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Resumo

No ambito da unidade curricular “Projeto Cientifico ou Projeto Industrial” do Mestrado em Quimica,
com especializacio em Controle de Qualidade e Ambiente, surgiu o interesse em estabelecer a correlacdo entre
a vertente tebrica e pratica, daf a realizacdo de um estagio curricular na AMITEQ — Associagdo para a Inovagao
Tecnolobgica e Qualidade. Trata-se de uma institui¢do privada de utilidade publica, sedeada em Coimbra, cujo
objetivo se prende no apoio a induastria e a comunidade no dominio da quimica, especializada em controlo

quimico da qualidade.

Numa fase inicial, o foco do trabalho desenvolvido passou pela integracdo num ambiente empresarial,
pela familiarizagio com a legislacio em vigor, no que diz respeito a analise de 4guas, ¢ com o controlo de
qualidade realizado, pelo desenvolvimento de competéncias na utilizagdo de equipamento, material de
laboratério e reagentes e pelo enquadramento nas atividades do laboratério (documentagio, gestio de amostras
e de equipamento, etc.). Para além disso, também foi importante o conhecimento pelas metodologias que

existem dentro e fora do ambito da acreditacio.

O trabalho realizado incidiu na implementagéo e validacdo de dois métodos analiticos que se encontram,
ainda, fora do ambito da acreditagio. O primeiro refere-se a determinacio de Oleos e gorduras e
hidrocarbonetos totais, em aguas residuais, por espetroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), utlizando como solvente de extracdo tetracloroetileno. O segundo método analitico alude 2
determinacido de trihalometanos (nomeadamente cloroférmio, bromodiclorometano, dibromoclorometano e
bromoférmio) e de solventes clorados, tricloroetileno e tetracloroetileno. Este método analitico ¢ realizado em
dguas de consumo, através de micro-extragido em fase sélida e posterior andlise num cromatégrafo gasoso
acoplado a espetrometria de massa (SPME-GC-MS). A implementac¢io surge com a finalidade de substituir o

ensaio acreditado realizado em cromatografia gasosa acoplada a um detetor de captura de eletrdes (GC-ECD).
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Abstract

Within the course “Scientific Project or Industrial Project” of the Master in Chemistry, with specialisation
in Quality and Environmental Control, became interested in establishing the correlation between theoretical
and practical approach, thus achieving a traineeship in /EMITEQ — Association for Technology and Quality
Innovation. It is a private institution of public utility, based in Coimbra, whose purpose is related to support

the industry and the community in the field of chemistry, specializing in chemical quality control.

Initially, the focus of work spent by integration an enterprise environment, the familiarization with the
legislation in force, with regard to water analysis, and quality control carried out by the development of skills in
the use of equipment, laboratory equipment and reagent and the environment in the laboratory activities
(documentation, sample management and equipment, etc.). Futhermore, it was also important to know the

methods that exist within and outside the scope of accreditation.

The work focused on the validation and implementation of two analytical methods which are also outside
the scope of accreditation. The first relates to the determination of oils and fats and total hydrocarbons, in
waste water, by infrared spectroscopy by Fourier transform (FTIR), using tetrachloroethylene as extraction
solvent. The second analytical method refers to the determination of total trihalometanes (such as chloroform,
bromodichloromethane, dibromochloromethane and bromoform) and chlorinated solvents, trichloroethylene
and tetrachlorethylene. This analytical method is performed in drinking water, through micro-extraction in solid
phase and subsequent analysis in a gas chromatograph coupled to mass spectrometry (SPME-GC-MS). The
implementation arises with the aim of replacing the assay believed carried out in a gas chromatography electron

capture detector (GC-ECD).
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Preambulo

A presente dissertacio encontra-se organizada em seis capitulos, em conjunto com alguns anexos nos

quais consta alguma informacio adicional.

No Capitulo 1 — Introducio — ¢ feita uma referéncia ao historial da agua, a empresa onde foi realizado
este estagio curricular (ZEMITEQ), a legislacdo utilizada em termos de controlo de qualidade de 4guas e ao

conceito de acreditagdo, bem como todas as etapas necessarias.

No Capitulo 2 — Validagdo de métodos analiticos — encontram-se descritos todos os conceitos e
procedimentos necessarios ao processo de validagao de métodos analiticos e ao controlo quimico de qualidade.

Para além disso, faz referéncia a norma I1SO 11352:2012, que remete para a estimativa da incerteza.

O Capitulo 3 — Anilise de dleos, gorduras e hidrocarbonetos por espetroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier— descreve a técnica utilizada de forma detalhada: instrumentacio, solvente de extracao,

processo de extra¢io liquido-liquido, principio do método, material, reagentes e possiveis interferéncias.

O Capitulo 4 — Anilise de trihalometanos, tricloroetileno e tetracloroetileno por micro-extragdo em fase
sélida em cromatografia gasosa associada a espetrometria de massa — contemplam conceitos de cromatografia
gasosa, de espetrometria massa e de micro-extra¢ao em fase solida. Também descreve o principio do método,

material, reagentes e possiveis interferéncias desta técnica.

No Capitulo 5 — Resultados e Discussido — constam todos os resultados obtidos dos diversos parametros
que fazem parte do processo de validacio dos métodos analiticos estudados. Além dos resultados, sio feitos

varios comentarios que permitem tirar conclusdes plausiveis relativamente a validagio realizada.

Por fim, no Capitulo 6 — Conclusio — ¢ apresentada a suma do estudo realizado.
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Introdugio

1.1. Agua

A dgua ¢ um recurso precioso, essencial para a existéncia do Homem e das suas atividades econémicas.
Muitas vezes, trata-se de um recurso limitado, sendo, consequentemente, necessiria compreensio face a
influéncia humana na quantidade e qualidade da 4gua. E por isso fundamental, de uma forma crescente, o
desenvolvimento de novos conceitos e metodologias que permitam a aplicacio de politicas de gestdo de agua,

uma vez que nio ¢ suficiente tratar a agua apenas como um recurso disponivel. [1-2

Esta substancia vital encontra-se, maioritariamente, nos oceanos e sob a forma de gelo nos glaciares,
acabando por apenas cerca de 1% dos recursos hidricos do Planeta representar a agua disponivel para consumo
humano. E, sem duvida, uma percentagem minima, quando se sabe, por exemplo, que o corpo humano é

constituido maioritariamente por agua (entre 75% e 80%). (23]

Desde sempre que o Planeta foi alvo de diversas e constantes agressGes, nomeadamente, 0 consumo
excessivo de agua, a contaminagao, a negligéncia e a caréncia do planeamento da mesma, havendo um reflexo
de consequéncias varias, sobretudo na escassez da dgua e na saude publica. Deste modo, os recursos hidricos
tornam-se em vulgares meios de recegdo e transporte de poluentes, tais como, efluentes domésticos e
industriais. A reutilizacdo das dguas residuais é uma medida sensata para a reducio da escassez de 4dgua e
conservacio dos recursos. A garantia da qualidade da 4gua para consumo humano, a gestio dos recursos
hidricos, a manutencio dos reservatérios naturais de dgua e a garantia da sua pureza sio pontos a ter em elevada

consideracio. 124

Para um maior e melhor controlo de qualidade da agua é realizada a avaliacio de parametros fisico-

quimicos e microbiolégicos, através de analises especificas e avaliagio dos respetivos valores paramétricos. A

1



agua de consumo humano exige um continuo controlo de qualidade, com base em anailises que garantam
conformidade entre o tratamento/distribuicio e os objetivos/tregulamentos previstos. Estas analises devem set
realizadas periodicamente em laboratérios especializados e acreditados, com profissionais habilitados na area.
Os parametros selecionados estdo de acordo com a intenc¢ao do estudo a realizar, evitando danos ambientais e

de saide publica. P!

Desde 1991 que a Associacdo para a Inovacao Tecnolégica e Qualidade, AMITEQ), especializada em
controlo quimico da qualidade, desenvolve atividades de apoio técnico ao servigo da industria e da comunidade
nos dominios da quimica, ambiente, qualidade, energia e inovacao. A partir de 1994 exerce as suas atividades
em Coimbra, onde se encontra sedeada. Trata-se de um laboratério acreditado de analises de aguas, cujo
objetivo visa o controlo da qualidade da agua nos sistemas de abastecimento publico. A AMITEQ presta ainda
apoio as autarquias e empresas municipais nas areas do controlo da qualidade de aguas de consumo, aguas
residuais, aguas para recreio e suporte ao funcionamento das estacoes de tratamento de agua (ETA) e de
residuais (ETAR). A competéncia técnica pode ser demonstrada através do rigoroso processo de acreditagio e
da participacdo em ensaios interlaboratoriais, nacionais e internacionais. A AMITEQ presta também servicos

de apoio a industria e 4 comunidade cientifica.

1.2. Legislacgao

A 4gua, como bem essencial que ¢, exige um controlo de qualidade regular que garanta a isengdo de qualquer
risco, encontrando-se em conformidade com as normas estabelecidas legalmente. Estas normas visam a analise
e prote¢ao dos recursos hidricos, com base em programas de controlo adequados as necessidades locais e que

cumpram os requisitos minimos estabelecidos. [°!

A Diretiva n.° 80/778/CEE foi aprovada, em 1980, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida da
populagio europeia. Contudo, em 1998, surgiu a necessidade de adaptar novas exigéncias, dai a aprovacio da
Diretiva n.° 98/83/CE pela Unido Eutropeia. A atual Diretiva foi transposta para o direito interno portugués
através do Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de Agosto, que, mais tarde, foi revogado pelo Decreto-Lei n.® 243/2001
de 5 de Setembro, em diversos aspetos da qualidade. Este DL estabelece normas, critérios ¢ objetivos de
qualidade para a 4gua de consumo humano com a finalidade de proteger a satde do Homem dos efeitos nefastos

de qualquer contaminagio, garantindo a salubridade e limpeza da 4gua. ")

Atualmente, a qualidade da dgua para consumo humano ¢ legislada pelo DL n.° 306/2007 de 27 de Agosto,
resultante da revisao do D.L. n.° 243/2001 de 5 de Setembro. Este vai de encontro ao objetivo tracado pelo

anterior, no entanto, pretende ainda assegurar a disponibilizacio tendencialmente universal da sua composicio,

2



tal como as obrigacoes de garantia dos parametros de qualidade da agua disponibilizada. Ainda estabelece
critérios de reparticao de responsabilidade pela gestdo de um sistema de abastecimento publico de agua para

consumo humano, quando existir partilha da mesma por duas ou mais entidades gestoras. 6]

Para a regulacio da qualidade da 4gua foi criada uma autoridade competente para a coordenacio e
fiscalizagio do atual DL, o Instituto Regulador de Aguas e Residuos (IRAR), nos dias de hoje designada por
Entidade Reguladora dos Servigos de Aguas e Residuos (ERSAR). F uma entidade reguladora dos servicos de
abastecimento publico de agua, saneamento de 4guas residuais e de gestdo de residuos urbanos, que pretende
reforcar as medidas e instrumentos que privilegiam a eficicia da agdo nesta area. A atividade da ERSAR visa
assegurar uma correta prote¢ao do utilizador dos servigos de aguas, evitando possiveis abusos decorrentes dos
direitos de exclusivo (tais como, garantia e controlo da qualidade dos servigos publicos prestados, supervisio e
controlo das tarifas praticadas). A sua intervencdo deve seguir os principios de competéncia, isencao,
imparcialidade e transparéncia, e considerar as vertentes técnica, econdmica, juridica, ambiental, social, ética e

de saude publica. [6-5 101

O novo D.L. veio introduzir os conceitos de valores paramétricos (VP), que terdo vindo substituir os
valores maximos admissivel (VMA) e recomendado (VMR). Segundo o D.L. 306/2007 de 27 de Agosto, o VP
corresponde ao valor maximo ou minimo fixado para cada um dos pardmetros a controlar, sendo classificado
como parametro obrigatério ou parametro indicador. Os parametros obrigatérios abrangem os parimetros
quimicos e microbiolégicos, cujos valores ndo podem ultrapassar os que constam no DL. Jd os parimetros
indicadores correspondem ao VP que deve ser considerado como um valor de referéncia. Caso o resultado da
analise da amostra se enquadre nos valores paramétricos fixados para cada tipo de 4gua, significa que os
requisitos de qualidade da mesma sio satisfeitos. Quando nio existe conformidade de resultados, a autoridade
competente (ERSAR, Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos) ¢ informada e sio tomadas

medidas adequadas, definindo-se um plano que vise a resolu¢io do incumprimento. (¢l

Mediante o desctito no anexo II do D.L. n.° 306/2007, o controlo de qualidade da 4gua de abastecimento
¢ realizado com base em controlos de rotina (R1 ou R2) e de inspe¢io, segundo a avaliagio de pardmetros que
se pretende efetuar (Anexo A), em que ambos os controlos pretendem verificar o cumprimento dos valores
paramétricos que constam em legislacdo. O controlo de rotina pretende assegurar informagdo regular sobre a
qualidade organolética e microbiolégica da dgua destinada ao consumo humano, bem como sobte a eficicia
dos tratamentos existentes. O controlo de inspe¢ao acaba por assegurar um controlo mais alargado da qualidade
da 4gua. 11 Os ensaios que levam a verificacio do cumprimento da legislacdo sio realizados obrigatoriamente

por laboratérios acreditados para esse fim. 19



1.3. Acreditagao

O fenémeno de globalizagdo associado a permanente evolucido do mercado encaminhou as empresas para
novos desafios, condicionando-as na procura de ferramentas de gestao que actescentassem valor a organizacio,
melhorassem o rendimento dos processos, controlassem os custos operacionais e valotizassem os recursos
existentes. Assim, a implementacdo de um Sistema de Gestdo de Qualidade (SGQ) promove uma melhoria

interna da organiza¢io, bem como o intetesse pelo reconhecimento externo. 11

Devido a necessidade do desenvolvimento de normas internacionais, que garantissem a qualidade dos
servicos dos laboratérios de ensaio e calibragdo, surge a Norma ISO 17025: Requisitos Gerais para a
Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibragao, que apresenta os principios técnicos e de gestdo a serem

seguidos para garantir a qualidade dos servigos prestados e demonstrar a sua competéncia técnica.

A acreditacdo baseia-se num conjunto de regras e procedimentos usados para o reconhecimento da
competéncia técnica de entidades para a realizacio de atividades de avaliacio da conformidade especificadas,
sendo regida por normas internacionais. 2 Com o intuito de verificar o cumprimento dos requisitos da
acreditacdo de um laboratério sdo realizadas reavaliagdes periédicas. Para um exemplar cumprimento dos
requisitos das boas praticas laboratoriais, que se refletem em bons resultados, é necessario que um laboratério

acreditado possua recursos humanos, instalagdes, equipamentos, métodos e procedimentos adequados. [12.13]

O Instituto Portugués de Acreditagdo, IPAC, é um organismo nacional de acreditacio nos termos do
Regulamento (CE) n°® 765/2008, que atua como agente regulador dos organismos de avaliagio da
conformidade. O IPAC tem como objetivo prestar servicos de acreditacdo, selecionando, treinando e
qualificando para a sua execu¢do um conjunto de avaliadores e peritos, que estdo sujeitos aos deveres de sigilo

profissional, imparcialidade e independéncia. '

Devido a harmonizagio global de normas, é possivel a participacio em Acordos de Reconhecimento
Mutuo (EA & IAF & ILAC) entre organismos de acreditacio, assegurando a livre circulagio de bens e servigos
compreendidos pelas acreditagdes. Para tal, o IPAC fica sujeito ao sistema de avaliacdes pelos pares da

Cooperacdo Europeia para Acreditacio, EA, e divulga publicamente o resultado dessas avaliagGes. [12]

O processo de acreditagio engloba varias etapas, que constam no Regulamento Geral de Acreditagio
(DRCO01): candidatura, avaliagdo e decisio; tendo por base a norma ISO 17025. 'l A fase da candidatura é
marcada pela abertura de um processo de candidatura junto da Organizacio Nacional de Acreditagio (ONA),
sendo atribuido um cédigo de registo ao laboratorio que pretende acreditacdo. O laboratério deve apresentar

uma candidatura completa e enviar ao IPAC os formularios correspondentes a area técnica que pretende
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desempenhar. Na fase de avaliacdo, € feita uma analise documental ou uma avaliacdo presencial (auditoria), de
modo a detetar nao-conformidades, que podem ser resolvidas através da implementacdo de corregdes e agdes
corretivas adequadas. Ou seja, apds a conclusio efetiva da fase de candidatura, o IPAC atribui a equipa
avaliadora nomeada, a qual estuda a documentagido e procede a avaliagdo, informando os membros do
laboratério e da equipa auditora sobre a data da auditoria. A tomada de decisdo pelo IPAC ¢é realizada com base
na analise dos relatorios, na opinido da equipa auditora e na andlise das agdes corretivas. Posteriormente, é
redigido um relatério, no qual sdo referidas as ndo-conformidades a corrigir, demonstrando o cumprimento
das normas de acreditacdo, ao qual a entidade tera de responder. Depois da equipa avaliadora realizar o seu
estudo, emite um parecer, que se segue de uma analise processual pelo IPAC. Por fim, é tomada a decisao pelo
IPAC, que é valida enquanto a entidade evidenciar cumprir os critérios e obriga¢oes de acreditagdo. ['2l Quando
a decisdo da acreditacio é favoravel, o IPAC procede a emissao de um certificado de acreditacdo, depois da

entidade auditada ter efetuado o pagamento relativo ao processo, no qual é descrito o ambito de acreditacio.

Sempre que um laboratério possui o certificado de acreditagio, significa que o laboratério é obrigado a
cumprir os principios estabelecidos, bem como sujeito a diversas auditorias, sendo necessirio um esforco e
dedicacao constantes para que tal estado seja mantido. Contudo, o laboratério deixa de estar acreditado sempre
que o solicitar, sempre que deixar de estar ativo ou sempre que for aplicada uma suspensio ou anulagio. Cada

laboratério tem um numero de acreditacdo associado, sendo L0271 o nimero de acreditacio da AMITEQ.

Para que o estado de acreditagio seja mantido sdo realizadas auditorias. Estas visam uma avaliagio
presencial que consiste num diagndstico sistematico e detalhado das atividades desenvolvidas no ambito da
acreditacdo, feita nos locais onde a entidade desenvolve tais atividades, pretende avaliar o cumprimento dos
critérios de acreditagdo, como por exemplo: conformidade com os requisitos especificados, avaliacio da eficacia
do sistema de gestdo empresarial, etc. As auditorias sio realizadas anualmente, salvo raras excegdes, tais como:

mudangas significativas na organizacio e no sistema de gestao da empresa. [12]






Validacao de métodos analiticos

Cada vez mais ¢ exigida e reconhecida a necessidade de evidenciar a qualidade de um método de ensaio
analitico, embora este possa envolver a presenca de possiveis erros (sistemdticos ou aleatérios) e,

consequentemente, a eventual alteragdo significativa do valor do resultado final. ['4

Para um controlo efetivo dos resultados e para a garantia da interpretacio e confiabilidade dos mesmos, o
método analitico é sujeito a uma série de etapas de avaliacio, que garantem a sua validacdo. Segundo a norma
ISO/IEC 17025 — Requerimentos gerais de competéncia para Laboratérios de Ensaio e Calibragio, a validagao
de um método analitico consiste na “comprovagao, através de evidéncias objetivas, de que o método cumpriu
os requisitos para uma aplicagdo ou uso especifico pretendido”. '3 O objetivo fundamental da validacdo visa
entdo confirmar que as carateristicas do método satisfazem as especificacdes exigidas para os resultados
analiticos, bem como estabelecer limites de controlo a aplicar no trabalho de rotina. ['l E essencial que o método
de validacdo se encontre descrito num procedimento laboratorial e que a determinacdo dos parimetros de
validacio seja efetuada em equipamentos e instrumentos dentro das especificacdes, devidamente calibrados.

Para além disso, os analistas devem ser adequadamente treinados e qualificados. [13:16.17)

A revalidagio do método acontece sempre que surge alguma modificacio nas carateristicas de métodos

normalizados e validados, pois na implementagdo de novos métodos de ensaio ¢ feita a validacdo do mesmo.

Na elaborac¢ao de métodos internos de ensaio (métodos nido normalizados) que produzem resultados
fiaveis, ¢ fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos que demonstrem,
recorrendo a validacio, que esses métodos internos de ensaio dao origem a resultados adequados a qualidade
pretendida. E por isso que a validagio dos métodos internos deve ser adaptada a cada caso, sendo necessario
para tal o estudo e conhecimento de diversos parametros, tais como, por exemplo: gama de trabalho e

linearidade da curva de calibragdo, limiares analiticos, sensibilidade, precisao e exatiddo. Em analises
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quantitativas, todos estes requisitos sao importantes. Em andlises qualitativas, os aspetos mais relevantes sdo o
limite de dete¢do, a seletividade/especificidade e a robustez. Desta forma, o laboratétio tem a liberdade de
analisar os parametros que pretende incluir no seu plano de validagdo, mediante o tipo de metodologia. '] Isto
porque a valida¢io de um método analitico ndo tem necessariamente que passar por todas as etapas referidas,

pois, por vezes, ¢ suficiente apenas demonstrar algumas delas, efetuando uma validagao parcial do método.

Segundo as recentes diretivas da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a
Conferéncia Internacional sobre Harmonizac¢do, para que um método analitico seja validado completamente
tem de ser avaliados nove parametros: identificacio, especificidade e seletividade, sensibilidade, limiares

analiticos, linearidade e gama analitica, precisio, exatiddo, robustez e coeréncia. ['Y)

O processo de validagio do método pode ser decomposto por dois grupos de avaliagio: a avaliagdo
indireta e a avaliacdo direta. Para além disso, ainda envolve o controlo quimico da qualidade, bem como a

estimativa da incerteza segundo a norma I1SO 11352.

2.1. Analise Indireta

A analise indireta corresponde a determinacio e evidéncia dos parametros carateristicos do método:

7
°

identificagio;

7
°

especificidade e seletividade;

sensibilidade;

X3

<

s limiares analiticos;

% linearidade e gama analitica;
** precisio;

% robustez;

% coeréncia.

2.1.1. Identificagao

O ensaio de identificagdo tem como objetivo demonstrar a capacidade do método em identificar
inequivocamente a presenca ou auséncia do analito na amostra, evidenciando que a propriedade fisico-quimica
em que o método analitico se baseia esta diretamente relacionada com a presenca do analito. O processo de

identificagio € feito através da comparagdo de uma propriedade da amostra com a mesma propriedade de um
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padrio de referéncia [espetro de massa, reacdo especifica, perfil cromatografico, modificacdo do analito (por

exemplo, metilagao, etc.)]. [20-22]

Feita a escolha do melhor método para a determinagao e dete¢ao do analito em estudo é necessario garantir
que o sinal instrumental proporcionado pelo equipamento corresponde de facto ao analito em questdo.
Geralmente, as condi¢cbes de analise sdo referidas na literatura, embora haja necessidade de as verificar

b >

experimentalmente, devido a eventual presenca de interferéncias de matriz.

2.1.2. Especificidade e Seletividade

A determinacio dos parametros, especificidade e seletividade, foca o interesse em perceber se existem
interferéncias no método e a sua influéncia nos resultados, uma vez que a matriz da amostra pode conter

componentes que interferem no desempenho da medigio.

A scletividade avalia a capacidade de um método identificar um analito ¢ um numero restrito de
interferentes numa mistura complexa. Ja a especificidade tem a capacidade de responder apenas a um analito

de interesse presente numa mistura complexa, nio existindo interferentes no método. 123

Para averiguar o efeito de possiveis interferentes poder-se-a realizar um teste de recuperagio, usando uma
série de amostras com a mesma matriz, existindo apenas variagdo da concentracio do analito em propor¢oes
bem conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. E conveniente que as amostras sejam analisadas em

duplicado e em condi¢des de repetibilidade. 23]

Um método analitico é considerado especifico e seletivo quando se confirmam percentagens de

recuperag¢io dentro dos critérios de aceitagio pré-definidos.

2.1.3. Sensibilidade

A sensibilidade avalia a capacidade de um método/equipamento para distinguir pequenas diferencas de
concentra¢io do analito. Esta corresponde a derivada de primeira ordem da curva de calibracdo nessa zona de
calibragdo. Caso a curva de calibragdo seja definida por um modelo linear, a sensibilidade sera constante ao
longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive (m) dessa reta de calibragao,

Ay

Sensibilidade (m) = Ax

@2.1)



em que a sensibilidade (m) ¢ definida como o menor incremento da concentragio de analito (AX) necessitio

para dar origem a uma vatia¢do detetavel no valor do sinal lido (Ay). 23]

A sensibilidade ¢ um pardmetro interessante pelo seu relativismo, ou seja,

< quando se pretende averiguar a evolugao desta grandeza ao longo do tempo;

< quando se compara a sensibilidade de varios métodos analiticos, baseados em modelos lineares, para
um mesmo analito;

< quando se compara a sensibilidade para vérios analitos. 123!

O termo sensibilidade encontra-se associado a capacidade de resposta do analito e ndo deve ser

confundido com o limite de dete¢io, que corresponde a menor concentragio do analito que pode ser detetada.

2.1.4. Limiares analiticos

Em Quimica Analitica, os conceitos de limite de dete¢do (LD) e limite de quantificagio (LQ) tém extrema
importancia, uma vez que estes permitem que o analista trace os limiares analiticos possiveis de alcancar com
o método a utilizar. Tratam-se dos limites inferiores da curva de calibragio, que correspondem a baixos niveis

de concentracio. 12224

O intervalo compreendido entre o limite de detecio e o limite de quantificagdo deve ser considerado como
uma zona de dete¢do semi-quantitativa e ndo quantitativa, ndo devendo ser reportados valores numéricos neste

intervalo. [24-23]

Em qualquer caso, os LD e LQ referem-se a variavel medida, pelo que deverdo ser tidas em conta as
dilui¢bes efetuadas nas amostras. Estes limites dependem de diversos fatores que variam no tempo
(contaminagdes, tipo de amostra, equipamento, operador, ...), devendo assim ser reavaliados sempre que haja

varia¢do de equipamento, pessoal, critérios, quando se trabalha com gamas baixas de concentragio. [24

2.1.4.1. Limite de Detecao

O limite de dete¢do corresponde a menor quantidade de analito presente na amostra, que pode ser
fiavelmente distinguida do branco. Com uma dada confianga estatistica, geralmente 95%, o limite de dete¢do
corresponde a0 inicio do intervalo em que é possivel distinguir o sinal do branco do sinal da amostra, indicando
se 0 analito em questdo esta presente ou ausente. Ou seja, a mais pequena quantidade de analito numa amostra

(LD) pode ser estatisticamente detetada, mas ndo tem de ser necessariamente quantificada com um valor exato,
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uma vez que a quantificagdo a este nivel esta sujeita a erros significativos. Qualquer leitura que seja inferior ao
limite de detecdo nao significa que o analito esteja ausente, apenas indica que a concentra¢do do composto em

causa é inferior a um certo valor. [24]

O limite de detecdo pode ser determinado através de réplicas de brancos ou de padroes vestigio e através

da calibragio linear. Na primeira situagdao, o LD pode ser expresso por:
LD = Xo + kSO (22)

onde X representa a média aritmética do teor de uma série de brancos ou padrdes vestigio (entre 10 e 20
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios dias de trabalho, e Sy corresponde ao
desvio-padrio associado a Xg. Partindo do principio que se trata de uma distribuicdo normal de erros
(gaussiana) e de que a lei de probabilidade de x¢ é suficientemente conhecida, entdo o valor de Kk (constante da
distribui¢do normal) ¢ 3,3 para um nfvel de confianca de cerca de 99,7%.

Na segunda situacdo, o LD pode ser calculado mediante a expressao:

_ [3.3 xSy/]

LD
b

2.3)

onde Sy /x corresponde ao desvio-padrio residual da curva de calibragao e b representa o declive da reta de

calibracio. 23]

Caso a concentracio correspondente ao sinal do branco nao tenha significado, o LD pode ser determinado

de acordo com a expressio:
LD = tl(ln—l,l—a) X So 2.4

onde t'(‘n_ 1,1-a) representa o valor do teste #student unilateral, para um nivel de confianga de 95% e paran — 1

graus de liberdade, sendo m o nimero de ensaios. Sg corresponde ao desvio-padrio associado a média de

varias réplicas de um padrio ou branco fortificado. ['7]

Para que o limite de dete¢do seja definido corretamente, hd que conhecer dois conceitos estatisticos

referentes a analises laboratoriais:

< etro do tipo I (risco o) — probabilidade de confirmar a presenca do analito em estudo numa amostra,

quando, na verdade, este estd ausente.

< erro tipo II (risco B) — probabilidade de confirmar a auséncia do analito em estudo numa amostra,

quando, na verdade, este estd presente.
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Estes dois tipos de etros devem ser minimizados optando-se por definir que & = f# = 5%, para ser feita

uma cotreta analise destes limiares analiticos.

2.1.4.2. Limite de Quantificagio

O limite de quantificacio corresponde a menor concentracao medida, a partir da qual é possivel a
quantificacdo do analito, com uma determinada exatidao e precisao. Em termos praticos, LQ corresponde ao
padrio de calibrag¢io de menor concentracio. Apos a determinacgio deste limite, o mesmo deve ser testado para
averiguar se a exatiddo e precisdo conseguida é satisfatoria, recorrendo a uma série de padrdes internos, em
condi¢bes de precisdo intermédia, cuja concentra¢io se encontre proxima ou igual a do limiar de quantificacio.
O coeficiente de variagio (CV) associado, também conhecido por desvio-padrio relativo, ndo deve exceder

10%. Na pratica, s6 podem ser reportados valores de concentracdes superiores ao LQ.[23]

Quantitativamente, o limite de quantificacio ¢ determinado, genericamente, por:
LQ = Xp + 1050 (25)

em que Xq ¢ a média aritmética do teor medido de uma série de brancos, preparados de forma independente e

lidos ao longo de varios dias de trabalho, e §¢ representa o desvio-padrio associado a X.

No caso do LQ ser determinado através de padrdes vestigio ou brancos fortificados, independentes, estes

sao testados em condicOes de precisao intermédia, e sujeitos a estudos de exatidao e precisdo.

Se o método envolver a utilizacdo de uma calibrago linear, o LQ ¢ dado por:

_10.5,,

Lo =—73" (2.6)

onde S,/ corresponde ao desvio-padrao residual da curva de calibracao e b ao declive da mesma.

Embora o limite de quantificacio tedrico esteja definido para o método, é necessitio proceder a

atualizagSes dos limites experimentais sempre que ocorram alteragdes na rotina do método.

2.1.5. Linearidade e gama analitica

A quantificagdo num método analitico requer o conhecimento sobre a dependéncia entre a resposta do
sistema de medicdo e a concentracdo ou uma quantidade de substincia conhecida. Esta relacio é conseguida

através da curva de calibragio, que deve ser efetuada, em cada dia de analise, cumprindo os critérios de aceitagao
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definidos internamente. Para realizar regressoes lineares pelo método dos minimos quadrados, é aconselhavel
o uso da norma ISO 8466-1 como referéncia para calibragSes analiticas. Os padroes de calibragio devem
distribuir-se equitativamente pela gama de trabalho e o valor das amostras ndo deve ultrapassar o valor do

ultimo padrio de calibracio (com maior concentragdo). 123201

A anilise da linearidade e da gama de trabalho deve ser efetuada ao longo da fase de implementagio/
validagao do método de ensaio ou sempre que se justifique. Em analises de rotina, a linearidade da curva de
calibragdo usada em determinado método analitico deve ser avaliada através da sua representagdo grafica

juntamente com a analise do coeficiente de correlacio.

2.1.5.1. Linearidade

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade do mesmo produzir um sinal que seja
diretamente propotrcional a concentracao do analito, dentro de uma determinada gama de trabalho. Na pratica
b >

para tragar a curva de calibragdo sdo necessarios definir, no minimo, cinco pontos, nio incluindo o ponto zero

da curva, para que nio existam eventuais erros associados.

A anidlise de cotrelagio linear é uma das formas de verificar a linearidade da curva de calibragio. O
coeficiente de correlagdo (R) estabelece a interdependéncia entre sequéncias de dados entre o sinal medido e
a concentracio do padrio correspondente, enquanto o coeficiente de determinagio (R%) traduz a
adequabilidade do modelo linear aos valores experimentais, ou seja, a variabilidade explicada pelo modelo. Esta
representagio ¢  formada por um  conjunto de pares ordenados e  independentes,
(x1,¥1); (x2,¥2); -5 (X3, ¥0); -5 (XN, YN), que corresponde a N pontos da mesma. X representa a média de
valores da concentracio dos padrdes utilizados e ¥ a média dos valores do sinal instrumental. Desta forma, o

coeficiente de correlacdo é expresso por:

_ I -® i -y}
J [, (xi - DS, 0 — 2]

R

2.7)

O valor do coeficiente de correlagido pode tomar valores entre [-1; +1], ou seja, =1 < R < 1. Quando
R = —1, trata-se de uma correlacdo negativa (reta de declive negativo). Quando R = 1, trata-se de uma
correlacio positiva (reta de declive positivo). Ambas as situagSes refletem correlagdes perfeitas. Contudo, se
for obtido um bom valor do coeficiente de cortrelagio (=2 1), ndo significa que a correlagdo linear seja a que

melhor se ajusta. E por isso que este parametro deve implicar a visualizagdo da curva de calibra¢do, recorrendo
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a elaboracio de um grafico do sinal obtido em func¢ao da concentracio dos padrdes, para que sejam detetadas

tendéncias nao lineares dos resultados. 2023, 20]
A avaliacio da linearidade pode ser feita através de um modelo estatistico, conforme a norma ISO 8466-

1. Partindo de um conjunto de pares ordenados, determina-se a funcdo de calibracio linear e a funcio de

calibracdo nio linear, tal como os respetivos desvios-padrio residuais, S?, /x € S;z. A diferenga das varidncias

(DS?) é calculada pela expressio:
DS* = (N -2)$%,, — (N - 3)s§2 (2.8)
em que N corresponde ao numero de padrées de calibracio.

O valor teste (1T17) é dado por:

B DS?

2
Syz

TV

2.9)

E feita a comparagio entre o valor obtido e o valor tabelado da distribuicio F de Fisher:
< SeTV < Fpjs: a fungio de calibracio ¢é linear.
< SeTV > F i a funcio de calibragio nio ¢ linear. Neste caso deve-se averiguar a possibilidade de

reduzir a gama de trabalho.

Através do método dos minimos quadrados, é possivel chegar ao melhor ajuste dos pontos obtidos. No

caso da funcio linear possuir o melhor ajuste, a equagio da reta que relaciona as duas varidveis ¢ dada por: 123

y=ax+bhb (2.10)
onde,
Yy = resposta dada pelo equipamento
= concentracio do analito
a = declive da reta

b = intersec¢io da reta com o eixo y (ordenada na origem)

2.1.5.2. Gama analitica

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentragdes no qual o analito pode ser determinado
com boa linearidade, precisio e exatiddo. Para que esta seja definida é necessario que a resposta instrumental
seja, preferencialmente, linear e que haja homogeneidade de varidncias na variavel dependente. Assim, é
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recomendado o uso da norma ISO 8466-1 para modelos lineares e a norma ISO 8466-2 para modelos

polinomiais de 2° grau. 326,27

O teste de homogeneidade de varidncias permite avaliar a gama de trabalho, quando ¢ utilizado um
método que envolve a representacio grafica de uma curva de calibragdo. Nos métodos em que tal ndo acontece,
a gama de trabalho deve ser definida previamente e pode ser funcio de alguns fatores como, por exemplo, a
quantidade de amostra disponivel ou a boa visualizagdo dos pontos de viragem e volumes gastos em

volumetrias. 20,23, 2]

Segundo a norma ISO 8466-1, é recomendado a utilizagdo de dez pontos de calibragdao. Caso estes ndo
sejam efetuados ou exista rejeicdo de algum valor, a reta de calibra¢do deve ter no minimo cinco pontos,
distribuidos equitativamente ao longo da gama de trabalho. O primeiro e o dltimo padrio sdo analisados através

de dez réplicas independentes, realizando-se o teste de homogeneidade de variancias da seguinte forma:

% Determinacio das varidncias associadas ao primeiro e ultimo padrio (S1 € Sy ), de acordo com:

_ 2
YA D)

Sy 2.11
sendo,
10
— _ Zj=1)ij
Vi = —ni (2.12)

parai = 1ei=10.

i representa o numero do padrio e j o numero de repeticGes efetuadas para cada padrio.

As varidncias sdo testadas para averiguar se existe diferenca significativa entre elas, nos limites da gama de
trabalho, efetuando o cilculo do valor teste:
SN 2 2
v TV=§, quando Sy > §1 (2.13)

2
v TV = j—; quando §% < §2 @2.14)
N

Comparando o valor teste 117 e o valor tabelado da distribuicdo F de Fisher, param — 1 graus de liberdade:
% SeTV < Fpjp: adiferenca de varidncias nio € significativa e a gama de trabalho esta bem ajustada.
% Se TV > F i a diferenca de variancias ¢ significativa e deve-se reduzir a gama de trabalho até

que a diferenca entre as variancias permita obter TV < F ;.
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2.1.6. Precisao

A precisdo avalia a dispersao dos resultados obtidos em ensaios independentes, repetidos sobre a mesma
amostra, amostras semelhantes ou padrdes em condi¢oes definidas. Assim, é possivel verificar se o método tem
capacidade de repetir e reproduzir os resultados obtidos em analises sobre 2 mesma amostra/padrio. Contudo,
¢ recomendado o uso de amostras reais, de modo a minimizar o efeito matriz que pode influenciar os resultados

obtidos bem como a avaliagio da precisio.

Segundo as diretivas da Relacre e da ICH (Internacional Conference on Harmonisation), a precisio pode set
avaliada de trés formas: 123, 28-30]

< Repetibilidade;

< Reprodutibilidade;

< Precisdo intermédia ou variabilidade intralaboratorial.
Geralmente, a precisdo ¢ expressa sob a forma de desvio-padrio (S)

2.15)

ou pelo coeficiente de variagio (CV):

S
%CV =100 x = 2.16)

onde § corresponde ao desvio-padrio da precisdo e X a2 média dos resultados obtidos.

Quer a repetibilidade, quer a reprodutilidade dependem, geralmente, da concentracio de analito, por isso

devem ser determinadas para um diferente nimero de concentragdes.

2.1.6.1. Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisio de um método de ensaio efetuado nas mesmas condi¢cbes
experimentais e num curto intervalo de tempo. Estas condi¢des devem ser tio estaveis quanto possivel como,
por exemplo:

v" mesmo analista;

v" mesmo laboratério;

v" mesmo equipamento;
v

mesmos reagentes.
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Para além disso, a repetibilidade expressa-se pela dispersdo dos resultados e pode ser determinada a partir
de um ensaio interlaboratorial ou intralaboratorial, em amostras de diferentes concentracées, considerando toda
a gama de trabalho, em materiais de referéncia internos ou em solu¢bes padrio. A determinacido da

repetibilidade exige, no minimo, 10 ensaios. [23-2%.31]

O limite de repetibilidade é (Ar) é o valor maximo admissivel para a diferenca absoluta entre dois ensaios

em condi¢bes de repetibilidade, determinada para o nivel de confianca de 95%.

AT = 5 o5(m-1) X V2 X Sy; 2.17)

sendo M o numero de réplicas que servem de base para determinar o desvio-padrio, Sy, referente a

repetibilidade estimada e tg,OS(m—l) o valor critico da distribuicdo #student, com um nivel de significancia de

0,05 ¢ com m — 1 graus de liberdade.

Se a amplitude entre os dois ensaios for superior ao limite, deve ser feita uma analise critica e, se necessario,
recotrer a repeticao de ensaios segundo um plano assente em dados bibliograficos ou normas (por exemplo,

Norma ISO 5725-2 ¢ ISO 5725-6). 129.31]

Também ¢ importante considerar o coeficiente de variacio de repetibilidade, CV ., que é numericamente
igual a razdo entre o desvio-padrio da repetibilidade (S;;) e¢ a média dos resultados obtidos, X, segundo a

expressao:

0 _ Sri
CV, =100 X — (2.18)

2.1.6.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade exprime a precisio de um método de ensaio efetuado em condigdes experimentais
diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio numa mesma amostra, fazendo variar determinadas condi¢coes
de medi¢do como, por exemplo:

< operadores diferentes;

<> laboratérios diferentes;

<> equipamentos diferentes;

< intervalo temporal diferente.
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Este parametro define a amplitude de erros aleatérios de quantificagdo a uma escala transnacional e sé pode
ser estimado através de ensaios interlaboratoriais. Desta forma, é feito o envio de uma série de amostras aos
laboratérios participantes, os quais realizam ensaios sobre a mesma amostra. O valor da variancia associada a

reprodutibilidade é determinada segundo a expressdo:

em que $%; corresponde A varidncia da reprodutibilidade, §%; 4 varidncia interlaboratorial ¢ §2; 4 varidncia da

repetibilidade. (19 20. 23]

Quando o objetivo passa pela implementacio de um novo método de andlise, o estudo da
reprodutibilidade de um método é imprescindivel, visto que assim surge a necessidade de averiguar a precisao
do método sobre diferentes condicbes de trabalho. O mesmo nio tem tal importancia na validagio de um
método num laboratério de analises, uma vez que a intengdo passa por executar o método nesse mesmo
laboratério, dando uso a0 mesmo equipamento e condi¢des experimentais que variam pouco ao longo do

tempo.

O limite de reprodutibilidade (AR) corresponde ao valor maximo admissivel para a diferenga absoluta
entre ensaios em condi¢Oes de reprodutibilidade, determinada para o nivel de confianca de 95%. De modo

similar a equacio 2.17, o limite de reprodutibilidade ¢ dado por:
AR = t§ g5 m-1) X V2 X S (2.20)
Também ¢ importante considerar o coeficiente de variagdo de reprodutibilidade, CVpg, que ¢é

numericamente igual a razio entre o desvio-padrio da reprodutibilidade (Sg;) e a média dos resultados obtidos,

X, segundo a expressio:

0 _ Sri
%CVgr =100 X ? (2.21)

2.1.6.3. Precisao intermédia

A precisao intermédia, também conhecida por variabilidade intralaboratorial, exprime a precisio estimada
sobre a mesma amostra ou padrio, utilizando o mesmo método, dentro do mesmo laboratorio, estabelecendo

exatamente as condi¢des que sofrem alteragdes, tais como: (23 30)

< operadores diferentes;
< equipamentos diferentes;

< intervalo temporal diferente.
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A quantificagio da precisao intermédia consiste em efetuar diversas medi¢des sobre uma amostra ou um
padrio, variando os parametros experimentais em cada andlise. A sua determinacio € feita com recurso a cartas
de controlo de amplitudes, pois assume-se que, ao realizar ensaios em dias diferentes, existe uma consideravel

vatiacio aleatoria dos parametros experimentais nio controlados, que afetam o desempenho do método.

A precisdo intermédia ¢ determinada com base nos resultados de & padrdes, que devem ser analisados em

replicado, as mesmas M vezes, de acordo com a expressio:

—\2
,t':1 Zﬁ:i()’ik - yi) 2.22
Sprecisﬁo = t(Tl — 1) ( ' )

em que Spyrecisio corresponde ao desvio-padrio relativo da precisio intermédia, 1 a0 numero de réplicas, Yj
ao resultado replicado k (variando k entre 1 e m) do padrio j (variando j entre 1 e £) ¢ ¥j a média aritmética

dos resultados de M ensaios realizados sobre o padrio j. Esta equacio exige que o termo t(n — 1) seja supetior

a 15. 23

2.1.7. Robustez

A robustez de um método analitico corresponde a capacidade do método produzir o mesmo resultado,
mantendo o seu desempenho analitico inalterdvel perante pequenas alteracdes das condi¢des experimentais

(por exemplo: variacdo de temperatura, pH, for¢a iénica, composi¢io de uma mistura de solventes).

A avaliagio da robustez e a verificacio da influéncia de cada uma das variacoes nos resultados obtidos é
feita através do teste de Youden. Este consiste na realizacio de um determinado nimero de ensaios sobre uma
amostra, efetuados segundo um plano de controlo de fatores (até um maximo de sete), suscetiveis de influenciar
o processo. Como fatores designam-se todos os pardmetros cujos efeitos se pretendem quantificar, através dos

resultados de ensaios.

Este parimetro (robustez) trds consigo aspetos vantajosos. Por exemplo, maior robustez de um método
implica maior insensibilidade de fatores experimentais deliberadamente alterados, o que faz com que o método
continue a conduzir a valores concordantes, apesar das alteragdes efetuadas. Ou seja, quanto maior a robustez

de um método, maior a confianca do mesmo quanto a sua precisio.

Em alternativa ao teste de Youden, pode ser testado o método em condiges de precisdo intermédia, ao
longo de um elevado nimero de dias, obtendo um nimero significativo de resultados, em termos de precisio
do método. Esta possibilidade fornece informagao preciosa acerca do comportamento da metodologia em

condi¢bes experimentais diferentes, no entanto, nao tem a capacidade de oferecer as vantagens do teste de

Youden. 123
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2.1.8. Coeréncia

A coeréncia de um método analitico avalia a sua capacidade em conduzir sempre a0 mesmo resultado, ou
seja, traduz-se na auto-concordancia dos valores de ensaios em instantes diferentes. Conforme a USP (United
States Pharmacopeia), este parametro pode set quantificado através da variabilidade dos resultados obtidos sob a
alteracdo de varias condi¢Ges experimentais (por exemplo: no mesmo laboratério, diferentes analistas,

instrumentos, reagentes, perfodos de tempo, entre outros), sendo expressa por %CV. 12

2.2. Analise Direta

A analise direta pretende conhecer a exatiddo dos métodos de ensaio, ou seja, analisar a concordancia entre

o resultado fornecido pelo método de analise e o valor de referéncia aceite como verdadeiro. 23]

Neste tipo de analise, podem ser utilizados os varios processos:
<> Materiais de Referéncia Certificados (MRC);
<> Ensaios intetlaboratoriais;

< Testes comparativos.

2.2.1. Exatidao

A exatidio de um método analitico permite avaliar a proximidade entre o valor obtido () pelo método de
andlise e o valor de referéncia (T) convencionalmente aceite como verdadeiro. Este parimetro, que estd
dependente de erros sistematicos, pode ser estimado com base em andlise de materiais de referéncia certificados
(MRC), participa¢do em ensaios interlaboratoriais (EIL) e realizacio de ensaios de recuperacdo. Pode ser

expresso através de: (23]

< erro absoluto (A);
erro relativo (Y%oRE);
fator de desempenho (z-score);

erro normalizado (Ey);

S e e

percentagem de recuperacao (YoRec).
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2.2.1.1. Materiais de Referéncia Certificados

Os materiais de referéncia certificados (MRC) apresentam um valor de uma determinada grandeza (por
exemplo, concentragio) conhecida para um dado pardmetro, com uma incerteza associada a esse valor. Segundo
o Guia para a aplicacio da NP EN ISO/IEC 17025, os MRC sio “preparados por entidades reconhecidas,
sendo atribuidos valores certificados e respetivas incertezas aos parametros”. 13 Estes estabelecem a
rastreabilidade das medicGes quimicas e permitem controlar a exatiddo do método utilizado. Desta forma,
poderio ser utilizados no processo de valida¢io, na implementa¢io ou como controlo de qualidade na utiliza¢io

quotidiana. 124

A aquisicio de um MRC devera ser feita a um organismo fornecedor reconhecido e credivel. A sua
utilizacdo consiste na sua andlise patra avaliar o desempenho do método utilizado pelo laboratério. O valor
obtido pelo método na analise de um MRC deve ser comparado com o valor certificado determinando-se o
erro e exatiddo da andlise. Quando o valor obtido na analise do MRC nao se encontra dentro do intervalo de
incerteza indicado para o valor certificado, o laboratério devera procurar as causas na origem desse desvio e
tentar elimind-las ou aceitd-las. A avaliacdo dos resultados obtidos na andlise de um MRC pode ser feita usando
processos suplementares tais como:

< erro relativo;

< teste de hipoteses (#-zesh);

< fator de desempenho (z-score);

I

erro normalizado.

2.2.1.2. Ensaios Interlaboratoriais

Com o intuito de estabelecer a comparacio entre os resultados obtidos pelo laboratério e o valor aceite
como verdadeiro, recorre-se a utilizagdo de ensaios intetlaboratoriais. Estes sdo uma ferramenta fundamental
no controlo de qualidade externo, visto que asseguram a qualidade do resultado obtido pelo método. 23 Para

além disso, podem ser de vérios tipos, mediante os objetivos a que se destinam:

< Ensaio interlaboratorial de aptiddo — visa avaliar o desempenho dos laboratérios patticipantes,
funcionando nalguns paises como uma condi¢io para a acreditagio do laboratério. Os participantes,

geralmente, podem usar os métodos que preferirem.

< Ensaio interlaboratorial de normalizagio — visa o estudo das carateristicas de um método de analise

(reprodutibilidade e repetibilidade). A utilizagdo exclusiva do método em causa é uma exigéncia. Desta
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forma, caso se pretenda demonstrar a repetibilidade e reprodutibilidade de um método que evidencie,
em simultaneo, precisio compativel com a de outros laboratérios, entdo pode-se recorrer a um ensaio
interlaboratorial de normalizacido. Contudo, se se pretender evidenciar a exatiddo dos resultados, a

melhor op¢io passa por patticipar em ensaios interlaboratoriais de aptidao.

A utilizagdo do fator de desempenho “z-score” permite quantificar a avaliagdo do desempenho obtido pelo
laboratério, envolvendo o resultado obtido pelo método de analise em estudo (Xjqp), 0 tesultado aceite como
verdadeiro (X,,) e o desvio-padrio entre os resultados obtidos por todos os laboratérios presentes no ensaio

interlaboratorial (S), de acordo com a expressao: 23]

7 = Kiap — Xy) (2.23)
S

O desempenho ¢ avaliado segundo a escala de pontuacio (Figura 2.1):
0 1 2 3
Aceitivel Questionavel

Figura 2.1 — Esquema representativo da avaliacio do fator desempenho, “z-score”. (adaptado de 23l

ou seja,
|Z| < 2 = Satisfatério ou Aceitavel
2 < |Z| < 3 = Questionavel

|Z| = 3 = Incorreto

Através dos ensaios interlaboratoriais é possivel averiguar se a incerteza do resultado obtido (Uyjgp) esta
bem estimada, isto é, se o valor X,, esta dentro do intervalo de incerteza de X;4p. Se tal ndo acontecer, o
intervalo relativo a incerteza pode ser subestimado e é necessdrio recorrer ao conceito de erro normalizado

(E) para avaliar o desempenho.

2.2.1.3. Testes comparativos

Na validagdo de um método interno de ensaio, a aplicagdo de testes comparativos ¢ uma mais-valia, para
além de uma op¢do mais econémica, uma vez que permite estabelecer a comparag¢io entre os resultados obtidos
por esse mesmo método e os resultados de um método considerado como referéncia. Este tipo de ensaio

comparativo pretende fundamentalmente realizar o estudo da proximidade dos resultados obtidos pelos dois
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métodos de ensaio, ou seja, avaliar a exatiddo do método interno face ao método de referéncia. Em termos
praticos, usando os dois métodos de ensaio em separado sobre as mesmas amostras, sdo realizadas analises em
replicado. Este tipo de comparac¢io pode ser feito tanto numa gama restrita de concentragées como em toda a

gama de concentragdes na qual se pretende validar o método. 123l

2.3. Controlo quimico da qualidade

Uma das necessidades de um laboratério quimico passa pela obtencgao de resultados de andlises quimicas,

que apenas é conseguida se os mesmos apresentarem qualidade adequada ao uso que lhes sera incutido. 23]

O conceito de qualidade encontra-se, inequivocamente, associado ao sentido de bem-estar, satisfacio do
cliente, garantia da mesma e fiabilidade do resultado. Desse modo, feita a validagio do método analitico, deve
ser realizado um controlo da qualidade que garanta que as condi¢des de validade do método se mantém.
Qualquer analise quimica pode ser sujeita a manipulagdes que induzam a erros, tanto sistemdticos como
aleatorios, que podem afetar significativamente o valor do resultado final. E, pot isso, essencial a minimizacao
das fontes de erro (designada por Garantia da Qualidade - GQ) e o controlo da sua ocorréncia (designado por
Controlo da Qualidade - CQ), com vista a garantia ¢ melhoria da eficicia do Sistema de Gestdo de Qualidade
(8GQ) escolhido. A necessidade da avaliacdo periddica da exatiddo dos resultados provem dos objetivos
tracados pelo SGQ: garantia e o controlo da qualidade dos resultados diarios. Para tal, recorre-se ao controlo
de qualidade interno (CQI) e ao controlo de qualidade externo (CQE). O CQI depende dos meios utilizados
pelo proprio laboratério, enquanto que o CQE corresponde as agoes realizadas pelo laboratério que dependem

de intervencdes externas ao mesmo. 123 24

2.3.1. Controlo da qualidade interno

O controlo da qualidade interno dos métodos de ensaio corresponde ao conjunto de procedimentos
realizados num laboratério para uma analise de rotina, tendo como objetivo o controlo da qualidade dos
resultados obtidos a medida que as analises sdo executadas. O sistema de controlo da qualidade interno que o

laboratério possui deve recorrer a determinadas ferramentas como, por exemplo [24:

% Materiais de Referéncia Internos (MRI);
% Técnicas complementares de CQ de resultados, nomeadamente:
- analise de brancos em paralelo com amostras;

- uso de analises em duplicado;
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- repeticdo de andlises anteriormente efetuadas;

- ensaios de recuperacio e fortificacdo de amostras;

- uso do método de adigao de padrio;

- comparacio de resultados obtidos por diferentes técnicas analiticas;

- correlacao de resultados de carateristicas diferentes da mesma amostra;

+ Tratamento estatistico de dados, como as cartas de controlo.

A selecdo de técnicas complementares de CQ) deve ser feita mediante a complexidade e dificuldade dos

métodos e as fontes de erro a controlar.

2.3.1.1. Calibragao analitica

A calibragio analitica depende do tipo de andlises ¢ de amostras analisadas. E realizada com o numero
minimo de pontos definidos pelo fabricante, com a periodicidade definida ou sempre que for considerado
necessario. Os critérios de aceitagdo podem ser estabelecidos com base em critérios de aceitagdo fixos ou por

uma metodologia de controlo estabelecida pelo préprio Laboratério. 24

Quando nio é efetuada uma curva de calibracio na sessdo de trabalho, a verificacio da calibracio ¢é feita,

pelo menos, com os padrdes correspondentes ao limite inferior e superior da gama de trabalho.

O controlo da curva de calibragio ¢ feito tendo por base o:
< coeficiente de correlagio (R) da curva de calibracio, de modo a avaliar a linearidade;

< declive da reta para controlo da estabilidade/sensibilidade da curva.

2.3.1.2. Materiais de Referéncia Internos

Muitas vezes chamados como materiais de referéncia do Laboratério, os materiais de referéncia internos
(MRI) sao imprescindiveis para o controlo da qualidade interno, permitindo controlar a exatidio e a
precisio/fidelidade ao longo do tempo. 34 Como MRI podem ser utilizados: amostras de controlo, padroes de
matriz ajustada com a das amostras, padroes semelhantes e/ou remanescentes de amostras de ensaios

interlaboratoriais.
A frequéncia do uso dos MRI deve ser estabelecida consoante as carateristicas de cada analise. Esta deve
aumentar quando:

< nio houver MRC ou ensaios interlaboratortiais disponiveis e adequados;
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< nio forem usados outros meios de controlo da precisio/fidelidade a médio/longo prazo. 124

Os padroes de calibracio e de controlo sio efetuados através dos MRI independentes. As concentracdes
utilizadas nos padrSes de controlo devem ser semelhantes as das amostras (em andlises de rotina) e estabelecidas
junto a zona de interesse (obrigat6rio a utilizacdo de padrdes nos limiares das gamas de trabalho). Para além
disso, o CQI através de padroes deve representar pelo menos 5% do volume de amostras (a menos que a norma

de ensaio ou a legislagdo especifique outra frequéncia), ou seja, a cada 20 analises. 124

2.3.1.3. Analise de Brancos

O controlo de brancos é uma grande ajuda para a dete¢io de eventuais contaminagdes ou deterioragdo de
reagentes, permitindo ainda controlar (indiretamente) o limite de detegio e/ou quantificacao. Esta técnica deve
ser reforcada se o laboratério alterar os reagentes, o material de lavagem ou outros propicios a introduzir

contaminacoes. 134

No ensaio em branco estio presentes todos os reagentes, exceto a amostra. Também ¢ de realgar o facto

do resultado obtido ter de ser inferior ao limite de detecio do método.

2.3.1.4. Analise de Padroes de Controlo

Os padrdes de controlo sio independentes dos padroes de calibragdo. Os reagentes, solventes e solucoes
usados no controlo da curva de calibragio devem apresentar um grau de pureza e estabilidade compativeis com
a qualidade exigida pelos resultados, independentemente da sua preparacio ser feita pelo proprio laboratorio
ou adquirida comercialmente. Em qualquer sessdo de trabalho que seja efetuada calibracio, deve ser feita a
andlise, no minimo, de um padrio, em conformidade com a concentragio das amostras e com a frequéncia

definida mediante o método de ensaio. 24 34

De acordo com o desempenho do método na fase de validacdo, em condi¢des de precisao intermédia, os

critérios de aceitagdo podem ser definidos com base em critérios de aceitagdo fixos.

2.3.1.5. Analise de Duplicados

A analise de duplicados consiste em ensaios realizados sobre duas tomas de amostra submetidas em

separado a todo o processo analitico e ndo na realiza¢ao de varias medi¢oes ou leituras sobre a mesma toma de
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amostra. A analise de uma amostra em duplicado ndo garante que o resultado final possua um erro menor
(maior exatiddo), visto que podem ocotrer erros sistematicos, logo ambos os duplicados sio afetados. Contudo,

se ocorrer um erro acidental somente num dos duplicados, entdo o valor médio terd um erro menor. 12434

Este tipo de analise deve ser considerada como uma ferramenta de detecdo de erros acidentais e de

controlo de repetibilidade, sendo aconselhavel que a frequéncia da sua realizacdo nao seja inferior a 5%.

A utilizacdo de duplicados é especialmente recomendada para andlises com diversos passos e fontes de
erro, para novas amostras ou amostras de dificil homogeneizacio e/ou estabilidade e para treino de novos

analistas ou dominio e aprendizagem de novos ensaios. 34

A avaliacdo do resultado dos duplicados é feita através da diferenca relativa (DR), expressa em
percentagem, para resultados quantificaveis:

A-D

DR
em que A corresponde ao resultado da amostra, D ao resultado do duplicado e X 2 média aritmética dos

resultados da amostra e do duplicado.

Geralmente, o resultado final da amostra é dado pela média aritmética dos dois resultados obtidos, desde
que a diferenca relativa entre eles cumpra o critério de aceitagio definido. Ainda assim, podem existir analises
que optem por usar o resultado do duplicado para confirmac¢io do primeiro resultado obtido, assumindo o

primeiro como resultado final.

2.3.1.6. Ensaios de recuperagao

Os ensaios de recuperacdo sdo muito importantes na analise qualitativa da resposta analitica obtida em
inimeras matrizes, devendo ser efetuados regularmente e ao longo de toda a gama de trabalho. O conceito
“recuperacao” reflete a relagio entre a quantidade de analito recuperada no processo face a quantidade real
presente na amostra. Este tipo de ensaios pretende identificar a viabilidade do método em diferentes matrizes
que correspondem a amostras reais, através da adi¢io de uma quantidade conhecida de uma solugdo padrio
numa amostra real (designada por fortificagdo da amostra), de modo a verificar a quantidade de analito obtida.

Ambas as amostras sdo analisadas posteriormente, sendo determinada a percentagem de recuperagio.

O objetivo da percentagem de recuperagdo consiste na verificagdo da existéncia de efeitos sistematicos

introduzidos por causas desconhecidas, também conhecido por efeito de matriz. Este efeito baseia-se na
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presenca de interferentes carateristicos de determinadas matrizes, que causam um aumento ou diminui¢io da
resposta analitica. Na pratica, a percentagem de recuperagido indica a eficicia com que o analito introduzido

numa amostra é recuperado. A percentagem de recuperagio é dada por:

_ |Cf(V+ Vl) — CiV1| 9

100 2.25
7 (2.25)

%Rec

em que €5 e V +Vq correspondem a concentracdo e volume apés fortificagdo da amostra; €¢; e Vq

correspondem a concentracdo e volume da amostra real; €, e V correspondem a quantidade e volume da

solucio padrio. 12425 34

Em métodos instrumentais, nos quais possam existir eventuais perdas ou contaminagdes, a realizagio de

ensaios de recupera¢io na matriz a analisar junto do LQ deve ser feita mais frequentemente.

Em termos de critérios de aceitagdo, a recuperacio apresenta-se, por exemplo, entre 80-120%, uma vez
que o laboratério tem a liberdade de definir outro critério, consoante o desempenho e/ou complexidade do

método.
2.3.1.7. Cartas de controlo

Wallter Shewhart, em 1931, através do estudo de um dos seus processos laboratoriais, formalizou a
distingao entre variagdo controlada e nao controlada, que corresponde as chamadas causas comuns e causas
especiais. Tal deu origem ao desenvolvimento da carta de controlo, uma ferramenta simples e poderosa para

separar estes dois tipos de causas. 134

As cartas de controlo sdo usadas com éxito em diversas situagdes de controlo da qualidade interno. Deste
modo, estas cartas servem para verificar o desempenho de um processo, isto ¢é, se esta ou nido fora de controlo,
permitindo detetar possiveis nio conformidades. E por isso que o objetivo destas consiste em manter a
qualidade satisfatoria e uniforme do produto em estudo, acabando a média e o desvio-padrio por serem
constantes, se existir controlo. Para além disso, a carta de controlo (do Inglés, ¢hars) deve ser adaptada de acordo
com as necessidades da operagio que se monitorizarem, reconhecendo a estabilidade estatistica de um dado
“evento”, uma vez que se trata de uma ferramenta estatistica muito importante. A intervencio imediata, em

casos de anomalias, acaba por reduzir os riscos de rejeigiao de produtos e erros nos resultados.

As cartas de controlo tentam atender a alguns aspetos estatisticamente fundamentados:

< evidenciar prontamente as situagdes fora de controlo;
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< evitar falsos alarmes, ou seja, situagoes acidentais que nio representam uma efetiva alteragio do
processo;
< evidenciar a necessidade de uma avaliagio de uma reavaliacio do processo, pois as estimativas iniciais

para o processo nio estiao corretas.

Esta ferramenta contém um conjunto de linhas que permitirdo saber se o processo ¢ ou nao controlado.
Por exemplo, o limite central (LLC) especifica o valor mais provavel (média das leituras efetuadas). Os limites
de controlo superior e inferior (LCS e LCI), os chamados limites de a¢lo, correspondem aos limites de
confianga estabelecidos a 99% (extremos), enquanto os limites de aviso superior ¢ inferior (LAS e LAI) sdo

estabelecidos a 95%, pois alertam para a entrada numa zona de perigo.

De forma simplificada, a situacido representa:

Limite de Controlo Superior: LCS =X +3s (220
Limite de Aviso Superior: LAS = X + 2s (2.27)
Limite de Controlo: LC=X (2.28)

Limite de Aviso Inferior: LAl = X — 2s (2.29)
Limite de Controlo Inferior: LCI =X — 3s (2.30)

em que X corresponde a média das leituras efetuadas e § ao desvio-padrio da grandeza a ser controlada.

Confirmada a estabilidade da carta de controlo, procede-se a comparacio dos limites da carta com os
critérios de aceitacdo definidos no método e decide-se se a carta deve ser colocada em rotina. Caso exista
concordancia entre os limites estabelecidos e os critérios de aceitagdo, os critérios fixos definidos devem setr
mantidos. Ao contrario, deve ser feita uma avaliacio que justifique a realiza¢do de um ajuste nos critérios de
aceitacdo estabelecidos, promovendo a aproximacio aos limites da carta, nunca esquecendo as exigéncias legais
ou normativas para o ensaio em causa, ou ponderando a construgdo de outro tipo de carta de controlo que se

ajuste adequadamente a realidade do método.

Apesar de existirem varios tipos de cartas de controlo, as mais utilizadas sdo as cartas de controlo de
individuos e amplitudes méveis para resultados individuais e as cartas de controlo da média e de amplitudes
para resultados médios. Ambas permitem obter resultados pela analise de MRI, brancos, padrdes de calibragio,
repeticdo de amostras, desvio entre duplicados, recuperacdo de adi¢Oes, dados referentes a parimetros
instrumentais ou de calibragdo. 24 Tanto as cartas de individuos como as de médias podem representar, ao

longo do tempo, um determinado pardmetro ou uma média em funcio do teor. Também as cartas de amplitude
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ou de amplitudes moveis representam, ao longo do tempo, a diferenca de valores entre varios ensaios repetidos

do mesmo material ou de materiais diferentes, dentro de uma determinada gama de trabalho.

A selecio das cartas a utilizar deve ser feita tendo em conta as carateristicas que se pretendem controlar e

as acOes de controlo de qualidade adotadas. 24

2.3.2. Controlo da qualidade externo

O controlo da qualidade externo visa avaliar a exatiddo dos resultados obtidos num determinado método
de ensaio, através da participa¢do em ensaios interlaboratoriais (EIL) ou de materiais de referéncia certificados
(MRC). Caso MRC e EIL nio existam, o laboratério pode utilizar, como métodos alternativos de avaliagio da
exatiddo ou evidéncia da comparabilidade dos resultados com outros laboratérios, os seguintes métodos:

% padrdes nacionais ou internacionais, devidamente reconhecidos pelo setor técnico;

7
0.0

comparagdo com métodos de referéncia;

% ensaios em paralelo com outro laboratério acreditado.

A aceitagio dos resultados baseia-se no erro percentual relativo. 12434

2.4. Estimativa da incerteza

Para demonstrar a fiabilidade de um método analitico e o cumprimento dos seus objetivos, a valida¢do do
mesmo passa sempre pela avaliacio da incerteza global do método. Comummente, a incerteza é facilmente
associada a validade ddbia de uma medicio. Contudo, mediante a Quimica Analitica, a incerteza da medicao
corresponde a um pardmetro associado ao resultado de uma medicio, caraterizando a dispersio dos valores
que podem ser razoavelmente atribuidos a mensuranda (grandeza que se pretende medir). 135371 Desta forma, a

incerteza acaba por conferir confianca na validade dessa medigao.

A estimativa da incerteza é determinada com base na norma ISO 11352:2012, na qual ¢ especificado um
conjunto de procedimentos que permite aos laboratérios estimar a incerteza dos resultados utilizando uma

abordagem que considera os dados de valida¢io e controlo de qualidade dos métodos analiticos.

A referida norma especifica a metodologia para a estimativa da incerteza da medida de métodos analiticos,

realizados em laboratorios, tendo em conta os dados de validagio e resultados de controlo de qualidade. A
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quantificacio depende das carateristicas de desempenho de um processo de medida e do seu controlo da

qualidade interno e externo.

A incerteza do método ¢, assim, definida mediante a conjugacdo de duas componentes, a componente
aleatéria (precisdo) e a componente sistematica (exatiddo), que podem ser estimadas por varias abordagens. Na
Anexo C consta um fluxo de decisdo para a escolha adequada da abordagem para o cilculo de cada componente,
dependendo do tipo de dados disponiveis. Ap6s a sua selecio, as componentes podem ser estimadas e incluidas

no calculo da incerteza que é reportada como incerteza expandida do método.

2.4.1. Reprodutibilidade intralaboratorial

As estimativas das varia¢Ges aleatérias (precisio) dos resultados das medigSes devem ser efetuadas sob as

mesmas condi¢des que sdo utilizadas quando a analise de rotina ¢ realizada.

Para a estimativa da componente de incerteza da precisio (reprodutibilidade intralaboratorial), ury, podem
ser considerados, pelo menos, dois tipos de abordagens, como descrito na norma ISO 11352:2012:
<> Padroes de controlo;

< Duplicados de amostras/amostras fortificadas.

2.4.1.1. Padroes de controlo

Como a componente da incerteza padrio a partir das cartas de controlo de amplitudes, Uy range;
normalmente apenas cobre a componente de repetibilidade, esta deve ser combinada com a incerteza padrao
associada aos padrdes de controlo, UR, stand> Para assim se obter uma estimativa real da reprodutibilidade

intralaboratorial do laboratério, de acordo com a equagio:

— 2 2
Ug, = \/uRw,stand + U range (2.31)

em que Up cotresponde a componente de incerteza associada aos padroes de controlo € Uy range 2

w,stand

componente de incerteza das cartas de controlo de amplitudes.
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2.4.1.2. Duplicados de amostras/amostras fortificadas

Para além dos padrées de controlo, podem utilizar-se os duplicados de amostras ou de amostras
fortificadas estimando a componente da incerteza através da média das amplitudes dos mesmos. Neste caso,
deverd ser combinada uma incerteza associada as vatiagdes dos duplicados, Ug, , que se reflete na equagio

abaixo:

Ug,, = \/u%,range+ulziw‘bat (2.32)

em que Uy range € componente de incerteza das cartas de controlo das amplitudes de duplicados de amostras

eug ¢ a componente de incerteza resultante da variabilidade entre duplicados.

w,bat

2.4.2. Efeito sistematico do método e do laboratorio

A veracidade do método corresponde a componente da incerteza dos efeitos sistematicos (exatiddo). A
tendéncia sistematica é muito variavel, dependendo da matriz e da concentracio do analito. Esta componente
pode ser estudada utilizando materiais de referéncia da matriz, ensaios interlaboratoriais, ensaios de

recuperacio, entre outras ferramentas de controlo de qualidade. ")

Considerando a determina¢do da incerteza em ensaios de recuperagdo, a incerteza padrdo associada ao

efeito sistematico do método, Uy, é determinada com base em:

uy = /bfms+u¢21dd (.33)

em que by corresponde a raiz quadrada da média dos desvios dos ensaios de recuperacio e Uggq 2 incerteza
na concentra¢io do analito adicionado. By, é obtido a partir de:

> b? (2.34)
ny

brms -

onde b; é o desvio do ensaio de recuperagio completo e 1y, ¢ o nimero de ensaios de recuperagio.

A incerteza na concentra¢ido do analito adicionado, Ugqq, consiste em duas componentes: a incerteza do

volume adicionado, Uy, e a incerteza na concentragio da solugdo adicionada, Uggpe:

Ugdd = /u% + u%onc (2.35)
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Muitas vezes, a incerteza do volume adicionado, Uy, pode ser estimada a partir de informacdes fornecidas
pelos fabricantes de material de laboratério volumétrico. Os erros sistematicos e aleatorios (repetibilidade)
devem ser considerados. Quando a informagao disponivel é insuficiente, é necessario utilizar uma distribuicdo
retangular e ser assumido que a componente da incerteza padrio sistematica do volume, Uy p, a ser adicionada
¢ dada por:

£V,max

Wo == =" (2.36)

sendo &y max 0 desvio maximo do volume do valor especificado pelo produtor.

A componente de incerteza do volume adicionado, Uy, é frequentemente dada como um desvio-padrio,

uy = /uﬁ'b + u%lrep (2.37)

em que Uy p ¢ a componente da incerteza sistemdtica do volume adicionado € Uy ¢p € 2 componente de

sendo expressa por:

incerteza aleat6ria do volume adicionado (condi¢Ses de repetibilidade).

2.4.3. Incerteza padrio combinada

A determinacio da incerteza padrio combinada consiste na combinac¢do entre a incerteza padrio de

precisdo e a incerteza padrio de exatidao caso nio sejam consideradas outras fontes de incerteza. 7 Esta é

u = /u§w+u,2, (2.38)

em que Up corresponde A incerteza associada a reprodutibilidade intralaboratorial e U, a incerteza associada a

expressa segundo:

componente do efeito sistematico.

2.4.4. Incerteza expandida

A incerteza expandida, U, corresponde a determinagdo global da incerteza, sendo o produto entre um

fator de expansio, £, igual a 2, a um nivel de confianca de 95%, e a incerteza padrdo combinada. 7]

U=ku,=2u, (2.39)
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Analise de odleos, gorduras e hidrocarbonetos por
espetroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier

A determinacio de oleos, gorduras e hidrocarbonetos ¢é efetuada recorrendo a espetroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier, baseado no método 5520-C do “Standard Methods for the Examination

of Water and Wastewater’e tendo em atencio a escolha do solvente de extracdo a utilizar.
3.1. Oleos e gorduras

Os 6leos e as gorduras (OG) encontram-se amplamente distribuidos na natureza. Sao essencialmente
formados por compostos lipidicos, cujas carateristicas assentam na sua insolubilidade em 4gua e na sua
solubilidade em solventes nao polares. Para além disso, constituindo uma classe de lipidos, estes repelem a dgua,

tem a capacidade de armazenamento de energia e sio utilizados como componentes estruturais.

No caso especifico dos éleos e gorduras, eles resultam da unido de trés moléculas de acidos gordos e

uma molécula de dlcool (geralmente, glicerol) — Figura 3.1.

H o9

! i H-C—0—C—R’
H-C—OH + H-0-C—R’ | ¢

; 7 I
H-C-O0H + y-o—¢c-R" — H-C—0—C-R” 4 3 H-O-H
H-C—O0H , H-0-c-R™ | 0

| Il H-C—0—C—=R"™

H 0 I

-

Glicerol Acido gordo Lipido Apgua

(6leo ou gordura)

Figura 3.1 — Exemplo da reagdo que origina um lipido (6leo ou gordura). (adaptado de [38])
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A diferenca entre os 6leos e as gorduras esta no radical (R) que deriva do acido gordo. Se pelo menos dois

dos radicais do acido gordo forem saturados (com ligagdes simples entre os carbonos), estamos perante

gorduras, que se apresentam na fase solida em condi¢bes ambientais. Caso esses mesmos radicais sejam

insaturados (com ligagcdes duplas entre os carbonos), temos a presenca de um 6leo, que se torna liquido a

temperatura ambiente.

3.2. Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos (HDE) sdo compostos quimicos formados unicamente por atomos de carbono e

hidrogénio, existindo apenas formacio de ligacdes carbono-catbono e carbono-hidrogénio. Como sio

compostos apolares, dissolvem-se somente em solventes apolares ou fracamente polares, fator importante na

separagio de OG e HDE.

Existem trés tipos de ligacdes carbono-carbono: ligacdes covalentes simples, duplas e triplas. Este tipo de

ligagoes afetam as propriedades do hidrocarboneto de que fazem parte. Um hidrocarboneto saturado contem

na sua cadeia carbonada apenas ligagdes covalentes simples. Ja um hidrocarboneto insaturado possui ligaces

covalentes duplas ou triplas.

Os hidrocarbonetos podem dividir-se em dois grupos (Figura 3.2): os hidrocarbonetos aromaticos

(possuem pelo menos um anel benzénico) e os hidrocarbonetos alifaticos (podem ser formados por cadeias

carbonadas abertas — lineares e ramificadas — ou fechadas). [*]

Hidrocarbonetos

Aromaticos

Alifaticos

Cadeia Aberta

Alcanos

Alcenos

Alcinos

Cadeia Fechada

Cicloalcanos

Cicloalcenos

Cicloalcinos

Figura 3.2 — Classes e sub-classes dos hidrocarbonetos.
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3.3. Espetroscopia de infravermelho por transformada

de Fourier

A espetroscopia compreende o estudo da interagdo eletromagnética com a matéria, pretendendo a

determinacido dos niveis de energia (estados eletronicos) e transicGes de espécies atomicas e moleculates.[*0)

Devido a existéncia de ligagdes quimicas nas moléculas, estas possuem energia rotacional e vibracional. As
transicOes rotacionais sao obtidas recorrendo a radiacdo eletromagnética na regidao do micro-ondas ou na regido
do infravermelho longinquo, nos quais as energias associadas sio mais baixas. Geralmente, existe uma
associacdo entre transi¢Oes vibracionais e radiagio eletromagnética na regido de Infravermelho, com niveis de

energia de 1-15 kcal/mol. [41. 42

A energia designada por infravermelho corresponde a regido do espetro eletromagnético situada entre
14290 e 200 cm! (Tabela 3.1). A regido de interesse para analises quimicas apresenta-se entre os numeros de
onda 4000-400 cm-!; sendo conhecida como infravermelho médio ou regido fundamental. A regido de alta (4000
cm! até a regido visfvel) e baixa (600-200 cm!) frequéncia corresponde, respetivamente, ao infravermelho

proximo e ao infravermelho longinquo. 1

Tabela 3.1 - As varias regides de infravermelho. (adaptado de 1)

Regido Infravermelho | Numero de onda /(cm™?) | Comprimento de onda /(um) Fenémenos
Proximo 14290 — 4000 0,7-2,5 Sobretons de absorcio de C-H
Médio 4000 — 650 35-25 Vibragbes e dobras
Longinquo 650 - 200 15-100 Espécies de baixa energia

Para se dar absor¢io de radiacdo infravermelha ¢ necessario existir uma varia¢io do momento dipolo
elétrico da molécula, devido ao seu momento rotacional e vibracional. O momento dipolo elétrico depende da
magnitude da diferenca de carga e da distancia entre dois centros de carga. Apenas nesta situagdo, o campo
elétrico interage com a molécula, mediante variacdo da radiacio incidente, originando os espetros. Isto é,

quando existe transicao entre dois niveis vibracionais. [#!l

A espetroscopia infravermelho determina grupos funcionais de uma amostra, dando-se a absor¢ao de cada
grupo numa frequéncia carateristica. Por sua vez, essas frequéncias apresentam vibragoes especificas, que
podem ser de estiramento (deformacio axial) ou de deformagao angular, correspondendo a niveis de energia
da molécula. 0l Desta forma se compreende a ndo rigidez de ligagdes covalentes em moléculas, visto que se
assemelham a molas, por terem a capacidade de esticar ou dobrar. Existem entdo dois tipos de vibrag¢oes

moleculares (Figura 3.3):

35




< Stretching (estiramento/deformacio axial) — corresponde a uma vibragio de movimento ritmico ao
longo da ligacdo entre dois atomos, existindo aumento ou diminui¢do da distancia interatomica, tal
como uma mola.

< Bending (deformagio angular) — corresponde a uma vibracio que consiste na variagio do angulo entre

duas ligacoes, que podem ocorrer no plano ou fora do plano da molécula.

Strefching (estiramento/ deformacio axial):
=0 V V
N J

h'd
Strefehing simétrico (A) Siretching assimétrico (B)

Bending (deformacdo angular):
Seissoring (C) Twisting (D) ¥ ageing (B) Rocking (F)

Figure 3.3 — Representacio esquematica dos vatios tipos de vibra¢oes moleculares. (adaptado de )

Na Figura 3.3 ¢é visivel a representa¢io esquematica dos diversos tipos de vibragdes moleculares. Em (A)
e (B) encontram-se representados o estiramento simétrico e assimétrico, onde as ligacSes se encolhem e se
estendem de forma simétrica e coordenada ou de forma assimétrica e descoordenada, respetivamente.
Relativamente a deformagio angular, (C) exibe deformagio em tesoura (no plano), pois ¢ similar ao movimento
de uma tesoura. Em (D) e (E) ¢é visivel a tor¢do das ligagdes (fora do plano), cuja movimentac¢io das ligacdes
se da de uma forma descoordenada e coordenada, respetivamente. Os sinais + e — indicam os movimentos
perpendiculares ao plano da pagina. ! Por ultimo, em (F) verifica-se o balanco das ligacdes (no plano) no

mesmo sentido. [44]

A base da espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier FTIR) é o método interferométrico
de Michelson (Figura 3.4), que consiste num beamsplitter (“semi-espelho”, conhecido como divisor de feixes) e em
dois espelhos ortogonais (um fixo e um mével). Neste sistema, a radiacio provem de uma fonte monocromatica
e ¢ dividida em dois feixes no beamsplitter, contendo idealmente cada feixe 50% do original. Apés a passagem
pelo divisor de feixes, um dos feixes (A) segue em dire¢do ao espelho de posi¢io fixa, no qual é refletido de
volta para o divisor de feixes, sendo uma parte deste feixe refletido de volta para a fonte e a outra parte passa
pela amostra e segue para o detetor. O outro feixe (B) parte do beamsplitter em dire¢ao ao espelho de posicdo
movel, no qual é refletido de volta, uma parte para a fonte e a outra parte passa pela amostra e segue para o

detetor. Se a posi¢io do espelho moével for tal que o feixe A percorra a mesma distancia que o feixe B antes de
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chegar a0 detetor, entdo os dois feixes encontram-se em fase, reforcando-se simultaneamente (interferéncia

construtiva), sendo maxima a energia que chega ao detetor. Contudo, devido a posi¢ao do espelho movel, se as

distancias forem diferentes, os feixes encontrar-se-do fora de fase, havendo um cancelamento parcial e

simultineo dos feixes, sendo minima a energia que chega ao detetor. [#4-43]

Desta forma, existindo variacdo da distancia percorrida pelos dois feixes, é possivel obter interferéncias

construtivas e destrutivas obtidas sequencialmente e, consequentemente, a variacio da intensidade da radiagao

que chega ao detetor, dando origem a um interferograma, uma vez que ¢ feito o varrimento da regido do espetro

a partir de uma fonte de luz monocromatica. O interferograma contem toda a informacao fornecida pelo

espetrometro, no entanto, o modo como a apresenta nio ¢ suficientemente util. Contudo, através da

transformada de Fourier, é possivel converter essa mesma informacdo num espetro que relacione as intensidades

com as respetivas frequéncias, sendo mais vantajoso para a analise. [#4+-43]

Fonte de Luz
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Interfarograma

Ny
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Figure 3.4 — Esquema referente ao funcionamento do FTIR, representando o interferémetro de Michelson e a conversao

do interferograma num espectro de absor¢io. (adaptado de 1)

O interferograma mais simples corresponde ao de uma radiagio monocromatica, ou seja, a0 espetro que

representa uma unica frequéncia. J4 os espetros que resultam de maltiplas frequéncias, correspondentes a

interferogramas complexos, sio comummente analisados.
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3.4. Escolha do solvente de extragao

Durante um longo periodo, um CFC, o conhecido Freon-113, tornou-se no solvente de elei¢io na técnica
de FTIR gracas a sua estabilidade, as suas propriedades atoxicas e a auséncia de ligacGes de carbono-hidrogénio
no mesmo. Contudo, e embora a sua maior vantagem seja ser quimicamente estavel, tal pode tornar-se no seu
maior defeito, resultando na sua proibi¢do, uma vez que atualmente é um potencial poluidor e um contributo
significativo para a destruicdo da camada de ozono. Desta forma, a proibi¢do do uso de Freon-113 conduziu a
necessidade de encontrar um substituto com capacidade de extragdo e propriedades semelhantes, mas incapaz

de provocar semelhantes danos ambientais.

A escolha do solvente de extragdo é assim uma etapa de extrema importancia na determinacio de OG e
HDE. Esta escolha é determinada mediante diversos fatores, nomeadamente, custo, qualidade espetral,

eficiéncia de extragdo, toxicidade e disponibilidade.

3.4.1. Tetracloroetileno

A escolha do solvente passa pela avaliacio das suas propriedades fisico-quimicas, de modo a que a sua
utilizagdo neste método seja suficientemente viavel. Para tal, o solvente extrator deve satisfazer dados requisitos:

< na sua composicio nio podem existir ligacdes carbono-hidrogénio (C-H);

< apresentar um elevado poder de extracio de compostos organicos;
< existir imiscibilidade com a agua;
I

ter um grau de pureza apropriado para espetroscopia de infravermelho.

Também ¢ de considerar todos os critérios de seguranca que estio inerentes ao solvente de extragdo
escolhido, bem como os aspetos financeiros, nomeadamente o seu custo. No mercado, existem alguns solventes
possivelmente adequados para o uso neste método analitico, tais como:

<> Tetracloreto de carbono;

< S-316;

<> Tetracloroetileno.

O tetracloreto de carbono, embora reuna todos os critérios necessarios, encontra-se atualmente no grupo
IV das ODS e possui um potencial de empobrecimento da camada de ozono. Este facto faz com que este
solvente nio possa ser uma alternativa viavel pois, tal como o Freon-113, a sua utilizacdo é proibida para

extragdes, de acordo com o Regulamento (CE) n°. 1005/2009, de 16 de Setembro.
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O S$-316, cuja férmula quimica é CCIF,CCIFCCIFCCIF; (dimero/trimero do clorotrifluoretileno), é um
solvente desenvolvido pela empresa Horiba. Apresenta todos os requisitos necessarios, bem como um grande
poder de extracdo e uma toxicidade muito reduzida. Em contrapartida, S-316 implica um avultado custo de

aquisicao.

O tetracloroetileno ndo possui ligacdes C-H, envolve um custo de aquisi¢do inferior ao do Freon-113, tem
um grande poder de extracdo, com capacidade de extrair desde os hidrocarbonetos mais leves aos mais pesados.
Contudo, o tetracloroetileno é extremamente toxico, desenvolvendo alguns efeitos a curto/médio prazo na
saude humana, estando ainda a ser efetuados testes no que diz respeito ao potencial cancerigeno deste solvente.
Embora o tetracloroetileno seja um composto com elevada toxicidade, tal carateristica nao lhe permite deixar
de ser o solvente de elei¢do para a substitui¢io do Freon-113, sendo entdo utilizado como solvente extrator na

extracdo de Oleos, gorduras e hidrocarbonetos.

Na Figura 3.5 encontra-se representado o espetro de absor¢ao de IV de tetracloroetileno que permite

observar a efetiva auséncia de liga¢des C-H na regido de interesse (zona verde: 3100 - 2800 cm™).
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Figura 3.5 — Espetro de absor¢ao de IV de tetracloroetileno.

— Zona entre 3100 — 2800 cm!

3.5. Principio do método

Através da instrumentacdo de FTIR, o método de determinagao de OG e HDE consiste na determinacio

da energia eletromagnética na regido do infravermelho que ¢é absorvida pelas ligacdes C-H presentes na amostra.
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O principio deste método resulta do elevado numero de ligacbes C-H que os 6leos, gorduras e hidrocarbonetos
possuem. O processo de extracdo usado baseia-se no método de extracio liquido-liquido, no qual o solvente
de extracio tem de ser imiscivel com a amostra de modo a proporcionar a separagdao de fases. Este solvente
deve encontrar-se isento de ligagdes C-H para que ndo haja interferéncia com a concentracio real do analito

presente na amostra.

O processo de determinacdo de OG inicia-se numa ampola de decantacio, na qual é colocada um volume
conhecido da amostra. Apds o processo de transferéncia da amostra para a ampola de decantacio, é colocada
a primeira quantidade de tetracloroetileno e iniciado o processo de agitacdo vigoroso durante 2 minutos, para
aumentar a area de contato das fases que sdo imisciveis (amostra aquosa e tetracloroetileno). Posteriormente, é
colocada a ampola num suporte de ampolas adequado para que repouse até se dar a separagio de fases. Quando
a separacio de fases for visivel, a parte inferior (contendo o solvente e os OG e HDE) ¢ drenada através de um
funil contendo sulfato de sédio anidro (Na2SOy) para um baldo de dilui¢do de 25 mL. A func¢io do sulfato de
sédio anidro consiste na remog¢io da humidade (H2O) que a fase do solvente drenado possa conter, sendo
assim um agente dessecante. Este processo de extracio liquido-liquido é repetido mais duas vezes. Finalizadas
todas as extracoes, o Na25O4 ¢ lavado com solvente extrator, visando a limpeza do analito em andlise, sendo
feita posteriormente a afericdio do baldo de diluicdo. Posto isto, a determinacio dos dleos, gorduras e
hidrocarbonetos presentes na amostra é realizada através da analise do extrato (analito + solvente de extra¢io)

num equipamento FTIR, com recurso a uma célula de quartzo, com 1 cm de percurso ético.

Para efetuar a determinaciio de hidrocarbonetos presentes na amostra é necessario adicionar silica gel ao
baldo de dilui¢do e agitar para promover o contato entre a silica gel e o extrato. A silica gel tem a capacidade de
remover compostos polares tais como os dleos e gorduras, deixando apenas os compostos apolares como os
hidrocarbonetos. O extrato contendo a silica é entao filtrado através de fibra de vidro e analisado no

equipamento FTIR. ¥

Caso a separacdo de fases ndo seja conseguida num petriodo de tempo razoavel, ou seja, se se der a
formagio de uma emulsio, sistema disperso em que as fases sdo liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis,
a solucdo passa por aumentar a quantidade de solvente a adicionar, passando a extracio a ser feita para um
balio de dilui¢io de 50 mlL.. Desta forma, hd uma diminui¢do do fator entre o volume de amostra ¢ o volume

de solvente de extragio adicionado (250:50), promovendo a facilidade de separacio de fases.

Como referido anteriormente, a instrumentacdo de FTIR tem a capacidade de varrer a zona de
infravermelho do espetro eletromagnético. E aqui que ocorre a absor¢do correspondente as ligagdes C-H. A

Figura 3.6 demonstra que a mistura de 37,5% de hexadecano, 25,0% de benzeno e 37,5% de isooctano da
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origem a um espetro de absor¢do caracteristico de um éleo de referéncia, apresentando também a gama de

comprimentos de onda absorvidos referentes as ligagdes C-H (2927 cm1).
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Figura 3.6 — Espetro FTIR realizado numa solugao de dleos de referéncia (Padriao de maior concentragao: 60

mg/L) representativa dos comprimentos de onda absotvido pelas ligagdes C-H. (adaptado de )

A Tabela 3.2 apresenta detalhadamente os comprimentos de onda absorvidos pelas ligagdes C-H.
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Tabela 3.2 — Bandas de comprimento de onda associadas ao infravermelho, representativas da absor¢io por parte das

ligacbes. (adaptado de Bl

Comprimento de onda / (cm) Tipos de vibragio Intensidade Grupo Funcional
=C-H esti t
3080-3010 _cstiramento Média =C-H (aromatico)
vibracional

C-H estirament
2975-2950 estiramento Média-Grande CH;

vibracional simétrico

C-H estitamento )
2940-2915 ) ) . Média-Grande -CHo-
vibracional assimétrico

C-H estitamento )
2870-2840 ) . L, Média -CH»-
vibracional simétrico

C-H estitamento )
2885-2865 ) . L, Média -CH3
vibracional simétrico

Desta forma, a determinagdo do analito ¢ realizada através de scans, no intervalo de comprimento de onda

que compreende os 3100 cm ! e os 2800 cm!, e a determinacido do analito realizada através do registo da

absorvancia (em altura) no comprimento de onda de 2927 cm-!. Este comprimento de onda ¢ utilizado, pois as

ligacbes —CHa— estao presentes em maior quantidade nos éleos, gorduras e hidrocarbonetos.

3.6. Material e método

3.6.1. Materiais, equipamento e reagentes

Para a realizacdo do método em validagdo foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos:

O I T S S S O T

Espetrometro de Infravermelho (Nicolet iS10, Thermo Scientific);
Computador com software Ommnic,

Células de 1cm X 1cmy

Balanca analitica - capacidade de efetuar pesagens até 0,01 g (P] Precisa junior 2000C);
Funis de vidro;

Ampolas de decantagio — 250 mL;

Baldes volumétricos — 5 ml., 10 ml., 20 mL., 25 ml., 50 mL;
Pipetas graduadas — 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL;

Pipetas volumétricas — 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL;
Provetas — 250 mL;

Papel de filtro (90 mm, Filtres Fioroni);

Fibra de vidro — 1a de vidro, Supeleo;
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< Microseringas — 50, 100, 250 ul..

Relativamente aos reagentes, foram utilizados:

< Acido cloridrico, >95%, Fisher Chemical ;

< Tetracloroetileno, 99,8%, Panreac;

< Sulfato de sédio anidro — 99,5%, Panreac, purificado por aquecimento na mufla a 200-250 °C

durante 24 horas;

<>

Silica gel, Fisher Scientific — purificada por aquecimento na mufla a 230 °C durante 24 horas;

<>

Oleos de referéncia — mistura, em volume, de 37,5% de isooctano, 37,5% hexadecano e 25%

benzeno.

3.6.2. Método

A determinag¢do da concentragio do analito presente no extrato, através do equipamento FTIR, ¢ feita
inicialmente com a realizagdo da leitura do solvente de extracio (branco/zero” do analito), com o objetivo de
registar o espetro de absor¢do correspondente a0 mesmo, uma vez que o solvente de extracio ¢ isento de
ligacdes de C-H. Toda a quantidade de energia eletromagnética absorvida acima desse valor representa a
presenca de 6leos, gorduras e hidrocarbonetos. A analise quantitativa inicia-se com a elaboragdo da calibracio
com uma solucio de hexadecano, isooctano e benzeno (compostos de referéncia descritos no método 5520-C)
que, mais tarde, ¢ comparada com a absorvancia obtida na anélise do extrato. A calibra¢io ¢ efetuada com base

no método de dilui¢des, numa gama de trabalho experimental de 6mg/L — 60 mg/L.

Realizado o processo de extracio e preparaciao do equipamento, a concentragio presente na amostra pode

entdo ser determinada através da equagio:

_ Clida -Dext -Vext
Camostra =

Vamastra amostra 3.1

onde, €Cgmostra corresponde a concentracio presente na amostra, Cpigq a concentragio determinada através
da absorvancia obtida em FTIR por interpolacdo das curvas de calibracio realizadas, V gy a0 volume total de
extrato, V gmostra 20 volume final da amostra, D gy, a0 fator de diluicido utilizado, enquadrando a absorvincia
do extrato dentro da gama de trabalho, € D gmostrq 20 fator de diluico utilizado, caso seja necessario diluir a

amostra antes desta ser extraida.
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3.6.3. Interferéncias/Limitagdes do método

Os solventes organicos tém a capacidade de dissolver 6leos e gorduras, mas também outras substincias
organicas que nio estas. Para além dos OG e HDE, existem inumeras substancias que possuem ligacdes C-H
que acabam por ser também quantificadas, visto que ndo é conhecido nenhum solvente capaz de extrair
seletivamente somente Oleos, gorduras e hidrocarbonetos. Esta quantificacdo traduz-se numa interferéncia
positiva, pois existem compostos na amostra que, embora ndo sejam 6leos e gorduras, sio quantificados.
Contudo, existem interferéncias negativas, nomeadamente no caso de residuos mais pesados de petréleo que
podem conter quantidades significativas de materiais que dificultam a sua extra¢do, provocando a reten¢iao

destes compostos na amostra. 4]
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Analise de trihalometanos, tricloroetileno e
tetracloroetileno por micro-extragcao em fase solida
em  cromatografia  gasosa  associada  a
espetrometria de massa

A analise de trihalometanos, tricloroetileno e tetracloroetileno é efetuada com base em micro-extracio em
fase solida por cromatografia gasosa associada a espetrometria de massa, tendo em aten¢io o cumprimento do

DL n.° 306/2007.

4.1. Trihalometanos, tricloroetileno e tetracloroetileno

Durante a cloragio da dgua existe formagio de trihalometanos (THM) pela interagdo de 4cidos organicos

A iais. [52
que, geralmente, se encontram presentes em aguas superficiais. 2

Em 4guas de consumo (Figura 4.1), os THM mais encontrados sio cloroférmio (ou também conhecido
por triclorometano), bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano (DBCM) e bromoférmio (ou
tribromometano). Para além da analise dos THM, no ambito do estigio também se procedeu a andlise de

tricloroetileno (TtiCE) e tetracloroetileno (TetraCE).

THM:
Cl Br Br Br
/K | Cl Cl Cl Cl
. C=C c=cC
"H o ANy, N ey,
cl - ol e \ H B H Br \ H | H Cl Cl Cl
Triclorometano Brmnodiclogmemo Dibromoclorometano Bromoférmio Tricloroetileno Tetracloroetileno

Figura 4.1 — Representacdo da estrutura molecular dos principais THM, tricloroetileno e tetracloroetileno.
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Os THM sdo compostos volateis que apresentam relativamente baixa solubilidade em 4gua, que sdo
considerados carcinogénicos e reconhecidos como potencialmente perigosos para a saide humana, daf o
monitoramento da sua concentracdo ser muito importante. SA0 compostos por apenas um carbono, cuja
férmula geral é CHX3, onde X representa um halogénio (fldor, bromo, cloro ou iodo). O cloroférmio é um
solvente comummente utilizado em quimica organica, considerado como um composto carcinogénico, pois
existe uma ligacdo entre a exposicao a THM especificos com tumores. Segundo estudos epidemioldgicos, existe
efetivamente uma ligacdo entre a exposicao a agua clorada, seja por ingestdo, por adsor¢do endérmica ou por
inalagdo, e o desenvolvimento de cancro na bexiga, aborto espontaneo e outras consequéncias reprodutivas

adversas. 53

O tricloroetileno e o tetracloroetileno siao hidrocarbonetos clorados sintéticos conhecidos pelas suas
excelentes propriedades de solvente. Sao muito utilizados em limpeza a seco e desengorduramento de materiais,
bem como em solventes para ceras, resinas, gorduras, borrachas, 6leos e vernizes, pintura em setores publico e

privado.

Numa agua de consumo humano, e segundo o DL n.° 306/2007, o valor paramétrico pata a soma das

concentracdes dos THM é 100 pg/L e para a soma das concentracoes de tri- e tetracloroetileno é 10 ug/L.16]

4.2. Cromatografia

O conceito de cromatografia foi pela primeira vez utilizado por Tiswert, nos inicios do século XX, com o
objetivo de separar substincias coradas, que apareceram como bandas coloridas na coluna, dando curiosamente
origem ao nome escolhido para o método (do grego chroma, que significa “cot”, e graphein, que significa

“escrever”), embora o processo niao dependa da cor.

Cromatogratia é, entdo, um termo que designa um conjunto de métodos de separagdo, nos quais os
componentes de uma mistura sdo distribuidos entre duas fases: uma estacionaria, FE, (s6lida ou liquida,
aderente a um meio-suporte solido poroso) com grande area superficial e permanentemente imével ao longo
de todo o processo, outra mével, FM, (fluido) que contata com a primeira. A separagdao é o resultado das
diferencas de velocidades dos componentes arrastados pelo solvente mével, mediante as diferentes interacOes

com a fase estacionaria. [34

As fases sdo escolhidas com o intuito de que, em cada fase, os componentes possuam diferentes
solubilidades. Ou seja, um componente soluvel na fase estacionaria leva mais tempo a percorré-la do que um

componente insolavel. As substancias que tém maior afinidade com a fase estacionaria sdo retidas durante mais
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tempo, deslocam-se mais lentamente, e, consequentemente, separadas daquelas que tém menor interacio.
Contrariamente, quanto menor a afinidade para a fase mével mais rapidamente as substancias se deslocam. E
devido a esta diferenca de velocidades que os compostos quimicos podem ser separados uns dos outros e
identificados pela velocidade a que se movem, em condi¢des especificas. F também por isso que o grande valor
dos métodos cromatograficos reside nos objetivos analiticos de separacio, identificacdo e quantificagio, que

podem ser frequentemente conseguidos simultaneamente.

O processo de eluicdo consiste na passagem de liquidos ou gases através de uma coluna cromatografica.
O fluido que entra na coluna e transporta os componentes de uma mistura através da fase estacionaria é
designado por eluente e o que emerge a partir da extremidade da coluna, ou seja, a fase mével que deixa a

coluna, é chamado de eluato. 15

E, assim, importante o conceito de tempo de retencio (tg), que se traduz pelo tempo decorrido desde a
injegdo de um componente na coluna até a sua dete¢io a saida do sistema. Em termos graficos, o tempo de
reten¢do corresponde ao tempo medido desde o instante de inje¢do da amostra até ao maximo do pico do
componente, refletindo o tempo de permanéncia do composto na coluna (Figura 4.2). Como o tempo de
reten¢do depende do comprimento da coluna, da fase estacionaria usada, da temperatura do forno da coluna,
do fluxo de gas transportador e do tipo de gas utilizado, as condi¢des cromatograficas adotadas devem ser

constantes e bem definidas. [56-61]
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Figure 4.2 — Cromatograma tipico para uma mistura de dois componentes. (adaptado de )

Segundo a Figura 4.2, tp corresponde ao chamado tempo de retengdo, g ao tempo de permanéncia do
analito na fase estacionaria e £y a0 tempo morto ou tempo de retencio da fase mével (tempo necessario para
que um soluto nio retido passe através da coluna cromatografica; todos os componentes permanecem por esse

intervalo de tempo na fase moével). Assim, o tempo de retenc¢ao é dado por: 1>
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Mediante a anélise cromatografica, os dados obtidos sdo adquiridos por um computador, dando origem a
um cromatograma — representa¢ao grafica que relaciona a resposta do detetor em funcio do tempo de eluicio.
Se a separacao for bem conseguida, cada pico ira corresponder a um componente da mistura separada, a area
dos mesmos possibilita uma medida quantitativa do teor de analito em solug@o e o g apresenta uma seguranca
na identificagdao do analito. Trata-se de uma propriedade fisica da substincia a analisar e depende das condi¢oes
de sepatracgdo: temperatura, taxa de fluxo e composiciao quimica da fase estacionaria. A anélise da solubilidade
da substincia na fase estaciondria baseia-se na energia das interagdes intermoleculares entre o analito e a fase
estacionaria, sendo o fator mais importante na determinagio do tempo de retencdo. A quantidade de analito
presente na amostra ¢ determinada com base na drea do pico obtida e na quantidade de amostra injetada, de

acordo com a calibracido analitica efetuada, que utiliza varios padrdes para cada componente.

Em termos de detegdo, o detetor consiste na medi¢cdo continua de propriedades fisico-quimicas da
amostra, ou da solu¢do que a contém, enviando um sinal para registo, que é geralmente e diretamente
proporcional a concentragido do componente na amostra. O detetor ideal é aquele que: 5462

<~ possui alta sensibilidade para detetar pequenas quantidades de amostra;

< ¢ estavel e insensivel a vatiagdes de temperatura e de fluxo, no caso de eluicdes com gradiente;
<> o sinal deve manter uma reacio linear com a concentracao da amostra;
&

deve efetuar uma leitura continua.

Os métodos cromatograficos sdo morosos, pois envolvem longos periodos de tempo no tratamento das
amostras e no tragado da curva de calibragdo. Sao também dispendiosos, devido a pureza elevada dos reagentes
utilizados e ao elevado custo do equipamento e da manutencao associada, e toxicos para o meio ambiente, visto
que as fases méveis sdo, geralmente, solventes organicos. Contudo, fornecem resultados analiticos de boa

precisdo e exatidio.

4.2.1. Cromatografia Gasosa

A analise quimica acabou por se revolucionar com a introducdo de mais uma técnica: cromatografia gasosa
(GC). Este método cromatografico envolve uma fase estacionaria, que pode ser solida ou liquida, e uma fase
mével, que é um gas transportador da amostra e que passa sobre a fase estacionaria. Este gas ¢ designado por
gas de arraste e estabelece o transporte do analito na fase de vapor ao longo da coluna. Trata-se de um gas que
deve ser inerte relativamente 4 amostra e a fase estacionaria, atéxico, de custo reduzido, de elevada pureza e
com grande eficiéncia de transporte, com o minimo alargamento dos picos (apesar de normalmente ser usado

Hélio, também pode ser utilizado hidrogénio ou nitrogénio).
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A cromatografia gasosa exige que a amostra seja suficientemente volatil, para que possa passar através da
coluna na forma de vapor, e estavel termicamente, para que niao ocorra decomposi¢do em condi¢cdes de
separacdo. A sua volatilidade pode ser crescente derivando os compostos ou aumentando a temperatura de

trabalho, cujo limite é aproximadamente 400 °C.

Existem dois tipos de colunas que sao utilizados em cromatogratia gasosa: coluna de enchimento e coluna
capilar. Na técnica abordada, verifica-se a utilizacdo de uma coluna capilar ou tubular aberta, sendo utilizado o

hélio como gas de arraste. [56-61]

O tipo de coluna, as propriedades da amostra e a sensibilidade analitica necessaria relacionam-se e
determinam o tipo de entrada e a técnica de injecdo. Geralmente, as amostras sdo injetadas diretamente na
extremidade da coluna. Se se tratarem de colunas capilares, geralmente, as amostras sio injetadas numa cimara

separada da coluna, vaporizadas e transferidas para a coluna na fase de vapor.

Nesta técnica cromatografica, existem dois tipos de injecao: injecdo §plit e injecdo splitless. O conceito da
injegdo split baseia-se na ideia de que a amostra injetada ¢ rapidamente vaporizada, misturada homogeneamente
com o gas de transporte e separada, de tal forma que uma fracdo conhecida da mistura é transferida rapidamente
para a coluna e a restante segue para o lixo. E um processo muito rapido, que da origem a picos cromatogréficos
muito definidos. A amostra injetada é vaporizada no interior de um /Zner, utilizado com o objetivo de
propotcionar um espago inerte. Ja o termo de injegao splitless consiste no fecho da separacio de ventilagdo antes
e durante a inje¢do, permanecendo fechada durante algum tempo apés a injecdo. Tal permite que quase toda a
amostra injetada vaporize e entre na coluna. A abertura da separacdo de ventilagio remove qualquer amostra

restante a entrada.

Em GC, a varidvel mais importante a controlar é a temperatura, daf a coluna encontrar-se dentro de um
forno de temperatura programada (termostatizado). Ambos (forno e coluna) devem ser de massa térmica baixa,
para que seja proporcionado um rapido aquecimento e arrefecimento. Ao longo da analise, o forno pode
funcionar em dois modos: isotérmico e de temperatura programada, ou seja, com um aumento linear da

temperatura.

A amostra sujeita a andlise pode ser um liquido ou um gas. No caso de um liquido, a inje¢do ¢ feita de
alguns microlitros de amostra na camara de inje¢do, que se encontra a uma temperatura suficientemente alta,
para passar a amostra para a fase gasosa. Se a amostra for um gas, pode ser feita a introdu¢iio de um volume
maior de amostra na camara de injecdo. O transporte da amostra vaporizada ¢ feito através de uma corrente de

gas, que passa pela coluna capilar, também conhecida por coluna cromatografica, na qual se encontra a fase
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estacionaria, através da qual os componentes da amostra se deslocam a velocidades influenciadas pelo grau de

interacio de cada componente com a fase estacionaria.

A escolha da coluna cromatografica deve ser baseada na eficiéncia da coluna, tendo em atengio a
complexidade da amostra que se pretende analisar e a afinidade entre a fase estacionatia e as substincias a

separat.

Apbs a amostra ter sido separada no GC, é necessario ter associado um instrumento com a capacidade de
quantificar os compostos, conhecido por detetor. Este instrumento deve ser altamente sensivel (entre 108 e 10-
1503 e ter um tempo de resposta rapido. Existem diversos tipos de detetores que podem ser acoplados ao
sistema GC, tais como, por exemplo: detetor de ionizacdo por chama (FID), detetor de captura eletrénica
(ECD), detetor de espetrometria de massa (MS), entre outros. No ambito do estigio, o detetor utilizado ¢é o

MS.

A técnica de GC ¢é de facto poderosa, uma vez que envolve uma rapida analise, tipicamente minutos, é
eficiente, proporcionando alta resolucio, é sensivel, nio é destrutiva, possibilitando o acoplamento a outra
técnica, apenas requer pequenas quantidades de amostra (uL), é confiavel, relativamente simples e de custo

moderado. Em contra partida, ¢ uma técnica cuja aplicacio se limita a amostras volateis. 03]

4.2.2. Cromatografia gasosa associada ao detetor MS

Em Quimica Analitica, a cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa é conhecida como
GC-MS e demonstra ser um processo com grande potencial, permitindo a analise qualitativa e quantitativa de
uma amostra num tGnico instrumento. F uma técnica que, para além de permitir a separacio dos componentes
de uma mistura complexa, ainda recolhe o espectro de massa de cada componente, tendo a capacidade de
expressar dois tipos de informacio de dimensdes separaveis sobre os componentes da amostra: tg obtido por
GC e MS obtido por ionizac¢do de eletrdes. O tr obtido através do GC relaciona-se com as propriedades
quimicas especificas das moléculas presentes na amostra (volatilidade, polaridade, presenca de grupos
funcionais especificos), enquanto o peso molecular é indicador da composicao atomica.l>-611 Num sistema de
GC-MS, ¢ necessario um sistema complexo de vacuo para manter a pressio baixa. Os compostos quimicos
provenientes do cromatégrafo gasoso sio ionizados pela fonte de ides ou interface e entram no espetrémetro

de massa.

A técnica de GC-MS tem a possibilidade de empregar dois métodos de ionizagio: ionizagdo por impacto

eletrénico (Ei) e ionizacdo quimica (Cj). Na ioniza¢do por impacto eletrénico o analito de interesse, em fase
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gasosa, ¢ bombardeado com eletrdes de alta energia. As moléculas do analito absorvem esta energia, dando-se
a remog¢ao de um eletrio por parte das moléculas que ndo recebem energia suficiente para fragmentar,
contribuindo para a formagio de ibes positivos com a mesma massa nominal da molécula neutra. Este processo
requer tipicamente 10 eV e a restante energia gera fragmentagdo dos analitos. No equipamento sdo detetados
apenas os fragmentos catiénicos e os iGes moleculares de carga unitaria. Na ioniza¢do quimica as moléculas de
analito, em fase gasosa, sdo introduzidas na camara de ioniza¢ao do espetrémetro de massa que contem um gas
reagente. Hsta mistura é bombardeada com eletrSes, a semelhanca da ionizagdo por impacto eletrénico. Uma
vez que o gas reagente se encontra em excesso em relacdo ao analito, acaba assim por ser ionizado quase
exclusivamente, passando a ocorrer reagdes entre os ides em fase gasosa e as moléculas neutras de analito.

Trata-se de um processo de energia relativamente baixa, no qual a fragmentagdo praticamente néo ¢ observada.

Posteriormente (Figura 4.3), os ides sdo encaminhados para o analisador, que corresponde a zona do
espetrometro onde sao definidas as carateristicas da determinacao, ou seja, onde ¢ efetuada a selecdo e separagio
dos ides de acordo com os valores de massa/carga (m/z). Os ides separados atingem, mais tarde, um
multiplicador de eletrGes que tem como funcido aumentar o sinal dos i6es sendo depois contabilizados num
detetor de ides e, apds contabilizacio, é produzido um grafico que representa a intensidade do sinal gerado pelo
ido em funcio dos valores de m/z. Em GC-MS, os analisadotres de massa mais utilizados sio: analisador de
massa de setor magnético, quadrapolos, aprisionamento de ides (lon Trap) e analisador do tempo de voo (TOF).

No ambito do estagio foi utilizado um analisador de massas do tipo Loz frap.

Porta de injecio

P
/' Silica fundida Regidoda Regido do
fonte de  analisador Multiplicador

Entrada . - .

. ions de massas  de elétrons
do gas de | |
arraste | l l

L .
HIJ | Sistema
4 | de
Collma d_e CG |\-_ dad_os
Forno do cromatografo a gas

Linhade Lentes de
transferéncia focalizacio

Figura 4.3 — Esquema de um instrumento GC-MS tipico capilar. (adaptado B?)
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Os valores (m/z) de cada ido de quantificacio de cada composto sdo obtidos através da fragmentacio dos
mesmos. Para uma melhor compreensao, toma-se a molécula de CO» como exemplo. Na Figura 4.4, encontra-
se representado o espetro de massas da molécula de CO», em que muitos ides de fragmentos se encontram
presentes. Quando se dd a quebra de uma ligacio C-O no ido molecular (m/z=44), observa-se a formagio de
CO* (m/z=28) e OF (m/2=16). A perda de dois dtomos de oxigénio leva a C+ (m/z=12). 153 O mesmo tipo
de estudo ¢ feito para os compostos de andlise (THM, tri- e tetracloroetileno), tendo em conta os picos de

maior intensidade, pois corresponderio aos ides dos fragmentos (Anexo D).

100

20 — 44
80 —

70 —

Abundincia relativa

razdo massa/carga (m/z)
Figura 4.4 — Espetro de massas de CO», em que o iio molecular aparece na razio m/z=44 (C=12, O=16) e os ides de

fragmentos aparecem a valores de m/z=28, 16 e 12, que correspondem a CO*, OF e C*, respetivamente.

4.3. Micro-extragao em fase s6lida, SPME

Na técnica de GC-MS utlizada na andlise de THM, tti- e tetracloroetileno é necessario um processo de
extragdo para retirar os analitos da amostra a analisar. Neste caso, foi utilizada a micro-extracio em fase solida
(SPME) que consiste numa microtécnica de extracio de amostras, tanto pelas dimensées do suporte de extracio
empregue, como pelos volumes de matriz e de solvente necessatios. E utilizada uma fibra ética de silica fundida,
revestida com um filme fino de um polimero, como o polidimetilsiloxano (PDMS), ou com um adsorvente
adequado. A mesma encontra-se acondicionada dentro de uma agulha num amostrador semelhante a uma

seringa, ficando exposta apenas no momento da extracio. 15 60

O método de extragdo por SPME (Figura 4.5) pode ser efetuada por imersdo da fibra diretamente na
matriz ou através da exposi¢do no espago confinante, designado por headspace, onde a fibra entra em contato

apenas com os vapores do analito que sio libertados da matriz por aquecimento. Realizada a extragao, a fibra
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¢ retirada da amostra e inserida num injetor do cromatégrafo gasoso, onde os analitos sdo termicamente
desadsorvidos, sob fluxo do gas de arraste, e transportados para a coluna cromatografica. Segundo esta técnica,
extraem-se pequenas quantidades de analito, o que facilita a sua desadsor¢do e subsequente separacdo

cromatografica.

; ara ;
retirar p retirar

perfurar ! o

septo cromatografo

% desadsorgdo

extrair

injetor do cromatografo

EXTRACAO ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 4.5 — Uso do amostrador de SPME para o processo de extragio e o de desadsor¢iao do material extraido para

analise por GC. (adaptado [?l)

4.4.Principio do método

Na andlise de THM, tri- tetracloroetileno, ¢ utilizado um espetrémetro de massa com ioniza¢do por
impacto electrénico e analisador zn #rap. Na fonte ib6nica sdo produzidos ides a partir da amostra, os quais sao
separados no analisador de acordo com a razio massa/carga, sendo determinada a sua massa e abundancia no
detetor. Os ides originados sio injetados por um sistema de lentes no interior do analisador zon trap, que é
constituido por trés elétrodos. Os ides ficam aprisionados na cavidade da armadilha i6nica, por acao de campos
elétricos, e gera-se uma rampa de radiofrequéncia aplicada ao elétrodo que rodeia a cimara. Com o aumento
da voltagem da radiofrequéncia, hd um aumento da amplitude do movimento oscilatorio induzido dos ides até
a0 momento em que saem da cimara. Em consequéncia deste aumento, existe uma destabilizacao dos ides de
massa crescente, pelo que as diferentes massas presentes sao detetadas de forma sequencial no tempo, existindo
uma correlagdo entre voltagem aplicada e massa detetada. Apds serem ejetados da camara, vao ser detetados
por um multiplicador eletrénico. O espetro de massa obtido tem origem na mudanca rapida dos pardmetros
operacionais do analisador no tempo. Se a fonte de ionizagao for externa ao analisador, permite a separacao

entre a ionizacdo e a analise, isto ¢, enquanto os ides sao pulsados para a armadilha para a andlise, a maior parte
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das moléculas neutras sio retiradas através do vacuo. Desta forma, garante-se a integridade dos ides, evitando
possiveis intera¢oes ido-molécula durante o tempo de permanéncia na camara, mantém-se o analisador limpo

e obtém-se espetros comparaveis com as livrarias de MS reconhecidas.

O sistema de dete¢do usado permite alcangar o nivel de detecdo minimo necessario para a determinacao
que se pretende realizar. A detecdo pode ser realizada através de espetro de massa total, ou seja, varrimento
total (Full Scan) ou monitorizacio seletiva de iGes (SIM), bem como por técnicas MS-MS no modo de

vartimento total.

Resumidamente, cada componente da amostra, ao chegar ao detetor, origina um sinal elétrico proporcional
a quantidade de ides originados pelo composto. O registo é feito sob a forma de um cromatograma ou perfil
de corrente i6nica total (TIC) em que se tem a representacdo dos picos correspondentes a abundancia de todos
os i0es no detetor em funcdo do tempo. O sofware utilizado deve permitir obter, a partir da TIC, o registo da
abundancia dos i6es de uma massa especifica versus tempo, o qual se designa por perfil de corrente i6nica
extraida (PCIE). Segundo a analise da TIC, obtém-se informacdo sobre o tempo de retencio e a area de cada
pico. A identificagio dos diversos componentes da amostra é efetuada com base nos tempos de reten¢do e na
analise dos espetros de massa correspondentes a cada pico, sendo processado o sinal obtido através do soffware

do equipamento.

4.5. Material e método

4.5.1. Materiais, equipamento e reagentes

Para a realizacio do método em validagio foram utilizados os seguintes materiais e equipamentos:

< Frascos para recolha das amostras — frascos de vidro ambar de 50 mL, com tampa de rosca e septo de

Teflon;

< Frascos do automostrador — frascos de vidro (vials) de 20 ml. com tampa de aluminio e septo de
silicone com face de Teflon;

< Fibras de SPME de PDMS de 100 pmy;

< Microseringas de vidro para GC com certificado de calibracio — 50, 100, 250 plL;

< Pipetas de Pastenr;

< DPipetas graduadas — 0,5 mL;

< DPipetas volumétricas — 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL;

<> Baldes volumétricos — 20 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL e 200 mL;

54



<>

Balanca analitica — capacidade de efetuar pesagens rigorosas até 0,0001 g;

Computador com software Xcalibur,

Cromatégrafo de gas associado a espetrémetro de massa com possibilidade de utilizar colunas capilares
e de programar a temperatura do forno;

Automostrador — com seringa adequada a SPME e um tabuleiro com 54 posi¢oes para frascos de 20
ml;

Coluna cromatografica — coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de fraca polaridade de

0.25 mm x 30 m e 0.25 um de espessura de filme.

Todo o material de vidro volumétrico destinado a medicoes rigorosas de volume ¢ certificado. O

cromatégrafo de gas deve ter associado um sistema de injecao “split/splitless”. O espetrémetro de massa deve

ter um analisador de massas 77 trap quadrupolar com uma gama de massas de 10 2 900 u.m.a e modo de colisao

por dissociacdo induzida (CID). O software utilizado (Xealibur) controla o funcionamento do GC-MS e do

automostrador, ¢ efetua a medi¢ao das areas dos picos e os respetivos tempos de retencao.

Relativamente aos reagentes, foram utilizados:

<>
<>
<>

R

Agua ultrapura (condutibilidade elétrica < 1 uS/cm);

Tiossulfato de sédio pentahidratado — 99,5%, Riedel-de Haén;

Sulfato de s6dio anidro — 99,5%, Panreac, puriticado por aquecimento na mufla a 400°C durante 4
horas;

Metanol — LiChrosolv, 99,9%, Merck;

Fluorobenzeno (Padrio interno) — 99,7%, Fluka;

Padrio de referéncia certificado — EPA 551A Halogeneted Volatiles Mix, Supelco;
Padrées analiticos dos seguintes compostos:

- Cloroférmio — Oekanal, RIEDEIL-de Haén;

- Bromodiclorometano — Oekanal, Riedel-de Haén;

- Dibromoclorometano — Oekanal, Riedel-de Haén;

- Bromoférmio — Oekanal, Riedel-de Haén;

- Tricloroetileno — Fluka;

- Tetracloroetileno — Fluka.

A 4gua ultrapura é agua desionizada, purificada num sistema Milli-Q plus, para que ndo apresente

interferentes que condicionem a determina¢io dos analitos em analise.
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4.5.2. Método

A determinacao de THM, triCE e tetraCE em 4guas de consumo, realizada através da instrumentagdo
SPME-GC-MS, inicia-com a coloca¢io de uma por¢io da amostra/padrio a analisar num via/ de 20 ml,
juntamente com um padrio interno, sendo posteriormente fechado com uma capsula de aluminio e um septo
de silicone com face de teflon. A introdugdo do padrio interno (PI) permite controlar a extracdo e inje¢ao dos
analitos no GC. Para além de ser mais um ponto de controlo do ensaio, o PI permite também a amortizacio
de pequenas oscilagdes nestas duas fases. O PI utilizado neste ensaio foi o fluorbenzeno, tendo sido adicionado

com uma concentra¢ao fixa conhecida, tanto aos padrdes como as amostras a analisar.

Apos preparagio dos vials contendo a amostra/padrio, estes sdo entdo colocados a incubar durante um
determinado intervalo de tempo e a uma determinada temperatura. Este processo ¢ designado de “periodo de
incubac¢io”. Uma vez que a amostra nao ocupa o espaco total do zia/, criando-se um espago vazio situado acima
do nfvel da agua (beadspace). O aumento de temperatura estabelece, na parte supetior do vial/ (beadspace), o
equilibrio entre a fase de vapor e a amostra. Posteriormente, ¢ realizada a extracdo da fase de vapor através do
contato entre o headspace e a fibra de micro-extracio em fase sélida (SPME). Ap6s o perfodo de extragio, a fibra
contendo os analitos adsorvidos ¢ introduzida no injetor do cromatégrafo onde sio desadvorvidos
termicamente, sendo libertados no /Zner. Os compostos sao entdo arrastados pelo hélio para a coluna capilar,

onde sdo separados pelos respetivos tempos de retencio, sendo detetados quando chegam ao detetor de massas.

O software estabelece uma curva de calibracdo para cada analito, efetuando a regressao linear, pelo método
dos minimos quadrados, entre as razdes das areas (Area/Area PI) e as concentracdes padrio (c).

Algebricamente, a equacio da reta é dada por:

Area

——=b+mXxc (4.2)
Area PI

onde PI é o padrio interno, b é a ordenada na origem, m é o declive da reta e ¢ é a concentra¢io do analito.

A concentrac¢io de cada analito na amostra é dada pela expressio:

(Area/Area PI) —-b
c =

— (4.3)

Caso a amostra tenha sido diluida, o valor obtido é multiplicado pelo fator dilui¢do.

56



Em cada dia de trabalho ¢ feita uma curva de calibragio e realizado o respetivo controlo de qualidade,
sendo controlada a drea do padrio interno, a concentraciao das amostras fortificadas, duplicados e padrbes de
controlo de calibra¢do. A calibracio é obtida através do método de dilui¢des, numa gama de trabalho de 2 ug/L
—30 pg/L para THM e 0,5 pg/L — 7,5 ug/L para tricloroetileno e tetracloroetileno, sendo controlada logo ap6s
ter sido obtida através de padroes externos de calibragio. A sessio de trabalho é controlada no final e/ou a
cada 20 determinag¢des através de um padriao de calibragdo com concentracdo correspondente ao limite de
quantificacdo, de um padrido com concentracio correspondente ao meio da gama de trabalho e outro padrio

com concentragio correspondente a0 maximo da gama de trabalho.

4.5.3. Interferéncias/Limita¢des do método

A determinacdo de THM, triCE e tetraCE por SPME-GC-MS podem envolver eventuais interferéncias
produzidas pela contaminagio de solventes, reagentes e material de vidro, dando origem a um maior nimero
de picos e subidas da linha de base nos cromatogramas. Podem ainda dever-se a contaminag¢des efetuadas, tanto
na fase de amostragem como na analise. Desta forma, é muito importante que todo o material que entre em

contato com as amostras se encontre isento de quaisquer interferentes.

Ainda como fonte de contaminagio, pode ser considerado o ambiente do laboratério onde se executa a
preparaciao das amostras e dos padroes. Também por isso, a seringa e o sistema cromatografico devem ser

rigorosamente descontaminados, com o objetivo de minimizar as possiveis interferéncias.
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Resultados e Discussao

5.1. Implementagiao e validacao da determinagiao
de Oleos, gorduras e hidrocarbonetos em aguas
residuais por FTIR

A 4gua, imprescindivel a vida, ¢ utilizada em diversas atividades humanas, o que resulta numa 4gua poluida
designada por agua residual. Neste tipo de aguas, como um dos maiores problemas no seu tratamento, ¢
apontada a presenca de 6leos e gorduras, pelo risco que representam tanto para o ambiente como para os

processos de tratamento.

A implementacdo e validacdo da determinacdo de 6leos, gorduras e hidrocarbonetos baseia-se na
readaptacio de um método standard 5520-C: “Standard Methods for the Examination Water and Waterwaste”. Este
refere-se a um método de parti¢éo por infravermelho, que recomenda a utiliza¢do de Freon-113 como solvente
de extracdo. Contudo, como se verificou anteriormente, a sua utilizacdo passou a ser proibida, tendo surgido o

tetracloroetileno como solvente de extragdo para esta determinagio.

5.1.1. Identificacao

A determinagio de dleos, gorduras e hidrocarbonetos ¢ realizada recorrendo a utilizacio da técnica FTIR,
apos o analito ter sido extraido da amostra recorrendo a uma extra¢ao liquido-liquido (com tetracloroetileno
como solvente de extracdo). Com este tipo de extracio pretende-se a separacdo de duas fases liquidas (amostra
versus solvente de extracdo), visando a passagem do analito para o solvente utilizado. Posteriormente, o extrato

(contendo o solvente que contém o analito) é analisado através da técnica de FTIR. Neste ensaio, o analito
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acaba por ser uma mistura de varios analitos, uma vez que a determinacio se baseia na comparacido das
absorvancias obtidas no extrato extraido da amostra com as absorvancias obtidas através da calibracio com
6leos de referéncia.

E de referir que os resultados apresentados se focam apenas na analise de 6leos e gorduras pela técnica de

FTIR, uma vez que nio foi possivel realizar todas as etapas do processo na analise de hidrocarbonetos.

5.1.2. Especificidade e Seletividade

Os parametros de especificidade e seletividade permitem determinar a existéncia de possiveis
interferéncias e a sua influéncia nos resultados, recorrendo a avaliacio de extratos de brancos, brancos
fortificados, amostras e amostras fortificadas. Esta determinagdo deve garantir boa resoluciao de espetros de
Infravermelho obtidos pela técnica FTIR, bem como perfis marcados que os caracterizem. Assim, os espetros
obtidos para padrOes, brancos e amostras devem ser verificados, visando a correta identificacdo dos compostos

em estudo.

A determinacio da especificidade e seletividade é conseguida através de testes de recuperacdo em brancos
fortificados (Tabela 5.1), cujas percentagens devem apresentar valores entre 70-130% para que o método

analitico seja considerado especifico e seletivo.

Tabela 5.1 — Dados obtidos nos testes de recuperacio de amostras fortificadas, na analise de OG.

Conc.Real | Conc:Padrdo | Volumepadrdo | o) nrogiga | 3
/ (mg/L) adicionado adicionado / / (mg/L) %o Recuperagio
/ (mg/L) (mL)
0,510 0,05 2,280 100,7
0,520 0,10 3,100 97,9
0,120 0,05 1,960 98,9
0,020 3,090 94,9
15,660 18,660 103,0
0,540 3,120 89,2
0,670 9490 3,760 93,4
1,700 0,075 4,430 89,8
4,900 8,000 109,8
61,580 64,185 89,2
2,830 5,190 89,6
61,090 64,760 114,1

Segundo a analise da tabela anterior, verifica-se que o método analitico é especifico e seletivo, uma vez

que os valores da percentagem de recuperacio se encontram dentro dos critérios de aceitacdo estabelecidos, ou

seja, entre 70% e 130%.
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5.1.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico consiste na capacidade de distinguir pequenas diferencas de
concentra¢do do analito. Neste método, a curva de calibragio é definida por um modelo linear, o que se reflete
na constante sensibilidade ao longo de toda a gama de trabalho. Consequentemente, pode-se considerar que a
sensibilidade corresponde ao declive da reta de calibracdo, tomando, assim, o valor de 0,0018 (ver equagao 5.1).
Este valor traduz a linearidade entre os valores obtidos ao longo da reta de calibracio, apresentando um valor
de coeficiente de determinacio (R?) igual a 0,9997, o que revela a boa qualidade da reta de calibracao (Grafico

5.1). A equacio da reta de calibracio é dada por:

y=20,0018x + 0,0033 6.1
em Y corresponde a absorvancia medida de cada um dos padtSes de calibracdo, em termos de altura, e X

corresponde a concentragao dos mesmos.
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€ o004 | .
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@ 002 | .
2 0 "
2 -
0,00
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Concentragdo / (mg/L)

Grafico 5.1 — Representacdo da cutrva de calibracdo: absorvincia, em altura, em func¢io da concentra¢io de cada padrio

de calibracio.

5.1.4. Limiares analiticos

A partir do limite de quantificagio e de detegio é possivel tracar os limiares analiticos alcangaveis com o
método que se pretende utilizar. Estes limites correspondem as menores concentragdes da curva de calibragio,

que correspondem aos limites inferiores da curva de calibracio.
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5.1.4.1. Limite de quantificagido

E necessario determinar o limite de quantificacio que corresponde 2 menor concentracio medida, a partir
da qual é possivel quantificar o analito, com uma dada exatiddo e precisdao. Neste passo, sao avaliados os brancos
fortificados, uma vez que os mesmos envolvem a etapa de extra¢ao liquido-liquido, o que leva ao real valor do
LQ. Para tal, e idealmente, o valor do coeficiente de variacio dos brancos fortificados da gama de trabalho
deveria ser inferior a 10%. Contudo, como o método analitico utilizado envolve uma etapa de extracdo, que é
suficiente para influenciar o valor de CV, entdo este valor pode ser aceite mesmo que se apresente relativamente

superior a 10%.

Na tabela abaixo (Tabela 5.2), encontram-se os dados relativos aos brancos fortificados.

Tabela 5.2 — Avaliacio do limite de quantificacdo: brancos fortificados.
Conc. Medida /
(mg/L)
0,630
0,580
0,740
0,680
0,630
0,670
0,490
0,666
0,605
0,506

Média 0,620
Desvio padrio 0,078
CV (%) 12,57

Através da andlise da Tabela 5.2, observa-se que a analise de brancos fortificados com concentragio
correspondente a do padrdo de menor concentragdo da gama de trabalho permite obter um valor médio igual

2 0,620 mg/L. Este resultado confirma a aceitacio do LQ estipulado (0,6 mg/L).

5.1.4.2. Limite de detegao

Assim que o limite de quantifica¢io seja considerado vélido, procede-se ao calculo do limite de detegio,
com base na equacdo 2.4. Desta forma, o limite de detecdo definido, em termos de equipamento ¢é de 0,632

mg/L e, em termos experimentais, ¢ 0,176 mg/L.
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5.1.5. Linearidade e gama analitica

5.1.5.1. Linearidade — Teste de Mandel

A melhor forma para avaliar a linearidade da gama analitica passa por recorrer ao teste de Mandel. Este
teste consiste no ajuste dos valores experimentais com um polinémio de primeiro grau (P07) por comparagiao
com os referentes obtidos através do ajuste dos valores experimentais com um polinémio de segundo grau

(P012).

Na tabela abaixo (Tabela 5.3), encontram-se os dados obtidos para efetuar o teste de Mandel, bem como a

sua analise.

Tabela 5.3 — Resultados obtidos para os ajustes dos valores experimentais aplicando P07 e P072 de OG.

Po1 Po12
SS 1,64x10° 1,11x10°
Ndf 4 3
VarFit 4,10x107 3,68x107
Valor teste F (TV) 1,45
Valor critico F 34,12
pHo 0,31

Segundo os resultados obtidos na tabela anterior, verifica-se que o valor de T1” ¢ inferior ao valor critico
de F e que, o valor de prova da hipétese nula, pHo > 0,05, o que confirma que a hipétese nula, Ho, ¢ aceite,
portanto ambos os modelos se ajustam de forma similar aos valores experimentais. Contudo, o modelo P07, o

modelo linear, apresenta-se como o melhor modelo, uma vez que possui um maior numero de graus de

liberdade.

5.1.5.2. Gama analitica - Teste de homogeneidade das varidncias

A gama analitica ¢ avaliada segundo um teste de homogeneidade de variancias, quando o método envolve
a representacio grafica de uma curva de calibracdo que deve ter, no minimo, cinco pontos distribuidos de forma
equitativa. O teste de homogencidade de variancias consiste na analise de dez réplicas independentes do
primeiro e ultimo padrio, com o objetivo de verificar se existe diferenca significativa entre as varidncias, nos
limites da gama de trabalho (Tabela 5.4). Esta averiguagdo passa pela comparagao entre o valor teste de F (T1)

e o valor critico de F.
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Tabela 5.4 — Avaliacdo da gama analitica segundo o teste de homogeneidade de variancias.

Réplicas Padrdo 1 [extrato] | Padrdo 6 [extrato]
/ (mg/L) / (mg/L)

1 5,83 55,81

2 5,94 56,06

3 6,38 57,72

4 5,88 55,51

5 6,10 56,62

6 5,83 57,72

i 6,32 57,17

8 5,72 57.72

9 6,05 58,27

10 5,44 57,72
Valor teste F (TV) 5.39
Valor critico F 6,54
pHo 0,02

Através da comparagio entre o valor teste de I (TT/) e o valor critico de F apresentados na Tabela 5.4
verifica-se que o primeiro ¢ inferior ao segundo, traduzindo-se assim na aceitaciao da hipotese nula. Tal significa
que nio existe diferenca estatisticamente significativa entre as varidncias e, portanto, ha homogeneidade de
varidncias. Esta conclusdo também ¢ retirada pela avaliacio do valor de prova da hipétese nula. Contudo, neste
caso, poder-se-ia tornar numa situagdo dubia porque pHo nio ¢ superior a 0,03, levando a rejeicao da Ho, mas
a comparacdo entre os valores teste e critico permitem refutar essa possibilidade, existindo assim
homogeneidade de varidncias. Assim, e mediante o resultado obtido, a gama de trabalho instrumental utilizada,
em termos de equipamento, encontra-se entre as 6 — 60 mg/L. Contudo, devido a um fator de 10, associado
ao volume de amostra utilizado e o volume de extrato, em termos experimentais, a gama de trabalho pode

encontrat-se entre 0,6 — 6 mg/L.

5.1.6. Precisao

A avaliagdo da precisio do método pode ser realizada segundo o pardmetro de repetibilidade e precisio
intermédia. Ainda assim, a sua analise pode ser feita de acordo com duplicados de amostras (Tabela 5.5), cujo

desvio deve ser inferior a 20%.

Tabela 5.5 — Avaliacao da precisdo do método analitico com base nos duplicados das amostras, em termos de desvios.

1,36
15,97
3,55
9,84
6,90
10,39
6,23
341
5,30
121

— =T Q™ DO >
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Mediante a andlise da Tabela 5.5, verifica-se que existe precisao do método analitico, uma vez que, em

duplicados de amostras, foram obtidos valores de desvios inferiores a 20%.

5.1.6.1. Repetibilidade

A determinacido da repetibilidade (Tabela 5.6) de um método intralaboratorial efetua-se numa série de
medi¢oes (=10) sobre um mesmo padrio. Este procedimento podera ser repetido em inumeros padrées com
diferentes niveis de concentragio, sendo satisfatoria apenas a determinacio da repetibilidade nos extremos da

gama de trabalho, pois sdo os padroes que mais facilmente sofrem desvios.

Para o nivel de confianca de 95%, o Ar corresponde a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em
ensaio independentes. Além do Ar, para o estudo de repetibilidade também ¢é importante considerar o CV de

repetibilidade, que corresponde ao quociente entre o desvio-padrio de repetibilidade e a média dos resultados.

Tabela 5.6 — Avaliagio da repetibilidade: média, desvio-padrio, coeficiente de variagio (CV.) e limite (AT") de

repetibilidade.
Padrio 1: [extrato] | Padrdo 6: [extrato]

/ (mg/L) / (mg/L)
5,83 57,72
5,94 56,06
0,38 57,72
5,88 57,72
6,10 56,62
5,83 57,72
0,32 57,17
5,72 57,72
06,05 58,27
5,44 57,72
Média 5,95 57,44
Desvio-padrio 0,28 0,65
CV, (%) 4,70 1,13
Ar 0,89 2,08

Mediante a andlise dos resultados da Tabela 5.6, o sistema apresenta boa repetibilidade para a anélise de
OG, uma vez que o CV,. é suficientemente baixo (<10%). Quanto menor for o CV,., melhor é a repetibilidade.
O facto do padrio 1 apresentar um CV,. superior ao do padrio 6, pode estat relacionado com a pequena
quantidade de analito presente no padrio 1 (padrio de menor concentra¢io), bem como um maior nimero de

erros aleatérios associados ao seu processo de medi¢ao.
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Com uma probabilidade de 95%, o limite de repetibilidade indica o valor abaixo do qual se deve situar a

diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios independentes.

5.1.6.2. Precisao intermédia

A precisio também pode ser avaliada recorrendo ao parametro precisao intermédia (Tabela 5.7), que

consiste na andlise dos padrées de controlo utilizados, com concentragSes e intervalos temporais diferentes.

Tabela 5.7 — Avaliagio da precisio intermédia: média, desvio-padrio e coeficiente de variacao (CV).

Padrio controlo 1:

Padrio controlo 4:

Padrio controlo 6:

5,806 mg/L 29,028 mg/L 58,056 mg/L
Co/“fr'nlg;’g;da Desvio (%) CO/“an:/eI‘i;da Desvio (%) C°/n§r'nl:;’g;da Desvio (%)

463 20,2 26,23 9.6 59,15 19

475 18,2 2483 145 55,07 5.1

621 7.0 2827 2.6 55,07 0,4

6,99 20,4 28,00 35 58,27 23

7,04 21,3 27,67 47 50,37 25

467 19,6 28,66 13 56,62 15

445 234 28,22 28 57,17 2,3

489 15,4 28,82 0,7 59,37 5.1

5,88 13 30,26 42 61,03 23

561 3.4 30,86 6.3 59,37 20,6

473 18,5 31,31 7.9 57,72 5.1

495 14,8 2585 11,0 54,41 72

478 17,7 2971 23 53,86 0,4

5,33 8,2 25,96 10,6 58,27 82

484 16,7 29.26 0,8 61,58 04

456 215 30,59 5.4 58,82 6,1

462 20,5 2926 0,8 57,93 13
Média 523 2846 58,13
Desvio-padrio 0,83 1,89 2,36
CV (%) 15,89 6,62 406

Mediante a andlise dos resultados da Tabela 5.7, 0 método apresenta boa precisdo intermédia para a anélise

de OG, uma vez que o CV ¢ suficientemente baixo (<10%). O facto do padrio 1 apresentar um CV supetior a

10%, pode estar relacionado com a pequena quantidade de analito presente no padrio 1 (padrio de menor

concentra¢io), bem como um maior nimero de erros aleatérios associados ao seu processo de medigio.
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5.1.7. Exatidao

A exatidio do método foi estimada através de ensaios de recuperagio.

5.1.7.1. Testes de recuperagio

Os testes de recuperacdo das amostras fortificadas permitem avaliar a exatiddo do método analitico,

constando essa informacdo na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Dados obtidos nos testes de recuperagdo de amostras fortificadas, na analise de OG.

Média 97,56
Desvio-padrio 8,28
CV (%) 8,49

Ap6s analise da tabela anterior, e de acordo com os dados apresentados na Tabela 5.1, verifica-se que o
método analitico apresenta boa exatidao, uma vez que os valores da percentagem de recuperacdo, em média, se
encontram dentro dos critérios de aceitacdo estabelecidos, ou seja, entre 70% e 130%. Para além disso, obtém-

se um valor de coeficiente de variacio inferior a 10%, como seria desejado.

5.1.8. Robustez

A avaliagao da robustez do método consiste em averiguar a capacidade deste produzir o mesmo resultado,
mantendo o seu desempenho analitico inalterdvel mediante minimas alteracdes das condi¢oes experimentais.
Na técnica de FTIR, as condicGes utilizadas sao sempre as mesmas, por isso s6 faz sentido estudar a robustez
do método com base no fator tempo, com o objetivo de averiguar se este afeta ou nio a exatidio e precisao do
mesmo. Esta avaliacio ¢ feita segundo o teste ANOIA fator Gnico, com base nos valores dos padrdes externos
de controlo da curva de calibra¢io, do padrido de controlo do limite de quantifica¢do e num padrio de calibragao

que se situe a meio da gama analitica. Os resultados obtidos encontram-se sistematizados na tabela abaixo

(Tabela 5.9).

Tabela 5.9 — Resultados do teste ANOT”A fator tnico.

Valor teste F (TV) 0,01
Valor critico F 1,92
pHo 1,00

Segundo a analise efetuada, observa-se que o valor teste de F ¢ inferior ao valor critico de F. Desta forma,
pode-se concluir que o método é robusto, uma vez que a Ho ¢ aceite, nio existindo efeito do fator tempo,

comprovado pelo valor de prova que é superior a 0,05.
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5.1.9. Coeréncia

A coeréncia de um método analitico visa a avaliagdo da sua capacidade em conduzir sempre a0 mesmo

resultado, em instantes diferentes. Tendo-se verificado que o método analitico é robusto, ou seja, que ndo existe

qualquer efeito sobre os dados obtidos, entio 0 mesmo apresenta uma boa coeréncia dos resultados (CV<10%),

como ¢é possivel observar na Tabela 5.10, com exce¢io do padrao de controlo 1 que apresenta um CV superior

a 10%.

Tabela 5.10 — Avaliacdo da coeréncia do método analitico.

Padrio Padrio Padrio
controlo1 | controlo 4 controlo 6
Média 5,23 28,46 58,13
Desvio-padrio 0,83 1,89 2,36
CV (%) 15,89 6,62 4,06
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5.2. Implementagdo e validagio do método
analitico de analise de trihalometanos,
tricloroetileno e tetracloroetileno em aguas de

consumo por SPME-GC-MS

O interesse pela implementacio e validacdo do método analitico de analise de THM, tricloroetileno e
tetracloroetileno em 4guas por SPME-GC-MS surge em consequéncia de uma avatia do equipamento GC-
ECD. A determinagdo qualitativa ja era efetuada em SPME-GC-MS, no entanto ainda nido existia método
quantitativo neste equipamento. As técnicas GC-ECD e SPME-GC-MS distinguem-se essencialmente pelo
detetor que utilizam: a primeira faz uso de um detetor de captura eletrénica e a segunda utilizada como detetor
um espetrometro de massa. A utiliza¢do do espetrémetro de massas permite a qualificacdo dos analitos com

maior grau de confianca.

5.2.1. Identificacao

Com a inje¢iio de uma mistura de substincias no cromatégrafo gasoso, cada uma delas pode interagir com
a fase estacionaria da coluna e distribuir-se de uma forma especifica. Esta intera¢ao, se existir, permite a retengao

de cada substincia na coluna em diferentes tempos, o que possibilita a sua distin¢io.

Acoplado ao cromatdgrafo de gis encontra-se um espetrémetro de massa (MS). Trata-se de um detetor
que permite, de uma forma rapida, a identificacdo qualitativa dos analitos pela comparacio do seu espetro de

massa com espetros de compostos conhecidos existentes na literatura.

A Figura 5.1 representa o perfil de corrente idnica total e os respetivos picos relativos a abundancia de
todos os iGes no detetor em func¢do do tempo. A partir do TIC, o soffware utilizado deve permitir o registo da
abundancia dos i6es de uma massa especifica em fungio do tempo, o que se designa por perfil de corrente

i6nica extraida (PCIE).
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Figura 5.1 - Representacio dos picos correspondentes a abundancia de todos os i6es no detetor em func¢io do tempo,

do padrao mais concentrado (Fu// scan).

Realizado o estudo por Full scan, é possivel determinar os ides de quantificacio dos varios analitos

analisados, que se encontram representados na Tabela 5.11, de acordo com os espetros de massas representados

no Anexo D.

Tabela 5.11 — Representa¢do da sequéncia de elui¢do (tempos de reten¢do) e numero de massa dos ides de quantificagdo

dos varios analitos.

Composto tr / (min) Ido 1 (m/z) Ido 2 (m/z) Ido 3 (m/z) Ido 4 (m/z)
Cloroférmio 2,88 83 85 - -
Fluotbenzeno 3,99 96 - - -
TriCE 4,56 95 97 130 132
BDCM 4,72 83 85 129 -
DBCM 6,60 127 129 131 207
TetraCE 6,88 129 131 164 166
Bromof6rmio 8,14 91 171 173 175

5.2.2. Resolugao

Na otimizac¢io de métodos de analise como a cromatografia, uma das etapas passa pelo equilibrio entre o
menor tempo de analise e uma melhor resolugdo. A resolucao, Rg, corresponde a uma medida quantitativa da

separagio de dois picos adjacentes, sendo determinada pela equacio:

_ Z(tRz B tRl)

— (witwy) 3

S

onde trcorresponde aos tempos de retencdo de cada pico e W a respetiva largura na linha de base.

70



O valor deste parametro reflete o grau de perfeicio com que dois picos sdo separados. Preferencialmente
pretende-se Rg = 2, pois garante a separagdo completa e bem definida entre os picos. No entanto, Rg > 0,8

ainda pode ser aceite como razoavel.

Ap6s a determinagio dos tempos de retengao de cada um dos analitos (Tabela 5.11), confirmada com o
espetro de massas por Full scan (Anexo D), os mesmos sao optimizados em termos de um modo SIM (Figura

5.2).

Partindo da aplica¢do da equacio 5.2, os cromatogramas (Figuras 5.3-5.8) representados abaixo tém
identificada a correspondente resolu¢io, determinada entre cada dois picos adjacentes e considerando o modo

SIM.
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Figura 5.2 - Representacio dos picos correspondentes a abundéncia de todos os iGes no detetor, por monitotizagido

seletiva de ides (SIM), em funcio do tempo, do padrio mais concentrado.
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Figura 5.3 — Representacgio dos picos correspondentes a abundincia dos ides A e B no detetor em fun¢io do tempo, do

padrao mais concentrado, com respetivo valor de resoluc¢ao.
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Figura 5.4 - Representa¢io dos picos correspondentes a abundéncia dos ides B e C no detetor em fung¢io do tempo, do

padrio mais concentrado, com respetivo valor de resolucio.
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Time (min)

Figura 5.5 — Representagio dos picos correspondentes a abundancia dos ides C e D no detetor em func¢do do tempo, do

padrio mais concentrado, com respetivo valor de resolugio.
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Figura 5.6 - Representac¢io dos picos correspondentes a abundéncia dos iées D e E no detetor em fungao do tempo, do

padrio mais concentrado, com respetivo valor de resolucio.
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Figura 5.7 — Representagao dos picos correspondentes a abundancia dos ides E e I no detetor em fungio do tempo, do

T T T
645 650 6.55 660 6.65

padrio mais concentrado, com respetivo valor de resolugio.
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R, = 16,80
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Figura 5.8 - Representac¢io dos picos correspondentes a abundancia dos i6es F e G no detetor em func¢io do tempo, do

padrio mais concentrado, com respetivo valor de resolugio.

Tabela 5.12 - Valores obtidos para a resolugdo de picos adjacentes.

| Picos | R; |
A-B 6,41
B-C 3,87
C-D 1,64
D-E 22,12
E-F 4,00
F-G 16,80

De uma forma geral, através dos resultados obtidos, verifica-se que os picos correspondentes a abundancia
relativa de todos os iGes no detetor, do padrio mais concentrado, apresentam uma excelente resolu¢io, uma
vez que o seu valor ¢ superior a 2, tal como desejado. Apesar da resolucdo entre os picos C e D nio ter obtido
um valor igual ou superior a 2, obteve uma resolucdo de 1,67 que indica uma resolucio satistatéria entre os

mesmos.

5.2.3. Avaliagao do padrio interno

A avaliagdo do padrio interno é um passo muito importante neste estudo, uma vez que o mesmo dita
alguma influéncia sob o resultado, tendo a fun¢do de amortizar as vatiagdes que ocorrem nas extracoes/injecoes
realizadas. Para qualquer padrio ou amostra, a area do padrio interno nio deve variar mais de 30% em relagio
a obtida para os padroes de calibracdo avaliados, num mesmo dia de trabalho (Tabela 5.13). Também por isso
a analise atenta dos PCIE ¢ relevante, uma vez que os picos do PI nos padres e amostras devem ser

semelhantes.
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Tabela 5.13 - Valores das areas dos padroes de calibragdo, com respetiva média e margem de varia¢do para um dos

ensaios realizados.

Padrdes de c

calibragio Area P

P1 35692

P2 34551

P3 35472

P4 34432

P5 33134

P6 34937

Média 34703

Média - 30% 24292

Média + 30% 45114

5.2.4. Especificidade e Seletividade

A avaliagdo da especificidade e seletividade dos analitos (cloroférmio, tricloroetileno — TriCE,
bromodiclorometano — BDCM, tetracloroetileno — TetraCE, dibromoclorometano — DBCM e bromoférmio)
em cromatografia i6nica é realizada com base em testes de recuperacdo em amostras fortificadas, cujas

percentagens devem apresentar valores entre 75-125%.

Na Tabela 5.14 sdo apresentados os dados relativos aos testes de recuperacio nas amostras fortificadas

para cada analito em estudo.

Tabela 5.14 — Percentagem de recuperagao obtida nos testes de recuperagiao de amostras fortificadas para cada

um dos analitos em estudo.

Clotoférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
- 96,8 82,0 99,1 82,8 88,2
85,3 94,3 82,3 99,5 86,3 83,0
- 108,1 - 1115 1230 118,6
- 108,9 119,6 1149 1124 1119
1129 109,9 123.8 113,0 116,4 123,6
102,2 106,8 107,7 107,8 106,4 112,5
99,0 106,7 115,2 104,6 116,5 124.6
88,5 97,4 105,5 99,1 103,2 1204
- 117,7 - 118,4 - -
108,7 109,0 117,9 113,7 119,9 -
98,8 83,8 104,5 88,6 103,5 108,0
107,5 91,5 120,1 91,6 1172 119,8
111,8 90,5 99,9 79,0 100,6 105,6
109,2 93,9 99,5 87,7 101,5 96,5
89,7 93,3 93,9 78,4 93,1 86,7
100,3 88,2 101,9 86,2 100,7 96,7
103,2 88,7 103,4 90,2 100,5 106,2
117,6 94,0 106,8 85,6 116,8 -
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Através da analise de Tabela 5.14, verifica-se que o método ¢é especifico e seletivo para os analitos em

questdo, uma vez que a percentagem de recuperagdo obtida se encontra dentro dos critérios de aceitacdo

estabelecidos para este método.

5.2.5. Sensibilidade

Tratando-se de um método cujo modelo ¢ linear (ver sec¢io 2.1.3), a sensibilidade é constante ao longo

de toda a gama de trabalho, correspondendo ao declive da reta de calibracdo para cada analito em estudo.

Na Tabela 5.15 encontram-se os dados relativos ao declive da reta (sensibilidade) de cada analito em

estudo, bem como o respetivo coeficiente de correlacio (R). Este coeficiente estabelece a interdependéncia de

dados entre o sinal medido e a concentracio do padrio correspondente, refletindo o tipo de correlagdo que se

pretende aplicar.

Tabela 5.15 — Valores do declive da reta (sensibilidade) e do valor de coeficiente de correlagio (R) de cada um dos

analitos em estudo, mediante a presenca (Grafico5.2) ou auséncia do PI (Grafico 5.3).

; Cloroférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM | Bromoférmio
ComP.1. 0,0576 0,2947 0,057 1,0136 0,0669 0,1307
R 0,9984 0,9960 0,9982 0,9962 0,9974 0,9971
Sem P. 1. 2,3660x10% | 1,2122x104 | 2,3458x103 | 4,1528x10* | 2,7472x103 | 5,3669x103
R 0,9939 0,9997 0,9969 0,9995 0,9998 0,9989
9,00 Com Padrio Interno
. o e
000 ll W y_nnnlszn”:fzsz
& -8

0,000
0,

15,000

20,
Concentragio / (pg/m

000

L
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Grafico 5.2 — Representagao grafica da area ratio de cada analito em funcao da respetiva concentragdo, na presenca de

padrio interno.
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Grafico 5.3 — Representacao grafica da area de cada analito em fungio da respetiva concentragdo, na auséncia de padriao

interno.

5.2.6. Limiares analiticos

5.2.6.1. Limite de quantificagdo

A determinagido do limite de quantifica¢do é um passo de extrema importincia, pois corresponde a menor
concentra¢gio medida que permite quantificar dado analito. Para tal, ha que garantir, em condi¢des de
repetibilidade e de precisio intermédia, que o coeficiente de variacdo do padrio de menor concentragido da

gama de trabalho seja inferior a 10%.

Na Tabela 5.16 encontram-se os dados relativos ao padrio de menor concentraciio da curva de calibragio,

bem como a avaliacdo do limite de quantifica¢io.
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Tabela 5.16 — Avaliacido do LQ de cada analito, segundo o padrio de menor concentragao (Padriol).

I ——

Cloroférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio

1,760 0,451 1,877 0,433 1,777 2,123

1,814 0,483 1,884 0,493 2,031 2,002

1,753 0,450 1,929 0,418 1,783 2272

2,089 0,443 1,891 0,493 1,088 2,253

1,747 0,446 1,833 0,419 1,877 2,162

2,167 0,514 2,263 0,483 1,927 2,076

1,892 0,572 1,978 0,485 2,000 2,339

2,228 0,485 1,956 0,414 2,144 2,552

1,701 0,505 1,828 0,430 1,041 2184

2,189 0,474 2,054 0,503 2,047 2,253

Média 1,934 0,482 1,950 0,457 1,952 077
Desvio-padrio 0,210 0,040 0,130 0,037 0,116 0,153
CV (%) 10,88 8,28 6,66 8,11 595 6,90

Apbs analise dos resultados obtidos, verifica-se que, na maioria, todos os compostos cumprem o critério
pré-estabelecido (CV<10%), sendo assim aceite o limite de quantificacio estabelecido para cada um dos

compostos (2 ug/L para THM e 0,5 ng/L para tri- e tetracloroetileno).

5.2.6.2. Limite de detegao

O limite de detegdo ¢é facilmente influenciado pelo sistema cromatografico usado e também pelas
condi¢des em que se encontra no momento da sua determinagio, nomeadamente da coluna, do detetor e do
sistema de injecio. A verificagdo deste limite deve ser realizada com o sistema cromatografico tio estavel quanto
possivel e apés a obtengdo de bons resultados para os padroes externos de controlo e para as amostras

fortificadas.

Apbs garantir que o LQ para cada analito esta valido, calcula-se o limite de detegdo, segundo a equagiao

2.4. Assim, o LD definido para cada analito encontra-se na tabela abaixo (Tabela 5.17).

Tabela 5.17 — Limite de dete¢io de cada analito.

| Limitededetegho/(ug/L) |

Clorof6rmio

Bromoférmio

TetraCE

0,476

0,347

0,084




De acordo com o descrito no D.L. n.° 306/2007, em dguas de consumo, o valor paramétrico para a soma
das concentracdes dos THM ¢é 100 ug/L e para a soma das concentracdes de tri- e tetracloroetileno é 10 pug/1.
No anexo IV do mesmo D.L., constam os parametros de desempenho minimo dos métodos analiticos,
nomeadamente, referentes aos THM totais e ao tricloroetileno e tetracloroetileno. Estes parametros devem, no
minimo, ser capazes de medir concentra¢Ges iguais ao valor paramétrico com a exatidio, a precisio e os limites

de detecio especificados. (9]

Desta forma, no caso dos THM totais, o limite de dete¢do deve corresponder a 10% do seu valor
paramétrico e as carateristicas de desempenho dos métodos de analise aplicam-se a cada um dos THM como
25% do V.P. que consta no anexo I do DL. n.° 306/2007. De uma forma simplificada: como o V.P. dos THM
totais é de 100 ug/L, cada um deles (clorof6rmio, BDCM, DBCM e bromof6rmio) podera apresentar um valor
de 25 ng/L (o que cotresponde a 25% do V.P.). Visto que o LD corresponde a 10% deste valor, entio equivale
a um valor de 2,5 pg/L. De forma analoga, pata tricloroetileno e tetracloroetileno, as carateristicas de
desempenho dos métodos de anilise aplicam-se a cada um deles como 50% do V.P. que consta no mesmo
anexo. Assim sendo, como o V.P. da soma de tricloroetileno e tetracloroetileno é de 10 pg/L, cada um deles
podera exibir um valor de 5 pg/L (o que equivale a 50% do V.P.). Como o LD também corresponde a 10%

deste valor, entdo este pode tomar o valor de 0,5 pg/L. 6]

Em suma, segundo o D.L. referido, o LD para cada THM seria de 2,5 pug/L e seria 0,5 pg/L tanto para
tricloroetileno como para tetracloroetileno. Estabelecendo a comparacio com os valores obtidos a nivel
experimental (Tabela 5.17), verifica-se que os valores de LD legislados estdo muito acima do que aquilo que ¢é

possivel praticar neste método, o que evidencia a qualidade do mesmo.

Posto isto, ainda ¢ possivel efetuar outro tipo de andlise: comparacio entre LQ experimental e LD teérico.
Mediante os resultados obtidos anteriormente (ver se¢io 5.2.6.1), observou-se que o LQ corresponde a 2 pg/L
para THM e 0,5 pg/L para tri- e tetracloroetileno. Em termos comparativos, estes valores encontram-se,
respetivamente, abaixo e iguais aos valores de LD ditados pela legislagdo. Isto significa, que o método analitico
utilizado faz uso de um LQ, bem como de um LD, que se encontra muito abaixo do que é previsto pela
legislacdo, o que permite demonstrar a sua capacidade de utilizar limiares analiticos muito abaixo do que é

descrito no D.L..
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5.2.7. Linearidade e gama analitica

5.2.7.1. Linearidade — Teste de Mandel

A linearidade da gama analitica ¢ determinada segundo o teste de Mandel, testando o ajuste dos valores

experimentais com P07 e comparando-os com os referentes obtidos por PO72.

Na tabela abaixo (Tabela 5.18), encontram-se os dados obtidos para efetuar o teste de Mandel, bem como

a sua analise.

Tabela 5.18 — Resultados obtidos para os ajustes dos valores experimentais aplicando P07 e P072 para cada analito.

Cloroférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
Po1 P012 | P01 | PO12| P01 | PO12| POl | PO12| PO1 | PO12| PO1 Po12
SS 0,006 0,002 0,025 | 0,024 | 0,007 | 0,002 | 0,296 | 0,291 | 0,013 | 0,013 | 0,058 0,057
Ndf 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3
VarFit 0,002 0,001 0,006 | 0,008 | 0,002 | 0,001 | 0,074 | 0,097 | 0,003 | 0,004 | 0,015 0,019
Valor teste F (TV) 8,16 0,11 7,99 0,05 0,10 0,08
Valor critico F 34,12 34,12 34,12 34,12 34,12 34,12
pH, 0,06 0,77 0,07 0,84 0,77 0,80

Através dos resultados obtidos na tabela anterior, verifica-se que, para todos os compostos, o valor de TT”
¢ inferior ao valor critico de F e que pHo>0,05, o que confirma a aceitagio da hipdtese nula e,
consequentemente, permite afirmar que ambos os modelos se ajustam de forma similar aos valores
experimentais. Contudo, o modelo P07, o modelo linear, apresenta-se como o melhor modelo, pois possui um

maior numero de graus de liberdade.

5.2.7.2. Gama analitica - Teste de homogeneidade das varidncias

Com 99% de confianga, o teste de Fisher (F) permite verificar a existéncia de homogeneidade de variancias,
onde se assume que Hy corresponde a variancias obtidas estatisticamente equivalentes e Hi corresponde a

variancias estatisticamente diferentes.

O teste de homogeneidade de variancias foi realizado através da analise de dez leituras do padrio de
concentra¢do mais baixa e dez leituras do padrao de concentracao mais elevada da gama de trabalho, uma vez

que os extremos da curva de calibracdo sdo suscetiveis a uma maior variancia.

Na Tabela 5.19 constam os valores obtidos para a avaliacdo da gama analitica através do teste de

homogeneidade de variancias.
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Tabela 5.19 — Avaliacdo da gama analitica segundo o teste de homogeneidade de variancias.

Concentragdo de Padtdes 1 e 6, P1e P6 / (ug/L)

Réplicas

1 1,760 | 30394 | 0,451 | 7,683 | 1,877 | 32,908 | 0433 | 7,980 | 1,777 | 30,639 | 2,123 | 32,034
2 1,814 | 30,820 | 0,483 | 7,544 | 1,884 | 32935 | 0493 | 7,793 | 2,031 | 30,591 | 2,002 | 32,180
3 1,753 | 30409 | 0,450 | 7450 | 1,929 | 32,567 | 0418 | 7,839 | 1,783 | 30,605 | 2,272 | 31,546
4 2,089 [ 29,750 | 0443 | 7,711 | 1,801 | 33,015 | 0493 | 7976 | 1,988 | 30,843 | 2253 | 31,515
5 1,747 | 30,498 | 0446 | 7613 | 1,833 | 32442 | 0419 | 7,789 | 1,877 | 31,074 | 2162 | 32,210
6 2167 | 30,114 | 0,514 | 7,480 | 2,263 | 32341 | 0,483 | 7986 | 1927 | 30,732 | 2,076 | 31,537
7 1,892 30,852 0,572 7,548 1,978 32,602 0,485 7,979 2,000 30,827 2,339 31,714
8 2228 | 30930 | 0,485 | 7611 | 1,956 | 32,997 | 0,414 | 7939 | 2144 | 31,057 | 2,552 | 32,189
9 1,701 30,310 0,505 7,464 1,828 32,969 0,430 7,990 1,941 31,283 2,184 32,239
10 2189 | 31,065 | 0,474 | 7,501 | 2,054 | 32,885 | 0,503 [ 8,007 | 2047 | 30972 | 2253 | 32421

375 520 3,77 5,40 3,97 5,04

6,54 6,54 6,54 6,54 6,54 6,54

0,06 0,02 0,06 0,02 0,05 0,02

Através da comparacgio entre o valor teste (I17) e o valor critico de F apresentados na Tabela 5.19, para

todos os compostos se verifica que o primeiro valor é inferior ao segundo, o que resulta na aceitacio da hipotese

nula. Tal significa que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre as varidncias, existindo assim

homogeneidade de variancias. Para além disso, ainda se comprova que as gamas analiticas estabelecidas sdo

adequadas (2 ng/L — 30 pg/L para THM e 0,5 pg/L — 7,5 pg/L para tricloroetileno e tetracloroetileno).

Este tipo de concluses pode ainda ser comprovado pelo valor de prova (pHo), que deve ser supetior a

0,05, tal como no caso do cloroférmio, BDCM e DBCM. Nos restantes compostos 0 mesmo nio se verifica,

mas tal ndo significa que a hipétese nula seja rejeitada, uma vez que entre 0,01 e 0,05 existe uma zona dubia,

aceitando Ho para valores de prova superiores a 0,03 e rejeitando valores de prova inferiores a 0,03. Contudo,

como valor teste ¢ efetivamente inferior ao valor tabelado, a Ho é aceite e assume-se que existe homogeneidade

de variancias entre os extremos da curva de calibragio.

5.2.8. Precisao

A precisio do método pode ser avaliada através do parimetro repetibilidade e precisdo intermédia.

Contudo, para além disso, pode ainda ser avaliada segundo duplicados de amostras (Tabela 5.20), cujo desvio

deve ser inferior a 20%, como observado na tabela baixo.
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Tabela 5.20 — Avaliacio da precisio do método analitico com base em duplicados de amostras.

% Desvio
| Cloroférmio | TriCE | BDCM | TetraCE | DBCM | Bromoférmio |
9,61 - 1,31 - 9,51 -
6,01 2,54 0,23 0,41 342 6,07
8,55 - 2,23 - 7,87 -

- 0,75 5,14 3,05 7,06 5,80
2,30 - 6,49 - 325 -
5,69 2,85 9,53 4,73 7,16 9,34
6,27 - 4,85 - 6,22 -
6,28 9,14 6,31 5,35 9,75 3,39
7,48 7,71 5,07 - 3,56 -
13,70 - 12,13 4,05 10,46 10,22
4,45 8,82 5,66 - 328 -
5,27 3,66 10,20 342 10,29 10,34
1,83 5,61 0,39 10,49 0,95 8,99
8,52 5,80 8,09 9,46 7,90 10,95
13,07 - 324 5,27 14,99 16,21

Mediante a analise da Tabela 5.20, verifica-se que existe precisio do método analitico, uma vez que foram

obtidos valores de desvios inferiores a 20%.

5.2.8.1. Repetibilidade

Um método analitico pode ver a sua precisdo avaliada através do parametro repetibilidade (Tabela 5.21).
Este baseia-se num dos padrdes de calibracdo de cada analito (padrdo de maior concentracio, P6). O valor
obtido para a precisio, em termos de CV, deve ser inferior a 6% para as areas dos picos, inferior a 10% para as

concentra¢des dos analitos e inferior a 0,2% para os tempos de retencio.

Tabela 5.21 — Avaliacio da repetibilidade do padrio de maior concentra¢do (padrio 6), em termos de area, concentragido

e tempo de retengio: média, desvio-padrio, limite (AT) e coeficiente de variacio de repetibilidade (CV,.).

/1y ta/(min) | Area ﬁ:’g‘ﬂ; ta/(min) | Area ((:u‘;i; tr/ (min)
1 71206 [ 30,394 2,86 87714 | 7,683 4,53 76169 | 32,908 4,70
2 75640 | 30,820 2,85 88450 | 7,544 453 75679 | 32,935 4,71
3 71397 | 30409 2,85 91518 | 7,450 453 79364 | 32,567 4,70
4 60420 | 29,750 2,85 90615 | 7,711 453 75064 | 33,015 4,71
5 74296 | 30,498 2,85 91197 | 7613 4,53 77594 | 32,442 4,71
6 69693 | 30,114 2,84 87405 | 7,480 453 73469 | 32,341 4,70
7 70254 | 30,852 2,85 86760 | 7,548 4,54 72897 | 32,602 4,70
8 70499 | 30930 2,86 85163 | 7,611 4,54 73848 | 32,997 4,70
9 67560 | 30310 2,85 89873 | 7,464 4,53 72133 | 32,969 4,71
10 72199 | 31,065 2,85 87279 | 7,501 453 75050 | 32,885 4,70
70316 | 30514 2,85 88597 | 7,560 4,53 75127 | 32,766 4,70

4158 | 0408 | 400x10° | 2111 0,091 | 3,00x10° | 2204 0252 | 2,00x10°
13290 | 1,303 0,01 6748 0,291 0,01 7047 0,806 0,01
e ] 59 1,34 0,14 2,38 121 0,07 2,93 0,77 0,05
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1 80231 30,639 6,59 317664 | 7,980 6,87 163013 | 32,034 8,13
2 82272 | 30,591 6,59 318662 | 7,793 6,86 168184 | 32,180 8,12
3 86248 | 30,605 6,59 327151 7,839 6,86 172754 | 31,546 8,13
4 78573 | 30,343 6,60 321251 7,976 6,87 165067 | 31,515 8,13
5 86902 | 31,074 6,59 331240 | 7,789 6,86 171399 | 32,210 8,13
6 81636 | 30,732 6,60 322481 7,086 6,87 163710 | 31,537 8,13
7 80600 | 30,827 6,60 317157 7,079 6,87 163554 | 31,714 8,13
8 81281 31,057 6,59 315877 7,939 6,87 163972 | 32,189 8,13
9 80038 | 31,283 6,60 310801 7,990 6,87 161208 | 32,239 8,13
10 82660 | 30,972 6,59 324885 8,007 6,87 159110 | 32,421 8,13
82044 | 30,862 6,59 320717 7,928 6,87 165197 | 31,959 8,13

2665 0,231 6,00x10°3 5971 0,086 | 3,00x10- 4329 0,344 3,00x102
85167 0,737 0,02 19084 0,275 0,01 13836 1,101 0,01
e 325 0,75 0,08 1,86 1,09 0,05 2,62 1,08 0,03

Segundo a analise dos resultados da Tabela 2.21, o método analitico apresenta boa repetibilidade para a

determinacio dos diferentes analitos, uma vez que o CV,. é suficientemente baixo. Quer para a area do pico,

ou para a concentra¢ao do analito ou para os tempos de retengdo, o valor do coeficiente de variacio cumpre

os valores estabelecidos para qualquer um dos analitos, sendo respetivamente inferior a 6%, 10% e 0,2%.

Quanto menor for o CV,., melhor ¢ a repetibilidade.

Com uma probabilidade de 95%, o limite de repetibilidade indica o valor abaixo do qual se deve situar a

diferenca absoluta entre dois resultados obtidos em ensaios independentes.

5.2.8.2. Precisao intermédia

Outro pardmetro que permite a determinagio da precisdo é a precisdo intermédia (Tabela 5.22), que se

baseia na analise dos padroes utilizados, com concentracdes e intervalos temporais diferentes.
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Tabela 5.22 — Avaliacio da precisdo intermédia, em padrées de menor e maior concentragdo (P1 e P6): média, desvio

padrio, coeficiente de variagio (C1).

| Concentrac¢io de Padtdes 1 e 6, P1e P6 / (ng/L)

ot | Cloroférmio | TriCE | BDCM | TetraCE | DBCM | Bromoférmio |

Réplicas 1 | e | Py | Pe] | Py | P6] | P1 | P6] | [P | [P6] | [P1] | [P6]
1 2,091 | 34656 | 0580 | 8,038 | 2,538 | 33,756 | 0616 | 8215 | 1,034 | 33,107 | 2,181 | 34,796
2 1760 | 30394 | 0451 | 7,683 | 1877 | 32908 | 0,433 | 7,980 | 1,777 | 30639 | 2,123 | 32,034
3 1814 | 30,820 | 0483 | 7544 | 1884 | 32935 | 0493 | 7,793 | 2,031 | 30,591 | 2,002 | 32,180
4 1753 | 30,400 | 0450 | 7450 | 1929 | 32567 | 0,418 | 7,839 | 1,783 | 30,605 | 2272 | 31,546
5 2089 | 29750 | 0443 | 7711 | 1891 | 33015 | 0493 | 7976 | 1988 | 30843 | 2253 | 31,515
6 1,747 | 30498 | 0446 | 7,613 | 1,833 | 32442 | 0419 | 7789 | 1877 | 31,074 | 2162 | 32210
7 2067 | 30,114 | 0514 | 7480 | 2263 | 32,341 | 0483 | 7986 | 1927 | 30732 | 2,076 | 31,537
8 1892 | 30,852 | 0572 | 7,548 | 1,978 | 32,602 | 0485 | 7,979 | 2,000 | 30,827 | 2339 | 31,714
9 2228 | 30930 | 0485 | 7611 | 1956 | 32997 | 0414 | 7939 | 2,144 | 31,057 | 2552 | 32,189
10 1701 | 30310 | 0505 | 7.464 | 1,828 | 32069 | 0430 | 7990 | 1941 | 31,283 | 2184 | 32239
11 2189 | 31,065 | 0474 | 7501 | 2054 | 32,885 | 0503 | 8,007 | 2047 | 30972 | 2253 | 32421
12 1832 | 32633 | 0550 | 6491 | 2,030 | 34485 | 0460 | 5442 | 2363 | 33444 | 2280 | 34422
13 1719 | 34179 | 0433 | 7,699 | 2,108 | 34334 | 0456 | 7.136 | 1,670 | 34956 | 1682 | 33177
1922 | 31278 | 0492 | 7526 | 2015 | 33,09 | 0470 | 7,698 | 1960 | 31,548 | 2181 | 32460

0200 | 1554 | 0051 | 0348 | 0,1994 | 0681 | 0055 | 0,723 | 0175 | 1380 | 0201 | 1,057

1038 | 497 | 1032 | 462 | 990 | 206 | 1162 | 939 | 895 | 437 | 923 | 326

Através da analise dos resultados da Tabela 5.22, 0 método apresenta boa precisio intermédia para a analise
dos varios analitos, uma vez que o CV ¢ suficientemente baixo. Em qualquer um dos analitos, o valor de CV é
maior no padrio de menor concentracio (P1), o que pode representar uma consequéncia de ser utilizada uma
pequena quantidade de analito, bem como um maior nimero de erros aleatérios associados ao seu processo de

medicao.

5.2.9. Exatidao

O parimetro exatiddo foi estimada através de ensaios de recuperagio.
5.2.9.1. Testes de recuperagao

Os testes de recuperacio das amostras fortificadas permitem avaliar a exatidio do método analitico,

constando essa informagio na Tabela 5.23.

Tabela 5.23 — Dados obtidos nos testes de recuperacio de amostras fortificadas.

Clorof6rmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
Média 102,5 98,9 105,2 98,3 105,9 106,8
Desvio-padrio 9,7 9,6 12,4 12,9 11,7 13,8
CV (%) 9,44 9,70 11,80 13,14 11,06 12,94
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Através da andlise da tabela anterior, e tendo em conta a Tabela 5.14, verifica-se que o método analitico
apresenta boa exatiddo, uma vez que os valores da percentagem de recuperacido se encontram dentro dos
critérios de aceitacao estabelecidos, ou seja, entre 75% e 125%. Para além disso, a percentagem de CV obtida é

consideravelmente baixa.

5.2.10. Robustez

Em técnicas cromatograficas as condicOes sdo sempre as mesmas, apenas tem sentido estudar a robustez
do método com base no fator tempo, com o objetivo de verificar se este afeta ou nio a exatidao e precisao do
mesmo. Desta forma, recorre-se a ferramenta .4NO1/A fator tnico, tendo em conta os valores dos padrSes
externos de controlo da curva de calibragdo, do padrio de controlo do limite de quantificagdo e num padrio
de calibragdo situado a meio da gama analitica. Na Tabela 5.24 encontram-se os resultados obtidos

relativamente a robustez.

Tabela 5.24 — Resultados do teste AANOL/A fator tnico.

Cloroférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
Valor teste F (TV) 0,009 0,341 0,015 0,355 0,017 0,052
Valor critico F 4,066 4,757 4,066 4,757 4,066 4,066
pHo 0,999 0,797 0,997 0,788 0,997 0,983

Ap6s a analise efetuada, observa-se que, em todos os casos, o valor teste de I ¢ inferior ao valor critico de
F. Desta forma, pode-se concluir que o método é robusto, uma vez que a Ho € aceite, nio existindo efeito do

fator tempo, comprovado pelo valor de prova que é superior a 0,05.

5.2.11. Coeréncia

A coeréncia foca-se na avaliacio da capacidade de um método analitico conduzir a0 mesmo valor
estimado, sem qualquer alteracdo das condi¢oes experimentais. Dessa forma, o estudo da robustez permite
evidenciar que o fator tempo nio exerce qualquer efeito sobre os dados obtidos, refletindo assim a boa
coeréncia dos resultados do método para qualquer um dos analitos em estudo. Tal pode ser ainda confirmado

pela avaliacdo do CV (%) de cada padrio de controlo para cada analito (Tabela 5.25).
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Tabela 5.25 — Avaliacio da coeréncia do método analitico.

_‘ Clorof6rmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromof6rmio
Média 1,921 1,763 2,266 1,824 2,063 1,793
Desvio-padrio 0,277 0,117 0,508 0,243 0,276 0,341
CV (%) 14,43 6,66 22,42 13,30 13,40 19,02
_‘ Clorof6rmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromof6rmio
Média 6,158 5,753 6,312 5,616 6,712 5,408
Desvio-padrio 0,454 0,380 0,607 0,301 0,631 0,318
CV (%) 7,38 6,61 9,61 5,35 9,41 5,89
_‘ Clotoférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
Média 20,705 19,590 20,586 18,960 22,451 18,091
Desvio-padrio 0,956 0,713 0,945 0,933 1,549 3,191
CV (%) 4,62 3,64 4,59 4,92 6,90 17,64

Como o valor de CV (%) deve ser inferior a 10%, entdo efetivamente o método analitico apresenta boa
coeréncia, sobretudo para os padroes de controlo 2 e 3 que cumprem os requisitos estabelecidos. O padrio de

controlo 1 apresenta valores relativamente maiores, uma vez que se trata de um padrio de menor concentragio.

5.2.12. Incerteza

A incerteza ¢é provavelmente dos parimetros que levanta maior desentendimento entre a comunidade
analitica, visto que existem intimeras formas de alcancar a sua determinacdo. Ainda assim, é dos critérios que
confere maior confianga na validade do resultado obtido. Neste caso, a determinagdo da incerteza (Tabela 5.20)
foi realizada com base na norma ISO 11352:2012, recorrendo a ensaios de recuperacio e segundo as equagdes

apresentadas na secgdo 2.4.

Tabela 5.26 — Avaliacdo da incerteza do método: incerteza associada a reprodutibilidade intralaboratorial (Up,), raiz
quadrada da média dos desvios dos ensaios de recuperacio (b)), incetteza associada ao efeito sistematico (Up), incetteza

na concentra¢do do analito adicionado (Ugq4), incerteza padrdo combinada (U¢) e incerteza expandida (U).

Cloroférmio TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromoférmio
ug (%) 11,95 11,31 11,00 12,48 10,91 12,22
B 9,10 9,72 12,20 12,36 11,35 12,94
u, 9,09 9,73 12,20 12,36 11,35 12,94
Uy 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
Uc 15,02 1491 16,42 17,57 15,74 17,80
U (%) 30,04 29,83 32,85 35,13 31,48 35,80
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Ap6s a observagao da Tabela 5.26, os valores de incerteza expandida obtidos para cada um dos analitos

sdo aceitdveis. Tal também se deve ao facto dos valores, em percentagem, de uUpg, e
Uy, serem inferiores a 25%, como descrito no DL n.° 306/2007. Ou seja, quer pata a precisio quer patra a exatiddo, o valor
de incertezas obtidas para cada um dos pardmetros deve ser infetior a 25%. Verifica-se ainda que o valor de Uggq ¢
tdo pequeno que acaba por ndo influencia significativamente o valor de Uy, podendo até ser considerado como

desprezavel.

5.2.13. Conservagio de amostras

Uma fase muito importante que antecede a prépria andlise das amostras € a sua conservagao, no que se
refere ao prazo e aos conservantes, eventualmente, utilizados. E essencial que os conservantes usados nio
interfiram na amostra e que sejam concentrados, uma vez que assim a quantidade necessaria para adicionar a
amostra sera inferior quando comparado com a quantidade necessaria de um conservante diluido. No caso da
analise de trihalometanos, tricloroetileno e tetracloroetileno o conservante utilizado ¢ tiossulfato de sédio. Para
além do uso de conservantes, a conservaciao também pode ser garantida em conjunto com a refrigeracao a

temperaturas adequadas.

Neste caso, o principal objetivo ndo passa pela avaliagio do conservante utilizado, mas sim pela
confirmacdo do prazo de conservacio das amostras estimado. O ensaio para verificagdo da conservagio
realizado (Tabela 5.27) consiste na avaliacdo da concentracdo de cada analito no primeiro dia de colheita e apds
14 dias de conservagio das amostras, ou seja, pretende-se verificar se a concentra¢io obtida ao fim de 14 dias

de conservacio é a mesma que a analisada no dia da colheita, considerando um desvio de 20%.

Tabela 5.27 — Avaliacdo do prazo de conservagido das amostras.

-‘ Clorof6érmio | TriCE BDCM TetraCE DBCM | Bromof6rmio

1° dia 16,81 0,00 10,18 0,00 5,25 0,00

14° dia 20,51 0,00 9,73 0,00 4,27 0,00

Média 18,66 0,00 9,96 0,00 4,76 0,00
Desvio (%) 19,81 = 4.47 = 20,53 =

-‘ Clotoférmio | TriCE BDCM TetraCE DBCM | Bromof6rmio

1° dia 12,86 0,00 8,73 0,00 4,43 0,00

14° dia 12,15 0,00 7,92 0,00 3,84 0,00

Média 12,51 0,00 8,33 0,00 413 0,00
Desvio (%) 5,64 = 9,78 - 14,18 =

86



-‘ Clotof6rmio | TriCE BDCM TetraCE DBCM | Bromof6érmio
1° dia 12,07 0,00 7,18 0,00 4,15 0,00
14° dia 12,90 0,00 7,64 0,00 3,82 0,00
Média 12,48 0,00 741 0,00 3,99 0,00
Desvio (%) 6,67 = 6,20 = 8,22 =
-‘ Clotof6rmio | TriCE BDCM TetraCE DBCM | Bromoférmio
1° dia 12,71 0,00 7,75 0,00 3,91 0,00
14° dia 14,94 0,00 9,14 0,00 4,46 0,00
Média 13,82 0,00 8,44 0,00 4,18 0,00
Desvio (%) 16,15 = 16,46 = 13,11 -
-‘ Cloroférmio | TriCE BDCM TetraCE DBCM Bromof6rmio
1° dia 10,16 0,00 6,67 0,00 3,69 0,00
14° dia 14,40 0,00 7,98 0,00 4,19 0,00
Média 12,28 0,00 7,33 0,00 394 0,00
Desvio (%) 34,51 = 17,81 = 12,74 =

Através da analise da Tabela 5.27, verifica-se que podem ser considerados 14 dias para o prazo de
conservagdo das diferentes amostras, uma vez que, para os diferentes analitos em diferentes amostras, foram
obtidos valores de desvios inferiores a 20%, com exce¢io de DBCM na amostra I e de cloroférmio na amostra
V. A inexisténcia de valores para tricloroetileno, tetracloroetileno e bromoférmio deve-se ao facto destes

analitos nio terem sido detetados nas diferentes amostras.

Deste ensaio conclui-se que a quantidade de cada analito no dia da colheita é aproximadamente igual a

quantidade encontrada ao fim de 14 dias de conservagio.
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Conclusao

O objetivo inicial centrou-se essencialmente na integracao de atividades do Laboratério de Cromatografia
da AEMITEQ, bem como o enquadramento com a documentagio utilizada no laboratério, sobretudo a nivel
de controlo de qualidade, tal como com as competéncias desenvolvidas no manuseio de equipamentos e
materiais ou reagentes de laboratério. Desta forma, mais tarde, a validagido de métodos analiticos foi mais facil

e rapida.

A familiarizacio com diferentes técnicas analiticas foi um ponto muito importante para adquirir mais
conhecimento sobre temas diversificados, embora o trabalho elaborado se foque na validagio de métodos
analiticos como: a determinacio de OG e HDE por FTIR e a analise de THM, tricloroetileno e tetracloroetileno
por GC-MS. Para além disso, o facto de se realizar a validagio de duas técnicas tao distintas, permitiu o contato

com diferentes tipos de aguas: aguas residuais e dguas de consumo, respetivamente.

Neste caso, o cumprimento da legislagao (D.L. n.° 306/2007) e o seguimento de normas (por exemplo,
Norma ISO 17025) ou de métodos standards (5520-C) sao um grande reflexo das boas praticas laboratoriais,

bem como um excelente auxilio na realizagio de cada método, seja ele interno ou nao.

A determinacio de OG e HDE pela técnica de FTIR baseia-se num método interno, que resulta da analise
do método 5520-C, sendo feita a substituicio do solvente de extracio (Freon-113 substituido por
tetracloroetileno), obtendo bons resultados para a gama de trabalho definida. J4 a determinagio de THM,
tricloroetileno e tetracloroetileno pela técnica de GC-MS é também realizada com sucesso, tendo em conta a
readaptagdo de um procedimento de analise de GC-MS e a determinagido de compostos organicos volateis

através de GC-ECD, pretendendo a quantificagio destes analitos.
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Um parametro comum entre as duas técnicas estudadas assenta na utilizagdo de tetracloroetileno, em que
em GC-MS ¢ utilizado como um soluto e em FTIR ¢ utilizado como um solvente, dai a necessaria precaugao a
nivel de contaminag¢oes. Ou seja, em GC-MS é determinada a quantidade de tetracloroetileno (bem como outros
analitos) existente numa agua de consumo e em FTIR é utilizado tetracloroetileno como solvente porque
apresenta as melhores carateristicas para extrair o analito pretendido (OG e HDE) de aguas residuais, visto que

uma exibe grande imiscibilidade com os compostos organicos em questao.

Neste momento, a nivel do ambito da acreditacio, ainda nio foi conseguida a acreditacdo das técnicas
estudadas. Contudo, mesmo num ambito nido acreditado, mas comprovado pela sua validacdo, tratam-se de
técnicas que apresentam bons resultados e que permitem retirar claras ilagSes, o que confere fiabilidade nos

métodos.

Realizada a validacio dos diferentes métodos analiticos, o laboratério dever efetuar um controlo constante
da sua execugio, garantindo que as condi¢Ses de validade destes métodos nao sao alteradas. Isto porque a
ocorréncia de manipulagdes suscetiveis de acumular erros ¢ muito frequente, quer a nfvel de erros sistematicos

quer a nfvel de erros aleatérios, o que pode influenciar significativamente o resultado final.

Em termos pessoais, o estagio realizado na AEMITEQ revelou a oportunidade de desenvolver as minhas
competéncias a nivel laboratorial, adquirindo novos conhecimentos em diferentes areas e permitindo alcangar
desafios diarios. Tudo isto deu origem a uma nova visao do mundo laboral, tendo em consideracio o necessario

rigor e organiza¢io de um laboratério.
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Anexos

Anexo A — Parimetros avaliados em controlo de rotina (R1 ou R2) e
controlo de inspegdo (D.L. n.° 306/2007)

Frequéncia minima de amostragem e de analise da 4gua destinada para consumo
humano fornecida por uma rede de distribuigdo, por fontanarios, por um camido-
cisterna ou fornecida para uma empresa da industria alimentar

Dipies ks Parametro
controlo
Controlo de Esf/?efz'c./ﬂ'a m/z: (E. coli)
Rotina 1 (R1) Bac.tenas cohforx;nes
Desinfectante residual
Aluminio Ferro
Amonio Manganés
Numero de colénias a 22°C Nitratos
Controlo de Numero de coldnias a 37°C Nitritos
. Condutividade Oxidabilidade
Rotina 2 (R2) Clostridium perfringens, incluind
igens, Inciuindo Cheiro
€sporos
Cor Sabor
pH Turvagio
Antimoénio Mercutio
Arsénio Niquel
Benzeno HAP
Benzo(a)pireno Pesticidas individuais
Boro Pesticidas (total)
Bromatos Selénio
Cadmio Cloretos
Controlo de Cilcio Tetracloroeteno e tricloroeteno
Inspegio Chumbo Trihalometanos
Cianetos Sodio
Cobre Carbono organico total
1,2 — dicloroetano Sulfatos
Dureza total Cloreto de vinilo
Enterococos Epicloridrina
Fluoretos Acrilamida
Magnésio







Anexo B — Tabelas: testes estatisticos
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Valotes ctiticos da distribui¢do #student bilateral.

¥ (8% ¥
v |0.10 [ 005 [0.02 [0.00 [ v [ 010 [ 005 [ 002 [ 001 | v 010005 [0.02] 001
2 [ 292 [ 430 [ 696 [ 992 [[12] 178 [ 218 [ 268 | 305 || 214 | 1.71 | 2.06 | 2.49 | 2.80
3 | 235 | 318 | 454 | 584 [ 13| 177 | 216 | 265 | 301 || 26 | 1.71 | 2.06 | 2.48 | 2.78
1 | 213 [ 278 | 375 | 460 || 14| 176 [ 214 [ 262 | 298 || 30 | 170 | 204 | 246 | 2.75
o 2.02 2.57 3.36 4.03 15 1.75 2.13 2.60 2.95 15} 1.69 2.03 2.44 2.72
6 | 194 | 245 | 314 | 371 || 16 ] 175 | 212 [ 258 | 292 || 40 | 168 | 2.02 | 2.42 | 2.70
7 [ 189 [ 236 | 300 [ 350 || 17 ] 174 [ 211 | 257 | 290 0 | 168 | 201 | 240 | 268
g | 186 | 231 [ 290 [ 336 || 18| 173 | 210 [ 255 | 288 || 60 | 167 | 2.00 | 239 | 2.66
9 | 183 | 226 | 282 [ 325 [ 19| 173 | 200 | 254 | 286 || s0 | 166 | 1.99 | 237 | 2.64
1) 1.81 2.23 2.76 3.17 20 1.72 2.09 2.53 2.85 100 1.66 1.98 2.36 2.63
11 | 180 | 220 | 272 [ 311 [[22 [ 172 [ 207 [ 251 | 282 || o | 164 | 196 | 2.33 | 258

Os valores referentes a distribuicao unilateral devem ser consultados através da coluna a 2a (por exemplo, teste
a 5% de uma cauda — o« = 2 X 0,05 = 0,10).
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Anexo C — Esquema do fluxo de decisio e do procedimento para a estimativa

da incerteza medida

Estimativa de erros aleatorios

Componente da incerteza para a
reprodutibilidade intralaboratorial, ury

Estimativa de erros sistematicos

Componente da incerteza para o efeito
sistematico do método e do laboratorio, u,

Amostra de

Estimativa do

controlo estavel, Sim componente da
cobrindo todo o incerteza, urw, pelo
procedimento desvio-padrio, spw
analitico? (ex.: cartas de
controlo)
Nio
A

Padrio sintético Componente da
de controlo Sim|| incerteza padrio da
estavel, —> s0lucio, Ury, stand, 2

disponivel? partir da carta de

controlo e
estimativa adicional
da incerteza devido
a variagio da matriz
(€X.: URrange, 2 partir
da carta de controlo
de gama
Repetibilidade,
Nio Ut range, @ partir da
p|| carta de controlo e

estimativa adicional
da incerteza entre
lotes, URrwpat

Efeito sistematico e Sim Material de
incertezas dos referéncia adequado
valores de disponivel (mattiz,
referéncia, ucref, S20 concentracio)?
Nio
A estimativa dos \ 4
desvios .
. o D Existem pelo menos
SlStematl’C;S,d RMS, Sim 6 amostras
e a2 média das .
. d analisadas em testes
incertezas dos A
‘ de proficiéncia?
valores assinalados,
Ucref, produzem uy,
Nio
Desvios da
recuperagao total, Existem ensaios de
brats, € a incerteza Sim

da concentragio do
analito adicionado,
Uadd, completa a Uy,

Incerteza padrio combinada

U, = /uf?w + u? |

‘ Incerteza expandida |

recuperacio de pelo
menos 6 amostras
diferentes?

Nio

Estimativa
aproximada da
incerteza
combinada usando
desvio-padrio da
reprodutibilidade

para ensaio inter

A

laboratorial, u.=Sg

<
<

Na confianc¢a da estimativa da incerteza medida diminui
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Anexo D — PCIE: Abundancia relativa de cada analito em funcio do seu

tempo de retengiao, com respetivo espetro de massa (Full scan)
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