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Resumo

Esta dissertacdo de metrado resulta de um protocolo de colaborag&o estabelecido entre a Empresa
Portuguesa de Aguas Livres, SA. (EPAL) e a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa (FCT/UNL). O principal objectivo consistiu na implementacdo e validacdo de
amostradores passivos na monitorizacdo de metais em aguas superficiais e aguas para consumo
humano. Para tal, foram avaliados os amostradores passivos Diffusive Gradients in Thin-Films - Metals
(DGT-Me) e Diffusive Gradients in Thin-Films - Arsenik (DGT-As) como métodos complementares a
amostragem pontual na analise de metais em aguas superficiais.

O estudo envolveu a digestBes por placa de aquecimento e por digestor por microondas como
métodos de extraccdo, bem como o polimero mais indicado para a constru¢cdo de suportes de
amostradores passivos sem contaminacdo de metais.

Ao todo foram analisados 22 metais (Li, Be, Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Ag, Sn,
Cd, Sb, Ba, Tl, Pb e U), para os quais foram determinados coeficientes de difusdo bem como os limites
analiticos da metodologia de amostragem passiva por Diffusive Gradients in Thin-Films (DGT)
associada a digestdo em digestor por microondas como método de extrac¢ao. Observou-se que 0s
amostradores passivos DGT-As detectam outros metais além do arsénio (Cr, Se, Sb).

Os resultados obtidos sugerem que os amostradores passivos DGT sdo adequados como método
complementar da amostragem pontual para a monitorizacdo de metais em aguas para consumo

humano.

Palavras-chave: monitorizacdo de metais; aguas para consumo humano; amostragem passiva; DGT.






Abstract

This Master thesis was done under a protocol established between Empresa Portuguesa de Aguas
Livres, SA. (EPAL) and Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa
(FCT/UNL). The main purpose was to study Diffusive Gradients in Thin-Films passive samplers (DGT)
as a sampling tool for monitoring metals in drinking and surface waters. Diffusive Gradients in Thin-
Films - Metals (DGT-Me) and Diffusive Gradients in Thin-Films - Arsenik (DGT-As) were evaluated as
complementary sampling methods to metals study by traditional sampling of drinking and surface
waters.

The extraction method was studied applying digestion by heating plate or by microwave digester.
Furthermore, the most suitable polymer for passive sampler support was chosen, guarantying no risk of
metal contamination during DGT exposure.

A total of 22 metals (Li, Be, Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Ag, Sn, Cd, Sb, Ba, Tl, Pb
and U) were studied. Diffusion coefficients and analytical limits were determined using microwave
digestion as the extraction method. It was verified that DGT-As samplers detect metals other than
arsenic (Cr, Se, Sh).

Results suggest that DGT passive samplers can be used as a complementary tool of traditional

sampling for monitoring metals in drinking and surface waters.

Keywords: metal monitoring; drinking water; passive sampling; DGT.
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1 Introducéo

1.1 Agua

A agua é uma substancia fundamental a vida no planeta Terra. Os seres vivos sdo maioritariamente
constituidos por esta substancia, com mais de 70% do seu peso em agua. Sem esta, 0S processos
organicos que possibilitam a absorcao de nutrientes e a excre¢do de residuos ndo seriam possiveis,
bem como inlmeras reaccdes e processos que necessitam de um meio aquoso para Ocorrer nos
tecidos e células dos organismos -3

Na Antiguidade, Tales de Mileto afirmou que a agua é a matéria principal da natureza, defendendo
que a agua tinha a potencialidade de gerar todo o cosmos “. Mais tarde, Empédocles propds a
existéncia de quatro elementos que seriam responsaveis pela criacdo de tudo através da sua
combinacdo: ar, terra, agua e fogo®. As grandes civilizagGes estabeleceram-se junto a grandes rios e a
sua prosperidade era completamente dependente destes 1.

Em 1781, Henry Cavendish descobriu a composicdo quimica da agua (2 partes de hidrogénio para
1 parte de oxigénio) e a agua deixou de ser considerada um elemento e passou a ser considerada uma
substancia 8. Durante os séculos seguintes as propriedades fisico-quimicas e as fungdes biolégicas da
agua foram estudadas.

Actualmente, a agua € uma substancia que esta constantemente presente no quotidiano do ser
humano: na alimentacéo, nas tarefas domésticas, no saneamento e nos cuidados basicos de higiene.
A nivel econdmico a dgua também possui extrema importancia, nomeadamente para a industria e na
producdo de energia eléctrical. A nivel celular sabe-se que desempenha fun¢gBes na organizacéo
estrutural de proteinas e &cidos nucleicos. Influencia a especificidade, estereoquimica e termodindmica
da ligagdo de proteinas aos seus ligandos, facilita a actividade de enzimas, bem como as transferéncias

de protBes/electrbes entre moléculas e hidrata a dupla hélice de DNA 7.

O acesso a agua potavel é um factor importante de desenvolvimento regional e nacional.
Ao longo da histéria da humanidade vérias foram as tentativas e os métodos de obtencdo de agua
potavel. O registo mais antigo de métodos de tratamento de agua remonta a 2000 A.C. e menciona
métodos de aquecimento e filtracdo para a purificacdo da agua 89,

Nos séculos XVII e XVIII a filtragdo tornou-se um dos métodos preferenciais para a purificacao da
agua. No século XIX tornou-se claro que a qualidade da dgua tem um forte impacto na saude humana.
A agua contaminada e o saneamento insuficiente ou inadequado causam o surgimento de doengas
como a colera, diarreia, disenteria, hepatite A, febre tiféide e poliomielite. A ma gestédo de residuos
industriais, urbanos e agricolas pode potenciar a contaminag&o ou poluicdo quimica da agua®®.

Ap6s a revolucao industrial, a poluicdo da dgua aumentou, pelo que o desenvolvimento de novos
sistemas de tratamento de agua tornou-se urgente. Surgiu a necessidade da criacdo de leis, normas e
entidades que regulassem e monitorizassem a qualidade das aguas

11,12 A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é a autoridade internacional que aconselha os governos



no desenvolvimento de regulamentacao e edita directrizes que servem de referéncia a nivel mundial 1°.

Cada pais possui as suas proprias entidades que devem garantir a qualidade da agua.

Conclui-se que o consumo de agua é imprescindivel, no entanto, a polui¢cdo crescente dos meios
aquaticos compromete a qualidade da agua. Ndo s6 por uma questdo de seguranca de consumo

humano, mas também de seguranca ambiental, as aguas devem ser monitorizadas.

1.1.1 Categorizacdo da agua

As aguas podem ser classificadas de varias formas, consoante a sua origem, a sua qualidade, a
sua composicao quimica ou de acordo com a sua finalidade.

Para este estudo, a classificacdo mais relevante é a que tem por fim o consumo humano, ou seja,
a 4gua doce disponivel no planeta para utilizacdo humana. Nesta categoria, existem apenas dois tipos

de &gua que cumprem estes requisitos: aguas superficiais e aguas subterraneas.

1.1.1.1 Aguas superficiais
As aguas superficiais correspondem a toda a 4gua que se acumula e é escoada sobre o solo. Em
Portugal, e na maior parte dos paises, as aguas superficiais sdo a principal fonte de agua destinada ao

consumo humano?3,

1.1.1.2 Aguas subterraneas

Classificam-se como aguas subterraneas toda a agua armazenada em aquiferos. A sua quantidade
varia com os fendmenos de precipitacdo, evapotranspiracdo, extrac¢do, variagdes na pressao
atmosférica, alteragBes do regime de escoamento, efeitos de maré, entre outros. Existe alguma
permuta entre as aguas subterrédneas e as aguas superficiais, pelo que a poluicdo de uma afecta a

outra 4.

1.1.2 Empresadas Aguas Livres de Portugal, SA. — EPAL

A Empresa das Aguas Livres de Portugal, SA. (EPAL) pertence ao sector empresarial do Estado e
¢ detida pela AdP — Aguas de Portugal, SGPS, SA., encontrando-se sujeita ao enquadramento legal
disposto no Decreto-Lei 133/2013.

A misséo da EPAL é conceber, construir, explorar e gerir os sistemas de abastecimento de dgua e
de saneamento sob a sua responsabilidade, assegurando a gestéo delegada do sistema multimunicipal
de abastecimento de dgua e de saneamento de Lisboa e Vale do Tejo (ALVT) nos termos da legislacao
em vigor, garantindo a sustentabilidade ambiental, social, cultural e econémica, contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida dos consumidores e do desenvolvimento socioecondmico das regides
onde actua .

Até 1935 a EPAL, sucessora da Companhia das Aguas de Lisboa, limitava-se ao abastecimento e
distribuicdo de agua no concelho de Lisboa, tendo alargado gradualmente a sua rede de ac¢do aos
seguintes municipios: Oeiras, Cascais, Azambuja, Vila Franca de Xira, Sintra, Loures, Odivelas,

Alenquer, Alcanena, Santarém, Arruda dos Vinhos, Sobral de Monte Agraco, Cartaxo, Amadora, Mafra,



Torres Vedras, Entroncamento, Torres Novas, Ourém, Vila Nova da Barquinha, Tomar, Constancia,

Porto de Mds, Leiria, Batalha, Alcobaca, Bombarral, Cadaval, Caldas da Rainha, Lourinhd, Obidos,

Peniche, Rio Maior e Nazaré. Actualmente, é responsavel pela gestao delegada da ALVT que integra

86 municipios!®16, O fornecimento é feito através de mais de 100 pontos de entrega, a 18 entidades

gestoras de sistemas de abastecimento de agua para consumo humano.

Legenda:

Municiplos servidos pela AdVT
Municipios servidos pela EPAL
@ Sede da EPAL

@ Sede daAdVT

Leiria

Baaalha

Nazaré

Porto de Més

Alcobaga

Alcanena

Caldas da Rainha
Obidos

Peniche Rio Major Santarém

Bombarcal
Lourinhd o~ 4

Cartaxo

Torres Vedras Azambuja
Alenquer

Sobral de Monte Agrago
Mafra Arruda dosVinhos
Vila Franca de Xira
Loures

Sintra
Odivelas

Cascais (i LisbO2

Méda

Figueira de Castelo Rodrigo
Aguiar da Beira
Pinhel
Fe \/
‘ornos de Algodres Aleida
Celorico da Beira
Gouveia Gugda
Sel Manteigas Sal
Oliveira do Hospital s
Penamacor
Fundio
Pampilhosa da Serra.
Castanheira de Péra
Pedrégio Grande Ojeiros
Figueird dos Vinhos Idanha-a-Nova
Castelo Branco
Alvaidzere Serta
Ferreira do Zézere Fiostica bt
m VilaVelha de Rédio.
Tomar Maglio
Torres Novas kg
Vila Nova da Barquinha Dk
Castelo de Vide
Entroncamento Gavido
4 Marvio
Golega  Constincia
Crato
Portalegre
Alter do Chi
Ponte de Sor Eacachio
Arronches
Avis Fronteira
Monforte Campo Maior
Sousel
Elvas
Borba

Redondo  Ajandroal

Evora

Reguengos de Monsaraz

P Mourdo

Figura 1.1 - Rede de distribuicéo de agua 6.

O sistema de abastecimento engloba o sistema de producéo e transporte e o sistema de distribuicao.

E gerido através de um sistema de telegestdo que controla todos os processos de producdo da agua

para consumo humano e que apresenta toda a informacgao em tempo util nos Centros de Comando.

A agua captada é principalmente de origem superficial, sendo recolhida na albufeira de Castelo de

Bode e na margem direita do rio Tejo, em Valada, pode ainda ter origem subterranea através das 20

captacOes localizadas em Alenquer, Lezirias e Ota.



ApoOs captacdo, a 4gua € aduzida ao sistema de producgéo e transporte pelos adutores de Castelo
de Bode e do Tejo. Este sistema é constituido por 3 subsistemas dotados de 2 estacdes de tratamento
de agua, 31 estacOes elevatorias, 28 reservatorios e 20 postos de cloragem. A agua produzida é
transportada aos clientes através do aqueduto de Alviela, do adutor de Vila Franca de Xira-Telheiras,

do adutor de Circunvalacéo e do adutor da Costa do Sol 17.
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ETADA ETAVALE
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!

CLIENTES (REDES PREDIAIS)

2
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>
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Figura 1.2 - Organograma da EPAL Y7,

Uma das maiores preocupacdes da EPAL é a garantia da qualidade da agua ao longo de todo o sistema
de abastecimento. A Direccédo de Laboratérios e Controlo da Qualidade da Agua (LAB) é o 6rgéo
responsavel pela concepcéo, implementacéo e gestio do Plano de Controlo da Qualidade da Agua no
Sistema de Abastecimento da EPAL (PCQA). Este é estabelecido anualmente, tendo em conta o
cumprimento da legislacao em vigor, a protec¢éo da salde do consumidor e o nivel de segurancga da
prestacao do servico .

Actualmente, a EPAL tem dois laboratérios de ensaio integrados na Direccdo de Laboratdrios e
Controlo da Qualidade da Agua, um localizado em Lisboa e o outro na ETA de Vale da Pedra. Ambos
dotados de equipamentos de Ultima geragéo e de recursos humanos altamente qualificados, permitindo
a realizacdo dos ensaios obrigatorios na legislagdo em vigor segundo critérios de controlo de qualidade
rigorosos, garantido a precisdo e exactiddo dos resultados.

O Laboratoério de Lisboa tem quatro areas analiticas: Quimica Orgéanica, Quimica Inorgéanica,
Microbiologia e Biologia e Ensaios a Materiais. O Laboratorio de Vale da Pedra Quimica tem trés areas
analiticas: Organica, Quimica Inorganica e Microbiologia e Biologia .

Com sede na Avenida de Berlim,15,1800-031, Lisboa, a Direccédo de Laboratdrios e Controlo da
Qualidade da Agua esta acreditada desde 1999 segundo a norma ISO/IEC 17025:2005 — Requisitos
gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibracdo, para a colheita, preservacéo e
transporte de amostras de aguas para consumo humano, analise de 110 parametros de controlo de
gualidade da agua, aplicacéo de 135 métodos de ensaio e 6 métodos de teste a materiais organicos
em contacto com a agua para consumo humano. A validade desta acreditagdo é verificada

periodicamente pelo Instituto Portugués de Acreditagao (IPAC) *'.



Seguindo as metodologias da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a EPAL, em 2007,
implementou um Plano de Seguranca da Agua (PSA) no sistema de abastecimento. Este identifica boas
praticas operacionais e medidas preventivas a implementar com base na identificacdo, analise e
mitigacao de riscos 7.

O laboratorio possui grande credibilidade tanto a nivel nacional como a nivel europeu, o que pode
ser comprovado pela carteira de clientes publicos e privados de renome, como a Direc¢do Geral de
Saude (DGS), Entidade Reguladora de Servicos de Agua e Residuos (ERSAR), as empresas do grupo
AdP, entre outros 7.

1.1.3 Enquadramento Legal

Com o intuito de garantir a satde publica a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), em 1958, editou
0 documento para o controlo de qualidade da agua de consumo humano (WHO Guidelines for Drinking-
Water Quality). Actualmente j& se encontra na 42 edicdo. Foi dos primeiros documentos, relativos a
salide publica e ao ambiente, a ser publicado pela OMS 18,

A crescente preocupacdo dos cidaddos e organizagcbes ambientais da Unido Europeia com a
poluicdo aquética impulsionou a protec¢cdo da dgua a nivel legislativo. A primeira legislacdo da Unido
Europeia em relacéo a qualidade de 4gua comegou a ser discutida em 1975, com foco na agua de rios
e lagos para consumo humano. Em 1980 surgiu legislacdo referente ao controlo de qualidade das
aguas subterrénea, balnear e marinha. Em Frankfurt, em 1988, foi revista a legislagdo e foram
assinaladas as areas a serem melhoradas, dando origem a uma 22 vaga legislativa relativa a qualidade
da 4gua. Adoptaram-se a Directiva de Tratamento de Agua Residual Urbana 91/271/CEE e a Directiva
de Nitratos 91/676/CEE.

Em 1998, surgiu a Directiva da Agua para Consumo Humano 98/83/CE, que estabelece uma
estrutura de gestdo da politica europeia da agua, limites de emissédo, normas de qualidade e ainda
prazos para ser implementada. Surgiu também a Directiva para a Poluicdo Integrada e Controlo de
Prevencéo 96/61/CE, estando agora em vigor a Directiva 2008/1/CE*°.

De cinco em cinco anos a legislacdo relativa ao controlo de qualidade das aguas é revista pela
Comissao Europeia, sendo actualizada a lista de substancias prioritarias?°.

Sao consideradas substancias prioritarias os pesticidas, os hidrocarbonetos persistentes e os metais
pesados, cuja presenca € indicativa da qualidade de uma massa de agua. As concentragdes das
substancias prioritarias ou substancias perigosas prioritarias ndo devem ultrapassar as definidas pelas
normas de qualidade ambiental descritas no anexo IX e n°7 do artigo 16° do DQA e na Directiva
2008/105/CE 2.

O Regulamento REACH (Regulamento (CE) n°1907/2006) enumera as substancias perigosas
prioritarias descrevendo 0s riscos para a saude humana, para o ambiente (bioacumulacao, toxicidade
e persisténcia) ?2. Este documento entrou em vigor a 1 de Junho de 2007, estando actualmente em
vigor o Regulamento (EU) 2016/1688. De cinco em cinco anos os Estados-Membros apresentam a

Comissao Europeia um relatério sobre a aplicacéo deste regulamento 22,



Os paises pertencentes a comunidade europeia devem adaptar as directivas para o seu quadro-
legal.
Em Portugal, a entidade reguladora da qualidade de agua é a Agéncia Portuguesa do Ambiente

(APA), que sucedeu ao extinto Instituto da Agua (INAG).

1.1.3.1 Aguapara Consumo Humano

A primeira Directiva da Comissao Europeia relativa ao controlo de qualidade de agua para consumo
humano foi a Directiva 98/83/CE. Esta estabeleceu o controlo de 48 parametros microbiologicos e
quimicos. Cada Estado-membro pode aumentar a lista de substancias a serem monitorizadas ou
considerar padrées de analise mais elevados, no entanto devem sempre obedecer as quantidades
minimas estipuladas na Unido Europeia. De trés em trés anos a qualidade de agua para consumo
humano tem de ser reportada a Comissao Europeia 23.

No quadro legal nacional encontra-se em vigor o Decreto-Lei n® 152/2017 que altera o regime da
qualidade da agua para consumo no que concerne a: verificacdo das normas de qualidade da &gua,
elaboracdo, submissdo a autoridade competente (ERSAR) e implementacdo do programa de
amostragem e andlises a desenvolver, pardmetros, tratamento da agua, divulgacéo de informacgéo as
autoridades competentes e aos consumidores, utilizacdo de produtos e materiais em contacto com a
agua, realizacao de programas de controlo operacional de todos os sistemas de distribui¢éo e critérios
de aptiddo dos laboratérios de ensaio 2425,

A ERSAR é a entidade responsavel pela regulagdo da qualidade da agua para consumo humano
em Portugal, formulando véarias recomendac8es quer as entidades gestoras do abastecimento de dgua

guer aos laboratérios que efectuam o seu controlo 24,

1.1.3.2 Aguas Superficiais

As aguas superficiais encontram-se divididas em trés categorias: aguas superficiais interiores,
aguas subterraneas, aguas costeiras e de transicao 2. A poluicdo destas aguas pode causar toxicidade
para 0s organismos aquaticos, acumulagdo nos ecossistemas, perda de habitats e de biodiversidade e
constituir uma ameacga a satde humana?.

A sua monitorizagdo fornece informacdo para a implementacdo de medidas de prevencéo,
proteccéo e controlo de poluicdo, e permite a avaliacdo indirecta de outras matrizes, como a biota e os
sedimentos. Desde 1976 a Comissao Europeia tem vindo a regulamentar a monitorizagcao da 4gua nos

seus Estados-Membro, com o intuito de uniformizar as politicas aplicadas nesta area em cada um deles
27

A Directiva Quadro da Agua (DQA), ou Directiva 2013/39/EU, transposta pelo Decreto-Lei
n°42/2016, vulgarmente designado Lei da Agua 27, define Normas de Qualidade Ambiental (NQA) que
estabelecem limites maximos de concentracdo de determinadas substancias, sedimentos e biota.
Podem ser expressas em valor médio anual (NQA-MA) ou em concentragdo maxima admissivel (NQA-
CMA).



No que concerne aos metais: cadmio, chumbo, mercurio e niquel, as NQA estabelecidas referem-
se a concentracdo em fase dissolvida de uma amostra de agua filtrada através de um filtro de 0,45um
ou através de um método equivalente. Estes metais e respectivos compostos sdo considerados
substancias perigosas prioritarias 2.

O Plano Nacional da Agua (PNA) adopta as medidas estabelecidas pelo Directiva Quadro da Agua
e pela Lei da Agua. Tem como objectivos o0 uso sustentavel, equilibrado e equitativo de 4gua de boa
qualidade, a proteccdo do ambiente aquatico (contra danos causados por emissdes poluentes),
restaurar o funcionamento dos sistemas naturais e combater a perda de biodiversidade, enquanto o
fornecimento de agua de qualidade as populacdes e actividades econémicas € garantido. O Decreto-
Lei n°76/2016 aprova a versdo mais recente do PNA nos termos do n°4 do artigo 28° da Lei da Agua e
cria a Comiss&o Interministerial de Coordenagéo da Agua 293,

O Decreto-lei n°® 218/2015 atribui a APA a responsabilidade da elaboracdo de inventariar as
emissdes, descargas e perdas de poluentes, a monitorizacdo das &4guas superficiais, a avaliacdo da
sua conformidade com as NQA, e a integracdo destas avaliacdes nos planos de gestdo de regido

hidrografica 26.

1.2 Constituintes quimicos: metais

Os metais sdo substancias opacas, dlcteis, bons condutores de electricidade e calor, sélidos a
temperatura ambiente, (a excep¢do do mercurio), com um grande poder de reflexdo que Ihes confere
um brilho caracteristico.

Alguns metais, como o ouro, a prata, o cobre, o chumbo e o antiménio, sdo conhecidos e usados
desde a Antiguidade. No final dos anos 3000 a.C., as ligas de cobre e estanho comegaram a ser usadas,
inaugurando a ldade do Bronze. Por volta de 2000 a.C., a China e a india ja conheciam o mercurio
liquido, encarado com reveréncia e considerado mégico. No final do século | a.C. o ferro comecou a
ser utilizado, dando inicio a Idade do Ferro 31-33,

A medida que a tecnologia evoluiu, a procura por metais e outros materiais aumentou, os séculos
XVIII, XIX e XX registaram um grande nimero de descobertas 3.

Actualmente, os metais sao classificados consoante varias categorias, algumas das quais descritas

natabela 1.1:

Tabela 1.1 - Classificagdo dos metais 3235,

Categoria Metais
Metais preciosos Platina, ouro e prata
Metais pesados Chumbo, cobre, estanho, ferro e zinco
Metais pesados raros Antimaonio, cadmio, crémio, niquel,

manganés, cobalto, vanadio e tungsténio

Metais leves Aluminio, bério, célcio, berilio, magnésio e

estroncio




A abundancia dos metais na crosta terrestre varia muito; alguns metais existem no estado puro, mas
a maioria tem de ser obtida a partir de minérios 32. A tabela 1.2 apresenta a abundancia para alguns

dos metais.

Tabela 1.2 - Abundancia de alguns elementos na crosta terrestre, oceano, plasma sanguineo e tecidos ou
células de mamiferos 36.

Elemento  Crosta (ppm) Oceano (uM) Plasma sanguineo (uM) Célula/Tecido? (uM)
Ca 4 x 10* 1 x 104 2 x 10° 1 x 10°
Cd 0.2 1 %1073

Co 25 2 %10~ 2.5x 10~

Cu 55 4x10° 8-24 ~ 68

Fe 5 x 10¢ 1x107} 22 0.001-10
K 3 x 10% 1 x 104 4 x 107 1.5 x 10°
Mg 2 x 10% 5x 104 500 9 x 10*
Mn 950 5x 104 0.1 180

Mo 1.5 0.1 Sx 1073
Na 3 x 10* 5 x 10° 1 x 10° 1 x 10
Ni 75 8 x 10} 0.04 2

vV 135 0.03 0.07 0.5-30
W 1.5 $x 1073

Zn 70 0.01 17 180

* Valores aproximados baseados na quantidade total.

O termo “metais vestigiais” data do inicio do século XX, com o reconhecimento de que muitos
elementos existem em concentracdes muito baixas, podendo ser detectados mas dificiimente
guantificados 7.

A especiacdo determina a sua importancia ecotoxicoldgica, pelo que este estudo € de extrema

importancia 3839,

1.2.1 Especiacdo de metais

Denomina-se especiacao a distribuicdo de um elemento por varias espécies quimicas num sistema
18, Existem dois processos principais que controlam o nivel de determinado metal num meio aquoso:
complexacao e precipitacdo. Estes processos e a respectiva especiacdo que deles advém é ditada
pelas caracteristicas fisico-quimicas de cada metal e do ambiente em que se encontra “°.

Em meios aquaticos, a especiacdo de metais € muito complexa e fortemente dependente da
composicdo da agua 4142, E influenciada por factores como o pH, a condutividade e a composicéo e
concentragao da matéria organica dissolvida (DOM) 43. Neste meio, os metais podem encontrar-se sob
aformade ibes livres, de complexos e de coléides. Em aplicagfes praticas, geralmente sao distinguidos
entre metais totais e metais dissolvidos. No entanto, esta é uma definicAo ambigua, uma vez que a

fraccdo de metais dissolvidos além de ides livres pode conter col6ides 4.



Os metais na forma de ides livres, ou de complexos fracos séo considerados mais biodisponiveis e
téxicos do que metais em complexos fortes ou adsorvidos em coldides 4546, Por essa razdo tém sido

0s mais estudados, tanto em relagéo a sua toxicidade quanto a sua importancia bioldgica.

1.2.2 Importancia biol6gica

Na auséncia de metais a vida ndo seria possivel 4748, A necessidade de metais é transversal aos
cinco reinos dos seres vivos 4%-51, Alguns dos metais considerados essenciais por uma ou mais
espécies sao Fe, Br, Cu, Zn, Ni, Mn, Co, Cd, Mo, Se, Sn e V 5253, No caso do ser humano muitos dos
elementos inorganicos fazem parte da constituicdo de metaloproteinas (ex: ferritina, alcool
desidrogenase e plastocianina), auxiliam em reac¢des de oxidagdo-reducdo, sdo necessarios para o

correcto enrolamento de proteinas e inibem enzimas 2.

A acumulacdo de metais em organismos pode ocorrer via alimentacdo ou exposicdo a metais
presentes no meio. O contacto ou ingestéo de 4gua promove a assimilacdo de metais.

A absorcado de metais por organismos pode ser afectada pela a sua prevaléncia em habitats, pelo
estado de oxidagdo em que o elemento mais comumente se encontra, pela presenca de elementos
competidores, pela solubilidade, pela hidrélise ou pela quelacdo dos ies livres 3. Apesar da
abundéancia relativa de minerais inorganicos na Terra, apenas os biodisponiveis se encontram ao

alcance dos diferentes organismos?.

No entanto, da mesma forma que a assimilacdo de metais ndo é facilitada, a sua acumulacéo
excessiva também pode revelar-se toxica. Além de realizarem o absor¢do de metais, 0s organismos
armazenam 0s metais enquanto sdo abundantes para consumo posterior 36, Assim, a monitorizacédo de

metais nas aguas torna-se muito relevante.

1.2.3 Biodisponibilidade e toxicidade
“Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift. Allein die Dosis macht, dal3 ein Ding kein Gift ist.”

Philippus Theophrastus Paracelsus, in Von der Besucht, 1567

A biodisponibilidade pode ser definida como sendo a quantidade de um metal disponivel para
absorcdo por parte de um conjunto de seres vivos num determinado meio. Consoante 0 meio e 0
organismo, os metais podem ser absorvidos sob diferentes formas, no entanto, os i6es metalicos livres
séo considerados biodisponiveis porque atravessam facilmente as membranas biolégicas. As variacdes
na especiacdo de metais vestigiais num sistema podem alterar a sua biodisponibilidade e consequente
nivel de toxicidade®*.

A toxicidade de um elemento depende do seu estado de oxidacdo, concentracdo e

biodisponibilidade 36.Quanto mais facil for a absor¢do de um metal por parte de um organismo maior €

1 “Tudo é veneno, e nada é veneno. A dose faz o veneno.”



a probabilidade desse se tornar téxico. A toxicidade ocorre quando a elevada quantidade de um metal

impede ou prejudica determinados processos metabdlicos e fungdes vitais no organismo 5.

A

sobreacumulacéo de metais pode levar a varios efeitos de toxicidade 3336, Na Fig.1.3 encontram-se

maleficios provocados por alguns metais na satde humana.

Efeitos negativos de metais no corpo humano

Mercirio @

Riscos especialmente maiores para
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Selénio @

O selénio é usadoem
varias funcdes
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paralisia e até mesmo
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Outros metais

Molibdénio
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Enfisema pulmonar, doengas ~ Em animais:

Antimoénio
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morte em 24h.
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@ Chumbo

O envenenamento por chumbo
pode provocar edema cerebral,
doencas dos rins, problemas
cardiovasculares, danos ao sistema
nervoso e a morte. Ndo existe um
nivel de exposicdo seguro a
chumbo, especialmente para
criancas.

@ Arsénio

Aingestdo de arsénio
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sistema nervoso,
problemas
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absorcdo através da pele e
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@ Boro

Ainalagdo de boro
pode causar apenas
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entanto, a ingestdo
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testiculos, intestinos,
figado, rins e cérebro,
podendo levar a
morte.

Talio

Danifica o sistema
nervoso, pulmdes,
coragdo, figado erins.

Figura 1.3 - Efeitos negativos de alguns metais no corpo humano®®.

1.3 Técnicas de Amostragem

A amostragem de agua consiste no processo de obtencdo de uma amostra, ou seja, a recolha de

uma porcdo representativa do objecto de estudo 57. E considerada uma etapa critica do processo
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analitico e necessita de especial cuidado para garantir que os resultados analiticos obtidos sao
verdadeiros.

As fontes de erro sdo abundantes nas etapas de colheita, de conservagéo e no transporte. Podem
ocorrer contaminacoes, instabilidade, colheita ou preservacao incorrectas e colheitas ndo homogéneas
de volumes de agua. Os erros de amostragem apenas podem ser corrigidos através da repeticdo da
amostragem, pelo que a utilizagdo de brancos ou amostras de controlo revela-se irrelevante.
Actualmente, existem varias abordagens que visam a garantia da qualidade da amostragem, como por
exemplo, o aumento da frequéncia da colheita ou a utilizacdo de dispositivos de colheita automatica
5758 Devem ser formuladas estratégias de amostragem consoante a seleccdo do local de amostragem,
0 tamanho e quantidade das amostras, a frequéncia e método de colheita, entre outros factores

determinados consoante os objectivos a atingir 5.

1.3.1 Amostragem Pontual
A amostragem pontual de agua consiste na recolha de amostra num determinado local, recorrendo
ao uso de frascos. Apesar da informacdo obtida ser limitada ao espago e tempo de recolha, a

amostragem deve ser realizada de forma a que a amostra seja representativa.

Figura 1.4 - Representagéo dos varios métodos de recolha de amostras pontuais®®.

Como ilustrado na figura 1.4, a amostragem pontual pode realizar-se através da imersao de um
frasco na dgua numa zona de pouca profundidade ou na margem, ponte ou plataforma do meio
aquatico. As amostras de agua de grandes rios, estuarios e mar podem ser recolhidas usando frascos
anexados a um tubo telescdpico ou frascos especificos de amostragem em profundidade. Podem ainda
ser utilizados métodos automéaticos que permitem a recolha de amostras em diferentes intervalos de
tempo 57:58,

A amostragem pontual € uma metodologia bem estruturada e validada, pelo que tem sido aceite

para efeitos de aplicacao legislativa da monitorizaco de aguas. E a técnica mais comumente utilizada,
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seguida de extraccdo e andlise instrumental. No entanto, possui algumas limitac6es: podem ocorrer
falhas na deteccao de contaminacdo esporadica, dificuldades na extracdo e analise de volumes
grandes de agua e implica custos elevados operacionais.

A biomonitorizagdo consiste na medicdo de substancias toxicas presentes em seres vivos € € uma
das alternativas a amostragem pontual na monitorizacdo de aguas. No entanto, o facto de fazer uso de

organismos vivos aumenta a incerteza associada a esse método 5859,

1.3.1.1 Tipos de Amostra

Existem dois tipos de amostras de agua, a discreta e a composta. Em qualquer uma destas, as
amostras recolhidas devem ser homogéneas, representativas e preservar as suas caracteristicas fisico-
quimicas %°. O volume de amostra depende dos analitos-alvo, da composicdo da matriz, da
homogeneidade do meio e do limite de quantificacdo do método analitico. A quantidade minima de
amostra é determinada pelas limitagdes do método analitico, no entanto, quanto maior for o volume de
amostra maior serdo os custos e inconveniéncias de transporte e armazenamento. Para determinacdes

de metais pesados aproximadamente 100mL de amostra séo suficientes 58.

1.3.1.1.1 Amostras Discretas

Uma amostra discreta, ou amostra pontual, é colectada num curto intervalo de tempo (<15 min.),
num unico local, pelo que apenas permite determinar a composicdo da massa de agua num
determinado momento e num espaco limitado. Pode ser comparada a um instantaneo. No entanto, se
forem colectadas amostras discretas em diferentes intervalos de tempo e locais da mesma matriz,

torna-se possivel documentar a variagdo composicional da matriz, tornando-as representativas 8.

1.3.1.1.2 Amostras Compostas

Consistem no armazenamento de pequenas amostras no mesmo recipiente colectadas
periodicamente. Representam a média das caracteristicas da massa de 4gua durante o tempo de
recolha. Podem ser utilizadas na determinacdo da média da concentracdo de poluentes. Este tipo de

amostras pode ser recolhido continua ou descontinuamente 58,

1.3.1.2 Preservagédo e Armazenamento de Amostras de Agua

Idealmente, as amostras de agua deveriam ser analisadas in situ 0 que, salvo algumas excepc¢des,
€ impossivel. O armazenamento da amostra até a sua andlise torna-se indispensavel, no entanto,
durante este processo podem ocorrer varias alteracdes a nivel quimico, fisico e biolégico. Certos
processos hiolégicos ou a adsor¢ao dos metais as paredes do contentor, podem alterar a especiagédo
destes durante o armazenamento 60-62,

A preservacao de amostras torna-se essencial para assegurar que ndo ocorrem modificacdes entre
a colheita e a analise. Nao existe um procedimento de estabilizagao universal para todos os compostos,

a escolha do método deve ser ter em conta o tipo de analito 8.
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Tabela 1.3 - Métodos de preservagdo de amostras de agua %8,

Métodos Quimicos Métodos Fisicos
Adicao de: e Refrigeracéo
e Acido e Armazenamento escuro
e  Sulfito e Uso de frascos de ambar (ou outro tipo de frasco especial)
e  Solvente e  Filtragdo
e |Bes metalicos téxicos e Recolha da amostra sem headspace
e Azida e Recolha da amostra sem alterar as condi¢des redox
¢ Formaldeido e Isolamento de quimicos usando LLE, SPE ou SPME
e  Outras substancias e Uso de coacervados

A preservacao da amostra pode ser alcangada através de congelamento, pasteurizacéo, ou do uso
de conservantes quimicos, como &cidos, hidréxido de soédio, cloroférmio, formaldeido, cloreto de

mercUrio, entre outros métodos, alguns dos quais descritos na tabela 1.3 58,

1.3.2 Amostragem Passiva

A amostragem passiva consiste numa metodologia de recolha de analitos in situ. Esta técnica
baseia-se na diferenca de potenciais quimicos para proporcionar uma transferéncia dos analitos desde
0 meio em estudo (agua) até ao dispositivo de recolha (amostradores passivos). Surgindo como um
complemento & amostragem pontual, tem vindo a ganhar uma crescente relevancia nas Ultimas
décadas.

A amostragem passiva permite a recolha de analitos durante um periodo de tempo, o seu
funcionamento pode ser comparado a gravagéo de um filme, por oposicéo a recolha pontual de amostra
que recolhe dados sobre um local num determinado momento, assemelhando-se a um instantaneo

fotografico 58.

1.3.2.1 Amostradores Passivos

Os dispositivos de recolha utilizados em amostragem passiva designam-se amostradores passivos.
Foram desenvolvidos em 1974 com o intuito de monitorizar compostos inorganicos em aguas
superficiais 3. A sua utilizacao é simples, de baixo custo e ndo necessita de uma fonte de energia para
o seu funcionamento®®.

Actualmente, existem varios tipos de amostradores, consoante o0 modo de operacdo e tipo de
analitos ou de matriz a serem estudados, as categorias de interesse encontram-se esquematizadas na
figura 1.5. Teoricamente, podem ser utilizados em estudos de monitorizacdo, screening da presenca
ou auséncia de poluentes, especiacdo de contaminantes, medicdo de concentragcbes médias
ponderadas e em amostragem biomimética. Porém, as principais utilizacdes de amostradores passivos

tém-se focado na area dos minérios e poluigdo de aguas 426370,
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Amostradores
Passivos

Gasosos

Equilibrio

Analito Analito
Orgéanico Inorgénico

Figura 1.5 - Classificacdo de amostradores passivos 7°.

1.3.2.1.1 Principio de funcionamento
Independentemente do tipo de amostrador passivo utilizado, o principio de funcionamento é muito

semelhante.
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Figura 1.6 - Representacéo da concentragdo de analitos ao longo do trajecto de difusdo, desde a 4gua até a fase
receptora do amostrador passivo®®,

Tal como a figura 1.6 ilustra, os analitos migram da massa de agua em estudo, atravessando varias
camadas de diferentes resisténcias, até atingirem a fase receptora. Pretende-se que apenas os analitos
de interesse interajam com esta®®.

Esta transferéncia de massa € alcancada através da diferenca de potencial quimico do analito entre

os dois meios, e ocorre, até que o equilibrio seja atingido ou até que a amostragem seja interrompida
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58, Pretende-se que a massa do analito recolhida pelo amostrador, reflicta a concentracdo média no
espaco de tempo em que o dispositivo esteve exposto, pelo que o amostrador deve ser retirado antes
da saturacdo ser atingida 58.

A camada de difusdo encontra-se entre o meio a ser analisado e a camada de sorcéo. E utilizada
com o intuito de controlar a taxa de transferéncia dos analitos para a camada de sor¢do, definir a
selectividade do amostrador e evitar que analitos de determinado tamanho e espécie sejam
aprisionados. A resisténcia a transferéncia de massa num amostrador € igual & soma das resisténcias
individuais de camada de fronteira, do biofilme, da membrana e da camada de difusdo, através das
quais o analito difunde. A transferéncia de massa é directamente proporcional a area de exposicéo do

amostrador, quanto maior esta for maior sera a sensibilidade do dispositivo®2.

1.3.2.1.2 Modos de Operacao
Como se pode observar na figura 1.7, em condi¢ces controladas, existe a possibilidade de dois
regimes de operacao, o cinético e o de equilibrio uma vez que, ao longo do tempo existe uma tendéncia

para ocorrer o equilibrio entre o amostrador e o meio de estudo.

Regime
cinético Regime de equilibrio

Concentragao no amostrador

tso Tempo

Figura 1.7 - Acumulaco de analitos num amostrador passivo ao longo do tempo®8,

Em regime de equilibrio, os amostradores passivos acumulam os ides metalicos durante um periodo
de tempo suficiente para que a concentragdo do analito no amostrador esteja em equilibrio com a da

solugédo. A didlise de Donan é um exemplo deste modo de operagao 5879,

Os amostradores passivos em regime cinético acumulam os analitos continuamente, sob um fluxo
de massa destes ao longo do tempo de exposicdo. A quantidade de analitos acumulados reflecte a
concentracdo no meio aquoso bem como a afinidade para os analitos. Permitem a medicdo de massas
durante periodos de tempo e um eventual conhecimento de contaminantes ndo detectados nas

amostras pontuais 5870,
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1.3.2.1.3 Seleccdo de componentes

A utilizacdo de amostradores passivos implica a aquisicdo de materiais e a sua montagem, ou a
compra de amostradores passivos prontos a utilizar. Existem varios factores e parametros que devem
ser considerados previamente a escolha dos materiais a utilizar.

Ao selecionar o equipamento para a amostragem de agua, uma das principais consideracdes a ter
em conta, devera ser o material que estara em contacto com a amostra. O material selecionado nao
devera libertar compostos interferentes com a determinacdo dos analitos nem reagir com estes. No
caso de analitos inorganicos nao deveréo ser utilizados materiais metalicos. O equipamento deve ser
devidamente limpo previamente a amostragem e a limpeza devera ser adaptada consoante os analitos-
alvo 58,

O uso de uma membrana polimérica ou de uma camada de gel como camada de difusdo minimiza
o impacto das flutuacdes da velocidade da &gua. No entanto, também reduz a taxa maxima de
acumulacéo de analitos, o que diminui a sensibilidade da técnica, pelo que a espessura de mesma é
relevante %8,

A fase receptora pode ser liquida e acumular os analitos por absor¢do ou ser sélida e acumula-los
por adsor¢cdo. Nos amostradores passivos de metais, hormalmente sédo utilizadas resinas quelantes
como fase receptora ,e, apés adsorgao, o elemento s6 pode ser libertado por acgéo de acidos fortes 8.

Consoante o tipo de amostrador passivo escolhido e o seu funcionamento, surgirdo mais factores

gue condicionam a escolha do material a utilizar durante a montagem do mesmo.

1.3.2.2 Diffusive Gradients in Thin-Film (DGT)

Neste estudo, os amostradores passivos usados foram os Diffusive Gradients in Thin-Film (DGT).
Esta técnica permite realizar, in situ, a medicdo quantitativa de espécies metalicas labeis 70-73, A
utilizac@o de DGT é a mais comumente estudada e aplicada em matrizes de aguas superficiais e andlise
de metais.

A origem deste tipo de amostradores remonta a geoquimica de sedimentos. A pesquisa sobre a
diagénese levou ao uso de dispositivos diffusive equilibrium in thin-films (DET), e a necessidade de
melhorar a sensibilidade destes para metais vestigiais em dgua do mar, despoletou a criacdo de DGT
74, Actualmente, estes dispositivos sdo os mais utilizados na amostragem passiva de metais e na
caracterizacdo e especiacdo de metais em agua 4458,

A técnica de DGT é selectiva, simples, possui uma capacidade multielementar e permite pré-
concentrar os analitos, diminuindo o efeito de matriz, melhorando o limite de quantificacdo alcancado

pelos métodos analiticos e a sua aplicagcao permite determinar a biodisponibilidade de metais 6575,

1.3.2.2.1 Principio de funcionamento
O dispositivo DGT deve ser utilizado durante um periodo de tempo conhecido, num meio aquatico
ou numa solucéo laboratorial. O principio adjacente a esta técnica € a difuséo dos ides metdlicos, desde

0 meio aquoso até a fase receptora, normalmente uma resina, que os acumula via adsor¢ao.
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Um DGT é constituido por um filtro membranar, uma camada de gel de difusédo e uma camada de
resina, sustidos por um invélucro de plastico com uma abertura circular, tal como pode ser observado
na figura 1.8.

Filtro membranar

Camada de gel de difusdo

Camada receptora/
de sor¢do/ resina

Invélucro exterior com
janela de exposicdo

Invélucro exterior

Figura 1.8 - llustragéo de um DGT 72.

Os filtros membranares sdo polimeros com uma rede de poros, geralmente de 0,45 um, que
conferem propriedades de exclusdo molecular ao dispositivo 4473, O gel de difusdo encontra-se
separado da agua, por uma camada de fronteira (DBL) e pelo filtro membranar. Os metais tém que
difundir através da DBL e do gel, referenciados na Fig.1.9, para que possam adsorver na resina.
Teoricamente, apenas a fraccdo de iBes metalicos livres consegue adsorver na resina do dispositivo

DGT, as formas complexadas dos metais ndo 7S.

Cy
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Figura 1.9 - Concentracéo de espécies idnicas na agua (Cp), e ao longo dos componentes do amostrador passivo
74

Tal como ilustrado na figura 1.9, teoricamente, na camada da resina a concentracdo de ides
metdlicos deve ser nula, uma vez que estes deverdo complexar por completo com a resina até que a
saturacdo seja atingida ou a exposicéo interrompida. No entanto, mesmo em ambiente controlado
existe sempre alguma competicdo para ligacao a resina. Desde que a resina ndo sature, quanto maior
for o tempo de exposi¢cdo do DGT maior sera a concentracdo de metais, pelo que a capacidade da

camada de resina no dispositivo € um factor limitante a massa de ides metalicos acumulada 71.72.74.76,
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Figura 1.10 - Representacdo esquematica da cinética de acumulagdo durante a exposigdo de um amostrador
passivo 70,

O perfil de acumulagdo de analitos pela resina encontra-se representado na figura 1.10 e é
caracterizado por uma fase linear e uma fase néo-linear que ocorre quando o equilibrio com a solugao
ou a saturagdo da resina sao atingidos. A taxa de acumulagédo é dependente da velocidade de difusao

do analito através das varias camadas do DGT, ou seja, do seu coeficiente de difusao 7°.

1.3.2.2.2 Calculos e premissas

Os DGT permitem a medicéo directa da massa de analitos acumulada 44. E necesséria a aplicacéo
de vérias premissas e célculos para obter a concentracdo de analitos na solugéo (dgua) original.

Apos a exposicdo de DGT & agua, os analitos sdo extraidos da camada receptora recorrendo a
extrac¢@o com um Acido forte. Consoante a resina e o0 método de extraccdo usado, a eficiéncia varia,
pelo que esta deve ser tida em conta durante o calculo de massa.

Assim, conhecendo o volume de &cido utilizado na extracgdo (Vacido) € @ massa acumulada (M) de

cada analito, calculada através da concentragdo no solvente de extracao (Cse), aplica-se a equacao (1):

M= Cse(Vgel + Vécido)
fe

(1)

Em que Vel € 0 volume de gel na camada de difusdo e f. é a eficiéncia de extrac¢éo. Na prética, o
volume de gel é negligenciavel 2. Sabendo o tempo, t, e a area de exposicao do dispositivo, A, o fluxo
de ibes metalicos através do DGT, F, pode ser calculado da seguinte forma:

M

F:E (2)

Idealmente a espessura da DBL deve ser medida experimentalmente, no entanto essa é uma tarefa

muito exigente e torna-se necessario aplicar algumas simplificacdes. Se assumirmos que a espessura
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da DBL é muito menor do que a espessura do gel de difusédo, podemos considera-la negligenciavel e

a Lei de Fick podera ser aplicada 7277 :

F=p¥ 3)
T Tdx

Em que D é o coeficiente de difusdo, c representa a concentragao do soluto e x a distancia. Devido
a conveccdo existente na solucao original (natural no caso de meios aquaticos e induzida no caso de

solucdes laboratoriais) assume-se que a concentracdo do analito nesta é constante.

Consequentemente, o gradiente da equagéo (4) para DGT é simplesmente C/Ag, obtendo-se:

DC @
=79

Onde C é a concentracdo de analito na solucdo e Ag é a espessura do gel de difusdo. Se for
assumido que o tempo necessario para atingir o estado de equilibrio é negligenciavel, podemos obter

uma equacao de célculo da concentracéo de analito na solugéo original, igualando a equacgéo (3) a (4):

_ MAg )
~ DAt
Esta equacdo passou a ser conhecida como a equagdo DGT 44 A sua utilizacdo implica

implicitamente o reconhecimento de véarias premissas como verdadeiras:

1. A massa acumulada durante o periodo anterior ao estado de equilibrio é negligenciavel;

2. O transporte dos analitos dentro do DGT ocorre por difuséo;

3. A massa acumulada, a espessura gel de difuséo, o coeficiente de difusdo do analito na camada
de difusédo, a area de exposicdo e o tempo sdo conhecidos;

4. Todas as interacc¢des que possam ocorrer no DGT, como efeitos de carga e ligacdes de analitos
ao filtro membranar e a camada de difusao, sdo negligenciaveis;

5.0 analito adsorve de imediato a resina, mantendo-se na sua superficie;

6. Os coeficientes de difusao no filtro membranar e na DBL sao semelhantes aos do gel 7.

A equacdo (5) é adequada para solugbes com agitacdo e prevé que a massa acumula linearmente
com o tempo. Permite estimar a concentracdo do analito na solu¢éo, caso seja desconhecida ou D se
a solucéo tiver uma concentracao conhecida de analito. No entanto, mesmo que todas as premissas
sejam atingidas, nao existe garantia de que a concentracéo calculada seja idéntica a concentragcdo do

analito na solucgéo original, mesmo num sistema muito simples 44,

Tal como foi anteriormente referido, na secgéo 1.2.1, os metais estdo divididos em vérias espécies,

mas a técnica de DGT, ao contrario de outras, mede somente a fraccdo labil de metais. A massa
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acumulada, M, que consiste na soma de i6es metdlicos livres disponiveis na solucao e resultantes da
dissociacdo de complexos metalicos, deve representar apenas essa fraccdo de metais. Com base na

equagéo (5), M pode ser calculada da seguinte forma 76;

M= (CuDy + Cyp Dy )At

i ©)

Em que Cw € a concentracao de ides metalicos livres, Dm € 0 coeficiente de difusdo do ido metalico
livre, CmL € a concentragdo de metais dissociados de um complexo metalico e Dv. € 0 coeficiente de
difusdo do complexo metdlico. No entanto, quando a espessura do gel de difusdo é suficiente, os
complexos metalicos podem ser considerados inertes e a medicédo por DGT € controlada somente pelo

efeito de difuséo, pelo que aplicamos a equagéo (7).

M= CyDy At o
4ag
1.3.2.2.3 Seleccédo dos componentes

Existem dois componentes essenciais ao funcionamento do DGT, a camada de gel de difusédo e a
camada receptora, também conhecida por resina. Consoante a escolha da resina e gel de difusédo, a
selectividade do DGT varia e a relagdo entre massa acumulada e tempo difere .79,

Existem varios materiais que tém sido descritos como camada receptora de DGT. A escolha deve
ser feita tendo em conta a matriz em que sera utilizada, a for¢ca de ligacdo com o analito, a capacidade
da resina e a presenca de efeitos de competicdo**. No caso dos DGT-As a principal deteccéo é de
arsénio, havendo também a possibilidade de medicdo de V, Mo, Se e Sb 8981, os metais sdo
acumulados por adsorgdo a uma camada de hidréxido de ferro (FeOOH) 8. No entanto, para a medicéo
da maior parte dos metais a resina mais utilizada tem sido a Chelex-100.

A resina Chelex-100 é constituida por copolimeros de estireno divinilbenzeno com i6es de
iminodiacetato que actuam como grupos quelantes de iBes metalicos polivalentes. Pode ser utilizada a
pH = 4, ou seja, ligeiramente acido, neutro ou basico. Na figura 1.11 estdo representadas as formas

zwitteriénicas da resina Chelex em funcédo do pH 8.

CH,COOH CHZCOOH CH,C00- CH,CO00-
+ * +
@-CHy=NH*  @-CH,NH B~CH,=NH @~CHy~
CH,CO0H  CH,CO00- CH5CO00- CH,C00-

pH221 —» pH399 ——s pH7.41 ——s pH12.30

Figura 1.11 - Estrutura da resina Chelex-100 em func&o do pH 3.
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Quando a resina Chelex-100 se encontra carregada negativamente, € uma boa escolha para a
amostragem de metais de transi¢do devido a sua selectividade na ligacéo destes, proporcionada pelos
grupos de acido iminodiacético 7882, Liga-se fortemente, via quelagdo, a metais vestigiais em detrimento
de ibes maioritarios (Ca?*, Mg?*, Na* e K*) 44748 A ordem aproximada de selectividade da resina
Chelex -100 para catides numa solugdo de &cido nitrico ou cloridrico (pH 4 — 6) é:

Cu?*>> Pb?* >Fe® >Al** >Cr¥* >Ni?* >Zn?* >Ag* >Co?* >Cd?* >Fe?* >Mn?* >Ba?* >Ca?*>>>Na*
A capacidade da resina é 0,4 meg/mL e o nivel de saturacdo da mesma depende da quantidade de

resina utilizada na construcdo do DGT 7283,

A camada de difusdo normalmente é composta por um hidrogel, o qual consiste numa rede de
polimeros que apesar de serem altamente hidrofilicos também s&o insollveis, os seus grupos polares
permitem a absorgdo de agua e inchamento, mas o gel ndo se dissolve em contacto com agua. A sua
consisténcia varia desde fluido viscoso a sélido compacto 4484, O transporte de massa através do
hidrogel é totalmente dependente de difusdo, ao ser utilizado um hidrogel de espessura conhecida,
consegue controlar-se a taxa de transporte de massa. .

Tém sido utilizados trés tipos de géis: agarose, poliacrilamida reticulada com um derivado de
agarose (APA) e poliacrilamida reticulada com bis-acrilamida (RES). O hidrogel mais utilizado, APA, é
derivado da poliacrilamida com a férmula quimica (CsHsNO)n, cuja estrutura se encontra representada
na figura 1.12. Este tipo de gel incha em contacto com agua; quanto maior for a turgescéncia, maior é
a proporc¢do de agua que contribui para a difuséo livre dos solutos 7. Para valores de forga i6bnica 21mM
nao ocorrem ligacdes mensuraveis de metais vestigiais ao gel APA 8. Contudo, este hidrogel apresenta
locais especificos de ligacdo para Cu?* e Pb2. Se estes catides estiverem presentes na solugéo, podem

ficar retidos na camada de difusdo, em detrimento de outros metais como Co?*, Ni2*, Cd?* e Mn2*+ 44,

OsNH2

n

Figura 1.12 - Estrutura molecular de poliacrilamida 87.

O filtro membranar é de polietersulfona com poros de 0,45um. Este normalmente € preterido para
aplicac@es in situ, uma vez que é mais resistente aos biofilmes*4.
O invélucro que envolve o filtro membranar, o hidrogel de poliacrilamida e a resina Chelex-100 é

composto pelo plastico acrilonitrilo butadieno estireno (ABS) 44.
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Figura 1.13 - Estrutura do polimero de ABS &,

As propriedades de ligagdo dos géis e membranas utilizados em DGT tém sido testados para uma
pequena gama de analitos e condi¢cdes apesar da ligacdo depender do pH, concentra¢do de analito e
forca iénica.

Apbés o acondicionamento dos componentes no DGT, estes sdo robustos, mas de facil
contaminagdo, especialmente a resina Chelex-100 que facilmente retém quaisquer metais vestigiais
com os quais entre em contacto 4. Em armazenamentos superiores a uma semana, os DGT devem
ser refrigerados a 4°C, de forma a minimizar o crescimento de microorganismos e a perda de

humidade#4.

1.3.2.2.4 Factores que influenciam as medi¢des por DGT
Certos parametros fisico-quimicos s&o essenciais para o bom funcionamento dos DGT.

Nomeadamente a temperatura, a forca iénica, o pH, o fluxo de agua e o tempo de exposicao.

Temperatura

Independentemente do analito e do meio, os coeficientes de difusdo sdo estritamente dependentes
da temperatura. Por cada grau de aumento de temperatura o coeficiente de difusdo aumenta,
aproximadamente, 3%, pelo que a temperatura a qual a medicéo é feita deve ser conhecida 44.

Em estudos laboratoriais, a correc¢édo da temperatura faz-se através do uso do valor de coeficiente
de difusdo especifico para a temperatura a que a experiéncia decorreu. No entanto, em estudos in situ,
a temperatura pode variar substancialmente, se néo flutuar acima de 5°C a utilizagdo da temperatura

média nos calculos, pode considerar-se aceitavel 44,

Forcaionica

A forga ionica € determinada através da condutividade eléctrica da solugao ou da concentracao total
de determinados ides inorganicos dissolvidos (Na*, Cl, Ca?*, Mg?*, K*, COs? e SO4%) 8, Em geral, 0
uso de DGT ¢ independente da forca i6nica, excepto se esta for menor que 0,2 mM segundo 729 ou

1mM segundo 7°. Neste caso, a precisdo e exactidao da técnica ficam comprometidas 77-90-93,

pH

As limitagBes do DGT relativamente ao pH estdo associadas ao gel de difusdo e resina utilizados.
A resina Chelex-100 deve ser utilizada a pH = 4, abaixo desse valor o acido iminodiacético fica
protonado e deixa de ter afinidade para com metais. No entanto, para valores de pH entre 5 e 8,3 0

funcionamento deste tipo de DGT é teoricamente independente do pH 72. Ao realizar experiéncias em
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laboratério com DGT deve existir um compromisso entre esses valores e os valores optimos para a

utilizacdo dos metais (pH<6), uma vez que a maior parte dos metais € estavel em meio acido.

Fluxo

O DGT deve encontrar-se exposto ao fluxo da solugcao**. Desde que a espessura do gel de difusao
seja suficiente, aproximadamente 1mm, a difusdo dos ides metdlicos no gel serd independente da
hidrodinamica da solucdo, acima de um valor minimo de conveccédo de 2 cm.s1. Pelo que quando as
medicbes sao efectuadas em meios de conveccdo forte (ex: rios, albufeiras) devem ser independentes
do seu fluxo 72. Em medicdes laboratoriais, a solucdo devera ser agitada, de forma a garantir o fluxo

minimo de 2 cm.s™.

Espessura da camada DBL

Em fluxos grandes de agua, a espessura da camada DBL esta entre 10-100 pum 72. Apesar de
existirem varios modelos matematicos, que permitem calcular a espessura da camada DBL consoante
o fluxo do meio aquatico onde o DGT é largado, seria necessario ter em conta varias premissas para
os colocar em pratica. Como a contribui¢cdo da camada de DBL é pequena comparada com as variagdes
de fluxo e o método de montagem do DGT #4, a semelhanga de outros 717482 decidi que a sua influéncia

€ negligenciavel para o calculo da concentracéo de analitos.

Coeficientes de difuséo

O processo de difusdo de metais em meio aquoso esta dependente de 3 factores: tamanho do metal,

viscosidade do meio e temperatura, como se pode observar na equacgéo de Stokes-Einstein (8) ®4. Por

este motivo, os coeficientes de difusdo variam consoante o metal, o seu estado de oxidagédo* e a
temperatura a que ocorre a captagéo por DGT.

KgT

b= 67'1[3177”

(8)

Nesta equacao, Kg é a constante de Boltzmann, T € a temperatura, n € a viscosidade do meioer é
o raio dos metais em difuséo.

No caso do meio de difusdo dos DGT, os coeficientes de difusdo apresentam valores diferentes
para cada camada atravessada pelos analitos. Teoricamente, deveria considerar-se o somatério de

todos esses valores no célculo de concentragdo do analito segundo a equacao (9).

c

M (59 & s
( ) ©

TAVEAR AN TS

Em que D¢ é o coeficiente de difusdo na camada de hidrogel de espessura &9, Df é o coeficiente de
difus&o no filtro membranar de espessura &' e D¥ é o coeficiente de difusdo em &gua correspondente a
espessura da camada DBL 39!,

Todavia, tem sido adoptada uma abordagem mais simplista. A combina¢ao mais comum de camada

de difus&o consiste no uso de um gel de poliacrilamida, reticulado com um derivado de agarose, e um
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filtro membranar de polietersulfona com poros de 0,45 um. Neste caso, os coeficientes de difusao para
cada camada séo praticamente indistinguiveis, permitindo o uso de um Unico valor de coeficiente de
difusdo, como anteriormente considerado na equacéao (6) *4.

O valor dos coeficientes de difusdo em agua ja foi largamente estudado para a maioria dos metais,
existindo varias compilagdes dos mesmos na literatura °5%. Tém sido obtidos através da utilizagdo em

condicdes laboratoriais controladas ou pela utilizagao de células de difusédo” .

Biofilmes

O aparecimento de biofilmes no filtro membranar pode afectar a medicdo do DGT, no entanto, é
mais provavel ocorrer devido a interagées com os analitos do que ao aumento de camada de difusédo
44, O seu impacto é dificil de prever e de quantificar, esta associado a medi¢gGes de longa duragdo e a

matrizes ricas em nutrientes 98.99,

Tempo de exposicdo
Os dispositivos devem ser expostos, no minimo, durante varios dias ao meio em estudo. O tempo

de exposicao determina o limite de deteccéo da técnica 4.

1.4 Anéalise de metais

14.1 ICP-OES

A técnica de emissdo 6ptica com plasma indutivo acoplado (ICP-OES), também conhecida por
emissdo atdbmica com plasma indutivo acoplado (ICP-AES), tem como principio a medi¢ao da radiacao
electromagnética emitida pelos atomos ou ibes dos analitos recorrendo a espectrometria de emissao
Optical®,

Quando a injec¢do de amostra é efectuada por um nebulizador concéntrico para uma camara de
nebulizacéo cicldnica, as goticulas da amostra sdo separadas por for¢a centrifuga de acordo com o
seu tamanho e é criado um vortex através do fluxo do aerosol e do gas nebulizador 190101, O plasma,
posicionado verticalmente, é usado com o intuito de gerar fotGes, de comprimento de onda especifico
de acordo com as caracteristicas do elemento correspondente, através da excitacao de electrdes da
amostra 102,

Um sistema éptico separa as linhas de emisséo de cada analito e a intensidade de cada uma delas
€ medida por um detector de estado sélido de charge injection device. Este permite a deteccdo de

linhas no espectro de 165 a 1000 nm completa e continuamente 199,

142 ICP-MS

A técnica de espectrometria de massa por plasma indutivo acoplado (ICP-MS) proporciona a anélise
multielementar que ja existia na emissao optica com plasma indutivo acoplado (ICP-OES), combinando-
a com os 6ptimos limites de detecgéo que a espectrometria de massa permite atingir. E uma técnica
que existe desde 1983, apesar da sua eficiéncia ndo é tdo utilizada quanto outras técnicas de andlise

de metais vestigiais, devido ao seu custo elevado.
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O ICP-MS néao pode ser utilizado para especiacao de metais, as diferentes espécies devem ser

separadas antes de serem introduzidas no plasma®’.

1.4.2.1 Caracteristicas e componentes

Um ICP-MS é composto por um espectrometro de massa com um plasma indutivo acoplado
constituidos por: um sistema de lentes, um analisador, um detector, um sistema de introducdo de
amostra, uma fonte de plasma e uma regido de interface 102193, Qs quais se encontram

esquematicamente representados na figura 1.14.

Detector de ides Interface
. - : Tocha
Sistema de separagao Sistema de
de massas lentes de
G: focagem \ LI Interface
L — N\ . )
- | Camara de de
[ —— P | nebulizagdo  introdugao
< de amostra
—
Nebulizador
Fonte de
Bomba : =
S alimentacao
Bomba Bomba perlstaltlca
. de RF
urbomolecular turbomolecular

Figura 1.14 - Esquema dos constituintes do ICP-MS10%,

Esta técnica é caracterizada por limites de detecgdo na ordem dos picogramas, uma ampla gama
dindmica linear, capacidade de analise multielementar e taxa de transferéncia da amostra elevada.

Possui uma capacidade de deteccdo de trés a quatro graus de magnitude superior ao ICP-OES™L,

1.4.2.2 Introducdo de amostras

O sistema de introducdo de amostra é constituido pelo amostrador automatico, pela bomba
peristaltica, pelo nebulizador e pela camara de nebulizagdo. Tradicionalmente usado para a andlise de
solugBes aquosas, existem varias formas de introdugdo de amostras liquidas num ICP-MS, mas em
todas ocorre a formacao de um aerossol.

O sistema de introducdo de amostra deve garantir que a massa média por goticula de aerossol € o
mais baixa e constante possivel, ndo ocorram efeitos de matriz, o tempo de estabilizacdo do aerossol
€ minimo, as partes do sistema em contacto com a amostra ou com o0 aerossol ndo estejam corroidas,
degradadas ou contaminadas e que o efeito memoéria seja minimizado.

A amostra é colocada no amostrador automatico e € bombeada por uma bomba peristaltica a
aproximadamente 1mL/min. para o nebulizador, onde é convertida a um aerossol fino pela accao
pneumatica do fluxo de gas nebulizador. As goticulas pequenas do aerossol sdo separadas das
restantes na cdmara de nebulizacdo e transportadas para a tocha, onde ocorre a sua dissociagéo,

atomizacao e ionizacdo. As maiores goticulas do aerossol (~10um de didmetro) séo eliminadas na
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camara de nebulizacdo por accdo da gravidade e saem através de um tubo de drenagem que se
encontra ligado a bomba peristéltica. Esta remocédo de liquido permite manter a pressao, evitando
variagdes de sinal 37:101-103,

A camara de nebulizagédo deve estar arrefecida entre 2 a 5°C pelo fluido de refrigeragdo, com o
intuito de condensar a 4gua vaporizada no processo de nebulizagéo e, assim, diminuir o contacto desta

com o plasma, reduzindo a formacao de 6xidos 101.103,104

1.4.2.3 Formacédo do plasma
O sistema de formacédo do plasma possui dois componentes, a tocha e a bobina electromagnética,

geradora de radiofrequéncias, na figura 1.15 encontra-se uma representacao esquematica do mesmo.

Interface

Cone Cone
skimmer sampling

L ‘_I Gasdo  Gas

Bobina plasma auxiliar

electromagnética

| |
| Tubo exterior Tubo intermédio |
‘ Gas

nebulizador

-« < < < <«
e amostra
— nebulizada

Tubo injector

f

Plasma

Fonte de
<—— alimentacado

da bobina

Figura 1.15 - Representacdo esquematica do sistema de formac&o do plasma em ICP-MS 101,

A tocha é composta por trés tubos concéntricos de quartzo, o tubo exterior, o tubo intermédio e o
tubo injector, através dos quais fluem trés gases com func¢fes distintas. Geralmente ¢é utilizado o gés
do mesmo elemento para os trés fluxos, no entanto existem alguns beneficios analiticos de usar uma
mistura de gasesiot.

O gas utilizado para formacédo do plasma circula dentro do tubo exterior a um fluxo de 12-17 L/min.
O gés auxiliar passa no tubo intermédio a ~1L/min., tem como func¢®es a reducao de temperatura do
tubo injector e 0 aumento da separacdo entre a tocha e o plasma. Por Ultimo, o gas nebulizador
transporta a amostra em forma de aerossol a um fluxo de ~1L/min.

O gas de eleigdo para este processo € o argon, devido a sua resisténcia eléctrica para dissipagao
de energia, condutividade térmica adequada para transmitir calor da regiao exterior do plasma para a
interior, alta temperatura em estado gasoso (4.500-8.000K), alta densidade electrénica (1,3x10%5 e

/cm?), robustez do plasma e custo aceitavel 104106, A alta energia disponivel no plasma de argon (~15,8
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eV) permite ionizar a maior parte dos elementos da tabela periddica, uma vez que a maioria possuli
energias de primeira ionizacdo de 4 a 12 eV 102,

A bobina electromagnética produz uma radiofrequéncia (27 ou 40 MHz.) que promove a criacdo de
um campo electromagnético intenso no “topo” da tocha. Enquanto o gas que formara o plasma flui
através da tocha, aplica-se uma faisca de alta voltagem, o que causa alguns electrdes a dissociarem-
se dos atomos de argon. Estes sao acelerados pelo campo magnético colidindo com outros atomos de
argon, numa reaccao em cadeia que provoca a ionizacdo do gas, formando um plasma de altas
temperaturas (6.000 a 10.000K). O plasma é mantido pela continua transferéncia de energia por parte

da bobina.

O processo de formacao do plasma é idéntico no ICP-MS e no ICP-OES até este ponto. No ICP-MS
a tocha esté posicionada horizontalmente e centrada na bobina electromagnética. Esta é ligeiramente
diferente da utilizada na técnica de ICP-OES. No caso do ICP-MS, a bobina deve ter uma ligacdo a
terra para garantir que a regido de interface tenha um potencial o mais perto possivel de zero. Desta
forma, evita que ocorra uma segunda descarga eléctrica, devido ao acoplamento electrostatico entre a
bobina e o plasma, que poderia aumentar a formagdo de espécies interferentes e afectar a energia

cinética dos ibes que entram no espectrometro de massa.

O aerossol previamente gerado na camara de nebulizacdo sai do tubo injector com grande
velocidade, atravessando o centro da descarga do plasma. De seguida, atravessa véarias zonas de
aquecimento, ilustradas na figura 1.16, onde sofre algumas alteracbes fisicas. Na zona de preé-
aguecimento sofre desolvatacdo e vaporizacdo, na zona de radiacdo ocorre a atomizacéo e, finalmente,
na zona analitica a ionizagdo através da colisdo com os electrbes do gés. Os ifes da amostra séo

depois dirigidos em feixe para a regiao de interface.

6500 K 7500 K 8000 K

Zona de pré-aquecimento

~_ I

Zona inicial de
radiagao

Zona analitica

10,000 K

Figura 1.16 - Zonas de diferentes temperaturas do plasma no ICP-MS1%,
1424 Regido de interface e sistema de lentes
Os catides formados na tocha devem ser transportados de forma eficiente e mantendo a sua

integridade eléctrica, desde o plasma, que se encontra a presséo atmosférica (760 Torr), até a regido

analitica do espectrémetro de massa, em vacuo (10 Torr).
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A regido de interface contém dois cones, geralmente de niquel, o sampler e o skimmer e o vacuo é
mantido com o auxilio de uma bomba turbomolecular. Quando é adicionado oxigénio ao gas
nebulizador através da leitura de amostra organicas, é preferivel utilizar cones de platina, uma vez que
sdo mais resistentes. Cada um dos cones possui um pequeno orificio que permite a passagem dos
catibes para um sistema de lentes electrostaticas. A regido de interface é arrefecida por agua e
constituida por um material que dissipa o calor facilmente, como o cobre ou o aluminio©?,

Quando os ides sdo formados no plasma, possuem energias cinéticas diferentes consoante a sua
razdo massa/carga (m/z). Como se pode observar na figura 1.17, ao atravessar o cone sampler para o
cone skimmer, o feixe de electrfes expande, mas mantém a sua composicao e integridade se o plasma
for neutro, pois o comprimento de Debye (distancia a que a carga dos ides exerce influéncia entre eles)

€ menor do que o diametro dos orificios dos conest,

Cone Skimmer  Cone Sampler :
Bobina
electromagnética
Sistema de . . .
lentes
Expansdo do T Amostra
S i Feixe i6nico x
feixe i6nico nebulizada

Figura 1.17 - Representagdo esquematica de uma secc¢éo transversal da regido de interface e do topo da tocha
101

O espectrometro de massa é constituido por um sistema de lentes electrénico, um separador de
massas e um detector. O sistema de lentes é responsavel pela focagem do feixe iénico, conduzindo-o
a um dispositivo de separacdo de massa, enquanto evita que fotbes, espécies neutras e particulas
atinjam o detector. Estas espécies causam instabilidade do sinal, contribuem para o aumento de ruido
de sinal e podem aumentar a necessidade de limpeza e manutencao do aparelho.

Existe uma tendéncia natural para os catibes se repelirem uns aos outros, se esta ndo fosse
corrigida, os catides de maior m/z for¢cariam os catides de menor m/z para o exterior do feixe, o que
diminuiria significativamente a sua deteccdo. Assim, o sistema de lentes compensa este efeito
recolocando electrostaticamente os catides no centro de feixe através da aplicacao de uma diferenca

de potencial nas lentes 103104,

1.4.2.5 Anédlise de massas

Ha varios tipos de dispositivos de separacdo de massa, o ICP-MS utilizado neste trabalho possui
um quadrupolo. Este tipo de dispositivo consiste em quatro hastes de metal cilindricas, paralelas, de
aco inoxidavel ou molibdénio, um par com um determinado potencial de radiofrequéncia (RF) e o outro

com uma corrente continua (CC). O quadrupolo actua como um filtro de massas de ides, apenas
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aqueles que possuirem um valor de m/z dentro de uma certa gama poderao atravessar o quadrupolo
em direccdo ao detector. Os restantes, com valores inferiores ou superiores, ficam com a trajetoria
alterada e atingem as hastes, sendo neutralizados. Durante uma analise multielementar este processo
repete-se sucessivamente para cada analito com o respectivo ajuste de RF/CC consoante a m/z que
se deseja separar.

A resolucdo do quadrupolo é caracterizada pela largura do pico a 10% do mesmo. Outra
caracteristica de qualidade relevante é a sensibilidade da abundéancia, que consiste na influéncia dos
sinais M+1 e M-1 em relacéo ao sinal M. A sensibilidade da abundancia de i6es nos quadrupolos piora

para massas baixas, porque a estabilidade destas é menor do que a das massas altas 101104107,

1426 Detector

O sistema de deteccé@o consiste num eléctrodo (dinodo de conversdo), num multiplicador de
electrbes e num pré-amplificador. Os iBes séo colocados sob a influéncia de uma voltagem negativa,
colidindo com o primeiro dinodo e libertando electrdes. Estes, por sua vez, colidem com os dinodos do
multiplicador duplicando sucessivamente a sua quantidade. Por fim, obtém-se um pulso de electrfes,
gue corresponde a aproximadamente 108 electr6es por cada ido. Este é processado e convertido em
contagens de sinal eléctrico ou concentragdo por um software proprio, usando padrdes de calibracéo
como referéncia para a sua quantificagdo. Deve ter-se em conta o sinal de ruido, normalmente causado
por fotdes que atingem o detector apesar das medidas tomadas.

No entanto, existem dois factores limitantes deste sistema analitico, a intensidade do fluxo de
corrente que o detector pode sustentar e o seu “tempo morto”, ou seja, 0 tempo minimo entre sinais em
que o detector consegue registar o pulso. Estes factores s@o a causa da limitacdo da capacidade do
sistema, que se encontra entre 2x108 a 4x10°® contagens por segundo. Deve ser efectuada uma
correcgdo matemética de forma a corrigir a ndo-linearidade causada por estes.

Software

Controladorde
Catiao scan

V' l

Quadrupolo  —o @
intermédio
/ Sinal analégico Contador

™

I

Detector 5
Analisador

multicanal

Sinal de pulso Contador

l

Figura 1.18 - Circuito de detecgdo do sinal por dois modosi®t,
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O sistema de deteccao efectua contagens de dois modos distintos, 0 analégico e o pulse-counting,
como pode ser observado na figura 1.18. Normalmente o modo de pulse-counting (contagem digital) é
utilizado porque permite uma detecgdo de alta sensibilidade para elementos em baixa quantidade. No
entanto, quando o sinal é demasiado intenso, 0 modo analégico € automaticamente preterido em
relagdo ao modo de pulse-counting, de forma a evitar danos no detector. O modo analégico consiste
na diminui¢c&o do factor de multiplicacéo dos electrdes, que se pode alcangar diminuindo o potencial do
detector ou colectando apenas parte dos electrdes gerados. A utilizacdo dos dois modos permite a
medicdo de concentracdes baixas e altas na mesma amostra.

O tempo de vida de um detector corresponde a 1 ou 2 anos, durante este periodo a sensibilidade
do detector diminui lentamente e a voltagem tem de ser aumentada periodicamente de forma a

recuperar a sensibilidade original 37.101-104,

1.4.2.7 Interferéncias
Subjacentes a técnica de ICP-MS existem varias causas de interferéncias, que se ndo forem
corrigidas induzem em erro a andlise da contagem dos metais. As interferéncias podem ser espectrais

ou ndo-espectrais 104,

m Isobaricas

= Espectrais Poliatémicas

= Dupla carga

Interferéncias =

= Fisicas

— Nao Espectrais Efeitos de matriz

Efeitos de
memaoria

Figura 1.19 - Esquema dos varios tipos de interferéncias em ICP-MS.

1.4.2.7.1 Interferéncias Espectrais

As interferéncias espectrais podem ser isobéricas, poliatomicas ou de dupla carga.

Quando elementos diferentes possuem isGtopos com a mesma relacdo m/z, ocorrem interferéncias
espectrais isobaricas. Por exemplo, o vanadio ocorre na forma dos isétopos de massa 50 e 51 u.m.a,
no entanto, devido a outro tipo de interferéncia s6 deve ser lida a massa 50, que coincide com is6topos
de titdnio e crdmio. A solucdo é a correcdo matematica através da relacao entre a abundancia relativa
dos interferentes e a abundéancia relativa do analito.

As interferéncias espectrais poliatbmicas devem-se a combinacao de dois ou mais ides. Ocorrem

principalmente na regido de formacéo do plasma ou na regido de interface, através da recombinacao
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de espécies devido a diminuicao de pressado e temperatura. Muitas destas interferéncias sdo causadas
pela combinacdo de ides do gas do plasma com ides de outras espécies. Por exemplo, a espécie
poliatdbmica “°Ar35Cl*, normalmente formada quando o argon é o gas de plasma e/ou gas nebulizador,
interfere com 7As*. Outra fonte igualmente comum de interferéncias poliatomicas trata-se da
combinacéo dos elementos presentes na amostra com H, 160 ou ®OH, provenientes do ar ou da agua,
formando hidretos e 6xidos em zonas de menor temperatura do plasma. Um exemplo deste caso trata-
se da espécie poliatémica 3°CI'60* que tem maior propensado a formar-se quando o teor de 6xidos é
abundante, interferindo com a leitura de 51+ 101103 A correccdo deste tipo de interferéncias é
conseguida através de equacdes matematicas representadas por funcées lineares em que o declive
representa o factor de correcgéo que tem em consideragdo a cinética de formacéo da poliatomica e a
relacdo entre os is6topos presentes na mesma.

As interferéncias de dupla carga sdo causadas pela forma¢édo de um ido com dupla carga positiva,
que produz um pico com metade da intensidade, uma vez que a razdo m/z diminui para metade. Estas
interferéncias sdo influenciadas pelas condi¢cdes de ionizacdo no plasma e podem ser diminuidas

através da optimizagéo do fluxo do gas nebulizador, da RF e do posicionamento da tocha 101,

1.4.2.7.2 Interferéncias N&o Espectrais

As interferéncias ndo espectrais podem ser fisicas, por efeitos de matriz, ou efeitos de meméria.
Sé&o originadas no processo de nebulizagéo, no plasma, na regido de interface ou no sistema de lentes.

As interferéncias fisicas sdo causadas por alteracdes de propriedades entre solu¢des que afectam
a eficiéncia de nebulizacdo, devem ser evitadas pelo uso de matrizes de amostras e de padrbes 0 mais
semelhantes possivel e sob a mesma temperatura. O uso de padrdes internos corrige interferéncias
fisicas que possam ocorrer no processo de nebulizagdo. Adicionalmente, o uso de uma bomba
peristaltica permite diminuir estas interferéncias, uma vez que assegura um fluxo constante,
independentemente das diferengas na viscosidade entre amostra, padrées e brancos 101,

As interferéncias por efeitos de matriz suprimem o sinal dos analitos e sdo causadas pelo impacto
na formagéo de goticulas no nebulizador ou pela selec¢do das mesmas na camara de nebulizagéo.

Por altimo, os efeitos de memdéria ocorrem quando o sinal de um analito de uma amostra analisada
previamente afecta o sinal da amostra seguinte. Deve ser sempre usada uma solucdo de lavagem entre

amostras para evitar este efeito. 101,104,108,109,

1.4.2.8 Contaminacdes

Como j4 foi referido, a técnica de ICP-MS ¢ altamente sensivel e muitas vezes utilizada em analise
de elementos vestigiais, o que torna esta técnica muito susceptivel a contaminacdes das amostras.
Estas podem ter variadas origens, nomeadamente, na atmosfera do laboratério, no material
laboratorial, na amostra, nos reagentes e respectivos recipientes, e no analista 103,

A contaminacdo através da atmosfera laboratorial € a que possui maior impacto para a determinagao
de elementos abundantes na crosta terrestre ou de fontes antropoldgicas. Estes contaminantes
encontram-se sempre presentes na forma de particulas de pé e sdo transportados pelo ar com a

movimentacédo do trabalho laboratorial. A melhor forma de minimizar este tipo de contaminacao é evitar
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a geracao, transporte e deposicao destas particulas, o que pode ser alcancado com o bom planeamento
de construcao do laboratério, uso de um filtro de ar de alta eficiéncia (HEPA), camaras de fluxo laminar
e com uma rotina de limpeza adequada 1.

Durante os processos de amostragem, armazenamento e preparagdo de amostra, a amostra entra
em contacto com Vvarios recipientes e utensilios laboratoriais que podem contamina-la. Os materiais
mais comuns para a andlise de metais vestigiais sdo o polietileno, o polipropileno e polimeros
fluorinados. Os recipientes devem ser todos descontaminados antes de entrarem em contacto com a
amostra 103, Os reagentes devem ter um elevado grau de pureza 193,

O analista pode ser uma das maiores causas de contaminacdo da amostra. Uma pessoa gera
aproximadamente 100.000 particulas por minuto quando imével e 1.000.000 particulas por minuto
quando em movimento. As fontes significativas de contaminacdo do ser humano séo a pele e o coro
cabeludo. Os produtos cosméticos, a tinta para cabelo, a utilizagdo de reldgios, pulseiras e outros
aderecos sdo fontes de varios metais que podem contaminar a amostra 193, A utilizacdo de luvas e bata
¢é imprescindivel. E aconselhado o uso de luvas de PVC, latex ou nitrilo, isentas de p6 talco para as
andlises efectuadas em ICP-MS 35,

1.5 Validacdo de um método analitico

A obtencdo de resultados ndo € garantia de qualidade dos mesmos. Deve ser efectuada uma
validacéo do método utilizado envolvendo um estudo de pardmetros por avaliagdo directa e indirecta,

que, assegurem, inequivocamente, a qualidade dos resultados.

1.5.1 Avaliacdo Directa

Consiste em conhecer a exactiddao do método de trabalho. Esta é definida como a “concordancia
entre o valor obtido e o valor convencionalmente aceite como verdadeiro” 1190 que implica o
conhecimento do valor verdadeiro, no entanto essa noc¢éo tem sido dificil de estabelecer. Os valores
certificados de Materiais de Referéncia Certificados (MRC), ensaios interlaboratoriais e testes
comparativos séo reconhecidos internacionalmente como valores verdadeiros!1°. Contudo, para alguns
métodos de medigdo, ndo € possivel determinar um valor verdadeiro, mas pode ser considerado um
valor de referéncia recorrendo a outro método ou preparando uma amostra conhecida. Normalmente a

exactidao é expressa através do erro sistematico total 111,

1.5.1.1 Material de Referéncia Certificado

E um material ou substancia em que o valor de uma ou mais propriedades foram certificados por
um processo valido e pode ser utilizado na calibracdo de um equipamento ou na avaliacdo de um
método. Encontra-se sempre acompanhado de um certificado ou outro documento emitido pela
entidade certificadora*®.

ApoOs a andlise do MRC, o valor obtido deve ser comparado com o valor certificado e verificar se a
diferenca entre estes se encontra dentro do intervalo de incerteza previsto. Cabe ao laboratério decidir

se a diferenca é ou nédo significativa e o nivel de tolerancia que deve adoptar'®,
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1.5.1.2 Ensaios interlaboratoriais

Consoante 0s objectivos a atingir, existem trés tipos de ensaios interlaboratoriais que podem ser
adoptados, os de aptiddo, de normalizacédo e de certificagdo. Os ensaios interlaboratoriais de aptidao
e de certificacdo atestam a exactiddo dos resultados, enquanto os ensaios de normalizacéo avaliam a

precisdo através de estudos de reprodutibilidade e repetibilidade!1°,

1.5.1.3 Testes Comparativos

Geralmente realizam-se no mesmo laboratério. Consistem na comparacgéo de resultados obtidos a
partir do método a validar com resultados de referéncia obtidos via outro método. Os resultados
consideram-se aceitaveis se o coeficiente de variacéo relativo e o erro relativo forem inferiores ou iguais

a 10%, podem ainda ser utilizados testes estatisticos de comparacéo entre métodos 112,

1.5.2 Avaliagao Indirecta
Baseia-se na determina¢do dos seguintes parametros: praticabilidade, especificidade/selectividade,
quantificacao (limite de deteccao e de quantificacdo, gama de trabalho, curva de calibracdo, linearidade,

sensibilidade), preciséo (repetibilidade, preciséo intermédia, reprodutibilidade) e robustez.

1.5.2.1 Praticabilidade

E determinada pela capacidade do laboratério para executar o método a validar. Essa capacidade
varia consoante a disponibilidade de reagentes, equipamentos, meios humanos, espaco fisico,
condicdes ambientais e a extens&o do processol!2. E o primeiro aspecto a ser considerado antes de

se proceder a validagao de um método de ensaio.

15.2.2 Especificidade / Selectividade

A selectividade é a capacidade de o método identificar e distinguir um analito de uma mistura
complexa, sem que haja interferéncias dos restantes componentes da mistura. Um método especifico
tem uma selectividade elevada. Em muitos métodos, a selectividade é avaliada qualitativamente, mas
pode ser igualmente estudada através de ensaios de recupera¢do com varios tipos de amostras. Um
método pode ser considerado especifico e selectivo quando se verificar que as taxas de recuperacao
sdo proximas de 100%, no entanto, os critérios de aceitagdo podem variar consoante o método e o

laborat6rio 112-114,

1.5.2.3 Quantificagéo
Existem alguns parametros que se baseiam na quantificacdo das amostras e cujo célculo permite a
interpretacao dos resultados obtidos. Destes, destacam-se os limites analiticos do método de ensaio,

a sensibilidade e as curvas de calibragdo!®:.

1.5.2.3.1 Curva de Calibracao
A curva de calibracdo é conseguida através da preparacéo de solu¢des padrdo com concentracdes

conhecidas do analito (deverdo incluir a gama de trabalho), as quais sdo medidas no mesmo
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equipamento e sob as mesmas condi¢cdes analiticas das amostras. Deve desenhar-se um grafico de
sinal do equipamento em funcdo da concentracdo do analito e determinar-se, por interpolacédo, a
concentragao de analitos nas amostras 112113115 O tragado da curva de calibracédo deve ser efectuado
recorrendo ao método dos minimos quadrados e o seu coeficiente de correlagéo deve ter valor superior
a 0,995 112,113_

1.5.2.3.2 Gama de Trabalho

Todos os métodos que implicam a utilizacdo de curvas de calibracdo, necessitam da determinacao
de uma gama de trabalho 115, Para os métodos que ndo implicam o tracado de curvas de calibracdo, a
gama de trabalho devera ser definida previamente, em funcdo da quantidade de amostra e de outros
factores 112113,

A escolha da gama de trabalho devera ser feita consoante: o objectivo préatico da calibracdo, a
viabilidade da capacidade de realizacdo e a independéncia que a variancia dos valores deve ter da
concentracao. Esta Ultima é verificada através de um teste a linearidade!15,

A gama de trabalho devera ter no seu centro a concentracdo de amostra mais frequentemente
esperada e os valores medidos, que se situem perto do limite inferior, serem distinguiveis dos brancos
do método. Assim, o limite inferior da gama de trabalho deve ser igual ou superior ao limite de detecc¢ao

do métodolls,

1.5.2.3.3 Linearidade
Pode ser avaliada pela representacgao gréafica da curva de calibracédo e da anélise do coeficiente de

correlagdo, ou pela realizacéo dos testes de Mandel, de RIKILT e da andlise de residuos 112115116,

1.5.2.3.4 Limiares Analiticos

Existem vérias formas de célculo dos limites analiticos de um método de ensaio. Nos casos em que
a amostra ndo é analisada directamente, passando por um pré-tratamento, devem distinguir-se 0s
limites de deteccéo e de quantificacéo instrumental dos limites da metodologia. Os primeiros dependem
apenas do equipamento usado na analise, pelo que sao geralmente inferiores aos limites de deteccao
e de quantificacao da metodologia, estes além do equipamento consideram o processo de preparagao

da amostra 108116,

Limite de Deteccéo

O limite de detec¢éo (LD) da metodologia corresponde a menor quantidade do analito detectavel
numa amostra, mas ndo necessariamente quantificAvel. A uma concentracdo inferior ao limite de
deteccdo, nao é possivel garantir se a amostra contém ou ndo o analito, torna-se impossivel distinguir

do branco do método*!3. O limite de deteccao pode ser calculado através da seguinte equacao (10).

LD =X+ Ko (10)
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Em que, X é a média de uma série de brancos, o é o desvio-padrdo associado a X , e K é uma
constante.

Admitindo que se trata de uma distribuicdo normal, para um nivel de confianca de 99%, assume-se
K=3. O limite de deteccao depende da matriz do branco, por isso devem ser realizados varios ensaios
de forma a que a média e desvio-padrao sejam baseados em 10 ou mais leituras 114117,

Quando o método envolve uma calibragéo linear, deve ter-se em conta a sensibilidade do
equipamento durante a medicdo e o desvio-padrdo deve ser relativo a curva de calibracéo, pelo que
serd usada a equagéo (11).

3,3.5)/x
= an
Onde Syx €é o desvio padrdo da curva de calibragdo e b é o declive da curva de calibracédo

(sensibilidade) 112113,

Limite de Quantificacdo
O limite de quantificacao (LQ) da metodologia é o menor valor quantificavel de analito. Normalmente
corresponde a solucdo-padrao de calibracdo de menor concentragdo. 113,
E calculado através da equagéo (12).
LQ =X+ 100 (12)

Em que, X é a média de uma série de brancos, o € o desvio-padrdo associado a X. Quando o
meétodo envolve uma calibracéo linear, o limite de quantificacdo passa a ser calculado pela equacéo
(13).

_10.5

5 (13)

LQ
Onde Sy« é o desvio padrao da curva de calibracéo e b é o declive da mesmat!s,

Sensibilidade
A sensibilidade é a relacédo entre o aumento do sinal do equipamento para um determinado aumento
da concentracdo do analito, avalia a capacidade de o equipamento distinguir as pequenas variacdes

na concentracdo do analito. Pode ser definida pela equacéo (14).

Sensibilidade = = (14)
ensioiiiaade = AC

Em que AL é o aumento do sinal e AC é a variacdo da concentracdo que originou o aumento do

sinal. A sensibilidade é dada pelo declive da recta de calibracao e é constante ao longo da gama de

trabalho13,
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1524 Preciséo

Ensaios realizados com substancias idénticas, em circunstancias idénticas, geralmente, ndo geram
resultados idénticos, pelo que é necessario considerar a precisdo do método.

Existem diversos factores que contribuem para a variabilidade de resultados num método analitico,
nomeadamente, o operador, 0 equipamento, a calibragdo, o ambiente e o tempo entre medigfes 111,
Esta variabilidade de resultados num laboratorio é representada pela precisao. Normalmente a precisédo
é expressa em desvio-padrdo ou desvio-padrao relativo 110.114,

Existem trés medidas para a averiguacao da precisédo, a repetibilidade e a reprodutibilidade e a

precisdo intermédia 114,

1.5.2.4.1 Repetibilidade

A repetibilidade € conseguida através da utilizacdo das mesmas condi¢des de trabalho, ou seja,
quando a medicéo é realizada pelo mesmo analista, reagentes e equipamento durante uma curta escala
de tempo, como por exemplo, no caso de analises em duplicado 110112114 Pode ainda ser calculada
através de um numero de leituras, maior ou igual a 10, de amostras idénticas. O coeficiente de variacao

da repetibilidade é dado pela razdo entre o desvio-padrédo e o valor médio das leituras!,

1.5.2.4.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade corresponde a precisdo na variacdo das condicdes de medicdo, ou seja,
medicdes efectuadas em laboratérios diferentes, com analistas, equipamentos e/ou em periodos
diferentes 110112 E calculada através da variancia dos resultados e pode ser obtida através de ensaios

interlaboratoriais.

1.5.2.4.3 Precisao intermédia

A precisdo é avaliada recorrendo a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o
mesmo método, no mesmo laboratério mas com analistas diferentes, em equipamentos e/ou periodos
de tempo diferentes!!2. E o método mais recomendado 119, por ser o que mais se aproxima da realidade
de um laboratério.

A precisao intermédia € obtida pelo desvio-padrao de n resultados 12,

1.5.2.5 Robustez
A robustez de um método indica a sua capacidade de resistir a variagbes que ocorram na sua
execucado. Consiste em identificar as variaveis com maior peso na aplicacdo do método e que podem
impedir 0 seu correcto funcionamento e garantir que séo estritamente controladas durante o método!4.
E o passo final da validacao e s6 € aplicado quando o laboratério pretende propor um método padréo

ou de referénciall2,

1.5.3 Incerteza Global do Método
Segundo a IUPAC, a incerteza € um parametro associado ao resultado de uma medicdo que

caracteriza a dispersao de valores que podiam ser atribuidos ao mensurando 18, Este parametro pode
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ser um intervalo, um desvio-padréo, ou outra medida de dispersdo. A mensuranda é a grandeza que
se pretende medir (concentracdo, comprimento, massa, etc.).

A incerteza esta associada a cada resultado, sendo que normalmente este é indicado como x + U,
onde x é o resultado e U é a incerteza expandida. Subentende-se que o valor da mensuranda encontra-
se dentro do intervalo indicado®17119,

A incerteza nao deve ser confundida com erro. O erro é a diferenca entre um resultado individual e
o valor verdadeiro do mensurando, trata-se de um Unico valor, enquanto que a incerteza, como foi
anteriormente referido, € um intervalo e pode ser aplicada a todas as determinacdes 7.

A incerteza do resultado € influenciada pelas etapas analitica e de amostragem, pelo que deve
existir um conhecimento de todo o processo analitico. A amostragem apresenta uma das maiores
contribuicdes para a incerteza de um resultado??®.

Para resultados perto do limite de quantificacéo, a incerteza pode ser expressa como valor absoluto,
mas para resultados com um valor superior pode ser expressa como um valor relativo.

Segundo o Guia do IPAC120, existem varias abordagens que podem ser utilizadas para o calculo de

incertezas, nomeadamente:

a) Abordagem passo a passo, ou na nomenclatura inglesa “bottom-up”;

b) Abordagem baseada em dados interlaboratoriais;

C) Abordagem baseada em dados da validagdo e controlo de qualidade do método
analitico

1.5.3.1 Abordagem passo a passo

As vérias fontes de incerteza devem ser identificadas e a mensuranda deve ser expressa de acordo
com as varias variaveis de entrada. Deve-se quantificar a incerteza padrdo associada a todas as fontes
de incerteza.

Pode considerar-se que as incertezas associadas a uma medi¢éo tém origem em erros aleatdrios e
sistematicos que ocorrem durante o processo de obtenc¢do de resultados. Normalmente quantificados

como precisdo da amostragem, precisdo analitica, tendéncia da amostragem e tendéncia analitica 1°.

1.5.3.2 Incerteza combinada

Quando a incerteza da mensuranda é obtida pela combinacdo das incertezas das estimativas das
variaveis de entrada, € designada por incerteza combinada e representada por uc(y).

As componentes da incerteza combinada (uc) que tenham uma dimenséo inferior a 1/5 da fonte de
incerteza mais elevada podem ser consideradas desprezaveist0.

Quando o calculo da mensuranda (y) envolve apenas a adi¢cdo ou subtraccdo das variaveis de
entrada, em que existe uma correlagao entre variaveis, a incerteza combinada é calculada através da

equacdao (15).

N

Ut =) (j—i)zu%xi) + zNz_l i . j—; u(xi ) (15)

i=1 i=1 j=i+1
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Por exemplo, nocalculoy=p+q-r

u(y) = Ju@)? + u(q)? +u(r)? (16)

No entanto, se o célculo do mensurando envolver uma multiplicacdo ou uma divisao a incerteza

combinada ja deve ser calculada pela equacao (17).

N

OEDY (;’—;)2 u? (x) (a7)

i=1

Por exemplo, no célculoy = p x q / r, a incerteza combinada seria calculada através da equagéo
(18).

e [T 2

1.5.3.3 Incerteza expandida

A incerteza expandida (U) é obtida pela multiplicacdo da incerteza combinada por um factor de
expanséo (k), o qual pode ser determinado conforme o nivel de confianca pretendido de acordo com a
distribuicdo normal ou a distribuicdo de t-Student. A ISO 11352 recomenda o uso de um factor de k=2,

0 que corresponde a um intervalo de confianga de 95% 121,

U=kxu,/y) (19)

1534 Abordagem baseada em dados de valida¢&o e do controlo interno da qualidade

A melhor estimativa para o valor esperado de uma quantidade que varia aleatoriamente e para o
gual temos n leituras independentes corresponde a média desses valores. Assim, quando a estimativa
de uma variavel de entrada é obtida através de n medi¢des sob condic¢des de repetibilidade, a incerteza

€ calculada através da estimativa da variancia da média. A qual é dada pela equacao (20).

sg = (20)

S
Vn

Em que n corresponde ao niumero de amostras e s ao desvio-padrao correspondente as n leituras.
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2 Materiais e métodos

Todos os ensaios laboratoriais foram desenvolvidos em Lisboa, no Laboratério Central da EPAL. As
andlises foram efectuadas nas salas dos equipamentos de ICP-OES e ICP-MS. Esta Ultima encontra-
se equipada com um sistema de filtracdo High Efficiency Particulate Arrestance (HEPA), que remove
pelo menos 99,97% das particulas em suspensao e com uma camara de fluxo laminar, de forma a
evitar contaminacfes. A temperatura ambiente é regulada por um sistema de AVAC em todas as salas

do laboratério.

2.1 Pesagem e Micropipetagem

As balancas estdo instaladas numa sala isolada das salas de preparacdo de amostra, em mesas de

trabalho préprias, com humidade relativa do ar e temperatura controlados.

Figura 2.1 — Balanga, AT200 da Mettler Toledo, de resolucdo 0,0001g.

A balanca na figura 2.1 foi usada preferencialmente, excepto para medi¢cdes superiores a 250g,

durante as quais utilizei a balanga na figura 2.2.

Figura 2.2 - Balanga, PB 3002-S da Mettler Toledo, de resolugao 0,01g.
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A manutencéo e calibracdo das balancas é efectuada anualmente por uma entidade acreditada.
Todas as micropipetas utilizadas durante a preparacdo de amostra ou de solu¢cdes eram da Ependorf,

séo verificadas de 6 em 6 meses e calibradas anualmente por uma entidade externa.

2.2 Reagentes e solugdes

Acido nitrico (HNOs) bidestilado

O acido nitrico bidestilado foi usado na preparacdo de amostras, brancos, padrfes, lavagem do
material e do sistema de introducéo de amostra. Era produzido diariamente no laboratério a partir da
bidestilacdo de &cido nitrico (HNO3) a 65% por um bidestilador de &cidos Milestone DUOPUR e um
bidestilador Savillex DST-4000. Diariamente sdo produzidos lotes de 500 mL e de 1 L respectivamente,

cuja pureza é avaliada por comparacao com o &cido nitrico comercial Suprapur em ICP-MS.

u Aquecimento por infra-vermelho

Condensador arrefecido com agua

. Frasco Colector (PFA)

Figura 2.3 - Esquema de um destilador de acido°s.

Acido nitrico (HNO3) Suprapur a 60%
Este acido foi utilizado para verificar a pureza do que é produzido diariamente no laboratério.
Referéncia Merck 1.01518.0250.

Peré6xido de hidrogénio (H202) a 30%
O peréxido de hidrogénio foi utilizado na digestdo por microondas e na lavagem de material.

Referéncia Merck 1.07209 ou equivalente.

Agua Ultrapura, de grau |

Toda a agua utilizada nas lavagens de material e analises de metais foi produzida no momento da
sua utilizagcdo pelo equipamento Elga PURELAB Ultra NA. O controlo deste tipo de agua é realizado
indirectamente através dos ensaios em branco em cada método de ensaio. A resistividade é lida

directamente no equipamento de polimento final e devera ser 18 MQcm-.
Solucéo de lavagem ICP-MS (4cido nitrico a 4,0% (v/v))
Esta solucéo foi utilizada na descontaminacéo do ICP-MS, apds o término de uma sequéncia de

analises e entre amostras.
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2.2.1 Solucdes analise ICP-MS
Todas as solucdes de padrédo de calibracdo, padrdo de controlo, padrédo interno e respectivas

solugBes intermédias utilizadas durante a analise por ICP-MS foram preparadas em meio acido com

HNO:3 bidestilado a 2%, recorrendo aos padrdes comerciais, seguidamente indicados na tabela 2.1, e

a agua ultrapura.

Tabela 2.1 - Listagem dos padrdes comerciais utilizados na técnica de ICP-MS e como refor¢o de solugdes para
fins de ensaios laboratoriais 1.

Metal Concentracéo Matriz Marca Referéncia
Padrfes de Calibracdo
Li Li2CO3z 5% HNO3 13821
Be BesO(C2H302)s 5% HNO3 13848
Al Al(NO3)s 5% HNOs 38727
vV V205 5% HNO3 13850
Cr Cr(NOs)s 5% HNOs 38728
Mn Mn 5% HNOs 13826
Co Co 5% HNOs3 13828
Ni Ni 5% HNO3 13839
Cu Cu 5% HNOs3 13867
Zn Zn 5% HNOs3 13835
As 1000 mg/L As 5% HNO3 Alfa Aesar 13836
Se Se 5% HNO3 13845
Sr Sr(NO3)2 5% HNO3 13874
Ag Ag 5% HNOs 13849
Cd Cd 5% HNO3 13893
Sb H20/ &c. tartéarico/ tr.
Sh HNO3 41682
Ba Ba(NO3s)2 5% HNO3 13876
Pb Pb 5% HNOs3 13853
Mo Mo 5% HNOa3/ tr. HF 35758
T Tl 5% HNO3 13851
U 10 mg/L UO2(NO3)2 2-3% HNO3 SCP SCIENCE 140-051-920
Padrdes de Controlo
ICS 2 Ag Al As Ba Be Cd Co
Intrument Cr Cu Mn Mo Ni Pb o L, .
Calibration|  Sb Se Sn V Zn 5% HNOs / Tragos acido | gpey coriprep | CL-CAL-2
tartarico e acido fluoridrico
Standard
2 100 mg/L
Al Al(NO3)3 2-3% HNO3 1.70301.0100
Se Se02 2-3% HNO3 1.70350.0100
Li 1000 mg/L LiINO3 2-3% HNO3 Merck 1.70329.0100
Zn Zn(NOs3)2 2-3% HNOs3 1.70369.0100
U UO2(NO3)2 2-3% HNO3 1.70360.0100
Padrdes Internos
Y Y203 5% HNO3 13855
In 1000 mg/L In 5% HNO3 Alfa Aesar 13846
Bi Bi 5% HNO3 13822
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2.21.1 Rectade calibracéo

A recta de calibracao foi estimada aplicando o método dos minimos quadrados, com seis solucdes-
padréo de concentragdes o mais equidistantes possivel na gama de trabalho. A menor concentracao
da gama de trabalho era igual ou superior ao limite de quantificacéo instrumental. Todas as solu¢des-

padrdo utilizadas possuiam uma matriz semelhante a das amostras a analisar 1,

2.2.1.2 Padréo interno

O uso de padrbes internos permitiu corrigir instabilidades instrumentais, desvios de sinal,
interferéncias fisicas na nebulizacdo, fendmenos de transporte massa/carga no espectrometro de
massa e fendmenos de ionizacédo no plasma. Teoricamente, os elementos mais adequados para serem
usados como padrao interno sédo espécies nao interferentes e monoisotdpicas que nao devem estar
presentes na amostra. Com base na avaliacéo realizada por Luis 3%, os metais utilizados como padréo

interno foram o itrio, o indio e o bismuto (padrdes indicados na tabela 2.1).

2.21.3 Padréo de Controlo

A solucéo de padrdo de controlo teve como composi¢do os padrées comerciais de metais de uma
marca distinta dos padr6es utilizados nas solu¢cfes da recta de calibracdo. A sua utilizagdo permitiu
garantir a rastreabilidade de forma independente dos padrdes da recta de calibracdo e verificar a
ocorréncia de desvios na recta de calibragdo durante a leitura de amostras. Os padrdes utilizados

encontram-se na tabela 2.1.

2.2.1.4 Solucao de Branco ICP-MS
Consistiu numa solugéo de 2% de HNOsz bidestilado em agua ultrapura com 10 pg/L de padrao
interno. Permitiu avaliar a ocorréncia de contaminac¢des provenientes do material, dos reagentes e da

manipulacéo do analista.

2.21.5 Preparacdo de Amostras ICP-MS
A solucdo utilizada para a preparacao de amostras era composta por 2,2% de HNOs bidestilado e
11,1 ug/L de padréo interno e garantiu que todas as amostras possuiam a quantidade adequada de

padrdo interno. A diluicdo utilizada nas amostras foi de 1/10.

2.21.6 Material de Referéncia Certificado (MRC)

Na sequéncia analitica do ICP-MS foi utilizado o MRC 23.4, adquirido & Environment Canada, este
€ constituido por 4gua filtrada e diluida do lago Ontério preservada a 0,2% de &cido nitrico. Na tabela
3.2 encontram-se as concentracfes dos analitos presentes neste MRC, determinadas através do

programa Environment Canada Proficiency Testing.
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Tabela 2.2 — Concentrag&o de metais numa amostra fortificada com elementos vestigiais (MRC 23.4). As incertezas
apresentadas correspondem a incerteza expandida com intervalo de confianca de 95%.

Mensurando Concentracao Incerteza
(ng/L) (ug/L)
Ag 4,8 0,4
Al 94,3 9,3
As 8,1 0,6
B 18,1 2,7
Ba 14,3 1,0
Be 2,0 0,2
Bi 3,5 1,0
Cd 2,9 0,3
Cr 6,8 0,6
Co 7,1 0,6
Cu 8,5 0,8
Fe 14,7 2,4
Li 2,0 0,3
Mn 8,8 0,6
Mo 4,2 0,4
Ni 5,0 0,6
Pb 3,0 0,3
Ru 0,8 0,1
Sb 3,3 0,3
Se 4,6 0,7
Sn 2,8 0,3
Sr 111,0 7,3
Ti 3,2 0,5
Tl 4,0 0,3
V 1,9 0,2
U 5,0 0,4

2.2.2 Solucbes andlise ICP-OES

2.2.21 Solucéo de lavagem ICP-OES (acido nitrico a 2,0% (v/v))
Esta solucdo de lavagem foi utilizada para garantir a descontaminag¢éo do ICP-OES entre cada

injeccdo de amostra.
2.2.2.2 Solucédo de lavagem ICP-OES (acido nitrico a 10% (v/v) e &cido cloridrico a 10% (v/v)
Esta solugéo foi utilizada durante a descontaminacgéo de todo o sistema de ICP-OES antes do inicio

do método.

2.2.2.3 Solugédo de Branco ICP-OES

Consistiu numa solucédo de 0,5% de HNO3 bidestilado.

43



2.2.24 Solucdes Padrao ICP-OES

Tabela 2.3 - Listagem dos padrdes comerciais utilizados na técnica de ICP-OES 1,

Concentragéo

Metal

Referéncia

Padrbes de Calibracdo

Al Al 4% HNO3 140-051-131
B B H20 140-050-051
Ba Ba 4% HNO3 140-051-561
Be Be 4% HNO3 140-051-041
Cu 1000 mg/L Cu 4% HNO3 SC?ECI\ITCE 140-051-291
Fe Fe 4% HNO3 140-051-261
Mn Mn 4% HNO3 140-051-251
P P H20 140-050-151
Sc Sc 4% HNO3 140-051-211
Zn Zn 5% HNO3 13835

Ca CaCO03 5% HNO3 Alfa 14407
Mg 10000 mg/L Mg 5% HNO3 Aesar 14430

Na Na2C0O3 5%HNO3 14400

K KNO3 5% HNO3 14379

Padrdes de Controlo

Al Al (NO3)3 2-3% HNO3 1.70301.0100
B H3BO3 H20 1.70307.0100
Ba Ba(NO3)2 2-3% HNO3 1.70304.0100
Be Be4O(C2H302)6 2-3% HNO3 1.70305.0100
Cu 1000 mg/L Cu(NO3)2 2-3% HNO3 1.70314.0100
Fe Fe(NO3)3 2-3% HNO3 1.70326.0100
Mn Mn(NO3)2 2-3% HNO3 Merck 1.70332.0100
P H3PO4 H20 1.70340.0100
Zn Zn(NO3)2 2-3% HNO3 1.70369.0100
Ca Ca(NO3)2 2-3% HNO3 1.70373.0100
Mg 10000 mg/L Mg(NO3)2 2-3% HNO3 1.70379.0100
Na NaNO2 2-3% HNO3 1.70381.0100
K KNO3 2-3% HNO3 1.70377.0100

2.3 Amostragem Passiva

23.1

Neste trabalho foram utilizados amostradores DGT construidos pela ExposMeter AB, sediada na

Dispositivos utilizados
Suécia, e comercializados em Portugal pela Ambifirst — Monitorizagdo Ambiental, Unipessoal, Lda. A

vantagem da aquisi¢cdo de amostradores ja montados recai no facto de terem sido preparados em série,

por pessoal experiente, num laboratério dedicado a sua construcdo, e estarem prontos a uso.
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Foram utilizados dois tipos de dispositivos EWM Exposmeter® Metal for Water e EWM-As

Exposmeter® Arsenik for Water. A tabela 2.4 apresenta um resumo das caracteristicas destes

amostradores.

Tabela 2.4 - Quadro-resumo das caracteristicas e componentes dos amostradores

passivos utilizados.

Tipo de A ; .., Filtro Gel de Area de Camada
Referéncia Abreviatura Analitos P o
amostrador Mem. difusdo exposicdo Receptora
Cd, Co, Ni,
EWM Cu, Zn, Chelex -
Exposmeter | DGT - Me
Pb, Fe, 100
Water Metal Mn. Al liet Poliacril
: polieter | Poliacrila 5
DGT EWM-As sulfona mida 3,14 cm .
Exposmeter Hidrogel
F\)Nater DGT - As As com Oxido
Arsenik de ferro
2.3.2 Colocacdo dos amostradores na matriz

2321

Construcéo dos suportes para os amostradores

A colocacgédo dos amostradores passivos em albufeira, em reservatérios e a sua utilizagdo num dos

ensaios laboratoriais, implicou a criagdo de suportes préprios para esse efeito. O engenheiro André

Oliveira disponibilizou-se para o desenho e fabrico dos mesmos, via impressao 3D, na oficina da EPAL.

No entanto, surgiu a questdo de qual seria o polimero adequado para o seu fabrico. Assim, foram

impressos dois polimeros diferentes. Utilizou-se uma impressora montada manualmente, uma bobina

de acido polilatico (PLA) azul, uma bobina de acrilonitrilo butadieno estireno (ABS) incolor e o software

SketchUP ©@.

Figura 2.4 - Impressora 3D do Laboratério Central da EPAL.

A figura 2.5 A) ilustra a impresséo 3D, o objectivo final consistia na constru¢cdo de dois tipos de

suporte, o da figura 2.5 B) foi utilizado num ensaio laboratorial enquanto que o da figura 2.5 C) foi

utilizado na albufeira e na ETA de Santa Agueda e no reservatério dos Olivais.

2 Indicag&o do fornecedor, na pratica testamos a medicdo de mais analitos.
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Figura 2.5 - A) Processo de impresséo de PLA; B) Suporte circular (ABS); C) Suporte portatil (ABS).

Imprimiram-se os polimeros PLA e ABS, com 26,39 cm? de area superficial cada, de forma a testar
a possibilidade de contaminac¢&o por parte destes.

Decidi garantir uma proporgao semelhante a que existiria entre o suporte e a matriz a estudar em
laboratério. Assim, sabendo que o suporte circular teria 300 cm? de area superficial e seria colocado
num recipiente de 16 L de &gua, utilizei um recipiente de 2 L, para cada polimero, no qual foram
colocados 1,4 L de agua com HNOs a 0,5%.

A solucdo foi reforcada com o teor de metais descrito na tabela 2.5. O uranio foi adicionado com
uma concentracdo mais elevada do que os restantes, pois os calculos ndo foram adequadamente
adaptados ao padrdo comercial utilizado. Foi também utilizado um recipiente de 2 L como controlo. Os

polimeros permaneceram em contacto com a agua acidificada durante 3 dias.

Tabela 2.5 - Teor de metais adicionados a solucdo de teste de polimeros.
Teor
Metais adicionado

(Mg/L)

Li
Be
Al
V
Cr
Mn
Co
Ni
Cu
Zn
AXS
Se
Sn
Mo
Ag
Cd
Sb
Ba
TI
Pb
U
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2.3.2.2 Ensaio no Reservatoério dos Olivais
O reservatério de agua dos Olivais faz parte da Estacéo Elevatéria dos Olivais e localiza-se junto ao

Laboratorio Central da EPAL, na Avenida de Berlim, em Lisboa. Foi a primeira localizacdo escolhida
para testar o funcionamento dos amostradores passivos devido a sua proximidade, a facilidade de
deslocacao para o local e ao facto de possuir uma matriz de agua controlada.

O local de colocagé@o dos amostradores DGT foi escolhido de forma a proporcionar o maior fluxo
possivel de agua e a estar préximo do ponto de colheita de amostras pontuais, correspondente a uma

torneira exterior a casa de agua norte em frente a célula | do reservatério, ver figura 2.6.

CELULA 2 OLIVAIS CELULA I OLIVAIS

Compoma SN

Compors IN

Caomporm 2N

Descargas AKX

Wiz
12604

Vilvula
12014

aivdz
12578 x £
Ezil\ =1 I l —fr} o EEZ
7B =scor gz EEZ
EE] g = Vilvda
ZM TiAlv o
Desc orga aspiragén
doAk Mote

Figura 2.6 - Representacdo esquematica da Estacéo Elevatéria dos Olivais.

Assim, foi escolhido o respiradouro mais préximo da casa de agua norte para a instalacao dos

amostradores passivos, ver figura 2.7.
Durante a instalac@o dos suportes com amostradores passivos recorreu-se a um peso de cimento,

a uma corda e a bracadeiras de plastico. No total, foram utilizados dois suportes impressos em ABS,

um com trés amostradores DGT — Me e outro com trés amostradores DGT — As. Os amostradores

passivos ficaram expostos durante 11 dias.

47



Figura 2.7 - Local de colocagéio dos amostradores passivos no reservatdrio dos Olivais. A esquerda, a superficie
da célula | do reservatorio, a direita, o respiradouro utilizado

2.3.2.3 Ensaio na Albufeira e ETA de Santa Agueda
A barragem de Santa Agueda localiza-se num afluente do rio Tejo, o rio Ocreza, no distrito e
concelho de Castelo Branco. A Estacdo de Tratamento de Agua de Santa Agueda capta agua da

barragem de Santa Agueda e abastece as populacées dos concelhos de Castelo Branco, de Idanha-a-
Nova e de Vila-Velha de Rodao 122,

Figura 2.8 - Localizag&o da ETA e Albufeira de Santa Agueda, com os locais de instalagéo dos amostradores
passivos e recolha de amostras pontuais assinalados a vermelho.
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A instalacdo dos amostradores passivos foi realizada no exterior da casa de agua da albufeira.
Recorrendo-se a uma boia, um peso de cimento, uma corda, 2 suportes em ABS e bracadeiras de
plastico para esse propésito.

Figura 2.9 - Local de colocacéo dos amostradores passivos na albufeira de Santa Agueda, & esquerda, a casa de
agua, a direita, a colocacdo dos amostradores passivos.

A semelhanga do que ja tinha sido realizado no Reservatorio dos Olivais, a instalagdo de
amostradores passivos na ETA de Santa Agueda foi realizada a partir de um respiradouro do
reservatério (figura 2.10) que se encontrava o mais proximo possivel do local de captacao de amostras
pontuais e que, simultaneamente, garantia um fluxo de 4gua suficiente para o bom funcionamento dos
dispositivos.

Figura 2.10 - Local de colocag&o dos amostradores passivos na ETA de Santa Agueda.

Tanto na albufeira, como na ETA de Santa Agueda foram colocados trés amostradores DGT-Me e

trés amostradores DGT-As, que ficaram expostos a matriz durante 15 dias.
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2.3.3 Recolha e desmontagem dos amostradores

No caso dos ensaios laboratoriais, os dispositivos ndo necessitaram de transporte ou
armazenamento por ja se encontrarem dentro das instalagdes do laboratdrio. A extrac¢éo da resina foi
realizada imediatamente apés a remocédo dos amostradores DGT da matriz em estudo.

No caso do ensaio no Reservatdrio dos Olivais, os amostradores passivos foram recolhidos e
transportados numa geleira, dentro de recipientes previamente descontaminados, em contacto com
agua do reservatorio. A sua desmontagem e extrac¢ao foi realizada imediatamente ap6ds a chegada ao
laboratorio.

A recolha e transporte dos amostradores na ETA e na albufeira de Santa Agueda foi assegurada
por técnicos devido a logistica envolvida nas deslocacdes. O transporte levou um dia e, apos terem
dado entrada no laboratério, os amostradores DGT permaneceram mergulhados nos recipientes da
recolha até a desmontagem e andlise ser realizada.

A desmontagem de todos os amostradores foi efectuada numa bancada limpa. Os dispositivos foram

limpos exteriormente com agua ultrapura, de forma a remover impurezas.

g
Figura 2.11 - Amostrador passivo DGT-Me proveniente da albufeira de Santa Agueda, com impurezas visiveis.

Recorreu-se a uma pinca de plastico, sem coloracdo, para separar a resina Chelex-100 dos
restantes componentes e coloca-la no vaso de digestdo. Durante o procedimento, ilustrado em parte

pela figura 3.12, foram utilizadas luvas de cloreto de vinil isentas de pé talco.

e 8 X,

Figura 2.12 - Desmontagem de um DGT-As.

2.3.4 Escolha do método de extracgao
Com os métodos de extraccdo geralmente aplicados a amostradores DGT, Davison e Zhang™?

consideram que a eficiéncia da eluicdo de metais da resina Chelex-100 é de aproximadamente 80%.
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Com o intuito de a maximizar, a semelhanca de Garmo”, apliquei condicdes mais agressivas de
digestéo, pretendendo a degradacao total da resina Chelex-100 e libertacao dos i6es metalicos. Assim,

foram testadas duas abordagens:

e Digestao, por sistema de aquecimento em bloco, usando 10 mL de agua ultrapura com
acido nitrico a 10% a 30°C durante 24h;

e Digestao, em digestor por microondas, usando 20 mL de agua ultrapura com acido
nitrico a 10% e 1 mL de perdxido de hidrogénio, respeitando um programa de aquecimento

gradual até a temperatura de 170°C (20 minutos), mantendo-a por 10 minutos.

O ensaio também foi realizado sem amostradores (com brancos) possibilitando a analise de

contaminagdes por parte dos recipientes (vasos de digestdo por microondas e Digitubes).

2.34.1 Preparacdo dos Amostradores

Previamente a execucao das digestdes, os amostradores DGT foram expostos a uma matriz de
agua com um teor de metais conhecido.

Numa primeira fase, utilizou-se agua ultrapura ajustando o pH e a forca i6nica. Contudo, por ndo
ser uma solugéo tamponada, o pH variava demasiado. Assim, passou a ser utilizada agua de torneira,
que foi analisada por ICP-OES, garantindo que a sua for¢a ibnica era adequada ao uso de
amostradores DGT.

De forma a evitar a saturacéo da resina, estimou-se a concentracdo a que esta ocorreria ao fim de
15 dias. A resina Chelex-100 tem um didmetro de 2,5 cm, uma espessura de 0,1mm e capacidade de
0,4 meg/mL 123, Com base nestes dados, adicionei a Agua 80ug/L de Ag, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn,
Sr, Al, Cr, Fe, U, Mo, V, Be, Sn, Sb, Tl e Se.

Foram utilizados dois jerricas de polipropileno (10L), hum colocaram-se oito DGT-Me, visiveis na
figura 2.13, o outro serviu apenas como controlo. O pH da agua foi acertado para 7 com NaOH a 5N e
os jerric8s foram colocados numa estufa a 20°C, como se observa na figura 2.14, apenas o jerricd com

amostradores poéde ficar sob agitacéo (70 rpm) devido a falta de espaco dentro da estufa.

Figura 2.13 - Os oito amostradores DGT presos por nylon a um suporte.
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Diariamente, registou-se a temperatura e o pH da solugdo, medidos através de um potenciémetro
portatil, tendo-se colectado amostras de 20 mL de cada jerrica, de forma a tracar um gréafico da
concentracdo de metais ao longo do tempo. Escolheu-se fazer uma recolha de volume diminuto devido
a dimenséo dos recipientes e ao facto de a solugdo ndo ser reposta ao longo dos 15 dias. No total

foram retirados 140 mL, um volume presumivelmente desprezavel para recipientes de 10L.

Figura 2.14 - Montagem do ensaio na estufa.

A quatro dos amostradores foi aplicada digestdo por microondas e aos restantes quatro digestao
por placa de aguecimento. Os célculos necessarios para determinar a concentragdo de metais foram
realizados com os coeficientes de difusdo indicados pelo fornecedor, disponiveis para consulta no

anexo I.

2.34.2 Digestao por Placa de Aquecimento

Foi utilizada uma placa de aquecimento DigiPREP MS da SCP Science equipada com sensor de
temperatura, sensor de volume e software préprio.

Utilizou-se 10 mL de agua com &cido nitrico a 10% e tapei os DigiTubes com tampas para evitar
perdas, num sistema de aquecimento em bloco.

ApOs cada digestéo o contetdo dos recipientes foi transferido para baldes volumétricos de 50mL de
PFA onde o padréo interno foi adicionado para leitura por ICP-MS, perfazendo-se o restante volume

com agua ultrapura.

2.3.4.3 Digestao por Digestor Microondas

As digestdes por microondas foram realizadas num digestor por microondas da marca Milestone
modelo ETHOS PLUS com um controlador Terminal 260, um sensor de temperatura ATC 400 e um
software easyCONTROL-280 da Milestone.

52



No interior do digestor encontrava-se um rotor HPR-1000/10S da Milestone para 10 amostras a
pressdes até 100 bar, constituido por um prato superior de seguranca, nove segmentos para vasos de
digestao e um segmento para vaso de digestdo de referéncia 1?4, Na digestdo por microondas foram
sempre utilizados 10 vasos numerados, que devem ser devidamente lavados e pesados antes e apos
a digestdo para garantir que as perdas ocorridas durante o processo sdo desprezaveis. A sonda de
temperatura foi colocada no vaso de digestéo 1.

A digestdo em microondas requer um volume minimo de 10 mL para garantir a monitorizacéo
correcta da temperatura; foi utilizada uma solucdo de 20mL de HNOz a 10% ao qual era adicionado
1mL de H20o.

ApOs pesagem, 0s vasos eram fixados ao rotor por parafusos apertados com uma chave
dinamomeétrica, cuja forga é uniforme para todos os vasos. No segmento de referéncia colocou-se uma
amostra aleatoria, de forma a realizar o controlo de temperatura. Apos cada digestdo esperou-se que
as amostras arrefecessem até pelo menos 40°C e sé depois se removeram 0s vasos do rotor, evitando
a expansédo do contelido e a sua projec¢do devido a pressdo. Realizaram-se novas pesagens para
avaliar as perdas ocorridas durante o processo. Posteriormente 60 mL do conteldo do baldo foram
transferidos para frascos de polipropileno de forma a serem armazenados até a andlise. SO apés a

leitura por ICP-MS se realizaram as analises por ICP-OES.

2.3.5 Determinacao dos coeficientes de difuséo

Os coeficientes de difusdo utilizados neste trabalho para o calculo da concentracdo de metais a
partir dos DGT apenas se aplicam aos ides metalicos livres. Foram fornecidos pela Exposmeter AB, o
vencedor de amostradores passivos (de 1°C a 35°C), outros foram obtidos na literatura e alguns foram
calculados no dmbito deste estudo.

De forma a testar o funcionamento em laboratério dos amostradores passivos (previamente a sua
utilizacdo em matrizes reais e célculo dos coeficientes de difusdo em condigbes controladas) foi
desenvolvido um ensaio de longa duracdo mimetizando as condi¢cdes de rio ou albufeira (fluxo,

temperatura, reposicao de metais e periodo de exposi¢éo dos dispositivos).

Foi utilizado o seguinte material:

e dois jerricds de 20L de polipropileno;

e duas placas de agitacéo;

e dois agitadores magnéticos;

e uma caixa de 16L de polipropileno;

e um agitador mecénico da Heidolph;

e um suporte rotativo de ABS;

e um banho termostatizado;

¢ uma bomba peristaltica Scalar®;

e um potencidmetro (medidor de pH portatil) e sonda de temperatura com indicador digital do
fabricante WTW;
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e 6 tubos de polietilieno da Scalar® com calibre 1,5 mm, correspondente a um fluxo de
0,0025L/min.;

Montou-se o equipamento de acordo com o esquema figura 2.15 A).

Esgoto

Agitador
mecanico

f ([
Recipiente 1 Recipiente 2
20L 20L Bomba Fluxo de entrada

el peristaltica

Placas de agitacao

Banho termostatizado

Fluxo de saida
T iz
A . Potenciémetro

] ‘ p i

' ‘l ———
|
]
P

o Yy

Figura 2.15 - A) esquema da montagem de material utilizado para simulacéo das condi¢gdes de uma matriz real;
B) montagem do material; C) suporte em rotacéo para estabilizacdo da solugao.

A solugédo que serviu como matriz foi composta por agua da torneira reforcada com metais — tabela
2.6. Previamente ao reforgo a 4gua foi analisada por ICP-OES e ICP-MS permitindo avaliar a sua forga

iGnica e correccbes necessarias.

Tabela 2.6 -Concentracdes de metais adicionados a agua de torneira.

Concentracdo Adicionada Metais
3 pg/L Be, Cr, Co, Ni, Cu, As, Mo, Cd, Sh, Sr, Tl, U
5 pg/L V, Se, Pb, Ag
Sem Adicéo Li, Al, Mn, Ba, Na, B, Ca, Fe, K, Mg, Zn

A bomba peristaltica utilizada ndo permitia regular a sua velocidade. Pretendia-se que ocorresse
uma renovacao diaria de pelo menos 50% da matriz presente na caixa de 16 L, ou seja, era necessario
garantir um fluxo minimo de 5,6 mL/min. Com esse intuito, foram utilizados trés tubos de entrada e trés

tubos de saida de agua. Procedeu-se a medicédo de fluxo recorrendo a um cronémetro (+0,01 s) e a
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uma proveta de 50 + 0,5 mL, registando-se 5,7 mL/min e garantindo a substituicdo de,
aproximadamente, 51% do contelido da caixa ao fim de 24h.

Os jerricas de 20L foram descontaminados previamente & sua utilizagéo. A agitagao da solugdo no
seu interior foi garantida através de agitadores magnéticos e de placas de agitacéo.

Durante a semana apenas um dos recipientes se encontrava ligado ao restante aparato, o outro
teria a solucao reposta e ficaria em estabilizagdo até ser necessario realizar a troca. Ao fim-de-semana
ambos os recipientes teriam de servir de fonte de matriz, caso contrario, a renovacédo de pelo menos
50% do volume da agua em contacto com os amostradores ndo poderia ser garantida.

O fluxo da solucao na caixa de 16L foi garantido pelo agitador mecénico a uma velocidade de 70
rpm, equivalente a 66 cm.s™.

Globalmente, foram executados quatro ensaios, entre 0s quais apenas diferiu a temperatura do
banho termostatizado. Em todos tentou-se replicar a matriz, o pH e o fluxo da mesma. As temperaturas
testadas foram 13°C, 15°C, 20°C e 25°C.

O pH da solucéo foi verificado e ajustado (com NaOH 1M e HNOz a 10%) diariamente entre 4 e 6.
A temperatura foi medida através da sonda do potenciémetro. Os registos de pH e temperatura
encontram-se no anexo V.

A tubagem foi substituida periodicamente ao longo de todo o ensaio de forma a garantir uma boa

qualidade do fluxo.

2.3.5.1 Calculo dos coeficientes de difusao

O calculo dos coeficientes de difusdo experimentais foi efectuado através da equacéo (21):
MAg

D=—— 21

CAt @1

Assumiu-se que a média de amostras pontuais da montagem laboratorial correspondia a

concentracdo de metais na matriz (agua reforcada), ou seja, C, sendo M o valor obtido pelos

amostradores DGT. Calculou-se a média do coeficiente de difusdo, D, para cada temperatura.

Utilizando a equacao (22) 44, foi obtida a recta que permitiu estimar os valores dos coeficientes de

difusédo em funcéo da temperatura.

(22)

(1,37023(T — 25) + 8,36 X 10~*(T — 25)?) D,:(273 +T)
log Dy = +log| ————

109+T 298

Dr € o coeficiente de difusdo da temperatura pretendida, e D2s € 0 coeficiente de difusao a 25°C. Os
coeficientes obtidos foram utilizados para o calculo da concentracdo de metais na montagem

laboratorial, no Reservatério dos Olivais e na ETA e albufeira de Santa Agueda.
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2.4 Amostragem Pontual

A excepcdo da albufeira e ETA de Santa Agueda, toda a amostragem pontual foi realizada
diariamente, com excepcao dos fins-de-semana. Utilizaram-se recipientes préprios para a recolha, de

acordo com o tipo de anadlise a ser efectuada, devidamente descontaminados.

2.4.1 Montagem laboratorial

Em todos os ensaios foi retirada uma amostra pontual antes dos amostradores passivos entrarem
em contacto com a matriz. No primeiro ensaio, realizado a 15 °C, foram apenas recolhidos 40 mL de
agua diariamente da caixa de 16L. No entanto, o volume recolhido foi alterado para 60 mL nos restantes
ensaios (T= 13 °C, 20 °C, 25 °C). Destes, 30 mL seguiram para andlise de metais totais e 30 mL foram

filtrados e seguiram para andlise de metais dissolvidos, em ICP-MS e ICP-OES.

2.4.2 Reservatorio dos Olivais

A colheita de amostras pontuais foi realizada num ponto localizado o mais perto possivel dos
amostradores, durante o periodo de exposi¢do dos mesmos.

As amostragens pontuais realizadas diariamente no reservatério dos Olivais, além de serem
analisadas por ICP-OES e ICP-MS, foram também analisadas por cromatografia e potenciometria.

Todas as amostras foram preservadas com HNOs a 0,5%, para a analise de metais.

2.4.3 Albufeira e ETA de Santa Agueda

Devido a distancia ao Laboratério Central da EPAL, a logistica de amostragem pontual na albufeira
e na ETA de Santa Agueda era mais complicada do que nos restantes locais. Ao todo foram apenas
recolhidas trés amostras pontuais, uma no dia de colocacdo dos amostradores passivos, outra a meio

da amostragem, ao fim de 7 dias, e a Ultima no dia de retirada dos dispositivos.

2.4.4 Filtracdo de amostras
Parte das amostras recolhidas manualmente no laboratério, no reservatério dos Olivais da EPAL,

na albufeira de Santa Agueda e na Estacéo de Tratamento de Agua de Santa Agueda, foram filtradas
de forma a poderem ser comparadas com os resultados obtidos por DGT. Para esse fim, foi utilizado
um sistema analitico da SCP Science composto por 199;

» Rampa de filtracdo DigiFILTER Manifold com 10 posi¢cfes

» Bomba de vacuo

>  Filtros de Teflon de 0,45 pm

>  Digitubes de filtragdo de 50mL
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Figura 2.16 - Sistema de filtracdo de amostras.

2.5 Determinacéo dos limites analiticos

O ICP-MS e o ICP-OES d&o indicacdo do sinal obtido para os diferentes metais, os quais, neste
caso, mostraram-se indistinguiveis do ruido de fundo. Sabido o valor da sensibilidade para cada metal
no dia de analise (obtida através de estudos prévios de calibragdo do instrumento), disponivel no anexo
IV, calcularam-se as concentracdes de metais, segundo a equacao (23).

sinal

(23)

C =
brancos = censibilidade

Os limites de deteccdo e de quantificacdo da metodologia foram determinados recorrendo as
concentracdes de metais apoés digestao de brancos (agua ultrapura com &cido nitrico a 10% e peréxido
de hidrogénio) por microondas e por placa de aquecimento.

Seguidamente, encontram-se descritos os célculos utilizados para determinagdo dos limites

analiticos.

Estimativa do Limite de Detecc¢édo e Quantificacdo da Metodologia com Base em Brancos
O limite de detecéo foi determinado segundo a equacéo (24).

LD = Xbrancos + 3Sprancos (24)

onde Xp,qncos € @ média das concentracdes de metais € s,,4nc0s € 0 desvio-padrdo das mesmas. O

limite de quantificacdo foi determinado pela equacao (25).

LQ = Xbrancos + 10Sprancos (25)
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Estimativa do Limite de Deteccéo e Quantificacdo da Metodologia com Base num Padrao
O padréo utilizado para esta estimativa corresponde ao valor expectavel do limite de quantificacdo
instrumental. Pressupondo que os valores experimentais seguem uma distribuicdo normal reduzida,

uma vez que foi realizado um namero elevado de ensaios, utilizou-se a equagéo (26).

LD = k. Spadréo (26)

Em que spadrao € 0 desvio padréo de n leituras de concentracdo do padréo e k é o factor estatistico
para uma dada probabilidade. Este ultimo foi definido pressupondo uma probabilidade de 5% para a

aceitacao de um falso positivo e rejeicao de um positivo 1%8. O que corresponde a

LD = 3'Spadréo (27)

LQ = 10. Spadrio (28)

Foi realizada uma avalia¢do para determinar a gama de trabalho. Se o limite de quantifica¢éo (LQ)
da metodologia fosse menor do que a concentracdo do primeiro ponto da recta de calibracdo do ICP-
MS (método para aguas de consumo humano), entdo o valor mantinha-se, caso contrario, verificava-
se se o valor de LQ era menor do que o 2° padrdo, se nenhuma das condi¢bes se verificasse era
atribuido um valor maior. Os restantes pontos da recta de calibracdo foram calculados mantendo a

proporcao utilizada pela EPAL.

Os testes estatisticos para a eliminac@o de outliers usados neste trabalho foram o de Cochran e de
Grubb’s, descritos na ISO-5725-2. Todos os calculos de média foram calculados segundo a equacao

(29) e de desvio-padrao foram efectuados de acordo com a equacao (30).

Média
n
y = ! 29
y= ZZ Vi (29)
k=1
Desvio-padrao
n
1 YA Y/
S= n_lkz:()’k_)’k) (30)
=1

2.6 Analise de metais

2.6.1 Analise por ICP-MS
Tal como a figura 2.17 ilustra, foi usado um espectrémetro de massa com plasma indutivo acoplado
Thermo X series Il com uma bomba de vacuo Edwards 28, um amostrador automatico CETAC ASX-

520. Para aquisicdo de dados usou-se um computador com software de controlo PlasmalLab™. Nas
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medicdes por ICP-MS foi sempre seguido o método de aguas para consumo humano usado pela EPAL

apenas com ligeiras alteracoes.

Figura 2.17 - Equipamento de ICP-MS, Thermo Series Il, e amostrador automatico, instalados no Laboratério
Central da EPAL.

Utilizou-se um nebulizador concéntrico para a introdugdo de amostra, representado na figura 2.18.
Este tipo de nebulizador é mais adequado para solugbes com pequenas quantidades de matéria

dissolvida.

Figura 2.18 - Nebulizador concéntrico'?®,

Na tabela 2.7 encontram-se 0s pardmetros instrumentais e na tabela 2.8 as equac¢des de correccao

utilizadas devido as interferéncias desta técnica.

Tabela 2.7 - Parametros instrumentais utilizados durantes as medicoes por ICP-MS 109,
Parametro ‘ Valor Unidade

Uptake 45 Segundos
Washout 120 Segundos
Channels 1 -
Sweeps 80 -

N° de réplicas 3 -
Tempo de

estabilizacdo minimo L5az0 Horas
Velocidade da bomba 35 %
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Tabela 2.8 - Parametros e equacdes de correccio utilizadas para cada is6topo analisado 1°°.

Massa Dwell Padréo Equacbes de
Time (ms) | Interno Correccéo
5Bkg 10 - -
“Li 10 115In -
°Be 20 89y -
27A] 10 89y -
43Ca 10 89y -
51V + 3,0368 x 37CI**O
51 89 ’
v 10 v %M - 0,114 x 52Cr
SZCr 10 89Y -
35C|160 10 89Y _
55Mn 10 89y 55Mn + 0,00028 x “3Ca
59Co 10 89y 59Co + 0,00052 x “3Ca
GONi 89Y
62Nj 100 89y -
85Cu 10 89y -
GGZn 10 89Y -
5As + 2,3079 x
40Ar37Cl|
75 115
As 100 | 1M - 0,7427 x 2se
- 1,0010 x 83Kr
40Ar37Cl 50 1150 -
82Se 100 15| 82Se - 1,0010 x 8Kr
83Kr 10 ll5|n -
87Sr 89Y
89Y 10 - -
Mo 20 89y -
107Ag 10 115|n _
11cd 20 115]n -
115|n 10 - 115|n - 0,01400 x 118Sn
118Sn 10 115|n -
1218b 10 115|n _
137Ba 10 115|n -
205T| 10 ZOQBi -
206pb 10 ZOQBi _
207Pb 10 ZOQBi -
206
208ppy 10 200p; | 100X 20I73b +1,00 x
Pb
209Bj 10 - -
220Bkg 10 - -
238U 10 ZOQBi _




Os materiais mais usados para a andlise de metais vestigiais sdo o polietileno, o polipropileno e
polimeros fluorinados 193, Para a preparacdo de solugcbes de padrdo e amostras usaram-se baldes
volumétricos e cuvetes de perfluoroalkoxy-fluorocarbon (PFA) que se encontram segregados dos

restantes materiais do laboratorio.

Sequéncia analitica do ICP-MS

Todas as leituras foram efectuadas em triplicado. Apds a primeira recta de calibracdo procedeu-se
a leitura do primeiro ponto da recta, de forma a validar o limite de quantificacéo, e entre cada calibracéo,
além dos controlos de qualidade, ndo foram lidas mais de 10 a 12 amostras. Durante o procedimento

foi seguida a sequéncia analitica da figura 2.19.

m

Figura 2.19 - Sequéncia analitica do ICP-MS; PC — Padréo de Controlo; MRC — Material de Referéncia Certificado.

Esta sequéncia foi aplicada sucessivamente, até ao final da leitura de todas as amostras, altura em

que se realizaram varias leituras de agua ultrapura para limpeza do sistema e do equipamento.

2.6.1.1 Controlo de Qualidade

Critério de aceitacdo do branco

O controlo do branco foi avaliado em concentragdo e nao em contagens de isétopos, uma vez que
estas dependem da sensibilidade diaria do ICP-MS. Se o valor absoluto do branco fosse inferior ou
igual ao limite de detec¢éo, era garantido que fosse trés vezes inferior a concentracéo do primeiro ponto

da recta de calibracgéo, pelo que foi aceite 1°°,

Critério de aceitacdo darecta de calibracéo
Para a recta de calibragcdo ser aceite, o coeficiente de correlacdo deveria ter um valor superior a
0,9995. As rectas de calibracdo foram tracadas recorrendo a seis padrdes, tendo sido desprezados no

maximo dois pontos para se obterem melhores valores de coeficientes de correlagéo 1.

Critério de aceitacdo de RSD%

O desvio-padrao relativo das trés réplicas de cada leitura foi igual ou inferior a 10% para
concentracdes até ao terceiro ponto da recta de calibracdo e igual ou inferior a 5% para concentracdes
superiores, excepto na medicdo de °Be, 51V e 75As, para os quais foi igual ou inferior a 15%, tendo sido

de 10% para 82Se. Sempre que esta condi¢do ndo foi cumprida desprezou-se uma das réplicas 199,
Critério de aceitacao para o padrao de controlo

A solucdo padrao de controlo foi lida periodicamente apds as rectas de calibragdo, validando a

referéncia analitica e controlando as flutua¢des do equipamento. Os critérios de aceitagao sao definidos
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com base numa carta de controlo cujos valores das linhas de controlo ndo podem ser superiores a

incerteza expandida do valor da concentracdo da soluc¢éo padrao de controlo.

Se o resultado se encontrava dentro dos critérios ou se, apds a leitura da solugao padréo de controlo

(PC), o material de referéncia certificado (MRC) 23.4 obtivesse resultados satisfatorios as amostras

eram validadas 109,

2.6.2 Analise por ICP-OES

Foi utilizado um espectrémetro optico radial e/ou axial de emissdo com plasma indutivo acoplado,

ICAP 6000 series, equipado com um Cooler Nestlab ThermoFlex 900 da Thermo Scientifc, na figura

2.20, tendo sido utilizados os parametros descritos na tabela 2.9. Usou-se um amostrador automatico

CETAC ASX 520 e um computador com o software iTEVA da Thermo Elemental para aquisicdo e

tratamento de dados.

Figura 2.20 - Equipamento de ICP-OES, ICAP 6000 series da Thermo Elemental, e amostrador automatico

instalado no Laboratério Central da EPAL.

Tabela 2.9 - Parametros utilizados no ICP-OES 100,

Parémetro Valor Unidade
Fluxo auxiliar 0,6 L/min
Presséo do nebulizador 0,6 L/min
Poténcia da radiofrequéncia 1200 W
Velocidade da bomba
e 40 rom
peristéltica
Tempo de integracdo no
ultravioleta (low)
Radial: 30
Axial: 10
Tempo de integracdo no Segundos
visivel (high)
Tempo de lavagem 45
Uptake 20
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Esta técnica foi utilizada para a deteccdo de aluminio, zinco e ferro, cuja concentracdo era mais
elevada, sendo também a técnica utilizada em rotina pela EPAL. Os restantes metais foram analisados
recorrendo a ICP-MS.

Sequéncia analitica do ICP-OES
A semelhanca das leituras efectuadas em ICP-MS, todas as medicdes foram realizadas em
triplicado; apds a calibracédo, o ponto de menor concentracdo da recta de calibracdo foi verificado, de

forma a confirmar o valor de LQ. A sequéncia analitica utilizada corresponde a figura 2.21.

Figura 2.21 - Sequéncia analitica do ICP-OES; PC — Padréo de Controlo.

2.6.21 Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade para o ICP-OES aplicou critérios de aceitacdo do branco, da recta de
calibracdo, do RSD% e da solu¢&o padrdo de controlo idénticos aos critérios anteriormente descritos
para a medicdo por ICP-MS.

2.7 Lavagem e Limpeza do Material

A lavagem de material seguiu, sempre que possivel, o protocolo da EPAL'?6. O material utilizado
para a preparacao de solucdes foi descontaminado da seguinte forma:
» Lavagem, trés vezes, com agua ultrapura;
» Passagem por H202 a 30%;
» Passagem por HNOg bidestilado;
» Lavagem, trés vezes, com agua ultrapura;
» Descontaminagdo com HNOs bidestilado a 10% durante 3 dias.

Ap6bs o procedimento acima descrito, 0s vasos utilizados durante a digestdo por microondas tiveram
a particularidade de ser descontaminados durante um programa de digestdo de microondas prévio a
andlise das amostras.

Sempre que um material foi colocado a uso, o meio acidico era despejado e passava-se trés vezes
por agua ultrapura. Excepcéo feita as cuvetes para leitura no ICP-MS que foram colocadas a uso

imediatamente ap6s despejo da solugéo acidica.

2.8 Anadlise de Incertezas

Uma vez que parte deste trabalho consistiu na aplicagdo de um novo método de eluigdo dos metais
da resina dos amostradores passivos e subsequente analise por ICP, o calculo das incertezas foi
baseado na abordagem passo a passo.

O diagrama de Ishikawa, na figura 2.22, ilustra as varias fontes de incerteza associadas ao célculo

da concentracdo de metais captados via amostradores DGT.
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Amastragem
Passiva

Tempo de exposigdo

Area de exposicéo
Espessura gel de difusdo

Concentracéo
de metais

Tempo de exposicdo
Diluicéo Area de exposicio
Espessura gel de difusdo

Amostragem pontual

Método analitico Calculo de
(ICP-MS/ ICP-OES) coeficiente de
difusdo

Figura 2.22 - Diagrama de Ishikawa, que ilustra a influéncia das vérias fontes de incerteza na concentracéo de
metais obtida pela amostragem via DGT e andlise em ICP.

Efectuou-se o calculo da incerteza expandida com base na equacéo (19), e da incerteza combinada
de acordo com a equacao (31), para cada um dos metais recolhidos por amostragem passiva nas

matrizes reais.

u(C) = \/u(M)Z +u(t)? +u(4)? + u(Ag)? + u(D)? 3D

As incertezas associadas a area de exposicdo u(A4) e a espessura do gel de difusdo u(Ag) foram
calculadas com base no erro de leitura associado & craveira utilizada para a sua determinacéo. A
incerteza associada ao tempo de exposicdo u(t) teve por base um erro de +/- 60s, uma vez que foi
utilizado um relégio analdgico para a sua medicdo. A incerteza associada aos métodos analiticos, u(M),
ja estavam definidas pela EPAL para cada metal. Considerou-se que o erro dos bal6es volumétricos e
das micropipetas utilizados na preparagdo eram desprezaveis.

A incerteza expandida associada a amostragem pontual foi calculada com base na incerteza dada
pela equacao (20), através da estimativa da variancia da média.

A incerteza geralmente é reportada na sua forma relativa, como desvio-padrao relativo ou intervalo

de percentagem 109119,

64



3 Resultados e Discusséao

A implementagdo e validacdo de um método analitico envolve a optimizagdo das condigbes de
trabalho e o recurso a ensaios de validacéo.

O estudo envolveu a aplicabilidade e eficacia dos amostradores passivos. Testou-se primeiramente
o seu funcionamento, através de ensaios laboratoriais que simulassem o meio aquatico antes de
efectuar o estudo real.

3.1 Avaliacao dainfluéncia do suporte dos amostradores passivos

Foi efectuado o estudo comparativo dos polimeros PLA (acido polilatico) e ABS (acrilonitrilo
butadieno estireno) de modo a avaliar a sua utilizacdo como suporte dos amostradores passivos.

Este estudo envolveu as matrizes aquosas:

Agua de controlo (4gua 1) — Agua ultrapura acidificada com acido nitrico que n&o esteve exposta
a nenhum polimero e & qual foram adicionados metais (controlo de qualidade).

Agua apds exposicdo a PLA (4gua 2) — Agua ultrapura acidificada com é&cido nitrico, apds
exposicdo do polimero PLA a qual foram adicionados metais.

Agua apds exposicdo a ABS (agua 3) - Agua ultrapura acidificada com &cido nitrico, apds

exposi¢do do polimero ABS a qual foram adicionados metais.
A tabela 3.1 apresenta os resultados respeitantes ao teor em metais na 4gua 1 e agua 2.

Tabela 3.1 - Comparagdo da concentracdo média de metais na agua de controlo (dgua 1) e 4gua apds exposicao
ao polimero de PLA (dgua 2).

Parametros

Metais _ ionado| AQUal  Agua2
(ug/) (Hg/L) (Hg/L)

“Li 0,30 0,24 0,28
%Be 0,15 0,14 0,16
Al 1,50 0,96 4,75
51V 0,30 0,25 0,30
52Cr 0,30 0,26 1,02
55Mn 0,15 0,09 4,47
59Co 0,15 0,12 0,21
60Nij 0,30 0,25 1,25
62Njj 0,30 0,25 1,25
65Cu 0,30 0,26 2,26
667N 1,20 1,52 15,77
5As 0,15 0,15 0,24
82Se 0,60 0,63 0,77
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%Mo 0,15 0,12 0,16
107Ag 0,15 0,13 0,17
11Cd 0,15 0,14 0,18
118Gn 0,15 0,12 0,38
1215p 0,15 0,15 0,20
137Ba 0,30 0,25 0,89
205T] 0,15 0,12 0,14
208pp 0,15 0,12 0,90
238U 15,0 11,67 13,40

A comparacdo entre o teor de metais adicionado e a agua 2 permite verificar que existem
contaminacg@es devidas ao polimero PLA. Como se pode observar na tabela 3.1, existiu libertacéo de
diversos metais para a agua utilizada; nhomeadamente aluminio, cromio, manganés, niquel, cobre,

zinco, estanho, bario e chumbo.

Simultaneamente, realizou-se um ensaio semelhante com o polimero ABS. Os resultados
encontram-se na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Comparac¢éo da concentracdo média de metais na 4gua de controlo (dgua 1) e na agua apos
exposicdo ao polimero de ABS (agua 3).

Parametros
Metais B s ’?ng‘L)l A(ng‘L)g’
(Ha/L)

Li 0,30 0,33 0,48
°Be 0,15 0,14 0,15
ZTAl 1,50 6,64 16,27
oV 0,30 0,28 0,32
52Cr 0,30 0,25 0,29
55Mn 0,15 0,17 0,26
*Co 0,15 0,15 0,17
ONi 0,30 0,31 0,49
®2Ni 0,30 0,31 0,47
%Cu 0,30 0,33 0,52
%8Zn 1,20 20,5 63,0
*As 0,15 0,15 0,16
#2Se 0,60 0,64 0,66
%Mo 0,15 0,14 0,15
107Ag 0,15 0,13 0,13
1Cd 0,15 0,15 0,17
18Sn 0,15 0,14 0,14
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121Sb 0,15 0,14 0,15
¥’Ba 0,30 0,33 0,47
205T! 0,15 0,14 0,15
208Pb 0,15 0,16 0,21
28U 15,0 14,2 14,1

Como se pode concluir pela tabela 3.2, o polimero ABS nédo absorveu nem libertou metais, de forma
significativa, para a agua 3. Observaram-se valores demasiado elevados para o aluminio e o zinco,

indicadores de uma contaminacao nao identificada.

Tendo em conta estes resultados, foi selecionado o polimero ABS; foi este o polimero utilizado para
construir, através das impressdes 3D, o suporte dos amostradores passivos testados. Estes resultados
foram igualmente tidos em conta para o invélucro dos amostradores passivos DGT constituidos por

este material (ABS).

3.2 Escolha do método de extraccéo

A escolha do melhor método de extraccdo dos metais foi baseada em dois tipos de ensaios. O
amostrador passivo DGT (sem suporte) foi colocado em &gua ultrapura a qual foi adicionada acido
nitrico, tendo sido efectuadas a digestdo em placa de aquecimento e em digestor por microondas.
Foram também realizados estudos sem amostrador - brancos. O estudo envolveu as matrizes aquosas:

Brancos — Agua ultrapura acidificada com &cido nitrico e peréxido de hidrogénio cuja digest&o foi
efectuada por placa de aquecimento ou por digestor por microondas.

Agua ap6s exposicdo do DGT — agua ultrapura, acidificada com éacido nitrico e perdxido de
hidrogénio, exposta a um amostrador DGT.

Agua de extraccdo — agua ultrapura, acidificada com é&cido nitrico e perdxido de hidrogénio,

utilizada durante a extraccao de metais dos amostradores passivos.

Durante o estudo de brancos, utilizou-se a equacéo (25) da seccéo 2.5 para calcular o limite de

quantificacdo (LQ).
A tabela 3.3. descreve os resultados obtidos para o limite de quantificacdo da digestdo em placa de

aguecimento e em digestor por microondas, o teor de metais na 4gua apds exposi¢do a um amostrador

DGT e o limite de quantificacdo instrumental em ICP-MS.
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Tabela 3.3 — Comparagéo do limite de quantificagdo utilizando brancos, e o teor de metais em 4gua exposta a um
amostrador passivo com o limite de quantificacdo instrumental.

O do e do de Agua apo
A ranco = o 2 e
) O
mt PATt mt PATt
0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Be 0,03 0,03 0,01 0,01 0,05
A 3,3 2,6 1,0 0,8 0,5
0,0 0,3 0,0 0,0 0,1
0,3 1,0 0,2 0,1 0,1
0,12 0,20 0,02 0,01 0,05
°Co 0,03 0,05 0,00 0,01 0,05
°0 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
0,2 0,3 0,1 0,1 0,1
0,2 0,3 0,1 0,1 0,1
1.6 0,8 1,0 11 0,4
A 0,03 0,12 0,01 0,00 0,05
e 0,3 0,2 0,0 0,0 0,2
0,01 0,02 0,04 0,07 0,05
*>Mo 0,03 0,05 0,00 0,01 0,05
OAg 0,03 0,04 0,01 0,00 0,05
d 0,02 0,04 0,00 0,00 0,05
0,24 0,37 0,07 0,07 0,05
b 0,03 0,01 0,00 0,00 0,05
Ba 0,1 0,2 0,4 0,9 0,1
0 0,01 0,007 0,00 0,00 0,05
%8Ph 0,03 0,06 0,03 0,02 0,05
0,01 0,01 0,00 0,00 0,05

*LQ do estudo de brancos — Limite de quantificagéo calculado com base no estudo de brancos. **Agua apés
exposicdo do DGT — Agua ultrapura acidificada exposta a um amostrador DGT.

™M — Digest&o por microondas. TTPA — Digestéo por placa de aquecimento.

Tendo em conta os valores obtidos, o limite de quantificagdo da digestdo em placa de aquecimento
e em digestor por microondas para a maioria dos metais € menor, igual ou ndo muito superior ao limite
de quantificacéo instrumental. Além disso, todos 0s metais apresentam um teor abaixo do limite de

quantificacao instrumental na agua exposta a um amostrador DGT, a excep¢éo do Al, Zn e Ba.

O estudo comparativo das aguas de extraccdo dos amostradores passivos, ap6s digestéo por placa

de aquecimento e digestao por microondas, encontra-se descrito na tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Avaliacdo do melhor método de extracgdo de metais (digestdo por placa de aquecimento vs digestédo

por microondas), na agua de extraccdo de amostradores

PLACA DE AQUECIMENTO

Média de

concentracao Desvio-

na agua de
extracgcao

padrao

(0)

Desvio-
padrdo

relativo
(RSD%)

passivos.

MICROONDAS

Média de
concentracao
na agua de
extraccéo

Desvio-
padréo

Desvio-
padrao
relativo
(RSD%)

Avaliacao

°Be
27A|
51V
52Cr
55Mn
59Co
60N
62N
65Cu
667n
75AS
82Ga
88Gr
Mo
107Ag
11icd

1188n

1218b

137Ba
205T]|

208pp
238U

3,6%

0,0024

9,8 0,629 | 64,4% 9,3 00917 | 9,8% M
16,7 1033 | 61,8% 15,4 01416 | 9,2% M
1,0 0,078 | 785% 0,8 00061 | 7.4% M
9,7 1031 | 106,8% 6,0 00549 | 9,2% M
149,0 1436 | 9,6% 156,4 05760 | 3,7% M
177,8 3201 | 180% | 1782 08022 | 45% M
179,0 3249 | 182% | 1798 09399 | 52% M
178,2 3317 | 186% | 1787 08782 | 4,.9% M
79,6 3273 | 41,1% 61,4 0,9366 | 152% M
268,7 4732 | 176% | 3401 | 105906 | 311% |SSPA
3,7 0,416 | 111,6% 2,8 0,0970 | 34,7% M
0,4 0,025 | 68,1% 0,3 00041 | 124% M
6,2 0,108 | 17,6% 7,3 00549 | 7.5% M
0,2 0,004 | 17,5% 0,2 0,0008 | 3,6% M
75,9 0598 | 7.9% 77,4 02943 | 38% M
160,2 2,046 | 184% | 161, 0,7673 | 4,.8% M
10,4 1,087 | 105,0% 7,3 0,0796 | 10,9% M
0,2 0,007 | 32,1% 0,2 0,0008 | 33% M
5,6 0073 | 131% 5,9 00268 | 4,6% M
08 0,009 | 11,5% 0,9 00032 | 36% M
32,0 1,094 | 34,2% 28,5 01615 | 57% M
33 0,030 | 92% 3,0 00204 | 98% | PA

A diferenca entre a concentracdo de metais obtida via digestéo por placa de aquecimento e digestao

por microondas, € insignificante para praticamente todos os metais, & excepcao do Zn.

Observou-se que o desvio-padrao relativo (RSD%) foi inferior para a grande maioria dos metais

analisados na digesté@o por microondas. Um RSD% menor indica uma menor disperséo de resultados

e uma maior reprodutibilidade do método. Considerou-se assim a digestdo por microondas como o

melhor método de extracgdo de metais.

69



Realizou-se o calculo da eficiéncia relativa da eluicdo com o intuito de comparar os dois métodos
de extraccdo. Assim, utilizando a mediana da concentracdo de metais obtida através da digestao por
microondas de amostradores DGT como valor de referéncia (100%), calculou-se a eficiéncia relativa

da digestéo por placa de aquecimento. Os resultados encontram-se descritos na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Eficiéncia relativa da extraccdo via digestdo por placa de aquecimento, considerando a digestéo de
microondas como referéncia.

Mediana de concentracdo Eficiéncia
(ug/L) relativa
de
Digestdo | Digestédo por eluicao
por placa de (PATT)
microondas | aquecimento %

Metais Avaliacéo

TM — Digest&o por microondas. TTPA — Digest&o por placa de aquecimento.
A eficiéncia relativa da extrac¢éo usando a digestédo por placa de aquecimento € menor do que a

eficiéncia alcancada pela digestdo por microondas para a maioria dos metais. A digestdo por
microondas foi a seleccionada.
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3.3 Determinacédo dos Limites Analiticos

Foi efectuado o estudo dos limites analiticos envolvendo as matrizes aquosas provenientes de:

Brancos - Agua ultrapura acidificada com &cido nitrico e peroxido de hidrogénio usando digestao
por microondas.

Repeticao de leitura de Brancos - Leitura mais recente do ensaio Brancos.

Brancos ap6s P5 - Agua ultrapura acidificada com acido nitrico e peréxido de hidrogénio, extraida
apos os vasos de digestao terem sido expostos a uma digestédo prévia de dgua com concentracéo de

metais equivalente ao quinto ponto da recta de calibragéo do ICP-MS (ver tabela 3.6).

ponto da recta de calibragdo do ICP-MS.
5° ponto
darecta

do ICP-MS

(Ve]i )

Tabela 3.6 — Concentracao de metais no 5°

Metais

Os limites analiticos foram calculados de acordo com o descrito na secc¢ao 3.5. Efectuou-se uma
replicada das andlises dos Brancos, porque o ICP-MS apresentava pouca sensibilidade nas primeiras
leituras e os resultados apresentavam indicios de contaminacdo, possivelmente provocadas por
impurezas no gas argon.

Durante a determinacéo do limite de quantificacdo da metodologia, sempre que possivel, tentaram-
se manter os limites utilizados nos métodos analiticos da EPAL; no entanto, para 0os metais que

apresentavam valores superiores ao 1° ponto da recta de calibracdo em uso, foi definido um novo valor.
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A tabela 3.7 apresenta os valores utilizados para a determinacao do limite de quantificacdo da

metodologia.

quantificacdo via digestdo por microondas.
Repeticdo de leitura de
Brancos**

Tabela 3.7 - Limites de deteccao e

Brancos* Brancos apds P5*** LQ

(Mg/L) (Lg/L) (Mg/L) Met.

*kkk

LQMt | LD*3t | MA# LQft LD*3t MAH LQft LD*3t MAH
L 0,01 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,01|0,03| 0,03 | 0,03 |0,01|0,03| 0,03 | 0,03 |0,10

0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,00(0,01| O,00 | O01 |0,00|0,00| O,01 | 0,01 |0,05

2TAl 1,17 | 3,27 | 352 | 3,52 (1,77 |4,08| 531 | 531 |066|190| 1,98 | 1,98 | 5,00

sy 0,01| 0,03 | 0,03 | 0,038 |0,02|0,06| 0,05 | 0,06 |0,03|0,11| 0,08 | 0,11 |0,20

o 0,09 | 0,25 | 0,28 | 0,28 |0,18|0,49| 0555 | 0,55 |0,12|045| 0,37 | 0,45 | 0,50

& 0,04 | 0,12 | 0,10 | 0,22 | 0,04 |0,09| 0,11 | 0,11 |0,02|0,05| 0,05 | 0,05 |0,20

(6608 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,01|0,03| 0,03 | 0,03 |0,00[0,01| 0,01 | 0,01 |0,05

2N 0,08 0,19 | 0,23 | 0,23 |0,07|0,19| 0,21 | 0,21 (0,17|0,46| 0,52 | 0,52 | 0,60

ol 0,06 | 0,17 | 0,18 | 0,18 | 0,08 |0,22| 0,24 | 0,24 | 0,16 0,39 | 0,49 | 0,49 | 0,60

86Zn 0,62 159 | 1,85 | 1,85 |0,79(2,05| 2,37 | 237 |0,34|0,79| 1,03 | 1,03 | 5,00

(X9 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,02|0,06| 006 | 0,06 |0,01|0,04| 0,04 | 0,04 |0,05

2SS 0,08 | 0,27 | 0,23 | 0,27 |0,10|0,29| 0,29 | 0,29 | 0,06 |0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,30

83y 0,0l 0,01 | 0,03 | 0,03 |0,02|0,06| 0,07 | 0,07 {0,000,01| 0,01 | 0,01 |0,20

6B 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,02|0,04| 0,05 | 0,056 |0,01|0,02| 0,02 | 0,02 |0,05

=\sB 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,08 |0,01|0,02| 0,03 | 0,03 |0,000,01| 0,01 | 0,01 |0,05

e=eLl 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,02 |0,01|0,02| 0,01 | 0,02 |0,00|0,00| 0,00 | 0,00 |0,05

=W 0,11 | 0,24 | 0,32 | 0,32 [0,10|0,21| 0,30 | 0,30 [0,15|0,33| 0,44 | 0,44 | 0,50

eS8 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,03 |0,05|0,24| 0,24 | 0,24 |0,02|0,04| 0,05 | 0,05 |0,20

=U=F® 0,02 | 0,06 | 0,07 | 0,07 |[0,05|0,11| 0,23 | 0,13 [0,02|0,03| 0,04 | 0,04 |0,20

2057 0,0l 0,01 001 | 0,01 |0,00|001| 0,01 | 0,00 [0,00|0,00| 0,00 | 0,00 |0,05
0,0l 0,03 | 0,04 | 0,04 |0,02|0,04| 005 | 0,05 (0,01|0,02| 0,02 | 0,02 |0,05

001|001 | 001 | 000 |O00(0,01| O,00 | O01 |0,00|0,00| 0,01 | 0,01 |0,05

*Brancos — Digestao por microondas de agua ultrapura com adi¢éo de &cido nitrico e perdxido de hidrogénio.

**Repeticdo de leitura — Leitura mais recente do ensaio Brancos. ***Brancos ap6s P5 — Digestdo de agua
ultrapura com &acido nitrico e perdxido de hidrogénio, apos digestdo prévia com metais; P5 — concentragcdo de
metais correspondente ao 5° ponto da recta de calibragéo do ICP-MS. TLD — Limite de Detecgio. TTLQ — Limite de
Quantificacdo. ¥LD*3 — Trés vezes o valor de LD. ¥MA — Valor majorante. LQ Met. — Limite de quantificagéo da

metodologia.
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3.4 Validacao da digestdo por microondas como método de extraccao

Realizaram-se dois estudos de recuperacdo envolvendo adicdo de metais teor indicado nas tabelas
3.8 e 3.9. Em ambos, a agua utilizada foi agua ultrapura acidificada com &cido nitrico e peréxido de
hidrogénio. Como condicéo de aceitacdo considerou-se aceitavel a recuperacéo de 90% (a perda até
10% do teor original).

A tabela 3.8 descreve os resultados obtidos para um teor de metais proximo do limite de

guantificacéo.

Tabela 3.8 — Validacéo da digestédo por microondas como método de extracgao para cada metal analisado,
estudo da recuperacéo.

Ueerce Concentracao
metais ¢ Perda

Metais adicionado final (%) Avaliacao

(Mg/L) (/L)

L 0,10 0,10 -4.3
0,20 0,19 -4.6
27 5,00 8,23 39,2
0,20 0,18 -8,8
0,50 0,49 2,2
0,20 0,19 -4,0
0,20 0,19 4.1
0,60 0,62 2,6
0,60 0,62 2,4
0,60 0,60 0,6
5,00 5,76 13,1
0,20 0,20 1,4
0,30 0,29 -4.6
0,10 0,10 2,7
0,20 0,19 -3,5
0,20 0,19 3.1
0,20 0,19 -4.5
0,20 0,22 8,5
0,20 0,20 1,1
0,20 0,20 1,4
0,20 0,20 0,1
0,05 0,06 14,0

*V — Validado; **NV — N&ao Validado

O estanho (Sn) é preservado em HCI, precipita facilmente em agua (com OH-), pelo que deixou de
ser utilizado. O urénio (U) apresenta contaminacao de origem nao identificada. O Al e 0 Zn sdo metais
dificeis de analisar sem contaminac8es a nivel vestigial; por esse motivo e pelo facto de normalmente
se encontrarem a concentracfes mais elevadas do que os restantes metais, foi tomada a decisao de

serem analisados recorrendo também ao ICP-OES (além de ICP-MS).
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A tabela 3.9 descreve os resultados obtidos para a concentragdo de metais correspondente ao

quinto ponto da recta de calibragéo do ICP-MS.

Tabela 3.9 - Validagéo da digestdo por microondas como método de extracgdo para cada metal analisado,
através da analise de perdas da concentracdo de metais na agua.
VS0 60 Concentracéo
metais Perda

Metais adicionado final (%) Avaliacéo

(ug/L) (Mg/L)

Li 0,70 0,64 -9,5
°Be 0,35 0,32 -7,9
2TAl 3,50 4,03 13,1
0,70 0,63 -9.4
0,70 0,65 -7,3
0,35 0,31 -10,2
0,35 0,32 -9,0
0,70 0,93 24,6
0,70 0,92 23,9
0,70 0,72 2,8
2,80 3,09 9,5
0,35 0,34 -2,9
1,40 1,27 -10,2
0,35 0,34 -4,6
0,35 0,32 -9,0
0,35 0,32 -9,5
0,35 0,32 -8,6
0,35 0,34 -1,6
0,70 0,64 -9,2
0,35 0,32 -9,5
0,35 0,32 -8,5
0,35 0,33 -7,8

*V — Validado; **NV — N&o Validado
A uma concentracdo mais elevada os problemas observados anteriormente para Al, Zn e U

diminuiram ou desapareceram, no entanto, ocorreu uma contaminagdo de niquel de origem

desconhecida. Os restantes metais passaram nos critérios de validacao.

3.5 Determinacéo dos coeficientes de difusao

Uma das maiores problematicas na area de amostragem passiva inorganica advém da necessidade
de utilizacdo de coeficientes de difuséo (D). Utilizando o ensaio laboratorial descrito na sec¢éo 2.3.5,
determinaram-se os coeficientes de difusdo, a quatro temperaturas (13, 15, 20 e 25 °C), descritos na
tabela 3.10. Ocorreram algumas variag8es de pH ao longo dos ensaios, o registo dos valores diarios

encontra-se no anexo IV, e a média resultante esta indicada na tabela 3.10.
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Tabela 3.10 - Coeficientes de difusdo determinados experimentalmente.
Coeficientes de difusé@o obtidos experimentalmente

Metais 12,9°C 15°C 20°C 25°C
pH=4,3 pH=4,9 pH=5,1 pH=4,5

Amostrador passivo DGT-Me

7Li~k - - _ -
‘Be 4,55E-07 4,47E-07 4,91E-07 3,79E-07
27Al 1,68E-06 2,44E-06 3,61E-06 2,54E-06
Al (OES) 2,15E-06 2,90E-06 2,25E-06 3,98E-06
51y 4,16E-06 3,47E-06 4,42E-06 5,91E-06
5%Co 2,63E-06 3,96E-06 4,36E-06 2,61E-06
60N 3,49E-06 4,52E-06 5,04E-06 3,61E-06
65Cu 3,29E-06 3,72E-06 4,32E-06 5,46E-06
66Zn 2,05E-06 5,96E-06 3,82E-06 2,24E-06
(52*5) . 6,20E-06 . 4,90E-06
88Gr 9,34E-08 1,02E-07 1,10E-07 1,18E-07
%Mo 4,52E-06 2,68E-06 3,63E-06 6,30E-06

107Ag* 4,01E-08 4,78E-08 3,30E-08 -
111cd 1,50E-06 2,85E-06 3,02E-06 1,74E-06
137Ba 6,01E-08 1,39E-07 1,31E-07 1,45E-07
208pp 4,00E-06 6,33E-06 5,35E-06 5,58E-06
238y 2,93E-06 4,06E-06 3,02E-06 1,90E-06

Amostrador passivo DGT-As

- 3,07E-06 3,64E-06 -
7,25E-06 4,80E-06 8,91E-06 8,13E-06
5,83E-06 3,24E-06 4,93E-06 6,46E-06
2,97E-06 2,03E-06 2,83E-06 4,23E-06

* - N&o foi possivel calcular os coeficientes de difusédo para os metais cuja concentragdo se encontrava abaixo do
limite de quantificacéo.

Os coeficientes de difusdo (D) descritos na literatura correspondem a temperatura de 25°C. Na
tabela 3.11 encontram-se os valores de D a 25°C cuja origem é:

Fornecedor dos amostradores — Difusdo em gel poliacrilamida (APA), restantes condi¢fes
desconhecidas (foram os valores recomendados);

Garmo” - Difusdo em amostradores DGT-Me; pH=4,7;

Shiva® — Difusdo em amostradores DGT-Me; pH =4,0;

Davison** — Difusdo em agua; pH nao especificado;

Panther8? — Difusdo em amostradores DGT-As; pH=5,0.
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Tabela 3.11 — Comparacéao dos coeficientes de difusdo da literatura com os obtidos experimentalmente, a 25°C.

Coeficientes de difusao descritos na literatura (25°C) Coeficiente
Metais Fornd%csedor Garmo™ | Shiva® Davison4 Panthers2 E?(Se[ilimzﬁﬁal
amostradores* (25_0C) (25_0C) (25°C) (25_0C) (25°C)
(25°C) pH=4,7 | pH=4,0 PH=50  ph=a5
DGT-Me
2TA| 4,75E-06 5,10E-06 | 4,14E-06 | 4,60E-06 - 2,54E-06
Al (OES) 4,75E-06 5,10E-06 | 4,14E-06 - - 3,98E-06
Sy - 5,10E-06 | 3,88E-06 | 6,70E-06 - 5,91E-06
5Co 5,94E-06 5,80E-06 | 5,03E-06 | 6,22E-06 - 2,61E-06
60N 5,77E-06 6,30E-06 | 5,13E-06 | 5,99E-06 - 3,61E-06
85Cu 6,23E-06 6,60E-06 | 5,27E-06 | 6,07E-06 - 5,46E-06
66Zn 6,08E-06 3,80E-06 | 5,39E-06 | 5,98E-06 - 2,24E-06
Zn (OES) 6,08E-06 3,80E-06 | 5,39E-06 | 5,98E-06 - 4,90E-06
88Gr - 3,30E-06 - - - 1,18E-07
%Mo - 2,80E-06 | 5,58E-06 | 6,00E-06 - 6,30E-06
111Cd 6,09E-06 4,70E-06 | 5,36E-06 | 6,11E-06 - 1,74E-06
137Ba - 3,90E-06 - - - 1,45E-07
208ph 8,03E-06 1,03E-05 | 6,80E-06 | 8,03E-06 - 5,58E-06
238 - 4,80E-06 - 5,60E-06 - 1,90E-06
DGT - As

SAs 6,00E-06 - - 5,50E-06 | 6,40E-06 I 8,13E-06

* - ver Anexo |.

Os coeficientes de difusdo da literatura para as restantes temperaturas foram calculados a partir da
equacéao (22).

(22)

[(1,37023(T —25) + 8,36 x 107*(T — 25)2)] <D25(273 + T))
log Dy =

109+T 98

Foram calculados coeficientes de difusdo para Cr, Se e Sb a partir da utilizacdo de amostradores
DGT-As; na literatura ndo foram encontrados valores para comparacao.

Como pode ser observado na tabela 3.11, os coeficientes de difusdo descritos por Garmo’® quando
comparados com os obtidos experimentalmente neste trabalho séo diferentes, apesar da temperatura
ser amesma e o pH apenas ligeiramente diferente (4,5 e 4,7). Levanta-se assim a questao da existéncia

de outros factores que influenciam o seu valor.
Os gréficos 3.1 — 3.16 ilustram a comparacao entre os coeficientes de difusdo experimentais ja

descritos na tabela 3.10 e os coeficientes de difusédo da literatura a 25°C, ja descritos na tabela 3.11 e

calculados para 12,9°C, 15°C e 20°C segundo a equagéo (22).

Coeficientes de difusao calculados a partir de DGT- Me
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Figura 3.1 — Comparagéo entre os coeficientes de difusdo para aluminio segundo a literatura (*+6.75) e obtidos

experimentalmente (leitura por ICP-MS).

" Al (ICP-OES)
E 6,00E-06 -
g 5,00E-06 -
S
é 4,00E-06 1 ™ .i A Experimental
> 3,00E-06 - m ¥ Fornecedor
g 2,00E-06 - £ £ Garmo 2003
§ 1,00E-06 - m Shiva 2015
= 0,00E+00 . . .
S 0 10 20 30

Temperatura °C

Figura 3.2 - Comparagéo entre os coeficientes de difusédo para aluminio segundo a literatura (667°) e obtidos

experimentalmente (leitura por ICP-OES).
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Figura 3.3 - Comparacéo entre os coeficientes de difuséo para vanadio segundo a literatura (*46.75) e obtidos

experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.4 - Comparac&o entre os coeficientes de difusdo para cobalto segundo a literatura (*4%6.75) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.5 - Comparagéo entre os coeficientes de difusdo para niquel segundo a literatura (4¢6.7%) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.6 - Comparac&o entre os coeficientes de difuséo para cobre segundo varios a literatura (*45675) e
obtidos experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.7 - Comparagéo entre os coeficientes de difusdo para zinco segundo a literatura (*+56:7%) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.8 - Comparagéo

entre os coeficientes de difuséo para zinco segundo a literatura (*+56.75) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-OES).
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Figura 3.9 - Comparacao entre os coeficientes de difuséo para estroncio segundo a literatura (“°) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.10 - Comparagédo

entre os coeficientes de difuséo para molibdénio segundo a literatura (*46.75) e

obtidos experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.11 - Comparacéo entre os coeficientes de difuséo para prata segundo a literatura (*47°) e obtidos

experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.12 - Comparacao entre os coeficientes de difusdo para cadmio segundo a literatura (*+6675) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.13 - Comparagao entre os coeficientes de difusdo para bario segundo a literatura ("°) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.14 - Comparagao entre os coeficientes de difusdo para chumbo segundo a literatura (*+6.75) e obtidos

experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Figura 3.15 - Comparagao entre os coeficientes de difusdo para uranio segundo a literatura (*+7°) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).
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Coeficiente de difusao calculado a partir de DGT-As
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Figura 3.16 - Comparacao entre os coeficientes de difusdo para arsénio segundo a literatura (3?) e obtidos
experimentalmente (leitura por ICP-MS).

A prata (Ag) ndo apresenta coeficiente de difusdo para 25°C porque a concentragdo, que permitiria
a sua determinacao, encontrava-se abaixo do limite de quantificacdo. O coeficiente de arsénio (As) s6
pbde ser comparado com o de Panther 8 e o do fornecedor, porque se trata de um amostrador diferente

(DGT-As) para o qual ndo existem tantas determinagcbes de coeficiente de difuséo.

Os resultados sugerem que os coeficientes de difusdo de Cu possuem uma dependéncia importante
da temperatura, exibindo um comportamento linear, a semelhanc¢a dos calculados pela equacao (22).
Verifica-se que os restantes metais apresentam grandes variacdes dos seus coeficientes de difusao,
as quais podem ser devidas ndo sé a temperatura, mas também ao pH, e a outros factores.

Tendo em conta a temperatura e o pH, seria de esperar que os coeficientes experimentais
determinados a 25°C e pH 4,5 fossem comparaveis aos determinados por Garmo’® a 25°C e pH 4,7.
No entanto, ndo se verificou essa semelhanca. O V é o metal que apresentou maior proximidade dos
valores. Verificou-se também a influéncia das técnicas utilizadas nos valores obtidos, tendo-se obtido
para o Al e 0 Zn coeficientes de difusdo mais proximos dos ja descritos na literatura quando a
determinacéo foi realizada por ICP-OES em vez de ICP-MS. O Co, o Ni, o Sr e o Ba apresentam valores
muito discrepantes, por vezes nem sequer mantendo o mesmo grau de grandeza. O Cu, o Al, 0 Zn, o

Cd, o Pb e 0 U apresentam coeficientes de difusdo mais proximos dos descritos por Shiva®® a pH 4,0.
A tabela 3.12 apresenta os coeficientes de difusdo calculados partindo do valor obtido

experimentalmente a 25°C, utilizando a equacdo (22). Estes coeficientes de difusdo foram

posteriormente utilizados para o célculo das concentragdes de metais nos amostradores passivos.
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Tabela 3.12 - Coeficientes de difuséo calculados utilizando a equacgéo (22) e o coeficiente de difusdo obtido
experimentalmente a 25°C.

Temperatura (°C)
12,9 20 24,1

27Al 1,78E-06 1,90E-06 2,21E-06 2,47E-06 2,54E-06 2,59E-06

Metais

LAN(OISS)N  2,80E-06 2,99E-06 3,47E-06 3,89E-06 3,98E-06 4,07E-06

52Cr 2,27E-06 2,43E-06 2,81E-06 3,15E-06 3,23E-06 3,30E-06

Sy 4,16E-06 4,44E-06 5,15E-06 5,77E-06 5,91E-06 6,04E-06

1,84E-06 1,96E-06 2,27E-06 2,55E-06 2,61E-06 2,67E-06

2,54E-06 2,71E-06 3,15E-06 3,53E-06 3,61E-06 3,69E-06

2,66E-06 2,84E-06 3,30E-06 3,69E-06 3,79E-06 3,87E-06

3,84E-06 4,10E-06 4,75E-06 5,33E-06 5,46E-06 5,58E-06

1,57E-06 1,68E-06 1,95E-06 2,19E-06 2,24E-06 2,29E-06

3,44E-06 3,67E-06 4,26E-06 4,78E-06 4,90E-06 5,00E-06

5,72E-06 6,10E-06 7,08E-06 7,94E-06 8,13E-06 8,31E-06

4,54E-06 4,85E-06 5,62E-06 6,31E-06 6,46E-06 6,60E-06

8,33E-08 8,89E-08 1,03E-07 1,16E-07 1,18E-07 1,21E-07

4,43E-06 4,73E-06 5,48E-06 6,15E-06 6,30E-06 6,43E-06

1,23E-06 1,31E-06 1,52E-06 1,70E-06 1,74E-06 1,78E-06

2,97E-06 3,18E-06 3,68E-06 4,13E-06 4,23E-06 4,32E-06

1,02E-07 1,09E-07 1,26E-07 1,41E-07 1,45E-07 1,48E-07

3,92E-06 4,19E-06 4,86E-06 5,45E-06 5,58E-06 5,70E-06

1,34E-06 1,43E-06 1,66E-06 1,86E-06 1,90E-06 1,94E-06

3.6 Amostragem Passiva

3.6.1 Ensaio Laboratorial

Os ensaios que permitiram a determinacé@o dos coeficientes de difusdo possibilitaram também o
célculo das concentracbes de metais na amostragem passiva, em condi¢cdes controladas, e a
comparacao com a amostragem pontual.

Foi calculada a média de concentracbes de metais nas colheitas de agua pontuais e as
concentracdes de metais através dos amostradores DGT, tendo em conta o descrito na sec¢éo 1.3.2 e
os coeficientes de difusdo da tabela 3.10. As incertezas foram calculadas seguindo a metodologia
descrita na seccdo 3.8 e encontram-se representadas por barras. Os resultados estdo ilustrados nas
figuras 3.17 a 3.30.
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Concentracéo utilizando DGT-Me
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Figura 3.17 - Comparagéo da concentracdo de aluminio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.18 - Comparacao da concentragdo de aluminio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-OES).
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Figura 3.19 - Comparacéo da concentragdo de vanadio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.20 - Comparacgédo da concentracdo de cobalto obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.21 - Comparacéo da concentragdo de niquel obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.22 - Comparacéo da concentragdo de cobre obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.23 - Comparagéo da concentragdo de zinco obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.24 - Comparacao da concentragdo de estroncio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.25 - Comparacéo da concentragdo de molibdénio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.26 - Comparacéo da concentragdo de cadmio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.27 - Comparacao da concentragdo de bario obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.28 - Comparacéo da concentragdo de chumbo obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.29 - Comparacao da concentragdo de uranio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
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Figura 3.30 - Comparacédo da concentragcdo de arsénio obtida através de amostras pontuais e utilizando
amostradores passivos (leitura em ICP-MS).
Como se pode observar nos gréaficos, o uso de amostradores passivos estd associado a resultados

de maior incerteza quando comparados com a amostragem pontual.

Apesar das discrepancias observadas durante a determinacdo de coeficientes de difusdo, em
condic¢bes controladas, as concentragfes obtidas sdo na sua maioria semelhantes as das decorrentes
da amostragem pontual.

3.6.2 Ensaio no Reservatdrio dos Olivais

A primeira matriz real a ser analisada foi a &gua para consumo humano do reservatério dos Olivais,
em Lisboa. No total foram recolhidas onze amostras pontuais, das quais trés estéo indicadas na tabela
3.13. A média da temperatura registada no reservatorio foi de 12,9°C e de pH foi 8.

Calculou-se a concentracdo de metais presentes no reservatério dos Olivais, utilizando os
coeficientes de difusdo da tabela 3.11, e comparou-se a concentracdo com a obtida via amostragem
pontual. A maioria dos metais analisados apresentou valores abaixo do limite de quantificacéo, pelo

gue so6 foi efetuada a comparagao para cinco metais (Ni, Cu, Zn, Sr e Ba).
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A tabela 3.13 e os graficos 3.31 — 3.35 apresentam as concentracfes de metais na agua do
reservatoério dos Olivais na amostragem pontual e através de amostradores passivos DGT.

Tabela 3.13 - Concentragdo de metais na agua do reservatorio dos Olivais; trés colheitas pontuais e utilizando
amostradores passivos.

_ Amostras Pontuais (Ug/L) Amostradores
Metais Colheita Colheita Colheita Passivos
Inicial Intermédia Final (Mg/L)
1,0 0,7 0,8
60N Total 0,8
Dissolvido 1,0 0,7 0,8
1,4 1,5 1,4
65Cy Total 14
Dissolvido 1,3 15 1,3

6,3 6,7 6,8

6671 Total 38
Dissolvido 5,3 6,1 6,6
22,7 23,7 23,1

885y Total 0.7
Dissolvido 22,4 23,8 22,8
54 57 5,6

137R3 Total 0.2
Dissolvido 53 5,8 5,8
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Figura 3.31 - Comparacéo da concentragdo de niquel na agua do reservatdrio dos Olivais; nas amostras pontuais
e nos amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.32 - Comparacao da concentragdo de cobre na dgua do reservatoério dos Olivais; has amostras pontuais
e nos amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.33 - Comparacéo da concentragdo de zinco na 4gua do reservatdrio dos Olivais; nas amostras pontuais
e nos amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.34 - Comparagéo da concentragdo de estrdncio na agua do reservatorio dos Olivais; nas amostras
pontuais e nos amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.35 - Comparacao da concentragdo de bério na 4gua do reservatdrio dos Olivais; nas amostras pontuais
e nos amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Verificou-se que a concentracao de Zn, Sr e Ba € menor nos amostradores passivos DGT do que a
da amostragem pontual. Para estes metais os coeficientes de difuséo determinados mostraram a maior

discrepancia quando comparados com os ja descritos na literatura.

3.6.3 ETA de Santa Agueda

Analisou-se a agua do reservatério da ETA de Santa Agueda através da recolha de trés amostras
pontuais e da colocacdo de amostradores passivos DGT. A média da temperatura registada no
reservatério de agua da ETA foi de 24,1°C e 0 pH 7,8.

A maioria dos metais analisados apresentou valores abaixo do limite de quantificacdo, pelo que, a

comparacao so foi feita para quatro metais (Al, Ni, As e Sr), estando descrita na tabela 3.14 e nos
gréficos 3.36 a 3.41.

Tabela 3.14 - Concentracdo de metais na 4gua da ETA de Santa Agueda: colheitas pontuais e amostradores
passivos.

_ Amostras Pontuais (ug/L) Amostradores
Metais Colheita Colheita Colheita Passivos
Inicial Intermédia Final (Mg/L)
39,2 40,0 36,5
27 Total 19,5
Dissolvido 26,2 33,2 34,4
0,4 0,4 0,4
60Ni Total 0.4
Dissolvido 0,4 0,6 0,9
1,0 1,3 15
5AS Total 0,3
Dissolvido 1,0 1,2 15
25,1 26,1 25,9
885y Total 0.3
Dissolvido 23,4 27,0 23,7
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Figura 3.36 — Comparagéo da concentrac&o de aluminio na agua da ETA de Santa Agueda: amostras pontuais e
amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.37 - Comparag&o da concentracgéo de niquel na &gua da ETA de Santa Agueda: amostras pontuais e
amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.38 - Comparagéo da concentracéio de estroncio na agua da ETA de Santa Agueda: amostras pontuais e
amostradores passivos; leitura em ICP-MS.

Concentracéo utilizando DGT-As

75AS
2
<
215
ke % X Amostras pontuais
g 1 ¢ Amostradores DGT-As
05
o 4
8 O
0 10 20 30
Temperatura °C

Figura 3.39 - Comparac&o da concentracio de arsénio na agua da ETA de Santa Agueda: amostras pontuais e
amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Tal como foi observado para os resultados da agua do reservatério dos Olivais, a concentracdo de

Sr e As nos amostradores DGT néo é coincidente com a das amostras pontuais.

3.6.4 Albufeira de Santa Agueda

Analisou-se a agua da albufeira de Santa Agueda através de trés amostras pontuais e da colocagéo
de amostradores passivos DGT. A média da temperatura registada na albufeira foi de 25,8°C e o pH
8,2. Para a determinacdo da concentracao de metais foi utilizado o coeficiente de difusdo calculado
através da equacdo (22). A maioria dos metais apresentou valores abaixo do limite de quantificacéo,
pelo que, a comparacéo s6 foi feita para quatro metais (Al, As e Sr e Ba). Os resultados podem ser
visualizados na tabela 3.15 e nos graficos 3.36 a 3.41.

Tabela 3.15 - Concentracdo de metais na agua da albufeira de Santa Agueda: colheitas pontuais e amostradores
passivos.

_ Amostras Pontuais (pg/L) Amostradores
Metais Colheita Colheita Colheita Passivos
Inicial Intermédia Final (Mg/L)
58,7 28,2 27,6
27| Total 20,5
Dissolvido 10,1 17,6 9,8
49 45 49
5AS Total 6,7
Dissolvido 3,6 4,4 3,9
11,8 11,9 11,3
885y Total 52
Dissolvido 11,4 11,5 11,1
3,1 0,9 14
13734 Total 0,6
Dissolvido 2,0 0,6 0,7
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Figura 3.40 — Comparacéo da concentracdo de aluminio na agua da albufeira de Santa Agueda: amostras
pontuais e amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.41 - Comparagdo da concentragéo de estroncio na agua da albufeira de Santa Agueda: amostras
pontuais e amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.42 - Comparagéo da concentracéo de bario na agua da albufeira de Santa Agueda: amostras pontuais e
amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Figura 3.43 - Comparagéo da concentraco de arsénio na agua da albufeira de Santa Agueda: amostras
pontuais e amostradores passivos; leitura em ICP-MS.
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Sendo a agua da albufeira de Santa Agueda uma matriz real onde os constituintes biolégicos,
guimicos e fisicos variam ao longo do tempo (pH, fluxo, temperatura, etc.), € de esperar que o0s
resultados obtidos difiram dos registados em laboratério.

Nas figuras 3.41, 3.42 e 3.43, observam-se novamente diferencas nas concentracdes de Ba, Sr e

As obtidas por amostragem pontual e via amostradores passivos.
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4 Conclusao

Este estudo teve como principal objectivo avaliar a utilizacdo de amostradores passivos DGT para
monitorizar metais em aguas superficiais e aguas para consumo humano.

O polimero acrilonitrilo butadieno estireno (ABS) mostrou-se adequado quanto a sua utilizacdo em
suportes de amostradores passivos DGT.

A digestéo utilizando agua acidificada com acido nitrico e peréxido de hidrogénio em digestor por
microondas mostrou ser o melhor método para extraccdo de metais da resina Chelex-100. O
procedimento foi validado para 19 metais (litio, berilio, vanadio, cromio, manganés, cobalto, niquel,
cobre, arsénio, selénio, estroncio, molibdénio, prata, cadmio, antimonio, bario, talio, chumbo e uranio)
utilizando ICP-MS e para aluminio e zinco utilizando ICP-OES como método analitico.

A determinagdo dos coeficientes de difusdo sugere que estes ndo sdo apenas dependentes da
temperatura, podendo existir outros factores de influéncia (por exemplo, pH, forca idnica, afinidade da
resina para cada metal, estado de oxidacdo dos metais, volume da matriz utilizada, concentracdo de
metais na matriz e fluxo da mesma). Tornou-se importante a avaliagdo da importancia de cada factor.

A amostragem por DGT apresentou boa repetibilidade entre resultados obtidos em laboratério, pelo
mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, tal como tinha sido observado por Lucas’.

O estudo comparativo entre a utilizacdo de amostragem pontual e amostragem passiva evidenciou
uma baixa concordancia entre resultados. A semelhanca de Davison e Zhang'?’, verificou-se que nas
medi¢bes realizadas com DGT em matrizes complexas a quantificacdo apresentou variagcdes cujos
factores contributivos é necessario determinar. A maioria dos metais analisados apresentou
concentracdes inferiores ao limite de quantificagdo, facto que limitou 0 nUmero de metais para os quais
foi possivel o estudo comparativo da concentracdo utilizando amostragem pontual e passiva.
Recomenda-se que em estudos posteriores os amostradores passivos sejam expostos durante
periodos de tempo superiores (>15 dias) para aumentar a concentracdo dos analitos.

Observou-se a deteccdo de cromio, selénio e antiménio para além do arsénio ao utilizar
amostradores passivos DGT-As; no entanto, é necessaria a realizacdo de mais estudos nomeadamente
para a determinacéo dos seus coeficientes de difuséo.

A maior vantagem da utilizagdo de amostradores passivos parece residir na capacidade de
concentrar selectivamente analitos possibilitando a especiacdo de metais sem necessidade de filtraco.
A amostragem passiva por DGT revelou-se uma ferramenta Util para a monitorizacdo qualitativa de
metais em aguas superficiais como técnica complementar a amostragem pontual. Porém, é ainda
necessario aprofundar o seu estudo nas aguas para consumo humano antes de aplica-la para fins de

controlo de qualidade de agua.
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