrou que o procedimento
analitico tem um nivel adequado de precisdo, exatidado e linearidade (Relacre, 2000). O
intervalo é normalmente expresso nas mesmas unidades que os resultados dos ensaios
(por exemplo, percentagem, partes por milhdo) obtidos pelo método analitico.
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O Limite de Detecao (L.D.) pode ser definido como o teor minimo medido, a partir
do qual é possivel detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel.
Este limiar analitico corresponde a mais pequena quantidade de substancia a analisar
que pode ser detetada numa amostra, mas nao necessariamente quantificada como
valor exato.

Uma leitura inferior ao limite de detecdo nao significa, obviamente, a auséncia do
analito a medir. Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a
concentracdo do componente em causa sera inferior a um determinado valor. Em
termos praticos, o conceito de limite de dete¢do corresponde a concentracdo minima
que é possivel distinguir do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma
matriz, mas nao contém o analito (note-se que existem varios tipos de brancos)
(Relacre, 2000).

7

Para uma correta definicdo do limite de detecdo é necessario introduzir dois
conceitos de estatistica: erro do tipo I e erro do tipo II. O erro do tipo I (risco a) é a
probabilidade de concluir pela presengca do componente em andlise quando de facto
ndo existe esse componente na amostra, enquanto o erro do tipo II (risco B) é a
probabilidade de concluir pela auséncia do componente em analise, quando ele de facto
existe. Para uma correta analise dos limiares analiticos, estes dois tipos de erros devem
ser minimizados, optando-se por usar as recomendac¢des da IUPAC (a = B = 5%)
(Relacre, 2000).

Quanto ao Limite de Quantificacao (L.Q.), pode-se dizer que corresponde a menor
concentracdo que é possivel ser medida pelo método analitico utilizado, com uma
determinada exatidao e precisdo. Na pratica, corresponde normalmente ao padrao de
calibracdo de menor concentragdo (excluindo o branco). Este limiar, apés ter sido
determinado, deve ser testado para averiguar se a exatiddo e precisdo conseguida é
satisfatoria. Este teste pode ser realizado através da passagem, em condi¢des de
precisdo intermédia, de uma série de padrdes internos, cuja concentragdo é proxima
ou igual ao limiar de quantifica¢do. Segundo as recomendac¢des da IUPAC, o coeficiente
de variacao (desvio padrdo a dividir pela média dos valores encontrados) para estes
padroes ndo deve exceder 10% (Relacre, 2000)

4.3.4, Precisao

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condi¢des definidas. E importante salientar que serd mais realista
estudar preferencialmente a precisdo sobre amostras, para minimizar efeitos de
matriz. Existem duas medidas extremas para avaliar esta dispersao, designada por
repetibilidade e reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de precisdo
existe uma situacdo intermédia que se designa por precisio intermédia ou
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variabilidade intralaboratorial. Convém referir que geralmente a precisao varia com a
gama de concentragdes (Relacre, 2000)

4.3.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em condi¢cdes
idénticas, isto é, refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em
condicoes tao estaveis quanto possivel, tais como:

e Mesmo Laboratorio;

e Mesmo analista;

e Mesmo equipamento;

e Mesmo tipo de reagentes;

e Curtos intervalos de tempo.

O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica (normalmente 95%), a diferenca absoluta entre dois
resultados de ensaio (Xi, Xi-1), obtidos nas condi¢des acima referidas. Na pratica
aceitam-se os resultados de duas determinagdes efetuadas em condi¢cdes de
repetibilidade se | Xi - Xi-1 | < r. Caso a amplitude entre os dois ensaios seja superior
ao limite, dever-se-4, numa primeira fase, fazer uma andlise critica e, caso seja
necessario, recorrer a repeticio de ensaios segundo um plano assente em dados
bibliograficos ou normas, nomeadamente a Norma ISO 5725-2 e ISO 5725-6 (Relacre,
2000).

A repetibilidade pode ser determinada através de um ensaio intralaboratorial ou a
partir de ensaios efetuados no proéprio Laboratério (Relacre, 2000).

Para determinar a repetibilidade de um método no préprio Laboratério, efetuam-
se um conjunto de medi¢des (n > 10) sobre uma mesma amostra ou padrdes, em
condicoes de repetibilidade. Caso se justifique, este procedimento é repetido sobre
uma série de amostras, em varios niveis de concentracdo, devendo cobrir todo o
dominio de aplicagdo do método (Relacre, 2000).

Quando se pretende avaliar a repetibilidade através de um ensaio intralaboratorial,
o numero de medi¢cOes, em cada nivel de concentragdes, podera ser inferior (n = 2). Em
ambos os casos, o calculo é efetuado separadamente para cada nivel de concentragao i,
a partir dos resultados obtidos e eliminando os valores aberrantes (ISO 5725-2, ASTM
E178) (Relacre, 2000)

4.3.4.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade refere-se a precisao de um método efetuado em condigdes de
ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra,
fazendo-se variar as condi¢oes de medicao, tais como:
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¢ Diferentes laboratérios;

e Diferentes operadores;

e Diferentes equipamentos;
e E/ou épocas diferentes;

O limite de reprodutibilidade (R) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica (normalmente 95%), a diferenca absoluta entre dois
resultados de ensaio, obtidos nas condi¢des referidas (Relacre, 2000).

4.3.5. Precisao Intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padroes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo laboratério ou
em laboratérios diferentes, mas definindo exatamente quais as condigdes a variar (uma
ou mais), tais como (relacre, 2000):

e Diferentes analistas;

e Diferentes equipamentos;

e Diferentes épocas;

e (Com/sem verificacdo da calibragao.

Estamedida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados num laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar, pelo que se
desenvolverd, neste guia, apenas a situagdo intralaboratorial (Relacre, 2000).

Para determinar a precisao intermédia de um método, efetuam-se n medi¢ées em
replicado, duplicado ou em ensaio Unico, sobre a amostra, nas condi¢des pré-definidas,
pois existem varios métodos de estudar este tipo de precisdo. Quando aplicavel, este
procedimento é repetido sobre outras amostras, abrangendo outras gamas de
concentracdo (Relacre, 2000).

Na maioria dos casos, o valor da precisdao intermédia é funcdo da gama de
concentracdo do ensaio e o seu calculo é efetuado, preferencialmente, a partir dos
resultados obtidos, apés elimina¢do dos resultados aberrantes (ISO 5725-2, ASTM
E178). A visualizagdo grafica dos valores também pode ser util para identificar a
existéncia de valores aberrantes (ISO 5725-3). (relacre, 2000)

4.3.6. Exatidao

A exatidao pode ser definida como sendo a conformidade entre o valor dado como
verdadeiro, ou esperado, e o valor resultante da medicao (Brito et al., 2003; Relacre,
2000). Este parametro consiste numa agregacdo entre os componentes de erros
aleatdrios e os componentes de erros sistematicos (Relacre).

Os processos usados para determinar a exatiddo de um método sdo, entre outros:
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e Materiais de referéncia certificados;
e Ensaios interlaboratoriais;

e Testes comparativos;

e Ensaios fortificados.

A exatiddo corresponde a comparacao entre os valores obtidos pelo método que se
pretende validar com os obtidos, na mesma amostra, por um outro método ja validado.
Posteriormente, é calculada a diferenca entre ambos os valores. O valor obtido sera
comparado com o valor que seria esperado obter: o valor zero (Brito et al., 2003;
Relacre, 2000). E, entdo, estabelecido o nivel de confianca tendo em consideracdo o
intervalo de concentracgao.

4.3.6.1. Materiais de referéncia certificados

Sempre que possivel, os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) devem ser
usados no processo de validacdo de um método de ensaio. Além disso, estes materiais
constituem uma excelente ferramenta no Controlo Externo da Qualidade de uma
analise quimica (Relacre, 2000).

Um material de referéncia certificado tem associado um valor de concentracao, ou
outra grandeza, para cada parametro e uma incerteza. Estes materiais tétm como
objetivo avaliar o desempenho dos laboratérios e controlar a exatiddo dos ensaios
realizados (Relacre, 2000). O valor obtido através dos MRC é entdo comparado com
respetivo valor certificado, de modo a que seja possivel a determinacdo do erro e da
exatiddo da analise. No caso de se verificar que o valor obtido nao se encontra dentro
do intervalo de incerteza definido para o valor certificado, deve-se tentar identificar o
motivo pelo qual ocorreu tal desvio e tentar elimina-lo.

Os materiais de referéncia certificados sao importantes para avaliar o desempenho
de um laboratério ou para avaliar um método padronizado que esteja a ser aplicado
pela primeira vez no laboratério ou para avaliar o desempenho de um analista
(Relacre).

4.3.6.2. Ensaios interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratoriais, permitem que um laboratério evolua de forma
gradual, uma vez que faz com que se trabalhe com diferentes amostras e cujo valor dito
como verdadeiro nao é conhecido, dando assim origem a novos desafios (Relacre,
2000). Existem varios tipos de ensaios interlaboratoriais, entre os quais os chamados
de aptidao, de exatiddo e de normalizacao.

Os laboratdrios devem realizar de forma regular ensaios de aptidao, que tém como
propoésito avaliar a conduta dos laboratérios. Participar em ensaios de certificacao ou
de normalizag¢do contribui com informacdo e experiéncia importantes (relacre, 2000).
Os ensaios interlaboratoriais de normalizacdo destinam-se a estudar as caracteristicas
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de um método de andlise, nomeadamente a sua reprodutibilidade e repetibilidade.
Neste caso, é condicdo de acesso a utilizagdo exclusiva do método estipulado para esses
ensaios (Relacre, 2000)

Em termos praticos, quando o Laboratério pretenda avaliar a repetibilidade e a
reprodutibilidade de um método, demonstrando em simultaneo que tem uma precisao
compativel com a de outros laboratoérios, pode recorrer a um ensaio do tipo de
normalizacdo. Quando tem por objetivo evidenciar a exatiddo dos seus resultados,
entdo pode participar em ensaios do tipo de aptidao (Relacre, 2000).

Os resultados obtidos pelo laboratdério nos ensaios interlaboratoriais em que
participa devem ser objeto de uma analise cuidada, de que podera resultar um plano
de acgdes corretivas (Relacre, 2000)

4.3.6.3. Testes comparativos

Um outro contributo importante na validacdo de um método interno de ensaio
consiste na comparacao dos resultados obtidos a partir desse método com os
resultados conseguidos através de um método de referéncia. Pretende-se assim
determinar a proximidade existente entre os seus resultados, ou seja, determinar a
exatiddo do método interno, em relacdo ao método de referéncia. Na pratica, efetuam-
se andlises em duplicado, utilizando os dois métodos de ensaio em separado sobre as
mesmas amostras. Este estudo podera ser realizado numa gama restrita de
concentragdes ou em toda a gama de concentracdes em que se pretende validar o
meétodo (Relacre, 2000).

Existem varias técnicas para comparar os resultados obtidos por dois métodos de
ensaio, nomeadamente (Relacre, 2000):

e Teste de hipdtese: teste t das médias;
e Teste de hipdtese: teste t das diferencas (amostras emparelhadas);
e Teste daregressdo linear entre dois métodos de ensaio.
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5. Consideracdes finais

A integracdo nas atividades do Laboratério A.LOGOS, bem como o enquadramento
com a documentacdo utilizada no laboratério, sobretudo a nivel de controlo de
qualidade, permitiu desenvolver as competéncias no manuseio de equipamentos,
materiais e reagentes de laboratério. Também a familiarizacdo com as praticas do
Laboratério, assim como o acompanhamento dos técnicos na execucdo das varias
metodologias em vigor e a execucdo analitica das metodologias em amostras reais com
supervisao foi atingido com sucesso, uma vez que no decorrer do periodo de
03/02/2020 a 20/03/2020 foi possivel adquirir competéncias em métodos analiticos
referentes a analise de varios tipos dguas, sendo possivel aplicar os conhecimentos que
foram obtidos ao longo do curso.

Este periodo proporcionou ainda a possibilidade de ter um contacto mais concreto
com o mundo laboral, resultando numa evolucdo da capacidade e experiéncia
profissional, tornando-se muito importante a aprendizagem e aumento significativo
dos conhecimentos adquiridos.

Infelizmente, devido ao estado de emergéncia, ndo consegui contribuir na pratica
para implementar a nova técnica de andlise no equipamento FTIR, de 6leos e gorduras
em aguas. Contudo, a revisdo bibliografica sobre a metodologia analitica para
determinac¢do de 6leos e gorduras e hidrocarbonetos totais, em aguas residuais, por
espetroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando como
solvente de extracdo tetracloroetileno e sobre o plano de validagcdo deste método
analitico, foi igualmente importante para a formacao ndao s6 em termos técnicos, mas
sobretudo em termos cientificos, ja que permitiu também desenvolver competéncias
da pesquisa e escrita de relatérios técnico-cientificos.
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