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Resumo

Sabe-se que a deficiéncia de iodo no ambiente esta relacionada com disfuncdes da glandula

tirdide provocando o bdcio.

Assim, esta dissertacdo reside na necessidade de medir, através de um método analitico
adequado, o iodo na agua destinada ao consumo humano, e relacionar o seu teor, que se

supde ser baixo, com as doencas associadas a IDD.

Para atingir este objectivo procedeu-se a validacdo do método, “leuco cristal violeta”,
através de avaliacdo directa e indirecta. As amostras de agua sao provenientes de varias
localidades: Matosinhos, Povoa de Varzim, Covilha, Castelo Novo, Capinha, Penhas da Saude,
Guarda e Monte Real. O método foi aplicado na analise de 47 amostras de agua tratada e 41
amostras de agua bruta. Verificou-se que as concentracdes de iodo variaram entre 7,43+1,92
e 18,81+4,85 ug-L" para a agua tratada, e 6,20+1,47 e 17,90+2,84 pg-L"' para a agua bruta.
Sendo que foi no Porto que se registaram os maiores teores de iodo e na Covilha os menores.
Considerando que o LD e o LQ encontrados sdo 14,5 e 46,4 ug-L "' respectivamente, nenhuma

das amostras analisadas pode ser quantificada.

A legislacao Portuguesa indica a espectrofotometria de absorcdao atomica como metodologia
analitica de referéncia para analise e quantificacdo de diversos metais em aguas de consumo
humano (DL 236/98). Este é o caso de metais como cobre, manganés, selénio e zinco, que
serao abordados no ambito deste trabalho. A escolha destes metais tem por base o facto de
diversos estudos revelarem que para além do iodo, também estes elementos influenciam a

actividade e secrecao da hormona da tiréide.

As concentracgdes de Cu, Mn e Zn foram determinadas em 37 amostras de agua bruta e em 37
amostras de agua tratada. A concentracao de cobre nas aguas tratadas analisadas variou
entre 0,35+0,13 a 23,68+1,76 pg-L'1 e de 0,25+0,06 a 9,50+0,62 pg-L'1 para a agua bruta. O
teor de manganés variou entre 0,51:0,00 a 2,41+0,24 pg-L"' para a agua tratada e de
0,55+0,06 a 2,44:+0,53 pg-L" para a agua bruta. A concentracdo de zinco variou entre
0,00+0,00 a 63,16+10,41 pg-L" para a agua tratada e 0,00+0,00 a 18,62+1,24 pg-L" para a
agua bruta. Os limites estabelecidos pelo Decreto-Lei n° 306/2007 para o cobre e para o
manganés para a agua de consumo humano é de 2,0 mg-L" e 50 pg-L", respectivamente. O

presente Decreto-Lei ndo faz referéncia a valores paramétricos para o zinco.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o teor de iodo nas aguas naturais
analisadas, quer no interior do Pais quer no litoral, é significativamente baixo, o que significa
que a agua natural ndo € um meio viavel para garantir a ingestdo de iodo necessaria

diariamente que é de 150 pg-dia™ para adultos.

Considerando que a literatura refere que a quantidade necessaria de ingestao diaria para um

adulto de zinco é de 15 mg-dia™*, de cobre entre 1,0 a 1,5 mg-dia” e de manganés 2,5 a 5,0

i
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mg-dia™', pode concluir-se pelos resultados analisados que a agua natural também néo fornece

essas quantidades.

Palavras-chave: lodo; Aguas Naturais; Validacdo de Métodos; Cobre; Zinco; Selénio;

Manganés.
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Abstract

It is known that iodine deficiency in the environment is related to dysfunction of the thyroid

gland leading to goitre.

Thus, this dissertation arises from the need to measure, through an appropriate analytical
method, the iodine in water intended for human consumption and relate its level, which is

assumed to be low, with the diseases associated with IDD.

To achieve this we proceeded to validate the method, leuco violet crystal, through direct and
indirect evaluation. Water samples come from various locations: Matosinhos, Pdvoa de
Varzim, Covilha, Castelo Novo, Capinha, Penhas da Saude, Guarda e Monte Real. The method
was applied in the analysis of 47 treated water samples and 41 samples of raw water. It was
found that iodine concentrations ranged from 7,43+1,92 to 18,81+4,85 pg-L'1 for the treated
water, and from 6,20+1,47 to 17,90+2,84 pg-L" for the raw water. Porto registered the
highest levels of iodine and Covilha the lowest. Considering that the LD and LQ found are 14,5

and 46,4 pg-L " respectively, none of the samples can be quantified.

Portuguese legislation indicates the atomic absorption spectrophotometry as the reference
analytical methodology for analysis and quantification of various metals in water for human
consumption (DL 236/98). This is the case of metals such as copper, manganese, selenium and
zinc, which are discussed in this work. The choice of these metals is based on the fact that
many studies have shown that in addition to iodine, these elements also influence the activity

and secretion of thyroid hormone.

The concentrations of Cu, Mn and Zn were determined in 37 raw water samples and 37
samples of treated water. The concentration of copper in the treated water analysed ranged
from 0,35:0,13 to 23,68+1,76 pg-L' and from 0,25:0,06 to 9,50:+0,62 pg-L"' for the raw
water. The manganese content ranged from 0,51+0,00 to 2,41+0,24 pg~L’1 for the treated
water and from 0,55:0,06 to 2,44+0,53 pg-L" for the raw water. The zinc concentration
ranged from 0,00+0,00 to 63,16+10,41 pg-L" for the treated water and from 0,00+0,00 to
18,62+1,24 pg-L" for the raw water. The limits established for copper and manganese on
drinking water, by the Decree-Law no. 306/2007, are 2,0 mg-L™" and 50 pg-L", respectively.

The current Decree-Law makes no reference to the parametric values for zinc.

From the results obtained, it can be concluded that the iodine content on analyzed natural
waters, both on the countryside and on the coast, is significantly low, which means that the
natural water is not a viable mean to ensure the intake of the iodine needed daily, which is

150 pg-day™ for adults.

Considering that literature indicates that the required amount of daily intake of zinc for an

adult is 15 mg-day™, copper from 1,0 to 1,5 mg-day ' and manganese from 2,5 to 5,0 mg-day’,
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it can be concluded by the results attained that the natural water also does not provide these

quantities.

Keywords: lodine, Natural Waters; Validation of Methods; Copper; Zinc; Selenium;

Manganese.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
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Capitulo 1- Introducao

O iodo foi um dos primeiros metais a ser reconhecido como elemento importante nas funcoes
humanas. O iodo € um nutriente essencial, amplamente encontrado na natureza, mas em
quantidades pequenas e que variam de uma zona geografica para a outra (Navarro, A. M; et
al., 2008). A sua principal funcdo no corpo humano ¢ a participacao na sintese das hormonas
da tiréide (Ahmad, et al., 1988; Takaku, Y. et al., 1995; WaterAid, 2000). Desta forma, o iodo
tem uma influéncia importante no organismo como um todo através de sua participacao nos
processos metabolicos (Takaku, Y. et al., 1995). Geralmente a ingestdo inadequada de iodo
estd associada a ocorréncia de um grupo de situagdes clinicas denominadas de lodine
Deficiency Disorders (IDD) (WaterAid, 2000).

Dada a importancia que o iodo possui na fisiologia da sintese das hormonas da tirdide e dado
os impactos negativos que a sua deficiéncia pode provocar, a Organizacao Mundial da Saude
(OMS) considera a deficiéncia em iodo um problema sério de salde pulblica no mundo,
principalmente em gravidas e em criancas (WHO, 2007). Assim, tem vindo a propor-se planos
para colmatar esta deficiéncia de iodo na agua e nos alimentos, tal como a iodizacao do sal
de cozinha, dado que os alimentos naturais nao garantem uma ingestao adequada de iodo
(WHO, 2007; Sood, A., et al., 2009).

Inimeros trabalhos de investigacdo revelaram que os metais pesados influenciam as
hormonas, incluindo a actividade e a secrecao da hormona da tirdide. Tem-se observado que
a deficiéncia de zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn) e selénio (Se) afecta adversamente o
sistema endocrino. As deficiéncias sdo geralmente devidas a diminuicdo da ingestdo ou ao

aumento da perda corporal destes elementos (Aihara, K., et al., 1984).

A presenca de espécies metalicas em aguas naturais exerce um papel determinante na funcao
bioldgica de muitos organismos. Determinados elementos metalicos podem apresentar
toxicidade elevada para muitas formas de vida, enquanto outros sao considerados essenciais,
podendo contudo ser toxicos quando presentes em concentragoes elevadas (Templeton, D. M.
et al., 2000; Gunnar, F. N., 2007).

1.1 Objectivos

Dentro do contexto referido na seccao anterior, o trabalho apresentado nesta dissertacao tem
por objectivo principal a determinacdo do teor de iodo através da espectroscopia
ultravioleta-visivel, pelo método “leuco cristal violeta”, em amostras de agua destinadas ao

consumo humano e relacionar a sua possivel escassez com problemas da glandula tirdide.

Para que o objectivo principal fosse alcancado, foram estabelecidos varios objectivos

especificos:
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Adaptar e validar a metodologia para a determinacdo do teor de iodo através do método

“leuco cristal violeta”.

Verificar a presenca de outros metais (Zn, Mn, Se e Cu) através da determinacdo das suas
concentragdes nas aguas analisadas, por espectrofotometria de absorcdo atomica com chama,

utilizando lampadas de catodo oco especificas para cada metal.
1.2 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos. Neste primeiro capitulo sdo introduzidos os
principais temas do trabalho fazendo-se o respectivo enquadramento no panorama actual. Os

objectivos da dissertacao serao também apresentados.

No capitulo 2 faz-se a revisdo bibliografica sobre os aspectos teoricos considerados
necessarios para a realizacdao do trabalho proposto. Assim, faz-se uma abordagem aos
aspectos encontrados na literatura referentes ao iodo, tais como as propriedades em solucao
aquosa, ou seja os equilibrios que se verificam em funcao do pH na agua a analisar. Também
neste capitulo se considera a relacdo existente entre o iodo presente na agua e o efeito
provocado na populacdo. De seguida, faz-se uma breve descricao dos principais métodos de

quantificacdo do iodo em aguas naturais.

O capitulo prossegue com a discricdo dos metais em estudo (Zn, Cu, Se e Mn) onde é feita
uma abordagem teodrica relativamente a origem, toxicidade e enquadramento legal dos
metais. Descreve-se também a importancia e a relacdo de cada metal com o bom
funcionamento da glandula tirdide, bem como o método utilizado na sua determinacao,

absorcdo atomica com chama.
Por Gltimo serdo abordados os aspectos mais relevantes na validacao de métodos.

No capitulo 3 encontram-se descrita a metodologia, material e equipamento utilizado na
execucao do trabalho experimental. Comeca-se por fazer referéncia aos pontos de recolha
das amostras, e uma abordagem a forma de preservar e de as conservar. De seguida sao

descritos os materiais e procedimentos adoptados para a realizacao dos ensaios laboratoriais.

Faz-se também referéncia aos métodos analiticos: quantificacdo do iodo por
espectrofotometria de absorcao molecular (Uv-visivel) através do método “leuco cristal
violeta” e quantificacdo de metais pesados, através da espectrofotometria de absorcao

atomica com chama.

O capitulo 4 expde os resultados obtidos tendo em vista o cumprimento dos objectivos

propostos e é efectuada a discussao dos mesmos.

Por Gltimo, no capitulo 5 sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho e sdao dadas

algumas sugestdes para o trabalho futuro.
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CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1 Critérios de Qualidade da Agua

A agua destinada ao consumo humano devera apresentar caracteristicas de qualidade que
garantam a sua potabilidade, e para isso, devera, ser objecto de cuidados permanentes e
adequados que sao traduzidos por critérios para a qualidade da agua, os quais passaram a ser
quantitativos, em vez de qualitativos (Zuane, J., 1990). Eles compreendem a especificacao
dos parametros analiticos que deverdao ser objecto de controlo. Assim, e como os metais
pesados constituem contaminantes quimicos nas aguas, pois mesmo em pequenas
concentracdes trazem efeitos adversos a saude, € necessario desenvolver cada vez mais e

melhores técnicas para efectuar o seu controlo (Mendes,B., et al., 2004).

Em Portugal, a legislacdo para garantir a qualidade da agua tem vindo a sofrer ajustes ao
longo do tempo. O Decreto-Lei n° 236/98 (Anexo A), foi uma primeira tentativa de
regularizacdo da situacao nacional, referente a legislacdo da agua para consumo humano, que
estabelecia, segundo a origem e uso pretendido para a agua, parametros de qualidade,
valores limite, exigéncia de amostragem e caracterizacao analitica. Conforme o Anexo | do
mesmo Decreto-Lei, a qualidade das aguas doces superficiais destinadas ao consumo humano,
classificam-se segundo os valores maximos recomendados e maximos admissiveis, VMR e VMA,
respectivamente (DL 236/98). Este documento refere ainda a espectrofotometria de absorcao
atémica como o método analitico de referéncia para a analise dos metais presentes, na agua
para consumo humano. Contudo, e como previsto no Decreto-Lei n° 306/2007 (Anexo B),
actualmente em vigor, os laboratorios de ensaios poderdao recorrer a outros métodos
analiticos desde que provem, junto da autoridade competente, que os resultados obtidos sao,
no minimo, tdo fidveis como os que seriam obtidos pelos métodos especificados (DL
306/2007). As principais alteracoes introduzidas por este documento legal foram a criacao do
conceito de valor paramétrico, em detrimento dos VMR e VMA, correspondendo estes valores
paramétricos ao anteriormente legislado por VMA. Contudo para alguns parametros, os
valores paramétricos apresentem ligeiras alteracdes relativamente aos VMA disposto no

anterior Decreto-Lei.

O Decreto-Lei n° 306/2007, classifica os parametros analiticos em trés grupos:
microbioldgicos, quimicos e indicadores; registando também algumas alteracdées como por
exemplo: a inclusdo de novos parametros no controlo da qualidade da agua; a lista dos
parametros a analisar e a criacdo de uma autoridade competente. Nele foram ainda
estabelecidos novos limites para os parametros de controlo. Na Tabela 2.1 encontram-se os

valores destes parametros relativos aos metais em estudo.
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Tabela 2.1: Valores paramétricos dos metais em estudo para a agua de consumo humano (adaptado do

Decreto-Lei 306/2007).

Parametro Valor Paramétrico Unidade
Cobre 2,0 mg-L"
Zinco * *
Selénio 10 pg-L’
Manganés 50 gL

* Nao existem valores paramétricos, na actual legislacao, referentes ao Zinco.
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2.2 O lodo

2.2.1 Propriedades

0 iodo foi descoberto pelo quimico francés, Bernard Courtois, em 1811. O seu nome deriva do

grego "iodes" que significa violeta ou roxo, que é a sua coloracao na fase gasosa (AMR, 2010).

0 iodo (I), apresenta nimero atémico igual a 53, massa atomica de 126.9, ponto de fusao de
114°C e ponto de ebulicdo de 183°C (Laurberg, S. A. P., et al., 2009). E um sélido nao-
metalico a temperatura ambiente, que forma cristais brilhantes, de coloracao violeta-escuro
(Gray, L., 2005). Embora amplamente distribuido na biosfera, é geralmente classificado entre
os elementos mais raros (Edmonds, J.S. e Morita, M., 1998). O iodo pertence ao grupo dos
halogéneos (17 ou VIl) da Tabela Periodica. Todos os halogéneos sdo muito reactivos, o que
significa que formam compostos com outros elementos com bastante facilidade. Porém o iodo
€ o menos reactivo do grupo, e apresenta certas caracteristicas metalicas. O arranjo dos
electroes na camada electronica externa determina a reactividade dos halogéneos (Gray, L.,
2005).

0 iodo é um elemento simples e as Unicas espécies estaveis conhecidas sdo as que possuem
massa de valor igual a 127. Existem 22 isotopos de iodo com massas entre 117 e 139, e 14
dessas emitem radiacdes significativas (Kirk-Othmer, 2005; Lazarus, J. H., et al., 2009).
Dissolve-se facilmente iodo em ciclohexano (C¢H;;), em cloroformio (CHCl;), em tetracloreto
de carbono, (CCly), ou em disulfureto de carbono (CS;), produzindo solucées de coloracao
violeta, todavia ndo se dissolve facilmente em agua, e a solucdo apresenta uma coloracdo
castanha (Gray, L., 2005). A explicacao esta no facto de as forcas que mantém as moléculas
de agua juntas serem muito mais fortes que as forcas que mantém juntas as moléculas de
iodo. Quando o iodo é adicionado a agua, as forcas que se exercem entre as moléculas nao
conseguem vencer as forcas entre as moléculas de agua, logo as moléculas de iodo e agua nao
se misturam completamente. Por sua vez quando é adicionado por exemplo ao ciclohexano,
as forcas que mantém as moléculas de iodo juntas sdao mais fracas do que as forcas que se
verificam entre as moléculas de ciclohexano, logo estes misturam-se livremente. A
solubilidade em agua aumenta ao adicionar iodeto devido a formacao do iao triiodeto (I5’). Em
solucdes contendo amido, o iodo forma um complexo azul-escuro com o amido) (Gray, L.,
2005).

Na Tabela 2.2 estao registados os valores de solubilidade do iodo em solventes organicos e na

agua.
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Tabela 2.2: Solubilidade do iodo em solventes organicos e na agua (adaptada de Kirk-0., 2005).

Solvente Solubilidade (g-Kg™')?
Benzeno 164,0
Dissulfureto de Carbono 197,0
Tetracloreto de carbono 19,2
Cloroformio 49,7
Ciclohexano 27,9
Acetato de Etilo 157,0
Alcool Etilico 271,1
Eter Etilico 337,3
Brometo de Etileno 115,1
Cloreto de Etileno 57,6
Glicerol 9,7
n-heptano 17,3
n-hexano 13,2
Alcool Isobutil 97,0
Isoctano 13,2
Tetracloroetileno 69,0°
Tricloroetileno 182,5
Tolueno 79,0°
p-xileno 198,3
Agua 0,34
325 °C.

® g/100 mL de solucéo.

O iodo nao se encontra como um elemento puro na natureza. Encontra-se sempre combinado

com outros elementos ou compostos (Hou, X., 2009).

O iodo ocorre disperso no ar, no solo, na agua e nos organismos vivos. Na atmosfera, a
concentracao de iodo varia entre 0,2 a 10 ng-m™ e encontra-se sob a forma de particulas de
iodo, iodo inorganico (l,, HI, OHI) e iodo organico (CHIl;, CH,l,, CH;CH,CH,l), cujas

concentragées variam em funcdo de outros parametros, tais como a estacdo do ano, a
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localizacdo geografica e o clima (Hou, X., 2009). O iodo disperso no ar aumenta com a

poluicdo decorrente da combustao de petroleo e de carvao e seus derivados.

0 iodo é encontrado na agua do mar na forma de iodeto de soédio (Nal), e nos compostos
petroliferos, na forma de iodeto de potassio (Kl). E extraido industrialmente das aguas
salgadas dos pocos de petroleo e € um subproduto resultante do processo de obtencdo do
salitre do Chile, em cujos depositos se encontra na forma de iodato de sddio (NalQOs). Esta
presente em pequenas quantidades nos tecidos organicos animais e vegetais, mas é
abundante nas algas marinhas. E encontrado em todos os tecidos e fluidos do corpo, e
provavelmente em todas as células, mas a maior concentracdo, esta na glandula tirdide
(Gray, L., 2005).

O corpo humano necessita somente de uma pequena quantidade deste elemento para manter
0s seus processos quimicos, denominados colectivamente de metabolismo, que ocorrem no

interior das células.

0 iodo esta intimamente ligado a regulacdo das funcdes da tirdide no corpo humano e, em
solucdo alcodlica (tintura de iodo), era usado como anti-séptico até que se descobriu que
retardava o restabelecimento dos tecidos. Diversos sais de iodo sao utilizados no tratamento
de doencas como arteriosclerose, hipertensao arterial, sifilis, bronquite cronica e algumas
formas de artrite (Edmonds, J.S. e Morita, M., 1998).

O iodeto de potassio e o iodato de potassio, sao adicionados ao sal comum, NaCl, para
prevenir o surgimento do bdcio endémico, doenca causada pelo défice de iodo na dieta

alimentar.
2.2.2 Equilibrios em Solucao Aquosa

Como foi referido anteriormente, o iodo esta presente naturalmente na agua. A agua do mar
apresenta a maior concentracao de iodo, cerca de 60 ppb, mas varia de lugar para lugar. Os
rios geralmente contém cerca de 5 ppb de iodo e em fontes minerais alguns ppm podem
também ser encontrados. As plantas apresentam apenas alguns tracos de vestigios de iodo,
excepto as algas marinhas nas quais o mineral se encontra concentrado (Laurberg, S. A. P., et
al., 2009).

0 iodo nao pode ser encontrado como um elemento, mas encontra-se na forma molecular, I,,
e ionica: iodeto (I') e iodato (I05) (Hemat, R.A.S., 2009, Ito, K., et al., 2009). Na agua do
mar, o iodo existe principalmente como iodeto, iodato, e como iodo organico encontrando-se
este Ultimo em menor quantidade, variando com a localizacdo geografica e com a
profundidade (lto, K., et al., 2009). Em agua doce, o iodo também existe sob a forma de
iodato, iodeto e iodo organico, sendo a concentracao deste Ultimo normalmente mais elevada
neste tipo de agua (Hou, X., 2009). A Tabela 2.3 apresenta as espécies de iodo presentes na

natureza bem como as suas principais fontes.
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Tabela 2.3: Espécies de lodo na Natureza (adaptada de Hou, X., 2009).

Nome Formula Quimica Fonte

lodeto I Agua, plantas, animais
lodato 10y Agua

lodo Elementar I, Ar
Periodato 10, Agua
Hipoiodito 10° Ar, agua
lodeto de Metilo CH;l Ar, agua
Di-iodeto de Metilo CH,l, Ar, agua
lodeto de Etilo C,Hsl Ar, agua
lodeto de Propilo C3HyI Ar, agua
lodeto de Butilo C4Hol Ar, agua
Triiodotironina T3 Animais, plantas, leite
Tiroxina T, Animais, plantas, leite
Monoiodotirosina MIT Animais, plantas, leite
Diiodotirosina DIT Animais, plantas, leite
Triiodotironina Reversa rms Animais, plantas, leite
Particulas associadas ao lodo - Ar, agua

As principais espécies de iodo presentes em solucdo aquosa sdo apresentadas na Tabela 2.4.
assim como a constante de equilibrio, K.y, associada a respectiva reaccao. A primeira reaccao
(@) corresponde a hidrolise do iodo elementar (l;) a iodeto (I') e acido hipoiodoso (HOI)
(Wehrli, B., et al., 2000). A valores de pH elevados, o acido hipoiodoso (HOI) dissocia-se para
formar o hipoiodito (OI') com pKa de 10,4. A pH baixo, o H,0l" é formado por protonacao do
HOI (pKa =1,4). As concentracbes de equilibrio destas espécies para uma concentracdo de
iodo total de 1 pM (250 pg-L") sdo mostrados na Figura 2.1. A pH baixo, o iodo, é a espécie
dominante, enquanto a pH neutro ou ligeiramente basico, o HOI e o | tornam-se as espécies
predominantes e a pH> 10 o Ol' é formado a partir HOI. A quantidade relativa de HOI e OI
aumenta com a diminuicdo da concentracéo de iodo. Para I, total < 100 nM (25 pg-L"), [HIO] +
[OI] > [I;] para qualquer pH> 5 (Wehrli, B., et al., 2000).

10
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Tabela 2.4: Reaccoes das espécies de iodo aquoso (adaptada de Wehrli, B., et al., 2000).

Reaccdo Keq
(@) L +H,05HOI+I~ +H* 5,44 x 10713
(b) 3HOI = 105 + 21~ +3H* 6 x 10-11
(©) L+1sly 725

A Figura 2.1 apresenta, a distribuicao das espécies de iodo na agua em funcdo do pH e da
concentracao inicial, a 25 °C (Wehrli, B., et al., 2000).

|
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Figura 2.1: Espécies de iodo, em funcdo do pH (concentracdao de iodo total, 1uM) (adaptada de
Wehrli,B., et al., 2000).

0 acido hipoiodoso, HOI, pode continuar a reagir através de um desproporcionamento de 105
e I (b). O equilibrio desta reaccao, que nao foi considerado na Figura 2.1, situa-se a mais de
99 % sobre o lado direito para as seguintes condicdes ambientais: pH > 6, iodo total < 2 pM-L™
(250 pg-L"). A pH baixo, o 105" pode ser protonado a acido iédico (HIO;), que tem um pKa de
0,8. O iao periodato (10,) pode formar-se através da oxidacdo electroquimica do 105" num
anodo de 6xido de chumbo (1V),PbO, (Wehrli, B., et al., 2000).

11
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Figura 2.2: Especiacao de HOI a 1 uM e pH=7, para diferentes concentracées de iodo livre (adaptada de
Wehrli, B., et al., 2000).

0 iodo (l;) é transformado em triiodeto (I3) na presenca de I~ (c). O |,, HOI, e OI~ s&do todos
transformados em (I3) quando a concentracdao de iodeto é igual a 0,1 Me pH < 11. A
Figura. 2.2 evidéncia para diferentes concentracbes de iodetos livres a especiacdao de
HOI para pH=7; mostra também que para concentracdes de iodeto menores que 1076 M,
o HOI é a espécie dominante. Pode observar-se que com o aumento da concentracdo de

iodetos se formam as seguintes espécies, I, I, e 12~ (Wehrli, B., et al., 2000).

Na Tabela 2.5, pode ver-se que para além do I; e do I~ outros anides tais como IS e do 12~
podem ser formados através de reaccbes com [7, I,e I;.Compostos como por
exemplo:ICl , ICl;, I,Cl~, IBr , IBry;, I,Br~, podem ser formados a partir de HOle I~, na
presenca de Cl™ e Br~, respectivamente. De forma semelhante ao I5, estes compostos
tém coeficientes de absorcao elevados (Wehrli, B., et al., 2000). As constantes de equilibrio,
Keq, correspondentes a formacgao das espécies onde o iodo esta presente sao referenciadas na
mesma Tabela.

12
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Tabela 2.5: Constantes de equilibrio correspondentes a formacao de compostos halogenados a 25 ° C
(adaptada de Wehrli, B., et al., 2000).

R Forca
Equilibrio Keq i
41" s} 0,184 2
G+LsIs 9 -
217 5 13- 0,41 0,023
ICl; s ICL+ Cl™ 0,013 05-1,0
L+ Cl~ 5 I,Cl™ 1,7 -
ICl+H,0 5 HOI+Cl” +H* 8,2 x107° 0,5
IBry < IBr + Br~ 0,035 1,0
IBr 51~ + L,Br~ 2x107° 1,0
IBr + H,0 = HOI + Br~ + H* 2,4 x 1077 0,5

13
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2.2.3 Metabolismo

A importancia bioldgica do iodo deriva do facto de ser um componente essencial das
hormonas da tirdide. Na verdade, considera-se que essa € a sua principal funcdo no
organismo humano. A biossintese destas hormonas é um processo que ocorre na glandula
tirdide, que se encontra localizada na base do pescoco, abaixo da laringe e consiste em dois
l6bulos unidos por uma "ponte” que circunda a a parte frontal da traquéia. Esta glandula tem
a funcao de formar e armazenar as hormonas, que as libertara segundo as necessidades do
organismo. Estas hormonas sao a triiodotirosina ou triiodotironina e a tetraiodotironina,
que abreviadamente se denominam como T; e T4, respectivamente. A tetraiodotironina
também é conhecida como tiroxina. Deve-se acrescentar que tanto a biossintese como a
libertacao destas hormonas sao estimuladas pela tireotrofina ou TSH, que se liberta na

glandula pituitaria (Samoza, M. A., 2001).

0 processo biossintético das hormonas T; e T4, que € mostrado na

Figura 2.3, pode resumir-se como descrito a seguir.

A primeira etapa na formacao destas hormonas consiste na captacao de iodeto plasmatico que
é transportado activamente do sangue para as células glandulares da tirdide. Esse processo é
estimulado pela TSH, e é frequentemente chamado de "mecanismo de concentracao de
iodeto” ou "mecanismo de captura de iodeto”, e resulta numa concentracao de iodeto na
tirdide. Em seguida, ocorre a oxidacao dos ioes iodeto a iodo, promovida pela enzima
peroxidase, que tem a capacidade de se combinar diretamente com o aminoacido tirosina. A
tirosina, € um constituinte da molécula da tireoglobulina e é o principal substrato que se

combina com o iodo para formar as hormas da tirdide (Samoza, M. A., 2001).

Este iodo livre, activo, reage rapidamente com os residuos Tyr da proteina tireoglobulina,
formando-se assim residuos de monoiodotirosina (MIT ou T4) e de diiodotirosina (DIT ou
T,) que, por enquanto, continuam ligados a cadeia peptidica da tireoglobulina. O passo a
seguir consiste na reaccao dos residuos de T,, com os residuos de T;e T, para formar T; e Ty,

respectivamente, que ainda continuam a fazer parte da tireoglobulina (Samoza, M. A., 2001).

Enquanto ndo for necessaria a sua libertacdo, a T; ea T, permanecem armazenadas na
glandula, como residuos, na tireoglobulina. Quando o organismo precisa de T; e T4, num
processo catalisado por enzimas proteoliticas, libertam-se ambas as hormonas, passando

através de difusao simples a corrente sanguinea para o seu transporte e distribuicao.

14
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Deve-se acrescentar que estas hormonas nao circulam livremente no plasma, sendo que a
maioria esta ligada a globulinas e as albuminas plasmaticas. Como ja foi indicado, todos estes
processos correspondem a reaccdes enzimaticas e sao regulados pela TSH. Finalmente, a T; e
a T, separam-se das proteinas que as transportam para actuar sobre as células do corpo,
podendo assim, estas proteinas, captar novas moléculas da hormona e transporta-las
(Samoza, M. A., 2001).

Assim, na tiréide podemos encontrar diferentes espécies de iodo: iodeto, iodo livre,
T; e T4, além de tireoglobulina, com residuos de T;, T,, T;e T4,. No plasma sanguineo

porém, ter-se-a maioritariamente T, estando a T3 em menor concentracao.

Cadeia peptidica Cadeia peptidica Cadeia peptidica
r
—— "
H;0; I I
I
OH OH OH
Tireoglobulina com Tireoglobuling com residuos Tireoglobulina com residuos. de

residuos de Tyr di fode - Tyr (MIT ou T;) dilodo - Tyr (DIT ou Tz)

Tiresglobutina-T; Tireoglobuling-Ts

Cadek tid
R paplcia / \ Cadeia peptidica

I
o 0 1
1
I I
OH OH
Tireoglobulina com residuos de Tireoglobullna com residucs. de
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‘omlise Prntmh‘w/
H.N —_— 1 e N
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Figura 2.3: Biossintese das hormonas da tirdide T e T, (adaptada de Samoza, M. A., 2001).
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Em suma, o iodo é um elemento essencial para a formacdo de tirosina (T4) e de
triiodotironina (T3), duas hormonas da tiréide que sdo importantes para o metabolismo
celular, a temperatura corporal, a reproducao e o crescimento (Panneels, V., et al., 2009;
Navarro, A. M., et al., 2008; Vanacor, R., 2007).

Uma dieta inadequada em iodo esta associada a um vasto espectro de doencas agrupadas sob
a denominacao de lodine Deficiency Disorders (IDD) (Duarte, G.C. et al., 2004; WaterAid,
2000). A deficiéncia de iodo é muito mais frequente nas mulheres que nos homens e é
considerado um problema de salde publica que se verifica em todo o mundo, afectando
principalmente as gravidas e as criancas. A doenca mais frequentemente associada a
deficiéncia de iodo é o hipotiroidismo vulgarmente designado por bocio (Duarte, G.C. et al.,
2004; Lin, C. C., et al., 2009; Shah, M. et al., 2005; Vanacor, R., 2007). Por outro lado, o
consumo excessivo de iodo pode levar ao aumento de doencas auto-imunes da tirdide, que
surgem quando o proprio organismo passa a fabricar anticorpos que destroem a propria

glandula tirdide, conduzindo ao hipertiroidismo (Vanacor, R., 2007).

Na Tabela 2.6 estao resumidas as principais doencas provocadas pela falta de iodo
(hipotiroidismo), e também pelo seu excesso (hipertiroidismo), bem como os atrasos fisicos e

mentais que se verificam em situacdes de hipotiroidismo.

Tabela 2.6: Doencas relacionadas com o metabolismo do iodo na tiroéide (adaptada de WHO, 2007).

Abortos

Prematuridade

Feto Anomalias congénitas

Aumento da mortalidade perinatal
Cretinismo endémico

Hipotiroidismo neonatal

Atraso mental

Aumento da susceptibilidade da glandula tiréide a radiacao
nuclear

Recém-nascido

Bocio

Hipotiroidismo

Hipertiroidismo

Deterioracao da funcao mental

Desenvolvimento fisico retardado

Maior susceptibilidade da glandula tiréide a radiacao nuclear

Crianca e Adolescente

Bocio

Hipotiroidismo

Deterioracao da funcao mental

Adulto Hipertiroidismo espontaneo em idosos

Hipertiroidismo (iodo induzido)

Aumento da susceptibilidade da glandula tirdide a radiacao
nuclear
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A estratégia sugerida pela Organizacdo Mundial de Salde, para colmatar as necessidades de
iodo é através da suplementacdo deste metaldide nos alimentos, nomeadamente no sal de
cozinha, havendo um consenso de que a iodizacao do sal é a melhor forma de reposicdo de
iodo, uma vez que é considerado o modo mais seguro, rentavel e sustentavel de garantir a
ingestao adequada de iodo pela populacao mundial (Radlinger, R., et al., 1998; Vanacor, R.,
2007).

Sao muitos os paises que ja aderiram aos programas de iodizacao do sal. A Tabela 2.7 resume
os planos de iodizacdo do sal nos diferentes paises, o ano em que foram adoptados estes

mesmos planos assim como, os teores de iodo adicionados sob a forma de iodato e iodeto.

O uso de sal iodado é voluntario em dezasseis dos paises assinalados nesta Tabela 2.7, em
treze destes € obrigatorio e sete paises ainda ndo tém legislacdo sobre os requisitos de iodo.
A utilizacdo de sal iodado na indUstria € permitida apenas na Alemanha, Holanda e Suica
(WHO, 2007). Actualmente, existe uma diversidade muito grande nos aspectos legislativos e

na respectiva regulamentacdo de um pais para o outro.

17
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Tabela 2.7: Regulamentacao do sal iodado na Europa (adaptada de WHO, 2007).

. . o« Substancias .
Ano Inicial e Revisao P itid Quantidade Condicio da
Pais Legislagdo  Quantidade de mais grml 1das de lodo . ¢ ~ b
lodo (ppm) Recente? (!odato e (ppm) Legislacao
iodeto)
Albania Nao 1997¢ - lodeto 75 -
Alemanha Sim 1981¢ 2001 lodato 15-20 v
Andorra - - - - - -
Austria Sim 1963 (10) 1999 Ambos 15-20 0
Bélgica Sim 1990 1992 Ambos 6-45 \'
Bosnia e
Herzegovina Sim 1953 1998 lodeto 20-30 0]
Bulgaria Sim 1958 1997 lodato 22-58 0
Chipre - - - - - -
Croacia Sim 1953 1999 lodeto 25 0
Dinamarca Sim 1999 2001 lodeto 13 0
Eslovénia Sim 1953 (10) 1999 lodeto 25 0
Espanha Sim 1982 (60) 2000 Ambos 51-69 \"
Esténia - - - Ambos - -
Eslovaquia Sim 1966 (19) 1999 lodeto 25 £10 (0]
Finlandia Nao 1963 (25)¢ 1998 lodeto 25 \"
Franca Sim 1952 (10-15) 1997 lodeto 10-15 \%
Grécia Sim 1963 2000 lodeto 40-60 \"
Holanda Sim 1968 (3-8) 1998-1999 Ambos 30-40 \'
Hungria Nao - 1999 Ambos 10-20 \"
Irlanda Nao - 1992 lodeto 25
Islandia - - - - - -
Italia Sim 1972 (15) 1997 Ambos 30 \"
Leténia Sim - - Ambos - \'
Liechtenstein - - - - - -
Lituania Sim 2003 2004 Ambos 20-40 (0]
Luxemburgo Nao - 2000 Ambos 10-25
Malta - - - - -
Ménaco - - - - -
Noruega Sim - 1992 lodeto 5 \"
Polonia Sim 1935 (5) 1999 lodeto 30+ 10 o, P
Portugal Sim 1969 (20) 1996 lodato 25-35 \"
Reino Unido Nao - 1992 lodeto 10-22 \"
Republica
Checa Sim 1950 1999 lodato 27-42 \"
Republica da
Macedoénia Sim 1999 1999 lodato 20-30 0
Roménia Sim 1956 (15-25) 2002 lodato 34+38 (0]
San Marino - - - - -
Sérvia e
Montenegro Sim 1951 2000 lodeto 20 0
Suécia Sim 1936 (10) 1999 lodeto 40-70 \"
Suica Sim 1922 (1,9-3,75) 2002 Ambos 20-30 v
Turquia Sim 1999 2002 lodeto/lodato  40-70/20-40 0
- Sem dados;

@ Referente aos dados disponiveis mais recentes durante o periodo considerado;
bV, voluntario; O, obrigatério; P, parcial;

¢ Decreto que proibe a importacdo de sal nao iodado;

4 Recomendacao;

¢ Declaracao.
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O teor de iodo, pg-dia™, recomendado pela Organizacao Mundial de Sa(ide, em parceria com a
United Nations Children’s, UNICEF, e o International Council for the Control of lodine

Deficiency Disorders, ICCIDD, sao apresentados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8: Recomendagdes de ingestao diaria de iodo (adaptada de Vanacor, R., 2007).

Ingestac de lodo

Grupos pg/dia ug'kg/dia
Criangas de 0-59 meses 90 6,0=30
Criancas de 8-12 anos 120 41
Adolescentes & adultos 150 2,0
Mulheres Gravidas 200 3.5
Mulheres Amamentando 200 3,5

De acordo com a OMS, aproximadamente 31 % da populacdo mundial apresenta deficiéncia de
jodo. Na Europa e em Africa cerca de metade da populacdo apresenta caréncia, cuja
percentagem é 52,0 % e 41,5 % respectivamente. Por outro lado, a América é o continente
menos afectado (11,0 %) (WHO, 2007).

A Tabela 2.9 indica a situacao de alguns paises relativamente a ingestdo de iodo na Europa,

onde se verifica que Portugal apresentava uma deficiéncia moderada.

Tabela 2.9: Ingestao de iodo na Europa (adaptada de O Hare et al., 1998).

Quantidade Suficiente Deficiéncia Moderada Deficiéncia
Moderada a Severa
Austria Bélgica Bulgaria
Suica Inglaterra Alemanha
Noruega Checoslovaquia Grécia
Suécia Dinamarca Italia
Finlandia Franca Polonia
Hungria Roménia
Holanda Espanha
Irlanda
Portugal

Jugoslavia
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2.2.4 Métodos Analiticos

Assume-se, geralmente, na maioria dos métodos que as espécies de iodo presentes nas
amostras de agua natural sdao o iodeto (I”) e o iodato o (I0;) e, consequentemente, a
determinacao destas duas quantidades corresponde ao iodo total (Edmonds, J.S. e Morita, M.,
1998). De todos os elementos quimicos que existem na agua do mar o iodo é o elemento
quimico que existe em menor quantidade, sob a forma de iodeto (I”) e iodato (105). O iodato
€ considerado a forma termodinamicamente mais estavel em aguas oxigenadas e por isso
teoricamente o iodeto ndo deve ser detectado em aguas superficiais (Tian, R.C. e Nicolas, E.,
1994).

Os principais métodos analiticos usados para a determinacdo do iodo e que estdo
normalizados sao a espectrofotometria de absorcao molecular, Uv-Vis, e o método catalitico
(S.M., 2005). No entanto, a literatura faz referéncia a outros métodos, métodos
electroquimicos, cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Edmonds,
J.S. e Morita, M., 1998).

= Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel

A espectrofotometria na faixa do ultravioleta e visivel (UV-Vis) é das técnicas analiticas mais
utilizadas nos ultimos cinquenta anos. Baseia-se na propriedade que tém muitas espécies
quimicas de absorver determinados comprimentos de onda da radiacdo ultravioleta-visivel
(Leal et al., 2008).

A fraccao do espectro electromagnético compreendida entre 400 e 750 nm é denominada
regido do visivel. Esta regido € utilizada com frequéncia na determinacdo de inUmeras
substancias que formam solugdes coloridas. Ja a regidao do ultravioleta estende-se de 200 a
400 nm (Vieira, K. M., 2011). As regides do espectro electromagnético estao definidas na

Figura 2.4.
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Figura 2.4: Espectro electromagnético (adaptado de Vieira, K. M., 2011)
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A intensidade da absorcdo nao é directamente mensuravel, mas ela determina uma atenuacao
da radiacao que incide na amostra que pode ser medida e relacionada com a concentracao da
espécie absorvente (Leal et al., 2008). Quando um feixe de radiacdo monocromatica
atravessa uma solucao contendo uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante é
absorvida, a parte restante atravessa o meio (Freitas, S. K. B., 2006). Designa-se de poténcia
radiante, a quantidade de energia transportada por segundo através de uma unidade de
seccao transversal. A razao entre poténcia da radiacdo transmitida (P) e a poténcia da
radiacdo incidente (Py) é denominada de transmitancia (T), que representa, portanto, a
fraccdo da poténcia da radiacao incidente que é transmitida pela solucao (Skoog, D. A., et
al., 20014, Leal et al., 2008).

A lei que que estabelece uma relacao entre a absorvancia (A), que corresponde ao inverso do
logaritmo decimal da transmitancia, com a concentracdo da espécie absorvente é conhecida
como Lei de Lambert - Beer, cuja expressao matematica € dada pela Equacédo 2.1 (Leal et al.,
2008; Freitas, S. K. B., 2006; Skoog, D. A., et al., 2001a):

1 P
A=log?=—logT=logF0=£bc (2.1)

onde:
€ é a absortividade molar do analito (cm™. mol™-L);
b é o comprimento do caminho optico (cm);

c a concentracao da substancia absorvente (mol-L™).

A espectrofotometria UV-Vis € uma das técnicas analiticas mais utilizadas, dada a sua

robustez, custo relativamente baixo e elevado nimero de aplicacdes desenvolvidas.
Método Espectrofotométrico “Leuco Cristal Violeta”

0 método “leuco cristal violeta” determina o iodo aquoso sob a forma de iodo elementar e
acido hipoiodoso. Embora o método utilize a soma do poder oxidante de todas as formas
residuais de iodo activo, os resultados sdao expressos em iodo total. Este método também
determina a soma das concentracdes de iodo e de iodeto. Contudo, a concentracao do iodeto
pode ser determinado separadamente (S.M., 2005). Neste método o cloreto de mercurio
(HgCly), adicionado as solucdes aquosas, provoca a hidrélise completa do iodo formando-se
estequiometricamente o acido hipoiodoso. O composto N,N- dimetilanilina, conhecido pelo
nome comum de “leuco cristal violeta”, reage imediatamente com o acido hipoiodoso para
formar corante cristal violeta. A absorvancia maxima da solucao desenvolvida com o corante
“leuco cristal violeta” na faixa de pH 3,5 a 4,0 é medida ao comprimento de onda de 592 nm.
Verifica-se a Lei de Lambert Beer para uma ampla gama de concentracoes de iodo,

mantendo-se a cor desenvolvida estavel durante varias horas (S.M., 2005).
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= Método Catalitico

0 iodeto pode ser determinado pela sua capacidade de catalisar a reducao de ides cério pelo
acido arsenioso. O efeito é proporcional a quantidade de iodo presente na amostra que se
pretende analisar. A reaccdo € interrompida ap6s um intervalo de tempo especifico, pela
adicdo de sulfato ferroso amoniacal. Os iGes férrico, resultantes sdao directamente
proporcionais aos ides restantes de cério e produzem um complexo corado, relativamente

estavel, com tiocianato de potassio (S5.M., 2005).

A accao catalitica do iodo na reaccdo entre o acido arsenioso e o sulfato cério em solucao
acida de acido sulfurico pode ser usada para quantificar tanto o iodo como o iodeto. Este
método quantifica o iodeto ou o iodo total, em funcdo do potencial de oxidacado reducao da

mistura presente na agua (5.M., 2005).

0 método catalitico, para a determinacdo de iodeto, baseia-se na capacidade do iodeto de
reducédo de ides cério pelo acido arsenioso € a base do método recomendado pelo Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater, para as amostras contendo menos de 80
pg-L" (Edmonds, J.S. e Morita, M., 1998).

2.3 Metais Pesados

A designacao de metal pesado, frequentemente utilizada na classificacao dos elementos
minerais, ndao possui uma definicao Unica, variando de acordo com o ramo da ciéncia que o
aborda (Catarino, S., et al., 2008). A ideia comum as diferentes areas € a de serem metais ou
nao metais que apresentam uma densidade relativamente alta, aproximadamente igual ou
superior a 5 g-cm’, e estarem associados a poluicdo e a toxicidade do meio ambiente, fazem
parte deste grupo o chumbo (Pb), o cadmio (Cd), o mercurio (Hg) e o arsénio (As)
(Alloway,1995). Também se incluem outros elementos considerados biologicamente
essenciais, caso se apresentem em baixas concentracées, como o cobalto (Co), o cobre (Cu),

0 manganés (Mn), o selénio (Se) e o zinco (Zn) (Gunnar, F. N., et al., 2007).

Assim, o conceito de metais pesados nao implica necessariamente serem “metais toxicos”, a
essencialidade (concentracao optima) ou toxicidade do elemento depende da concentracao
em que este se apresenta, sendo muitos deles considerados nutrientes indispensaveis aos

seres vivos, desde que em baixas concentracdes (Alarcon-Corredor, O.M., 2009).

Normalmente os intervalos de concentracdo que determinam a caréncia, a essencialidade e a
toxicidade destes elementos, sao extremamente curtos e estao representados na Figura 2.5.
Assim, é necessario conhecer a concentracao dos elementos com adequada precisao e

exactidao, uma vez que os respectivos intervalos sao apertados.
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Figura 2.5: Variacao da condicao fisioldgica de um organismo humano em funcdo da concentracao dos
elementos essenciais traco (adaptada de Vandecasteele, C.; Block, C. B., 1997).

Os metais pesados aparecem nas aguas naturais devido a contaminacdo por efluentes
industriais nomeadamente de industrias quimicas, de peles e produtos similares, lavandarias e
dos processos industriais petroliferos (Gunnar, F. N., et al., 2007). Os metais pesados
constituem contaminantes quimicos nas aguas, uma vez que mesmo em concentracoes

diminutas provocam efeitos adversos a saude humana (Gunnar, F. N., et al., 2007).

2.3.1 Propriedades

= Cobre

O cobre nas aguas ocorre de forma natural, em concentracdes inferiores a 20 pg-L". Se o
estiver presente em concentracdes superiores a 1 mg-L" pode provocar um sabor metalico
acentuado as aguas; a formacao de precipitados de hidréxido de cobre, que turvam a agua e
levar ao escurecimento de alguns alimentos no decurso da cozedura. Quando a concentracao
se situa entre 5 e 8 mg-L " torna a agua praticamente impossivel de ser consumida (Suess, M.
J., 1982). Os valores maximos fixados para o cobre na agua de consumo devem-se a razoes de

caracter organoléptico, nao estando directamente relacionados com riscos para a salde
(Zuane, J., 1990).

O cobre € um micronutriente essencial para todos os organismos, sendo considerado um
elemento essencial para o homem enquanto activador de sistemas enzimaticos, contribuindo
para a regeneracdao da hemoglobina do sangue. Tem também um papel importante na
activacao ou repressdao da transcricdo dos genes; no entanto, pode também ter efeitos
adversos, tais como provocar danos nos rins e figado e ainda distUrbios gastrointestinais
(Catarino, S., et al., 2008). Do ponto de vista enddcrino, na quantidade certa, o cobre
restabelece o normal funcionamento da tiroide, da hipofise e das glandulas genitais (Suess, M.
J., 1982; Zuane, J., 1990). O cobre desempenha um papel importante no metabolismo da
tirdide, especialmente na producdo e absorcao hormonal. O cobre estimula a producao das

hormonas tiroxina (T,), e evita a absorcdo excessiva de T4 nas células sanguineas através do
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controlo dos niveis de calcio existentes no organismo (o calcio é necessario para a
estabilizacao das membranas celulares e reduz a permeabilidade celular). Os humanos
necessitam de ingerir uma quantidade diaria de 1,0 a 1,5 mg (Venezuella, T. C., 2001).
Apesar da agua de consumo poder apresentar concentragdes significativas de cobre,
geralmente esta nao contribui de forma significativa para a ingestao total deste metal, sendo
as necessidades do homem fundamentalmente garantidas através da alimentacdo (Suess, M.
J., 1982; Zuane, J., 1990).

= Manganés

0 manganés (Mn) esta entre os metais mais abundantes na natureza (Soldin, O. P., et al.,
2007). O seu comportamento nas aguas € muito semelhante ao do ferro, porém a sua
ocorréncia € mais rara. O manganés geralmente esta presente em aguas naturais superficiais
em quantidades bastante pequenas, 0,2 mg:L™' ou menos. Quantidades mais elevadas podem
ocorrer em aguas subterraneas, em lagos e em reservatorios (Anjos, A.P., 1992). O manganés
provoca coloracao negra na agua, podendo-se apresentar nos estados de oxidacao (+2), forma
mais solivel, e (+4), forma menos sollvel. E um nutriente essencial no entanto pode ser
potencialmente toxico quando presente em teores elevados (Venezuella, T. C., 2001). Sendo
constituinte e co-factor de inimeras enzimas, ele desempenha um papel importante numa
série de processos fisiologicos nos mamiferos. A enzima que contém manganés, superoxido
dismutase de manganés (Mn-SOD), é a principal enzima antioxidante que neutraliza os efeitos
toxicos de espécies reactivas de oxigénio. Outras enzimas que contém manganés incluem
oxidoreductases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e glutamina sintetase
(Soldin, O. P., et al., 2007). A exposicdo ambiental a teores elevados de manganés pode
originar neuropatia, uma doenca que é semelhante a doenca de Parkinson e é vulgarmente
designada por manganismo. A dopamina, um neurotransmissor importante, desempenha um
papel crucial na modulacao da funcao cognitiva (Soldin, O. P., et al., 2007; Venezuella, T. C.,
2001). A dopamina é também um inibidor da secrecdao da hormona estimulante da tiroide
(TSH). Supbe-se que a exposicdo excessiva a0 manganés pode provocar efeitos adversos no
desenvolvimento neuroldgico, devido a ruptura da homeostase da tiroide através da perda de
controlo dopaminérgico da regulacdo TSH das hormonas da tiréide. Embora os efeitos do
manganés na populacdo adulta estejam relativamente bem documentados, sdo escassos os
dados sobre os seus efeitos no desenvolvimento neuroldgico. Postula-se assim, a hipotese de
que o manganés pode, directa ou indirectamente, afectar a funcdo tiroidiana por lesar a
glandula tirdide ou desregular a modulacao dopaminérgica da sintese da hormona tiroidiana
(Soldin, O. P., et al., 2007). Nao ha uma quantidade diaria estabelecida para a ingestao deste
mineral, contudo considera-se que 2,5 a 5,0 mg-dia” satisfacam as necessidades de um

adulto.
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= Zinco

Toxicologicamente, o zinco € insignificante para o homem, pois pode estar presente em aguas
potaveis em concentracées na ordem de 5 mg-L” sem causar problemas (Gray, N. F., 1994). O
zinco é um elemento essencial para o crescimento, porém, em concentracoes acima de 5,0
mg-L', confere sabor a agua e uma certa opalescéncia a aguas alcalinas. Entretanto, é
preciso ressaltar que o zinco em quantidades adequadas € um elemento essencial e benéfico
para o metabolismo humano, sendo que a actividade da insulina e diversos compostos
enzimaticos dependem da sua presenca (Wei, L., et al., 2008; Junior, 2002). Considera-se que
a ingestao diaria recomendada para adultos é de 15 mg-dia™'. A deficiéncia de zinco ocasiona,
inicialmente, uma mobilizacdo das reservas funcionais e, com a deficiéncia prolongada,
podem ocorrer problemas tais como: anorexia, atraso no crescimento, intolerancia a glicose,

lesdes oculares, impoténcia sexual, disfuncées imunologicas e hipotireoidismo (Junior, 2002).

0 zinco também é necessario para prevenir problemas da tirdide (Arthur, J. R., et al.,1999),
estando envolvido no processo que converte as hormonas inactivas T4, em hormonas activas T;
(Al-Juboori, I. A., et al., 2009). O excesso de hormonas da tiréide inactivas, no organismo,
pode levar a uma diminuicao da actividade da glandula tirdide. Estudos realizados mostram
que os pacientes que sofrem de hipotiroidismo, melhoraram a sua funcao tiroidiana com uma

dieta adequada em zinco (Gunnar, F. N., et al., 2007).
= Selénio

0 selénio (Se) é um elemento ndao metalico e embora seja toxico, € um nutriente essencial
para o ser humano (Henn, L. E., 1975). O selénio encontrado no meio ambiente é proveniente
de fontes naturais (processos geofisicos e bioldgicos) e fontes antropogénicas (processos
industriais e agricultura); onde as primeiras sao provavelmente responsaveis pela presenca de
selénio no ambiente, enquanto as demais sdo responsaveis pela sua redistribuicdo no
ambiente (Seixas, T., et al., 2007). Apesar de estar amplamente distribuido no ambiente
(dguas, solos e ar) encontra-se em concentracdes muito baixas, inferiores a 1 pg-g™" (Bem, E.
M., 1981). O selénio é um dos micronutrientes mais importantes para o bom funcionamento
cerebral e, se ingerido nas doses adequadas, evita a propagacdo e diminui a incidéncia de
cancro, previne cardiomiopatias, melhora o sistema imunoldgico, reduz a toxicidade de
metais pesados, age como antioxidante, combatendo os radicais livres, hoje considerados
verdadeiros “agentes" do envelhecimento e ajuda a equilibrar a hormona activa da tirdide
(Coelho, N. M. M., et al., 2004; Navarro, M., et al., 1995; Seixas, T., et al., 2007).

A deficiéncia de selénio tem efeito directo sobre a glandula tiréide que é a reguladora do
metabolismo do corpo, do crescimento e do funcionamento. A utilizacao correcta das
hormonas da tirdide, tiroxina (T,4) e triiodotironina (T3) e a conversao de T, para T; activa é

mediada e influenciada pelas quantidades de selénio disponivel no corpo (Arthur, J. R., et
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al.,1999; Nazifi, S. et al., 2008). Contudo, o consumo deste metal pode causar a selenose,

uma doenca provocada pelo excesso de selénio, e que pode ser fatal.

Como micronutriente que €, sdao necessarias quantidades muito reduzidas para manter uma
boa salde. Cerca de 0,1 a 0,2 ppm de selénio na dieta é suficiente para os requerimentos

dietéticos em seres humanos (Chang et al, 1995).
2.3.2 Método Analitico

A quantificacdo dos metais pesados na agua pode ser efectuada através da fotometria de
chama por espectrofotometria de absorcdao ou emissao atomica ou por meio de métodos
classicos da quimica analitica, como os colorimétricos. A seleccdo do método a ser utilizado
depende do grau de precisao desejado, do nUmero de amostras e, evidentemente, da

disponibilidade dos recursos humanos e materiais existentes

A espectrofotometria de absorcdo atomica é o método mais utilizado para a determinacédo de
metais pesados em amostras de agua. Na determinacao directa da concentracdo de um
elemento através da absorcdo atdomica, devem ser considerados cinco componentes
fundamentais do equipamento: uma fonte luminosa de linhas definidas e intensas, que emita
radiacdo ressonante caracteristica do elemento a ser determinado; um sistema atomizador,
para atomizar a amostra na chama; um monocromador, que isole a linha de ressonancia de
outras linhas que emita a fonte; um sistema detector, que converta a radiacao luminosa em
corrente eléctrica; e um processador e leitor que mostre o sinal traduzido (Skoog, D. A., et
al., 2001b; Vogel, A. 1., 2002). No caso da espectrofotometria de absorcao atémica com

chama, os componentes sao colocados como ilustra a Figura 2.6.
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Figura 2.6: a) Espectrofotometro optico com atomizacdao por chama; b) Esquema representativo do
funcionamento do espectrofotémetro.

A fonte de radiacdo mais utilizada para a espectrofotometria de absorcao atémica com chama
€ a lampada de catodo oco, que consiste num anodo de tungsténio e num catodo cilindrico

selado num tubo de vidro, com uma janela de quartzo contendo um gas inerte, como o argon,
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a pressao de 1 a 5 Torr (Skoog, D. A., et al., 2001b). O catodo é construido com o metal do
analito ou serve para suportar uma camada desse metal. As lampadas referidas sao
concebidas para o elemento de interesse, isto é, emitem radiacdo caracteristica do analito,
sendo depois o detector sintonizado para esta frequéncia (Suess, M. J., 1982). A actividade da
ldampada inicia-se quando é aplicada uma intensidade de corrente (2 a 30 mA) entre os
eléctrodos. A passagem de corrente ioniza o gas nobre existente, sendo os catides formados
acelerados para o catodo (Skoog, D. A., et al., 2001a). A energia do impacto é suficiente para

excitar os atomos do catodo, que emitem radiacao (Vogel, A. 1., 2002).

O monocromador deve separar a linha espectral de interesse das outras linhas emitidas pela
fonte de radiacao, através da utilizacdo de um prisma ou rede de difraccdo associado a duas
fendas estreitas que servem para a entrada e saida da radiacao (Krug, F. J., et al., 2004;
Skoog, D. A., et al., 2001a). O prisma ou a rede de difraccdo (quartzo) ira decompor o feixe
de radiacdo em discretos comprimentos de onda, com diferentes angulos. Desta forma,
através da fenda de saida, é possivel seleccionar apenas a linda de comprimento de onda
desejado (Krug, F. J., et al., 2004; Skoog, D. A., et al., 2001a). E aconselhavel manter as
fendas do monocromador tdo estreitas quanto possivel para rejeitar linhas indesejadas das

lampadas de catodo oco e da chama (Krug, F. J., et al., 2004).

A funcdo do atomizador é converter a amostra em vapor atomico. Geralmente uma chama
aquece e excita os atomos para a absorcdo. As solucdes sdo introduzidas no atomizador por
nebulizacdo, onde a amostra € convertida num aerossol por uma corrente de gas, que leva
depois a amostra a uma regido onde ocorre a atomizacdo. A luz absorvida pelos atomos no
estado fundamental é entao medida (Suess, M. J., 1982). A absorcao atomica obedece a Lei
de Lambert Beer (Equacdo 2.1), em que a absorvancia é directamente proporcional a

concentracao (Skoog, D. A., et al., 2001b).
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2.4 Validacao de Métodos

A validacdo de um método analitico é definida como sendo um processo que envolve
manipulacdes susceptiveis de acumularem erros (sistematicos e/ou aleatdrios), o que, em
determinadas situacdes, pode alterar de forma significativa o valor do resultado final (Guia
Relacre 13, 2000; Henriques, M., 2010).

O processo de validacdo de métodos que envolve o estudo de parametros de avaliacdo
indirecta e directa é necessario para a garantia da qualidade analitica, (Guia Relacre 13,
2000). Tal facto advém da necessidade de uniformizar os critérios utilizados com o objectivo
de demonstrar que um dado método de ensaio, nas condicoes em que é praticado detém as
caracteristicas necessarias para assegurar a obtencdo de resultados com a qualidade exigida
(Guia Relacre 13, 2000; Mendes, A.S.R.; Henriques, M., 2010).

Os requisitos minimos para a validacdo de métodos internos de ensaio dependem do método
em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos seguintes parametros (Guia Relacre
13, 2000):

e Sensibilidade;

e Gama de trabalho/linearidade;
e Limiares analiticos;

e Precisao;

e Exactidao.

2.4.1 Avaliacao Indirecta

= Selectividade e Especificidade

Define-se selectividade como a capacidade do método identificar e distinguir um determinado
analito numa mistura complexa, sem interferéncia de outros componentes, ou seja, a
selectividade verifica a capacidade do método diferenciar compostos medindo exactamente a
substancia de interesse (analito) na presenca de outras (interferente). A especificidade
define-se como a capacidade de descriminacdo do analito relativamente a outras substancias,
eventualmente presentes na amostra a analisar, ou seja, 0 método é especifico para um dado
analito quando somente a substancia de interesse é detectada, nao sendo possivel a deteccao

de nenhuma outra (Henriques, M., 2010).

De forma a avaliar as interferéncias poder-se-a efectuar um teste de recuperacao utilizando
uma série de amostras, com a mesma matriz, em que apenas a concentracao do analito varia
em proporcdes conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Um dado método analitico

pode ser considerado aplicavel (selectivo e especifico) se na pratica, e apos a realizacao de
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testes de recuperacao, se verifica que os valores das taxas de recuperacao estao
compreendidos entre 80 e 100 % (INMETRO, 2003).

Assim, qualquer que seja o valor obtido desde que esteja compreendido no intervalo referido
fornece a informacao de que, o método é capaz de identificar todo o analito presente e que
tanto o procedimento, quanto a matriz, nao tem influéncia significativa na deteccao do

analito.
= Gama de Trabalho

Sempre que se utiliza uma metodologia que envolve o tracado de uma curva de calibracao, a
gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade das variancias.
Recomenda-se que sejam utilizados dez pontos de calibracdo, nunca sendo inferior a cinco,
distribuindo-se de igual modo na gama de concentracdes (Guia Relacre 13, 2000). O primeiro
e o Ultimo padrao deverdao ser analisados em dez réplicas independentes. As variancias
associadas ao primeiro padrdo (S2) e ao ultimo padrdao S3, podem ser calculadas para avaliar
se existem diferencas significativas entre elas, nos limites da gama de trabalho (Mendes,
A.S.R.; Henriques, M., 2010). Desta forma o calculo do valor do teste PG pode ser efectuado

através das Equacoes 2.2 e 2.3 (Guia Relacre 13; Henriques, M., 2010):

2 2
PG == paraSt> Sk (22) PG =1 parash>S?  (2.3)
10 1
Comparando o valor de PG com o valor tabelado na distribuicao de Fisher (Anexo C), para n-1

graus de liberdade, a decisao estatistica € a seguinte:

= Se PG < F, a diferenca entre as variancias ndo é significativa e a gama de trabalho

esta bem ajustada;

= Se PG > F, a diferenca entre as variancias é significativa e a gama de trabalho deve
ser reajustada até que a diferenca entre as variancias relativas ao primeiro e ultimo

padrao permitam obter PG < F.
= Curvas de Calibracao

Em analises quantitativas, a calibracdo é um processo pelo qual a resposta do equipamento
(sinal) se relacionada com uma concentracdo conhecida (padrado). Caso se utilize o método
dos minimos quadrados, o eixo das ordenadas representa a resposta instrumental e o eixo das
abcissas representa a concentracdes do padrdao. A forma algébrica da equacao da recta que

relaciona as duas variaveis € dada pela Equacao 2.4 (Guia Relacre 13, 2000).
y=a+bx (2.4)

sendo:
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y- Resposta medida (absorvancia, altura ou area do pico, etc.);
x- Concentracao;
b- Declive da curva analitica = sensibilidade;

a- Interseccao com o eixo y, quando x = 0.

A regressao linear é utilizada com frequéncia para indicar o quanto a recta pode ser
considerada adequada como modelo matematico para o caso em estudo. Um dos parametros
para avaliar uma calibracdo analitica é através do coeficiente de correlacao, onde os valores
deverao ser superiores a 0,995 (INMETRO, 2003; Guia Relacre 13, 2000).

= Linearidade

A linearidade consiste na verificacdo da existéncia de uma relacdo linear entre os valores
medidos e a concentracao dos padrdes de calibracdo. A linearidade é avaliada através de um
método estatistico onde, a partir de um conjunto de pares ordenados, se calcula a funcao de
calibracao linear e a funcao de calibracao nao linear.

De seguida aplica-se o teste estatistico, PG, onde sao comparadas as funcoes de calibracdo
linear e nao linear e os respectivos desvio padrao residuais. Calcula-se a diferenca das
variancias (DS?) definida na Equacdo 2.5 e realiza-se o teste PG como indicado na Equacéo
2.8.

DS? = (N—2) x $; — (N—3) x SZ, (2.5)

onde

N corresponde ao nimero de padrdes de calibragao utilizados e S, e S, aos desvio padrao

residuais.

Sy1 €Sy, sao dados pela Equagao 2.6 e 2.7 respectivamente.

_ ’Zi(yi —91)?

Syl - (N _ 2) (26)
_ 2i(yi = 92)?

Syz = ’—(N =3 7)

sendo 9, e §, o valores previstos através do ajuste polinomial com polindmios de grau 1 e 2,

respectivamente.

Calcula-se o valor teste PG:
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DS?
y2
Analogamente ao teste de homogeneidade de variancias compara-se o valor de PG com o

valor tabelado da distribuicao de F de Snedecor/Fhisher:

= Se PG < F : a funcéo de calibracao é linear;

= Se PG > F : a funcéo de calibracao é nao linear.

No caso de PG > F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.
= Limiares Analiticos do Método de Ensaio

O Limite de Deteccao (LD) corresponde ao inicio da gama a partir do qual é possivel distinguir
o sinal do branco do sinal da amostra, e como tal indicar se o analito em questdo esta ou nao
presente, com uma certeza estatistica razoavel (normalmente 95 %). Qualitativamente, o
conceito de limite de deteccédo corresponde a concentracao minima que € possivel distinguir
do branco (Mendes, A.S.R.).

O Limite de Quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo medida a partir da qual é possivel a
quantificacdo do analito, com precisdo e exactidao aceitaveis sob as condicées experimentais
estabelecidas. Por outras palavras este limite de quantificacao corresponde ao inicio da gama
onde o coeficiente de variacao (incerteza relativa) do sinal se reduziu a valores razoaveis
(normalmente < 10 %) para se poder efectuar uma deteccao quantitativa. O LQ estimado
devera ser confirmado experimentalmente com um padrdao de concentracdo semelhante
(Mendes, A.S.R.). Estes parametros podem ser calculados a partir de dois principios (Mendes,
A.S.R.; Henriques, M., 2010):

= Através de uma série de ensaios com um branco representativo e calculando a
respectiva média e desvio padrdo; sugere-se que sejam utilizados brancos
independentes para obter esta estimativa, (por exemplo dias diferentes) Equacao 2.9
e 2.10.

LD = xO + 3,380 (2.9) LQ = xO + 1030 (2.10)
onde:

x, — Corresponde ao valor médio do teor medido de uma série de branco para o

conjunto de dados;

S, —Corresponde ao valor do desvio padrao associado a x,.
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= A partir da estatistica de minimos quadrados da recta de calibracdo, Equacao 2.11 e
2.12:

3,3><Sy/ 10><Sy/
—  Ix — /x

LD = 2.11) LQ = (2.12)

b b

onde:
b — Corresponde ao valor do declive da recta;

Sy, — Corresponde ao valor do desvio padrao residual da curva de calibracao.

Sempre que exista uma alteracdo de factores estes limites devem ser determinados
novamente (INMETRO, 2003; Mendes, A.S.R.).

A Figura 2.7 mostra a distincdo entre as trés principais zonas analiticas. Na zona inferior ao
LD (zona 1) nao é possivel identificar a existéncia do analito sendo considerada uma zona
desconhecida. A gama entre o LD e o LQ (zona 2) deve ser entendida como uma zona de
deteccdo qualitativa, e ndo quantitativa, pelo que ndo se devem reportar valores numéricos
nesta gama, o LQ (zona 3) corresponde ao inicio da zona de deteccdo quantitativa. Assim
sendo, o valor minimo de concentracdo, usado para delimitar a fronteira entre a deteccédo
qualitativa e as medicdes quantitativas, € dado pelo LQ (Guia Relacre 13, 2000; INMETRO,
2003; Mendes, A.S.R.).

FONA L FONAL FONAZ
Desconhecida Andlise Qualitativa | Andlise Quantitativa

Kinal Medido
LD LQ

Figura 2.7: As trés principais zonas analiticas.

= Precisao

A precisao representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes e em condicdes pré-estabelecidas
(Guia Relacre 13, 2000).

Existem duas formas para expressar esta dispersao, a repetibilidade e a reprodutibilidade, as
quais apresentam os extremos da variabilidade de um método de ensaio. Contudo entre estas
duas medidas existe uma situacdo intermédia que se designa por precisao intermédia
(INMETRO, 2003; Henriques, M., 2010; Guia Relacre 13, 2000).

Quantitativamente a precisiao € avaliada através do desvio padrdo associado a média de um

conjunto de ensaios independentes, sendo expressa em coeficiente de variacao (CV),
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usualmente expresso em percentagem, também conhecido como desvio padrao relativo, e é

calculado através da Equacao 2.13.
CV=DPR=DX—,P>< 100 % 2.13)

sendo:
DP — Desvio-padrao;

¥ — Concentracao média determinada.

Repetibilidade

A repetibilidade refere-se a precisao de um método de ensaio efectuado em condicoes
analogas (mesmo laboratorio, mesmo analista e o mesmo equipamento, etc.), isto &, refere-
se a ensaios realizados sobre a mesma amostra em condicdes tao estaveis quanto possiveis em

curtos intervalos de tempo (Mendes, A.S.R.).

0 limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade
especifica (95 %), a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio obtidos nas condicdes

acima referidas (Guia Relacre 13, 2000).

Para se determinar a repetibilidade no laboratorio efectuam-se uma série de medicdes (n >
10), em cada nivel de concentracdes sobre uma amostra ou padroes. O calculo devera ser
efectuado individualmente para cada nivel de concentracao, a partir dos resultados obtidos
excluindo os valores aberrantes. Deve ser calculada a variancia associada a repetibilidade do
método de ensaio, para cada nivel de concentracdo, o limite de repetibilidade (r) e o

coeficiente de variacao de repetibilidade (CV,) (Guia Relacre 13, 2000).
Reprodutibilidade

A reprodutibilidade exprime a precisdo de um método, sobre uma mesma amostra, efectuado
sob condicdes de ensaio variadas, utilizando o mesmo método de ensaio, mas fazendo variar
as condicdes de medicao (diferentes laboratérios, diferentes operadores e equipamentos,
etc.). O limite de reprodutibilidade (R) é o valor abaixo do qual se deve situar com uma
probabilidade especifica (95 %), a diferenca absoluta entre dois ensaios, obtidos nas

condicoes mencionadas (Mendes, A.S.R.; Guia Relacre 13, 2000).
Precisao Intermédia

A precisao intermédia refere-se a precisao avaliada, sobre uma mesma amostra, amostras
idénticas ou padroées, usando o mesmo método, no mesmo ou em diferentes laboratérios, mas
definindo exactamente quais as condicGes que se pretende variar (diferentes analistas,
equipamentos, épocas e com ou sem verificacdo da calibracao) (INMETRO, 2003). Identificada

como sendo a medida mais representativa da variabilidade dos resultados num laboratério
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esta medida como tal é a mais aconselhavel de ser utilizada. Para determinar a precisdo
intermédia de um método, realizam-se n medicdes em replicado, duplicado ou em ensaio
Unico, sobre a amostra, nas condicoes estabelecidas (Guia Relacre 13, 2000). Na maior parte
dos casos, o valor desta precisao € funcao da gama de concentracao do ensaio e o seu calculo
é feito, através dos resultados obtidos, apos a exclusao dos resultados aberrantes (Guia
Relacre 13, 2000). Dependendo do ensaio e do tipo de aplicacao do estudo desta precisao
existem diversos métodos para a determinacao e controlo desse parametro de qualidade, tais
como cartas de controlo de amplitudes e através da expressdo do calculo do desvio padrdo da

precisao intermédia (Henriques, M., 2010).

2.4.2 Avaliagao Directa: Exactidao

A exactidado de um método fornece uma medida da aproximacdo entre o resultado
experimental e o verdadeiro valor da grandeza que esta a ser avaliada (Mendes, A.S.R.; Guia
Relacre 13, 2000).

De forma a avaliar a exactidao, sempre que possivel, devem ser utilizados Materiais de
Referencia Certificados (MRC), os quais constituem uma excelente ferramenta no controlo

externo da qualidade de uma analise quimica.

A qualidade dos resultados obtidos na analise de um MRC pode ser avaliada através dos quatro

parametros descritos a seguir (INMETRO, 2003):

Erro Relativo

A exactidao do método pode ser avaliada através do calculo do valor do erro relativo ( Er)

expresso em percentagem. A expressao € dada pela Equacao 2.14.

Er (%) = (122) x 100 (2.14)
onde:
X1qp — Corresponde ao valor obtido experimentalmente (ou média aritmética de valores

obtidos);

x, — Corresponde ao valor aceite como verdadeiro (valor certificado do MRC).

Teste de Hipotese (Teste t)

A existéncia de erros sistematicos associados a metodologia praticada pode ser estimada

através de um teste de hipoteses, sendo o valor deste parametro dado pela Equacéo 2.15.

(Flab==2)-100

t=tv (2.15)

N—

[
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onde:

X1ap - Corresponde a média dos valores obtidos experimentalmente,

x, — Corresponde ao valor aceite como verdadeiro (valor certificado do MRC),

S - Desvio padrao associado a média dos valores do laboratorio (x;,;, ),

N — Numero de amostras ensaiadas.

Factor de Desempenho Z (Z - score)

O factor de desempenho Z é um teste estatistico cujo objectivo é avaliar o desempenho do
laboratorio, este testa a igualdade entre uma média conhecida e uma média calculada. O

calculo do valor de Z-score (Z) € dado pela Equacéo 2.16.

Z= (M) (2.16)

S
onde:

X;qp — Corresponde a média dos valores obtidos experimentalmente,
x, — Corresponde ao valor aceite como verdadeiro (valor certificado do MRC),

S — Unidade de desvio, que pode ser a incerteza do MRC ou ainda uma unidade de desvio
interna.

A avaliacao é feita de acordo a seguinte escala:
|Z| <2 = Resultado Satisfatorio,
2 < |Z] €3 = Resultado Questionavel,

|Z] =3 = Resultado Insatisfatorio.

Erro Normalizado

O erro normalizado (E,) é a forma de avaliar o desempenho, caso o valor verdadeiro esteja
dentro do intervalo de incerteza do valor obtido experimentalmente, e calcula-se através da

Equacao 2.17:

E, = 2lab=Xv 2.17)

A Ulzab_Urzef
sendo:

Uy,er — Corresponde a incerteza associada ao valor verdadeiro,
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U,.» — Corresponde a incerteza associada ao valor dos resultados obtidos pelo laboratorio,

X4 — Corresponde a média dos valores obtidos experimentalmente,

x, — Corresponde ao valor aceite como verdadeiro (valor certificado do MRC).

Se | En | < 1, entao pode ser considerado que o resultado do laboratorio é adequado.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL
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Capitulo 3 - Parte Experimental

3.1 Amostragem

Na realizacdo deste trabalho experimental foram analisadas aguas brutas e aguas tratadas,
recolhidas no distrito do Porto (Matosinhos e Povoa de Varzim), de Castelo Branco (Covilh3,
Capinha, Castelo Novo, Penhas da Salde), de Leiria (Monte Real) e da Guarda (Guarda). A
Figura 3.1 mostra o mapa (Google Earth) com a localizacao dos diferentes pontos de recolha
das amostras. Considera-se que aguas brutas sdo todas aquelas que nao sofreram qualquer
tipo de tratamento e que as aguas tratadas sdao as que ja foram sujeitas a tratamentos
quimicos, nas Estacdes de Tratamentos de Agua (ETA) através de compostos clorados

normalmente hipoclorito de sodio.

| S -
Pévoa de'Varzim

Matosinhos

Guarda

Covilha Ffenhas/da Saude _
Capinha ‘

I ““CasteloiNovo
y

*“Monte Real

Portugal}

Figura 3.1: Mapa com os pontos de recolha das amostras assinalados.

A determinacdo da concentracao de iodo deveria ser efectuada imediatamente apos a recolha
da amostra (S.M., 2005), contudo, considerando a distancia entre o local de recolha e a
localizacdo do laboratério (Departamento de Quimica desta Universidade) tal facto nao foi

possivel, o que de alguma forma complica a sua determinacao.
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As amostras de agua foram recolhidas em frascos de polietileno e transportadas em malas
térmicas com gelo; ap6s a recepcao foram conservadas no frigorifico a temperatura de 4 °C
até ao momento da analise. As amostras reservadas para a determinacdo dos metais pesados,
apos recepcao, foram acidificadas com acido nitrico, 65 %, até pH < 2, e também preservadas
a 4 °C, como recomenda o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(S.M., 2005).

3.2 Materiais e Métodos

Todos os materiais foram lavados com agua corrente e detergente comercial, emergidos em
seguida em agua ultrapura, obtida por um sistema de purificacao de agua, Milli-Q®%gs. A

resistividade especifica desta agua é 18 MQ cm™ a 25 °C.

A célula de vidro utilizada na determinacdo do teor de iodo, antes de cada utilizacdo foi

emersa em alcool etilico, 99 %, e depois lavada com a agua ultrapura.

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de elevada pureza analitica e com agua

ultrapura.
3.2.1 Reagentes

Na Tabela 3.1 estao registados todos os reagentes utilizados na preparacao das solucées para
a determinacao do teor de iodo.

Tabela 3.1: Reagentes utilizados na preparacao das solucoes para a determinacao do teor de iodo.

Massa

Reagentes Férmula Quimica Marca Molecular

(g'mol™)
Acido Citrico C¢Hg07.H,0 Scharlau 210,24
Acido Sulfurico H,S04 Sigma-Aldrich 98,08
Amido (C¢H1005), Riedel-de Haén
Cloreto de Mercurio HgCl, Panreac 271,5
Cloreto de Sodio NaCl Merck 58,44
Dihidrogenofosfato de Aménio NH4H,PO, Panreac 132,05
Hidroxido de Amonio NH,OH Panreac 35,05
lodeto de Potassio K Riedel-de Haén 166
lodo I, Merck 253,89
Leuco Cristal Violeta CysH31N3 Acroés Organics 373,53
Tiossulfato de Sédio Na,5,05.5H,0 Riedel-de Haén 248,18

Pentahidratado
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Na preparacdo das solucdes padrao dos metais Zn, Cu e Mn foram utilizados reagentes da
marca Merck, com concentracdo de 1000 mg-L", que foram utilizadas como solucdo-méae. As

demais solucoes padrao foram preparadas a partir de diluicdes sucessivas destas solucoes.
3.2.2 Equipamento

O trabalho experimental foi realizado nos laboratérios de quimica da Universidade da Beira

Interior, e decorreu entre Novembro de 2010 e Junho de 2011.

As medidas de absorvancia para a determinacdo do teor de iodo foram realizadas num
espectrofotometro ultravioleta - visivel (Unican He A| 0,5 a), utilizando-se uma célula de
vidro de 10 mm de percurso 6ptico (LAB-BOX MARQ-010-002 LB-Q).~

Na realizacdo das medidas de absorvancia para a determinacdo dos metais em agua foi
utilizado um espectrofotometro de absorcdo atomica com chama, Pye Unicam Ltd. Foram
utilizadas como fonte de radiacdo lampadas de catodo oco especificas para cada metal (cobre
(S. & J. JUNIPER & CO), zinco e manganés (Pye Unicam Ltd)) ajustando para cada uma delas a
intensidade da corrente. Os parametros instrumentais de cada elemento estao especificados
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Condicoes de operacao do espectrometro de absorcdo atomica, utilizando a calibragao
linear.

Analito
Parametro
Cu Zn Mn

Comprimento de Onda

324,8 213,9 279,5
(nm)
Corrente da Lampada

10,0 7,0 8,0
(mA)
Largura da Fenda (nm) 0,5 0,5 0,5
Chama Ar/Acetileno Ar/Acetileno Ar/Acetileno

O acetileno foi utilizado como combustivel, e o ar comprimido obtido através de um

compressor de ar (Pye Unicam Ltd) como gas oxidante.

No decorrer de todo o trabalho pratico foram utilizadas para a medicao de volumes
micropipetas de volume variavel (10-100 pl, 100-1000 pl e 500-5000 pl) Eppendorf. As
pesagens efectuadas na preparacao das solucdes foram executadas numa balanca analitica
Mettler AE260. Para a preservacdo das amostras a 4 °C utilizou-se um frigorifico Philiphs. A

homogeneizacao de solucdes, foi efectuada num agitador vortex Heidolph Diax 900. Foram
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também utilizadas uma estufa Memmert; uma placa de agitacdo Selecta Agimatic, um
titulador automatico Methohm 775Dosimat e um pHmetro (827 pH lab, Metrohm), para o

acerto do pH.
3.2.3 Métodos

= Determinac¢ao do Teor de lodo

A metodogia para a quantificacao do teor de iodo foi executada de acordo com descreito no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 4500-1 B (S.M., 2005).

A curva de calibracao foi preparada com padrées de concentracao 0,025; 0,050; 0,075; 0,100;
0,125; 0,150; 0,175; 0,200; 0,225 e 0,250 mg-L " em baldes de diluicao de 100 ml.

As leituras de absorvancia foram realizadas a 592 nm, a temperatura ambiente; comparadas

com um branco nas mesmas condicoes.

A cada nova série de analises foi também analisado um padrao, para garantir a fiabilidade dos
resultados obtidos, e as leituras absorvancia foram realizadas no prazo de cinco minutos apds

a adicao do indicador “leuco cristal violeta”.

A quantificacao do teor de iodo na agua foi efectuada através da padronizacdo externa, sendo
as curvas construidas através de dez niveis de concentracdo, em que cada ponto foi

representado pela média de duas determinacdes.
= Determinacao de Metais

Para a determinacdo dos metais, cobre e manganés, nas amostras de agua foram preparados
padrées com concentracdes igual a 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ppm em baldes de
diluicao de 100 mL e para o zinco foram preparados padroes com concentracoes igual a 0,05;
0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 ppm. A Tabela 3.3 apresenta os valores dos volumes medidos para os

diferentes metais na preparacao de cada solucao padrao.

Tabela 3.3: Registo dos volumes medidos na preparacao dos padroes.

Elemento Solucdes-Padrao (mg-L™")

2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 0,2 0,1 0,05

Cu 0,25 80,00 75,00 66,67 50,00 40,00 50,00 50,00

Zn nd nd 75,00 66,67 50,00 40,00 50,00 50,00

Volume a medir
(mL)

Mn | 0,25 80,00 75,00 66,67 50,00 40,00 50,00 50,00

d- Nao Determinado

=}
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As absorvancias para cada padrao foram determinadas ao comprimento de onda

correspondente de cada metal.

O tempo de integracao foi de trés segundos e as medicoes foram realizadas em triplicado.
Aspirou-se directamente as amostras no queimador do espectrofotometro e registaram-se os
respectivos valores de absorvancia. A cada nova série de analises foi realizada uma nova

curva de calibracao.

A quantificacdo dos metais em agua foi efectuada através da padronizacdo externa, sendo as
curvas construidas através de seis niveis de concentracao para o zinco e oito niveis de
concentracdo para o manganés e para o cobre, em que cada ponto foi representado pela

média de trés determinacdes. Para cada conjunto de analise foi preparado um branco.
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CAPITULO 4
ANALISE DE RESULTADOS
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Capitulo 4. Analise de Resultados

Tendo em consideracao os objectivos desta dissertacao e face a importancia que o iodo possui
na salde das populacdoes tanto pela deficiéncia como pelo excesso, nomeadamente na
glandula tirdide, torna-se necessaria a sua quantificacdo nas aguas naturais, uma vez que o

Decreto-Lei 306/2007 ndo prevé o seu valor paramétrico.
4.1 lodo

Exprimir resultados de analises de uma forma consistente tem sido uma exigéncia cada vez
maior, verificando-se uma crescente necessidade de obter dados analiticos comparaveis, que
nao apresentem qualquer ddvida razoavel no que diz respeito a sua exactidao e que possuam

uma precisao adequada para o fim a que se destinam.

Assim, inicialmente deve validar-se o método analitico para que esteja assegurado que o

método esta sob controlo.

O objectivo da validacdo do método “leuco cristal violeta”, para a determinacdo de iodo, é
demonstrar que o método de ensaio quimico, nas condicoes em que é praticado, apresenta as

caracteristicas necessarias para a obtencéo de resultados com a qualidade exigida.

O processo de validacao utilizado neste trabalho experimental envolveu o estudo de
parametros analiticos por validacdo directa e validacdo indirecta. A validacdo indirecta foi
efectuada através de curvas de calibracdo, definicdo da gama de trabalho, determinacao dos
limites de deteccdo e quantificacao, sensibilidade e precisao. A validacao directa foi

efectuada apenas através da determinacao do erro relativo.

As amostras de agua sdo provenientes de quatro distritos: Porto, Castelo Branco, Leiria e
Guarda. As aguas analisadas agruparam-se de acordo com o seguinte critério: aguas tratadas e
aguas brutas. As aguas provenientes da Estacdo de Tratamento de Aguas (ETA) das Penhas da
Salide também vao ser agrupadas sob esta designacdo uma vez que se considera que foram
recolhidas antes (agua bruta) e apos (agua tratada) o tratamento com compostos clorados. A
concentracao de iodo refere-se aos valores médios + desvio padrao e as unidades apresentam-

se em pg-L".

As Tabelas 4.1 e 4.2 mostram a localizacdo dos pontos de recolha das amostras de agua
tratada e agua bruta respectivamente, a data da analise das mesmas e o nimero de

determinacdes efectuadas para cada ponto de recolha.
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Tabela 4.1: Agua Tratada: Locais de recolha, data de analise e nimero de determinacdes.

Localidade

Data de
Analise

Numero de
Determinacées

Covilha

24-01-2011

27-01-2011

03-02-2011

15-02-2011

16-02-2011

21-02-2011

01-03-2011

10-03-2011

15-03-2011

21-03-2011

28-03-2011

04-04-2011

11-04-2011

17-05-2011

14

Castelo Novo

11-04-2011

18-04-2011

02-05-2011

09-05-2011

16-05-2011

Capinha

28-03-2011

11-04-2011

14-04-2011

28-04-2011

02-05-2011

11-05-2011

17-05-2011

30-05-2011

Penhas da
Saude

11-04-2011

13-04-2011

14-04-2011

Guarda

14-04-2011

28-04-2011

02-05-2011

10-05-2011

16-05-2011

23-05-2011

Monte Real

23-05-2011

30-05-2011

07-06-2011

Pévoa de
Varzim

08-02-2011

14-02-2011

21-02-2011

21-03-2011

28-03-2011

04-04-2011

11-04-2011

18-04-2011
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Localidade

Data de
Analise

Numero de
Determinacées

Covilha

19-04-2011

27-04-2011

02-05-2011

09-05-2011

17-05-2011

23-05-2011

31-05-2011

07-06-2011

Castelo Novo

11-04-2011

18-04-2011

02-05-2011

09-05-2011

16-05-2011

Capinha

28-03-2011

11-04-2011

14-04-2011

28-04-2011

02-05-2011

11-05-2011

17-05-2011

30-05-2011

Penhas da
Saude

11-04-2011

13-04-2011

14-04-2011

Guarda

14-04-2011

28-04-2011

02-05-2011

10-05-2011

16-05-2011

23-05-2011

Monte Real

23-05-2011

30-05-2011

07-06-2011

Matosinhos

08-02-2011

14-02-2011

21-02-2011

21-03-2011

28-03-2011

04-04-2011

11-04-2011

18-04-2011
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4.1.1 Validacdao do Método “Leuco Cristal Violeta”

A avaliacdo indirecta do método analitico compreendeu (como ja foi referido) o estudo da
gama de trabalho/linearidade, limiares analiticos (limites de deteccdo e de quantificacao),
sensibilidade e precisao (Guia Relacre 13, 2000).

As solucdes-padrao irdo ser designadas por: Pg gs; Po,0s0; Po,o7s; Po,100; Po,1255 Po,150; Po 1755 Po,200;

Po,225; Po,250, onde o indice representa a concentracao de iodo em mg-L'1.
= Gama de Trabalho

A gama de trabalho utilizada foi avaliada pelo teste de homogeneidade de variancias usando-

se a metodologia do tracado de uma curva de calibracao (padrao externo).

0 intervalo de trabalho estabelecido foi estudado através da utilizacdo de uma serie de dez
padroes de calibracdo cujo teor em iodo é: 0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175,
0,200, 0,225 e 0,250 mg-L™", distribuidos regularmente ao longo do intervalo. O primeiro e o
Gltimo padrao foram assim analisados em dez réplicas independentes e a gama de trabalho
considerou-se ajustada quando a diferenca de variancias relativas aos dois padrdes nao foi
significativa, isto é, igual ou inferior ao valor de F de Ficher para n-1 graus de liberdade. Os
resultados obtidos para as dez leituras de absorvancia efectuadas para o primeiro padrao
(0,025 mg-L") e para o Ultimo (0,250 mg-L") da gama de trabalho encontram-se na Tabela
4.3.

Tabela 4.3: Valores de absorvancia dos padrdes Pg g5 € Po 250.

Padroes Po.025 Po 250
0,011 0,089

0,009 0,088

0,010 0,088

E, 0,010 0,084

§ 0,011 0,080

i 0,009 0,089

é 0,009 0,087
0,012 0,088

0,013 0,082

0,011 0,087

Variancia | 1,83E-06  9,73E-06

De acordo com os valores obtidos da variancia para os dois padroes registados na Tabela 4.3,

calculou-se o valor PG, de acordo com a Equacao 2.3, sendo PG = 5,31.
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Uma vez que o valor teste PG obtido através da razao das variancias se mostrou inferior ao
valor tabelado da distribuicao F de Snedecor/Fisher, (Anexo C), para um nivel de significancia
de 99 % e nove graus de liberdade, F (9;9;0,99) =5,35, verifica-se que a gama de trabalho
apresenta homogeneidade de variancias, logo pode considerar-se a gama de trabalho
ajustada. E, no entanto, de salientar que para que a gama cumprisse o referido teste foi
necessario efectuar inUmeras tentativas com varios intervalos de concentracao, cujos testes
de homogeneidade de variancias se mostraram insatisfatorios, chegando-se assim ao intervalo
de 0,025 a 0,250 mg-L™'.Com a gama de calibracdo ajustada, pode entdo prosseguir-se com a

validacao do método.
= Curva de Calibracao

Em analises quantitativas, a calibracdo é um processo pelo qual a resposta do equipamento
(sinal) se relaciona com uma concentracdao conhecida de analito. Quando a curva de
calibracao representa uma funcao polinomial do primeiro grau, isto €, uma recta, e caso se
use o método dos minimos quadrados para regressoes lineares, pressupoe-se que os erros tém
uma distribuicdo normal e que existe homogeneidade de variancias ao longo da recta. A

equacao algébrica da recta (y = a + bx ) permite avaliar uma boa calibracao analitica.

Na Tabela 4.4 encontram-se os valores de absorvancia obtidos para as solucdes padrdo de
calibracao, bem como a média e o desvio padrao, sendo n = 2. Outras rectas de calibracao

foram calculadas, ao longo do tempo, encontrando-se os valores em anexo (Anexo D).

Tabela 4.4: Valores de absorvancia obtidos para as solu¢des padrao de calibragao.

Padrao
(mg-L")

Branco Po,025 Po,050 Po,075 Po,100 Po,125 Po, 150 Po,175 Po,200 Po,225

Po,250

Média da

Absorvancia | 0,000 0,011 0,020 0,028 0,034 0,048 0,055 0,062 0,071 0,079

(nm)

0,087

Desvio

Padrao

0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,00E-03 1,00E-03 1,50E-03 1,00E-03 1,00E-03 2,00E-03 5,00E-04

1,50E-03

A partir dos valores de absorvancia da recta obtida desenhou-se entdo a curva de calibragao,
segundo o método dos minimos quadrados. A representacao grafica da curva de calibracao e a

respectiva equacao da recta podem ser visualizadas na Figura 4.1.
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0,100 -
0,090 -
0,080 -
0,070 -
0,060 -
0,050 -
0,040 -
0,030 -
0,020 -
0,010 -

0,000 Q/ T T T T T T T T T T 1
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 0,125 0,150 0,175 0,200 0,225 0,250 0,275

y =0,3451x + 0,0019
R*=0,9972

Absorvancia (nm)

Concentragdo de lodo (mg-L?)

\ J

Figura 4.1: Curva de calibracao para o iodo.

Os parametros desta curva de calibracdo sao apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Curva de calibracao.

Parametro Valor
R? 0,9972
Declive (b) 0,3451
Ordenada na

Origem (a) 0,001
Sy/x 0,0016
Sb 0,0137
Sa 0,0020

Através dos parametros da curva analitica verifica-se que o coeficiente de correlacdo da recta
obtida é superior a 0,995 considerando-se assim que a mesma € uma boa representacao das
absorvancias lidas em funcao da concentracao dos padrées. Tal facto pode também ser
verificado através do grafico de residuos, Figura 4.2, que representa os valores do sinal de
residuos em funcdo do valor de sinal calculado (Ycacuado).- S€ndo os residuos obtidos pela

diferen(,:a entre o Yexperimental eo Ycalculado-
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( 0,004 - )
3,00E-03
0,003 -

0,002 -
1,37E-03
8,82E-04
0,001 1 5,09E-04
2,55E'O4 1,18E'O4

o..‘. ol . = SR

Residuos

-0,001 - -2,55E-04 -5,09E-04

-1,14E-03
-0,002 +

1,86E-03

-2,37E-03

Ycalculadco

- J

Figura 4.2: Residuos (Yexperimental - Ycalculado)-

-0,003 -

A Figura 4.2 revela que nao ha tendéncia dos padroes num determinado sentido, ou seja, os
residuos distribuem-se simetricamente ao eixo das ordenadas, podendo considerar-se o

método livre de tendéncias.
= Linearidade

E a capacidade de um método analitico em produzir resultados que sejam directamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de uma determinada gama de
concentracao. A partir de um conjunto de pares ordenados determinou-se a funcao de
calibracao linear e a funcao de calibracao nao linear, bem como os seus respectivos desvios

padrao residuais (Guia Relacre 13, 2000).

O calculo de Sy1 €Sy, foi efectuado através das Equacbes 2.6 e 2.7, respectivamente,
obtendo-se S7; = 1,60 x 1073 e S7, = 1,48 x 107* (Anexo E).A diferenca de variancias (DS?) foi

calculada através da Equacao 2.5, do qual resultou um valor de DS? = 5,25 x 107°.

Calculou-se o valor teste PG através da Equacédo 2.8 e comparou-se o valor obtido com o valor
tabelado da distribuicao F de Fisher (Anexo C), sendo PG = 2,40.

Como o valor de PG é menor que Fy, (2,40 < 4.85), concluimos que a funcdo de calibracao é

linear.
= Sensibilidade

Este parametro avalia a capacidade de um método discriminar entre pequenas diferencas de

concentracao de um analito (Guia Relacre 13, 2000), podendo ser definida como o quociente

50



Determinacéo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

entre o acréscimo do valor lido (AL) e a variacao da concentracdo (AC) correspondente aquele

acréscimo, Equacéo 4.1.

Sensibilidad _ak 4.1
ensibilidade = - (4.1)

Se a curva de calibracao for definida por um modelo linear, a sensibilidade sera constante ao

longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive (b) dessa curva de calibracao.

Como a curva de calibracdo obtida para o doseamento do iodo € definida por um modelo
linear, a sensibilidade para esse elemento é dada pelo declive da recta (Guia Relacre 13,
2000), ou seja:

Sensibilidade = (0,345 + 0,016)

Os valores obtidos para a sensibilidade do método “leuco cristal violeta” nos diferentes dias

sao evidenciados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Sensibilidade do método e respectivos desvio padrao nos diferentes dias.

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sensibilidade | 0,347 0,346 0,349 0,323 0,311 0,351 0,342 0,343 0,328 0,345

(bg-L™) +0,015 0,018 +0,015 +0,013 0,002 <+0,017 +0,016 +0,013 0,012 +0,016

= Coeficiente de Variacao do Método

O desvio padrao de um método (S,,), e respectivo coeficiente de variacao (CV,,), permitem ao
analista avaliar a qualidade do seu trabalho (Guia Relacre 13, 2000). As Equacao 4.2 e 4.3

apresentam as expressdes matematicas para o calculo destes dois parametros.

S, = X (4.2) CVy = 22 x 100 % (4.3)

" declive

Os valores calculados sao S,,= 0,004 e CV,,, = 3,339 %.

Tanto o desvio padrao como o coeficiente de variacdo do método apresentam valores

inferiores a 5 %, pelo que se pode inferir que ha uma boa qualidade no trabalho efectuado.
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= Limiares Analiticos

Na Tabela 4.7 apresenta-se o valor de dez leituras de absorvancia, obtidas para o ensaio em

branco, que permite calcular o valor do limite de deteccao (LD) e do limite de quantificacao

(LQ).

Tabela 4.7: Leituras de absorvancia efectuadas ao Branco e respectiva concentracgéo.

Numero de
Leituras do
Branco

1 0,002
0,001
0,004
0,000
0,001
0,003
0,000
0,001
0,004
0,001

Absorvancia
(nm)

VW 0 N 6o U1 h W N

-
o

Recorrendo a Equacéo 2.9 e 2.10, calculou-se LD e LQ para o método do branco. Estes limites
podem também ser calculados através do método da curva calibracao, Equacao 2.11 e 2.12. A

Tabela 4.8 apresenta os valores obtidos para o LD e LQ, através dos dois métodos.

Tabela 4.8: Limiares analiticos.

Parametro Método do Método da
(bg-L™" Branco IAEICD
HS Calibracao
LD 12,6 14,5
LQ 41,7 46,4

Assim, neste trabalho procedeu-se a analise de dez brancos independentes e comparou-se os
limites obtidos com os determinados pela curva de calibracao, uma vez que os valores nao sao
significativamente diferentes, optou-se por considerar os valores obtidos através da curva de

calibracao.
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= Precisao

O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma probabilidade
de 95 %, a diferenca absoluta entre dois resultados obtidos nas condicoes referidas: |x; —
x;_1 < r| (Guia Relacre 13, 2000). Para calcular o limite de repetibilidade (r) e o respectivo
coeficiente de variacdo de repetibilidade, foram analisados em duplicado trés padroes,
fazendo variar o dia de analise. Porem antes de avaliar a precisdo € necessario testar se
existem ou nao, valores aberrantes para os resultados obtidos, para tal recorre-se ao teste de
Grubbs (Equacao 4.4) (Anexo F) o qual consiste no calculo da média e do desvio padrao dos
valores ordenados, testando-se assim se o valor menor e o valor maior sao ou nao aberrantes.
Caso o teste indique a existéncia de valores aberrantes retira-se esse valor e volta-se a fazer

o teste, caso contrario pode-se proceder ao calculo da repetibilidade.

X, — X
Gy, = (4.4)
t s
Onde
X; € a concentracdo da amostra, onde i=1ei= 10;
X é a média amostral;

S é o desvio padrdao amostral, calculado através da Equacéo 4.5.

1 N
s= HZ(Xi — %) (4.5)

As Tabelas 4.9, 4.10, 4.11 contém o teor de iodo calculados bem como a média e o desvio
padrado, correspondentes a P oz5; Po 125. Po,2s0. EStes valores sdo necessarios para o calculo de
G.
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Tabela 4.9: Teste de Grubbs aplicado ao padrao Py g;s.

. A s « Concentracao Média da .
Leitura | Absorvancia Concentracao Ordenad C . Desvio
Po.ozs (nm) (gL e oncent_r1agao Padrio
; (ugL) (ugL)
1 0,011 0,026 0,021 -1,49
2 0,010 0,023 0,021
3 0,011 0,026 0,023
4 0,009 0,021 0,023
5 0,011 0,026 0,023 0,024 0,002
6 0,010 0,023 0,023
7 0,010 0,023 0,023
8 0,009 0,021 0,026
9 0,010 0,023 0,026
10 0,010 0,023 0,026 1,22
Tabela 4.10: Teste de Grubbs aplicado ao padrao Py 135.
Leitura | Absorvancia Concentracao Conc:ntrzgéo e da_ Desvio
Po 125 (nm) gL Or enada Concentnagao Padrio G
: (ugL) (ugL)
1 0,048 0,134 0,122 -1,95
2 0,048 0,134 0,125
3 0,049 0,136 0,131
4 0,047 0,131 0,131
5 0,050 0,139 0,131 0,132 0,005
6 0,049 0,136 0,134
7 0,047 0,131 0,134
8 0,044 0,122 0,136
9 0,047 0,131 0,136
10 0,045 0,125 0,139 1,49
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Tabela 4.11: Teste de Grubbs aplicado ao padrao Py 3s0.

. A s = Concentracao Média da .
Leitura | Absorvancia Concentragao ord d C - Desvio G
Po,250 (nm) (ng-L™) r en-a1 a oncent:acao Padréo

’ (bg-L™) (pg-L)
1 0,087 0,247 0,238 -1,65
2 0,086 0,244 0,241
3 0,085 0,241 0,244

0,088 0,249 0,244

5 0,088 0,249 0,247 0,247 0,006
6 0,091 0,258 0,249
7 0,089 0,252 0,249
8 0,089 0,252 0,252
9 0,084 0,238 0,252
10 0,086 0,244 0,258 1,85

Verifica-se que, nao existem valores aberrantes, uma vez que os valores de G obtidos sao
inferiores ao valor tabelado, G = 2,29, (Anexo 6) logo os valores obtidos sao aceites. Uma

vez que nao existem valores aberrantes pode proceder-se ao calculo da repetibilidade.

Para a determinacao do desvio padrao de repetibilidade (S,;), limites de repetibilidade (r) e
respectivos coeficientes de variacao de repetibilidade (CV,.) foram analisados os mesmos trés

padroes.

Para um intervalo de confianca de 95 %, o limite de repetibilidade (r) é avaliado segundo a

Equacao 4.6.
r=txV2xS5,;=196XV2XS,; =28X%./S? (4.6)
sendo S,; o desvio padrao associado aos resultados obtidos no ensaio de repetibilidade.

0 coeficiente de variacao de repetibilidade (CV,.) para cada nivel de concentracdes, expresso

em percentagem, é expressa pela Equacao 4.7:

Sri
CV = —x100 (4.7)

Nas Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14, apresenta-se o tratamento matematico correspondente a dez

leituras de cada padrao analisado.
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Tabela 4.12: Pg o25: Estudo da repetibilidade.

Leitura Concentracgéo de Média Desvio
P lodo (g-L") Padrao [x; — x;_4] r cv,) (%)
0,025 (ug-L") (ug-L")
1 0,026 0,0029
2 0,023 0,0029
3 0,026 0,0058
4 0,021 0,0058
5 0,026 0,0029
0,024 0,002 0,006 8,998
6 0,023 0,0000
7 0,023 0,0029
8 0,021 0,0029
9 0,023 0,0000
10 0,023
Tabela 4.13: Py 125: Estudo da repetibilidade.
. Concentracgao de " Desvio
IF;eltura lodo (A:ge_‘l’_‘_?) Padrio  |x,—x.4 r  (CV,) (%)
o (gL (gL
1 0,134 0,000
2 0,134 0,003
3 0,136 0,006
4 0,131 0,009
> 0,139 0,132 0,005 0,003 0,015 3,817
6 0,136 0,006
7 0,131 0,009
8 0,122 0,009
9 0,131 0,006
10 0,125
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Tabela 4.14: Py ,50: Estudo da repetibilidade.

Leitura Concentracdo de Média Desvio
p lodo (gL Padrao |x; — x;_4| r (CV,) (%)
o (ug:L?) (ug:L”)
1 0,247 0,003
2 0,244 0,003
3 0,241 0,009
4 0,249 0,000
5 0,249 0,009
0,247 0,006 0,017 2,429
6 0,258 0,006
7 0,252 0,000
8 0,252 0,014
9 0,238 0,006
10 0,244

Verifica-se que para Py g5 0 coeficiente de variacdo € o mais elevado enquanto o limite de

repetibilidade é o mais baixo.

Observando as Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14, verifica-se que a diferenca absoluta entre dois
resultados consecutivos |x; — x;_;| é sempre inferior ao valor de r, o que significa que os
resultados apresentam boa repetibilidade. Outro facto que confirma esta conclusao, é o valor

do coeficiente de variacao de repetibilidade ser inferior a 10 % (Guia Relacre 13, 2000).

A precisao intermédia foi avaliada fazendo variar o dia da analise e efectuando medicdes em

replicado sobre trés padrdes. Os resultados obtidos estao registados nas Tabelas 4.15 a 4.17.

A estimativa da precisdo intermédia, quando o nimero de ensaios efectuados por amostra é

igual a dois (n = 2), é dada pela expressao 4.10 (Guia Relacre 13, 2000).

t
1
S, = bT X Z;(Y]1 —Y;2)? (4.10)
j=

onde:

S; = € o desvio padrao de precisao intermédia;

57



Determinacéo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

t € o niUmero total de amostras ensaiadas;
Y;; € o primeiro resultado obtido para a amostra j;

Y;, € o segundo resultado obtido para a amostra j.
Sendo o limite da precisao intermédia (R;) é dado pela expressao 4.11.

R, = 1,96 x V2 x §; (4.14)

Tabela 4.15: Py g5: Precisdo intermédia.

2
Padréo el | ot | “Geth
0,025 | 0,022 | 8,45E-06
0,017 | 0,022 | 3,38E-05
0,009 | 0,019 | 0,00E+00
0,022 | 0,025 | 8,45E-06
P o 0,009 | 0,019 | 0,00E+00
0,019 | 0,022 | 8,45E-06
0,028 | 0,019 | 7,61E-05
0,009 | 0,019 | 0,00E+00
0,009 | 0,022 | 8,45E-06
0,022 | 0,025 | 8,45E-06
Somatorio 1,52E-04
Si 0,028
R, 0,076

58



Tabela 4.16: Pg 125: Precisao intermédia.

Determinacéo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

< X X (X1 — X,)?
Padrao 1 2] 1o
(gl | gl | (ugL?)
0,130 0,133 8,45E-06
0,127 0,127 0,00E+00
0,127 0,136 7,61E-05
0,130 0,136 3,38E-05
0,124 0,130 3,38E-05
P0,125
0,124 0,127 8,45E-06
0,127 0,130 8,45E-06
0,124 0,136 1,35E-04
0,133 0,124 7,61E-05
0,133 0,130 8,45E-06
Somatério 3,89E-04
S 0,044
R, 0,122
Tabela 4.17: Py ;50: Precisdo intermédia.
. X X (X, — X,)2
Padrao 1 2 1 =r
(gl | (gl | (ugl?)
0,246 0,243 8,45E-06
0,243 0,246 8,45E-06
0,243 0,252 7,61E-05
0,246 0,252 3,38E-05
0,252 0,255 8,45E-06
I30,250
0,255 0,243 1,35E-04
0,258 0,246 1,35E-04
0,246 0,240 3,38E-05
0,240 0,240 0,00E+00
0,240 0,246 3,38E-05
Somatério 4,73E-04
S 0,049
R, 0,135
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Verifica-se que os valores de (X; — X,)? sdo aceitaveis uma vez que sao sempre inferiores ao
valor do limite de precisao intermédia R,.

Um outro parametro recomendado para avaliar a precisdo é a reprodutibilidade que é obtida
a partir de ensaios interlaboratoriais, a qual ndo foi possivel determinar, neste trabalho

experimental.

Neste trabalho de investigacdo a avaliacao directa apenas foi estudada através do calculo do
erro relativo, dado que os outros parametros necessitam de participacdo em ensaio

interlaboratoriais.
Erro Relativo

A determinacao do erro relativo foi calculada para cada um dos padroes, sendo a expressao

dada pela Equacao 2.14.

Os valores apresentados na Tabela 4.18, indicam o valor do erro relativo correspondente a

cada um dos padrées da curva de calibracdo, bem como os valores da média e desvio padrao.

Tabela 4.18: Erro relativo.

Concentracao Média

Padrao Erro Relativo

(mg:L") R %)

Po 025 0,026 5,477
Po,0s0 0,054 7,795
Po,o75 0,079 4,704
Po,100 0,096 4,086
Po,125 0,134 6,868
Po, 150 0,157 4,511
Po,175 0,177 1,172
Po,200 0,203 1,565
Po,225 0,225 0,061
Po,250 0,248 0,782

Verifica-se que todos os padrdes tém um erro relativo inferior a 10 %, o que indica que nao

existe uma diferenca significativa entre o valor experimental e o valor real.
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4.1.2 Teor de lodo

Com o processo de validacao concluido procedeu-se entdao a analise de amostras de agua de

consumo humano para determinar a concentracao de iodo.

Os valores de concentracao de iodo obtidos nas 47 amostras de agua tratada, encontram-se
na Tabela 4.19 e valores correspondentes as 41 amostras de agua bruta estao registados na
Tabela 4.20. Com base nestes resultados elaboraram-se dois graficos correspondentes as
Figuras 4.3 e 4.4 para visualizar as diferencas encontradas nas aguas destinadas ao consumo

humano, agua tratada e agua bruta, nos varios pontos de recolha.

Tabela 4.19: Agua Tratada: Valores médios e respectivo desvio padréo.

] S Castelo e Penhas da o Monte Pévoa de
ovilha apinha uarda
Agua Tratada Novo P Satde Real Varzim
Concentraga?:o 7,43 8,11 15,14 13,57 9,09 12,85 18,81
Média (pg:-L")
DeSVi_? Padrao 1,92 1,65 3,77 1,51 0,83 2,21 4,85
(Hg-L™)
Numero de 14 5 8 3 6 3 8
Determinacées
- )
25,0 -

[=]

=]

S

o 20,0 -

=]

8

332150 -

i3 1 {

[=-T)]

T2 10,0 - I

|

=]

3 50 -

=

(=]

(]

0’0 T T T T T T 1

Covilha Castelo Capinha Penhas Guarda Monte Pdvoade
Novo da Saude Real  Varzim

Local de Recolha
N\ J

Figura 4.3: Representacao grafica do teor de iodo registado na tabela 4.20.

Como é possivel observar através dos valores indicados na Tabela 4.19, e pela representacao

dos mesmos na Figura 4.3, a Pdvoa de Varzim é o local que maior teor de iodo apresenta
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(18,81 + 4,85 pg-L"), seguida da Capinha (15,14 + 3,77 pg-L"). Contudo todas as amostras
analisadas estao abaixo do limite de quantificacdo do método analitico utilizado (LQ = 46,4
pg-L") e que apenas a Pévoa de Varzim e a Capinha apresentam valores superiores ao limite
de deteccdo LD = 14,5 pg-L".

Tabela 4.20: Agua Bruta: Valores médios e respectivo desvio padrao.

, Castelo Penhas Monte
Agua Bruta Covilha Capinha Guarda Matosinhos
Novo da Saude Real

Concentracao

L y 6,20 13,62 13,51 5,84 12,96 8,50 17,90
Média (pg-L™")
Desvio Padrao

y 1,47 1,21 1,91 1,11 1,63 0,84 2,84
(Hg-L™)
Numero de
8 5 8 3 6 3 8

Determinacées

\
J

25,0 +
)
T 200 -
()
©
8
3 = 15,0 - I
iz 1
S =X
S = 10,0 -
= I
: |
(8]
2 5o I
o

0,0 T T T T T T 1

Covilha Castelo Capinha Penhasda Guarda Monte Real Matosinhos
Novo Saude
Local de Recolha

\_ J
Figura 4.4: Representacao grafica dos valores obtidos do teor de iodo para a agua bruta dos diferentes
pontos de recolha, e o respectivo desvio padrao.

Como é possivel observar através dos valores indicados na Tabela 4.20, e pela representacao
dos mesmos na Figura 4.4, verifica-se mais uma vez que todos os valores se situam abaixo do
limite de quantificacio do método, e s6 a agua proveniente de Matosinhos com 17,90 pg-L" é

ligeiramente superior ao limite de deteccao.
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.". Através dos resultados obtidos neste subcapitulo relativamente ao teor de iodo, verifica-se

que nestas aguas nao existe iodo. Contrariamente a alguns paises europeus, como por
exemplo a Dinamarca onde a concentracdo de iodo pode ir até 139 pg-L™" (Andersen et al,
2008).
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4.2 Metais Pesados

O presente estudo foi feito com o objectivo de determinar a concentracao de Zn, Cu, Mn e
Se em amostras de agua, uma vez que as suas concentracdes sao geralmente baixas. Neste
trabalho apenas foi possivel estudar o teor do Zn, Cu e Mn, uma vez que, por falta de
recursos, o Se nao pode ser determinado.

A concentracdo dos metais em estudo foi calculada através do método do padrao externo. As
medidas foram realizas em triplicado, utilizando-se a espectrofotometria de absorcao atomica
com chama (ar-acetileno). Para cada metal foram optimizadas as condicdes de medicao e

utilizadas lampadas de catodo oco especificas.

O teor de Zn, Mn e Cu foi determinado nas mesmas amostras de aguas, brutas e tratadas,
usadas na determinacdo do teor de iodo, sendo no entanto o nUmero inferior (37

determinacoes).

As Tabelas 4.21 e 4.22, mostram a localizacdo dos pontos de recolha, a data de analise e o

numero de determinacdes efectuadas.
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Tabela 4.21: Agua Tratada: Locais de recolha, data de analise e nimero de determinacées.

Localidade

Data de
Analise

Numero de
Determinacgées

Covilha

14-04-2011

19-04-2011

04-05-2011

10-05-2011

17-05-2011

24-05-2011

31-05-2011

07-06-2011

Castelo
Novo

14-04-2011

19-04-2011

04-05-2011

10-05-2011

17-05-2011

24-05-2011

31-05-2011

Capinha

14-04-2011

28-04-2011

04-05-2011

17-05-2011

24-05-2011

07-06-2011

Penhas da
Saude

14-04-2011

19-04-2011

21-04-2011

Guarda

14-04-2011

28-04-2011

04-05-2011

10-05-2011

17-05-2011

24-05-2011

Monte Real

24-05-2011

26-05-2011

31-05-2011

07-05-2011

Pévoa de
Varzim

14-04-2011

19-04-2011

21-04-2011
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Tabela 4.22: Agua Bruta: Locais de recolha, data de analise e nimero de determinacdes.

Data de Numero de

Andlise Determinacées
28-04-2011
04-05-2011
10-05-2011
Covilha 17-05-2011 7
24-05-2011
31-05-2011
07-06-2011

14-04-2011
19-04-2011
04-05-2011
10-05-2011 7
17-05-2011
24-05-2011
31-05-2011
14-04-2011
28-04-2011
, 04-05-2011
Capinha = 65 2011 6
24-05-2011
07-06-2011

14-04-2011
19-04-2011 3
21-04-2011
14-04-2011
28-04-2011
04-05-2011
Guarda 5052011 6
17-05-2011

24-05-2011

24-05-2011
26-05-2011
Monte Real 31052011 4
07-05-2011
14-04-2011
Matosinhos | 19-04-2011 3

21-04-2011

Localidade

Castelo
Novo

Penhas da
Saude

Nos subcapitulos 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3 sao apresentados os teores dos metais Cu, Mn e Zn,
respectivamente e simultaneamente fez-se o tratamento estatistico correspondente as curvas

de calibracao necessarias para a quantificacdo por absorcao atémica.

Tal como na seccado anterior as solucdes padrao de cada um dos trés metais sdao designadas

por P;, onde o indice i corresponde a concentracao.
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A absorvancia média obtida correspondente as solucdes padrdao de cobre assim como o valor

médio e o desvio padrao associado, apresentam-se na Tabela 4.23.

Tabela 4.23: Valores de absorvancia correspondentes aos padrdes de calibracao.

Concentracao Absorvancias Medidas Desvio
(mg-L") (nm) Padrao
Po,003 0,001 0,006 0,006 0,006 0,005 0,005 0,002
Po,005 0,014 0,014 0,015 0,015 0,016 0,015 0,001
Po.o10 0,029 0,027 0,029 0,031 0,033 0,033 0,002
Po 025 0,074 0,070 0,076 0,077 0,083 0,083 0,005
Po,0s0 0,147 0,145 0,150 0,156 0,167 0,166 0,010
Po,o75 0,222 0,227 0,227 0,235 0,249 0,243 0,011
Po,100 0,296 0,301 0,302 0,318 0,330 0,327 0,015
Po 125 0,368 0,377 0,387 0,389 0,413 0,407 0,017

A partir dos valores de absorvancia construi-se a curva de calibracdo segundo o método dos

minimos quadrados (Figura 4.

5).

4 0,45 -

0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -

0,15

Absorvancia (nm)

0,10

0,05

0,00

y = 3,2646x - 0,0003
R?=0,9999

OI
-0,05

\_

0,04

0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Concentragdo do Cobre (mg-L?)

Figura 4.5: Curva de calibracao.

~
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Os parametros de regressao da curva de calibracdo sao apresentados na Tabela 4.24.

Tabela 4.24: Parametros da curva de calibracao.

Parametro Valor
R? 0,999
Declive (b) 3,265
Ordenada na

-0,0003
Origem (a)
Sy/x 0,0019

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados através da
equacao (2.11 e 2.12) e estao registados na Tabela 4.25. Na mesma tabela apresenta-se o
desvio padrao (S,) e o coeficiente de variacdo do método (CV,), calculados através das
equacbes 4.2 e 4.3, respectivamente. Ainda na mesma tabela faz-se referéncia a
sensibilidade do método.

Tabela 4.25: Valores de LD e LQ, desvio padrdo (S,), coeficiente de variacdo do método (CV,) e
Sensibilidade.

Parametro Valor
LD (pg-L™) 1,97
LQ (wg-L™) 5,64
Sm 5,82E-04
CVim (%) 2,42
Sensibilidade 3,27

A partir da curva de calibracao procedeu-se a determinacao do teor de cobre nas amostras de
agua (dgua tratada e bruta), cujos valores sdo apresentados nas Tabelas 4.26 e 4.27,

respectivamente.
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Tabela 4.26 Agua tratada: Teor médio de cobre e desvio padrao.

Localidade Conch:Aeéndtiraa\géo Desvio Pﬁdréo Nt]me.ro d?
(gL (ng-L) Determinagdes
Covilha 0,53 0,11 8
Castelo Novo 23,68 1,76 7
Capinha 0,50 0,06 6
Penhas da Saude 0,36 0,11 3
Guarda 0,35 0,13 6
Monte Real 1,96 0,17 4
Pévoa de Varzim 1,01 0,10 3

Tabela 4.27 Agua Bruta: Teor médio de cobre e desvio padrao.

Concentracao

Localidade Média Desvio Pidréo Nl]me.ro d?
(g-L) (bg:L) Determinacées
Covilha 0,67 0,08 7
Castelo Novo 0,70 0,07 7
Capinha 2,44 0,53 6
Penhas da Saude 0,55 0,06 3
Guarda 9,50 0,62 6
Monte Real 0,25 0,06 4
Matosinhos 0,40 0,10 3

Foi observada uma diferenca significativa na concentracao de cobre nas aguas. O valor mais
elevado foi detectado na agua tratada para a amostra de Castelo Novo e foi
significativamente diferente da concentracao de outras amostras de agua tratada e mesmo de
agua bruta. Como se trata de agua da torneira é provavel que esteja relacionado com
fendmenos de corrosdao metalica que normalmente se verificam nos sitemas de distribuicao de

aguas, mais antigos.
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.. A concentracdo de cobre nas aguas tratadas analisadas variou entre 0,35+0,13 a

23,68+1,76 pg-L" e 0,25+0,06 a 9,50+0,62 pg-L ' para a agua bruta. O limite estabelecido pelo

Decreto-Lei 306/2007 para o cobre para a agua de consumo humano é de 2,0 mg-L", pela a

analise das Tabelas 4.26 e 4.27, observa-se que os valores obtidos encontram-se muito abaixo

do limite estabelecido.

0 procedimento experimental e o tratamento de resultados, aqui apresentado, é equivalente

para os trés metais estudados, de modo que os dados sdo expostos segundo o mesmo critério.

4.2.2 Manganés

A intensidade de absorvancia média obtida para cada padrao da curva de calibracéo referente

a este metal, assim como o desvio padrao, apresentam-se na Tabela 4.28.

Tabela 4.28: Valor de absorvancia medida para os padrées de calibracao.

:Zrzgf:f?)tragéo Absorvancias Medidas (nm) E:::;Z
Po,003 0,003 0,007 0,006 0,008 0,004 0,007 0,002
Po,005 0,009 0,015 0,014 0,014 0,013 0,010 0,002
Po010 0,022 0,031 0,031 0,029 0,028 0,031 0,004
Po 025 0,057 0,077 0,075 0,073 0,072 0,082 0,009
Po,050 0,116 0,154 0,150 0,143 0,147 0,165 0,016
Po,075 0,181 0,230 0,223 0,215 0,223 0,249 0,022
Po,100 0,245 0,304 0,297 0,285 0,293 0,329 0,028
Po,125 0,307 0,380 0,376 0,353 0,368 0,410 0,034

A partir dos valores de absorvancia desenhou-se entdo a curva de calibracdo para o

manganés, segundo o método dos minimos quadrados (Figura 4.6).
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( 0,45 - A

0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -

0,15 - y =3,31x-0,0017

R?=0,9998

Absorvancia (nm)

0,10 -
0,05 -

0,00 T T T T T T 1
0 050;[) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
’ Concentragdo de Manganés (mg-L%)
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Figura 4.6: Curva de calibracao.

Os parametros estatisticos correspondentes a curva de calibracdo anteriormente estabelecida

sao apresentados na Tabela 4.29.

Tabela 4.29: Parametros da curva de calibracao.

Parametro Valor
R? 0,999
Declive (b) 3,310
Ordenada na

-0,0017
Origem (a)
Sy/x 0,0024

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados através da
equacao (2.11 e 2.12) e estao registados na Tabela 4.30. Na mesma tabela apresenta-se o
desvio padrao (S,) e o coeficiente de variacdo do método (CV,,), calculados através das
equacdes 4.2 e 4.3, respectivamente. Ainda na mesma tabela faz-se referéncia a

Sensibilidade do método.
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Tabela 4.30: Valores obtidos para o LD e LQ, desvio padrao, coeficiente de variacao e sensibilidade do
método.

Parametro Valor
LD (pg-L™) 2,40
LQ (g-L™) 7,27
Sm 7,25E-04
CVim (%) 3,02
Sensibilidade 3,31

Com a curva de calibracao ja definida procedeu-se a determinacao do teor de manganés nas
amostras de agua (agua tratada e bruta), cujos valores sao apresentados nas Tabelas 4.31 e

4.32, respectivamente.

Tabela 4.31: Agua tratada: Teor médio e desvio padrao.

Agua Tratada Con;Aegdti?céo Desvio Pidréo N(lme.ro d?
(P§‘L'1) (ug-L) Determinagdes
Covilha 2,41 0,24 8
Castelo Novo 0,72 0,08 7
Capinha 0,56 0,05 6
Penhas da Saude 0,51 0,00 3
Guarda 0,68 0,08 6
Monte Real 0,54 0,05 4
Povoa de Varzim 0,61 0,00 3
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Tabela 4.32: Agua Bruta: Teor médio e desvio padrao.

Agua Bruta Con;Aeéndtira::\céo Desvio P_a1dr50 Nt]me.ro d?
(L) (ug-L) Determinacdes

Covilha 0,69 0,08 7
Castelo Novo 0,70 0,07 7
Capinha 2,44 0,53 6
Penhas da

Satide 0,55 0,06 3
Guarda 0,56 0,05 6
Monte Real 0,61 0,08 4
Matosinhos 0,58 0,06 3

.". Para 0 manganés, nao foi observada qualquer diferenca significativa na concentracao deste
metal nas aguas analisadas. Contudo, o valor mais elevado verificou-se na agua bruta da

Capinha no entanto nao é significativamente diferente.

A concentracdo de manganés nas aguas analisadas variou entre 0,51+0,00 a 2,41+0,24 ug-L™
para a agua tratada e 0,55:0,06 a 2,44+0,53 pg-L "' para a agua bruta. O limite estabelecido

pelo Decreto-Lei 306/2007 para o manganés para a agua de consumo humano é de 50 pg-L".
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Finalmente, apresentam-se os valores obtidos para o tratamento estatistico da curva de

calibracao assim como o teor de zinco correspondente aos os dois conjuntos de aguas em

questdao. Na Tabela 4.33 estao os valores de intensidade de absorvancia média e desvio

padrao necessarios para o tracado da curva de calibracao.

Tabela 4.33: Valores de absorvancia obtidos para os padroes de calibracao de zinco.

Concentracao Absorvancias Medidas Desvio
(mg-L") (nm) Padrao
Po,003 0,048 0,027 0,030 0,030 0,035 0,040 0,008
Po,005 0,096 0,063 0,068 0,075 0,068 0,081 0,012
Po.010 0,175 0,122 0,132 0,130 0,143 0,145 0,019
Po,025 0,355 0,255 0,270 0,276 0,276 0,280 0,035
Po,050 0,645 0,489 0,500 0,495 0,491 0,502 0,061
Po,o075 0,899 0,680 0,693 0,699 0,712 0,726 0,082

Com estes valores

quadrados, Figura 4.

desenhou-se a curva de

7.

(
0,80 -
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£
£0,50
©
€040
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60,30 -
(%]

o)
< 0,20
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y =9,0866x +0,0163

R?=0,9965

0,02 0,04
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Concentragdo de Zinco (mg-L1)
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Figura 4.7: Curva de calibracao para o zinco.

calibracdo, segundo o método dos minimos
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Os parametros estatisticos correspondentes a curva de calibracdo sdo apresentados na Tabela

4.34.

Tabela 4.34: Parametros da curva de calibracao.

Parametro

Valor

RZ
Declive (b)

Ordenada na

Origem (a)

Sy/x

0,997

9,087

0,016

0,016

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados através da

equacao (2.11 e 2.12) e o desvio padrao e o coeficiente de variacdo do método, calculados

através das equacoes 4.2 e 4.3, respectivamente encontram-se na Tabela 4.35.

Tabela 4.35: Valores de LD e LQ, desvio padrao, coeficiente de variacdo e Sensibilidade do método.

Parametro

Valor

LD (bg-L")
LQ (ug-L™)
Sm

CVm (%)

Sensibilidade

4,74

5,58

1,43E-03

5,95

9,087

0 teor de zinco das aguas tratada e bruta esta assinalado nas Tabelas 4.36 e 4.37.
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Tabela 4.36: Agua Tratada: Teor médio e desvio padréo.

Localidade Con;Aeéndtiraac;éo Desvio P_a1dr50 Nt]me.ro d?
(ug-L) (ng-L™) Determinagdes
Covilha 63,16 10,41 8
Castelo Novo 0,56 0,20 7
Capinha 0,00 0,00 6
Penhas da Saude 0,00 0,00 3
Guarda 41,20 5,35 6
Monte Real 6,45 0,78 4
Pévoa de Varzim 0,46 0,12 3

Tabela 4.37: Agua Bruta: Teor médio e desvio padrao.

Localidade Con;t\a;dt:géo Desvio P_a1dréo Nl]me.ro d?
el (bg:L) Determinacées
Covilha 0,00 0,00 7
Castelo Novo 0,00 0,00 7
Capinha 0,00 0,00 6
Penhas da Saude 0,00 0,00 3
Guarda 18,62 1,24 6
Monte Real 0,00 0,00 4
Matosinhos 0,00 0,00 3

.". Foi observada uma diferenca significativa na concentracao de zinco nas diferentes fontes

de aguas. O valor mais elevado foi detectado na agua tratada da Covilha. Relativamente a

agua bruta o teor mais elevado foi encontrado na Guarda.
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A concentracdo de zinco nas aguas analisadas variou entre 0,00+0,00 a 63,16+10,41 pg-L"

para a agua tratada e 0,00+0,00 a 18,62+1,24 pg-L", para a agua bruta.

Os valores elevados de zinco na agua tratada devem-se provavelmente a falta de manutencao

do sistema de canalizacao.

4.2.4 Conclusao

Em suma, pela analise das Tabelas 4.25, 4.30 4.35, pode-se inferir que o método mais
sensivel € o do Zinco, uma vez que apresenta um declive na recta de calibracao, maior do que

qualquer um dos outros. Contrariamente o método do cobre é o menos sensivel.

Pode-se também verificar que o método que apresenta melhor correlacao entre o valor da

intensidade/sinal e o valor da concentracao é o referente ao Cobre.

O coeficiente de variacdo do método (CV,) é um parametro que avalia a qualidade do
trabalho. Pelas Tabelas 4.25, 4.30 e 4.35, pode-se verificar que todos os elementos em
estudo apresentam CV,, relativamente pequenos, pelo que é de supor que o laboratorio

apresenta um bom desempenho.

Verifica-se que para a agua tratada apenas a da Covilha apresenta valores superiores ao limite
de quantificacdo, 23,68+1,76 pg-L "' para o cobre. Para o manganés nenhum nos valores esta
acima do limite de quantificacao e relativamente ao zinco apenas a Guarda e a Covilha

apresentam valores superiores, 41,20+5,35 pg-L" e 63,16+10,41 pg-L " respectivamente.

Quanto a agua bruta apenas a proveniente da Guarda apresenta valores superiores ao limite
de quantificacdo, 9,50+0,62 pg-L, para o cobre. Para o manganés e para o zinco nenhum dos

valores obtidos nas diferentes localidades esta acima do limite de quantificacao.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E PRESPECTIVAS
FUTURAS
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Capitulo 5. Conclusdes e Perspectivas

Futuras

A importancia deste trabalho reside na necessidade de medir, através de um método analitico
adequado, o iodo na agua destinada ao consumo humano, e relacionar o teor de iodo, que se
supde ser baixo, com as doencas associadas a IDD. Existem diversos métodos para quantificar
o iodo na agua, sendo os métodos o “leuco cristal violeta” e o catalitico, os normalizados.
Contudo é fundamental ter um método de analise validado e optimizado capaz de quantificar
adequadamente, este elemento nas aguas naturais e especificamente na agua destinada ao
consumo humano. Um processo de validacao bem definido e fundamentado proporciona a
certeza de que o sistema e o método sao adequados ao uso pretendido. Assim, o objectivo
primordial deste trabalho foi estudar, validar e implementar um método de analise elementar
aplicado as aguas naturais, e relacionar a caréncia de iodo com a existéncia de problemas na
glandula tiréide, mais frequentes no interior do Pais, uma vez que o iodo é o elemento mais
importante para o seu bom funcionamento e que o Decreto-Lei n° 306/2007 nao prevé o seu

valor paramétrico.

0 método utilizado para quantificar o iodo nas amostras de agua foi o de espectrofotometria
de ultravioleta-visivel “leuco cristal violeta”, que é um método espectrofotométrico de

absorcao molecular.

A validacdo do método foi efectuada apos a seleccao da gama de trabalho e seguidamente
determinou-se os parametros de validacdo: sensibilidade, linearidade, coeficiente de variacao
do método, limiares analiticos, precisdao intermédia, repetibilidade sendo a exactidao so
avaliada através do erro relativo. Todas as determinacdes e testes realizados demonstram
que os métodos cumprem pelo menos os minimos estipulados pelos principios descritos no

Guia Relacre 13 relativamente a validacdo de métodos.

Desta forma e apds iniUmeras tentativas verificou-se que o intervalo da gama de trabalho
situa-se entre 0,025 a 0,250 mg-L". A linearidade apresenta um R? de 0,997; e o coeficiente
de variacdo do método é de 3,34 %, o que representa uma bom desempenho no trabalho

efectuado.

O método apresenta limites de deteccdo 14,5 pg-L”, enquanto o limite de quantificacio

obtido experimentalmente é de 46,4 pg-L™".

A repetibilidade do método é aceitavel para os trés niveis de concentracao estudados,
variando os valores de coeficiente de variacao de repetibilidade entre 9,00 % para o primeiro

nivel de concentracao, 3,82 % para o nivel de concentracdo intermédia e 2,43 % para o
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terceiro nivel de concentracdo estudado, sendo 10 % o valor aceite pelo Laboratério Central
de Analises (Guia Relacre 13, 2000).

Os valores obtidos para a precisao intermédia sao aceitaveis uma vez que os valores obtidos

experimentalmente sao inferiores aos limites de precisao intermédia (R,) calculados.

No que diz respeito ao estudo da exactidao do método analitico, apenas foi calculado o erro
relativo, uma vez que por falta de recursos, durante a fase de estudo nao foi possivel fazer

ensaios inter-laboratoriais.
A validacdo do método foi concretizada com sucesso.

Neste contexto, foram efectuadas analises a varias amostras de agua tratada e de agua bruta,
de diferentes pontos de recolha. Apesar do niUmero de amostras que foram analisadas nao ser
muito grande, devido a falta de recursos, tentou-se juntar o maior nimero possivel de

resultados.

Os resultados obtidos permitem concluir que, relativamente as aguas analisadas pode afirmar-
se que o teor de iodo é inferior a 46,4 pg-L, ou seja inferior ao limite de quantificacdo do
método, o que significa que o teor de iodo nestas aguas € muito baixo como inicialmente se
suspeitava. A zona interior do pais € considerada uma zona endémica relativamente ao
hipotiroidismo. Ja em 1987, estudos efectuados na regidao de castelo Branco, revelaram

graves problemas de bdcio associados a caréncia de iodo.

0 resultado da analise dos diferentes metais estudados para as diferentes aguas naturais que
foram analisadas através do método da absorcdao atomica com chama e em condicoes
adequadas de operacao do equipamento, nao apresentam concentracoes acima do estipulado
pelo Decreto-Lei n°306/2007. Os valores de cobre obtidos superiores ao limite de
quantificacdo encontram-se na agua tratada da amostra da Covilha, 23,68+1,76 pg-L”, e na
amostra de agua bruta da Guarda, 9,50:0,62 pg-L". Relativamente ao manganés nenhum dos
valores obtidos ultrapassou o limite de quantificacao, e o zinco apenas apresenta valores
superiores para a agua tratada da Guarda e Covilhd, 41,20+5,35 pg-L™" e 63,16+10,41 pg-L",
respectivamente. Os resultados para o zinco podem ser justificados, em alguns casos, pela

falta de manutencao do sistema de canalizagao, da rede de distribuicao da agua.

Numa perspectiva futura, se o método de analise for executado, poderiam ser elaboradas
cartas de controlo e analisar um maior conjunto de amostras por forma a verificar se o
processo esta estatisticamente controlado. Era também muito interessante incidir o estudo

sobre as aguas subterraneas.

Existem novas metodologias analiticas e pensando nos métodos instrumentais de analise,
cujos limites de quantificacao sdo da ordem dos ng, é possivel dosear quantidades vestigiais
de iodo e mesmo de metais. Uma vez que a quantidade de iodo encontrado na agua é muito

baixa, torna-se necessario quantificar o iodo através de métodos cromatograficos (HPLC) ou
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cromatografia ionica (IC). Considera-se, através de pesquisa bibliografica efectuadas que o
doseamento do iod-131 (**"l), através de método radioquimicos efectuados permite dosear,

adequadamente, o iodo nas aguas.
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Anexo A: Decreto-Lei n. 236/98 de 1 de

Agosto

ANEXO I

Qualidade das adguas doces superficiais destinadas 4 produgac de 4gua para consumo humano

Al Az Al
Parhmenros Expressao dos resultados
VME VMa VMR Whia VMR WA
BH 2SO0 i iiiiiiein. Escala de Sorensen 6.5-8.5 - 5.5-90 - 5.5-90 -
Cor (apds filtragio simples) mg/l, escala Pr-Co 10 (D) 20 s0 (0) 100 50 (0} 200
Solidos suspensos totais . ... ..., mg/l 25 - - - - -
TemPeraturd ..o vevnenninrnnn - 22 (025 22 (025 22 {0) 25
Condutividade . ................. pSiem, 20°0C 1000 - 1 Oy - 1K) -
Cheiro ..o e e ce e iiaanes Factor de diluigio, 3 - 10 - 20 -
a 25°C
NIERIOS (™) oot mg/l N, 25 (0) 50 - (O) 50 - (O} 50
Fluoretos (') ... mgl F 07-1,0 15 0.7-1,7 - 0,717 -
Cloro organico total extraivel . ... .. mgd Cf - - - - - -
Ferro dissolvido (®) .............. mg1 Fe 0.1 03 10 20 10 -
Manganés {*) ... i mg/l Mr 0,05 - 0,10 = 1,00 -
Cobre ...vvviviian e i mgl Cu 0,02 (0} 0,05 0,05 - 1,00 -
Zinco .. .. mg/l Zn 0,5 EX1] Lo 30 1.0 50
T D mg/l B 1.0 - 1.0 - 1,0 -
Berflio ... mg/l Be - - - - - -
Cobalto . . mg/l Co B - - - - -
Miquel ... mg/l NV - - - - - -
Wanadio . . mgl ¥ - - - - - -
Arsénio ., mel As 001 0,05 - 0,05 0,05 0,10
Cédmio ... mgl Cd 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005
Crémio total mg Cr - 0,05 - 0,05 - 0,05
Chumba ... .. mg/1 Ph - 0,05 - 0,05 - 0,05
Selénio . .. mgl Se - 0,01 - 01 - 0,01
Mercirio . mg/l Hg 0,0005 0,0010 0,0005 00010 0.0005 00010
Bario ... mg/l Ba - 01 - 1.0 - 1.0
Clanctos . . mg/l CN - 0,05 - 005 - 0.0s
Sulfatos .. mg/l So. 150 250 150 {O) 250 150 (0 250
ClOTELOS ..ot ii i i e i mgd Cf 200 - 200 - 2 -
Substincias tensoactivas (que reagem com o | mg/l, sulfato de lauril 0.2 - 02 - 0.5 -
arul-de-metileno). e sddio
FOSEALOS {™F (2] + v v vvemene e eeannes mgl P20 0.4 - 07 - 0,7 -
Fendis .............. mg CoHsOH - 0,001 0,001 0,005 0,010 0,100
Hidrocarbonetos dissolvidos ou emulsionados .. .. mgl - 0,05 - 0,20 0,50 1,00
Hidrocarbonetos aromitices polinucleares ., .., pg - 02 - 02 - 1.0
Pesticidas totais (paratido, hexaclorociclo-hexano, pe/l - L0 - 25 5.0
dieldrina e outros).
Caréncia guimica de mcigténlc (COON(*)y ool mgl Oy - - - - 30 -
Onigénio dissobvido (*) (7). ... ..o o oo o saturagao de Oy 0 - 50 - 30 -
Caréncia bioguimica de oxgénio a (CBO;, 20°C) (%) mgl Oy 3 - 5 7
Azoto Kjeldahl (excluindo o azoto de NO: e
NOIT) o i e mgl N 1 - 2 - 3 -
Arotoamoniacal .. ... ... e mgl NH 05 - 1,040 1,500 2,00 (O) 4.00
Substincias extraiveis com cloroférmio .. ...... mg/l 0.1 - 0,2 - 0.5 -
Carbono organico total (COT) ... mgl C - - - = = =
Al A2 A3
Parimelros Expressio dos resultados
VMR VMA VMR VMA VMR VA
Carbono orginico residual apas floculagao ¢ fil- mglC - - - - - -
tragio através de membrana (Sum).
Coliformes totais . ........oveiieinia, F100 ml 50 - 5000 - 50 000 -
Coliformes fecais ... F100 ml 20 - 2000 - 20000 -
Estreptococos fecais .. ....oooveuian.s .. 100 ml 20 - 1 000 - 10000 N
Salmonelas .. ... e Auséncia - Auséncia - - -
em 0]
5000 ml 1 0060 ml

(00} O limines podem ser cxcedicdos em caso de condigdes geogrificas ou meteoroldgicas excepcionas (n." | do artige 117,
(*1 O limates podem ser excedidos para vs parbmetros marcados com * em lagos de powca profundidade ¢ haioa Lo de rencovagin,

(1) O walores indicados constituem os limices inferior ¢ superior das concentragies, determinados em fungio da média anuwal das temperaturas maximas didrias

(21 Este parimetro & incluido para satislazer as exigéncia ecoldghoas de certos mes.

{3) Refere.se 4 um VmR_

VMR — valor maximo recomendado.
VMA — valor méiximo admissivel.
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ANEXO I

Esquemas tipo de tratamento referentes as classes A1, A2 e A3 das dguas superficiais

Classe Al — tratamento fisico e desinfeccio.

Classe A2 — tratamento fisico e quimico ¢ desinfecgio.

Classe A3 — tratamento fisico, quimico de afinacio e desinfeccio.

ANEXO I

Métodos analiticos de referdncla para aguas superficlais

. Limit . -
Parimetzos g e m;;; P'fz?" o Miétodos ansliticos de referéngia (')
pH,23C .. ooooooiiooiooao. . | Escala de Sorensen - 01 0.2 Electrometria,
Cor {apos filtragho simples) ....... mg/l, escala Pr-Co 5 10% 20% | Método fotométrico, apos filtragio simples, com
padrics da escala platina-cobalto,
Sélidos suspensos totais .. ........ mgl - 5% 10% | Centrifugagio (tempo minimo de cinco minutos,
aceleragho média de 2800 g a 3200 g), secagem
a 105°C e pesagem.
Filtragio através de membrana filtrante de
11,45 um, secagem a 105°C e pesagem.
Temperatura . ..oo.ovveerrei.n. °C 05 L0 Termometria.
Condutividade . ................. uSiem, 20°C - 5% 10%% | Electrometria.
Cheiro .. ..o Factor de difuicio, - - - Diluigio sucessivad,
a 25°C -
NITOS oo aeenns mgl NO; 2 10% 0% | Espectrometria de absorgio molecular.
Fluoretos .......ooiiiiiinn.. mg/l F 0,05 10% % | Espectrometria de absorgio molecular.
Electrodos especificos,
Cloro orginico total extraivel ..... mg/l ¢V
Ferro dissolvido . ................ mgl Fe 0,02 10% 20% | Espectrometria aidmica apds filiragio sobre
’ membrana filtrante (0,45 pm).
Espectrometria de absorgio molecular apds fil-
tracho sobre membrana filtrante (0,45 pm).
Manganés ..................o.s mg/l Mn ()00 10% 20% | Espectrometria atdmica.
0,02 0% 20% | Espectrometria atomica.

Espectrometria de absorgio molecular,
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]
| Leraie
Parkmetnn 1 skl *:P* P | P Mo sraliscos de refennaa ')
Cabre { b s mgl € 0,5 0% 0% | Espestrosetria slimica.
() g 0% % Espectromutria de absorgio malecuks.
Fnea ™) . mil Zn (% oot 105 n% Espectromeria aldmss,
02 1% ol -3 Espectrometrin de absorgso molecular.
Baro (™., e mg1 8 a1 108 n% Expectrometria aldmic.
Espectrometria de absorcho molecular &
Berilion . ..o i mpd Be - - -
Cobalio, ..., il mgA Co - | = =
Miguel ..oy e mgd N - - - | Espectromuetria andmica.
Vamdidio ......oociiiiiiiiiinn mgl ¥ - - -
Amsiniod"™ oo gl ds {5y a2 A % Espectrometria attmica.
i Espectramesria asgmica.
Espectrometria dé absorgio maleoalar.
Cadmio (') e megfl O 0.0 A £l Especirometria atdmics,
[0 afim,
Crémia ol (M mg Cr 00 0% W% | Especlromeiria stimica,
Espectromsetna de absorgio molecular,
Chambo (™) .o mg P iTiH W% W% | Especiromeiria attamica.
Putaragrafia,
Selémio (") ...l Cees | mg S 0L00S - - Espectrometnia stdmica.
Mereino (™) . . e mg1 He 1 | b 0% Espectromelria andmica sem chama | vaporiagio
%) 0,000z a riu).
B (™ myl Ba 0z 155 ELE] Espectromsinia stdmica,
RIS © e o mpt i g £l Espectrometria de absorcio maolecular.
Bullaros ool e ml 5, 1 15 0% | Anilise gravimétrica
| Cremplevamesria cnm FOTA
1 Espectrommctria de absorgka molecular,
L e I g £F 10 0% 0% Titulagho (método de Mobir).
i Espectromatria di absorgso molecular.
Substinciss tensosctivas (gue fee- - mgl, silfato de 0405 W Espectrometiia de absoigka mslecular.
e oo o anul-de-metilene). laurido e sidlin |
2 ] mg/l Py 002 10 % 0% | Espectrometria de absorcho molecular,
Fendis ... CoHyOH | 00005 | 00005 | 00005 | in de absorgo molecular &,
. gl o Hs oo | o 0% | MElode de # aminoantipiring 8.
| I| Métodis da paranitrsniling 0.
i +
Hidrocarbanetos dissolados ow g i A% % l Espectrometria m infravermelho apds earacgio
emuabion ados, pelo tetraciareta de carbono &,
(pos | Cravimnelria apis extracgio por meio de fler de
| I petrilen X,
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Expiessin
doa resalisdm

LES ]

Faactidin
=)

il vodok analicoos i refenkecia |}

Hidrocarboneos aromaricos palinu-
-&.lrﬂ.l;""j.

[T

g |ist

0%

%

Medigin da fluorescéncia por ultravioleta apds
cromatografia em camaida lna.

Medigho comparaina em relaghns o uma msmra
de contrale comstituida por seis suhstincias
padrio com 2 mesma concentragio (*) 0

Pesticidas totais (parstido, hexaclo-
rociclo-hexano, dieldrina e
outros) {7

iigh

a1

L1

Cromatografis em fase gasosa ou biguida apsds
extiacgan por solvemles sdeguados ¢ purk-
ficagia,

[dentificagho dos comstilmintes da mhistura.

Determinagio quantitativa (V) &,

Caréniia quimica de exigénia (CCHT)

mgl Oz

Método dis dicromaro de potdssio.

B salara
wor

1%

1
Mitodo de Winkler ®,

Mg odo slectnogquimioo #.

Caréncia

unr:: de  owigémin
(CHO

l15l'| Gz

|I}mmlmn de o dissohido antes ¢ apis
cinco digs de incubacko a A°C = 1°C oo
gbrign da lux, com adigée de um mibidor da
nitrificagio.

Azota Kjeldahl (mio includ o azoin
de N e MO,

mgl

o5

0.5

Mineralizsgio, destilaghe sepunda 0 mélodn
| Kjeldahl & determinaghio do amdnis por sspec-
| tromeiria de shsorgio molecolar o tirulagho.

Arote amoniachl ..o .

Fpim
EJ:I o1

% | San

Espectrometria de shsorgio molecular.

Substincias extraiveis com clorafdre
i,

mg/l

t“}

Enm:ﬁ a pH neutro com clorofdemio puari-
fica evaporaghs No vicwo i lempersiura
ambiente ¢ pesagem do residun 8.

Carbono arglnico tatal (0OT) .

mpl &

Carbano orghnice residual fln-
calagie e filtragio 11.;?‘:; de
membrana (F pm).

mgic

Coliformes botais ......ccoaaaua. .

1100 il

15
{1] 00

Cultura a 37°C em meio stlido especifico ade-
quada para o efeitn com () ou sem () Filtragia
¢ contngem das coldndzs. As amostras devem
ser dilubdas ow, gquando apropriada, concen-
teaibas a fim de quwe o nikmen de ooltnias fgoe
compreendido entre 1P e 100 ld:nuﬁ.cuqh

tecgdn de pis, e nececsdnia®.

Hr’ndn de diluigio com rzr.mzlh.l.au em subs-
trabos biquidos em pelo menos e tubos em

tris. dilusghes,

Suboultura dos em meis de cone
firmagéa. Comiagem ¢m mlmerd mais provi-
vel (NMF). Temperatura de incubagdo
EI S

Califormes fecais ... ...

S1H0 il

e

Culrura & 44°C em meio silide especifico ade:
quade com (%) ou s=m (7} filtragho e contagem
dad calinias. Ad amostrad deves ser dilusdas
wy, guariho aproprismbo, sonccmrades o G de
que o mimero de colénias figoe compreendido
emtre 1} & 100, Se mecesdrio, identificagio
por gis®.

Meétodo de diluigio com fermentsgio em subs-
tratos liguidos em pelo menos irés tubos em
trés dilaipies.

Subculturas dos tubos posiliam como meiog de
confirmagio, Contagem efm mimers maks pro-
vivel (MMP). Temperatara de incubagio
A & 05000
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[a— slmprmte i Frooulo | Bemitde Miétodes asalivees de sekeiénia (')
Estrephococos becais ..o {100 mi 2 Culara 0 37°C em meio sélido especifico ade-
[T quado com () ou sem (7] Gltragio e contages
| de coldmias, As amostras devem ser diluidas
ou concemiradss a fim de que o mimero de
caldmins fique compreendido entre 1002 [0*.
5212 Miétoda die deluigiio em calda de azoteto de sddio
-l em pele menca trés tuhea pere codo umn dos

trés diluigies. Contagem segundio NMF*®

Salmonedas () ...l 1750000 il Concentragio por filragio (através de mem-
1100 mdl brama ou fliro apropradel. Sementeirs &m
el de pré-enrigoecsmento. Enniquecimenso,

subcultura em meir de solamesto.

Identaficagia®.

Mo sreanbias din Ggeds seperfuiss sbe araliades & il spos e oTe micks com e metilon, o fin de cleiar os roikleos (uluanics. Lib oo paiiuEs
€ plimikn.

P:l'\'hlﬂ&.l. ans e clowss Al
Pl 38 GRS OF SRR M §

e s AT
daiguande clres AL AT ¢ AL

Poaza 0 VLA dax die clae AZ ¢ pars as dgus de class AL
Para o VIR das 5a da clwuss A2 g AN
41 Maniin g 428 diwchas padria § 10Mar #m SoREdarsEn @ quE im0 mewTs Tk e |34 B b [ L12) Mummiamien; banaa | RA| pinenes;

brrm‘L Ii'.'l prnbon u'lbw[l J-ull RrEnE.
ra dn o

£ el i e doc paranisa, b

digladrin
s-;qmnm-;ud.um:uummupu»rwuu:kud-qudnmumkm"mmm Prabanio @ncepaonAimEn: Kot 2l pua s

s valores de exstblio que conuan dn prewme aneo, £ oues comifuke um obgerivg. Exie aheilri i Uil ¢ /Woada § BATRNIT Qe § mEo pame da neim
ll\kl:ll‘:nllwlhlm
1'7) Mo cumer de ol 501 g5t 0 pee ke llizndo, ol b seT pastive | garaTsr o Freie e deteogke Fa troin den valeres do asews W,

1] Ausbnoa em S0 nl (AL ¥ME| © aestasas cn 100 mi A2 YME).

Material recomendado para o recipiente:

B = vidra;

* — vidro esterilizada;

- yiting ua alumingo;

® — sem quariidades significativas de baro.

AMNEXO [V
Frequincla minima de amostragem & de andlise de dguas superficlals (*)

Classe de dges
Al | a1 st
Gfa o 06 farkiins
L0] €l fek] il 7] L 4l Gl Lri]
Erequincia minims (ROMEFOEN0E L. o e 4 1 1 8 4 z 12 i 3
e dea | coeTey 10 gnpo (2 amplice. on simildnes, & deerminegio dos parimescs comados om (G &, kheticameme par O, implca G2

ANEXD Y

Classificagio dos pardmatros de gualldade de Sguas superiiclals em grupes (G1, G2 & G3) segundo a lrequineia
e pmiostragem a da anéllss

al Gi al
P Ferris dissohade Flunreios
Cor Bangands Buora
Sélidas suspensos 1ok Cabre Arsénio
Temperatura Limin Cidmia
Loncumilast eHorica Sulfacs Cromi wnal
Cheim Substincias benscactivas Chumibne
Micratos Femdis Selénin
Cloretos Azoto Kjeldahl Meroirio
Fomfatis Estrepincnces fecais Biric
Caréncis quimica de cxigémio (C00) Clameios .
uigenio dissolvido | Hidrocarboneios dissalvidos ¢ emulsiomads
Cardncia b‘mq'arrlndtmnénm {CBOs) | Hidrocarbometos arpeiiticos polinadeares
Azobo amansacal Pesticid as totsis
Coliforme s Subrslineas exrraives com clorofiamin
Codiformes fecais Salmonelas
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Anexo B: Decreto-Lei n° 306/2007de 27

de Agosto

Parte Il — Parametros quimicos

Parmetro Unidade Observagdes
Acrilamida .. ..o e 0,10 ugll Von. 1
ANMMONIO Lo e s 5.0 ug/l 8k
ATEEIIOL oottt ittt et e 10 ug/l 4s
Benzeno . ... .. e 1,0 ugll
Benzofa)pireno. .. ..ot e e 0,010 pg/l
BT e 1,0 mg/l B
Bromatos ... oo s 25 (de 25 de Dezem- ug/l Brid, Von. 2
bro de 2003 até 25 )
de Dezembro de
2008).
10 (apds 25 de De-
zembro de 2008),
Cadmio. ..o 5.0 ugl Cd
Crimio . .o e 50 pgl Cr V.n. 3
Cobre L e 2,0 mg/l Cu V.on. 3
CHANBLOS e e e e e 50 uglCn
IL2dicloroetana ..o 3.0 ugll
Epiclondring .. ..o o e 0,10 pg/l Von. 1
Fluoretos ... . 1,5 mg/l £
Chumbo . . s 25 (de 25 de Dezem- ugl Ph V.n.3ed
bro de 2003 at¢ 25
de Dezembro de
2013).
10 (apas 25 de De-
zembro de 2013),
T T 4 T 1 ug'l Hg
NIgUEL L e 20 ug/l Ni Von. 3.
NIFAIIS. e e e e et 50 mg/1 NOJ, Von. 5.
NITHOS .+ .ottt e e e 0.5 mg/l NOJ, V.n. 5.
Pesticida individual ... ..o o 0,10 ugl = V.n.geT.
Pesticidas —total _ ... o 0.50 ugll V.n. 6ek
Hudrocarbonetos aromaticos policicheos (HAPY. ... 0.10 ugll Soma das concentracdes dos com-
postos especificados.
V.n. 9.
Selémio . .o e e 10 ngl se
Tetracloroeteno e tricloroeteno ... .. oo 10 ugll Soma das concentragdes dos com-
postos especificados.
Trihalometanos — total (THM). ..o 150 (de 25 de De- ugll Soma das concentracdes dos com-
zembro de 2003 postos especificados.
até 25 de Dezem- Von. 10,
bro de 2008).
100 (apos 25 de De-
zembro de 2008),
Cloretodevinilo ... e 0.50 pg/l Von. 1

93



Parte Ill — Parametros indicadores

Determinacéo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

Parimetra Valor paramétrico Unidade Observaglies
Aluminio ..o 200 ug/l Al
AMONIO ..o 0,50 mg/l NH
Cileio. . - mg/l Ca’ Vinl,2es.
Clurdus 230 mg/l Cl V.on. L
Clastridium peu‘: mgem {mLIumdu cspums} 0 N100 ml V.n. 6.
Cor . 20 mg/l PtCo
CGHduI]\-IdddL T 2500 uS/ema 20°C Von. L
DUREZE O] .+ oo evess e ee et - mg/l CaC0, V.nl,4e5
2 2 z265e=9 unidadesdepH [ VinleT
Fermo. o 200 ug/l Fe
Magnésio . - mg/l Mg V.n.l,3el.
Vl.invancs 50 ug/l Mn
\’Jleuhtmas—LRtulal 1 ug/l Von 16.
Chl::]m,alS“C....................................... 3 Factor de diluigio
Oxidabilidade. ... ..o oo 5 mg/l 0, V.n. 8§
Sulfatos . 250 mg/l 50 Vol
Saodio . 200 mg/l Na
Sabaor, dZS“C 3 Factor de diluigio
Nitmero de coldnias . . Sem alteragio anormal N'mla22°C V. 17 e 18,
Numero de colonias. . Sem alteragdo anormal N'mla 37°C Von 17 e 18,
Bactérias coliformes. . 0 N/100 ml Vin. 9.
Carbono organico tutal I,'C{}T}. e Sem alteragdo anormal mg/l C V.n. 10e I8,
Turvagio. . R 4 UNT Von 1L
a-total . . 0,5 Byl V.n. 12el4.
[-total. . 1 Byl Vin12eld
Tritio. . 100 Byl Voo 12e 14,
DLI!LLI'LdILa[L\.iIOlal 0,10 m&v/ano Von 13, 14e 15
Dcs]niLLmntcrcs]dual...__...__........__...__...__... - mg/l V.on. 19.
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Anexo C: Valores F da Distribuicao de Fisher

VALORES F DA DISTRIBUIGAO DE FISHER

Determinacdo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

1-a=0.99 vy = graus de liberdade do numerador
1-a=P(F=sf,..) va = graus de liberdade do denominador
va 31 1 2 3 - S 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 | 4052 185 4000340 5403534 5624257 5753055 S858 050 5028 334 5080054 5022 307 055025 6083300 6108682 6125774 6143004 6156074 6170072 6181 188 6197 432 6200746 6208 662
2 98502 99000 99.164 99251 99302 99331 00357 99375 00390 90397 90408 00410 99422 90426 99433 99437 90441 00444 00448 90448
3 34.11 208168 20457 28710 28237 27911 27671 27489 27.345 27228 27132 27052 26983 26924 26872 26826 26786 26751 26719 26690
- 21.198 18.000 16.604 15977 15822 15207 14078 14799 14 659 14 548 14 452 14 374 14306 14.249 14 108 14.154 14 114 14079 14.048 140189
s 16.288 13274 12080 11392 10967 10672 10456 10289 10158  10.051 ¢ 982 o2as 9825 9.770 9.722 @880 9843 9800 9.580 9553
- 13.745 10925 9780 9148 8748 8488 8280 8102 7978 7.874 7.790 7.718 7 857 7.608 7.559 7.519 7423 7 451 7.422 7.308
7 12248  9.547 2481 7.847 7.480 7.191 8903 8840 6719 6820 €538 8480 6410 6330 6314 e27s 8240 6200 ERES 5158
8 11280 8849 7.501 7.008 6832 8271 8178 6020 s911 s814 5732 see7 5800 s.ss9 ss1s s.477 s.242 sa412 5384 5359
] 10582 8022 €992 8422 8.0s7 s802 5613 5487 5381 5257 s178 s.111 5085 5.008 2982 4924 4.890 2880 2832 2808
10 | 00ss 7559 €552 5994 5838 sass 5200 5087 2942 4849 4772 4708 4850 4601 4888 4520 4.487 4487 4.430 4.405
1 9648 7.208 6217 s5ees 5318 5.059 48858 4744 4832 4532 4452 42397 4342 4202 4257 4213 4.180 4150 4123 4000
12 9.330 6927 5053 5412 508< 4821 4840 4400 4382 4208 4220 4185 4100 4082 400 2972 3939 3910 3883 3858
13 9.074 6.701 5730 5208 2882 4820 4441 4302 2.191 4.1 4025 3ee0 3908 28s7 3818 ar7e 3748 3718 asee 3885
14 2882 6515 5584 s02s 2895 4458 4278 4.140 40230 3.939 2884 3200 3745 2s92 3888 as1e 3sas 3558 as20 3.508
15 2682 6.350 s417 4803 4588 4218 4.142 4.00¢ 2898 3.808 3730 3ees 3812 2s8a 3822 3488 3482 3423 3306 3372
16 2531 6228 5202 4773 4437 4202 4028 3800 a7a0 3891 as1e 3583 3408 2481 3.409 2372 33230 3310 3282 3259
17 2400 6112 5185 4880 4338 4.101 3927 3791 2882 3503 asia 3488 3.401 23s2 3372 3275 3222 3212 3128 3182
18 28288 8.013 5002 4579 4248 4018 3841 3708 asor 3508 3432 3ars 3318 2269 3227 3100 3158 3128 3.101 3077
19 2188 5928 s010 4.500 4.171 3930 3.76s 3831 as22 3434 2380 3207 3242 2198 3153 2118 3084 3.08¢ 2027 3.003
20 2098 5.849 2932 4.431 4.103 3871 3609 3884 3487 3388 3204 3231 3177 2120 3088 2081 3018 2989 2982 2938
21 8017 5780 4874 4280 4042 3812 3840 3508 3398 3370 3238 3.173 3119 3072 3.030 2902 29680 2931 2904 2880
22 7945 5719 4817 4313 3988 3758 3sa7 3453 3348 3258 3184 3121 3087 3019 2978 2041 2908 2879 2882 2827
23 7.881 s.e84 4788 4284 3939 3710 3530 3408 3200 3211 3137 3074 3.020 2972 2931 2894 2281 2832 2808 2780
24 7.822 5814 4718 4218 3808 3887 3408 3383 2288 3188 3004 3022 2977 2930 2889 2852 2819 2789 2762 2738
2s 7.770 s.ses 4678 4.177 3885 3827 3.487 3324 3217 3129 3056 2903 2939 2892 2850 2812 2780 2781 2724 2809
26 7.721 5.528 4637 4.140 3818 3591 3.421 3288 2182 3.004 3021 29358 2904 2857 2818 2778 2748 2718 2682 2684
27 7.677 s.4s8 4601 4.108 378s 3sss 3228 3258 3.149 3082 2982 2928 2872 2824 2783 2748 2713 2883 2858 2832
28 7638 5483 2582 4.074 3784 3s28 3ass 3228 3120 3.032 2959 2208 2842 2798 2783 2718 2883 2883 2628 2802
29 7 508 5.420 4538 4.048 3728 3490 3320 3108 3092 3.008 2931 2268 2814 2767 2728 2889 2888 2526 2599 2574
30 7.562 5.390 2510 4018 3800 3473 3308 3173 3087 2979 2908 2843 2789 2742 2.700 2882 2820 2800 2572 2.849
40 7.314 5178 4312 3a28 3814 3291 3124 2993 2882 2.801 2727 2688 2811 2582 2522 2484 2481 2421 2304 2380
50 7.171 5087 2.199 3720 3.408 3188 3.020 2890 2788 2808 2825 2583 2508 2461 2419 2382 2248 2318 2290 2288
60 7.077 4977 2126 3840 3339 3119 2953 2823 2718 2832 2559 24908 2442 2394 2382 2318 2281 2251 2222 2.108
70 7.011 4922 4074 3800 3201 3071 2908 2777 2872 2s8s 2512 2450 2398 2342 2.308 2282 2224 2204 2176 2,150
80 8982 4881 2036 3883 3288 3038 2871 2742 2837 2881 2478 2418 2381 2312 2274 2233 2199 2189 2141 2118
S0 8025 4849 4.007 3sas 3228 3009 2848 2718 28611 2524 2451 22289 2332 2288 2244 2208 2172 2142 2114 2088
100 | eses 2824 3984 3513 3208 2988 2823 2604 2590 2503 2430 2268 2313 2265 2223 2188 2181 2.120 2002 2087
200 | evs2 4713 ass1 3414 3110 2203 2730 2801 2497 2411 2332 2278 2220 2172 2129 2001 2087 2026 1.997 1.971
500 | esse 2848 as21 3257 3084 2238 2875 2847 2443 2388 2282 2220 21868 2117 2078 2038 2002 1970 1.942 1.918
1000| esso 828 2801 3338 3038 2820 2857 2520 2425 2339 2268 2203 2148 2099 2088 2012 <g83 19852 1922 1.897
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Anexo D: Curvas de Calibracao

Padrio (mg.L") Absorvincia (nm)
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,025 0,011 0,009 0,010 0,010 0,011 0,009 0,009 0,012 0,013 0,011
0,050 0,022 0,020 0,020 0,022 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
0,075 0,028 0,030 0,029 0,028 0,026 0,029 0,030 0,029 0,027 0,028
0,100 0,038 0,036 0,040 0,037 0,034 0,038 0,038 0,037 0,035 0,034
0,125 0,048 0,048 0,048 0,044 0,044 0,049 0,048 0,048 0,045 0,048
0,150 0,054 0,057 0,058 0,054 0,049 0,055 0,054 0,053 0,052 0,055
0,175 0,064 0,063 0,064 0,058 0,058 0,065 0,063 0,063 0,059 0,062
0,200 0,069 0,069 0,070 0,066 0,064 0,071 0,070 0,069 0,069 0,071
0,225 0,081 0,078 0,081 0,075 0,072 0,078 0,077 0,080 0,075 0,079
0,250 0,089 0,088 0,088 0,084 0,080 0,089 0,087 0,088 0,085 0,087

¥=0,347(£0,015)x | ¥=0,346(=0,018)x | ¥=0,34%(20,015)= | ¥=0,323{20,017)=| ¥=0,311{£0,013) | ¥=0,351{0,01 7} | ¥=0,342{20,016)x] ¥=0,343{20,013)x| ¥=0,328{=0,012)x| ¥=0,345(=0,014)x

Equacdo da Recta
+0,003({+0,002) | +0,002{+0,003) | +0,002{+0,002) | +0,003{+0,002) | +0,003(«0,002) | +0,002(0,002) | +0,002{+0,002) | +0,003{0,002) | +0,003{+0,002) | +0,002(+0,002)

Coeficiente de

0,998 0,998 0,998 0,998 0,999 0,998 0,998 0,999 0,999 0,999
Correlagdo (R}
Coeficiente de
0,997 0,995 0,997 0,995 0,997 0,996 0,9% 0,998 0,998 0,997
Determinacdo (R)
Sxy 0,002 0,002 0,002 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0,001 0,002
Limite de
" 16,120 19,540 16,620 19,840 15,750 17,980 18,010 14,510 14,460 14,290
Deteccdo (pg.L)
Limite de
Quantificagdo 48,860 59,190 50,360 60,120 47,770 54,480 54,580 43,970 43,800 45,710
(we.L)
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Anexo E: Calculo da Diferenca de Variancias

te tn;i;nfra;;iu Voncatiaa Yesicuagot | (Ymedido Yearcniadot)’ | Yesicutsdoz | (Yamatido ~Yeatcutado)”

0, 00E+00 0,00E+00 | 1,90E-02 3, 61E-06 7,00E-04 4,50E-07
2, S0E-02 1,10E-02 | 1,05€-02 2,23-07 1, 00E-02 5, 42E-07
5, D0E-02 200602 | 1,92E-02 7, 14E-07 1,52E-02 &, J6E-OT
7,50E-02 2.80E-02 | 2,78E-02 4 TIE-0B 2, B2E-02 4, B4E-OB
1,00E-01 3,.40E-02 | 2,84E-02 5, 81E-06 3, THE-02 5, 45E-06
1,25€-01 4 BOE-02 | 4,50E-00 B, TEE-06 4 58E-02 4, 50E-06
1, 50E-01 5,50E-02 | 5,37E-02 1, 7BE-06 5, 43E-02 443607
1,75E-01 £70E-02 | &23E-02 8, 56E-0B &, 77E-02 5, 29E-07
7 ODE-01 7,40E-02 | 7.09E-02 &, 40E-09 7,10E-02 1, 20E-09
7 75E-01 7,90E-02 | 7,95E-02 3,00E-07 7,90E-02 1,97E-09
7, 50E-01 B,70E-02 | B E2E-02 1,3BE-06 B 7OE-02 9 77E-10

Soma 2, ITE-05 1.75E-05

0,100
0,090 -
0,080 -
0,070 -
0,060 -
0,050 -
0,040 -
0,030 -
0,020 -

0,010 -

y =0,3451x + 0,0019
R?=0,9972

>
y =-0,1249x2 + 0,3763x + 0,0007
R?=0,9979

0,000 &
0,000

0,050 0,100 0,150 0,200 0,250

0,300
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Determinacéo de lodo e Metais Pesados em Aguas Naturais

Anexo F: Valores Criticos de Grubbs

Valores Criticos de G
(P=0,05)

Tamanho da Amostra Valor Critico

1.155
1.481

1.715
1.887
2.020
2.126
2.215
2.290

OWm~®U s W

=

98



