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Resumo

A tese de mestrado foi desenvolvida entre abril e agosto de 2022 e é denominada de
“Tratamento de aguas de consumo humano — Implementacéo e validacdo de um método de
analise de metais por espetrometria de emissdo 6dtica no plasma induzido”. Esta foi
desenvolvida na entidade LPQ — Laboratério Pré-Qualidade (local onde o discente exercia

profissionalmente a funcdo de Responséavel da &rea de Fisico-Quimica).

Desta forma a metodologia foi validada para diferentes metais, seguindo todas as etapas
exigidas pelo IPAC (Instituto Portugués de Acreditacdo) de forma a poder pedir,
posteriormente, acreditacao pela NP EN ISO/IEC 17025:2018.

Para tal foram estudadas as seguintes etapas:

o Otimizacédo das condi¢cbes operatorias;

o Definicdo das gamas de trabalho e respetiva verificagéo das linearidades;
o Estimativa da preciséo;

o Estimativa da exatiddo;

. Estimativa da incerteza combinada expandida;

o Declaragéo de conformidade do método.

Apos determinacao e validacéo de todas as etapas, anteriormente referidas, concluiu-se que
0 método se encontra implementado e validado, pronto a ser acreditado, uma vez que cumpre
todas as exigéncias e critérios necessarios para que seja adequado a dar resposta as
necessidades exigidas pelo Decreto-Lei 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei

152/2017, de 7 de dezembro — Decreto-Lei para a anélise de Aguas de Consumo Humano.

Palavras-Chave: agua, metais, implementacgéo, validacao, acreditacao.
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Abstract

This Master's thesis is entitled "Treatment of water for human consumption — Implementation
and validation of a metal analysis method by Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectrometry" and the work that gave origin to it took place between April and August of 2022
at the entity LPQ - Laboratério Pro-Qualidade, where the student was professionally

Responsible for the Physical-Chemistry area.

The methodology was validated for different metals, following all the stages required by IPAC
(from the Portuguese Instituto Portugués de Acreditacdo) to subsequently
request accreditation by NP EN ISO/IEC 17025:2018.

To accomplish this purpose, these stages were studied:

¢ Optimization of operating conditions;

¢ Definition of work ranges and respective verification of linearity;
¢ Precision estimation;

e Accuracy estimation;

¢ Expanded combined uncertainty estimation;

¢ Declaration of conformity of the method.

After determining and validating all the stages mentioned above, it was concluded that the
method is implemented and validated, ready to get accreditation, since it complies with all the
requirements and criteria demanded by the current Portuguese legislation for the Analysis of
Water for Human Consumption, namely the Decree-Law 306/2007, of August 27th, amended
by the Decree-Law 152/2017, of December 7.

Keywords: water, metals, implementation, validation, accreditation.
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Vi
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Enquadramento

A Escola Superior de Tecnologia do Barreiro proporciona aos alunos um estagio curricular ou
projeto curricular no final do Mestrado em Engenharia Biol6gica e Quimica no ramo de
Processos Biotecnoldgicos com o objetivo de dar aos formandos a possibilidade de aplicar os

conhecimentos adquiridos ao longo do curso.

No caso do discente lUri Sousa, devido ao facto de este estar ja a trabalhar, optou-se por
finalizar o curso de mestrado por meio de um projeto desenvolvido no seu local de trabalho,
LPQ — Laboratério Pr6-Qualidade.

O LPQ tinha como principal objetivo a implementacéo e validagdo de uma nova metodologia
no laboratério, andlise de metais por ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry), pois esta permite a andlise de multi-elementos (no caso metais) com uma
maior sensibilidade. Desta forma seria possivel rentabilizar o tempo de operador gasto
durante as andlises e conseguir-se-ia, por consequéncia, dar aos clientes um menor tempo
de resposta com igual qualidade no que diz respeito aos resultados, permitindo, ainda, ao
LPQ, ser mais competitivo no mercado pois conseguira apresentar orgamentos/cotacdes com
valores mais baixos para andlise de metais, uma vez que a analise destes por absorcao
atomica por camara de grafite, chama e/ou vapor frio sdo metodologias mais dispendiosas e

demoradas.

O presente documento é constituido por seis partes: caracterizacdo da entidade onde a tese
foi desenvolvida; fundamentos tedricos sobre a &agua, agua para consumo humano e
enquadramento juridico, metais, Entidade Reguladora dos Servigos das Aguas e Residuos,
periodicidade e controlo de analise, ICP-OES e validacdo de métodos com o objetivo de obter
0S conhecimentos tedricos necessarios para a realizagdo desta tese; metodologia de analise
onde se encontra toda a descricdo da técnica; resultados obtidos e sua discusséo; importancia
do ICP-OES para a determinacéo de metais em quantidades vestigiais, bem como quais as
consequéncias da presencga de metais na agua para consumo humano; terminando com uma

breve conclusao.
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1. Caracterizacao da Entidade de Acolhimento

1.1. Historial

O LPQ, Laboratério de Pr6-Qualidade, nasceu ha mais de 3 décadas, como Laboratério

Central da CUF (Companhia Uni&o Fabril), servindo o complexo industrial do Barreiro. ®
Mais tarde, integrando a Quimigal, veio a ter autonomia juridica em 1991. @

Apobs passar por um processo de privatizacdo, o LPQ esta integrado no Grupo IPG desde
1995. @

O Grupo IPG integra trés diferentes areas, nomeadamente Ambiente, Engenharia e

Consultoria de Gest&o e Imobiliario. (¥

A Area do Ambiente é constituida por trés empresas o LPQ, DPM (Tratamento de aguas, Ar

Ambiente e Exploracédo da ETAR) e PL (Planeamento e Gestdo de Projetos). 2

O LPQ é um Laboratério acreditado pela NP EN ISO/IEC 17025 (requisitos gerais para a
competéncia de laboratorios de ensaio sendo a referéncia internacional para laboratérios de
ensaio e calibracdo que desejam demonstrar sua capacidade e competéncia técnica para
fornecer resultados confiaveis e validos, promovendo, assim, a confianca em seu trabalho,

nacional e internacionalmente). @

A DPM ¢é uma Empresa certificada pela 1SO 9001:2000 (para a gestdo da qualidade na
realizacdo do produto esta estabelece requisitos de gestdo que dependem da lideranga da
direcdo, do envolvimento das pessoas, de visdo de processos e de outros principios de

gestéo). @
A PL é uma Empresa certificada pela 1SO 9001:2000. ®

Em 1998, foi constituido o LPQ Porto, de modo a haver uma maior proximidade com os
Clientes na regido Norte de Portugal, ficando assim com os dois polos laboratoriais, Barreiro

e Porto. @

A acreditacdo (a atividade de acreditacdo consiste na avaliagdo da competéncia técnica de
entidades para efetuar atividades especificas de avaliacdo da conformidade como ensaios,
calibracdes, certificacbes e inpecdes) que adquiriu mais tarde permite conferir aos seus

Clientes a garantia de que a analise dos seus produtos é realizada de acordo com os métodos

2
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testados, executados por pessoal qualificado, com equipamento calibrado e que os resultados

s&o reconhecidos nacional e internacionalmente. @

O LPQ é responsavel pelas analises de mais de 300 Empresas de diferentes setores de
atividade, bem como de mais de 60 Municipios em todo o pais, tendo como objetivo garantir
que os produtos analisados sdo controlados de acordo com as normas internacionais,

garantindo a melhoria da qualidade de vida das pessoas. ?

O LPQ é um laboratério ambiental especializado em Andlises de Aguas e Efluentes, Controlo
de Qualidade do ar no interior dos edificios, Ensaios em produtos tensoativos, higiene e

limpeza e Andlise de produtos alimentares e racées. @

Na figura 1 pode-se observar o organograma do Laboratério Pré-Qualidade, em que a area
de interesse da Tese foi a da Absorcdo Atdmica, estando esta incluida na Area

Fisico-Quimica. @

Conselho de Gestdo - Grupo IPG

Diretor Executivo

Servigos Gestioda Area Comercial
Administrativos e Qualidade L
Financeiros
LPQ NORTE (vN LPQ SUL (Barreiro)
Gaia)
| [ |
Responsavel Técnico Responsivel Técnico Responsavel Técnico
Ares de Area Fisico-quimica
Cromatografia |
Areade Area de Absorgdo

Microbiologia | Atdmica

Figura 1 — Organograma do LPQ.
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1.2. Seguranca no trabalho

De forma a garantir e assegurar a seguranca dos trabalhadores do laboratério pode-se

verificar que na empresa existe 0s seguintes equipamentos/materiais:

e Hotte ventilada;

e Separacao de acidos e bases;

e Ficha de seguranca dos reagentes;
e Extintor;

e Oculos de protecao;

e Luvas;

e Alarme;

e EPI's (Equipamentos de Protecé&o Individual);
e Lava-olhos;

e Caixa de primeiros socorros;

e Chuveiro;

e Bata;

e Cabelo apanhado;

¢ Manta de fogo.
1.3. Higiene

Na empresa LPQ existe uma funcionaria responsavel pela limpeza geral do laboratério e outra
funcionéria responsavel pela limpeza, lavagem e descontaminacdo do material corrente de
laboratério, sendo da responsabilidade de cada analista fazer a selecdo de amostras ja

realizadas e o respetivo descarte.

E, ainda, da responsabilidade dos analistas limpar as bancadas apds utilizag&o.
1.4. PreocupacOes Ambientais

Abaixo encontram-se enumeradas algumas das preocupacdes ambientais da empresa, pois
estas boas praticas ambientais sdo cada vez mais importantes e necessarias para garantir o

bem-estar do planeta: @

¢ Reciclagem;

e Destruicao dos reagentes fora de prazo pelas entidades reguladoras especificas;
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e Separacao de reagentes com metais pesados;

e Separacao dos organoclorados e organo-nao-clorados;

e Separacao de residuos de piridina;

e Separacao de residuos de mercurio.

Os reagentes que contenham metais pesados, residuos de organoclorados e organo-nao-

clorados, de piridina e de mercurico sao depois enviados para entidades reguladoras

especificas que irdo tratar da destruicao/tratamento dos mesmos.

1.5. Metodologia de trabalho da entidade

No fluxograma 1, de seguida apresentado, pode-se observar qual a metodologia de trabalho

gue o LPQ adota no seu dia a dia de trabalho, desde a recolha da amostra até ao descarte da

mesma.

Recolha da amostra pelos
técnicos

Armazenamento e
preservagao

Amostra analisada

Fluxograma 1 —

Saida da empresa / particular Transporte até a empresa LPQ,
Separada pelas diferentes Amostra da entrada no LPQ
dreas Barreiro (amostragem)
Introdugao de resultados Validagdo dos resultados
Descarte de amostras Emissdo boletim

Metodologia de trabalho do LPQ no seu dia a dia de trabalho.
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2. Fundamentos Tedricos

Neste capitulo sdo apresentados todos os conceitos e bases tedricas consideradas

necessarias para uma melhor percec¢ao do desenvolvimento do tema da presente Tese.
2.1. Agua

O bem mais precioso que a terra fornece a humanidade é a &gua, sendo esta a base
fundamental para a vida tal como a conhecemos. Esta é essencial para a sobrevivéncia do

ser humano sendo esta a molécula maioritaria do seu corpo. ®

Além de a &gua estar presente em cerca de 75 a 80% da massa do corpo humano,
desempenhando assim o seu papel estrutural, esta é essencial também para o bom
funcionamento geral do organismo, intervindo em diversos metabolismos como a depuragéo

renal, desenvolvimento celular, digestéo, entre outros. ®
2.2. Agua para Consumo Humano e enquadramento juridico

O acesso a agua potavel encontra-se consagrado pela ONU (Organizacdo das Nacbes
Unidas) como um direito fundamental e a presenca de contaminantes em aguas para consumo

é considerado uma ameaca séria para a salde publica. ®

O setor de abastecimento de 4guas de consumo humano (ACH) em Portugal é regulado pela
ERSAR (Entidade Reguladora dos Servicos das Aguas e Residuos), autoridade que zela pelo
controlo adequado da qualidade de agua para consumo, sendo obrigatério disponibilizar

publicamente dados sobre a mesma. ©

De acordo com a ERSAR, agua destinada ao consumo humano consiste em “toda a agua no
seu estado original, ou apds tratamento, destinada a ser bebida, a cozinhar, a preparacao de
alimentos, a higiene pessoal ou a outros fins domésticos, independentemente da sua origem
e de ser fornecida a partir de uma rede de distribuicdo, de um camido ou navio-cisterna, em
garrafas ou outros recipientes, com ou sem fins comerciais” e “toda a agua utilizada numa
empresa da indastria alimentar para fabrico, transformacéo, conservacao ou comercializacédo
de produtos, ou substancias, destinados ao consumo humano, assim como a utilizada na
limpeza de superficies, objetos e materiais que podem estar em contacto com os alimentos,
exceto quando a utilizacdo dessa agua nao afeta a salubridade do género alimenticio na sua

forma acabada”. ¥
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Em Portugal, cerca de 80% da populagéo ¢ abastecida pelo grupo AdP (Aguas de Portugal),
empresa com capital detido pelo estado portugués, onde se insere a EPAL, S.A. (Empresa

Portuguesa das Aguas Livres). ®

A 4gua, tal como ja referido, € um bem essencial que néo pode faltar. No entanto, apenas
uma percentagem muito pequena esta diretamente disponivel para os seres humanos e
restantes organismos e devido a negligéncia e desperdicio por parte do ser humano, esta tem
vindo a ficar mais escassa e a sua qualidade tem sido posta em causa, sendo por este motivo

essencial a analise continua da mesma. ©

De maneira geral os constituintes mais presentes na agua sao os ides sulfato, cloreto, calcio,

potassio, magnésio e bicarbonato. ®

S&do entdo estabelecidos determinados valores, valores paramétricos, onde sao fixados os
valores maximos e/ou minimos para cada um dos parametros a controlar, tendo em atencao
o Decreto-Lei 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei 152/2017, de 7 de

dezembro. ©®

Os parametros a controlar séo nomeados como parametros indicadores, ou seja, parametros
cujo valor deve ser considerado como valor guia, ou seja, parametros cujo DL (Decreto-Lei)
ndo define valor paramétrico (valor maximo admissivel), mas que no entanto devem ser

controlados e avaliados ao longo do tempo. ©®

Um laboratério com a responsabilidade de assegurar a correta analise de aguas para o
consumo da comunidade, requer técnicas analiticas aplicaveis em regime de rotina para
andlise de amostras de aguas de consumo humano, capazes de cumprir 0s requisitos legais,
de forma a fornecer um servi¢o essencial para a comunidade onde se insere, assegurando a
gualidade de agua consumida. Deste modo, todo o laboratério ao qual seja dada a
responsabilidade de assegurar essas analises tem de ser acreditado pelo IPAC (Instituto
Portugués de Acreditacdo), exigéncia do DL 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo DL
152/2017, de 7 de dezembro, no &mbito da norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 que € a norma
de requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibracdo. Este controlo
incide sobre contaminantes bioldgicos, organicos e inorganicos (onde se inserem 0s metais),
sendo comum, para este Ultimo grupo o recurso a técnicas espetroscépicas de massa, de
emissdo atémica, fluorescéncia e absorcdo para andlises multi-elementares de matrizes

aquosas. ¢
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2.3. Metais

O termo metal refere-se a uma das quatro classificagbes propostas para os elementos
quimicos da Tabela Periddica (sendo as outras: ametais, gases nobres e hidrogénio). S&o

metais 94 dos 118 elementos existentes na Tabela. ®

Dos 94 metais existentes, 68 sdo denominados de metais de transicdo por pertencerem as
familias B. Desses 68, 40 sdo metais de transicdo externa (por apresentarem o subnivel d
como mais energético, como a Prata) e 28 sdo de transi¢do interna (por apresentarem o

subnivel f como mais energético, como o Eurépio). ©

Os metais sdo oligoelementos que ocorrem naturalmente em diferentes meios ambientais.
Alguns metais podem ser libertados na agua potavel a partir dos tubos/canos dos sistemas
de distribuicdo de 4gua. Alguns desses elementos, sdo nutrientes essenciais necessarios em
pequenas quantidades para manter o metabolismo do corpo humano. A ingestado inadequada

desses micronutrientes pode levar a uma variedade de sindromes de deficiéncia. ©

Dependendo da sua dose e forma quimica todas as formas de vida séo afetadas pelos metais,
muitos destes sdo essenciais para o crescimento de organismos, desde bactérias até ao ser
humano, mas sempre em pequenas concentra¢des pois caso contrario podem danificar os

sistemas biolégicos.
Segundo Avila-Campos (2007), os metais podem ser classificados em: ®

o Elementos essenciais — sodio, potassio, célcio, ferro, zinco, cobre, niquel e magnésio;

e Micro-contaminantes ambientais — arsénio, chumbo, cadmio, mercurio, aluminio,
titdnio, estanho e tungsténio;

e Elementos essenciais e micro-contaminantes — cromio, zinco, ferro, cobalto,

manganés e niquel.

O termo metais pesados refere-se aos agentes téxicos mais conhecidos pelo homem. ©
Metais pesados sdo definidos quimicamente como um grupo de elementos situados entre o
cobre e o chumbo na tabela periodica, sendo estes, de acordo com a APA (Agéncia
Portuguesa do Ambiente) o As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb e Zn.

Segundo o professor Doutor Sérgio Colacioppo (2001), esta designacdo vem do facto de

apresentarem um elevado nimero atémico e ndo propriamente devido a sua densidade.®
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Estes metais sdo muito reativos e bio acumulativos, ou seja, ndo € possivel elimina-los de

forma rapida e eficaz. ©

No corpo humano existe grande quantidade deste tipo de compostos para 0s quais 0s metais
pesados apresentam afinidade o que torna tdo importante a avaliacdo da presenca destes no

organismo do ser humano. ©

A manifestacao dos efeitos provocados pelos metais esta principalmente associada a sua
dose, podendo estes posteriormente distribuir-se por todo o organismo, afetando varios

6rgaos, alterando os processos bioquimicos, organelos e membranas celulares. )

Toxicidade é a capacidade que um agente quimico tem de produzir danos nos organismos

vivos. )

Intoxicagdo corresponde ao efeito da agdo de um agente téxico relativamente aos sistemas
organicos, resultando da perturbacao ou abolicdo da vida dos elementos anatomicos, por

modificacdo do meio liquido que os contém (plasma intersticial ou sangue).

Esta pode ser uma intoxicacdo exdgena, se for provocada por substéncias formadas no
exterior do organismo ou uma intoxicacdo endogena, se for provocada por substancias

formadas e acumuladas no interior do organismo.

Quando se trata de uma substancia extremamente toxica, esta ird causar um dano no
organismo mesmo se for administrada em quantidades muito pequenas, por outro lado
guando se trata de uma substancia com baixa toxicidade s0 ird causar efeitos se a quantidade

administrada da mesma for muito grande.

A substancia pode entrar no organismo por meio digestivo, respiratdrio e cutaneo, onde cada
uma destas possui 0s seus préprios mecanismos de autodefesa, tentando assim eliminar o

efeito toxico existente.

Quando a substancia tem a capacidade de atingir diversos 6rgaos, diversos mecanismos de
defesa serdo automaticamente ativados de forma a realizar a sua eliminagdo, da maneira

mais rapida possivel, através de secrecdes como a urina, o suor ou a saliva. ()

Os principais efeitos toxicos, ou seja, 0s que ditam o prognostico, sdo 0s que se sentem a
nivel do sistema nervoso (principalmente o sistema nervoso central) de um modo mais
imediato, podendo também potenciar a carcinogénese (processo pelo qual uma célula normal

se transforma numa célula de cancro). )
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Esta pode ser determinada através de diversos testes nomeadamente a determinag&o LDZ,,
parametro que permite estimar guantitativamente a toxicidade aguda por comparacdo com
outras substancias, ou o teste AMES (técnica de avaliacdo da mutagenicidade in-vitro), que
avalia a capacidade mutagénica de uma substancia, ou seja, a capacidade da mesma de
provocar danos no ADN (acido desoxirribonucleico) e permitir que estes danos sejam

passados apds divisdo genética, entre muitos outros. )

No entanto nem todo o metal é prejudicial para o organismo, pois existem determinadas
porcdes de determinados metais que sdo essenciais para o bom funcionamento dos sistemas
biolégicos, dai existir uma grande discrepancia de ordem de grandeza entre os valores
paramétricos definidos por lei, oscilando entre pg/L e mg/L. Como estas doses sdo téao

pequenas sdo conhecidas como micronutrientes.
Os metais fazem entado parte dos ciclos biolégicos e geoldgicos.

A eroséo provoca a dissolugéo dos varios componentes da natureza onde, por meio da acéo
fisica (ar ou agua), acabam por fazer chegar esses sedimentos de metal aos solos, ar e agua,
havendo assim a hipotese de que através da sua interagdo com 0 ecossistema onde estdo

envolvidos, acabem por ser incorporados na cadeia alimentar. )

Normalmente, os metais pesados, apresentam-se em concentracdes pequenas, associados
a outros elementos quimicos. E quando em contacto com o ambiente, estes poderdo ser
absorvidos pelos tecidos animais e vegetais, acabando assim por contaminar os ecossistemas

terrestres e aquaticos, entrando assim na cadeia alimentar.

Na tabela 1, pode-se observar os valores paramétricos maximos permitidos para os metais

existentes nas aguas de consumo, de acordo com o DL 152/2017. @

Tabela 1 — Valores paramétricos de acordo com o DL 152/2017®

Parametro Elemento Valor paramétrico Observactes
Aluminio Al 200 pg Al/L
Antiménio Sh 5,0 ug Sh/L

10
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Arsénio As 10 pg As/L
Boro B 1,0 mg B/L
Céadmio Cd 5,0 ug Cd/L
Caélcio Ca | - mg Ca/L *Nota 1) e 2)
Chumbo Pb 10 pg Pb/L *Nota 3) e 4)
Cobre Cu 2,0 mg Cu/L *Nota 3) e 4)
Crémio Cr 50 ug CriL
Ferro Fe 200 ug Fe/L
Magnésio Mg | - mg Mg/L *Nota 1) e 3)
Manganés Mn 50 pug Mn/L
Mercurio Hg 1,0 ug Hg/L
Niquel Ni 20 pg Ni/L *Nota 3) e 4)
Selénio Se 10 ug Se/L
Sadio Na 200 mg Na/L
Notas:

*1) A 4gua néo deve ser fator de deterioragdo dos materiais com 0s quais esta
em contacto, ou seja, deve ser desejavelmente equilibrada. Para verificar esta
propriedade podem ser utilizados diversos métodos, nomeadamente o indice de
Langelier (IL), que, se possivel, deve estar compreendido entre — 1 < IL <+ 1.

*2) N&do é recomendéavel que a concentracdo de célcio seja superior a 100 mg
CalL.

*3) Nao é recomendavel que a concentragdo de magnésio seja superior a 50 mg
Mgl/L.

*4) E recomendavel que a dureza total em carbonato de calcio esteja
compreendida entre 150 e 500 mg CaCOsl/L.

2.3.1. Aluminio

O aluminio e os seus compostos compreendem cerca de 8% da superficie da Terra, estando
este metal presente naturalmente em silicatos, criolite (mineral muito raro utilizado
historicamente como minério de Al) e rocha bauxite (rocha residual, rica em 6xido de aluminio,
formada de rochas igneas, sedimentares e metamoérficas). Os processos naturais sdo
responsaveis pela maior parte da redistribuicdo do aluminio no meio ambiente. A precipitacdo
acida extrai o aluminio de fontes naturais, e as libertacdes antropogénicas (fontes emissoras
dos poluentes atmosféricos que resultam das atividades humanas, como a atividade industrial
ou o trdfego automaovel) diretas de compostos de aluminio com processos industriais ocorrem
principalmente no ar. Certos usos levam a presenca de aluminio na agua potavel e nos

alimentos. 19

Este é absorvido pelas vias orais e respiratérias, e cerca de 0,1% do aluminio consumido é
absorvido pelo intestino. Y
11
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Em experiéncias realizadas com ratos, conseguiu-se observar que o aluminio causou diversos
e severos danos no Sistema Nervoso Central (SNC), nomeadamente perda de sinapses
(regido localizada entre neurdnios onde agem o0s neurotransmissores, transmitindo o impulso
nervoso de um neurdnio para o outro), atrofia dendritica, dificuldade no transporte intracelular,
reduc@o da sintese do ADN e da atividade da ARN polimerase (enzima responséavel pela
sintese de ARN — acido ribonucleico — e consequentemente da expressao genética e

producdo das proteinas) e por fim alteracdo do metabolismo do célcio no sangue. ¥

Associa-se também, em diversos estudos, o aluminio a Doenca de Alzheimer (DA), pois
encontra-se em diversos cérebros de pacientes que morreram com DA, altas concentracdes
de aluminio, mas ainda ndo se concluiu se este aumento € a causa da DA ou se este aparece

como consequéncia da mesma. ¢V
2.3.2. Antiménio

O antiménio é um metal branco prateado com nimero atémico 51 e é encontrado na crosta

terrestre. As suas principais aplicacdes sdo a nivel industrial. *?

Os compostos de antimonio tém sido usados como medicamentos desde a sua introdugéo
pelo alquimista Jodo de Rupescissa no século XIV, principalmente no tratamento de duas
doencas parasitarias, a leishmaniose (doenca infeciosa causada por parasitas do género
Leishmania transmitidos pela picada de insetos) e a esquistossomose (infe¢cdo causada por
trematddeos sanguineos do género Schistosoma, adquiridos ao nadar ou entrar em contato

com aguas contaminadas). 2

O antimdnio e a maioria dos seus compostos encontram-se naturalmente presentes na crosta
terrestre e séo libertados para 0 ambiente por descargas naturais, como poeira levada pelo

vento, erupcées vulcanicas, maresia, incéndios florestais e fontes biogénicas.

A concentracdo de antiménio dissolvido em rios e lagos é geralmente inferior a 5 partes de

antimoénio em 1 bilhdo de partes de agua e encontra-se ligado a particulas de sujidade. *?

A ingestao de compostos que contém antimoénio podem causar diversos efeitos toxicos no
intestino, estbmago, coracao, pele, figado e sistema nervoso tanto no ser humano como em
animais, resultante da sua ligacdo com os grupos sulfidrilo, inibindo assim o metabolismo de

proteinas e carboidratos. %

A carcinogénese (processo pelo qual uma célula normal se transforma numa célula de cancro)

associada ao antimonio ainda € bastante incerta, pois alguns estudos demonstram que a
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exposi¢cdo ao metal aumenta o risco de cancro, mas ndo se sabe se este aumento esta
diretamente relacionado com este metal ou com a exposicdo também dos pacientes ao

arsénio.
2.3.3. Arsénio

Dos metais pesados, 0 arsénio € um dos poluentes ambientais globais mais importantes e é
um agente carcinogénico bio acumulativo persistente. E um metaloide téxico que existe em

duas formas inorganicas principais: arseniato (AsO,37) e arsenito (AsO,). 3

Varios microrganismos interagem com este metal e tém demonstrado resisténcia quando
expostos a0 mesmo, e parecem possuir 0 operdo ars (responsavel pela desintoxicacdo de
arseniato, arsenita e antimonite, transportando estes para fora da célula) que os faz criar

resisténcia ao arsénio, alguns microrganismos até o usam para a respiragdo. %
O arsénio pode ser absorvido por todas as vias, sendo a principal a via oral.

Este é distribuido pelos organismos ligando-se as proteinas plasmaticas, acumulando-se no
figado e rins em exposi¢cBes agudas e quando em exposi¢des cronicas nos pelos, unhas e

cabelos. Y
A principal via de excre¢cdo do mesmo é a urinaria.

Os sintomas da exposi¢cdo aguda ao arsénio sdo 0s mesmos para derivados organicos ou

inorganicos, nomeadamente gastroenterite grave 30 minutos apds a exposicao.

Este é reconhecido pela IARC (Agéncia Internacional para a Investigagdo do Cancro) como

substancia carcinogénica. 9
2.3.4. Cadmio

Em regides com atividade agricola intensa, € comum ocorrerem aumentos nas concentracdes
de metais pesados em ambientes aqudticos. Entre os metais associados as atividades
agricolas, o cobre e o cadmio afetam diretamente as estruturas tréficas aquéticas devido a

facilidade de incorporac&o por produtores primarios e organismos consumidores. @9

A principal via de absorcdo do cadmio é a respiratéria. 9
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Este é distribuido por todo o organismo, encontrando-se normalmente ligado a albumina,
acumulando-se no figado e nos rins e em menor quantidade no pancreas, pulmdes, testiculos

e tiroide. D

Quando a principal absorcao € a respiratdria a via de excre¢do é a urinaria, quando a absor¢ao

é oral, a via de excrecéo é pelas fezes. 9

A meia vida do cAdmio no organismo é entre 17 a 38 anos e como resultado desta meia vida
biol6gica longa, a exposicdo cronica pode levar a lesdes Osseas, enfisema pulmonar
(patologia na qual os alvéolos durante a respiracdo vao sendo gradualmente destruidos,
reduzindo assim a superficie disponivel para as trocas gasosas, diminuindo a quantidade de
oxigénio que é transportado para o sangue, dificultando a respira¢cao), nefrite (inflamagéo nos
rins), proteindria (presenca de proteinas na urina, numa quantidade superior ao normal) e

elevado potencial de cardiotoxicidade. ¥
Este é reconhecido ela IARC como substancia carcinogénica para o ser humano. @9
2.3.5. Caélcio

O célcio é o elemento mineral mais abundante no corpo humano, representando cerca de 2%

do peso corporal. *®
As funcdes do calcio séo as funcdes esqueléticas e as funcdes reguladoras. %
Célcio é essencial tanto para a estrutura fisica como para a funcao fisiolégica normal do osso.

O corpo de um adulto contém normalmente cerca de 1200 g de calcio, sendo que 99% se

encontra nos 0ssos e dentes e apenas o restante 1% no resto do corpo.

A diminuic&o deste metal no corpo humano leva consequentemente a perda de minerais nos
0ssos com redugdo da densidade 0Ossea, suscetibilidade a fraturas, convulsfes, tetania
(distarbio caracterizado por contracdes musculares intermitentes, acompanhadas de
tremores, paralisia e dor muscular) e aumento da pressdo sanguinea, principalmente em

gestantes. ¢tV

O célcio ndo é um metal téxico, no entanto efeitos adversos podem ocorrer com ingestédo
diaria acima de 2 g. A absorc¢éo intestinal deste reduz com o aumento da ingestdo do mesmo,

no entanto, uma ingestdo em grandes quantidades pode aumentar a concentracao corporal
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como também interferir na absor¢éo de outros metais, tais como 0 magnésio, zinco e ferro,

além de poder causar faléncia renal e calcificacdo dos tecidos moles. @V
2.3.6. Chumbo

O chumbo é um dos elementos mais comuns no meio ambiente, devido as inimeras
atividades industriais que favorecem a sua distribuicdo. No entanto, esse metal também pode
ser encontrado em minérios de zinco, prata e cobre, cujas concentracdes locais estdo

distribuidas mundialmente. 16)

A concentracdo natural de Pb nas dguas subterraneas varia de acordo com a composicéo do
solo e do leito rochoso, enquanto os niveis de Pb no solo sado influenciados por atividades
antropicas (agfes decorrentes da acdo humana) e transferéncia de Pb no ar, que depende

das condi¢des atmosféricas e do tamanho das particulas. @®

Outras fontes naturais de Pb atmosférico incluem o carvao, petréleo, madeira, entre outros.
(16)

A principal via de absor¢éo do chumbo é a respiratoria. Nos pulmdes, este é absorvido sob a
forma de fumos ou particulas finas sendo estas posteriormente fagocitadas (processo onde a
célula usa a membrana plasmatica para englobar particulas grandes, originando um

fagossoma).
A sua absorgéo por via oral depende da sua solubilidade e do tamanho das particulas.

Acumula-se nos 0ssos (substituindo o calcio 6sseo), dentes, figado, pulmdes, rins, cérebro e

baco. @V
A excrecdo deste metal é realizada pela urina e fezes.

A sua vida média no sangue varia entre 25 a 36 dias, nos 0ssos é cerca de 27 anos e nos

tecidos moles dura uma média de 40 dias.

Os sintomas por intoxicacdo do chumbo séo insuficiéncia renal, sintomas gastrointestinais e
hemdlise. Nas criancas os sintomas nado sao tdo especificos podendo estes ser dores de
cabeca, anorexia, constipacdo, anemia progressiva, nefrite cronica e radiografias aos 0ssos

com grandes depdsitos. ¢V
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O Pb também afeta a reproducgéo e o desenvolvimento e pode ter efeitos cardiovasculares e

possiveis efeitos mutagénicos e carcinogénicos. "

A IARC classifica o chumbo inorgénico e 0s seus compostos como carcinogénicos, porém

classifica os compostos do chumbo organico como néo carcinogénicos para o homem. %
2.3.7. Cobre

Com a aceleracéo da industrializacdo e da agricultura, a polui¢céo do solo por metais pesados
tornou-se cada vez mais grave. O cobre, embora seja um oligoelemento essencial para o
crescimento e desenvolvimento dos organismos vivos, € um dos principais poluentes de
metais pesados. O excesso de cobre no solo é toxico para as plantas e ameaca a saude

humana através da cadeia alimentar. (1®

O cobre é utilizado em sistemas domésticos de distribuicdo de agua potavel devido as suas
propriedades fisicas e quimicas que o tornam resistente a corrosdo. No entanto, ha evidéncias
de que, sob certas condi¢des, pode corroer e libertar concentracdes perigosas de cobre na

agua. 9

No ser humano o Cu é essencial para o desenvolvimento do tecido conjuntivo, formacéo dos

nervos e dos 0ssos. Y

Este metal pode ser um grupo prostético de enzimas, e através das suas propriedades redox,
€ essencial para a atividade das enzimas redutoras do oxigénio molecular durante a

respiracdo celular. 9

Um adulto contém cerca de 80 mg de Cu, encontrando-se este em maiores quantidades no

figado e no cérebro e a ingestdo média de Cu varia entre 0,9 a 2,2 mg/dia em adultos. 9

A deficiéncia de cobre no ser humano € muito rara, mas quando ocorre provoca anemia
normocitica (doentes com o indice do volume globular médio entre 80 e 100 fL,
desenvolvendo-se em contexto de perdas sanguineas, estados de hemdlise aguda ou
cronica) e hipocromica (hemacias que possuem menos quantidade de hemoglobina que o
normal), leucopenia (reducdo no numero de leucdcitos, por volume de sangue circulante),
neutropenia (reducdo da contagem de neutrofilos no sangue, sendo estes 0s principais
defensores do corpo contra as infe¢cdes bacterianas e fungicas) e osteoporose (diminui¢cdo da
massa 0ssea e deterioracdo da arquitetura do osso, conduzindo ao aumento do risco de

fratura) em criangas. 9
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Excesso de zinco pode levar a um défice de cobre. A toxicidade cronica do Cu é bastante

rara, mas quando ocorre, esta na maioria das vezes associada a danos no figado. @V

Intoxicacdo aguda por cobre pode levar a efeitos gastrointestinais. A existéncia, ho organismo,
de altos teores deste metal leva, consequentemente, a uma reducdo da vitamina A no sangue
e a problemas renais que podem por si sé levar a doenca de Wilson (doenca genética rara,
provocada pela incapacidade do corpo em metabolizar o cobre, fazendo com que haja
acumulacédo deste no cérebro, rins, figado e nos olhos, causando um quadro de intoxicacao

nas pessoas). V)
2.3.8. Cromio

Os principais problemas resultantes da exposicdo do ser humano ao cromio s&o
nomeadamente problemas respiratorios, especialmente associados a irritagdes das mucosas.
Esta exposicdo pode também dar origem a pancreatites e hemorragias nos intestinos,
podendo assim causar a morte do ser humano. Estas situagdes, apesar de raras, ocorrem por

vezes devido a ingestdo de aguas de consumo contaminadas com crémio. 0
Este metal tem duas valéncias principais, a +3 e a +6. 1V
O crémio trivalente é a forma mais abundante deste elemento no ambiente. 9

Nao existem evidéncias que demonstrem que o crémio Ill passa a cromio IV no organismo,

no entanto no meio intracelular o oposto acontece com muita rapidez. 9
O cromio Il tem um papel importante na tolerancia a glicose, como co-fator de insulina.
O crémio VI é o mais importante do ponto de vista de toxicidade.

Este, ao contréario do lll, é rapidamente absorvido por todos os tecidos, entrando através dos

canais anionicos das proteinas. v

Tem uma dose letal de 50 a 70 mg por kg de peso corporal e os principais sintomas de
intoxicacao por cromio VI sdo danos no trato gastrointestinal como sangramento e choque

cardiovascular. @9

O crémio hexavalente é conhecido por ser um elemento carcinogénico, sendo que este atua

de maneira direta na modificacdo e alteracdo do ADN. Este, quando entra na célula,
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rapidamente se reduz a crémio lll, libertando radicais livres e reativos, e estes radicais irdo

entdo provocar os danos no ADN, levando assim a carcinogenicidade.

A IARC classifica entdo o cromio Ill como ndo carcinogénico, no entanto classifica o cromio

VI como carcinogénico humano. @V
2.3.9. Ferro

O ferro € um mineral essencial e um dos mais abundantes nos solos, apresentando-se no

meio ambiente na forma de ides ferrosos (Fe?*) e férricos (Fe®"). @

A determinacdao do ferro ferroso recebeu grande atencéo dos quimicos do solo devido ao seu
importante papel na agricultura, nos processos como redutor e como aceitador de eletrbes na

catalise da matéria organica.

Ferro € um elemento essencial e as principais preocupacdes em relagdo a sua presenca na

agua potavel sdo o sabor, odor e cor que podem atribuir a mesma. 2

Ferro € um nutriente essencial, necessario em pequenas quantidades para manter o bom

funcionamento do metabolismo do corpo humano. ??

Este é encontrado em quatro classes de proteinas, nomeadamente a ferro-hemoproteinas
(por exemplo, hemoglobina, mioglobina e catalase), a enzimas com grupos Ferro-enxofre (por
exemplo, aconitase e fumarato redutase), proteinas de transporte e armazenamento do ferro
(transferrina, lactoferrina, ferritina, hemossiderina) e outras enzimas que possuem também
ferro na sua constituicao (por exemplo, NADH desidrogenase, sucinato desidrogenase, alcool

desidrogenase). Y
O intervalo de ingestao diaria deste metal varia entre 14,4 a 20,2 mg/dia. *V

Em adultos do sexo masculino, o total de ferro no corpo é de 4 g, jA em adultos do sexo

feminino decresce para 3 g. Y

A principal consequéncia provocada pelo défice de ferro no sangue é a anemia, pela reducao
da ferro-hemoglobina e aumento da apo-hemoglobina (forma da hemoglobina sem o hemo

com ferro). @V

A intoxicacdo aguda por ferro é uma das mais prejudiciais para o organismo humano, por

outro lado, a intoxicagdo cronica ocorre frequentemente associada a doencas genéticas e
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metabdlicas, devido a repetidas transfusfes de sangue ou pela ingestao excessiva do metal

em causa. 1V
2.3.10. Magnésio

O Mg é o segundo catifo mais abundante no liquido intracelular. E um cofator para mais de
350 enzimas, regulando o metabolismo energético, proteico e sintese acida, tensao muscular

e sensibilidade a insulina. ?®
A absorcdo é feita através da ingestéo de alimentos e agua potavel. 3

A homeostase (capacidade do organismo manter o meio interno em equilibrio apesar das
alteracdes do meio) do magnésio pode ser perturbada por uma ingestéo insuficiente ou por
um aumento da excrec¢do urinaria de Mg. Esta é induzida por uma carga acida aumentada,
apos exercicio ou o consumo de grandes quantidades de proteinas. Um aumento da carga

acida aumentara a acidez da urina que diminui a reabsorcéo de Mg nos tdbulos renais. ?®

Este € essencial para a formacdo dos acidos nucleicos, tornando-se assim essencial para

todas as células. @V

O magnésio é de fundamental importancia para a saide humana e o seu défice pode dar
origem a diversas doencas. Quando em excesso este € facilmente filtrado pelos rins, contudo,
se o individuo em causa tiver uma funcdo renal que ndo funciona bem pode ocorrer

hipermagnesemia (excesso de magnésio no sangue).

As acgOes deste no Sistema Nervoso podem dar origem ao bloqueio pré-sinaptico (possuli
vesiculas transmissoras gue contém substancias transmissoras que seréo liberadas na fenda
sinaptica) e pos-sinaptico (possui um grande nimero de proteinas recetoras, cujas moléculas
podem possuir componentes de ligacdo onde o neurotransmissor, que estd na fenda
sinaptica, se liga a um componente ion6foro) das juncdes neuromusculares. *Y O componente
ionéforo atravessa toda a membrana poés-sinaptica até alcancar o interior do neurénio pds-

sindptico, permitindo a passagem de certos ibes especificos.

Por outro lado, quando a ingestdo do mesmo € baixa esta pode causar espasmos musculares,
estando associado a doencas cardiovasculares, diabetes, aumento da pressao arterial,

ansiedade, osteoporose e acidente vascular cerebral. @V
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2.3.11. Manganés

O manganés é um elemento abundante nos ecossistemas terrestres e costeiros. E um
micronutriente que faz parte dos processos metabdlicos de plantas e animais. Geralmente
nao é considerado um elemento potencialmente téxico devido ao seu baixo teor tanto no solo

como na agua. 4

Apesar de ser um elemento bastante abundante, geralmente encontra-se em quantidades

vestigiais na maioria dos organismos. ¢4

E encontrado em rochas, associado a diferentes minerais do solo e dissolvido em aguas
naturais, mostrando uma dindmica reativa de oxidag&do-redug&o unica como Mn I, lll e 1V,

sendo esta Ultima a forma mais facil de se encontrar em minerais. 4

O manganés é um metal essencial sendo necesséario para manter uma funcdo imunoldgica
adequada, regulacdo de acucar no sangue e producao de energia celular, reproducéo,
digestdo, crescimento 6sseo, coagulacdo sanguinea e hemostasia (resposta fisioldgica

normal do corpo para a prevencao e interrupcdo de sangramento e hemorragias).

O beneficio deste metal provém da sua incorporagdo como grupo prostético ou cofactor de
diversas metaloproteinas. As fungbes desempenhadas pelas metaloproteinas de manganés
todas as classes de enzimas, nomeadamente oxidorredutases, transferases, hidrolases,

liases, isomerases e ligases.

A quantidade de Mn dos tecidos dos mamiferos esta na faixa de 0,3 a 2,9 mg Mn/g peso de

tecido humido, tornando assim 0 manganés um dos metais mais comuns nos tecidos.

O intervalo de ingestao diaria para o manganés é de 9 a 11 mg por dia para adultos e cerca

de 2 a 6 mg por dia para as criancas, variando com a idade. @®

De forma global a toxicidade do manganés deve-se a exposi¢bes ambientais, incluindo

exposicdo aérea e na agua potavel. @

O défice deste metal no organismo esta relacionado com distlrbios no crescimento devido a
problemas na formac&o dos ossos e no sistema nervoso. Y Em condicdes de deficiéncia
aguda pode levar ao aparecimento de osteoporose, acromegalia (incapacidade da producéo

da hormona do crescimento) e esclerose mltipla.®?
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Em contrapartida o seu excesso reduz a capacidade de absor¢éo de ferro provocando assim

anemia, além de afetar o SNC, reprodutivo e respiratério. V)

Em caso de intoxicacdo crénica pode levar ao desenvolvimento de psicoses maniaco-
depressivas, reducdo da resisténcia a infecdes pulmonares e maior incidéncia de abortos

espontaneos. Y
2.3.12. Mercurio

O mercurio encontra-se distribuido em baixas concentracdes por toda a crosta terrestre,
sendo utilizado em maior escala na mineracdo do ouro devido a sua capacidade de
amalgamacéo (consiste em ligar o mercuario a outro metal ou separar o ouro e a prata, por

meio do mercrio). ®

A transferéncia aérea de Hg é rapida quando comparada a outros reservatorios ambientais,
permitindo a dispersao e troca de Hg no ambiente global. Devido a isso, diversas areas sao
expostas ao Hg através dos vapores metalicos dispersos no ar ou metil-Hg encontrados na

agua e peixes contaminados. %5
A principal via de absorcdo do mercurio metalico e inorganico é a inalacéo do seu vapor. @7

O mercurio metalico pode oxidar em Hg inorganico, que por sua vez pode ser convertido em
metil-Hg por microrganismos. O Hg organico é mais téxico, pois € solivel em gordura. Assim,
pode ser distribuido em todos os tecidos do corpo e atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica (membrana permeavel seletiva que regula a passagem de grandes e
pequenas moléculas para o microambiente dos neurénios) e placentaria (barreira seletiva e
via de transporte para o feto), causando défices no desenvolvimento neurol6gico em recém-
nascidos e criangas. O sistema nervoso central e 0s rins séo os principais alvos da toxicidade

do Hg e seus compostos. ¢

Quando ocorre uma exposicao a vapores de mercurio metalico e organomercurais a
acumulacdo do mesmo ocorre no cérebro, ja quando ocorre uma exposicao a sais inorganicos

a acumulacado da-se nos rins. @79

Na exposicdo a Hg metalico, a sua excrecao € urinaria, podendo também ocorrer eliminagcéo
pulmonar de vapores de mercurio, tendo este uma meia vida biolégica de 60 dias. A excrecdo
do mercurio inorganico ocorre pela via urinaria, tendo este uma meia vida de 30 a 60 dias. Os
compostos organicos séo eliminados, maioritariamente pelas fezes, como meia vida de 70

dias. @
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2.3.13. Niquel

O niquel é um metal de transi¢do branco-prateado duro, ddctil. E o 28° elemento na tabela
periddica. Pode existir em varios estados oxidativos, sendo, no entanto, o estado de oxidacao

+2 0 mais difundido no meio ambiente e sistemas bioldgicos. ?®

O niquel pertence aos elementos ferromagnéticos, e esta naturalmente presente na crosta
terrestre geralmente em combinacdo com oxigénio e enxofre como 6xidos e sulfuretos. Em
combinacdo com outros elementos, o niquel pode estar presente no solo, meteoritos emitidos

por vulcdes, encontrando-se também cerca de oito bilhGes de toneladas de niquel no mar. 8

O niquel € um elemento de transicdo amplamente distribuido no meio ambiente, ar, &gua e
solo. Pode derivar de fontes naturais e atividade antrépica. Embora o niquel seja
omnipresente no meio ambiente, o seu papel funcional como oligoelemento para animais e

seres humanos néo foi ainda reconhecido. 8

A poluicdo ambiental do niquel pode ser decorrente da industria, do uso de liquidos e

combustiveis sélidos, bem como residuos municipais e industriais. @®

O contacto com niquel pode causar uma variedade de efeitos na salide humana, como alergia,
doencas cardiovasculares e renais, fibrose pulmonar e cancro nasal. Embora os mecanismos
moleculares da toxicidade induzida pelo niquel ainda ndo estejam claros, acredita-se que as
disfungcdes mitocondriais e o0 stresse oxidativo tenham um papel primario e crucial na

toxicidade deste metal. %8

O excesso de Ni pode causar alergias e inflamacdes a nivel cutédneo, contudo, apés o
consumo de agua contaminada com sulfato de niquel, conseguiu-se observar que certos
sintomas surgiram, nomeadamente nauseas, vertigem, cansaco, cefaleias, tosse, falta de ar

e esporadicamente sintomas de dermatite cutanea. %
2.3.14. Selénio

O selénio é um dos elementos mais amplamente distribuidos da crosta terrestre. Grande parte
do selénio na crosta terrestre encontra-se associado a minerais de sulfureto. A presenca ou
auséncia de selénio em qualquer solo depende da composicdo do material de origem e
também depende da lixiviagdo ou processos subsequentes a formagéo do solo, que podem

ter adicionado selénio. O selénio pode ser facilmente oxidado. ?°
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O selénio é geralmente recuperado como subproduto dos minérios de sulfureto e de outros
metais, como o cobre. As maiores quantidades de selénio sédo usadas para o fabrico da célula

fotoelétrica. @9

A acdo antioxidante deste metal indica que pode desempenhar um papel importante na
prevencdo de cancro, devido ao papel que desempenha no figado, local onde substéncias

carcinogénicas sdo metabolizadas através de um conjunto de oxidases.

Quando se encontra em défice além de ter a capacidade de aumentar a probabilidade do
desenvolvimento de certos cancros esta também associado a doenga de Keshan

(cardiomiopatia em criancas e mulheres jovens que atinge cerca de 10 milhdes de pessoas).

O Selénio também tem influéncia na toxicidade do mercurio, conseguindo proteger o

organismo contra efeitos nocivos deste metal, devido a sua agdo antioxidante. 9

Ja quando se encontra em elevadas concentra¢des no organismo, este torna-se um elemento

bastante toxico. D

Em casos de intoxicacdo aguda verificam-se disturbios relacionados com o SNC, além de

afetar também o figado, retarda o crescimento e leva a ocorréncia de infertilidade. %
2.4. Entidade Reguladora dos Servicos das Aguas e Residuos

A ERSAR tem como misséo principal regular e supervisionar os setores de abastecimento
publico de 4gua as populacdes, saneamento de aguas residuais urbanas e gestéo de residuos

sélidos urbanos. ©9

Pretende assegurar uma protegao correta dos utilizadores dos servi¢os de aguas e residuos,
evitando assim potenciais abusos e incoeréncias, garantindo a qualidade da agua nos
servicos publicos, processando as contraindicagfes e aplicando as respetivas coimas e
sangBes quando ocorrem infragbes das leis ou incumprimentos das suas préprias

determinacGes, nos termos previstos na lei. ¢

Para que a agua chegue com qualidade a casa de cada individuo, a atividade de
abastecimento publico de agua compreende diversas etapas, nomeadamente a captacao, o
tratamento, a elevacéo, o transporte, 0 armazenamento, a distribuicdo e por fim a utilizacdo

da agua. 0
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Captacdo € o inicio de todo o processo, sendo esta constituida por um conjunto de estruturas
e equipamentos responsaveis pela extracdo de agua bruta do meio hidrico, podendo ser de

varios tipos, torre, jangada, drenos, furo ou poco. ¢

Tratamento é a etapa onde a agua é transportada para uma ETA (Estacdo de Tratamento de
Agua) e é submetida a um conjunto de operacgdes e processos de correcdo das caracteristicas

fisicas, quimicas e microbiol6gicas, tornando-a assim apta para consumo humano. €%

Elevagéo € a etapa onde a 4gua captada € transportada para uma ETA, onde é, tal como
descrito para o tratamento, submetida a um conjunto de operagfes e processos unitarios de

correcdo tornando-a assim apta para consumo humano. G?

Transporte é onde a agua é transportada através de condutas adutoras até aos reservatérios

de armazenamento, para posterior distribuicdo e utilizagédo. ¢

Armazenamento € onde a agua tratada é armazenada em reservatérios com o objetivo de
assegurar a continuidade do servico de abastecimento, compensando as flutuagbes de

consumo. 0

Distribuicdo acontece quando a agua tratada é distribuida aos utilizadores finais, utilizando

uma rede constituida por ramais de ligagéo. G

Utilizacdo ocorre quando o sistema de armazenamento de agua tem como objetivo assegurar
gue os utilizadores deste servico dispdem, nos locais de consumo e de forma continua, de

agua com a qualidade e presséo adequadas. ©°

A ERSAR procede todos os anos a aprovagao de programas de qualidade de aguas que cada
entidade gestora estd obrigada a elaborar, controlando a fiabilidade dos resultados
laboratoriais em coordenagdo com o IPAC, fiscalizando as entidades gestoras dos sistemas

publicos de abastecimento para verificar se todos os requisitos da legislacdo sdo cumpridos.

O IPAC é o organismo nacional de acreditacao requerido pelo regulamento (CE) n.° 765/2008,
conforme detalhado na seccéo acreditacdo, estando estes servicos de acreditacdo descritos
no Regulamento Geral de Acreditacdo (DRCO001). G0

A atividade da Acreditacdo consiste na avaliagdo e reconhecimento de competéncia técnica
de entidades para efetuar atividades especificas de avaliagdo da conformidade, estando esta
sujeita a legislacdo comunitaria que obriga a um funcionamento harmonizado, verificado
através de um sistema de avaliacdo pelos pares. G
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A Acreditagcdo permite essencialmente ganhar e transmitir confianca na execucdo de
determinadas atividades técnicas, confirmando a existéncia de um certo nivel de competéncia

técnica, reconhecido internacionalmente. €9

2.5. Periodicidade e controlo de analise a &agua destinada a

consumo humano

O controlo de rotina tem como objetivo fornecer regularmente informacdes sobre a qualidade
organolética e microbioldgica da agua destinada ao consumo humano, bem como sobre a
eficacia dos tratamentos existentes, especialmente a desinfecdo, tendo em vista determinar a

conformidade da agua com os valores paramétricos estabelecidos no DL 306/2007. @GV
Parametros do controlo de rotina 1:

e Bactérias coliformes;
e E. coli

¢ Desinfetante residual.
Parametros do controlo de rotina 2:

e Aluminio;

e Amonio ou azoto amoniacal (NH4*);
e Cheiro;

e Cor;

e Condutividade;

e Clostridium perfringens, incluindo esporos;
e pH;

e Ferro;

¢ Manganés;

e Nitratos;

e Nitritos;

e NuUmero de colbnias a 22 °C;

e Numero de colénias a 37 °C;

¢ Oxidabilidade;

e Pseudomona aeruginosa;

e Sabor;

e Turvagao.
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O controlo de inspecao tem como objetivo obter as informag6es necessarias para verificar o

cumprimento dos valores paramétricos do presente DL. Todos os parametros fixados de

acordo com o artigo 6.° devem ser sujeitos ao controlo de inspecéao, realizado de acordo com

a tabela 2, com excecédo dos casos em que a Direcao-Geral da Saude autorizar a sua néo

determinacgé&o, por um periodo por ela fixado, por entender que € improvavel a presenca desse

parametro em concentracdes que impliquem o incumprimento dos valores paramétricos. G

Tabela 2 — Frequéncia minima de amostragem e analise da dgua destinada para consumo humano

fornecida por uma rede de distribuigédo GV

Tipo de
controlo Volume de agua fornecida Nimero de amostras por ano
na zona de abastecimento
Parametro (metros cubicos por dia)
Al <100 2
Contr?Io Fe 4 + 3 por cada 1000 m?3 /dia + 3
de rotina 2 o > 1000 por fragdo remanescente do
volume total.
Sh
<1000 1
As
B
cd 1 + 1 por cada 3300 m¥dia + 1
= >1000 e < 10000 por fragdo remanescente do
Controlo volume total.
; = Cu 3 + 1 por cada 10000 m3/dia + 1
inspecdo
o > 10000 e = 100000 por fragdo remanescente do
volume total.
Mg
Hg 10 + 1 por cada 25000 m3/dia e
Ni > 100000 fracdo remanescente do volume
Se total.
Na

2.6. Espetrometria de emissao oOtica no plasma induzido (ICP-OES)

2.6.1.

Enquadramento histérico

O termo espetrometria provém do latim spectrum (imagem) e do grego skopéd (observar),

sendo este definido como a observagdo das interagfes entre a matéria e a radiacdo

eletromagnética. ®
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A espetrometria de emissdo refere-se a fenbmenos onde a matéria emite radiacao

eletromagnética. @

Todo o conhecimento sobre emissao atdmica tem ja muitos e longos anos de historia, ligada

ao desenvolvimento do conhecimento cientifico sobre a natureza do atomo. 9

Na antiguidade eram queimados sais que produziam alteracdes na coloracdo da chama,
inexplicaveis na altura, mas para um dia ser possivel compreender esse fenébmeno era
necessario aprofundar primeiro o proprio conhecimento da cor enquanto fendémeno
caracteristico da radiacdo (Newton, Scheele e Herschel contribuiram cientificamente e de

maneira crucial neste campo). ®

Em 1776, Alessandro Volta realizou descargas elétricas em diversos gases, acabando por
verificar assim que estas apresentam também diversas cores, tal como ocorreu nos sais

queimados. ®

Mais tarde, Fraunhofer conseguiu esclarecer um pouco este fenémeno que continuava a iludir
a comunidade, observando que o espetro de emissao solar, aparentemente continuo, possuia
faixas correspondentes a certos comprimentos de onda, onde ndo havia emisséo de radiacéo.
Devido a este acontecimento colocou-se entdo a hipotese de a emissao de radiacdo com

determinado comprimento de onda ser uma caracteristica dos a&tomos envolvidos. ®

Esta hip6tese veio a ser confirmada por Kirchhoff e Bunsen e veio a ser utilizada também na

identificacdo de quatro novos elementos, nomeadamente Cs, Rb, Tie In.®

O desenvolvimento dos modelos atomicos (Rutherford e Bohr) e a descoberta da natureza
guantitizada das orbitais eletrénicas (Planck e Einstein) levaram assim a determinacdo dos
nameros quanticos e dos niveis de energia permitidos ao eletrdo (equacdo de Schrédinger

para o eletrdo do atomo 1) e a obtencdo do espetro de emissdo atémica do hidrogénio. @

Walsh, Alkemade e Milatz elaboraram em 1955, um método de analise elementar quantitativo
com base na absorcéo de radiacao por atomos ionizados numa chama, que viria a dar origem

a técnica de andlise espetroscépica por absorcdo atémica. @

Em 1964, Stanley Greenfield usou um plasma induzido para a analise de radiagdo emitida por
elementos contidos nesse plasma, originando assim a técnica de andlise elementar ICP-OES,
apresentando como principal vantagem, face a absorcdo atomica, a reducao dos fenémenos
de interferéncia espetrais e de matriz e a capacidade de ionizacéo de elementos com elevadas

energias de ionizacdo. ®
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As técnicas de emissdo Otica baseiam-se na transicao dos eletrdes dos atomos para niveis
de energia excitados e subsequentemente na libertacdo da energia sob a forma de radiacéo
com o decaimento dos eletrdes para niveis mais baixos de energia. Estas transi¢cdes variam
em cada elemento, pois cada um apresenta comprimentos de onda caracteristicos e
especificos e sinais dependentes do niumero de eletrBes ionizados e das diferentes orbitais
eletrénicas envolvidas, conferindo assim a elevada reprodutibilidade desta técnica. ®

Como consequéncia, todas estas técnicas FES (espetroscopia de emissdao em chama), ICP e
LIBS (Espetroscopia de desintegracao por laser), necessitam de fontes de energia capazes
de ionizar os &tomos dos elementos quantificados, sendo esse o motivo da sua subdivisdo

consoante a sua fonte de energia. ®
2.6.2. ICP-OES

A SDWA - Safe Drinking Water Act — (Gltima alteracdo em 1996) deu a EPA (Agéncia de
Protecdo Ambiental nos EUA — Estados Unidos da América) o poder de estabelecer e regular

normas para a qualidade da 4gua potavel fornecida. ©3

O departamento de Agua Subterranea e Agua Potavel da EPA assegura esse controlo
seguindo o Regulamento Federal 40 CFR parte 141. Este regulamento afirma que todas as
aguas de abastecimento devem cumprir os MCLs (maximos dos niveis contaminantes) para
0s contaminantes especificados nos NPDWRs (National Primary Drinking Water Regulations).
Para outros contaminantes os valores maximos alvo correspondem aos valores presentes nos
NSDWRs. 3

O método ICP aprovado para a determinacdo de metais contaminantes para medicdes de
conformidade é o Método 200.7, da EPA, Determination of Metals and Trace Elements in

Water and Wastes by Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry. ¢

O ICP Otico é frequentemente utilizado para diversas medicées, embora o limite de detec&o
exigido para algumas amostras seja problematico com esta técnica, nomeadamente para o
antimonio, arsénio, chumbo, mercurio e talio. A maior parte destas amostras probleméticas
tem sido frequentemente analisada em camara de grafite, chama e/ou gerador de hidretos. O
mercurio é frequentemente determinado por espetrofotometria de absor¢cdo atébmica usando
a técnica do vapor a frio. Esta técnica produz um limite de detec&o mais baixo do que o ICP,
mas tem a desvantagem de permitir a determinacdo de apenas um Unico metal, enquanto o
ICP determina varios metais ao mesmo tempo, e de ter também uma andlise mais lenta por

amostra. ©3
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O ICP-OES é uma técnica analitica multielementar para a quantificagdo de oligoelementos
(maioria metais) em amostras liquidas. A quantificagdo de metais por ICP-OES consiste na
medicao da radiacdo emitida pelos 4&tomos dos elementos presentes na amostra, apos estes

serem excitados no plasma, por espetroscopia de emiss&o atdmica no plasma. G439

Na camara de nebulizacdo, a amostra é nebulizada sob a forma de um aerossol e com o
auxilio da bomba peristaltica e de um fluxo continuo de gas inerte, € transportada para a tocha
do equipamento onde se encontra o plasma. As particulas de maior dimensao sédo drenadas
para o esgoto. O plasma forma-se quando se da uma descarga elétrica de alta voltagem sobre
um gés inerte (nesta tese utilizou-se o0 &rgon como gés inerte) através de um campo magnético
alternado por radiofrequéncia e por uma descarga de energia exterior. A fonte de excitacao,
0 plasma, ioniza o &rgon criando um equilibrio entre os ides e eletrdes, a uma temperatura de
aproximadamente 9700 °C. Os ides de argon sédo capazes de absorver energia suficiente para
manter a temperatura a um nivel no qual as ionizagdes adicionais sustentam o plasma

indefinidamente. G439

No plasma, os analitos de interesse sao convertidos em atomos em fase gasosa em estado
excitado ou ides. A medida que os atomos ou ifes no estado excitado retornam ao seu estado
fundamental, emitem energia em forma de luz, em comprimentos de onda que sao
caracteristicos de cada elemento especifico. A intensidade da energia emitida no
comprimento de onda selecionado € proporcional a quantidade (concentragdo) desse
elemento na amostra analisada. Assim, ao determinar quais os comprimentos de onda que
sdo emitidos por uma amostra e suas respetivas intensidades, pode ser quantificada a
composicao elementar da amostra em relagdo a um padrdo de referéncia. Para resultados
precisos, a andlise direta de ICP-OES deve ser conduzida apenas em matrizes aquosas
relativamente limpas (por exemplo, aguas subterrédneas pré-filtradas e aguas de consumo
humano). Outras amostras aquosas e/ou sélidas mais complexas necessitam de ser

submetidas a um processo prévio de digestéo acida. ¢+3%

Os plasmas classificam-se de condutivos ou induzidos consoante o tipo de energia externa
que lhes é fornecida. No caso do plasma induzido é utilizado um gerador de radiofrequéncia
que cria campos eletromagnéticos oscilantes de elevada intensidade nos quais o argon flui.
O feixe de radiacdo proveniente da tocha é do tipo heterocromatico, pelo que € necessario
decompéb-lo nos seus varios constituintes, usando para tal, um sistema Gtico complexo,
assumindo uma maior relevancia o monocromador ou rede de difracdo. A radiacdo
proveniente do monocromador é entdo encaminhada para o detetor e convertida em sinais

elétricos mensuraveis e controlados pelo software do equipamento. 439
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O sistema 6tico é composto por uma lente, uma fenda de entrada, um espelho, uma rede de

alta resolugdo, um prisma e um detetor CID (dispositivo de injecéo de carga). ¢

Nas figuras 2 e 3 encontram-se um esquema de funcionamento de um espetrometro ICP-OES
e outro esquema com todos 0s passos envolvidos nha analise de amostras aquosas por ICP-

OES, respetivamente.

Percurso optico

Gerador RF é Bobina Detetor

Argon Nebulizador ., Camarade |
I AN nebulizagdo  Processador .

Residuo

Amostra
Computador i\

Figura 2 — Esquema de funcionamento de um espetrémetro ICP-OES.®"
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R
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4, Atomizagdo - Az ligacies da fase
gasonsa sdo guebradas e apenas os atomos
estdo presentes. A temperatura do plasma e
0 ambiente gquimico sdo importantes nesta
p

fase.

5. Excitagiol Emissdo - Os atomos
ganham energia das colistes e emitem

comprimentos de onda especificos. /

6. Separagaol Detegdo - A uz dos »

comprimentos de onda € dispersa e por -— @ Dictector
fim medida quantitivamente. I

Figura 3 — Etapas necessarias para andlise de amostras aquosas por ICP-OES.®%)
2.6.3. Interferéncias

Varios tipos de interferéncias podem contribuir para a obtencédo de resultados incorretos.
Algumas dessas interferéncias sdo enumeradas de seguida, as quais devem ser prevenidas

ou minimizadas. ©4-36)
2.6.3.1. Interferéncias espetrais
Interferéncias causadas por outros elementos presentes na matriz:

e Sobreposicdo de duas linhas espetrais de elementos diferentes (o0 objetivo € evitar a
sobreposicéo de linhas pela escolha de uma linha alternativa imperturbavel);

e Sobreposicdo de bandas moleculares (o objetivo € escolher uma linha alternativa
imperturbavel);

¢ Ruido de fundo devido a fendmenos de recombinacdo e a fendbmenos de dispersao
provenientes da presenca de elementos em elevadas concentracdes (os efeitos de
ruido de fundo conseguem ser normalmente compensados pela correcdo de

background).
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Pode-se evitar este tipo de interferéncias, através da correcao da linha de base (background)
recorrendo as corregdes disponiveis no software, e ainda através da leitura de mais do que
um comprimento de onda para o0 mesmo elemento, comparando os resultados obtidos para a

mesma amostra. (4-3%

Estas interferéncias podem ser detetadas pela comparacdo de espetros das amostras com

espetros das solucdes monoelementares, de brancos e padrdes de controlo.

Aguando do inicio do estudo de um novo elemento, devem ser selecionados em primeira
instancia os comprimentos de onda recomendados nas normas de referéncia (ISO
11885:2007, EPA 200.7, EPA — Method 6010D no caso das aguas). Poderdo também ser
selecionados outros comprimentos de onda sugeridos pelo software do equipamento.
Considera-se prioritario usar, sempre que possivel, mais do que um comprimento de onda
para cada gama de trabalho. Isso permitird verificar a existéncia de interferéncias nas

amostras quando as linhas espetrais ndo quantificarem com resultados semelhantes entre si.

(34-35)

A viabilidade de uma linha espetral para quantificar um determinado elemento esta
dependente (para além da teoria espetral e das condi¢cdes analiticas) de uma verificacdo
visual dos espetros produzidos para os padrfes de calibragdo e para as matrizes/tipos de
produtos reais (ndo devem possuir uma forma irregular, ndo devem existir picos sobrepostos,

ndo devem estar situados na terminacdo nem no inicio de picos secundarios). ¢4

Deverd ser selecionada a linha que tenha um melhor compromisso entre exatidao,

sensibilidade e especificidade. 439
Devem ser selecionadas as linhas em que:

= nao existam picos de elementos interferentes;
= existam outros interferentes, mas que estes tenham reduzida probabilidade de

ocorréncia nas matrizes em causa. ©®

A existirem interferentes com probabilidade de ocorréncia nas matrizes em causa, as
intensidades relativas de emissdo em relacao a intensidade do elemento em causa, para a

mesma concentracdo, seja inferior a 1%. G®
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2.6.3.2. Interferéncias fisicas

Este tipo de interferéncias esta geralmente associado ao processo de nebulizacdo e

transporte da amostra. 4-30)

Caracteristicas tais como a viscosidade da amostra e a tensdo superficial tém importancia na
exatiddo dos resultados. Para diminuir este tipo de interferéncia é aconselhavel usar uma

bomba peristéltica, proceder a diluicdo da amostra ou recorrer a técnica de adi¢cdo de padréo.

(34-36)

A deposicdo de sais no capilar do nebulizador e no corpo da tocha, é outro problema a
controlar. Para tal é conveniente diluir as amostras de elevado teor salino ou com elevada

concentragéo de solidos dissolvidos. @439
2.6.3.3. Interferéncias quimicas

As interferéncias quimicas s@o devidas a formagdo de compostos, efeitos de ionizacdo e
vaporizagdo do soluto. N&o sé&o, todavia, interferéncias muito significativas em ICP e, se
observadas, podem ser minimizadas através da selecdo das condi¢des analiticas (poténcia
do gerador e fluxos de argon aplicados), tamponizacdo da amostra e técnica de adi¢do de

padrdo. ¢
As interferéncias ndo espetrais podem ser detetadas através de ensaios de recuperacdo. 43

Como exemplos, a Prata tem fraca recuperacdo quando em presenca de cloretos e o Bario
fica pouco tempo em solucdo quando na presenca de sulfatos. Os elementos alcalinos (Li,

Na, K, Rb, Cs, Fr) podem fazer supressao ionica, conduzindo a erros por défice.
2.6.3.4. Interferéncias de memoria

As interferéncias de memoéria ocorrem quando os analitos da amostra anterior contribuem
para os sinais medidos na amostra seguinte. Os efeitos de meméria podem resultar da
deposi¢cdo da amostra no circuito de introducdo de amostra para o nebulizador, camara de
nebulizac&o e plasma. Os efeitos podem ser minimizados fazendo um flushing (lavagem) de
duracéo apropriada com branco de reagentes entre amostras. A duracéo do flushing pode ser
determinada através da andlise de um padrdo com varios elementos de concentracdo
aproximadamente de 10 vezes a encontrada nas amostras. O tempo de aspiracdo deve ser o
mesmo do determinado para as amostras. Um tempo de lavagem de 60 segundos é,
normalmente, suficiente. 539
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2.6.3.5. Interferéncias de excitacao

Dependendo da relacdo da temperatura da sala com a temperatura do plasma, a alteracdo da
temperatura do plasma devido a introducdo da amostra pode provocar um aumento ou
diminuicdo do sinal. Em adicéo, elementos que facilmente libertam eletrbes podem alterar a
densidade dos eletrbes no plasma, que podem influenciar a distribuicdo entre transicdes
atomicas e ionicas. Metais alcalinos (Li, K, Na) sdo altamente suscetiveis a interferéncias de

excitacdo, particularmente na visualizacéo axial.

As interferéncias nao espetrais podem ser detetadas por diluicdo ou adi¢cdo de padréo.
2.7. Validagdo de métodos

O estudo de validacdo tem como objetivo garantir que 0 método possui as caracteristicas de
desempenho necesséarias a satisfacdo dos requisitos previamente definidos para essa
determinagéo. Assim, apés determinacdo experimental das caracteristicas do método, deve
ser feita a verificagdo do cumprimento desses requisitos com vista a emissdo da declaragdo

de validade. ©®

A validacdo dos métodos deve ser adaptada a cada caso perante o tipo de metodologia em
guestao, conhecimento do método, da sua origem (método normalizado, método desenvolvido
pelo laboratorio) e das alteragbes eventualmente efetuadas em relagdo ao método de

referéncia. ®
Genericamente, a validacdo envolve as seguintes avaliacdes:

= Definigdo dos produtos/matrizes a incluir no a&mbito do método analitico;

= Interferéncias e fontes de erro de modo a delinear a sua aplicabilidade (seletividade);

= QOtimizacdo de condi¢des operatorias/robustez para permitir a sua otimizacao;

= Gama de trabalho/linearidade e limites analiticos (Limite de Detecdo e Limite de
Quantificacao);

= Critérios de desempenho: exatidaol/justeza, repetibilidade, precisdo intermédia,
sensibilidade e incerteza;

= Validag&o do software do equipamento, quando aplicavel,

= Estudo de fiabilidade das diluicbes efetuadas de modo automatico — definicdo da

diluigdo méxima, quando aplicavel. 839
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Com base nas avaliacdes €, ainda, possivel estimar-se a incerteza da medicdo associada ao

ensaio em estudo e respetiva declaracdo de conformidade do método.
2.7.1. Produtos e matrizes

Consoante a aplicabilidade do método, devem ser efetuados estudos de validacdo
diferenciados para os seguintes produtos/matrizes: Aguas de consumo humano; Aguas

naturais; Aguas de processo; Aguas residuais; Lixiviados e Eluatos. “#°

Alguns pontos do processo de validagao, poderdo ser comuns aos diversos tipos de matrizes
(gama de trabalho, preciséo intermédia), no entanto, a determinacéo do critério de aceitacédo
de duplicados e exatidado (ensaios de recuperacao e ensaios interlaboratoriais) devem ser alvo

de estudos diferenciados. %840

Existem produtos/matrizes que pelas suas caracteristicas serem semelhantes, os diversos
estudos poderdo ser os mesmos, no entanto, as condicbes de aplicabilidade (limites
analiticos, precisdo, exatidao, incerteza) podem ser diferentes, dependendo da legislacéo

aplicavel. 849
2.7.2. Seletividade

A seletividade indica a capacidade do método de distinguir um analito em particular numa
mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes. O estudo desta caracteristica
torna-se particularmente importante quando se trabalha com matrizes complexas como no

caso das aguas residuais. 849

Deve ser feita uma avaliacdo da aplicabilidade do método em causa, tendo em conta as
caracteristicas fisico-quimicas dos produtos/matrizes, de modo a tentar minimizar ao maximo
a influéncia de interferentes com expressdo significativa dos resultados obtidos. Esta
avaliacdo deve ser feita considerando os interferentes conhecidos na técnica analitica em
questdo e a avaliacdo da probabilidade de ocorréncia desses interferentes em determinado

produto/matriz e o impacto no caso de estarem presentes. 840

Para a avaliacdo da seletividade recorre-se a ensaios de recuperacao (ER), que consistem
na adicdo de uma determinada quantidade de padrdo e verificacdo da percentagem de
recuperacao do padréo adicionado. Idealmente, a adi¢cdo do padrao deve corresponder a uma

diluicdo da amostra inferior a 1%, podendo ir até uma diluicdo de 5%. (8-40:44)
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Devem ser efetuados, no minimo, 8 ensaios de recuperacdo em cada matriz, em varias gamas

de concentracédo do analito. (3839 43)

De seguida apresenta-se a férmula de célculo (Equacéo 1) do ensaio de recuperacao, quando

a diluicdo ¢é inferior a 1% ou quando o processo inclui digestdo, concentracdo ou retoma.

39;44)

Cap-Ca
Cp

% Recuperagdo= x100

Equacéo 1 — Férmula de calculo do ensaio de recuperacao quando a dilui¢éo € inferior a 1% ou
guando o processo inclui digestdo, concentragdo ou retoma, em que: Ca é a concentracdo obtida na
amostra; Cap é concentracao obtida no ensaio com amostra+padrdo e Cp é a concentracdo da

solucéo padréo na solugéo final. ¥4

De seguida € apresentada a férmula de célculo (Equagéo 2) do ensaio de recuperacao,

guando a diluicdo se encontra entre 1 e 5%. (383944

Capx(Vp+Va)-CaxVa y
CpxVp

% Recuperacdo= 100

Equacéo 2 — Férmula de calculo do ensaio de recuperacao quando a diluigdo se encontra entre 1 e
5%, em que Ca é a concentracdo obtida na amostra; Cap € a concentracéo obtida no ensaio com
amostra+padréo; Cp € a concentragdo da solugéo padrdo adicionada; Va é o volume da amostra no

ensaio de recuperacgédo e Vp é o volume de padréo adicionado a amostra no ER. 4
2.7.3. Otimizacado das condicdes operatorias

No caso de andlise instrumental, devem ser seguidas as indicagées dos manuais de operacao
dos equipamentos com vista a otimizacado das condicBes operatdrias, com um compromisso

entre o aumento da sensibilidade e a diminuicdo de interferentes. ©8-39)
2.7.4. Definicdo da gama de trabalho

O estudo da gama de trabalho consiste na determinac¢éo da gama de concentra¢des do analito

em que a resposta do método tem um desempenho analitico semelhante. 839
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A gama de trabalho pode ser previamente estabelecida com base nos resultados esperados

para o analito na matriz em causa e considerando a legislacdo aplicavel.

Para o caso de métodos que recorrem a retas de calibracdo (curvas de 1° grau — sinal
instrumental/concentracdo), o estudo da gama de trabalho consiste na analise da linearidade,

teste de homogeneidade de variancias e determinacéo do Limite de Quantificagédo. 3840
2.7.5. Verificacao da linearidade — Curvas de calibragéo

A verificacdo da linearidade consiste na realizacdo de 5 curvas de calibracdo em datas
distintas, determinando para cada uma, o coeficiente de correlacao e avaliando a linearidade

por observacdo do gréafico. 8

Cada curva de calibracdo deve ser construida com 5 pontos de calibracdo (podendo incluir o
branco), representando-se os valores da concentragdo em abcissas e 0s valores de
absorvancia em ordenadas. Os padrdes de calibracdo devem distribuir-se equitativamente
pela gama de trabalho. O primeiro ponto corresponde normalmente ao branco e o segundo

ao limite de quantificagéo. ©®

O coeficiente de correlagdo, ndo sendo, por si s, indicativo da linearidade de uma curva,
guando utilizado em conjunto com o tracado grafico, permite concluir relativamente a
linearidade. O coeficiente de correlagéo deve ter valores muito proximos de 1 (lei de Lambert-

Beer), iguais ou superiores a 0,999, (38 41-43)

Adicionalmente, pode estudar-se a linearidade através do Teste de Mandel, andlise dos

residuais e homogeneidade de variancias. ¢143
2.7.5.1. Estabilidade das curvas de calibracéo

A sensibilidade avalia a capacidade do método para distinguir pequenas diferencas de
concentracéo do analito sendo definida como a derivada de 12 ordem da curva de calibragéo

nessa zona de concentracdo. “4

Com vista a determinar se a resposta do método € estavel ao longo do tempo, nomeadamente
ao nivel da sensibilidade, é necesséario garantir que o declive da curva de calibracdo se

mantém. ¢4

Com os resultados obtidos nas ultimas n=5 (minimo) curvas de calibragéo, calcular o valor

médio e o desvio padrao (s) do declive. ¢4
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Critério de aceitacdo dos declives (o critério podera ser outro, no entanto 0 mais comum € o

apresentado seguidamente):
Limite superior: declive médio + 2s
Limite inferior: declive médio - 2s

A curva de calibracdo é vélida durante o periodo em que os declives obtidos cumprem o
critério de aceitacdo anteriormente definido e o CV (coeficiente de variacdo) ndo ultrapassa
5%. (38)

2.7.5.2. Teste de Mandel ou Teste de Fisher/Snedecor

A linearidade pode ser avaliada através de um modo estatistico, de acordo com a norma ISO

8466-1, pelo teste de Fisher/Snedecor ou teste de Mandel. %

A partir do conjunto de resultados (pares ordenados) obtidos (sinal instrumental vs.
concentracéo), calcular a fungéo de calibragéo linear (ISO 8466-1) e a funcéo de calibragéo

nado-linear (ISO 8466-2), bem como os respetivos desvios padrdo residuais, Sy / x e Sy?. (41-43)

Calcular a diferenca de variancias (DS 2) e obter o valor teste, VT. ¢142)

O valor teste (VT) é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Fisher/Snedecor,

para um grau de confianca de 95%. 143
Critérios de deciséo:

a) Se V7= F. a funcdo de calibracdo polinomial ndo conduz a um ajustamento

significativamente melhor e, por isso, a funcéo de calibracio é linear. 443

b) Se VT> F: a funcdo de calibracdo € néo linear e por isso a gama de trabalho deve ser
reduzida tanto quanto possivel de forma a cumprir a alternativa a). Caso nédo seja

possivel, devera ser utilizada uma funcdo de calibragédo nao linear. “4-43
2.7.5.3. Teste de Homogeneidade de Variancias

Para verificar a existéncia de desvios significativos nos limites da gama de trabalho, € aplicado

o teste da homogeneidade de variancias:

= Efetuar dez repeti¢cdes da leitura do padréo de concentracdo mais baixa (xb);
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= Efetuar dez repeticdes da leitura do padréo de concentracdo mais elevada (xa);
= Obtém-se, para cada série de medidas, 10 valores de absorvancia (yi);

= Calcular a variancia para cada uma das concentracdes através da equacao 3:

_ Y Vmedio — ¥)?
n

SZ

Equacéo 3 — Férmula de célculo da variancia. 49

= Aplicar o teste de F as variancias, determinando o valor de PG a partir das equacgfes
4eb:

PG = &

~ saz

Equagéo 4 — Calculo de PG quando Sh?>Sa? em que PG representa o valor observado entre a
razdo da variancia do padrdo de concentragdo mais baixa (Sp) em funcéo da variancia

relativa ao padrédo de concentracdo mais elevada (Sa) “V

Sa?
PG =5

Equagdo 5 — Calculo de PG quando Sa?>Sh?, 41

= Comparar o valor PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher para

n-1 graus de liberdade para 99% de confianc¢a (o= 0,01 ou 1%).
Obtendo-se o valor de PG é possivel concluir-se que:

= Se PG<Funeado: diferencas de variancias nao significativas — gama de trabalho bem
ajustada;
= Se PG>Funelado: diferencas de variancias significativas — reduzir gama de trabalho até

que PG<Ftabelado- (41-43)
2.7.5.4. Teste deresiduos
Para se determinar o teste de residuos é necessario proceder-se as seguintes etapas:

e Calcular os valores das concentracdes a partir da equacgéo da reta obtida pelo método

dos minimos quadrados;
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e Calcular o quociente das concentragdes a partir da equacao da reta obtida pelo método
dos minimos quadrados pela concentragdo verdadeira. Tragar o grafico e analisa-lo.
Se os pontos se distribuirem aleatoriamente e com um desvio inferior a 95% em

relagdo ao valor 1, a gama de trabalho tem um comportamento linear. #-4?

O estudo de residuos também pode ser feito a partir do quociente entre o sinal experimental

e o sinal estimado a partir da equacéo da reta. Os critérios de avaliacdo sdo os mesmos. “#142)
2.7.5.5. Limiares Analiticos

Os limiares analiticos em estudo séo o Limite de Detecdo (LD) e o Limite de Quantificacao

(LQ).

O LD corresponde ao inicio da gama de concentracdo em que € possivel distinguir, com uma
dada confianga, o sinal do branco do sinal da amostra, indicando se o analito em questao esta

presente ou ausente. Assume-se que LD é igual a um terco do LQ. (3839 42-44)

O LQ é a mais pequena concentracao do analito que produz um sinal suficientemente acima
do ensaio em branco, a partir da qual € possivel a sua quantificagdo em analises de rotina.
Corresponde ao inicio da gama de concentracdo em que o coeficiente de variagdo (incerteza
relativa) do sinal se reduziu a valores razoaveis (normalmente 10%) para se poder efetuar
uma analise quantitativa. Na pratica, o LQ determina o valor a partir do qual se podem reportar

valores numéricos. (3839 42:44)

Este limite tem como valor dez vezes o desvio padrdo de um ensaio em branco ou de uma

amostra com concentracdo muito pequena. (839 42-44)
2.7.5.6. Célculo dos limites de detecdo e quantificacdo

Para se calcular os LD e LQ seguem-se trés abordagens distintas, apresentadas de seguida.
(38-39; 44)

a) Analisar pelo menos dez vezes, em condi¢fes de precisdo intermédia e de acordo com

0 método em causa, um ensaio em branco ou um analito de concentracéo baixa. 839

44)

Calcular o desvio padrédo, So, associado aos resultados. Desta forma obtém-se as

equacdes 6 e 7 que nos permitem calcular o LD e LQ, respetivamente. (383% 44)
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LD =Xo + 3,3 So

Equacédo 6 — Formula de céalculo do LD com base na abordagem a), sendo que Xo é o valor médio do

branco ou do analito de concentracdo muito baixa. (38-3% 44)
LQ =Xo+ 10 So

Equacéo 7 — Férmula de calculo do LQ com base na abordagem a), sendo que Xo é o valor médio do
branco ou do analito de concentracdo muito baixa. (38-39 44)

b) Analisar pelo menos dez vezes, em condi¢des de precisdo intermédia e de acordo com

o0 método em causa, um padrdo de controlo na gama de trabalho. (38-3%44)

Calcular o desvio padrado, So, associado aos resultados, tornando possivel calcularem-
se o LD e LQ, respetivamente, através das equacdes 8 e 9. (38-3%:44)

LD =5xSo

Equacédo 8 — Férmula de céalculo do LD com base na abordagem b). (38-39:44)
LQ=3xLD

Equacdo 9 — Férmula de céalculo do LQ com base na abordagem b). (38-39; 44)

c) Nos casos em que se utiliza uma calibracao linear, o limite de quantificacdo também
pode ser estimado a partir da estatistica dos minimos quadraticos, admitindo-se que o
desvio padréo da estimativa (Syx— equacao 10) representa o desvio padréo do branco
e interpolando o correspondente valor, em concentracdo obtém-se as equacgbes 11 e
12 para o célculo do LD e LQ, respetivamente. (383% 44

_  [X(ytesrico—y exp)?
Sy/x = /—n_z

Equagédo 10 — Férmula de célculo do Syix. (3839 44)
LD = (3,3 x Syx) / declive
Equacédo 11 — Férmula de calculo do LD com base na abordagem c). (38-3% 44)

LQ = (10 x Syx) / declive
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Equacéo 12 — Férmula de célculo do LQ com base na abordagem c). (38-39: 44)

Para este método poder ser aplicado terd de haver homogeneidade de variancias na

gama de trabalho e linearidade até a origem. (83944

No caso de existir legislacédo especifica para calculo dos limites de detec¢do ou quantificacao,

deverdo ser usados os métodos ai mencionados. ©%

O valor determinado para o LQ devera ser periodicamente confirmado experimentalmente,

pela andlise de materiais de referéncia com valores proximos do LQ. 9
2.7.5.7. Ensaios em branco

Um ensaio em branco é um ensaio onde a amostra é substituida por agua destilada (ou ultra-
pura, consoante o definido no procedimento de ensaio), isenta do analito em questdo. Permite

detetar contaminaces no material ou reagentes. ©& 49

Quando as amostras séo filtradas, deverd ser ainda realizado um branco de filtracao,

analisando a agua destilada/ultra-pura filtrada do mesmo modo que as amostras. 8 45

O ensaio em branco deve ser realizado no mesmo local e nas mesmas condicbes de
preparacdo das amostras e padrdes. Caso a andlise envolva um processo de digestdo, o

branco devera também passar por esse processo. 8 4%

Os critérios de aceitacdo encontram-se definidos nos procedimentos de ensaio respetivos.
Em andlises instrumentais o branco devera ter um sinal 30% abaixo do sinal do limite de

quantificacdo. 849
2.7.6. Preciséo

A precisé@o pode ser definida como sendo o grau de variagdo de resultados de uma medicao.
Esta pode ser avaliada através da repetibilidade, do estudo de duplicados e da precisao

intermédia. ©8-40)

Para se efetuar o célculo da estimativa da incerteza com base no controlo de qualidade interno
(abordagem aplicada neste documento) considera-se a incerteza associada a componente da
precisao (Uprecisao) igual a raiz quadrada da soma dos quadrados dos resultados obtidos pelas

equacles 15 e 17, apresentadas nos pontos 2.7.6.2. e 2.7.7. do presente documento.
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2.7.6.1. Repetibilidade e calculo do limite de repetibilidade

A repetibilidade (R) exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em condi¢cdes
idénticas: mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de
reagentes, mesma data. Para um nivel de 95% de confianca, o limite de repetibilidade é

calculado através da equagdo 13. ©®
R=28xS

Equacédo 13 — Férmula de calculo da repetibilidade, sendo S o desvio padréo dos resultados de n

(minimo 10) medi¢Ges de uma mesma amostra ou padrédo nas condi¢Ges acima definidas. 8

A repetibilidade geralmente consiste em analisar 10 vezes o Padréao de Controlo (PC) ao nivel
do LQ, 10 vezes um PC que represente as amostras tipo ou até mesmo na andlise de 10

vezes a mesma amostra contendo analito em quantidade quantificavel. 8 44
2.7.6.2. Estudo de duplicados

Para cada um dos produtos/matrizes, compilar um minimo de 8 resultados em duplicado. Caso
as amostras sejam, recorrentemente, ndo quantificaveis, efetuar os duplicados por recurso a

amostras fortificadas. @8 44
Deve-se tentar que o0s ensaios de duplicados cubram a gama de trabalho definida.

Para se avaliar a amplitude (diferenca) relativa (A;) entre cada par de resultados utiliza-se a

equacdo 14. 844
Ar = [(x1-x2) / média(x1,x2)] x 100
Equagédo 14 — Férmula de célculo da amplitude relativa. (38:44)

De seguida calcula-se a amplitude relativa média (Armedio)) dos duplicados efetuados, calcula-
se 0 desvio padréo e aplica-se a equacdo 15 para se determinar o desvio padrao relativo

(DPR) que é equivalente ao coeficiente de variacdo. 844
DPR = CV(%) = Ar(médio)/ 1,128

Equacdo 15 — Férmula de célculo do DPR. ©8:44)
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2.7.7. Precisdo intermédia

A precisao intermédia refere-se a precisdo avaliada sobre uma mesma amostra, padrdo ou
amostras semelhantes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo

quais as condi¢des a variar (diferentes datas, diferentes analistas, diferentes equipamentos).

(38;44)

Efetuar n (idealmente 15, mas minimo de 8) medi¢des sobre a amostra em datas diferentes
(ou variando uma das outras condi¢des). Eliminar os valores aberrantes e calcular o desvio
padrdo da precisdo intermédia (equivalente a percentagem do coeficiente de variagdo — CV)
e a estimativa da precisdo intermédia de acordo com as equacdes 16 e 17. %8

—_ [Zk=10k=9)?
Si() = [HEZEE

Equacédo 16 — Calculo do desvio padrdo da preciséo intermédia Si (), em que o simbolo relativo as
condicdes intermédias de preciséo aparecem entre paréntesis, isto €: Si @.q) - dias diferentes; yk€ o

resultado individual obtido e n € o niimero de ensaios. (38
Sprec (DPR) = CV(%) = f% X 100

Equacgao 17 — Célculo da estimativa da precisdo intermédia, em que x € o valor médio das medi¢des

e s é o desvio padrao das medicdes. ©8

Desta forma calcula-se a Preciséo (%), sendo esta duas vezes o CV (%). (38-40:44)
2.7.8. Exatidao

A exatidao é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
aceite como verdadeiro. A exatiddo é afetada por erros sistematicos. Os erros sistematicos

influenciam o valor da média. ©®

O erro sistematico corresponde a um erro que assume sempre a mesma direcao (positivo ou
negativo) e, portanto, provoca um desvio da média em relacdo ao valor convencionalmente

exato da grandeza que esta a ser medida. ©®

Alguns exemplos das principais fontes de erro sistematico sdo, por exemplo, a concentragdo
atribuida aos materiais de referéncia, deterioracdo de reagentes, reagentes mal preparados,
erros sistematicos de pipetagem, modificacdo da temperatura de incubadoras ou blocos de

reacdo e mudanca de analista. ¢&44
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Pode-se avaliar a exatiddo de um método, utilizando um ou vérios dos seguintes processos:

= Andlise de Materiais de Referéncia Certificados (MRC);
= Participacdo em ensaios interlaboratoriais;

« Testes comparativos. @8

2.7.9. Materiais de Referéncia Certificados

Analisando materiais de referéncia e comparando o valor obtido com o valor certificado,

calculando o z-score (equacédo 18) € possivel avaliar o desempenho.

(Xlab—Xv)
s

Z-score =

Equacéo 18 — Férmula de calculo do Z-score, sendo que Xlab é o valor obtido; Xv é o valor aceite
como verdadeiro; S é a unidade de desvio, que pode ser a incerteza do MRC ou a outra unidade de

desvio inerente ao método. (38

Com base no valor obtido da equacéo 18 pode-se avaliar o desempenho como satisfatorio se

-2 < Z <2, como questionavel se 2 <|Z|< 3 e como nao satisfatério se | Z | > 3.

Para determinar o erro normalizado (En), caso tenha sido calculada previamente a incerteza

do resultado obtido, utiliza-se a equacgédo 19.

_ (Xlab—Xv)

2 2
R ’ Ulab +Uref

Equacédo 19 — Férmula de célculo do erro normalizado, em que Uret € a incerteza associada ao valor

En

verdadeiro; Uiab € a incerteza associada ao resultado obtido. (38

Este célculo tem como objetivo perceber se a incerteza calculada pelo laboratério esta ou ndo
bem estimada. Considera-se que a incerteza do laboratério estd bem estimada quando |

En[=<1.¢3
E importante ter em conta que é conveniente analisar os MRC em 6 datas diferentes. ©®

Os MRC podem ser adquiridos em entidades acreditadas pela ISO 17034, alguns exemplos

sdo:
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¢ |RMM - Institute for Reference Materials and Measurements;

e NIST — National Institute of Standard and Technology dos E.U.A,;
e US Geological Survey dos E.U.A;;

e US Environmental Protection Agency dos E.U.A;;

e National Research Council do Canada. “9
2.7.10. Participagdo em Ensaios de Aptidao

A avaliacdo do desempenho é feita pela entidade organizadora, mas em geral é aplicada a

férmula apresentada na equacéao 20.

(Xlab—Xv)
s

Z-score =

Equacgéo 20 — Férmula de célculo utilizada para a avaliacdo do Z-score obtido em ensaios de
aptiddo, em que Xlab é o valor obtido pelo laboratério; Xv é o valor de referéncia (normalmente a

média dos participantes) e S é desvio padrao de todos os laboratérios participantes. ©8)

A semelhanca do que acontece com a avaliagio do Z-score obtido para a anélise de MRC,
com base no valor obtido da equacgédo 18, pode-se avaliar o desempenho como satisfatério

se -2 < Z <2, como questionavel se 2 <|Z|< 3 e como n&o satisfatorio se | Z | > 3. @844

Para conhecimento da disponibilidade de ensaios interlaboratoriais, respetivos parametros,

entidades organizadoras e tipo de matrizes, consultar, na internet, a base de dados EPTIS.

(32)

2.7.11. Ensaios de recuperacéao

A exatiddo também pode ser quantificada através dos resultados de ensaios de recuperacao

através do BIAS (%) — equacgéo 21. ©®

Xgr—100

BIAS (%) = £

x 100

Equacédo 21 — Calculo do BIAS (%) através de ER, sendo xgz a média da percentagem dos ensaios
de recuperacéo. (38
Para se efetuar o calculo da estimativa da incerteza com base no controlo de qualidade interno
(abordagem aplicada neste documento) considera-se a incerteza associada a componente da

exatidao (Uexaigzo) igual ao valor de BIAS (%) calculado pela equacéo 21.
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2.7.12. Estimativa da incerteza

A quantificacdo da incerteza da medicdo expandida (U;) € realizada através de uma das

seguintes abordagens:

= abordagem “passo a passo’;

= abordagem baseada em ensaios interlaboratoriais, no que se refere a componente da
exatidaol/justeza;

= abordagem baseada em dados do controlo da qualidade interno do método analitico
(equacéo 22). “¥

— 2 2
Uec=2X (\/(Uprecisﬁo + Uexatidéo))
Equacéo 22 — Calculo da estimativa da incerteza combinada, com base na incerteza associada a

precisdo e a exatidao.
2.7.13. Validacao do software do equipamento

O software devera ter sido validado pelo fornecedor do equipamento, atestado através de um
certificado. Paralelamente, dever&o ser verificados os calculos para realizagdo da curva de
calibracdo (r?, declive e ordenada na origem) e se as interpolacdes realizadas séo
eguivalentes aos valores obtidos no Microsoft Excel. Considera-se como valores equivalentes,
os valores que ndo apresentem desvios entre si, que afetem as casas decimais com que sao

expressos. 9
2.7.14. Estudo da fiabilidade das diluicdes efetuados de modo automatico

Sempre que 0 equipamento tenha a capacidade para efetuar curvas de calibragéo, deve ser
testada a diluicdo maxima que o equipamento podera realizar, tendo em conta 0s erros
associados. Para além disso, deve ser verificada a fiabilidade da curva realizada pelo préprio

equipamento. % 45
2.7.15. Defini¢do da diluicdo méxima realizada pelo equipamento

Deve efetuar-se a leitura de um padréo (minimo 3 leituras) com teores superiores ao extremo
da curva de calibracdo de modo a que o equipamento efetue uma diluicdo automatica.
Comparar com a leitura do mesmo padrao diluido manualmente com recurso a material

volumétrico ou micropipetas calibradas. “% 45
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Considera-se como valores equivalentes, os valores que nao apresentem desvios entre si,

superiores aos critérios de aceitacdo de duplicados. “?

2.7.16. Verificacdo da fiabilidade da curva de calibracdo preparada pelo proprio

equipamento

Comparar a curva de calibragdo obtida com os varios niveis de calibracdo preparados pelo
préprio equipamento com a curva de calibracdo obtida pela analise dos varios niveis de
calibracdo preparados pelo analista, com recurso a material volumétrico ou micropipetas

calibradas. %49

Verificar a equivaléncia dos parametros da reta (coeficiente de correlacéo, declive e ordenada
na origem) da curva preparada pelo equipamento e da curva obtida a partir dos varios niveis
de calibracdo preparados pelo analista. Considera-se como equivalentes, cujas interpolagbes
ndo apresentem desvios entre si, que afetem as casas decimais com gque Sa0 expressos 0s

resultados. 045
2.7.17. Declaracdo de conformidade do método

E necessario fazer uma anélise comparativa da preciséo, exatiddo, limites analiticos e
incerteza, observados para o método em estudo, relativamente aos critérios definidos na

legislacdo aplicavel aos diversos produtos/matrizes em estudo. @9
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3. Metodologia de Analise

Antes da analise, as amostras aquosas e sélidas sédo solubilizadas ou digeridas usando os
métodos apropriados de preparacdo de amostras. Amostras que nao sao digeridas requerem
0 uso de um padrao interno ou devem ser matricialmente compativeis com os padrdes. Caso
se utilize a primeira opcao, o instrumento de software deve ser programado para corrigir as
diferencas de intensidade do padrdo interno entre amostras e padrdes. No caso do LPQ

recorre-se a segunda opcao.

De seguida sera apresentado o procedimento experimental que foi construido para que se

iniciasse a implementacao e validagdo de toda a técnica.
3.1. Objetivo

O procedimento destina-se a descrever o método de determinacdo do teor de varios
elementos metélicos por ICP-OES em amostras de agua de consumo humano. Este é
aplicavel a determinacdo dos seguintes metais: Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn,
Ni, K, Na e Zn. As gamas de trabalho variam em fung&o de cada elemento, conforme indicado

no ponto 3.3.3..

Para concentracdes superiores, procede-se a diluigdo adequada das amostras.

3.2. Equipamento, material e reagentes

1. Espetrémetro de emissao atémica por plasma ICP-OES iCAP Pro Thermo Scientific.

Este estava equipado com:

e Pro Dual Radial/Axial;

e Gerador de radiofrequéncia (RF);

e Controlador de fluxo de massa na entrada do argon para o nebulizador;

e Com correcdo de background;

e Nebulizador: concéntrico, vidro;

e Camara de nebulizacao: ciclonico, vidro;

e Detetor CID (detecéo por contagens);

e Amostrador automatico CETAC ASX560;

e Bomba peristaltica de velocidade variavel para distribuicdo dos padrdes e das

amostras.
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Rede de &rgon (pureza > 99,95%).

Software Q-Tegra, computador e impressora.
Sistema de exaustéo (caudal minimo de 5,5 L/min).
Recirculador/refrigerador (Chiller).

o gk~ w N

Equipamento para filtragdo com material de vidro ou polietleno e membranas de
filtracdo de 0,45 pum.

N

Material corrente de laboratorio.

Acido nitrico 65% (v/v).

Solucao de acido nitrico 20% (v/v).

10. Solucéao de &cido nitrico 1:1.

11. Agua ultra-pura.

12. Solugbes padrdo méae (solucdes comerciais monoelementares de 1000 mg/L e
multielementares de 1000 mg/L.

13. Ensaio em branco — acido nitrico 1% (v/v).

3.3. Técnica

3.3.1. Recolha e conservacdo de amostras

Para colheita de 4gua para consumo e sempre que se vai proceder a analise de Cobre, Niquel
e Chumbo, dever-se-4 recolher sem escoamento prévio o primeiro litro de agua estagnada no
frasco de metais especificamente para a analise destes metais. As amostras devem ser
recolhidas em frasco de polietileno ou polipropileno e preservadas com &cido nitrico até pH<2

e mantidas a 5+3 °C. A analise deve ser realizada num prazo maximo de 1 més. “6)

3.3.2. Preparacédo das amostras

3.3.2.1. Amostras com Turvagédo < 1,5 NTU — Analise direta

Medir 10 mL da amostra preservada para tubo de andlise. Adicionar 0,1 mL de solugéo de
HNO3 (1:1). @430

3.3.2.2. Amostras com Turvacdo > 1,5 NTU - Processo de digestéo

Transferir 100 mL (£1 mL) de amostra preservada para copo de precipitacdo de 250 mL de
forma alta com o objetivo de evitar salpicos e possiveis contaminagcfes, uma vez que estes
sdo mais estreitos e mais altos. Podem ser usadas tomas inferiores, se necessario. Adicionar
2 mL HNO;s (1:1) e 1 mL HCI (1:1). Tapar com vidro de reldégio e aquecer em placa de

aguecimento ou banho-maria dentro de uma hotte, a uma temperatura aproximada, mas nao
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superior a 85 °C. Reduzir o volume a 20 mL, sem entrar em ebulicdo. Deixar arrefecer e
transferir quantitativamente a amostra reduzida para baldo volumétrico de 50 mL. Completar

ao traco, tapar e homogeneizar. 43644

Deixar decantar qualquer material ndo dissolvido durante a noite ou centrifugar. Filtrar antes

da andlise. 3439
Nota: neste passo fez-se uma concentracéo de 2 vezes.
3.3.3. Preparacédo da curva de calibracao

Construir as curvas de calibracdo, de acordo com as gamas indicadas na tabela 3.

Tabela 3 — Construgdo das curvas de calibragéo por gama de trabalho “7

Gama Elementos
1,5 -15 pg/L cd

5-50 pug/L Pb, Ni

15-250 pg/L Co, Cr
15-500 pg/L Al, Cu, Mn
50-500 pg/L Ba, Fe, Zn
1-10 mg/L K, Ca, Mg
10-200 mg/L Na, K, Ca, Mg

3.3.4. Ensaio em Branco

Substituir a amostra por solucdo HNOs; 1% v/v. Caso se estejam a analisar amostras que
tenham sofrido digestéo &cida, deve também ser digerido um ensaio em branco de forma a

controlarem-se possiveis contaminacdes que possam ocorrer durante o processo da digestéo.
(34-35; 44; 48)

3.3.5. Ensaio de Recuperacao

Realizar o ensaio de recuperacdao de acordo com o que esta descrito no ponto 2.7.11 do

presente documento.
3.3.6. Comprimento de Onda

A selecdo dos comprimentos de onda mais adequados, estard sempre dependente das
interferéncias que cada tipo de matriz possa apresentar. As linhas espetrais devem ser
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selecionadas de acordo com as indicagbes das normas de referéncia. O software do

equipamento também apresenta uma lista de sugestbes para comprimentos de onda

recomendados para cada elemento bem como os respetivos interferentes associados. Devera

ter-se também em atenc&o o definido no ponto Interferéncias espetrais2.6.3.1 relativamente

as interferéncias espetrais.

Na tabela 4 encontram-se 0os comprimentos de onda validados para cada elemento, 0 modo

de leitura e os elementos interferentes.

Tabela 4 — Tabela sintese com a definicdo do comprimento de onda por elemento a analisar, modo

de leitura e elementos interferentes (34-36: 47)

Elemento Comprimento de Modo de leitura Elementos
onda (nm) interferentes
Al 394,401 Axial Ce
396,152 Axial Mo, Cu, Fe, Zr
Ba 493,409 Axial Er, Gd, Sc
Ca 318,128 Radial Nb, Cr, Ho, Sc, Th
Cd 214,438 Axial Pt, Ir, As, Cr, Fe, Sc,
Sb
Co 228,616 Axial Ti
Cr 267,716 Axial Lu, Mn, Pv, P, V
266,602 Axial Os, Hf
Cu 324,754 Axial Fe, Cr, Ti, Mo, Eu, Th,
Hf, U, Sc, Nb, Tm
Fe 259,837 Axial W, Ru, S, Ta, Co
K 769,896 Radial Ba, Yb, Sc
Mg 383,826 Radial Zr, Tm, V, Ru, N, W
Mn 259,373 Axial Fe, Mo, Ru, Ta, Ti, Rb,
Nb, Na
Na 818,326 Radial Se, Sc
Ni 231,604 Axial Co, Sh, Ti, O,
Pb 220,353 Axial Al, Co, Fe, Ti, N, Nb,
Zn 202,548 Axial Cr, Ni, Cu, Co, Hf, Nb

3.3.7. CondicGes instrumentais relativas ao método (34-36: 47)

Na tabela 5 encontram-se descritas as condi¢des instrumentais definidas.
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Tabela 5 — Condi¢8es instrumentais definidas para o método. “7)

Modo Aquoso
Poténcia de radiofrequéncia (Forward

1150 Watt
power)
Viewing height (s6 no radial) 10,0 mm
Fluxo de argon no nebulizador 0,5 L/min
Fluxo de argon no plasma (coolant flow) 12,5 L/min
Fluxo de argon auxiliar 0,5 L/min

Velocidade da bomba de introducéo de .
Rotacao 45 rpm
amostra

L 60 segundos (30 segundos a
Tempo de aspiracédo de amostra (uptake)
chegar e 30 segundos a lavar)

Tempo de leitura 15 segundos
Tempo de lavagem (adicional) 30 segundos
Numero de réplicas 3 (DPR <10%)

3.3.8. Otimizacado do plasma/ alinhamento da tocha “?

Este procedimento € necessario apenas no inicio da utilizagdo do equipamento e no caso de

alteracdo das condicGes de operacéo (substituicdo da tocha, injetor ou nebulizador). ¢7

Efetuar a otimizag&o do plasma de acordo com as indica¢des do fabricante.

3.3.9. Atividades de verificacdo e manutencéo prévia a analise ¥?

a c wnh ok

Ligar o ICP-OES, de acordo com o descrito no manual do equipamento;

Verificar se existe quantidade de HNO3; 2% suficiente no garrafdo de lavagem;
Esvaziar o garrafdo de despejos;

Ligar o Chiller;

Conetar e encaixar nas posi¢des corretas, todas as tubagens destinadas & bomba
peristéltica. Cada tubo tem uma cor especifica nas extremidades. Sempre que se
proceda a substituicdo, € necessério respeitar essas cores uma vez que a area de
seccao de cada tubo difere e consequentemente o seu caudal também difere (Tubo
Laranja — amostra; Tubo Branco — esgoto);

Ligar a bomba peristéltica e verificar se a 4gua entra de uma forma fluida e se o esgoto

esta a sair;
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Ligar o Argon;

8. No menu Dashboard do equipamento, clicar no botdo Get Ready. O detetor vai
arrefecer até aos -45 °C. Apds estabilizagdo aparece a mensagem Success e o plasma
liga-se. Indicar onde a sonda vai ficar depois da corrida;

9. Verificar o aspeto datocha e do cone de refrigeracdo. Ambos os dispositivos adquirem
naturalmente alguma sujidade e incrustacdes que dependera sempre do uso do
equipamento e do tipo de amostras. A tocha pode ser lavada com solucdo HNO3; 270%
durante um periodo ndo superior a uma noite, enxaguada com agua ultra-pura e seca
antes de se reinstalar. O cone de refrigeracdo deve ser limpo com papel embebido em
liquido “limpa metais”, enxaguado com agua ultra-pura e seco antes de se reinstalar.

10. Deixar aquecer durante 10-15 minutos;

11. Neste momento a componente fisica do equipamento esta preparada para realizar
uma andlise;

12. Escolher o Labbook do método respetivo (onde estdo definidos os elementos e os
comprimentos de onda, o0 modo de leitura axial ou radial, os padrdes e as condicbes
operacionais, de acordo com o ponto 3.3.6.);

13. Preencher a lista de amostras com as amostras e o0 controlo da qualidade (de
preferéncia partir de uma ja feita), procedendo a programacéo da sequéncia completa
das amostras nhomeando-as em cada posi¢cao do amostrador automatico. Colocar as

amostras nas posi¢cfes adequadas.
3.3.10. Analise “¥7
Iniciar a analise, de acordo com as indica¢des do Manual de utilizagdo do equipamento.
Ter em consideragéo o seguinte:

e Recipiente do branco de lavagem com HNO3 2%;
e Iniciar a andlise com uma lavagem de branco de reagente (agua ultra-pura tipo 1

acidificada 1% HNOs) ao sistema.

A andlise de amostras pode ser realizada partindo de um método novo ou de um método ja
construido e devidamente parametrizado. De seguida, sera feita referéncia aos métodos ja
parametrizados, suas caracteristicas fundamentais e aplicabilidade. Em qualquer momento,

podera ser construido um novo método desde que tal se justifique.
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Criar um Labbook a partir do previamente configurado, indicando a sequéncia de amostras, o

controlo da qualidade e as respetivas posigoes.
3.3.11. Tratamento dos dados (34-36: 44 48)

No final da andlise, quando a sequéncia das amostras termina, o plasma desliga-se

automaticamente.
Nesta altura, os dados podem ser tratados:

e Observar cada uma das curvas de calibragéo - verificar intensidades e concentracoes.
e Observar os picos e efetuar a centragem do comprimento de onda, se necessério. A
barra verde deve enquadrar os 2 pontos com leituras mais elevadas (e deve ter
aproximadamente 3 pixéis). Quando a linha de base num dos lados do pico ndo
parecer adequada (a subir ou a descer ou com picos diversos), usar apenas a barra
azul do lado oposto como referéncia (normalmente o lado mais baixo e 0 mais plano).
o Pode ser retirada uma réplica numa das 3 efetuadas num determinado padrdo (ou
amostras se réplicas = 3) ou retirar algum nivel de calibracdo que tenha apresentado
um maior desvio a curva definida, desde que cumpra com os critérios minimos de uma

curva de calibragédo e que nédo seja o primeiro ponto da curva.

No final da corrida, reduzir a pressédo do Argon para 2 bar, aliviar os tubos da bomba

peristaltica, desligar o chiller, desligar o software e o computador.
Nota: as contagens deverdo situar-se entre 5 e 250000.
3.3.11.1. Célculos (3436 44;48)

Os valores das intensidades dos padrbes sdo utilizados na construcdo das curvas de
calibragéo pelo método dos minimos quadrados (contagens em ordenadas; concentracdo em
abcissas). As concentragbes das amostras e padrdes de controlo sdo calculadas por

interpolacdo na curva de calibracao pelo software do préprio equipamento.

Caso a andlise tenha sido efetuada em 2 comprimentos de onda validados, o resultado sera
a média dos dois valores (o desvio entre os dois valores nao podera ser superior a 10%). Caso
o desvio seja superior, deve ser avaliada a ocorréncia de interferentes em cada comprimento

de onda. Deve ser assumido o resultado do comprimento de onda sem interferentes.
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Em caso de suspeita de interferentes, deve comparar-se o resultado com os resultados
obtidos noutro(s) comprimento(s) de onda indicados na 1SO 11885:2009, em anexo. Se o
desvio do resultado do comprimento de onda validado em relagdo ao comprimento de onda
de verificacao, for inferior a 10%, pode emitir-se o resultado obtido no comprimento de onda

validado. Caso contrario, tera de ser usada outra técnica analitica.

Caso ocorram interferéncias numa linha espetral, o resultado obtido nessa linha ndo deve ser

considerado no céalculo do resultado final.

No caso de amostras analisadas em duplicado, o resultado emitido corresponde & média
aritmética dos dois valores, desde que cumpram o critério de aceitacao de duplicados (caso

contrario, a causa devera ser analisada e repetida a analise do lote de amostras em causa).

No caso de amostras previamente diluidas, o resultado € multiplicado pelo fator de diluicdo

respetivo.

O resultado final é apresentado em mg/L ou pg/L consoante as especifica¢cdes de cada metal
em cada matriz, com um maximo de 2 algarismos significativos, de acordo com a incerteza

do método.
Para resultados inferiores ao limite de quantificacéo, o resultado é apresentado como < LQ.
3.3.12. Controlo de qualidade (34-36: 38-40; 44; 48)

Na tabela 6 encontra-se todo o controlo de qualidade que deve ser realizado quando se efetua
0 método.

Tabela 6 — Controlo de qualidade, frequéncia com que o mesmo deve ser efetuado e respetivos

critérios de aceitacao

Atividade Frequéncia Critério de aceitagao
Curva de calibragéo Diaria Linear: observacéo visual
er=0,999

Declive deve estar situado
entre a média declives +
2xDP (das ultimas 5

curvas)
Ensaio em branco Ap6s a leitura da curva de calibragcéo e entre | Contagem < 1/3 do LQ
cada lote de 10 amostras
Os ensaios em branco (desde que o restante
devem ser tratados controlo da qualidade
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Atividade

Frequéncia

Critério de aceitagao

como as amostras (sem
tratamento, filtrados ou
digeridos)

cumpra 0SS  critérios,
poderd  aceitar-se 0
branco quando < %2 LQ)

RSD entre réplicas

Cada amostra

Méaximo de 10%, excepto
valores < LQ

Duplicados 1 por lote de 20 amostras Variacdo maxima de 10%
Padrées de controlo | No inicio e no final da corrida e entre cada | PC Nivel do LQ: Maximo
(PC) lote de 10 amostras (PC LQ intercaladocom | de 15% de desvio

0 PC extremo superior) relativamente ao valor
PC ao nivel LQ teérico

PC extremo superior

Restantes PC: Maximo de

reta 10% de desvio
relativamente ao valor
tedrico
Ensaio de recuperacdo | 1 por lote de 20 amostras (abranger todas | Recuperacdo entre 80 e
as matrizes analisadas na corrida) 120%

Notas:

Os ER devem ser feitos em duplicado
sempre que se suspeite que as amostras se
encontram abaixo do LQ.

No caso da presenca de elevados teores de
metais alcalinos, os ensaios de recuperacao
devem ser realizados em todas as
amostras.

No caso de duplicados, a
concentracdo ndo deve
variar mais de 10%.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos durante a implementacao e validacéo

do método em estudo, para os diferentes metais.

No anexo | é apresentada a forma como o software expfe os resultados obtidos (curvas de
calibracdo e parametros de linearidade, como o coeficiente de correlagdo, amostras e
respetivo controlo de qualidade). Nos anexos Il a VIl apresentam-se as folhas de célculo do
Microsoft Excel, baseadas nos fundamentos tedricos descritos no capitulo 2 e nas férmulas
de célculo apresentadas no capitulo 3, que foram utilizadas para o calculo das diferentes
componentes estudadas durante a validagdo. Nos anexos apenas sdo apresentadas as folhas
de célculo e os resultados cedidos pelo software para o metal aluminio, como exemplo, de
forma a néo tornar o documento excessivamente longo. Procedeu-se de forma igual para os

restantes metais.
4.1. Definicao da gama de trabalho

No ponto 3.3.3, na Tabela 3, foram apresentadas as gamas de trabalho estudadas durante a

validagdo do método.

Nas figuras 4 a 10, dos anexos |, Il, lll, IV, V e VIl respetivamente, podem-se observar 0s
resultados obtidos na primeira curva de calibragdo obtida para o aluminio e respetivo

tratamento de resultados.

4.1.1. Coeficiente de correlacao e declives

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados, para os diferentes metais em estudo (valores
calculados de acordo com o anexo Il), de coeficiente de correlagéo e declives das primeiras 5

curvas de calibracéo efetuadas em dias diferentes.

Tabela 7 — Coeficientes de correlacéo (r) e declives (m) obtidos nas primeiras 5 curvas de calibragéo

para os diferentes metais em estudo

r 1 r 2 r3 r 4 r5 m_1 m_2 m_3 m_4
Al A=394,401 nm | 0,9999 | 0,9995 | 1,0000 | 0,9999 | 0,9995 | 3,567 3,293 3,238 4,253 4,512
Al A=396,152 nm | 0,9996 | 0,9999 | 0,9998 | 0,9995 | 0,9997 | 6,343 6,657 7,740 5,932 8,026
Ba 0,9995 | 0,9996 | 1,0000 | 0,9996 | 0,9998 | 125,449 | 132,194 | 127,705 | 176,661 | 184,874
Ca 0,9997 | 0,9998 | 0,9997 | 0,9999 | 0,9997 | 49,518 | 48,191 | 46,052 50,136 | 47,754
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Elemento r 1 r 2 r3 r 4 r5 m_1 m_2 m_3 m_4 m_5
Cd 0,9998 | 0,9997 | 0,9999 | 0,9997 | 0,9998 | 14,702 12,653 13,921 13,462 14,617
Co 0,9996 | 0,9996 | 0,9998 | 0,9999 | 0,9995 | 3,268 3,282 3,688 3,680 3,739
Cr A=267,716 nm | 0,9997 | 0,9998 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9996 | 3,496 3,458 3,990 3,205 3,212
Cr A=266,602 nm | 0,9999 | 0,9997 | 0,9996 | 1,0000 | 0,9996 | 1,547 1,537 1,719 1,700 1,751
Cu 0,9996 | 0,9997 | 0,9998 | 0,9998 | 0,9999 | 8,392 8,230 7,991 7,886 9,383
Fe 0,9995 | 0,9999 | 0,9997 | 0,9999 | 0,9996 | 1,743 1,739 1,952 1,990 2,012
K 0,9999 | 0,9996 | 0,9999 | 0,9996 | 0,9997 | 82,130 | 79,301 86,441 | 83,515 | 86,844
Mg 0,9996 | 0,9998 | 0,9999 | 0,9997 | 0,9996 | 111,031 | 107,031 | 120,317 | 115,658 | 118,961
Mn 0,9997 | 0,9997 | 0,9996 | 0,9999 | 0,9998 | 18,738 15,792 17,782 19,951 | 20,382
Na 0,9995 | 0,9995 | 0,9998 | 0,9998 | 0,9999 | 12,235 11,507 12,067 13,254 12,571
Ni 0,9998 | 0,9998 | 0,9997 | 0,9996 | 0,9995 | 2,153 2,035 2,226 2,170 2,484
Pb 0,9997 | 0,9996 | 0,9999 | 0,9997 | 0,9998 | 0,832 0,925 0,739 0,783 0,803
Zn 0,9996 | 0,9997 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9997 | 14,058 14,601 14,984 14,342 13,861

Com base na Tabela 7 pode-se concluir que os valores de coeficiente de correlacdo obtidos
sdo muito préximos de 1, e superiores a 0,995, pelo que se pode concluir que as curvas de

calibragéo sé&o lineares com base na lei de Lambert-Beer.

4.1.2. Testes de residuos

Com base na folha de célculo apresentada no anexo Il determinaram-se os testes de residuos
para todos os metais. Tendo-se obtido residuos <5% para todos os padrbes utilizados na
construcao das curvas de calibragdo, & excecao do ensaio em branco que nao tem critério de
aceitacdo obrigatorio, pode-se concluir que ndo existem tendéncias/desvios significativos

associados a construcdo das mesmas.

4.1.3. Intervalos de declives

Com base nos declives apresentados na Tabela 7 e folha de célculo apresentada no anexo
IV, para as diferentes gamas de trabalho em estudo, foram calculados os intervalos de
aceitacdo de declives para as préximas curvas de calibracédo a serem efetuadas. Na Tabela 8

podem-se observar esses intervalos para cada um dos metais e respetivas gamas de trabalho.

Tabela 8 — Intervalos de aceitacdo de declives para os diferentes metais e gamas de trabalho em

estudo
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Intervalo de Declive
Elemento Valor minimo Valor méximo
Al A=394,401 nm 2,7060 5,0760
Al A=396,152 nm 5,0808 8,8519
Ba 91,5672 207,1861
Ca 46,4436 56,2261
Cd 12,6007 15,6950
Co 3,1196 3,9731
Cr A=267,716 nm 2,8338 4,1106
Cr A=266,602 nm 1,4488 1,8527
Cu 7,0105 9,3597
Fe 1,5962 2,1314
K 77,3826 89,9099
Mg 103,7212 125,6392
Mn 14,8488 22,2096
Na 12,0920 14,7951
Ni 1,9596 2,5674
Pb 0,7183 1,0009
Zn 13,4818 15,2566

4.1.4. Teste de Mandel e Homogeneidade de Variancias

Com base nos anexos Il e V, foi possivel construir-se a Tabela 9 onde sédo apresentados os
resultados obtidos para o teste de Mandel e para a homogeneidade de variancias,
respetivamente.

Tabela 9 — Tabela-resumo com os resultados obtidos para o teste de Mandel, da primeira curva de
calibracdo realizada para cada metal e gama de trabalho estudada, e para a avaliagdo da
homogeneidade de variancias

Teste de Mandel Homogeneidade de Variancias
Elemento VT F PG Ftabelado
Al A=394,401 nm 1,52 10,13 4,43 5,35
Al A=396,152 nm 6,41 10,13 2,71 5,35
Ba 3,74 10,13 4,66 5,35
Ca 8,16 10,13 5,12 5,35
Cd 0,96 10,13 2,96 5,35
Co 1,73 10,13 4,70 5,35
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Teste de Mandel Homogeneidade de Variancias
Elemento VT F PG Ftabelado
Cr A=267,716 nm 3,98 10,13 3,95 5,35
Cr A=266,602 nm 4,80 10,13 4,06 5,35
Cu 571 10,13 5,09 5,35
Fe 1,44 10,13 3,69 5,35
K 0,76 10,13 3,56 5,35
Mg 1,98 10,13 4,00 5,35
Mn 571 10,13 2,85 5,35
Na 8,99 10,13 4,14 5,35
Ni 5,08 10,13 3,90 5,35
Pb 10,06 10,13 5,30 5,35
Zn 9,66 10,13 4,66 5,35

Com base na Tabela 9 pode-se concluir que para o teste de Mandel F>VT, o que significa que
as funcbes de calibracdo séo lineares para todos os elementos e respetivas gamas de

trabalho.

Através dos resultados de PG e Fanelado, pOde-se concluir que existe homogeneidade de
variancias em todos os elementos e respetivas gamas de trabalho, pois Fupeado>PG, l0go as
diferencas de variancias ndo séo significativas e, portanto, as gamas de trabalho estdo bem

ajustadas.

4.2. Limiares analiticos

Os limiares analiticos foram confirmados de trés formas diferentes (folha de célculo
apresentada no anexo VI): através do limite de quantificacao calculado estatisticamente pelo
métodos dos minimos quadrados (LQestatistico); através da preciséo intermédia de um analito
de concentracéo reduzida — LQpreciszo intermedia — (N0 caso foi analisado o LQ) e pela verificacdo
experimental do LQ (preciséo intermédia avaliada através de um padréo de controlo que se
encontre dentro da gama de trabalho — neste caso também foi analisado 0 LQexperimental POIS €

normalmente o ponto da curva com maior incerteza/erro associado).

Na Tabela 10, encontram-se os valores dos LQ’s obtidos para estas trés abordagens para

cada um dos metais e respetivas gamas de trabalho.
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Tabela 10 — Tabela sintese com os LQ’s calculados por 3 diferentes abordagens para cada um dos

metais e respetivas gamas de trabalho

Elemento L Qdefinido L Qestatistico L Qprecisao intermedia | %0 CV LQexperimental
Al A=394,401 nm 15 pg/L 14,23 pg/L 9,71 pg/L 3,95
Al A=396,152 nm 15 pg/L 13,70 pg/L 10,34 pg/L 4,93
Ba 50 pg/L 41,14 pg/L 34,71 pg/L 2,71
Ca 1,0 mg/L 1,02 mg/L 0,93 mg/L 4,93
Cd 1,5 pg/L 1,40 pg/L 1,24 ug/L 1,74
Co 15 pg/L 12,14 pg/L 13,54 pg/L 4,03
Cr A=267,716 nm 15 pg/L 10,10 pg/L 9,75 pg/L 3,71
Cr A=266,602 nm 15 pg/L 9,66 pg/L 10,02 pg/L 4,30
Cu 15 pg/L 12,71 pg/L 13,08 pg/L 4,33
Fe 50 pg/L 36,71 pg/L 33,15 ug/L 2,75
K 1,0 mg/L 0,88 mg/L 0,73 mg/L 0,96
Mg 1,0 mg/L 0,94 mg/L 0,98 mg/L 1,96
Mn 15 pg/L 15,21 pg/L 14,09 ug/L 2,88
Na 10 mg/L 6,14 mg/L 7,36 mg/L 4,31
Ni 5 pg/L 4,76 pg/L 4,30 pg/L 4,32
Pb 5 pg/L 4,89 pg/L 5,01 pg/L 5,01
Zn 50 pg/L 45,51 pg/L 38,72 ug/L 5,03

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10 é possivel concluir-se que os LQ’s das

gamas de trabalho em estudo sdo adequados pois conseguiu-se confirmar através das 3

abordagens apresentadas que os LQ’s sao adequados e apresentam estabilidade e precisao.

4.3. Repetibilidade

Com base no anexo VIl construiu-se a Tabela 11 onde sdo apresentados os limites de

repetibilidade para o padrao de controlo, ao nivel do LQ para as diferentes gamas de trabalho,

bem como os limites de repetibilidade de amostras de 4guas de consumo.

Tabela 11 — Limites de repetibilidade para o padrdo de controlo, ao nivel do LQ para as diferentes

gamas de trabalho, bem como os limites de repetibilidade de amostras de aguas de consumo

Elemento R (PCLq) (%) R (Amostras ACH) (%)
Al A=394,401 nm 10,9 3,5
Al A=396,152 nm 8,0 49
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Elemento R (PCvLo) (%) R (Amostras ACH) (%)
Ba 8,6 8,3
Ca 7,3 4.7
Cd 54 2,9
Co 9,6 7,2
Cr A=267,716 nm 8,4 5,0
Cr A=266,602 nm 6,5 4,6
Cu 8,2 9,3
Fe 3,9 54
K 6,4 2,7
Mg 6,9 4,8
Mn 4.0 19
Na 6,2 51
Ni 57 4,0
Pb 9,7 3,9
Zn 11,2 4,6

Através dos resultados obtidos para os limites de repetibilidade, tanto para o padrdo de
controlo ao nivel do LQ como para a amostra de agua de consumo, pode-se concluir que o
método apresenta boa repetibilidade (utilizada para a avaliacdo da precisédo associada aos
duplicados), pois obtiveram-se valores <15% para todos os PCio e <10% para todas as

amostras estudados.

4.4. Estimativa da incerteza e declaracao de conformidade do

método

De seguida sera apresentada uma tabela resumo (Tabela 12) onde se encontram as
incertezas combinadas estimadas, com base no anexo VIII, para cada uma das gamas de
trabalho estudadas. Encontram-se também apresentadas a incerteza associada a
componente da precisdo (duplicados e padrdes de controlo) e da exatiddo (ensaios de
recuperacao). Até a data de 31 de agosto ainda néo se tinha realizado qualquer ensaio de
aptidao (razéo pela qual a incerteza associada a exatidao foi estimada com base nos ensaios

de recuperacao).
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Tabela 12 - Incerteza associada a componente da precisdo, da exatiddo e respetiva incerteza

combinada expandida

Elemento Uprecisao (%0) Uexatidzo (%0) Uc (%)
Al A=394,401 nm 6,22 7,36 19,26
Al A=396,152 nm 5,98 8,55 20,87
Ba 3,98 6,57 15,36
Ca 5,50 9,22 21,47
Cd 3,67 5,68 13,52
Co 6,81 9,02 22,60
Cr A=267,716 nm 5,00 7,58 18,16
Cr A=266,602 nm 4,71 6,98 16,84
Cu 5,68 8,14 19,85
Fe 3,25 6,77 15,02
K 7,25 9,54 23,96
Mg 4,35 6,36 15,41
Mn 2,54 6,99 14,87
Na 4,65 8,99 20,24
Ni 5,08 8,75 20,24
Pb 511 6,38 16,35
Zn 5,87 7,30 18,73

Com base nos resultados obtidos na Tabela 12 € possivel efetuar-se a declaracdo de

conformidade do método. Esta tem em conta o DL 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo

Decreto-Lei 152/2017, de 7 de dezembro, onde se pode consultar quais os valores maximos

de incerteza associada a exatiddo, a precisdo e a incerteza combinada e expandida. De

acordo com os resultados obtidos conclui-se que todos métodos estudados cumprem o

Decreto-Lei, logo sdo adequados ao uso, dentro do ambito da acreditacdo pela NP EN

ISO/IEC 17025:2018.
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4.5. Ensaio de aptidao

Os ensaios de aptiddo sdo muito importantes no dmbito do pedido de acreditacdo de um
método. Estes séo exigidos por matriz de forma a verificar a eficacia do laboratorio na

determinacgdo do parametro em causa.

Durante a realizacdo da tese foi efetuado um ensaio de aptiddo para agua de consumo,
distribuido pela Relacre em julho de 2022, para 8 dos 15 metais em estudo. Na tabela 13

encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 13 — Resultados obtidos no ensaio de aptidao da distribuicdo da Relacre, em julho de 2022

Elemento Valor obtido | Valor de referéncia | Z-score
Al <15 ug/L <9,3 ug/L 2,0
Ba 83 ug/L 86 ug/L -0,5
Cr <15 ug/L 6,9 ug/L 2,0
Cu 18 pg/L 24 ug/L -2,0
Fe <50 ug/L 45 ug/L 2,0
Mn <15 pug/L 12 pg/L 2,0
Pb <5 ug/L 2,7 ug/L 2,0
Zn <50 ug/L 19 pg/L 2,0

Com base na tabela 13 pode-se concluir que todos os resultados obtidos sao satisfatorios,
pois -2 <Z < 2.

4.6. Interferentes

Embora, por falta de tempo disponivel e recursos, ndo tenha sido possivel efetuarem-se
estudos no que diz respeito a interferentes, sabe-se que deve ser efetuado um estudo dos
comprimentos de onda a selecionar para cada elemento, de modo a minimizar a acdo de
possiveis interferentes e ter a sensibilidade adequada as matrizes a estudar. Os
comprimentos de onda devem ser selecionados considerando as suas abundancias relativas
na natureza e pela auséncia de interferentes. Assim, devem ser selecionados o0s
comprimentos de onda sem interferentes na zona do pico ou cuja probabilidade de ocorréncia

nas matrizes em estudo seja muito baixa. Caso nado seja possivel, deve dar-se preferéncia
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aos comprimentos de onda em que os interferentes apresentem uma intensidade relativa de

emissdo em relagdo a intensidade do analito <1%.

Para avaliacdo dos interferentes deve efetuar-se um estudo utilizando solucdes padréo do
elemento em causa e analisar os resultados em fun¢éo do valor teérico. Deverao efetuar-se
no minimo, 10 leituras em varias concentracbes. Deverdo ser excluidas as linhas que
apresentem desvios superiores a 10% em relacao ao valor tedrico (estudo com padrées) e
desvios superiores a 5% do valor médio de todas as linhas (estudo com amostras reais

fortificadas).

As interferéncias espetrais podem ser detetadas se a forma do pico da solu¢do mudar em
comparagdo com a forma do pico gerada pela solugcédo apenas com o elemento em causa. As
alteracbes de fundo sdo mais facilmente identificadas por sobreposicdo de espetros de
padrdes e amostras. Além disso, a comparacao de resultados para um determinado elemento

medido em diferentes linhas indicara também a existéncia de interferéncias espetrais.

Para os elementos e comprimentos de onda selecionados, deve efetuar-se o estudo de
interferentes analisando padrbes de concentracdes crescentes dos elementos interferentes e
avaliando a variagédo provocada no elemento em estudo. Caso nao se verifique um aumento
das concentracdes do analito, significa que a interferéncia nédo € significativa. Caso contrério,

deverd alterar-se o comprimento de onda ou corrigir a interferéncia caso a relacdo seja linear.

Poder4d também comparar-se o valor do analito presente huma amostra com a mesma
amostra fortificada com os interferentes numa concentragdo muito elevada (recorrer ao
historico do laboratorio para definir as concentragbes maximas dos interferentes nas diversas

matrizes analisadas).

As diferencas entre as concentragdes encontradas no analito ndo deverdo ser superiores a
10%.
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5. Importancia do ICP-OES para a determinacao de metais

em quantidades vestigiais

Sendo a 4gua, como ja referido anteriormente, um dos constituintes da Terra mais importantes

para a sobrevivéncia do ser vivo é essencial garantir a qualidade da mesma.

Como resposta a esta tentativa de assegurar a qualidade das dguas analisadas no laboratdrio,
este optou por validar e implementar o ICP-OES que permite a existéncia de LQs inferiores

aos existentes nos aparelhos utilizados anteriormente para realizacdo das mesmas analises.

Foram entdo escolhidas cinco regides diferentes de cada uma das trés zonas do pais, Norte,
Centro e Sul para serem analisadas as concentracdes dos metais das aguas das respetivas

camaras municipais das zonas selecionadas.

ApOs a realizagédo das andlises relacionou-se a importancia da utilizacdo do ICP-OES (que
permite LQs mais baixos, ou seja, maior sensibilidade) para a determinacédo das mesmas com

as consequéncias que quantidades vestigiais desses analitos podem ter para os seres Vvivos.

A Tabela 14 relaciona os valores dos metais de interesse de cinco regides diferentes do Norte
nomeadamente Sabrosa, Valpagos, Vila Pouca de Aguiar, Vila Nova de Famalicdo e Santo

Tirso.

E de referir que os valores apresentados nas tabelas 14 a 16 s&o valores obtidos por outras
metodologias que ndo o ICP-OES (camara de grafite, chama, gerador de hidretos e
fluorescéncia), pois a data o LPQ ainda néo tinha o método acreditado e desta forma néo

podia emitir resultados dentro do ambito da acreditacdo para o ICP-OES.

Tabela 14 — Valores obtidos para as regides escolhidas do Norte

Sabrosa Santo Tirso Valpagos Vila Nc-Jva de vila -Pouca de
Famalicao Aguiar
Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
Al | ug/L | 44 72 <15 73 <15 <15 <15 66 67 67
Sb | pg/L | <1,5 5,0 <1,5 <1,5 <1,5 <15 <15 <15 <15 <15
As | ug/L | <3,0 10 <3,0 <3,0 3,3 3,3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
B mg/L | <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
Cd | g/l | <1,5 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
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Ca | mg/L | 9,0 9,0 18 18 11 11 8,7 8,7 <1,0 <1,0
Pb | pg/L | <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Cu | mg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Cr | po/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Fe | pg/L | <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50
Mg | mg/L | <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Mn | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Hg | pg/L | <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Ni | pg/L | <5,0 24 24 24 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
Se | ug/L | <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Na | mg/L | <10 <10 <10 <10 14,5 14,5 <10 <10 <10 <10

Pode-se observar rapidamente que as aguas da regido Norte do pais tém tendéncia para ter

valores quantificaveis/vestigiais de aluminio, calcio e sédio.

Valpacgos é a unica regido do Norte que ndo tem aluminio nas suas aguas, por outro lado,
Santo Tirso é a regido com concentracdes superiores deste metal, atingindo valoresde 73

ug Al/L (valor abaixo do valor paramétrico).

Relativamente ao calcio, pode-se observar uma tendéncia geral da sua presenc¢a nas aguas
do Norte, variando entre 8,7 mg Ca/L e 18 mg Cal/L, exceto em Vila Pouca de Aguiar, onde a

sua presenca é <1,0 mg CalL.

Por fim, observa-se que Sabrosa, Santo Tirso, Vila Nova de Famalicao e Vila Pouca de Aguiar
possuem concentragdes de sédio muito semelhantes entre elas, sendo o seu valor <10,0 mg
Na/L. Pode-se também verificar concentragfes mais elevadas deste metal em Valpacos,

sendo assim a zona com mais quantidade de sodio na agua, nomeadamente de 14,5 mg Na/L.

Verifica-se que em relacdo aos restantes metais, existem todos em quantidades vestigiais,
sem nenhum destes ultrapassar os valores maximos permitidos ou influenciar de forma

negativa a satde humana em caso de ingestdo dos mesmos.

A Tabela 15 relaciona os valores dos metais de interesse de cinco regifes diferentes do

Centro do pais, nomeadamente Montijo, Mafra, Viseu, Caldas da Rainha e Evora.

Tabela 15 — Valores obtidos para as regifes escolhidas do Centro
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Montijo Caldas da Mafra Evora Viseu
Rainha

Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor

Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
Al | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 42 <15 73 <15 41
Sb | ug/L | <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5
As | pg/L | 4,0 4,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
B | mglL |03 0.3 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
Cd | g/l | <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5
Ca | mg/L | 55 55 141 141 18,9 38 32,9 38,1 12 12
Pb | pg/L | <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 3,0 3,0
Cu | mg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Cr | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Fe | pug/L | <50 526 <50 165 <50 <50 <50 <50 <50 <50
Mg | mg/L | 7,0 7,0 10 10 1,8 5,6 11 12 <1,0 <1,0
Mn | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Hg | pg/L | <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,3 <0,3
Ni | pg/L | <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
Se | pg/L | <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Na | mg/L | 40 40 36 36 12,6 225 23,8 23,8 <10 <10

Pode-se observar que em média as aguas da regido do centro do pais tém tendéncia para ter
valores altos de sédio, variando entre 12,6 mg Na/L e 40 mg Na/L, mas nunca ultrapassando

o valor paramétrico de 200 mg Na/L.

Relativamente ao aluminio, as aguas das regides de Mafra, Evora e Viseu, tém tendéncia para
ter valores altos, atingindo os 73 ug Al/L de concentracdo, mas sem nunca exceder o valor

maximo admissivel de 200 ug Al/L.

O Montijo tem muita tendéncia para ter valores extremamente elevados de ferro, conseguindo
este atingir os 526 ug Fe/L, o que é preocupante pois o0 valor paramétrico maximo permitido
para se poder considerar uma agua segura para consumo humano é de 200 pg Fe/L. As
Caldas da Rainha também conseguem atingir um valor de ferro mais elevado, de 165 g FelL,
apesar de ndo ser tdo alarmante ou preocupante, pois ainda se encontra abaixo do valor de
200 ug Fe/L.

A zona centro também tem tendéncia para ter uma pequena concentracdo de calcio nas

aguas.
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Observa-se que em relacdo aos restantes metais, existem todos em quantidades vestigiais,
sem nenhum destes ultrapassar os valores maximos permitidos ou influenciar de forma

negativa a satde humana em caso de ingestdo dos mesmos.

A tabela 16 relaciona os valores dos metais de interesse de cinco regides diferentes do Sul

do pais, nomeadamente Albufeira, Castro Marim, Lagos, Loulé e Vidigueira.

Tabela 16 — Valores obtidos para as regides escolhidas do Sul

Albufeira Castro Marim Lagos Loulé Vidigueira

Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor

Minimo | Maximo | Minimo | M&ximo | Minimo | Maximo | Minimo | Méaximo | Minimo | Maximo
Al | g/l | 21 70 <15 <15 17 140 <15 21 110 130
Sb | pg/L | <1,5 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
As | pg/L | <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
B | mg/L | <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
Cd | pg/L | <1,5 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Ca | mg/L | 18 18 25,3 25,3 17 17 25 25 39 39
Pb | pg/L | <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Cu | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Cr | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Fe | pg/L | <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50
Mg | mg/L | 15 15 7,92 7,92 14 14 8,0 8,0 20 20
Mn | pg/L | <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 23 <15 <15
Hg | pg/L | <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Ni | pg/L | <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
Se | pg/L | <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Na | mg/L | 29 29 15,9 15,9 26 26 16 16 34 34

Pode-se observar que as aguas do Sul do pais possuem aluminio, calcio e sédio em

quantidades superiores.

As cinco regides possuem quantidades de aluminio altas, que apesar de inferiores ao valor
paramétrico estabelecido de 200 pg Al/L, é necessario tomar cuidado pois ja se consegue
observar valores superiores a 100 pg Al/lL nomeadamente em Lagos de 140 pg Al/L e na
Vidigueira de 130 pg Al/L.

E na Vidigueira que se encontram os valores mais altos de calcio, nomeadamente 39 mg

CalL respetivamente.
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Na Vidigueira é onde se observa uma quantidade superior de sodio, de 34 mg Na/L, mas este

metal esta presente de forma muito constante por toda a 4gua da regido sul.

Pode-se concluir que a agua na regido da Vidigueira é de momento a que possui maiores

concentracdes de metais, em comparagdo com as restantes quatro regioes.

Observa-se que, em relacdo aos restantes metais, existem todos em quantidades vestigiais,
sem nenhum destes ultrapassar os valores maximos permitidos ou influenciar de forma

negativa a satde humana em caso de ingestdo dos mesmos.

5.1. Consequéncias da presenca de metais na agua de consumo

para a saude dos seres vivos

Como se p6de observar o aluminio € um dos metais mais presentes (mesmo que em
quantidades vestigiais) em todas as zonas do pais, ou seja, todos os habitantes portugueses
quando ingerem agua da torneira acabam por estar, mesmo que em pequenas quantidades,

a ingerir este composto quimico.

Tal ocorréncia pode parecer inofensiva, porém existem estudos que demonstram o quéo
prejudicial pode ser para a saude ingerir este metal, mesmo que cumprindo os valores

maximos estabelecidos pelo Decreto-Lei em vigor.

Num estudo realizado em 2021 sobre os “Efeitos Toxicos e Genotdxicos Agudos de Aluminio
e Manganés Usando Modelos In Vitro” concluiu-se que mesmo quando em contacto com
concentracdes de aluminio cujo limite maximo permitido por lei é respeitado, este tinha efeitos
citotoxicos e genotdxicos nas linhagens celulares nos ovarios de hamsters. Foram entao
identificados os efeitos citotoxicos do Al, evidenciados no ensaio dos respetivos
cromossomas. Os autores deste estudo concluiram entdo que este demonstra como deveria
haver uma revisdo nos valores maximos permitidos por lei para aceitacdo do Al, pois estes,

como se observou, podem trazer consequéncias graves para a salde do ser vivo. 49

Noutro estudo diferente, realizado em 2017, sobre “Poluicdo ambiental do aluminio: o
assassino silencioso” conclui que o Al tem sido associado a neurotoxicidade. Recentemente
niveis elevados de Al foram detetados no tecido cerebral de pacientes com DA e outras
doencas neurodegenerativas. Em segundo lugar, estudos mostraram que as férmulas lacteas
contém uma quantidade intoleravel de Al, portanto, as criancas estao a ser muito expostas a
esse metal toxico. Embora alguns desses estudos sejam antigos, estudos recentes que
medem o teor de Al indicam que nenhuma ac¢éao foi tomada para diminuir o nivel do mesmo.
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Terceiro, estudos recentes levantaram a preocupac¢éo de que a vacinagao de bebés contenha
também muito Al. Como os seres humanos sédo expostos diariamente ao Al a partir de
inameras fontes, principalmente antropogénicas, deveria por isso existir uma grande

preocupacdo de que essa exposicdo seja prejudicial a salide humana. ©9

Por fim, noutro estudo realizado em 2021 também, sobre “Intoxicagao 6ssea por aluminio na
doenca renal crénica”’, sabe-se que a acumulacédo de Al leva a distlrbios de hematopoiese
(processo de formacéao, desenvolvimento e maturagéo dos constituintes do sangue a partir de
um precursor celular comum e indiferenciado conhecido como célula hematopoiética
pluripotente) e mineralizagéo 6ssea. Por exemplo, Rao et al. observaram uma menor resposta
ao tratamento com eritropoietina (hormona de glicoproteina que controla a producdo de
células vermelhas do sangue) em 18 pacientes em hemodiélise com alta deposicao de Al na
frente de mineralizacdo. O Al também se pode acumular nas glandulas paratireoides
(glandulas que pertencem ao sistema enddcrino) e interferir assim na atividade dos recetores
de célcio e na sintese e liberagdo do paratorménio (composto quimico formado na glandula
paratireoide, junto da tiroide e segregado na circulacdo sanguinea), com consequéncias no
tecido 6sseo. Devido a tudo isto, sugere-se que a acumulacao de Al no tecido 6sseo de
pacientes com DRC em didlise seja investigado ativamente a cada 6 meses. No entanto, o
papel dos exames aplicados rotineiramente (teste de desferrioxamina, bidpsia de tecido 6sseo
e dosagem isolada de Al sérico) permanece incerto, por exemplo, haqueles pacientes com

pequenas elevagdes nos niveis séricos de Al. ¢V

Relativamente ao calcio, observa-se que este também é um metal comum, em todas as
regides do pais, ou seja, habitantes de Norte a Sul que ingiram agua diretamente das torneiras
vao ter sempre contacto com este metal e, como se pode verificar nos artigos descritos abaixo,
este, mesmo inferior aos valores paramétricos definidos pode trazer consequéncias graves

para a saude humana.

Dados publicados em 2017 num artigo sobre “Suplementos de calcio e risco cardiovascular”
sugerem um aumento significativo no CAC (Calcificagdo da Artéria Coronaria) incidente com
a suplementacdo de calcio, ou seja, juntamente com dados anteriores que associam a
suplementacéo de calcio com mortalidade cardiovascular e mortalidade por todas as causas.
Esta nova evidéncia vem enfatizar ainda mais a necessidade de uma nova abordagem
baseada em evidéncias para a suplementacdo de calcio. Além disso, é urgente também
educar os profissionais de saude sobre o possivel risco de suplementacdo excessiva e

desnecesséria de célcio. ¢?
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Num outro estudo realizado em 2010 denominado de “O excesso de célcio € prejudicial a
saude?” correlacionou o excesso de calcio com diversas doencas que podem estar

associadas a este.

Por exemplo a calcificagdo vascular é um marcador de doenca aterosclerética subclinica
(estreitamento ou obstrucdo do fluxo sanguineo nas artérias carétidas por placas de ateroma
que sao formadas por algumas substadncias como gordura e célcio) e um preditor
independente de morbidade e mortalidade vascular subsequente em homens e mulheres,
incluindo Doencas Cardiovasculares (DCV) e mortalidade. Em pacientes com doenca renal,
existem evidéncias de ensaios clinicos que demonstram que o excesso de célcio esta

associado ao aumento da calcificacédo vascular. %

Pedras nos rins tém sido também associadas a uma alta ingestédo de célcio, mas isso parece
depender da fonte de célcio. Este tema ainda é uma incégnita, mas € ao mesmo tempo um
assunto que merece atencdo porque ainda ndo existem certezas, pois diversos estudos
relataram que uma dieta rica em calcio esta associada a um risco reduzido de calculos renais,
possivelmente pela redugdo da absorgcéo intestinal de oxalato, que € um dos principais
componentes dos calculos renais. Em contraste, o uso de suplementos de calcio tem sido
associado a um risco aumentado de existéncia de pedra no rim, sendo por este motivo ainda

inconclusivo. %

Neste estudo também se observaram algumas evidéncias de que uma alta ingestéo de calcio
esta associada a lesGes cerebrais. Payne et al. examinaram a relacdo entre a ingestédo
dietética de calcio e vitamina D e lesdes cerebrais, medidas por ressonancia magnética, em
232 homens e mulheres idosos. Os autores descobriram que tanto o célcio quanto a vitamina
D estavam positivamente associados a um maior volume total de lesdes cerebrais, mesmo
apo6s o controlo de possiveis fatores que poderiam influenciar este estudo, como a idade,
hipertensdo, diabetes, doenca cardiaca, quilocalorias e carga de lesdo. Em trabalhos
anteriormente realizados, descobriram também que os individuos que consumiam produtos
lacteos com alto teor de gordura (1,8 porgdes por dia) tinham 1,5 vezes mais volume de lesdo
cerebral do que aqueles que consumiam 0,3 por¢des por dia. Embora a causa e efeito ndo
possa ser estabelecida a partir desses estudos transversais, a aparente ligacao entre célcio e
lesBes cerebrais justifica mais pesquisas, uma vez que as lesdes cerebrais também tém sido

associadas a um risco aumentado de comprometimento cognitivo, deméncia e depressao. 2

Uma analise recente de dados post-hoc (poténcia estatistica de um teste de hipoteses binario)
do estudo Multiple Outcomes of Raloxifene Evaluation do tratamento com raloxifeno (derivado

de benzotiefeno que age como um modulador seletivo do recetor de estrégeno) em 7259
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mulheres na pos-menopausa com osteoporose examinou as associagdes entre niveis basais

mais elevados de calcio e fosforo e eventos cardiovasculares incidentes ao longo de 4 anos.

(53)

O sdédio é um dos metais que se pode encontrar na dgua em qualquer zona do pais, estando

por esse motivo toda a populacéao de Portugal em contacto com este elemento quimico.

Num estudo realizado em 2020, relacionaram-se dados de forma a tentar perceber se um dos
fatores que provoca insuficiéncia cardiaca poderia ou ndo ser a ingestdo de sddio. Apesar de
se conseguir observar que parecia existir uma tendéncia na reducdo dos sintomas de
insuficiéncia cardiaca (IC) nos pacientes com uma dieta que restringia a ingestdo de sodio,
ou seja, 0s pacientes que ndo incluiam este metal na sua dieta apresentavam menos
sintomas, né&o foi possivel observar qualquer efeito ou risco maior de mortalidade em relagéo
a ingestao de sddio. Conclui-se entdo que um ensaio clinico aleatério €, portanto, necessario
e importante para abordar esta questao clinica, pois ha suspeitas de que a ingestao de sédio

é um fator que provoca insuficiéncia cardiaca. ¢¥

Noutro artigo de 2020, sobre “Ingestado dietética de sddio e risco de doenga cardiovascular:
uma revisao sistematica” os estudos realizados forneceram evidéncias de que a alta ingestéo
de sodio é um importante fator de risco de DCV. O risco de DCV com alta ingestéo de sddio
em comparagado com baixa ingestdo de sédio aumentou significativamente em 19%. Na meta-
andlise, foi encontrada uma associacao linear significativa entre a ingestéo de sédio e o risco
de DCV. Cada 1 g de ingestdo de sodio na dieta aumenta o risco de DCV em 6% e a

hipertenséo do paciente. 5

As Doencas Nao Transmissiveis (DNTs) em estudo, correspondentes a hipertensdo e a
doencas cardiovasculares, sdo a principal causa de mortalidade e morbidade em todo o
mundo. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, as DNTs sao responsaveis por
aproximadamente 41 milhdes de mortes a cada ano e representam 71% do total global de
mortes anuais. Um total de 17,9 milhdes de mortes séo atribuiveis as DCV anualmente, e as

DCV séo responsaveis por 44% das mortes por DNTs. 9

No que diz respeito ao ferro, observa-se através da andlise de dados obtidos que este ndo é

um metal que se encontre em grande abundancia nas aguas portuguesas, pois encontra-se
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quase sempre abaixo dos valores que poderiam ser considerados perigosos. Mas, como €
possivel observar, existem duas excecdes a esta situacao, Caldas da Rainha e Montijo, que
apresentam valores elevados de ferro. No Montijo, estes valores ultrapassam, em grande
escala, os valores estabelecidos por lei para se poder considerar a respetiva 4gua adequada
para consumo do ser vivo. Assim, as pessoas destas duas regides que consumam esta agua
vao estar sempre em contacto com concentracdes muito elevadas de ferro o que pode ser

prejudicial para a saude das mesmas.

Um estudo realizado em 2018 sobre “Ferro e o cancro” conta com biomarcadores para avaliar
os niveis de ferro corporal, nomeadamente proteinas circulantes de ligacdo de ferro
(transferrina e ferritina) e saturacdo de transferrina — TF — (ou seja, a extensdo em que 0s
locais de ligagcédo de ferro de TF sdo ocupados por ferro). Uma discussdo completa destas
proteinas € fornecida e através desta e do uso desses marcadores, diversos estudos
epidemiol6gicos apoiam coletivamente uma associagdo positiva entre o aumento dos niveis

de ferro corporal e o cancro. ©®

Um dos estudos que demonstrou inicialmente uma associacdo entre os niveis de ferro
corporal e cancro foi realizado por Stevens et al. Uma das maiores descobertas deste estudo
foi que os participantes com niveis mais altos de saturacdo de TF estavam em maior risco de

ter cancro do que os participantes com niveis mais baixos de saturacdo de TF. ¢

Um suporte adicional para a associacdo entre o aumento dos niveis de ferro corporal e o
aumento da incidéncia de cancro vem de estudos de doencas metabdlicas do ferro. A
hemocromatose hereditaria, a doenca prototipica da sobrecarga excessiva de ferro, pode
surgir de mutacdes em uma variedade de genes envolvidos na regulacdo da captacdo
sistémica de ferro, incluindo o préprio gene da hemocromatose, hepcidina, hemojuvelina,
ferroportina e recetor de transferrina Il. Estas mutagfes tém como consequéncia um grande

aumento das concentracées de ferro no paciente. ©©

A compreenséo do papel do ferro no cancro avangou consideravelmente nos ultimos anos.
Tornou-se evidente que o ferro contribui ndo apenas para a carcinogénese, mas também para
a progressao tumoral e metastase. Através de interfaces com oncogenes e supressores de

tumor, o metabolismo do ferro esta intimamente ligado ao tecido bioldgico do cancro. ©®

O fendtipo de busca de ferro que caracteriza a maioria dos tumores pode ser explorado de
duas maneiras: uma é restringir a disponibilidade de ferro, privando essas células de um
nutriente critico do qual elas apresentam maior dependéncia, e a segunda € usar as
propriedades redox do excesso de ferro para promover preferencialmente a oxidag&o
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citotoxica em células cancerigenas. Ambas as estratégias sédo exploradas ativamente. Além
disso, existe um desenvolvimento das estratégias projetadas para usar vias de absorcao de

ferro para entregar preferencialmente drogas anticancerigenas nas células. ©®

Num segundo estudo realizado em 2019 sobre “O Impacto da Sobrecarga de Ferro e
Ferroptose em Distlrbios Reprodutivos em Humanos: Implicacdes para Pré-eclampsia”
demonstrou-se que a ingestao excessiva de ferro e/ou niveis elevados de ferro podem ser
prejudiciais a gravidez e estdo associados ao desenvolvimento de varios distlrbios
reprodutivos. Isto deve-se a uma ferroptopatia subjacente caracterizada pelo excesso de ferro
intracelular levando a ferroptose, um processo de morte celular programada mediada pela
peroxidacao lipidica das membranas celulares dependente de ferro. A ferroptose demonstrou
desempenhar um papel importante em condi¢Bes inflamatérias estéreis, como lesdo por
hipoxia/reperfusao. Algumas gestacfes geram uma resposta exagerada ao aumento agudo
de oxigénio e ferro causado pelo evento de hipoxia/reperfuséo fisioldgica que ocorre em todas
as gestacdes de 8 a 10 semanas. Essa onda de oxigénio e ferro resulta em peroxidacéo
lipidica excessiva da membrana e ferroptose na interface materno-fetal, principalmente nas
células trofoblasticas (conjunto de células que envolvem o embrido), levando a invasao
endovascular rasa de EVCTs (Células Citotrofoblasticas Extravenosas) e remodelagéo
subdtima das artérias espirais maternas, as caracteristicas patoldégicas da PE (Pré-

Eclampsia). "

A PE (hipertensédo gestacional com leséo de 6rgaos-alvo maternos) complica cerca de 5 % a
7% de todas as gestacdes. E uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna,
perdendo apenas para a doenca tromboembdlica (um coagulo que se forma na circulacdo
sanguinea, prejudicando o fluxo de sangue nas veias do organismo) venosa em paises
desenvolvidos. A cada 8 minutos morre uma mulher por complicagdes da PE. Além disso, as
mulheres que sobrevivem a uma gravidez com PE estdo em risco significativamente
aumentado de doencga cardiovascular, acidente vascular cerebral e morte precoce remota ao

parto. 7

Relativamente ao arsénio observa-se, através da analise dos dados observados acima, que
ndo é um metal abundante nas aguas portuguesas, mas existem duas regides de Portugal
continental que possuem valores consideraveis deste elemento quimico, nomeadamente a

regido de Sabrosa no Norte e 0 Montijo no centro do pais.
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Sendo este nomeado como um metal pesado pela Agéncia Portuguesa do Ambiente é
necessario ter muita atencdo as quantidades ingeridas deste nas aguas e posteriores

consequéncias do mesmo na saude humana.

Analisando um artigo publicado em 2004, sobre “Intoxicagao por arsénio” pode-se observar
que diagnosticar envenenamento por arsénio apresenta uma série de desafios, pois o0s
processos basais nas células sdo afetados e produzem sintomas de varios sistemas
organicos. Os sintomas sao frequentemente pouco especificos e podem ser confundidos com
outros estados patoldgicos. Uma historia completa e exame clinico sdo importantes. O
equipamento de amostragem correto é necessario para evitar concentracdes falsamente
elevadas ou muito baixas. Certos métodos de analise podem separar 0 arsénio inorganico do
organico. E essencial também saber quais os compostos de arsénio que s&o incluidos nos

resultados da analise para uma melhor interpretacdo. 8

Os sintomas podem ser pouco especificos, e o diagnostico deve ser confirmado pela detegcéo

de arsénio no sangue, urina e cabelo. ©®

O arsénio pode ser encontrado em iniUmeros compostos quimicos com propriedades
diferentes. Compostos inorganicos de arsénio, como o trioxido de arsénio, sdo reativos e
podem causar danos ao corpo. A ingestao de arsénio inorganico (iAS) afeta a producao de
energia celular e pode conduzir a envenenamentos letais. As caracteristicas clinicas comuns
apos intoxicacdo aguda com arsénio sao disfagia (dificuldade de degluticdo), ndusea, vomito,
dor abdominal, diarreia, sede intensa e cdibras musculares. As caracteristicas clinicas da
intoxicacao cronica sdo hiperqueratose (espessamento da parte mais exterior da epiderme)

nas palmas das maos e solas dos pés, pigmentacio e conjuntivite. ¢®

Num segundo artigo publicado em 2021 sobre o “Arsénio urinario e mortalidade por doencas
cardiacas no NHANES 2003-2014” conseguiu-se observar que apesar de um pequeno
namero de eventos, tempo de acompanhamento relativamente curto e altos limites analiticos
de detecdo para espécies urinarias de arsénio, a exposicdo a iAs em niveis baixos a
moderados € consistente com o aumento da mortalidade por doencga cardiaca no NHANES
(National Health and Nutrition Examination Survey) 2003-2014. 9

Na andlise realizada aos participantes do NHANES 2003-2014 com arsenobetaina (composto
quimico que € uma grande fonte de arsénio) urinéria baixa/indetetavel, foi possivel observar
que as concentracdes urinarias de arsénio total, refletindo a exposicdo a iAs, foram
positivamente e significativamente associadas a mortalidade por doenca cardiaca em
modelos de spline quadrético restritos ajustados em niveis mais baixos de exposicdo a iAs.
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®7 Spline € um tipo de fungdo polinomial por partes frequentemente utilizadas para
interpolacdo. As curvas spline também séo usadas em computacao gréfica e design auxiliado
por computador para aproximar formas complexas. ©® Spline quadratico é uma técnica de
modelagem de curva imperativa que foi estabelecida com vista as suas aplicacdes em varias
disciplinas da ciéncia, engenharia e design. E um novo método spline que utiliza funcbes

trigonométricas quadréaticas por partes. ¢

Apesar dos desafios e limitacdes significativos na estimativa da exposicdo a iAs dos
participantes do NHANES, este estudo contribui com evidéncias importantes do impacto
adverso da exposicdo cronica a iAs em niveis baixos a moderados relevantes para a
populacdo geral dos EUA. A meta-analise agrupada atualizada que avalia o risco relativo
combinado da doenca cardiaca coronaria por duplicacdo de arsénio na agua deve ser uma
consideracdo importante para a avaliacdo de risco de iAs a ter em conta pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA. Embora a exposicdo ao arsénio na agua potavel tenha
diminuido em algumas areas dos EUA ao longo do tempo, de acordo com a EPA que reduz o
nivel maximo de contaminantes em sistemas publicos de 4gua, muitas comunidades nos EUA

permanecem expostas a concentragdes de arsénio superiores a 5 e 10 pg/L.

E ainda possivel, através deste artigo, estabelecer uma associacdo entre exposicdo baixa a

moderada a iAs e doencas cardiovasculares na populacdo geral dos EUA. ©9

Pode-se observar que, apesar do niquel ndo ser um metal muito presente nas nossas aguas,
na regido do Norte nomeadamente, em Sabrosa e em Santo Tirso podem-se encontrar
concentracdes altas deste metal, sendo este também denominado como um metal pesado.
Podem-se verificar entdo as consequéncias da ingestdo do mesmo nos artigos mencionados

abaixo.

Num artigo publicado em 2020 sobre “Niquel: Saude Humana e Toxicologia Ambiental”
conseguiu-se observar que o niquel € um metal de ampla distribuicdo no meio ambiente. O
contato com compostos de niquel solGveis e insollveis pode causar uma variedade de efeitos
colaterais na saude humana. A exposicdo humana ao Ni pode ocorrer através de alimentos,
agua ou ar. Os trabalhadores das industrias de producéo e processamento de Ni sdo expostos
por inalacdo e, em menor grau, por contato dérmico. O sistema nervoso é um dos principais
orgdos-alvo da toxicidade do Ni; na verdade, pode ser acumulado no cérebro. A alergia ao
niquel e aos metais € causada pelos materiais utilizados no nosso dia-a-dia, portanto, a
hipotese de desencadear o aparecimento de reagfes alérgicas é alta. Este metal pode causar
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uma alergia que se manifesta como dermatite de contato, dores de cabeca, manifestacoes
gastrointestinais e respiratdrias. Os mecanismos moleculares da neurotoxicidade induzida
pelo Ni ainda n&o séo claros, mas os investigadores pensam que o stress oxidativo e as
disfun¢des mitocondriais tém um papel primério e importante. O dano mitocondrial induzido
pelo Ni pode ocorrer primeiro como dano potencial da membrana mitocondrial, depois como
reducdo da concentracdo de ATP mitocondrial e finalmente como destruicdo do ADN
mitocondrial. Os danos as fung¢des mitocondriais interferem na cadeia de transporte
mitocondrial, amplificam os ROS (espécies que reagem ao 0xigénio) e exacerbam o stress

oxidativo. 2

Num artigo publicado em 2019 sobre o “Mecanismo de Carcinogénese do Niquel: Dano ao
DNA” definiu o niquel como um dos principais metais pesados cancerigenos. A exposicao
ocupacional e ambiental ao Ni tem sido implicada em diversos cancros de pulméo e nasais

humanos. ©3

Existem muitos estudos sobre o mecanismo molecular de danos no ADN induzidos por
compostos de Ni associados a carcinogénese. No entanto, 0s mecanismos exatos de danos
causados no ADN por compostos de Ni ainda ndo sao claros. Estudos anteriores
demonstraram que este metal pode induzir danos ao ADN, e que este dano ocorre
principalmente através da geracdo de ROS. Enquanto isso, o Ni também pode reprimir os
sistemas de reparo do ADN, incluindo as vias de reparo de reversado direta nomeadamente
NER (reparo dos nucleétidos), BER (reparo da excisdo da base), HDR (reparo por
recombinacdo homoéloga), MMR (reparo de incompatibilidade) e NHEJ (juncdo final néo
homologa), o que aumenta a acumulacéo de bases de ADN danificadas. A repressao do
reparo destas ocorre a varios niveis, desde a inibicao direta da enzima até a modulacdo da
expressao da molécula de reparo. A exposicdo ao Ni pode, portanto, induzir diretamente o
cancro através de danos no ADN e inibicao do reparo de danos no mesmo. Por outro lado,
essa inibicdo induzida pelo Ni também pode aumentar o risco de outros agentes (luz
ultravioleta, radiacdo ionizante, produtos quimicos, entre outros) promoverem o cancro. A
supressao da via de reparo induzida por Ni resulta entdo na acumulacdo de ADN danificado
nas células. Se a célula de ADN danificada conseguir sobreviver, este é entdo transmitida

através do local de dano para as células filhas, o que contribui para a potencial carcinogénese.

(63)

Um numero crescente de estudos confirma que a geracdo de ROS é um mecanismo basico
da toxicidade do Ni. No entanto, ndo ha estudos sobre a geracdo de ROS na inibig&do do reparo

de danos ao ADN induzidos por Ni. 3
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Como podemos observar através dos artigos selecionados, todos os metais detetados, nas
aguas de consumo das camaras municipais escolhidas pelo pais tém consequéncias severas

na saude humana quando ingeridos em excesso.

Foram analisados e comparados com estudos ja existentes alguns dos metais especificos que
se encontram, apesar de a maioria abaixo dos valores paramétricos maximos, em

quantidades ligeiramente significativas.

Por vezes podemos cair no erro de pensar que as concentracdes destes metais encontrados
nas aguas podem ser inofensivas, mas esguecemo-nos gue no nosso quotidiano (nao soé pela
ingestdo de agua, mas também através da ingestdo de comida, pelo ambiente em que
trabalhamos, pelo préprio trabalho que fazemos, por medicacdo ou suplementos que
tomamos) esta concentracdo de metais ndo € unica, mas sim mais uma percentagem destes

gue somamos ao total com que 0 N0SSo corpo ja teve contato, mesmo sem nos apercebermos.

Com o passar do tempo, se todos os dias fizer parte da rotina do ser humano ingerir estas
aguas, estes metais inevitavelmente vao-se acumulando no nosso sistema e a Unica maneira
de se poder ter no¢gdo das quantidades certas que ingerimos é através do desenvolvimento
de equipamentos de andlise de aguas que tenham a capacidade de detetar cada vez mais,

valores menores destes metais, com exatidao e preciséo.

Através da implementacdo e validacdo do ICP-OES no Laboratério Pré-Qualidade, a
seguranca procurada ficou mais proxima de ser realidade, pois em comparagdo com 0S
equipamentos utilizados anteriormente a este, os valores de detecdo foram reduzidos,

existindo atualmente um LD inferior quando comparado com o LD anteriormente em vigor.

O aluminio, o calcio e o sbédio sao elementos quimicos que, considerando as regides
escolhidas para um breve estudo de Portugal Continental, estdo presentes em aguas de Norte
a Sul, ou seja, todos os habitantes do pais estdo de alguma maneira em contacto com estes,
muitos sem saberem que a sua ingestdo, quando feita de uma forma prolongada e repetitiva

pode trazer consequéncias graves para a saude.

Estes trés metais, que se encontram em quase todas as aguas das regides selecionadas,
conseguem em conjunto e de acordo com a andlise dos artigos estudados ter efeitos toxicos

nos ovarios dos hamsters, DA, doencas neurodegenerativas, Doenca Renal Crénica, CAC,
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calcificacdo vascular em pacientes com doenca renal, pedras nos rins, lesdes cerebrais,

insuficiéncia cardiaca e DVC. “9-59)

Além destes, ha ainda outros trés metais que também se apresentam em quantidades
significativas nomeadamente, ferro, arsénio e niquel, mas estes apenas em certas regides do
pais, como Montijo, Caldas da Rainha, Sabrosa e Santo Tirso, que além de todos os efeitos
enumerados acima, tém efeitos préprios e caracteristicos como cancro, PE nas mulheres
gravidas, envenenamento, mortalidade por doenca cardiaca, toxicidade a nivel do sistema

nervoso e carcinogénese. (°5-5962+63)
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6. Conclusao

O objetivo desta tese de mestrado foi alcancado, pois foi possivel terminar toda a

implementacgéo e validacdo para a determinacao de metais por ICP-OES.

Atraveés dos estudos realizados concluiu-se que o método € adequado ao uso, isto €, cumpre
todos os requisitos necessarios para ser submetido ao processo de acreditacdo pela NP EN
ISO/IEC 17025:2018, pois, apés definicdo de todo o procedimento experimental e condigbes
Otimas para analise, foram determinadas e validadas as gamas de trabalho (linearidades,
testes de residuos, intervalos de declives das curvas de calibracdo, teste de Mandel,
homogeneidade de variancias, confirmacédo dos limiares analiticos e repetibilidades, tendo
cumprido todos os critérios minimos exigidos, apresentados no capitulo 4 do presente
documento), e estimadas a precisdo e exatiddo de cada gama de trabalho para posterior

calculo da estimativa da incerteza combinada expandida.

A componente da precisédo foi estimada com base nos duplicados de amostras e padrdes de
controlo (precisdo intermédia) e a componente da exatidao foi estimada com base nos ensaios
de recuperacao efetuados ao longo de cada gama de trabalho. Esta Gltima podia, também,
ter sido calculada com base em resultados de ensaios de aptidédo, no entanto esta abordagem
ndo foi realizada durante o desenvolvimento de todo o estudo, pois ainda ndo se tinham

resultados suficientes para que esta fosse efetuada.

Desta forma, pode-se concluir que o objetivo do trabalho foi atingido, pois conseguiram-se
efetuar todas as etapas importantes da validacdo e implementacdo do ICP-OES para a
determinagdo de metais em 4guas para consumo humano, tendo os resultados obtidos (a
excec¢do dos resultados obtidos para o chumbo) cumprido todas as exigéncias solicitadas quer
pelo IPAC quer pelo Decreto-Lei 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei
152/2017, de 7 de dezembro — Decreto-Lei para a anélise de Aguas para Consumo Humano.
E de realcar que a Diretiva da Uni&o Europeia 2020/2184 de 16 de dezembro de 2020 relativa
a qualidade da 4gua destinada ao consumo humano vai ser transporta para o direito nacional
e até 2026 todos os parametros terdo que estar devidamente implementados e validados.
Desta forma o Decreto-Lei 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei 152/2017,

de 7 de dezembro ficara obsoleto.

O chumbo ndo cumpre os requisitos do Decreto-Lei 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo
Decreto-Lei 152/2017, uma vez que o LQ estudado foi de 5 pg/L e o valor paramétrico € de

10 pg/L o que significa que o LQ méximo permitido € de 3 pg/L tendo em conta que o DL exige
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que o LQ maximo permitido para um dado parametro seja, no maximo, igual a um terco do
valor paramétrico estabelecido. Isto acontece uma vez que o LPQ tem o parametro chumbo
acreditado por outra metodologia que permite um LQ de 3 ug/L. Desta forma uma amostra
analisada por ICP-OES que tenha valores de chumbo inferiores a 5 pg/L tera que ser repetida
nessa outra metodologia acreditada (absor¢éo atémica por camara de grafite) com LQ de 3

pa/L.

Por ultimo, foi, ainda, apresentado um levantamento dos valores das diversas zonas em
estudo, em Portugal Continental, sendo possivel relacionar os valores obtidos com os artigos
selecionados e analisados, conseguindo-se demonstrar, o qudo importante é para a
sociedade, ter-se nogdo das concentracdes que se ingerem de cada metal, pois apesar de

parecerem teores inofensivos, estes podem causar de igual forma danos na saude publica.

Desta forma é possivel concluir-se que 0os metais podem afetar o ser humano, conduzindo a

inUmeras patologias.

Nao estando ainda perfeitamente definidos todos os processos que decorrem no organismo
humano desde a sua exposicdo, é apenas certo que para determinados niveis de
concentragao e exposi¢ao, rapidamente se pode verificar um quadro com diversos sintomas

inerentes a diversas patologias, que se vao refletir a nivel da Salde Publica.

Sendo este tema uma problematica que preocupa todas as entidades de salde, ja foi definida
legislacdo de forma a controlar alguns niveis de exposi¢cdo. No entanto, nos mais diversos
campos ha ainda muito a fazer/pesquisar, desde as recomendacdes até as medidas reativas

e proativas.

Pode-se ainda concluir que também serd necessaria uma revisdo sobre o0s valores
paramétricos maximos estipulados por lei, pois 0s processos bioquimicos a que os metais
estdo sujeitos no organismo ainda néo estdo totalmente definidos, concluindo-se, por isso,
gue os intervalos de ingestdo permitidos nas aguas de consumo humano deveriam ser

menores.

Por fim pode-se verificar que existe uma necessidade de continuar a realizar estudos de forma
a reduzir os danos que os metais pesados provocam na saude publica e que a realizacdo e
verificacdo constante de andlises as dguas de consumo sdo essenciais, pois diversos fatores

incontrolaveis pelo ser humano, podem criar uma toxicidade elevada nas mesmas.
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Anexo | — Apresentacao de resultados obtidos pelo software do ICP-OES
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=0 A~ FitTyp Linear N N Creation With expenment
3 - Weigh Ncne = Description
£ = Comment
§ - ;// Forcin/ No N Start ime:  7/21/2022 3:19:01 PM
‘ B ; Usa i Ves = Stop time:  7/21/2022 3.22.09 PM
- 1 User name: PC6284UNNUser
: T SRR
b Conacentraton [ppm)]

fix)=b*x+=n
Confidence D  StdEm
-/8834 5762 0178
SF1S63] 1294 219448

® 10000
; Rl 10000
BEC 0000pp

—_—

Figura 4 — Exemplo dos resultados obtidos pelo software do ICP-OES para a curva de calibragcao do aluminio (A = 394,401 nm).
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Figura 5 — Exemplo da integracé@o dos resultados obtidos pelo software do ICP-OES para a curva de calibragéo do aluminio (A = 394,401 nm).
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Anexo Il — Teste de Linearidade

Verificagdo da linearidade - Visualizag&o gréfia, r, Teste de Mandel

io-ICP 15-500 pg/L (394,401 nm)

-0.0000524
3.2645941

sinal

Analito - Funcé&o de calibrag&o linear (ISO 8466-1)

y =3.238x - 0.6081
R2=1

100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

conc.

600.00

sinal

1800.000
1600.000 -
1400.000 -
1200.000
1000.000
800.000 -
600.000 -
400.000 -
200.000 -

Analito - Funcéo de calibragdo n&o linear (ISO 8466-2)

y =-0.0000524x? + 3.2645941x - 1.8033446
R?=0.9999915

0.000
-200.0000<

00

100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00

conc.

-1.8033446

A funcido de calibragdo é linear
1dri Sousa

0.9950

Figura 6 — Folha de calculo utilizada para o teste da linearidade da gama de trabalho do aluminio (A = 394,401 nm).
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Anexo lll — Teste de Residuos

Verificagdo da linearidade - teste de residuos

CURVA DE CALIBRAGAO - TESTE DE RESIDUOS |

Método: |Aluminio-ICP 15-500ug/L 394,401 nm) (1150W) | Data: | 2022.07.21| Elaborada por: |ldri sousa |
Dados da calibragao sinal estimado Log (conc.) final exp / Sinal es Residuos
Conc. Sinal -0.608 - 7.565 756.51
0.00 -4.6 47.962 1.18 1.022 102.17
15.00 49 161.291 1.70 1.012 101.25
50.00 163.3 323.189 2.00 1.001 100.13
100.00 323.6 646.987 2.30 1.002 100.22
200.00 648.4 1618.379 2.70 0.999 99.95
500.00 1617.500

Teste de Residuos

Declive (m) 3.23797
Ord. Origem (b) -0.6081 800
r 1.0000 700

600
500
400
300
200
100

0
-500.000 0.000 500.000 1000.000 1500.000 2000.000

Conclusdo Residuos <5%, a exceg¢do do branco. OK.

Responsavel 1ari Sousa

Figura 7 — Folha de célculo utilizada para o teste de residuos da gama de trabalho do aluminio (A = 394,401 nm).




Escola Superior de Tecnologia do Barreiro

Tese de Mestrado

Anexo IV - Intervalo de Declives

RETA DE CALIBRAGAO - ESTABILIDADE DE DECLIVES

Método: ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L)
Data curva Declive Ordenada na origem | Data ultima manutengdo

1| 2022.07.19 3.56699

2 20/07/022 3.29343

3|  2022.07.21 3.23797

4 2022.07.25 4.25252

5 2022.07.26 4.51200

6] 2022.07.27 4.48300
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Média 3.89098

DP 0.59251

(9 15.2
Critério de aceitagdao de declives
Max. (Média+2DP) 5.0760
Min. (Média-2DP) 2.7060
Data Declive Aceitavel? Resp.

Figura 8 — Folha de calculo utilizada para o calculo do intervalo de declives da gama de trabalho

do aluminio (A = 394,401 nm).
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Anexo V - Homogeneidade de Variancias

Verificagdo da Linearidade - Homogeneidade de variancias

CURVA DE CALIBRAGAO - HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS

| Método: | ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L) Data: | 2022.07.21|Elaborado por: Idri Sousa
Gama:
Dados da calibragdo Desv. Padrdo| Variancia
i Conc. (xi) Abs yi,1 Abs yi,2 Abs yi,3 Abs yi,4 Abs yi,5 Abs yi,6 Abs yi,7 Abs yi,8 Abs yi,9 Abs yi, 10 Abs média s s2
Extremo inf. 15.00 52.7000 54.9000 50.2000 48.0000 53.0000 50.1000 50.8000 54.7000 52.0000 54.8000 52.120 2.34E+00 5.46E+00
Extremo sup. 500.00 1629.5000 1615.0000 1618.5000 1624.0000 1620.8000 1624.5000 1623.2000 1632.1000 1625.0000 1623.5000 1623.610 4.92E+00 2.42E+01
Teste F Avaliagdo:

s? (i i) 5.46E+00 Se PG<F, as diferengas de variancias ndo sdo significativas e a gama esta bem ajustada.

s? (TS 2.42E+01 Se PG>F, as diferengas de variancias sdo significativas e a gama de trabalho terd de ser reduzida.

PG (Szmaiorlszmenor) 4.43

F(99%; n-1; n-1) 5.35

Conclusdo

Gama de trabalho bem ajustada

Responsavel

lari Sousa

Figura 9 — Folha de calculo utilizada para o célculo da homogeneidade de variancias da gama de trabalho do aluminio (A = 394,401 nm).
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Anexo VI — Limiares Analiticos

| DETERMINAGAQ DOS LIMIARES ANALITICOS

| Método: |ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pug/L) | Data: | 2022.07.21| Resp. |I|ﬁri Sousa
Amostra com baixa concentrag¢do do analito Estatistica min. quadrados
n Sinal Concentragdo Data n Sinal Concentragdo Data Data LQ (10xSy/x/m)
1 1 15.0 2022.07.19 | 2022.07.19 15.77
2 2 15.2 2022.07.20 20/07/022 7.56
3 3 16.3 2000.07.21 | 2022.07.21 9.24
4 4 15.3 2022.07.25| 2022.07.25 18.14
5 5 15.7 2022.07.25| 2022.07.26 18.23
6 6 17.0 2022.07.25| 2022.07.27 16.44
7 7 17.2 2022.07.25
8 8 16.8 2022.07.25
9 9 15.9 2022.07.26
10 10 16.1 2022.07.26
11 11 15.8 2022.07.26
12 12 15.9 2022.07.26
13 13 16.1 2022.07.27
14 14 15.9 2022.07.27
15 15 15.7 2022.07.27
16 16
17 17
18 18
19 19
20 20
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
28 28
29 29
30 30
Média Média 15.99 Média 14.23
DP DP 0.63101367
LD (Média+3,3xDP) LD (5xDP) 3.16
LQ (Média+10xDP) LQ (3xLD) 9.47
Assumido LQ= 15 pg/L
Verificagdo experim. do LQ Valor tedrico|15.00
n Concentragdo Desvio Rel% Data
1 15.0 0.00 2022.07.19
2 15.2 1.33 2022.07.20
3 16.3 8.67 2000.07.21
4 15.3 2.00 2022.07.25
5 15.7 4.67 2022.07.25
6 17.0 13.33 2022.07.25
7 17.2 14.67 2022.07.25
8 16.8 12.00 2022.07.25
9 15.9 5.74 2022.07.26
10 16.1 7.09 2022.07.26
11 15.8 5.09 2022.07.26
12 15.9 5.68 2022.07.26
13 16.1 7.34 27/0/2022
14 15.9 6.28 27/0/2022
15 15.7 4.87 27/0/2022
Valor médio 15.99 Conclusdo
ER médio (%) 6.58 ER e CV <15% - LQ 15 pg/L confirmado experimentalmente
CV (%) 3.95

Figura 10 — Folha de calculo utilizada para a confirmagao dos limiares analiticos da gama de

trabalho do aluminio (A = 394,401 nm).
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Anexo VIl — Repetibilidade

Limite de Repetibilidade

\ Método: ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L) Resp. |luri Sousa
Tipo de amostra: Padrdo Controlo Tipo de amostra: Amostra
Data: 2022.07.21 Data: 2022.07.27
Amostra/padrio: PC15 ug/L Amostra/padrio: 2242154
n conc. n conc.
1 16.4 1 208.2
2 17.1 2 206.5
3 15.7 3 209.6
4 15.0 4 210.0
5 16.6 5 208.3
6 16.3 6 205.6
7 15.9 7 203.2
8 17.1 8 208.6
9 16.2 9 206.0
10 16.4 10 212.5
Média 16.270 Média 207.850
DP 0.6325 DP 2.6273
DPR (%) 3.9 DPR 1.3
Rep. Rep.
(2,8xDPR) 10.9 (2,8xDPR) 3.5
Tipo de amostra: Tipo de amostra:
Data: Data:
n conc. n conc.
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
Média Média
DP DP
DPR DPR
Rep. Rep.
(2,8xDPR) (2,8xDPR)

Figura 11 — Folha de calculo utilizada para o calculo da repetibilidade da gama aluminio (A =

394,401 nm).
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Anexo VIII — Estimativa da Incerteza Combinada e Apresentacao da Declaracao de

Conformidade do Método

Estimativa de Incerteza - Quadro Sintese

Ensaio: ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L)

Componente da Precisdo

Componente da Justeza (Veracidade)

que este se encontra dentro da gama de trabalho estudada.

Incerteza
Duplicados Padrdes Incert. MRC EIL RR Incert.
Ensaio - Método Matriz Ne JE &Y N2 | Conc. CV' | Upreaszo N2 | Conc, | Wusten | o | Uustern | o | Miustena Seleg. Uiusteza U (%) |Ugyp (%)
Dupl? | (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
ICP-OES - Al (A=394.401) ACH 15 Sim 4.97 17 15 3.73 6.22 15 7.36 RR 7.36 9.63 | 19.26
ICP-OES - Al (A=394.401) ACH 15 Sim 4.97 17 500 1.89 5.32 15 7.36 RR 7.36 9.08 | 18.16
Declaragdo de Conformidade do método: Expressdo resultados
O método estd c?nforme pois cumpre a |n§ertfeza maxima do DL em vugolr (incerteza maxima Dois algarismos significativos, de Data: 2022.07.27
de 25% para as aguas de consumo). A avaliagdo do valor paramétrico foi efetuada uma vez i h —
acordo com a incerteza. Responsavel: luri Sousa

Figura 12 — Folha de calculo sintese utilizada para o célculo da estimativa da incerteza combinada expandida da gama de trabalho do aluminio (A = 394,401

nm) e apresentacao da respetiva declaragdo de conformidade do método.
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Estimativa de Incerteza Comp. e Precisdo - Duplicad Estimativa de Incerteza Componente Justeza - Recuperagdes
Ensaio : ICP - Al 394,401 15-500 ug/L Matriz: ACH Amplitude (ug/L) | Ampl. Relat. (%) Ensaio : Numero de ensaios = 15 Incerteza padrdo da Justeza = 7.36
Meédia: 5.61 5.86 ICP - Al 394,401 15-500 Recuperagio Média (%) = 100.3
Unidades Desvio Padréo duplicados: 4.970 5.19 ve/L s (D7) =| 7969 t Calculado = 0.043
ng/L Incerteza Padrdo dos Duplicados: 4.97 Sl Matriz: brms = 7.3 t critico = 2.145
n2 de Ensaios: 15| ACH Estimativa Incert. adi¢do = 1.0 Avaliacio = Sem correcio
Analista Data Resul.1 (pg/L) Resul. 2 (pg/L) Média (pg/L) Amplitude (pg/L) SmeliRelat Analista Data Am. Fort. Amostra - |Adido (ug/L) %Recup. Bias (%) Bias® (%)
(%) (ue/t) (ue/t) Di (%) Di” (%)
1 |ari Sousa 2022.07.19 22.2 20.1 21.150 2.10 9.93 1 ldri Sousa 2022.07.19 383 21.2 15.0 114.3 143 205.44
2 10ri Sousa 2022.07.20 16.7 16.9 r 16.800 0.20 1.19 2 10ri Sousa 2022.07.20 311 r 16.8 15.0 95.3 -4.7 21.78
3 |ri Sousa 2000.07.21 154.2 166.3 r 160.250 12.10 7.55 3 1dri Sousa 2000.07.21 354.5 r 160.3 200.0 97.1 -2.9 8.27
4 10ri Sousa 2022.07.25 206.1 208.4 é 207.250 230 111 4 10ri Sousa 2022.07.25 412.9 r 207.3 200.0 102.8 2.8 7.98
5 1dri Sousa 2022.07.25 36.5 34.2 r 35.350 2.30 6.51 5 1tri Sousa 2022.07.25 81.6 r 35.4 50.0 92.5 =7:5 56.25
6 10ri Sousa 2022.07.25 56.6 59.1 r 57.850 2.50 4.32 6 1dri Sousa 2022.07.25 105.3 r 57.9 50.0 94.9 -5.1 26.01
7 10ri Sousa 2022.07.25 124.2 1333 r 128.750 9.10 7.07 7 14ri Sousa 2022.07.25 3425 r 128.8 200.0 106.9 6.9 47.27
8 1dri Sousa 2022.07.25 42.6 46.1 r 44.350 3.50 7.89 8 1dri Sousa 2022.07.25 60.0 r 44.4 15.0 104.3 4.3 18.78
9 10ri Sousa 2022.07.26 98.2 105.3 r 101.750 7.10 6.98 9 14ri Sousa 2022.07.26 147.6 r 101.8 50.0 91.7 -8.3 68.89
10 ldri Sousa 2022.07.26 305.5 298.3 r 301.900 7.20 2.38 10 1dri Sousa 2022.07.26 406.5 r 301.9 100.0 104.6 4.6 21.16
11 10ri Sousa 2022.07.26 18.6 20.0 r 19.300 1.40 7.25 11 10ri Sousa 2022.07.26 49.9 r 19.3 30.0 102.0 2.0 4.00
12 lari Sousa 2022.07.26 187.4 204.3 r 195.850 16.90 8.63 12 1dri Sousa 2022.07.26 410.0 r 195.9 200.0 107.1 71 50.06
13 10ri Sousa 2022.07.27 39.9 39.2 r 39.550 0.70 .77 13 10ri Sousa 2022.07.27 52.3 r 39.6 15.0 85.0 -15.0 225.00
14 ldri Sousa 2022.07.27 215.5 200.0 r 207.750 15.50 7.46 14 1dri Sousa 2022.07.27 257.8 r 207.8 50.0 100.1 0.1 0.01
15 10ri Sousa 2022.07.27 14.8 16.0 r 15.400 1.20 7.79 15 10ri Sousa 2022.07.27 313 r 15.4 15.0 106.0 6.0 36.00

Figura 13 — Folha de célculo utilizada para o célculo da estimativa da incerteza associada a precisédo (duplicados) e & exatidao (ensaios de recuperacao).
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Figura 14 — Folha de célculo utilizada para o calculo da estimativa da incerteza associada a precisao (padrées de controlo — Pc 15 ug/L).

Estimativa de Incerteza Componente Precisdo - Padrdes de Controlo
Ensaio : ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L) Matriz: n2 Ensaios 17

Padrio de Controlo: 15 Média dos resultados 15.992
Desvio Padrdo 0.597

Unidades CV (%)=RSD % 3.73

pg/L Incerteza Padrao do Padrao de Controlo 3.73

Analista Data Conc. Obs. (pg/L) Avaliagdo Média +15% -15%

1 10ri Sousa 2022.07.19 15.000 0.0% 15.99 17.25 12.75
2 10ri Sousa 2022.07.20 15.200 1.3% 15.99 17.25 12.75
3 ldri Sousa 2000.07.21 16.300 8.7% 15.99 17.25 12.75
4 Idri Sousa 2022.07.25 15.300 2.0% 15.99 17.25 12.75
5 lri Sousa 2022.07.25 15.700 4.7% 15.99 17.25 12.75
6 lari Sousa 2022.07.25 17.000 13.3% 15.99 17.25 12.75
7 lari Sousa 2022.07.25 17.200 14.7% 15.99 17.25 12.75
8 lari Sousa 2022.07.25 16.800 12.0% 15.99 17.25 12.75
9 lari Sousa 2022.07.26 15.862 5.7% 15.99 17.25 12.75
10 ldri Sousa 2022.07.26 16.063 7.1% 15.99 17.25 12.75
1 lari Sousa 2022.07.26 15.764 5.1% 15.99 17.25 12.75
12 lari Sousa 2022.07.26 15.852 5.7% 15.99 17.25 12.75
13 lari Sousa 2022.07.27 16.100 7.3% 15.99 17.25 12.75
14 Idri Sousa 2022.07.27 15.942 6.3% 15.99 17.25 12.75
15 lari Sousa 2022.07.27 15.731 4.9% 15.99 17.25 12.75
16 lari Sousa 2022.07.27 16.274 8.5% 15.99 17.25 12.75
17 1ari Sousa 2022.07.27 15.774 5.2% 15.99 17.25 12.75
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Figura 15 — Folha de célculo utilizada para o célculo da estimativa da incerteza associada a precisao (padrdes de controlo — Pc 500 ug/L).

Estimativa de Incerteza Componente Precisdo - Padrdes de Controlo
Ensaio : ICP-OES - Al (A=394.401; 15-500 pg/L) Matriz: n2 Ensaios 17

Padrdo de Controlo: 500 Média dos resultados 502.082

Desvio Padrdo 9.511

Unidades CV (%)=RSD % 1.89

pg/L Incerteza Padrao do Padrao de Controlo 1.89

Analista Data Conc. Obs. (pg/L) Avaliagdo Média +10% -10%
1 Idri Sousa 2022.07.19 494.800 -1.0% 502.08 550.00 450.00
2 10ri Sousa 2022.07.20 499.400 -0.1% 502.08 550.00 450.00
3 lari Sousa 2000.07.21 500.700 0.1% 502.08 550.00 450.00
4 Idri Sousa 2022.07.25 505.200 1.0% 502.08 550.00 450.00
5 lri Sousa 2022.07.25 504.200 0.8% 502.08 550.00 450.00
6 lari Sousa 2022.07.25 521.000 4.2% 502.08 550.00 450.00
7 lari Sousa 2022.07.25 521.400 4.3% 502.08 550.00 450.00
8 lari Sousa 2022.07.25 518.100 3.6% 502.08 550.00 450.00
9 lari Sousa 2022.07.26 494.049 -1.2% 502.08 550.00 450.00
10 1ari Sousa 2022.07.26 492.514 -1.5% 502.08 550.00 450.00
1 lari Sousa 2022.07.26 492.280 -1.5% 502.08 550.00 450.00
12 lari Sousa 2022.07.26 493.662 -1.3% 502.08 550.00 450.00
13 lari Sousa 2022.07.27 502.669 0.5% 502.08 550.00 450.00
14 Idri Sousa 2022.07.27 501.941 0.4% 502.08 550.00 450.00
15 lari Sousa 2022.07.27 497.635 -0.5% 502.08 550.00 450.00
16 lari Sousa 2022.07.27 496.265 -0.7% 502.08 550.00 450.00
17 1ari Sousa 2022.07.27 499.579 -0.1% 502.08 550.00 450.00
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