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Resumo

Esta tese tem como objetivo a validagdo e implementacdo do método de analise para
determinacdo de detergentes (surfatantes anidnicos) em aguas destinadas a producdo de
agua para consumo humano, em &guas de consumo humano e aguas residuais no
Laboratério dos Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de Sintra (SMAS de
Sintra).

Para a determinacdo dos surfatantes em &guas utilizou-se o procedimento do azul-de-
metileno (MBAS), por Espectrofotometria de Absor¢do Molecular. Este método baseia-se
na reacdo entre os surfatantes anionicos e o catido azul-de-metileno, que se transfere,
quando em equilibrio, da solugcdo aquosa para uma solucdo organica liquida imiscivel,
ocorrendo a formacdo do par i6nico (surfatante anidnico/catido azul-de-metileno). A
intensidade da cor azul na fase organica indica a quantidade de surfatante anionico

existente na fase aquosa e ¢ medida por Espectrofotometria de Absorcdo Molecular.

Vérias amostras de diferentes matrizes foram analisadas cujos resultados obtidos no
laboratério dos SMAS Sintra foram comparados com os resultados obtidos no laboratério
subcontratado. Amostras provenientes de ensaios interlaboratoriais, que também foram

analisadas, revelaram resultados satisfatorios.

Com base nestes resultados e no cumprimento dos parametros preconizados nos
procedimentos de validacdo de métodos analiticos foi possivel a validacdo deste método e

a sua implementac&o no laboratorio do SMAS de Sintra.

Palavras-chave:

Implementacdo, validacdo, azul-de-metileno, espectrofotometria de absorcdo molecular,

matrizes, amostras.
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Abstract

This thesis aims the validation and implementation of an analytical method for
determination of detergents (anionic surfactants) in water for the production of drinking
water, water for human consumption and wastewater, in the Laboratory of Servigos

Municipalizados de Agua e Saneamento de Sintra (SMAS de Sintra).

For surfactant determination in water we used the procedure of Methylene Blue (MBAS)
by Molecular Absorption Spectrometry. This method is based on the reaction between the
anionic surfactant and the methylene blue cation, which is transferred, when in
equilibrium, of the aqueous solution to an immiscible organic liquid (chloroform)
occurring ion pair formation (anionic/cation methylene blue). The intensity of blue color in
the organic phase indicates the amount of anionic surfactant that exists in the aqueous
phase and is measured by molecular absorption spectrometry.

Several samples of different matrices were analyzed and the results obtained in the
laboratory of SMAS Sintra were compared with the results obtained in a subcontractor
laboratory. Samples from interlaboratory tests that were also analyzed showed satisfactory

results as well.

Based on these results and on meeting the parameters established in the validation
procedures of analytical methods, the validation and implementation of this analytical

method was possible in the SMAS Sintra laboratory.

Keywords:

Implementation, validation, methylene blue, molecular absorption spectrometry, matrices,

samples
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1.1 Antes da fundacéo dos SMAS de Sintra

Em Sintra, a primeira rede de distribuicdo de &guas de que ha noticia data do final do
século XIX. Embora a Serra de Sintra possuisse dgua em abundancia, a administracdo
municipal sentiu necessidade de recorrer ao regime de concessdao a um particular para
resolver eficazmente o problema do abastecimento de agua a Vila, que se agravava na
época da estiagem. Assim, em 1888, era inaugurada a rede de abastecimento de dgua em
regime de concesséo a um particular, Paulo de Azevedo Chaves, como forma de resolver o

problema do abastecimento de dgua a Vila.

A falta de &gua e de cumprimento das obrigacGes por parte do concessionario levou a
rescisdo do contrato por parte da Camara em 1922, quando a Camara assinou uma escritura
onde se comprava por 22 mil escudos os “créditos privilegiados" sobre os herdeiros do
concessionario Paulo de Azevedo Chaves. A partir desse ano, o abastecimento de agua a
Sintra passa a ser feito pela companhia das Aguas de Sintra, tendo a nova concessionaria
investido em canalizacbes e depoésitos de armazenagem. (“SMAS-SINTRA — Sintese
Historica”, 2013)

1.2 Fundacgédo dos SMAS de Sintra

A necessidade de melhorar o abastecimento de agua a Sintra, que continuava deficitaria
levou a Camara a nomear em Agosto de 1945, um representante para a Comissdo de
Arbitragem para o resgate da concessdo do fornecimento de &guas, e a pedir um

empréstimo, para a municipalizacdo dos servicos de aguas e esgotos.

Esta orientacdo é confirmada pelas diretivas do governo, para que a Camara Municipal de
Sintra (CMS) promova o resgate da concessdo do abastecimento de agua daquela vila e o
melhoramento e ampliacdo do respetivo sistema distribuidor, enquanto o abastecimento do
Concelho de Sintra sera explorado pela respetiva Camara Municipal, sob o regime de
servico municipalizado (Diario do Governo de 22 de Maio de 1946, Decreto - lei n°
35653), datando daqui a criacdo dos Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra. (“SMAS-SINTRA — Sintese Historica”, 2013)

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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1.3 Natureza e atribuicdes dos SMAS de Sintra

Os SMAS de Sintra sdo um servico publico de interesse local com autonomia
administrativa, financeira e técnica e tém como objetivo a satisfacdo, das necessidades
coletivas da populacdo do concelho no ambito das suas atribuicdes. Para tal, fixam as
taxas, tarifas e precos a cobrar, de modo a que sejam cobertos os gastos de exploracdo e de
administracdo dos sistemas a seu cargo, bem como a constituicdo de reservas necessarias
para a cobertura de despesas de capital, com o fim de assegurar investimentos futuros

indispensaveis ao desenvolvimento, ampliacdo e renovacdo desses mesmos sistemas.

Para além de outras legalmente estabelecidas, as atribuicbes dos SMAS de Sintra

desenvolvem-se fundamentalmente nos seguintes dominios:

» Captacdo, aducdo, tratamento e distribuicdo de agua potavel,

» Construcdo, ampliacdo, manutencdo e gestdo da rede de distribuicdo de agua
potavel, de estagdes elevatorias e de tratamento de agua;

* Rececdo, drenagem, tratamento e destino final das aguas residuais;

» Construcdo, ampliagdo, manutencdo e gestdo dos sistemas de agua residuais,

estacdes elevatorias e de tratamento de aguas residuais.

Para uma melhor percecédo da estrutura organizacional que esta atualmente implementada é
apresentado no Anexo 1, o organograma dos SMAS - Sintra. (“SMAS-SINTRA -

Natureza e atribuigdes”, 2013)

1.4 Situacdo atual dos SMAS de Sintra

Atualmente os SMAS de Sintra gerem 0s sistemas publicos municipais de distribuicdo de
agua e de drenagem, tratamento e destino final das aguas residuais. Em 2010 foi
acrescentada a gestdo e manutencdo da rede pluvial no &mbito de um protocolo especifico
para o efeito, uma vez que até entdo a rede pluvial estava sob responsabilidade da CMS. Os
SMAS de Sintra servem uma area de 320 km? e abastecem uma populacdo residente de
cerca de 377.835 habitantes (Censos 2011, INE), num total de 20 freguesias, um dos
concelhos que possui mais populacdo residente do distrito de Lisboa e o segundo em

termos nacionais, conforme a figura 1.1.
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Figura 1.1 — Demonstracdo populacional de alguns municipios do pais
(INE, 2013)

Os SMAS de Sintra tém tido um crescimento continuo do nivel de cobertura na sua area de
intervencdo, de tal forma que sdo hoje o segundo maior distribuidor de &gua a nivel
nacional. De modo a garantir a qualidade do servico prestado este crescimento tem sido
acompanhado pelo continuo investimento em infraestruturas, na aplicagdo de novas
tecnologias, na moderniza¢do dos métodos de trabalho e na formacdo continua dos seus
trabalhadores. (Benoliel, et al., 2009)

Como reconhecimento desse trabalho desenvolvido, os SMAS de Sintra foram
distinguidos, recentemente com o selo de “Qualidade exemplar da agua para consumo
humano” (Anexo 2). A atribuicdo deste selo pretende realgar as entidades reguladoras que
tenham cumprido com os parametros essenciais de qualidade previstos pelo regulamento
durante o Ultimo ano de avaliacdo regulatoria e resulta de uma parceria entre a Entidade
Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR) e o Jornal Agua&Ambiente, com
a colaboracdo da Associacdo Portuguesa de Distribuicio e Drenagem de Aguas (APDA),
da Associacdo Portuguesa de Engenharia Sanitaria e Ambiental (APESB), da Associacdo
Portuguesa dos Recursos Hidricos (APRH) e do Laboratério Nacional de Engenharia Civil
(LNEC).

Também ainda durante este ano de 2013, 0s SMAS de Sintra assumiram 0 compromisso de
obter a certificacdo do Sistema de Gestdo Integrada da Qualidade e Ambiente (ISO
9001:2008 e 1SO 14001:2012) garantindo a melhoria continua dos servigos prestados e um

desenvolvimento sustentavel.
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1.5 O Laboratorio dos SMAS de Sintra

A Qualidade da Agua constitui desde sempre, uma prioridade para os SMAS de Sintra.
Com efeito, e ainda numa fase incipiente desta problematica a nivel nacional, o0s SMAS de
Sintra iniciaram em 1985 a sua atividade nesta area, com a criacdo do seu Laboratorio,
visando controlar a qualidade microbiolégica da &gua. Desde entdo foram alargando
progressivamente a sua atividade as analises fisico-quimicas, tendo registado um aumento
do numero de pardmetros analisados e implementando novas técnicas analiticas. Em 1996,
em paralelo com as crescentes preocupac¢des ambientais, o Laboratdrio passou a analisar as
aguas residuais, contribuindo decisivamente a para o desenvolvimento sustentado do

concelho de Sintra.

Em 2006 com a construgdo do novo complexo Oficinal e Laboratorial da Portela, o
Laboratério viu finalmente concretizadas as condi¢fes necessarias para a sua afirmacéo.
Iniciou-se entdo uma nova fase com a Acreditacdo do Laboratorio (0 que veio a acontecer
em Setembro de 2008) pelo Instituto Portugués da Acreditacdo (IPAC) de acordo com a
norma NP EN ISO/IEC 17025, dotando-o de um Sistema de Gestdo da Qualidade
(Anexo 3).

Figura 1.2 — Complexo Oficinal e Laboratorial dos SMAS de Sintra
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Atualmente, a atividade do Laboratério centra-se no cumprimento dos programas

analiticos propostos para o controlo:

» Da agua para consumo humano e das aguas de captacgdes;

 Das 4aguas residuais das ETAR (Estacbes de Tratamento de Aguas Residuais) do
concelho de Sintra e dos efluentes industriais que descarregam nos coletores
municipais, por forma a assegurar o controlo ambiental de ribeiras e mar, onde as
ETAR do concelho vao descarregar o respetivo efluente;

» Das aguas residuais entregues ao Sistema de Saneamento da Costa do Estoril
(SANEST) e ao Sistema Multimunicipal de Saneamento Integrado dos Municipios
do Tejo e Trancédo (SIMTEJO). (Benoliel, et al., 2009)

O Laboratério possui 19 parametros acreditados na area da microbiologia, 23 na area da
fisico-quimica, 19 relativamente a amostragem, subcontrata outros parametros, também

acreditados, de forma a garantir o cumprimento da legislacdo em vigor.
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2.1 Consideracdes gerais

O termo detergente pode ser simplesmente definido como um agente de limpeza, contudo,
durante as ultimas duas ou trés décadas, a palavra detergente refere-se a detergentes
sintéticos deixando para tras os tradicionais sabdes. De facto, as formulas comerciais
consistem num namero de componentes, agentes de superficie ativa, denominados
surfatantes, que descrevem os ingredientes ativos especiais que conferem aos detergentes
as suas propriedades de lavagem. Os detergentes usados nas nossas casas ou em outras
instituicdes possuem formas muito complexas e contém varios tipos de substancias
diferentes. Essas conjugacdes podem ser classificadas em diferentes grupos com funcées

especificas no processo de lavagem:

+ Surfatantes;
* Aglomerantes;
* Agentes branqueadores;

* Agentes auxiliares.

Dentro desta variedade de componentes, 0s surfatantes sdo os mais estudados devido ao

recente interesse que estdo a despertar com o seu impacto ambiental. (Ferreira, 2007)

2.2 Surfatantes

Os surfatantes constituem o grupo mais importante de componentes existentes nos
detergentes e estdo presentes em todo o tipo de detergentes, pela sua capacidade de
diminuir da tensdo superficial da agua. Os surfatantes sdo agentes de superficie ativa
soliveis em agua compreendendo uma porc¢do hidrofobica composta por cadeias alquilicas
ou alquilfenilicas, com 10 a 18 atomos de carbono e uma porcdo hidrofilica que €
constituida por grupos iénicos ou ndo iénicos ligados a cadeia carbonica. (Morrison, Boyd,
& Silva, 1981; Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006)

Dependendo do grupo hidrofilico da molécula, os surfatantes podem ser classificados em
cationicos, anionicos, ndo-ionicos e anfotéricos. De acordo com essa classificacdo, 0s
surfatantes possuem diferentes propriedades como a adsorcao nas interfaces, a formacéo de

diferentes estruturas coloidais, micelas, cristais liquidos liotrépicos e vesiculas, entre
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outras. Tais propriedades sdo a base de uma gama de aplicagbes importantes como a
formulacdo de agroquimicos, farmacos e produtos de consumo (champds,
condicionadores), no combate de derrame de petréleo e outros usos especificos. (Mishra, et
al., 2009; Salager, 2002)

Na figura seguinte esta representado a molécula de Dodecil Sulfato de Sédio (LAS), o

surfatante mais utilizado nas técnicas de determinacdo de surfatantes aniénicos.

i .
O Na
H,C sC
NS
10 0 @)

Figura 2.1 — Sal Dodecil Sulfato Sédio utilizado como padréo na determinacédo de surfatantes
(Merck Millipore Portugal, 2013)

2.2.1 Classificacdo dos surfatantes
Surfatantes n&o ionicos

Os surfatantes ndo idnicos tém possiveis aplicacdes universais, dada a grande variabilidade
da sua estrutura e das suas propriedades. As diferencas entre os tipos individuais de
surfatantes ndao-iénicos sdo pequenas e a escolha é feita, principalmente, tendo em conta os
custos de propriedades especiais, por exemplo, eficacia e eficiéncia, toxicidade,
compatibilidade dermatologica e biodegradabilidade, ou permissdo para a sua utilizacao
em géneros alimenticios. A solubilidade de surfatantes ndo i6nicos em agua resulta da
hidratacdo dos grupos de oxigénio por ligacdes de hidrogénio. (Bhairi & Mohan, 2007;
Seddon, Curnow, & Booth, 2004)

Os mais importantes sdo os surfatantes ndo idnicos etoxilados, que normalmente sdo
produtos de condensacdo de alcoois hidrofobos, fendis, aminas, acidos carboxilicos,
carbonamidas, com éteres oligoglicol, ésteres de &cidos gordos de glicerol, diglicerol,

acucares, acucares hidrogenados, como por exemplo o sorbitol.
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Os surfatantes ndo idnicos com um oxigénio semipolar ligado como grupo hidréfilo
incluem dxidos de aminas gordos, tais como o 6xido de Laurildimetilamina, que € utilizado
de uma forma limitada em agentes de limpeza liquidos, assim como os sulféxidos e 0s
oxidos de fosfinas industrialmente sem importancia. (Ullmann, et al., 2005) Este tipo de
surfatantes ndo se ioniza em solucdo, tem boas propriedades de detergéncia em fibras
sintéticas e inertes, dependendo do facto de possuirem grupos na sua estrutura que 0sS
tornem soluveis. Os surfatantes ndo iGnicos sdo menos sensiveis a dureza da agua que 0s
surfatantes aniénicos. A espuma das suas solucBes aquosas € menos forte do que as de
muitos surfatantes anionicos. (Mishra, et al., 2009)

Na figura seguinte € apresentada a estrutura geral de um surfatante ndo iénico:

O

| I R; cadeia polar (em conjunto com a ligacdo dupla O)
R-C —R;4

Figura 2.2 — Estrutura de surfatante ndo iénico
(Sistema anfifilico, 2013)

R cadeia apolar (pode ser um anel benzénico ou uma cadeia qualquer)

Surfatantes anfotéricos

Os surfatantes anfotéricos apresentam um comportamento suave tornando-0s
particularmente adequados para utilizacdo em preparacdes para cuidados pessoais para
peles sensiveis. Dependendo da acidez ou pH da &gua podem ser aniénicos (carregados
negativamente), catiénicos (carregados positivamente) ou ndo ionicos (sem carga) em
solucdo. Estes surfatantes podem conter dois grupos carregados de sinal diferente,
normalmente quando a carga é positiva deriva sempre de amdnio, mas a fonte de carga

negativa pode variar (carboxilato, sulfato, sulfonato). (Mishra, et al., 2009; Salager, 2002)

Os surfatantes anfotéricos tém excelentes propriedades dermatoldgicas e sao
frequentemente usados em champ6s e outros produtos cosméticos, e também em liquidos
para a lavagem manual de louca devido a sua elevada formacdo de espuma. (Mishra, et al.,

2009) Na figura 2.3 apresenta-se a estrutura destes surfatantes:

10
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Figura 2.3 — Estrutura de surfatante anfotérico
(Sistema anfifilico, 2013)

Surfatantes cationicos

Os detergentes sintéticos cationicos sdao surfatantes cujo grupo hidréfilo € um catido. A
estrutura cationica pode ja estar presente na molécula, como € o caso dos sais de amdnia
quaternarios, ou podem formar-se em solugdo, como as aminas gordas etoxiladas. Nesta
molécula, os hidrogénios do i&do amonio sdo todos substituidos por grupos alquilo. A carga
eletrica positiva da parte hidrofilica confere aos surfatantes cationicos propriedades que
Ihes permitem atuar em areas de aplicacdo para as quais 0s surfatantes anionicos e nédo
ionicos sdo inadequados ou menos adequados. (Malik, Hashim, Nabi, Thabaiti, & Khan,
2011; Ullmann, et al., 2005) Séo essencialmente usados como agentes de limpeza quando é
necessario atingir um objetivo especifico, empregues na lavagem de roupa como

amaciadores, agentes anti-estaticos e bactericidas.

Os surfatantes catiénicos mais importantes sdo 0s compostos quaternarios de azoto: sais de
tetra-alquilaménio, compostos N,N-dialquilimidazol, e sais de N-alquilpiridinio. Algumas
das utilizagdes importantes dos surfatantes catiénicos sdo como microbicidas, herbicidas,
inibidores de corrosdo, inibidores de oxidacdo, adesivos, acabamento e agentes de
impregnacdo, repelentes de agua, amaciadores, auxiliares de flutuacdo, dispersantes,
agentes de nivelamento. Outros surfatantes cationicos, por exemplo, os sais de fosforo
quaternario ou sais sulfonicos terciarios sdo menos importante industrialmente, embora
eles sejam muito Uteis como catalisadores de transferéncia de fase na sintese. (Mishra, et
al., 2009; Salager, 2002) Na figura 2.4 estd representada esquematicamente a estrutura

geral de um surfatante cationico.

11

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

R,

R; haleto

R, cadeia apolar

*N— R,

Figura 2.4 — Estrutura de surfatante cationico
(Sistema anfifilico, 2013)

Surfatantes anionicos

O principal surfatante aniénico sintético, cujo grupo funcional da molécula é carregado
negativamente, surgiu na década de 40, o alquilbenzeno sulfonato (ABS), que surgiu a
partir de precursores derivados do petréleo (benzeno e tetramero de propileno). O facto de
haver uma forte procura deste surfatante no mercado de detergentes devido ao seu melhor
desempenho quando comparado com 0s existentes, proporcionou 0 seu consumo a nivel
mundial em grandes quantidades. O seu uso excessivo levou a formacdo de camadas
densas de espumas que dificultavam os processos de aeracdo nos tanques de tratamento de
efluentes nas ETAR e, consequentemente, problemas ambientais dai resultaram pois essa

situacdo permitiu que inameros poluentes e bactérias percorressem longas distancias.

Através de diversos testes padrdo de biodegradabilidade foi possivel concluir que o
surfatante ABS é resistente a biodegradacdo no meio ambiente devido, principalmente, a
presenca de carbonos quaternarios na sua cadeia hidrofobica. Esta classificacéo € atribuida
consoante o tempo que determinado produto é metabolizado por microrganismos
normalmente presentes no meio ambiente. A biodegradabilidade de um produto pode ser
determinada pelo desaparecimento do substrato (fonte de carbono, sal mineral, O) ou pela

formacdo de um produto (biomassa, CO; e outros).

Atendendo a esta situacdo varios paises investiram na substituicdo destes surfatantes por
outros biodegradaveis, cuja cadeia hidrofobica é composta por cadeias alquilicas lineares.
Atualmente, ainda existem paises, por exemplo a América Latina, que ndo procederam a
esta substituicdo devido ao baixo custo do ABS na formulacdo de produtos de limpeza.
(Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006)

Os surfatantes anidnicos mais usados sdo o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) e alcoois

gordos etoxilados e sulfatados, tendo como principal aplicacdo a preparacdo de champds
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por causa das suas excelentes propriedades de limpeza e maiores efeitos de
condicionamento do cabelo. Os surfatantes anidnicos sdo particularmente eficazes em
limpeza oleosa e suspensdes de Oleo/argila. Ainda assim, eles podem reagir na agua de
lavagem, caso esta esteja carregada positivamente com i6es de célcio e magnésio, o0 que

pode levar a sua desativacdo parcial.

Os surfatantes anidnicos dividem-se em cinco subgrupos:

Sabdes de amdnio e de metais alcalinos - Sais de sddio, potassio ou amonio de

acidos gordos de cadeia longa, tais como &cido oleico, esteérico e &cido ricinoleico,
e que produzem emulsdo de 6leo em agua. Eles sdo estaveis para valores de pH

acima de 10, mas sdo muito sensiveis aos acidos e as quebras de emulsdes;

+ Sabdes de metais bivalentes e trivalentes - Surfatantes emulsionantes de agua em

Oleo. Eles sdo menos alcalinos e menos sensiveis a acidos;

» Sabdes de aminas — Surfatantes com base na trietanolamina sdo os mais utilizados

na industria farmacéutica. Eles formam emulsdo de 6leo em agua;

« Alquilsulfatos - Esteres de &lcoois gordos e os &cidos sulfaricos que funcionam
como agentes emulsionantes de 6leo em agua, sendo o Lauril sulfato de s6dio mais

utilizado;

» Alquilfosfatos - Semelhantes aos descritos, mas tém alcoois fosfatados em vez de
sulfatados, cuja aplicacdo maioritaria € a preparacao de cremes de emulsdo de 0Oleo
em agua. (Malik, Hashim, Nabi, Thabaiti, & Khan, 2011; Mishra, et al., 2009;
Ullmann, et al., 2005)

Um surfatante anionico tem como estrutura geral a que se apresenta na figura seguinte:

r__.--".--""".""o R, cadeia apolar

Ri—C

\ R, grupo OH ou metal
R2

Figura 2.5 — Estrutura de surfatante aniénico
(Sistema anfifilico, 2013)
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Biossurfatantes

Os biossurfatantes sdo substancias anfifilicas produzidas por fungos, leveduras e bactérias.
O seu grupo hidrofilico ¢ composto por sacaridos (por exemplo, glicolipidos) ou
aminoacidos (isto é, lipopéptidos), enquanto o grupo hidrofébico é um &cido gordo
insaturado ou saturado. A estrutura quimica e biossintese dos varios biossurfatantes tém
sido alvo de estudos intensos devido ao seu potencial ambiental benéfico, tal como ja foi
referido anteriormente. (Desai & Banat, 1997; Mulligan, Yong, & Gibbs, 2001)

Os biossurfatantes apresentam diversas vantagens sobre 0s surfatantes sintéticos existentes,
desde o aproveitamento de produtos residuais (por exemplo, substratos de fermentacédo), a
biodegradabilidade no ambiente e baixos perfis de toxicidade. Outras caracteristicas de
alguns dos biossurfatantes permitiram a sua introducdo em diversas areas, desde a
alimentar até a area do petréleo e remediacdo da poluicdo ambiental. Exemplos dessas
caracteristicas sdo a possibilidade dos biossurfatantes manterem a sua atividade sob
condicbes extremas de temperatura (até 100 °C) e de salinidade (70 g/L). (Foley,

Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012)

Os grandes desafios da producéo e aplicacdo de biossurfatantes sdo os baixos rendimentos
e altos custos quer do substrato quer do processo downstream, uma vez que a
produtividade dos biossurfatantes, como a de qualquer outro produto biotecnoldgico,

depende de diversos fatores, tais como:
« Organismo;
» Fonte de carbono;
* Nutrientes;
* Arejamento e Taxa de Agitacao;
* Temperatura,;
* PH;
* Quantidade de oxigénio dissolvido;

» Protocolo de fermentacao (em continuo ou semi-continuo).
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Face a estes desafios, o desenvolvimento da superproducdo de mutantes, linhagens
recombinantes, otimizagdo da fermentacdo e rentabilizagdo do processo de isolamento do
produto e purificacdo sdo estratégias alvo de pesquisa para encontrar alternativas. O uso de
substratos de baixo valor, tais como os hidratos de carbono ou residuos de origem
industrial ricos em lipidos ou subprodutos agroindustriais também sdo alternativas
utilizadas para a redugdo do custo de producdo e comercializacdo dos biossurfatantes.
(Desai & Banat, 1997; Foley, Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012)

Essa abordagem ajuda a gerir de forma sustentavel os fluxos de residuos e quando
combinada com a tecnologia de processo adequado pode reduzir consideravelmente os

custos globais.

2.2.2 Propriedades gerais dos surfatantes

Os surfatantes em solugGes aquosas de concentracdo diluidas atuam como eletrdlitos
normais, mas para concentracdes mais elevadas apresentam diferentes comportamentos.
Um dos comportamentos frequentemente observado é a formacdo de agregados
organizados de grandes numeros de moléculas chamadas micelas, em que 0s grupos
lipofilicos associam no interior do agregado deixando partes hidrofilicas para enfrentar o

meio aquoso. Na figura seguinte esta uma representacdo de uma estrutura micelar.

Figura 2.6 — Representagdo da associacdo dos surfatantes em forma de micelas
(Bhairi & Mohan, 2007)

A formacdo de micelas em solugdo aquosa € geralmente vista como um compromisso entre
a tendéncia para as cadeias de alquilo para evitar o contacto com agua e o desejo dos

grupos polares para manterem o contacto com o meio aquoso. Devido ao seu efeito
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hidrofébico, as moléculas de surfatantes conseguem adsorver nas interfaces, mesmo em
baixas concentracGes de surfatante. A atividade de superficie dos surfatantes deve ser
considerada um fendmeno dindmico, pois entre a adsorcao e dessorcao é estabelecido um
equilibrio (devido a movimentos térmicos) e que requer algum tempo para se estabelecer.
Isto pode ser determinado através da medigdo da superficie interfacial ou da tensdo em

funcdo do tempo para uma superficie recém-formada, como ira ser discutido mais adiante.

Concentracao Micelar Critica

A Concentracdo Micelar Critica (CMC) pode ser definida como a menor concentracdo
acima do qual os monémeros se aglomeram para formar micelas. A micelizacdo ocorre
num intervalo de concentracdo, em vez de a uma determinada concentracdo. A CMC
diminui com o comprimento da cadeia alquilo e aumenta com a introducdo de ligacGes
duplas e outros pontos de ramificacdo, como 0s que existem nos sais de acidos biliares.
Existem aditivos que quebram a estrutura de agua, por exemplo a ureia, que permitem o
aumento da CMC. Em detergentes ionicos, a CMC diminui com o0 aumento da
concentracdo de contra-ides, mas € pouco afetada pelas oscilagdes de temperatura. Por
outro lado, a CMC de detergentes nao-idnicos ndo é significativamente afetada pela forca
ionica, mas aumenta substancialmente com o aumento da temperatura. Assim, de um ponto
de vista pratico, ao utilizar um processo de dialise para remocéao de detergentes é desejavel
gue a sua CMC apresente um valor elevado. (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk, &
Marangoni, 2003)

A CMC pode ser determinada por varios métodos, sendo 0s mais comuns 0s que
relacionam a tensdo superficial, a dispersdo da luz e a solubilizacdo do corante. A tenséo
superficial diminui com a concentracdo de detergente e atinge um minimo em torno do
valor de CMC, enquanto a dispersdo de luz e a solubilidade de um corante hidrofébico
aumentam com a concentracdo de detergente. (Bhairi & Mohan, 2007; Furton & Norelus,
1993)

Na figura 2.7 é visivel que o ponto de inflexdo obtido tracando qualquer um dos trés

parametros versus a concentracdo de detergente corresponde ao CMC do detergente:
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Figura 2.7 — Resultados obtidos para a determinacdo da CMC de um detergente pelos trés métodos
(Bhairi & Mohan, 2007)

Ponto Kraft

O ponto Kraft corresponde a temperatura onde as trés fases (cristalina, micelar, e
monomérica) existem em equilibrio (ver figura 2.8), a solucdo de detergente toma um
aspeto claro e atinge o seu valor de CMC. Para a maioria dos detergentes, o ponto de Kraft
¢ idéntico a temperatura micelar critica (CMT). Quando se tem valores de temperatura
muito baixos, a maioria dos detergentes permanecem num estado cristalino insoluvel e
estdo em equilibrio com pequenas quantidades de mondmeros dissolvidos, enquanto a
temperaturas mais elevadas a forma micelar € a forma maioritaria, ou seja, existe em
solucdio mais detergente monomérico. A temperatura a que 0 monémero atinge a CMC é
chamada temperatura micelar critica (CMT). (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk,
& Marangoni, 2003)

T™C

Fase Cristalina Fase Micelar

Ponto Kraft
2 cMC

Concentragdo de Detergente (mM)

Fase Monomeérica

Temperatura (°C)
Figura 2.8 — Diagrama de fases de um agente anionico do tipo sulfonato em solucdo aquosa, como fungdo da
temperatura e composicéo
(Bhairi & Mohan, 2007)
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Ponto de nuvem

Os detergentes ndo idnicos, normalmente a temperaturas acima da CMT tornam-se turvos e
sofrem separacdo de fases. A essa temperatura € chamada de ponto de nuvem. A separagdo
de fases ocorre presumivelmente devido a uma diminui¢cdo na hidratacdo do grupo de
cabeca podendo esta propriedade ser utilizada como uma vantagem particular. Por
exemplo, as proteinas integrais de membrana podem ser solubilizadas primeiro a0 °C e a
solucdo pode ser aquecida até cerca de 30 °C para efetuar a separacdo de fases. Isto
permite a sua particdo dentro da fase rica em detergente, que pode ser separado
posteriormente centrifugacdo. (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk, & Marangoni,
2003)

Numero de Agregacao

Outra caracteristica influenciada pela forca ionica € o nimero de moléculas monoméricas
de detergente contidas numa micela é designado por nimero de agregacéo. E determinado
dividindo o peso molecular micelar pelo peso molecular monomerico. Existem indmeras
técnicas pelas quais é possivel obter o peso molecular das micelas, tais como a filtragdo em
gel, dispersdo da luz, equilibrio de sedimentacéo e dispersdo de pequenos angulos de raio-
X. As micelas formadas por sais biliares normalmente possuem pequenos nimeros de
agregacao, enquanto os detergentes ndo ionicos apresentam valores bastantes elevados.
(Bhairi & Mohan, 2007)

Balanco Hidrofilo-Lipdéfilo (BHL)

O BHL é uma medida da hidrofobicidade relativa do detergente, que se correlaciona com a
capacidade do detergente solubilizar as proteinas de membrana. A maioria dos detergentes
hidrofobicos tem valores de BHL proximos de zero, 0s menos hidrofobicos utilizados para
a solubilizacdo de proteinas extrinsecas tém valores perto de 20, e os com valores entre 12
e 20 usualmente sdo utilizados na solubilizacdo desnaturante. (Malik, Hashim, Nabi,

Thabaiti, & Khan, 2011) E importante realcar que o BHL tem propriedades aditivas. Por
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exemplo, se dois detergentes apresentam valores de BHL A e B é possivel utilizar a

equacéo seguinte, onde x e y sdo as percentagens de cada um:
BHL (A+ B) = (Ax + By)/(x +y)

Através desta propriedade é possivel selecionar dois detergentes de forma a se obter um
valor de BHL desejado, isto se ndo houver fatores que afetem a atividade enzimética dos

mesmaos.

Atendendo ao que foi descrito anteriormente é possivel concluir que o desempenho de um
detergente depende de diversos fatores, tais como a concentracdo do detergente, a forca
ibnica, o comprimento da cadeia alquil, o valor de pH, a presenca de aditivos organicos, a
pureza do detergente e a temperatura. (Bhairi & Mohan, 2007; Salager, 2002)

2.2.3 Outras aplicac6es dos surfatantes
Inibidores da corrosdo

A potencial aplicacdo dos surfatantes como inibidores de corrosdo tem sido amplamente
estudada nos ultimos anos. E bem conhecido que um surfatante tem tendéncia para se
associar com outro nas interfaces e em solucdo para formar agregados. A adsorcdo na
superficie do metal é a acdo primaria do grupo funcional dos surfatante, sendo essa acéo a
responsavel pela inibicdo da corrosdo do metal e €, em geral, diretamente relacionada com
a sua capacidade de se agregar para formar micelas. Um dos métodos que se revela
eficiente e muito barato para protecdo contra ferrugem de superficies metalicas € a adicao
dos surfatantes num meio &cido. Em 1950 determinou-se a capacidade destes para
solubilizar compostos organicos e controlar varias reacoes eletroquimicas em meio aquoso,
tendo sido objeto de estudo nos ultimos 20 anos, tal como a descricdo do agregado através
de métodos eletroquimicos. Estes estudos ajudam a controlar a catalise eletroquimica

através das suas microestruturas. (Malik, Hashim, Nabi, Thabaiti, & Khan, 2011)
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Remediacéao de solos contaminados

Os surfatantes podem ser utilizados para lavagem do solo, pois conseguem a deslocacdo de
Liquidos Densos de Fase Ndo Aquosa (DNAPL) por reducdo da tensdo interfacial entre
estes e as aguas subterraneas, uma vez que sdo as forcas capilares as responsaveis pela
restricdo da mobilidade dos DNAPL. O contaminante mobilizado pode ser removido nos
pocos de extracdo utilizando surfatantes em misturas ou com aditivos (tais como o alcool),

sais (por exemplo, o cloreto de sodio), polimeros ou espumas.

Através do aumento da solubilidade ou da dessorcdo, os surfatantes conseguem uma maior
recuperacdo dos NAPL (Liquidos de Fase Ndo Aquosa), tal como um pré-tratamento do
solo com recurso a uma lavagem com surfatante para solubilizar os HAPs

(Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos) acelera a biodegradacdo dos contaminantes.

Inicialmente, a lavagem de solos com surfatante foi aplicada em operacdes de recuperagédo
de petroleo e atualmente tém uma vasta aplicabilidade, como é o caso da remediacdo de
DNAPLs no aquifero. As propriedades de absorcdo dos surfatantes permitem uma selecédo
adequada dos mesmos para cada situacdo, uma vez que 0s anidnicos e 0s ndo idnicos sdo
menos suscetiveis de ser absorvidos pelo solo, logo os surfatantes cationicos tém sido 0s
escolhidos para reduzir a permeabilidade do aquifero por adsorcdo. Nestes processos €
desejavel a recuperacdo e reutilizagdo dos surfatantes para que O processo Sseja

economicamente viavel. (Mulligan, Yong, & Gibbs, 2001)

Higiene pessoal

Ao observarmos a lista de ingredientes dos champds ou pastas de dentes é provavel que se
encontre entre eles, o Lauril Sulfato de Sdédio ou Lauril Sulfato de Amonia. Estes
surfatantes sdo muito semelhantes em termos de estrutura molecular aos sabdes e
detergentes sintéticos que utilizamos diariamente na higiene dos nossos corpos e das
nossas roupas. Todos os Lauril Sulfatos tém os grupos anidnicos iguais diferindo apenas no

catido que equilibra a carga negativa do anido. (ICIS, 2011)

O Lauril Hidrogenossulfato (figura 2.9) é obtido a partir de diversas reacGes quimicas
sendo a principal aquela em que Lauril alcool se combina com o acido clorossulfonico,

gerando a perda de uma molécula de HCI.
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Figura 2.9 — Lauril Hidrogenossulfato, surfatante utilizado na formulacdo de produtos de higiene pessoal
(Merck Millipore Portugal, 2013)

A substituicdo do protao acido do Lauril sulfato de hidrogénio por um catido, por exemplo,
0 ido sodio ou o ido amdnio obtém-se o Lauril sulfato utilizado na formulacdo de produtos
de higiene pessoal. O Lauril Sulfato de Sédio é um surfatante encontrado frequentemente
nos dentifricos por ser relativamente insolivel em agua fria, contrariamente poucas vezes é
encontrado nos champds de cabelo pois o sal tende a sair da solucéo e produzir uma ligeira
nebulosidade. Essa nebulosidade praticamente ndo afeta a aparéncia da maioria dos
dentifricos, mas no caso dos champds que se apresentam claros, e estranhamente em agua
fria ficariam nublados pode levar o consumidor a trocar de marca. Por esse motivo é mais
usual encontrar como um ingrediente de um champ6 o Lauril Sulfato de Aménio ou Lauril
Sulfato Trietanolamonio (TEA) pois sdo mais soliveis em agua fria e, como beneficio

adicional, ndo secam tanto o cabelo como o sal de sddio. (Snyder, 1995)

2.3 Detergentes e 0 Meio Ambiente

Nos ultimos anos, 0s oleoquimicos e uma variedade de outros substratos renovaveis, como
os hidratos de carbono, aminoacidos e &cidos organicos tém sido alvo de grande interesse
como matérias-primas para a producdo de surfatantes pelo fato que as reservas de
combustiveis fosseis sdo finitas. Com o intuito de obter alternativas, os estudos
recentemente realizados demonstraram que a utilizacdo de matérias-primas renovaveis
pode reduzir significativamente as emissdes de CO, associadas a producéo e utilizacdo de
surfatantes. Por exemplo, a utilizacdo de oleoquimicos é mais vantajosa na producdo de
surfatantes do que na producdo de biodiesel visto que as emissées de CO, sdo menores.
Estima-se que a substituicdo de surfatantes petroquimicos por surfatantes renovaveis na

Unido Europeia poderia reduzir as emissdes totais de CO, associadas em cerca de 37%.
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Esta substituicdo é desejavel para redugdo das emissbes de CO,, mas 0 seu sucesso da

mesma serd sempre determinado pelo custo e desempenho do surfatante.

A utilizacdo de produtos quimicos renovaveis devera ser cuidadosa, a fim de evitar efeitos
ambientais adversos associados ao solo e a &gua. Para tal, a proxima geracdo de
tecnologias de surfatantes renovaveis deve originar matérias-primas robustas e
sustentaveis, uma producao de forma eficiente e propriedades fisico-quimicas comparaveis
ou superiores as dos surfatantes petroquimicos, tudo isto mantendo um baixo custo de
producdo. O desempenho de um surfatante é avaliado tendo em conta um conjunto de
critérios: a estabilidade, o poder de formacdo de espuma, a detergéncia, a solubilidade, as
propriedades emulsionantes, a toxicidade, a irritacdo da pele e o seu desempenho

ambiental.

Os surfatantes para aléem da sua utilizacdo como detergentes e produtos de limpeza, eles
também se aplicam a nivel industrial, agricola ou em outras especialidades, e sendo
necessarias caracteristicas especificas de desempenho para cada aplicagdo especifica. A
existéncia da larga diversidade de fungdes que é necessaria atribuir aos surfatantes torna
necessaria a existéncia de uma variedade de estratégias de sintese para cobrir uma gama de
propriedades fisico-quimicas. (Foley, Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012;
EOSCA, 2000)

Os surfatantes anionicos sd@o o tipo de surfatantes mais frequente nas formulacdes de
detergentes de uso doméstico e industrial, sendo o LAS o que apresenta consumo mundial
mais elevado e tem sido alvo de interesse de investigadores na area de monitorizacao e
controlo ambiental para conhecimento do seu destino e 0s seus eventuais efeitos.

As principais contribuicdes dos detergentes para as aguas residuais sdo os surfatantes e 0s
fosfatos. A agua residual é um produto incomodo, que tem potencial para causar um vasto
namero de efeitos desagradaveis no tratamento de esgotos, bem como no ambiente. Mesmo
depois de utilizados e ap0s eventuais tratamentos nas respetivas ETARS, os surfatantes sdo
introduzidos em alguma percentagem no sistema aquatico. Em estudos desenvolvidos
concluiu-se que os alquilfendis, uma classe de surfatantes ndo ionicos, eram eventuais
promotores de cancro hepéatico em peixes. Os alquilfendis sdo compostos bio-acumulaveis,
0 que significa que as doses ingeridas vao-se fixando nos tecidos dos peixes, receando-se

que possam ter 0 mesmo efeito noutros animais, incluindo o préprio ser humano que acaba
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por consumir a 4gua ou outros animais que contenham estes compostos quimicos toxicos.
(EOSCA, 2000; Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006)

Para tal foram estabelecidas normas, critérios e objetivos de qualidade com a finalidade de
proteger 0 meio aquatico e melhorar a qualidade das aguas em fungdo dos seus principais
usos. Os valores de surfatantes anionicos permitidos em &guas destinadas a producgdo de
agua para consumo humano, em &guas de consumo humano e &guas residuais estdo
definidos no Decreto-Lei n.° 236/1998 (Anexo 4). Este decreto foi revogado pelo Decreto-
Lei n.° 243/2001 e este pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 que é o0 que se encontra atualmente

em vigor.
ANEXO VI
Qualidade da agua para consumo humano
() Parametros relativos a substancias indesejaveis
Parametros dulszieps:‘lsléaSUs VMR VMA Métodos analiticos de referéncia Observacoes
Substancias tensoacti- | pg/l, sulfato 200 Espectrometria de absor¢ao mole-

vas (que reagem com de laurilo cular.
o azul-de-metileno). e sodio

Figura 2.10 — Valores maximos de tensioativos admissiveis nas aguas para consumo humano
(D.L. n.° 236/1998)

ANEXO XVIII
Valores limite de emissao (VLE) na descarga de aguas residuais
Parametros Expressao dos resultados VLE
Detergentes (sulfato de lauril esodio) ............... ... mg/l 20

Figura 2.11 — Valores limite de emissdo de detergentes na descarga de aguas residuais
(D.L. n.° 236/1998)

ANEXO XXI

Objectivos ambientais de qualidade minima para as dguas superficiais

Parametros Expressao dos resultados VMA

Substancias tensoactivas aniGNICAS . .........eii it mg/l 0.5

Figura 2.12 — Valores de substancias tensioativas para qualidade minima nas aguas superficiais
(D.L. n.% 236/1998)
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2.4 Técnicas utilizadas na determinacéo de surfatantes

A anélise de surfatantes ndo é um processo linear j& que a sua diversificada formulagdo ndo
permite uma andlise tdo simples como se desejaria. Os problemas mais frequentes desta
analise sdo as baixas concentracbes em que os surfatantes se encontram na &gua para
consumo humano e no caso das &guas residuais o facto de existir uma grande diversidade
de compostos que funcionam como interferéncias nos varios métodos de analise, que ndo
conseguem muitas vezes serem seletivos. De forma a contornar estes problemas é
necessario ndo s6 uma metodologia mas uma série de técnicas de extragdo, pré-
concentracdo, identificacdo, que se complementam de modo a atingir-se um resultado

satisfatorio.

Existem diversos estudos a nivel mundial sobre os surfatantes nos quais se fazem
referéncia a diversas técnicas que poderdo ser utilizadas quando se pretende identificar e
quantificar estas substancias em agua. De seguida sdo apresentadas de forma resumida,
algumas das tecnicas mais usuais para isolamento e concentracdo das amostras, como a
extracdo liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase solida (SPE) ou extracdo por solvente
acelerada (ASE). Posteriormente, quando se pretende detetar, identificar e quantificar os
surfatantes presentes na amostra recorre-se a tecnicas de espetrofotometria, eletroforese e
cromatograficas. (Lui, Li, Zhou, Qiu, & Rem, 2009)

2.4.1 Técnicas de isolamento e concentracao
Extracéo liquido-liquido (LLE)

A extracdo liquido-liquido consiste na separacdo de analitos existentes em duas fases
liquidas imisciveis ou parcialmente misciveis, motivo pelo qual os solventes organicos
devem ser selecionados de acordo com o tipo de surfatante a determinar. Esta técnica €
frequentemente utilizada quando se pretende a determinacdo de surfatantes i6nicos e nao

iénicos.

A principal vantagem € a sua capacidade de aplicacdo na determinagdo de surfatantes em
amostras contendo grandes quantidades de particulas de matéria sélida. Como
desvantagens apresenta um elevado tempo de andlise, a necessidade de grandes

quantidades de solvente organico e de amostra, produz residuos téxicos e ainda héa
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tendéncia para a criagdo de emulsdes que dificultam a separacdo. Esta técnica apresenta
alta eficiéncia para a extracdo de surfatantes cationicos em amostras liquidas. (Olkowska,
Polkowska, & Namie$nik, 2012)

Extracdo em fase solida (SPE)

A técnica de extracdo em fase solida (SPE) é a mais correntemente usada por ser a mais
apropriada em termos de velocidade, seletividade e percentagem de recuperacdo. Esta
técnica aplica-se na extragdo, purificacdo e concentracdo de compostos organicos de
amostras liquidas, de forma a prepara-las para a analise.

A SPE é uma técnica que se aperfeicoou nos altimos anos com a introducdo de
equipamento automatizado, novos meios de eluicdo e adsorventes, permitindo a reducéo do
volume de amostra e solventes organicos utilizados e a eliminacdo da utilizacdo de
cloroférmio na fase de preparacdo da amostra. Tem como desvantagem o fato de ndo se
aplicar a amostra com elevada quantidade de particulas de matéria solida e o tamanho do
adsorvente dever ser selecionado de acordo com a concentracdo do analito. (Olkowska,
Polkowska, & Namie$nik, 2012)

Extracdo por solvente acelerada (ASE)

A ASE veio revolucionar o mundo das extracdes, uma vez que os volumes de solventes
organicos utilizados sdo muito reduzidos. Esta técnica permite uma rapida extracdo de
amostras sélidas com recurso a solventes, em condigdes de pressdo e temperatura elevadas.
Estas condicGes permitem uma aceleracdo dos processos cinéticos de dessor¢do dos
analitos da matriz e um aumento da solubilidade dos mesmos, o que implica um consumo
menor de solvente. (Li, Landrault, Fingas, & Llompart, 2003; Popp, Keil, Mdder, Paschke,
& Thuss, 1997; Richter, Ezzell, Knowles, & Hoefler, 1997)
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2.4.2 Técnicas de detecdo, identificacdo e quantificacao
Eletroforese Capilar (EC)

Alguns dos surfatantes aniénicos, catiénicos e ndo anionicos podem ser separados por
eletroforese capilar (EC). Esta técnica tem sido alvo de um estudo mais aprofundado na
analise de surfatantes desde os anos 80 devido a sua simplicidade, versatilidade, rapidez,
volumes de amostras muito reduzidos e através da qual se tém obtido resultados

satisfatdrios. (Colombara, Tavares, & Massaro, 1997; Lin, 2004)

Designa-se habitualmente por eletroforese capilar, a migracdo de ibes por acdo de uma
corrente elétrica aplicada e pode ser utilizada na separacdo de espécies idnicas ou
ionizaveis, em solugdo. Os iGes de carga positiva (surfatantes cationicos) migram no
sentido do elétrodo carregado negativamente, os ides de carga negativa (surfatantes
anidnicos) dirigem-se para o elétrodo carregado positivamente e os surfatantes anfotéricos
migram como catifes ou anides consoante o pH do meio. As diferentes mobilidades dos
i0es séo influenciadas por diversas condi¢cdes especificas como a temperatura, viscosidade
do meio, e outras que permitem a separacdo de compostos numa amostra. (Heinig & Vogt,
1999)

Métodos Cromatograficos

A cromatografia é uma técnica de separacao que permite separar, identificar e quantificar
diversos componentes numa mistura. Este tipo de técnica comecou a ser aplicado na
determinacdo especifica e individual de varios surfatantes. Embora haja diversos
procedimentos aceites para a determinacdo de surfatantes aniénicos, nenhuma destas tem a
combinacdo Otima de simplicidade, rapidez, especificidade e sensibilidade. A
cromatografia em fase gasosa (GC), a cromatografia gasosa/ espectrometria de massa (GC-
MS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) sdo técnicas muito sensiveis que
permitem a identificacdo surfatantes, mas que requerem grandes tempos de preparacao de
amostra e ndo sdo suficientemente versateis para aplicacdes de controlo. (Martinez-
Barrachina, Alonso, Matia, Prats, & Valle, 1999)
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Método Colorimétrico de MBAS

Inicialmente, a investigacdo de importantes propriedades fisico-quimicas das solucgdes
diluidas de substancias ativas de superficie, tais como adsorcdo nas interfaces sélidas, a
taxa de migracdo através das fronteiras e os fendmenos de difusdo, seria facilitada se
houvesse um método réapido, preciso e flexivel para analisar estas solucbes. Apesar de se
encontrar diversos métodos na literatura, ndo havia nenhum método que combinasse estas
trés carateristicas. Atendendo a essa necessidade, em 1945 foi desenvolvido um método
que mostrou a insolubilidade do cloreto de azul-de-metileno em cloroférmio, e os
alquilsulfatos e respetivos sais, que eram solUveis, podiam ser extraidos com cloroférmio
quantitativamente a partir da solugcdo aquosa. A base de um método colorimétrico de
estimacéo parte deste principio. Este método também previa que a extracdo era inibida se a
solugdo aquosa possuisse iguais quantidades de substancias ativas anidnicas e cationicas,
condigdo que permitia determinar o ponto final de uma titulagdo de uma substancia ativa

anionica com uma substancia ativa cationica.

O método desenvolvido baseava-se em adicionar a uma solugdo diluida contendo
substancias ativas anidnicas, uma pequena quantidade de uma solucdo acida de azul-de-
metileno. Essa mistura é agitada com cloroférmio sendo a cor azul é concentrada na
camada de cloroformio. De seguida é adicionada lentamente uma solucdo de brometo de
cetilpiridinio verificando-se a transferéncia de cor da camada inferior de cloroférmio para a
camada superior aquosa. Quando as duas camadas tém a mesma cor, 0 ponto de
equivaléncia é determinado. Com mais uma adicdo de brometo de cetilpiridinio a camada
inferior torna-se incolor. Este processo foi normalizado sendo facilmente utilizado e

aplicado a uma vasta gama de substancias. (Epton, 1947)

Mais tarde, em 1955 foi publicado um novo método aplicado a determinacdo de surfatantes
anidnicos em aguas residuais e que também se tornou aplicavel na determinacdo de
vestigios de surfatantes aniénicos em aguas de rio, em aguas para consumo humano e em
aguas de mar. Tal como os restantes, este baseava-se na extracdo com cloroférmio de um
complexo de surfatante e azul-de-metileno, mas a extracdo é feita em meio alcalino. Este
método ndo estd sujeito a interferéncias de ides inorganicos, permite uma melhor
recuperacdo dos alquilbenzeno sulfonato de sodio frequentemente encontrado em aguas

residuais. (Longwell & Maniece, 1955)
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Mais tarde, foi desenvolvida uma abordagem para a determinacdo de surfatantes aniénicos
em agua de rio e efluentes de ETAR, com recurso a automacao utilizando um processo de
extragdo com solvente em continuo, com analise por injecdo em fluxo. Também tal como
0s anteriores, 0 método baseia-se numa extracdo com cloroférmio do par iénico que reage
com o azul-de-metileno. A separacdo das duas fases & conseguida por meio de um
separador de fase da membrana e a detecdo baseia-se na injecdo de uma fase organica
corada numa corrente de cloroférmio que passa no detetor. Este método revelou resultados
concordantes com os resultados obtidos pelo método de azul-de-metileno em uso na época.
(Valle, Alonso, Bartoli, & Marti, 1988)

Nos ultimos anos, varios métodos tém sido propostos de formar a minimizar as possiveis

interferéncias existentes nas diferentes matrizes

Atualmente, o0 método regulamentado na Unido Europeia (Diretiva 79/869/CEE — Anexo
5) e amplamente aceite para a analise de surfatantes anionicos em amostras ambientais € o
método Substancias Ativas ao Azul-de-Metileno (MBAS), devido a sua alta sensibilidade e
simplicidade.

Este método encontra-se normalizado segundo a 1SO 7875-1:1996 e baseia-se na formacéo
de um complexo entre o surfatante aniénico e uma substancia corada denominada azul-de-

metileno, conforme a figura seguinte:

Azul de metileno

Surfactante anionico

Figura 2.13 — Reacdo entre o azul-de-metileno e um surfatante anionico
(Morita & Santana, 2005)
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O azul-de-metileno € um corante catiénico que é sensivel a compostos anidnicos que
contém uma parte hidrofébica na sua constituicdo. O complexo formado é removido
através de extracbes sucessivas com um solvente orgénico, usualmente cloroférmio em
meio &cido e em presenca de um excesso de azul-de-metileno. E feita uma lavagem
também em meio &cido que permite a eliminacdo de interferéncias e por fim a intensidade
da cor azul da fase organica é posteriormente analisada por espetrofotometria a 652 nm.
(American Public Health Association, 2012)

Apesar de ser um método simples e preciso tem como desvantagens, o longo tempo de
preparacdo da amostra e a necessidade de grandes quantidades de solvente que leva a
producdo de residuos toxicos.
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Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

Existem dois parametros de elevada importancia que demonstram o bom desempenho de
qualquer técnica analitica implementada num laboratorio, que sdo qualidade das medidas
instrumentais e a confiabilidade estatistica dos célculos envolvidos. A validagdo de
qualquer método € um dos passos a ter em conta quando se quer a implementacdo de um
método, pois € através da validacdo que conseguimos garantir a aplicabilidade, fiabilidade
para a qualidade assegurada e demostracdo de competéncia técnica. Nesta fase sdo
efetuados diversos ensaios que permitem definir indicadores e critérios para os mesmos, do
bom desempenho das técnicas como é o caso da seletividade, curva de calibracéo, faixa de
linearidade, sensibilidade do método, limites de dete¢do (LD) e quantificagdo (LQ),
precisdo, exatiddo e robustez. A estimativa destes parametros pode variar de acordo com a
técnica analitica empregue, ou com os guias de validagdo que seguimos. (Ribani, Bottoli,
Collins, Jardim, & Melo, 2004)

Para que no geral todos os laboratorios sigam as mesmas orientacdes, a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) redigiu um guia para validacdo de
métodos analiticos que tem sido utilizado pela 1SO. A norma internacional ISO/IEC 17025
é uma norma especifica para laboratorios de ensaio e calibracdo, onde a validacdo é
referenciada como um dos requisitos técnicos na qualidade assegurada pelos laboratorios.
Também, as agéncias regulatorias dos Estados Unidos (FDA, Food and Drug Agency),
Japdo (MHLW, Ministry of Health, Labour and Welfare) e Unido Europeia (EMEA,
European Medicine Agency) passaram a organizar a Conferéncia Internacional sobre
Harmonizacdo (ICH, International Conference on Harmonization), para estabelecer
padrdes para os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Com o mesmo
objetivo, a ICH elaborou um guia sobre validacdo de métodos que tem sido utilizado
também em outras areas de estudo que ndo apenas a farmacéutica. Na area de Quimica
Ambiental, os métodos padrdes para analise de contaminantes publicados pela Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (EPA, Environmental Protection Agency) contém
orientacdes a respeito da validacdo destes metodos. (Ribeiro, Ferreira, Morano, Silva, &
Schneider, 2008)

A validacdo de um método é um procedimento que requer um grande nimero de ensaios
analiticos e calculos estatisticos e um custo acrescido da técnica. Para tal existem no
mercado softwares, como o EffiValidation, o Method Validation Pack da Agilent e o

Validation Manager, que permitem estabelecer um bom procedimento de validacédo, para
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que de uma forma rapida e com namero representativo de ensaios assegurasse a qualidade
das estimativas, minimizando o custo e potencial instrumental. (Ribeiro, Ferreira, Morano,
Silva, & Schneider, 2008)

Para a validacdo do método de analise para a determinacdo de detergentes foi utilizado
como base 0 “Guia Relacre n.°13 — Validacdo de métodos internos de ensaio em anélise
quimica”, que foi publicado no ano 2000 com o objetivo da uniformizagdo de critérios
utilizados para demonstrar que um método interno de ensaio, nas condi¢cbes em que é
praticado, tem as caracteristicas necessarias para a obtencdo de resultados com a qualidade
exigida. Este documento estabelece linhas de orientacdo a seguir pelos Laboratdrios

Quimicos em Portugal, que pratiquem métodos internos de ensaio.

3.1 Introducéo

Tal como ja foi referido um laboratorio quimico devera reunir numa fase de validacdo os
requisitos necessarios para a obtencdo de resultados de analises quimicas confiaveis. Esta
ideologia esta expressa numa frase que traduz a politica do NIST (National Institute for
Standards and Technology) "Nenhum resultado é melhor que um mau resultado”. (Guia
Relacre N.° 3, 1996)

Os métodos de ensaio e/ou calibracdo que determinado laboratorio realiza, incluindo
métodos de amostragem, devem assegurar a satisfacdo das necessidades do cliente e que
sejam apropriados a sua rotina. O laboratorio deve recorrer a normas internacionais,
regionais ou nacionais para estabelecer qual o método a utilizar, garantindo que segue a
edicdo em vigor de cada norma, a menos que ndo seja adequado ou possivel fazé-lo. Por
vezes é necessario complementar com informacdo contida em outras literaturas validas
para garantir uma correta implementacdo do método. (NP EN ISO/IEC 17025, 2005) Um
método de ensaio é um processo que esta exposto a acumulacdo de erros (sistematicos e/ou
aleatdrios), conduzindo de alguma forma, a resultados finais que ndo correspondem a
realidade. De forma a garantir que os resultados finais e a qualidade dos mesmos sdo 0s
pretendidos é necessario, através da validacdo, definir parametros e critérios para 0s

métodos realizados pelo laboratério. (Guia Relacre N.°13, 2000)
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Existe uma sequéncia de trabalho sugerida para o planeamento e execucdo da validagéo:

» Definir a aplicacdo, objetivo e &mbito do método;

» Definir os parametros de validagdo e critérios de aceitacao;

» Verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento estdo compativeis
com o exigido pelo método em estudo;

* Qualificar os materiais, por exemplo, padrdes e reagentes;

» Planear os ensaios de validagéo;

» Elaborar um procedimento operacional para validagéo;

» Realizar os ensaios preliminares de validacao;

» Ajustar os parametros do método e/ou critérios de aceitacdo, se necessario;

» Realizar ensaios completos de validacao;

» Elaborar um procedimento operacional para execu¢do do método.

Os ensaios e os resultados devem ser documentados e registados. (DOQ- CGCRE-008,
2007)

Esta sequéncia pode se apresentar esquematicamente conforme a figura seguinte:

e  Matriz da amostra
Definicdo do ambito do método
. Compostos

' . Definicédo das caracteristicas de desempenho
Definicéo dos critérios de validagao

‘ e  Critérios de aceitacéo

. Desenvolver testes de caso

Testes de desempenho

Plano de validagao
Relatério de validacao

e  Testes das caracteristicas de desempenho

‘ e SOPs

Testes de rotina em curso . .
. Sistema de testes de adequacéo

Tratar todas as alteracdes através de procedimentos de controlo de alteracoes

Figura 3.1 — Fases de validacdo
(Huber, 2010)
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3.2 Avaliagéo indireta

Neste tipo de validacdo sdo determinados os pardmetros caracteristicos e critérios de
aceitagdo para o trabalho realizado em rotina.

3.2.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e seletividade sdo parametros relacionados com a capacidade de um
método de identificar e distinguir um analito em particular numa mistura complexa
garantindo que o valor obtido corresponde somente ao analito a determinar sem

interferéncia de outras substancias.

De forma a avaliar a existéncia de interferéncias deve-se realizar um teste de recuperacao.
Para tal utiliza-se uma série de amostras, com igual matriz variando a concentracdo do
analito introduzido juntamente com amostra, sendo essas concentragdes bem conhecidas e

deverdo abranger toda a gama de trabalho.

Um método analitico pode ser considerado especifico e seletivo quando na pratica, e apds a
realizacdo de testes de recuperacgéo, se verificar que as taxas de recuperacao sao proximas
de 100%, normalmente entre 80 e 120%. Em determinadas situacdes é possivel que este
intervalo seja mais alargado de acordo com as caracteristicas do método e para outros esses

intervalos podem até ser mais reduzidos. (Guia Relacre N.°13, 2000)

3.2.2 Quantificacdo

Na fase de validacdo é necessario determinar outros parametros de elevada importancia
como é o caso das curvas de calibracdo, gama de trabalho, limiares analiticos e

sensibilidade.
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3.2.2.1 Curvas de calibracao

As curvas de calibracdo séo a relacdo entre o sinal e a concentragdo ou uma quantidade de
substancia conhecida. Inicialmente, na fase de validagcdo, estas curvas sdo efetuadas
diariamente e posteriormente, com base no histérico adquirido, procede-se ao estudo da
sua estabilidade face a critérios de aceitacdo entretanto definidos. Quando se utiliza o
método dos minimos quadrados, o eixo das ordenadas (y) representa a resposta
instrumental do equipamento e o eixo das abcissas (x) representa sempre as concentracoes
dos padrbes. Na fase de validacdo esta também previsto que quando se recorre a0 uso
equipamento/software para efetuar calculos, o laboratério deve evidenciar em que
condi¢des se obtém resultados compativeis. (DOQ- CGCRE-008, 2007)

Gama de trabalho

A gama de trabalho muitas vezes ja se encontra definida em literatura reconhecida, sendo o
seu estudo ndo obrigatdrio, mas se o laboratorio o quiser efetuar pode recorrer ao teste de
homogeneidade das variancias quando envolve o tracado de curvas de calibracdo. Em
métodos em que isso ndo acontece deve-se definir previamente a gama de trabalho tendo
em conta os diversos fatores que poderdo influenciar o trabalho, por exemplo, quantidade

de amostra disponivel.

Para a avaliacdo da gama de trabalho em métodos que utilizam modelos de calibragédo
linear, sdo recomendados pela 1SO 8466-1, dez pontos de calibracdo, ndo devendo ser em
namero inferior a cinco, distribuindo-se de igual modo na gama de concentracfes. O
primeiro e o Gltimo padrdo sdo analisados em 10 réplicas independentes. (Guia Relacre
N.°13, 2000; Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004; Ribeiro, Ferreira, Morano,
Silva, & Schneider, 2008)
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Teste homogeneidade de variancias

Determinam-se as variancias associadas ao primeiro e Gltimo padrdo (S? e SZ,) do seguinte

modo:
10 . — )2
Slz _ Z}:lflyl,} 1 yl) (Eq31)
=
onde:
10 ., .
y, = %y” (Eq.3.2)
i
para i=1 e i=10.
Sendo:

I —0 numero do padrdo (neste caso i vai de 1 a 10)
j — 0 namero de repeticdes efetuadas para cada padrédo

As variancias sdo testadas para examinar se existem diferencas significativas entre elas,
nos limites da gama de trabalho efetuando o calculo do valor teste PG, ou tambem

conhecido por teste F:

SZ

PG = ﬁ se S, > S2 (Eq.3.3)
1
St

PG = 2 se Sz > S& (Eq.3.4)

10

Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher,

para n-1 graus de liberdade:

* Se PG < F: diferengas de variancias ndo sdo significativas e a gama de trabalho esta bem

ajustada;

* Se PG > F: diferengas de varidncias s@o significativas e a gama de trabalho deve ser
reduzida até que a diferenca entre as variancias relativas ao 1° e Gltimo padrédo permitam
obter PG <F.
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Linearidade

A linearidade é a capacidade um método analitico tem para fornecer resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, numa dada faixa de
concentracdo e é obtida por padronizagdo interna ou externa, representada por uma
expressao matematica usada para o célculo da concentracdo do analito de uma amostra
real. (DOQ- CGCRE-008, 2007)

O estudo da linearidade pode ser efetuado através de um modelo estatistico, a partir de um
conjunto de pares ordenados, calcula-se a fungdo de calibracdo linear e a funcdo de

calibracdo ndo linear, bem como os respetivos desvios-padréo residuais, Sy € Sy2.

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equacio seguinte:

DS? = (N =2).55,, — (N =3).5, (Eq.3.5)

em que N é o numero de padrdes de calibracao.

Calcula-se o valor teste, PG:

PG = (Eq.3.6)

Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher:

* Se PG = F: a funcio de calibracio ¢ linear;

* Se PG > F: a funcio de calibracio € nio linear.
No caso de PG > F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.

Também ¢é possivel fazé-lo através de uma representacdo grafica da funcdo juntamente
com o calculo e analise do coeficiente de correlacdo, que frequentemente é utilizado para
indicar se a curva pode ser considerada como modelo matematico. O fato de este fator
representar uma boa correlacdo, ndo indica a existéncia real de linearidade (Guia Relacre

N.°13, 2000)
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Bandas de disperséo e intervalos de confianca

A precisdo da estimativa da concentragdo da amostra depende do erro da medicdo da

amostra e do intervalo de confianca da curva de calibracdo para o valor da concentracéo da

amostra, que esta relacionada com a incerteza associada aos valores estimados de a e b.

A partir das expressdes utilizadas para o calculo de a e b é possivel calcular-se as

variancias desses parametros e estimar y do “verdadeiro” y.

[0 = 2. (i = )]

b= 4 (Eq.3.7)
Z?]:1(xi — X%)?
a= )—1 —b.x (Eq38)
Sendo:
x; — Valores individuais de concentragao
y; — Valores individuais de sinal instrumental
X — Média de valores de x (concentracdo dos padrdes utilizados)
y — Média de valores de y (sinal instrumental)
Yy=y+b(x;—x) (Eq.3.9)
Como y e b ndo estdo correlacionados, s%, pode ser calculado como
55 = 5%+ (x; — %)*sp (Eq.3.10)
O parametro b também pode ser calculado como
b= Zl(xl—_x_hz" (Eq.3.11)
2i(x; — %)
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Como x; sdo constantes vem

2
§2 = Sy/x
b - —
2i(x; — x)?
2 7
e Sy sera
2 2
s s
2 y/x 2 y/x
s5; = + (X —X) '
7 on ' i(x; — X)?
ou

(x; — X)?

si=5s2 l+—
7=\ B — %

Também se pode calcular

. 2 1+ x?
T\ T R — 07

Os intervalos de confianca de 95% podem ser determinados.

B:b + 3% sy,
a:a *t tfl’fg Sa
y:y x trol,_og Sy
Sf,/x Zi(yi —9)?
n-—2

(Eq.3.12)

(Eq.3.13)

(Eq.3.14)

(Eq.3.15)

(Eq.3.16)
(Eq.3.17)

(Eq.3.18)

(Eq.3.19)

Si/x é a variancia dos valores de y em relacdo a linha reta. Existem N-2 graus de liberdade,

uma vez que foram utilizados 2 graus de liberdade para a determinacdo dos parametros da

linha reta.

Si/x pode ser calculada utilizando a seguinte formula

Cy)? [Exyi—XxXyi/N]
(N—Z).SZ Zylz_ N - inz_[(zxi)z/N]

y/x

(Eq.3.20)
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ou

)2 . .
V=252 = Y yp -2, (Z iy - ZXOE) ‘)) (Eq3.21)

Assim para x,, os limites de confianca de 95% para o verdadeiro valor médio de y em um

dado valor de x sera

1 (g — 9)? /2
v 2 85 |(§ 50 s e
14 14

Este é o intervalo de confianca da verdadeira linha de regressdo, as vezes chamada de
regido de trabalho. As curvas sdo hipérboles. A banda de confianca em torno da curva de
calibracdo depende da concegdo experimental dos pontos de calibracdo ao longo do
intervalo de calibragdo. Os termos mais importantes que afetam a largura da banda de
confianca sdo (x, — %)? e X.(x; — x)2. Verifica-se através da equacgio que define s2, que o
valor previsto de y em x4 € um minimo quando xo = X , € x, aumenta a medida que se
afasta de x. Isto significa que quanto maior for a distancia entre x, e X, maior sera o erro
quando se obtém o valor médio dey em x a partir da linha de regressdo. Os termos
Y (x; — x)? dependem da distribuicdo da x; em relagdo a X. Para os pontos extremos
situados ao longo do eixo x possuem uma largura da banda menor mas uma estimativa de
b mais precisa. Teoricamente, 0 erro mais pequeno Vverifica-se quando se obtém um
namero idéntico para valores altos e baixos de x, em ambos os extremos da gama de
calibracdo, sendo este tipo de distribuicdo designado por "duas nuvens"”, conforme é visivel

na figura seguinte:
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Figura 3.2 — Curva de calibracéo teoricamente com o0 menor erro
(Barwick, 2003)

No entanto, nesse caso, ndo é garantido que a linha reta descreve a relacéo verdadeira, uma
vez que ndo existe indicacdo de que se tenha obtido uma falta de ajuste. No trabalho
analitico, a correcdo do modelo linear nem sempre € evidente a priori € 0s pontos de

calibragdo normalmente sdo uniformemente espagados ao longo do intervalo de calibracéo.

Para uma futura observacao individual y, = a + bx,, obtém-se

1 (o —©)? /2
o35+ 5 ) e

Este intervalo de confianca é muitas vezes chamado a banda de disperséo.

Conhecendo o intervalo de confianga em torno da linha de calibragdo também é possivel o
calculo da banda de confianca em torno da concentracdo prevista xg; de uma amostra

desconhecida.

1

— 2 /2

X + £00 l+1+ (s = 9)* Sy/x (Eq.3.24)
- n-2 m N bZ Zi(xi —f)z bZ

onde m ¢é o numero de medicdes repetidas yg para a mesma amostra com concentragdo
desconhecida x. A faixa de confianca em torno da concentracdo prevista também pode ser

estimada graficamente. (Massart, Vandeginste, Deming, Michotte, & Kaufman, 1990)
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3.2.2.2 Limiares analiticos

Para a determinacdo dos limiares analiticos existem diversas abordagens, sendo que algumas se
encontram recomendadas na bibliografia internacional e que se resumem de seguida. Estes
deverdo ser avaliados e atualizados sempre que o laboratério considere necessario ou em
situacBes especificas como uma alteracdo de equipamento, mudanca de instalacbes entre

outros.

Quando o tragado de uma curva de calibragdo é feito com escalas nédo lineares, como é o caso
de gréaficos semi-logaritmicos, os limiares analiticos deverdo ser avaliados de forma diferente e

Caso a caso.

Limite de detecéo (LD)

Em amostras com baixos niveis do analito ou de uma propriedade torna-se necessario
conhecer qual o menor valor de concentragdo do analito ou da propriedade que o método
consegue detetar, como por exemplo, analise de tragos. O termo “limite de detecdo” ndo €
aceite universalmente, apesar de ser usado em alguns documentos setoriais. Em regra, o
limite de detecdo do equipamento (LDE) esta definido como a concentracdo do analito que
produz um sinal de trés a cinco vezes a razéo sinal/ruido do equipamento. O LD do método
é definido como a concentragdo minima de uma substancia medida com 95% ou 99% de
confianca de que a concentracdo do analito € maior que zero. A determinacdo do LD
devera ter em conta todos os tipos de amostras analisadas pelo laboratério, desde a dgua
reagente (branco) até aguas residuais, todas contendo o analito. O valor do LD podera
apresentar diferentes valores para um mesmo procedimento analitico em funcéo do tipo da
amostra a analisar. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13, 2000)

Em termos quantitativos o limite de detecdo é obtido por:

a) Caso geral

LD =x4+K.0o, (Eq.3.25)
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em que :

- xo € a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrdes vestigio
(entre 10 e 20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vérios
dias de trabalho, isto &, reproduzindo o mais possivel a situacdo de rotina;

- 6o representa o desvio padrdo associado a x,.

Se a lei de probabilidade de x,é suficientemente conhecida e partindo do principio que é
gaussiana (distribuicdo normal de erros) entdo toma-se o valor de K = 3,3 para um nivel de
confianca de cerca de 99,7%.

Assim,

LD = x4+ 3,3.0, (Eq.3.26)

b) Caso em que 0 método envolve a utilizagcdo de uma calibracdo linear

Neste caso ter-se-a:

3,3.Sy/x

LD = (Eq.3.27)

em que:

- Syix € 0 desvio padrdo residual da curva de calibragcdo (ver método dos minimos
quadrados)

- b é o declive da mesma.

Inicialmente, na validacdo de um método analitico é suficiente fornecer uma indicacéo do

intervalo de dete¢do do analito, por exemplo, “Branco + 3s” ou “ 0 + 3s
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Limite de quantificacéo (LQ)

O LQ corresponde a concentracdo a partir da qual é possivel quantificar o analito dentro
dos limites de exatiddo e precisdo do método (erro relativo em relacdo ao padréo vestigio e
coeficiente de variagdo, respetivamente). Em rotina corresponde normalmente ao padréo de
calibracdo de menor concentracéo (excluindo o branco). A determinagdo do LQ podera ser
efetuada através da passagem, em condi¢bes de precisdo intermédia, de uma série de
padrdes internos, cuja concentracdo € proxima ou igual ao LQ. Este valor, apos ter sido
determinado, deve ser testado para evidenciar se a exatidao e precisdo sdo adequadas, isto
porque quanto menor a for a concentracdo do LQ menos precisdo teremos para valores
préximos do mesmo. Em métodos onde se deseja mais precisdo em torno do LQ deve-se
optar por valores de concentracdo maiores. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13,
2000)

Quantitativamente, o LQ é determinado por:

a) Caso geral

em que:

- Xo € a média aritmética do teor medido de uma série de brancos (entre 10 e 20
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de varios dias de
trabalho, isto é, reproduzindo o mais possivel a situacdo de rotina;

- g, representa o desvio padrdo associado a x,.

b) Caso do padréo vestigio ou branco fortificado

Tal como ja foi referido anteriormente, para a estimativa do LQ recorre-se a um conjunto
de padrdes vestigio ou brancos fortificados, independentes, testados em condicdes de
precisdo intermédia, sujeitos a estudos de exatidao e precisdo. Aceite-se como estimativa
do LQ, a concentracdo utilizada, desde que os parametros antes citados revelem niveis

aceitaveis, em regra valores cujo desvio é inferior a 10%.
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c) Caso em que 0 método envolve a utilizacdo de uma calibracédo linear

_ [msy/x] (Eq.3.29)

LQ b

em que :

- Syix € 0 desvio padréo residual da curva de calibragdo

- b é o declive da mesma.

Este limite é utilizado frequente e preferencialmente nos relatorios de ensaio, devendo ser

identificado e quantificado de forma clara. (Guia Relacre N.°13, 2000)

3.2.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade de um método corresponde ao declive da curva de calibracdo que relaciona
os resultados y obtidos com a concentracdo ou quantidade de componente x a determinar.
Pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor lido AL e a variacdo da

concentragdo AC correspondente aquele acréscimo.

AL
S ih. = — Eq.3.30
ensi A (Eq.3.30)

A sensibilidade apresenta um valor constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual
ao declive dessa curva de calibracéo se essa for definida por um modelo linear. No caso de
ser definida por uma funcdo quadratica (polindmio de 2° grau do tipo y = c.x2+d.x+e), a
sensibilidade sera dada por y = 2.c.x+d nesse ponto de concentracdo, ou seja, a derivada do
polinémio. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13, 2000)
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3.2.3 Precisao

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a dispersao de resultados em redor de um
valor médio, sendo o seu valor numérico determinado pelo desvio padréo relativo (DPR)

ou também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), conforme a expressdo seguinte:

100.s
DPR = E (Eq.3.31)

Onde:

s — Desvio padréo
x — Valor médio do namero total de medidas, N, sendo x; cada uma das medidas

individuais
1
n _ 2 /2
s = z (i = %) (Eq.3.32)
L. N-1
=n
n
F= ) o (Eq.3.33)
i=

De forma a minimizar efeitos de matriz, o estudo da precisdo devera preferencialmente ser
efetuado sobre amostras apesar de se pode efetuar entre ensaios independentes ou padrdes,

em condicdes definidas.

A precisdo pode ser avaliada em trés medidas, designadas por repetibilidade, precisdo
intermédia e reprodutibilidade. (Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004; Ribeiro,
Ferreira, Morano, Silva, & Schneider, 2008)

3.2.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo dos resultados dentro do préprio laboratério
envolvendo ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em condicbes tdo estaveis
quanto possivel, tais como o0 mesmo laboratdrio, 0 mesmo analista, 0 mesmo equipamento,
0 mesmo tipo de reagentes e em curtos intervalos de tempo.

A repetibilidade pode ser determinada recorrendo a resultados de um ensaio

interlaboratorial ou resultados do proprio laboratério. No primeiro caso, o nimero de
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medicGes sera N > 2 para cada valor de concentragdo enguanto para 0 segundo caso
teremos N > 10 sobre uma mesma amostra ou padrdes, em condigdes de repetibilidade.
Nestas condicdes facilmente se determina o limite de repetibilidade (r) valor abaixo do
qual se deve situar a amplitude em médulo de duas determinacdes, isto €, |x; — x;_,| < .
(DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13, 2000)

O limite de repetibilidade é dado por:

r=tv2.5, (Eq.3.34)

Sendo,

X[y = 1).5%]
B ﬁ,=1(nwi - 1)

S2 (Eq.3.35)

$% — Variancia de repetibilidade dos resultados considerados de cada laboratdrio

§2 . — Variancia dos resultados considerados de cada laboratério
(n,,; — 1) — Graus de liberdade da série de analises

p — nimero de laboratérios participantes

Se considerarmos um nivel de confianca de 95% o limite de repetibilidade € dado por:

r=196.v2.5, & r=28.5, (Eq.3.36)

Também a partir dos dados obtidos é possivel determinar o Coeficiente de Variacdo de
Repetibilidade (CV,) por divisdo do desvio padrdo de repetibilidade pela média dos valores
considerados (Guia Relacre N.°13, 2000)

S
cV, = % x 100 (Eq.3.37)

48

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

3.2.3.2 Precisao intermédia

A precisdo intermédia é realizada tendo em conta a mesma amostra, amostras idénticas ou
padrdes, utilizando 0 mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratorios diferentes.
Este parametro permite avaliar o impacto das alteracGes que poderdo ocorrer no dia-a-dia
do laboratério, tais como, a realizacdo do ensaio por diferentes analistas, em diferentes
equipamentos, diferentes épocas e avaliar o efeito com/sem verificacdo da calibracdo. A
avaliacdo da precisdo intermédia deve-se variar um fator apenas para se efetuar o estudo
evitando a variagdo de mais do que um fator em simultaneo. (Ribani, Bottoli, Collins,
Jardim, & Melo, 2004)

A precisdo intermédia € o parametro que permite uma representacdo mais significativa da
variabilidade dos resultados num laboratério e em regra para a sua determinacdo sdo
realizadas N medicgdes em replicado, duplicado ou em ensaio Unico, sobre a amostra, nas
condicdes pre-definidas para posterior tratamento da forma que o laboratorio achar mais
adequada, que ira depender do ensaio e do tipo de aplicagdo do estudo da precisdo

intermédia.
As formas mais usuais de determinar e controlar a precisdo intermedia sao:

» Cartas de Controlo de Amplitudes, que poderdo ser aplicadas, entre outras, para
réplicas, para duplicados de amostra e para padrdes estaveis ao longo do tempo,
segundo a 1ISO 5725-6 e a ISO 8258;

» Por célculo do desvio padrdo de precisdo intermédia, de acordo com a ISO 5725-3.
Neste caso, a determinacdo da precisdo intermédia é feita através da recolha de n

valores de m ensaios de amostras ou padrdes.

Z jk — ¥))? (Eq.3.38)

1k=1

t
j=

1
n(m-—1)

49

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

Sendo:

Sicy — desvio padrdo de precisdo intermedia (onde os simbolos relativos as
condi¢des intermédias de precisdo podem aparecer entre paréntesis);

n — n° de amostras ensaiadas;

m — n° ensaios efetuados por amostra;

j — n° da amostra (que vai de 1 a n amostras);

k —n° do resultado obtido para a amostra j (que vai de 1 a N);

¥ji — resultado individual (k) para a amostra j de 1 a n;

¥y, — representa a média aritmética dos resultados da amostra j de 1 a n.

(DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13, 2000)

3.2.3.3 Reprodutibilidade

O objetivo da reprodutibilidade é verificar a homogeneidade de resultados quando uma
mesma amostra é realizada por um mesmo método mas variando as condices de medicdo.
A sua determinacdo é obtida pela realizacdo de ensaios interlaboratoriais (EIL), onde
varios fatores podem influenciar este parametro de desempenho, incluindo diferengas de
temperatura ambiente e humidade, equipamento com caracteristicas diferentes, reagentes
de diferentes fornecedores ou diferentes lotes e operadores com diferentes experiéncias e
rigor. ( (Huber, 2010)

3.2.4 Exatidao

Este parametro pode ser determinado através de Materiais de Referéncia Certificados (MRC),
Ensaios Interlaboratoriais (EIL) ou através de Testes comparativos, processos de avaliacdo

direta que se encontram descritos no ponto 3.3.
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3.2.5 Robustez

A robustez de um método de ensaio permite avaliar a capacidade que esse possui quando
sujeito a pequenas variagdes (por exemplo, de temperatura, concentracdo do analito, ou
outros) que possam ocorrer quando esta a ser executado, sem que a sua exatidao e precisdo
sejam afetadas, logo quanto maior for a robustez de um método, maior sera a sua precisdo.

Este parametro s6 podera ser avaliado numa fase final da validagdo do método.

O teste de Youden é um teste simples que permite ndo s6 avaliar a robustez do método,
assim como o tipo influéncia (por excesso ou por defeito) de cada uma das variagdes nos
resultados finais. Para a realizacdo deste teste sdo necessarios ensaios em replicado sobre
uma amostra (normalmente até oito, pois acima deste nimero a analise da robustez torna-
se dificil), realizados segundo um plano de controlo de fatores (até um méaximo de sete),
suscetiveis de influenciarem o processo. (Guia Relacre N.°13, 2000; Ribani, Bottoli,
Collins, Jardim, & Melo, 2004)

3.3 Avaliacéao direta

A avaliacdo direta consiste em estudos comparativos entre os resultados obtidos pelo
método do laboratdrio e outros métodos pré-estabelecidos. Através da avaliacdo direta é

possivel determinar a exatiddo de um determinado método de ensaio.

A exatiddo representa a proximidade entre o valor medido e o valor de referéncia aceite
como verdadeiro e relacionam-se com o erro absoluto de uma medida, implicando uma
combinacdo de componentes de erros aleatorios e componentes de erros sistematicos.
(Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004)

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de uma metodologia séo,

entre outros, 0s seguintes:

» Materiais de Referéncia Certificados;
* Ensaios Interlaboratoriais;

» Comparacao de métodos.
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3.3.1 Materiais de Referéncia Certificados (MRC)

Os MRC sdo uma ferramenta importante na validacdo de um método e sempre que
possivel, o laboratério devera utiliza-los. Estes materiais possuem um valor de
concentracdo (ou outra grandeza) para cada parametro e uma incerteza associada, sendo
que, em alguns casos como nos MRC multi-componente, podem ndo apresentar valor de
incerteza, e sdo sempre acompanhados do respetivo certificado. Os MRC séo fornecidos
por um organismo reconhecido e credivel, como exemplo:

* IRMM - Institute for Reference Materials and Measurements;

* NIST - National Institute of Standards and Technology;

» US Geological Survey dos Estados Unidos da América;

» US Environmental Protection Agency dos Estados Unidos da América;

» National Research Council do Canada;

* Agéncia Internacional de Energia Atomica. (Ribani et al., 2004)

Para avaliar a exatiddo entre os valores obtidos na analise de um MRC e o valor
apresentado no certificado, o laboratério pode recorrer a varios critérios tais como o erro
relativo, teste de hipoteses, z-Score ou o erro normalizado. No caso do valor obtido néo se
encontrar dentro do intervalo de incerteza indicado no certificado, o laboratério deve
efetuar um plano de acgdes corretivas por forma a detetar as causas desse desvio e tentar
elimina-las ou aceita-las. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.°13, 2000)

3.3.2 Ensaios Interlaboratoriais (EIL)

Outra forma de avaliar a exatiddo de um metodo € atraves dos EIL, que séo diferentes de

acordo com o objetivo a que se destinam.

- Ensaio Interlaboratorial de Aptiddo ou Competéncia que se destina a avaliar o

desempenho dos laboratdrios participantes, deve estar rastreado a um MRC e o0s
laboratdrios sdo livres para utilizarem o método que entenderem por forma a evidenciar a
exatiddo e precisdo dos seus resultados. Em muitos casos este tipo de EIL é uma condicao

imposta para a acreditacdo do laboratério;
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- Ensaio Interlaboratorial de Normalizac&o é apenas permitida a utilizacdo exclusiva de um

método, sendo este tipo de EIL adequados para estudos de reprodutibilidade e
repetibilidade do mesmo, demonstrando em simultaneo que tem uma precisdo compativel

com a de outros laboratorios;

- Ensaio Interlaboratorial Comparativo é permitido a utilizagcdo de mais do que um método

de ensaio, mas executados por um mesmo protocolo para comparacao de resultados;

- Ensaio Interlaboratorial de Consenso ou Conformidade visa a determinacdo de
propriedades de um ou mais materiais por varios laboratorios, que futuramente poderao ser

utilizados em EIL ou para controlo de qualidade;

- Ensaio Interlaboratorial de Certificacdo varios laboratérios realizam ensaios a um

material candidato a MRC, por métodos adequados, por forma a estabelecer valores

certificados e respetivas incertezas para as carateristicas do material ensaiado.

Apo6s uma andlise cuidada dos resultados obtidos pelo laboratorio nos EIL é possivel a
realizacdo de um plano de ac6es corretivas, por forma a manter ou melhorar o desempenho
do laboratério. (Guia Relacre N.° 7, 1996; Guia Relacre N.°13, 2000)

3.3.3 Comparacao de métodos

A comparacdo de métodos permite avaliar a proximidade entre os resultados obtidos pelo
método em desenvolvimento e os resultados obtidos a partir de um método tomado como
referéncia A comparacdo baseia-se na realizacdo de ensaios em replicado, utilizando os
dois métodos de ensaio, em separado sobre as mesmas amostras, considerando apenas uma
gama restrita de concentragdes ou em toda gama em que se pretende validar o método.
(Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004)
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A exatid@o entre os dois métodos pode ser determinada de vérias formas. As apresentadas
de seguida encontram-se disponiveis no software como a folha de calculo “Microsoft Excel”
que permite o seu calculo facilmente:

» Teste de hipdtese: teste t das médias;

» Teste de hipbtese: teste t das diferencas (amostras emparelhadas);

» Teste daregressao linear entre dois métodos. (Guia Relacre N.°13, 2000)

3.4 Incerteza

Todos os estudos realizados ao longo do processo de validagdo do método produzem dados
que podem ser aplicados na estimativa da incerteza da medicao associada aos resultados do
método em rotina. Na realidade um resultado pode estar afetado por véarias fontes de
incerteza, por exemplo, amostragem, condi¢Ges de armazenamento, efeitos instrumentais,
pureza dos reagentes, estequiometria pressuposta, condi¢cbes de medicdo efeitos da
amostra, corre¢des do branco, efeitos do operador, entre outros. (EURACHEM/CITAC,
2012)

Existem guias e normas (OGCO007 da Relacre, JCGM 100:2008, Guia Eurachem e outros)
que descrevem as varias formas de quantificar a incerteza da medicao. As abordagens mais
usuais séo:
* Abordagem “passo a passo”, “componente a componente”, subanalitica ou, na
lingua inglesa, abordagem “bottom-up”;
» Abordagem baseada em informacéo interlaboratorial ou supralaboratorial,
» Abordagem baseada em dados da validacdo e/ou controlo da qualidade do método

analitico recolhidos em ambiente intralaboratorial ou supra-analitica.

Qualquer uma destas abordagens é valida, ou até outras, desde que demonstrem que séo
tecnicamente validas e aplicaveis aos métodos em estudo. A escolha da mesma tera de ter
em conta a informacdo e recursos disponiveis, bem como da dimensdo necessaria da

estimativa da incerteza tendo em conta o objetivo do ensaio.
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3.4.1 Abordagem “passo a passo”
Este tipo de metodologia divide-se nas seguintes etapas a aplicar sequencialmente:

» Especificar a mensuranda e identificar as possiveis fontes de incerteza;

* Quantificar as variaveis de entrada;

* Quantificar a incerteza padrdo associada a todas as fontes de incerteza
identificadas;

+ Identificar e quantificar correlagdes entre variaveis;

» Calcular o resultado da mensuranda em funcéo das variaveis de entrada;

* Calcular a incerteza combinada;

» Calcular a incerteza expandida;

» Expressar o resultado com incerteza expandida.

Neste tipo de abordagem deve-se ter em conta varias opera¢fes com incerteza associada,
tais como, a pesagem, medicdo de um volume, diluicdo de uma solucdo, medigdes fisicas,
métodos de ensaio de leitura direta em equipamentos ou resultados obtidos por métodos

instrumentais de andlise.

3.4.2 Abordagem baseada em informacao interlaboratorial ou supralaboratorial

Recorrendo aos resultados de EIL é possivel estimar a incerteza associada aos resultados
reportados ao laboratorio. A aplicacdo desta abordagem pode ser dividida nas etapas
descritas para a aplicacdo da abordagem “passo a passo”. Por vezes nao ¢ necessaria a
combinacdo dos resultados obtidos nos EIL com outras fontes de incerteza e, portanto,
existem etapas que sdo substituidas pela quantificacdo da incerteza padrao estimada com
base nos dados desses ensaios, como é 0 caso da etapa em que se quantifica a incerteza
padrdo associada a todas as fontes de incerteza identificadas, a etapa de identificacdo e

quantificacdo de correlagcdes entre variaveis e o calculo da incerteza combinada.
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Existem trés formas de efetuar esta abordagem:
» Através do desvio padrdo de reprodutibilidade do método analitico, previamente
definido em norma de ensaio, ou obtido através de ensaio interlaboratorial;
* Recorrendo ao desvio padrdo de resultados de participantes em ensaio
interlaboratorial multi-métodos;
« Utilizando a disperséo das diferencas entre valores de referéncia e resultados do

laboratério, em ensaios interlaboratoriais.

3.4.3 Abordagem baseada em dados da validagéo e/ou controlo da qualidade do

método analitico

Esta abordagem consiste na combinacédo das incertezas associadas a precisao e exatiddo do
método, com recurso a dados de validacdo e/ou do controlo interno da qualidade do

método estimados em ambiente intralaboratorial.

Aplica uma expressdo multiplicativa, em que as componentes de incerteza sao combinadas
como componentes independentes. Em caso particulares, como componentes de uma
expressao aditiva dependendo do facto de se considerar numa gama variada ou estreita de

concentragdes, respetivamente.

Tal como as anteriores, também a esta abordagem pode ser aplicada as etapas existentes na
abordagem “passo a passo”, em que a fontes de incerteza individuais sdo as associadas a
precisdo, exatidao e as fontes de incerteza mantidas constantes na sequéncia do estudo da
precisdo e exatiddo do método, sendo que estas Ultimas normalmente sdo desprezaveis.
(EURACHEMI/CITAC, 2012; OGC007, 2007)
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Um método de ensaio quando € implementado devera ser descrito e caraterizado
documentalmente o mais detalhado possivel, de modo que qualquer pessoa com preparagao
adequada o possa executar. A descricdo e caraterizacdo do método deverdo seguir 0s
referenciais normativos existentes, sendo que o Laborat6rio seguiu, para 0 método MBAS
em estudo, o procedimento descrito no SMEWW enquadrado com a norma NP EN

ISO/IEC 17025 pela qual se encontra acreditado.

No ambito do desenvolvimento desta tese revelou-se necessario a introducéo de algumas
modifica¢fes para uma melhor compreensao e objetividade da técnica existente (Anexo 6)
originando numa nova técnica (Anexo 7). Essas modificacdes ficam como sugestdo ao

laboratdrio e resumem-se de seguida:

- Uma modificacdo que se revelou necessaria foi a introdugdo de um indice para uma

localizacdo mais facilitada dos pontos de interesse;

- Umas das inovacdes sugeridas é a numeracao dos elementos descritivos do método, tal
como as normas, guias ou qualquer documento de caracter orientativo € numerado de

forma a facilitar a identificacdo dos mesmos;

- Um fator que também foi tido em conta foi a escrita da técnica, que foi feita de forma
clara, simples e objetiva para o técnico que executa 0 ensaio ou qualquer pessoa que a

necessite de consultar;

- A seguranca dos técnicos é uma das prioridades em qualquer laboratério, para tal foi
adicionado um elemento descritivo com a identificacdo dos perigos dos reagentes
manuseados na preparacdo e durante o ensaio. A identificacdo foi efetuada de acordo com
0 Regulamento (CE) 1272/2008 [EU-GHS/CLP];

- De igual importancia, o EPI obrigatério e facultativo foi acrescentado no novo
procedimento de analise, para que qualquer técnico esteja sensibilizado para os eventuais

perigos a que possa estar sujeito;

- Outra inovacdo introduzida foi a escrita do documento contemplando uma margem com

anotacdes importantes ou de carater informativo para quem o consulta.

Com estas alteracdes pretende-se uma melhor ligacdo entre a execucdo da técnica e a sua

validacdo segundo 0s normativos vigentes.
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Para uma melhor compreensdo dos campos existentes, a figura seguinte ilustra uma pégina

exemplar do procedimento de analise elaborado:

Indicagéo do nome da anélise

Indicagdo do

nimero da

descrita no procedimento N f pagina atual/total de paginas

Indicacédo do
elemento
descritivo
respetivamente

numerado

Indicacéo de
quem elaborou o
documento

Simbolo do Laboratério N
)

Procedimento de Andlise

Determinacdo de Detergentes (Surfatantes Anidnicaos)
como substancias ativas oo azul-de-mefileno (MBAS)

Pag. 310

Bal. XX Revw. MX
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Figura 4.1 — Pagina de exemplificagdo da construcdo do novo procedimento de anélise
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A utilizacdo desta técnica permite a obtencdo de resultados para diferentes amostras
analisadas no Laboratorio provenientes de clientes internos (outras divisdes/departamentos
dos SMAS de Sintra) e clientes externos. Em qualquer um dos casos, o resultado € enviado
aos mesmos num relatério de ensaio (Anexo 8), onde para além dos dados do cliente
também os dados referentes a amostra (tipo de amostra, data da colheita, tipo de
amostragem e outros) se encontram indicados. No relatorio existe a indicagdo do resultado,
as unidades em que séo expressos e também os valores limites (Valor Maximo Admissivel
e Valor Maximo Recomendado) que permitem avaliar se a amostra cumpre ou nao a

legislacdo em vigor.
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5.1 Validagéo indireta

Para a implementacdo da determinacdo de surfatantes anidnicos pelo método MBAS, o
Laboratério efetuou alguma pesquisa bibliogréfica inicial que permitiu o desenvolvimento
do procedimento de analise, como ja foi visto anteriormente, e avaliou a sua capacidade

para a respetiva implementacao.

Para tal utilizou-se um espectrofotémetro UV-Vis de feixe duplo Thermo Scientific
Evolution 300, cujo principio de funcionamento se baseia em passar um feixe de luz
através da amostra e medir a intensidade da luz que chega ao detetor por comparagdo com
uma solucdo de referéncia, que no caso deste trabalho é o cloroférmio. Para o correto
manuseamento do equipamento, realizacdo da analise e para guardar os respetivos dados
da mesma existe um procedimento auxiliar interno do Laboratério de Aguas do SMAS,
Sintra (PArql9, EdO1Rev00 - Instrucdes de funcionamento espectrofotometro) que se

apresenta no Anexo 12.

Associado ao espetrofotometro existe um programa informatico VisionPro, no qual foram
definidos varios parametros que permitiram a realizacdo da analise, sendo um deles o
comprimento de onda que, apesar de se encontrar definido em bibliografia de referéncia foi

confirmado o valor de 652 nm ao efetuar um varrimento. (Anexo 9)

O Laboratorio efetuou diversos ensaios que permitiram a obtencdo dos varios parametros
necessarios, referidos na parte introdutoria deste trabalho, para validacdo do mesmo. Com
base na determinacdo desses parametros foi possivel estabelecer os seus respetivos
critérios de aceitacdo para o futuro trabalho de rotina. Ao longo de alguns meses foram
construidas curvas de calibracdo diarias, diversas amostras com diferentes matrizes
(residuais, industriais, consumo, EIL), algumas em duplicado, padrdes de controlo e
ensaios de recuperacdo também foram analisados. Para a fase de validacdo, os dados
necessarios foram obtidos considerando a curva de calibracdo da figura 5.1 cujo declive é
de 0,00321 e a sua ordenada na origem € de 0,00283.
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0,7000 -
0,6000 - y =0,00321x + 0,00283
R%=0,9998
o 0,5000
Ke]
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Figura 5.1 — Curva de calibracéo utilizada na validacdo do método absorvancia vs concentracdo

5.1.1 Especificidade e seletividade

Por forma a avaliar a especificidade e seletividade do método a implementar, durante a
fase de validacdo foram realizados alguns ensaios de recuperacdo preparados de acordo
com a técnica definida pelo laboratério (Anexo 6): numa ampola de decantacéo de 500 mL
coloca-se 100 mL de amostra (com ou sem diluicdo), a qual se adiciona o volume de
padrdo de controlo necessario para se obter a concentracdo desejada, normalmente 10 mL
da solugdo de 10 mg/L de LAS para se obter um valor de concentracdo de 100 ug MBAS.
Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 5.1 e da sua analise podemos afirmar
que se trata de um método especifico e seletivo uma vez que os valores dos ensaios de

recuperacdo se aproximam dos 100% como € desejado.
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Tabela 5.1 — Ensaios de recuperacdo

Data Camostra Vamostra Chpadrio Vpadrao Cer Recuperacéo
(ng) (mL) (ng) (mL) (ng) (%)
08-03-2012 84,688 100 10 1 94,187 95,0
21-05-2013 24,649 100 10 1 34,355 97,1
14-06-2013 16,452 100 50 5 69,041 105,2
14-06-2013 13,149 100 50 5 63,586 100,9
14-06-2013 21,2275 100 50 5 68,598 94,7
18-06-2013 17,143 100 100 10 115,210 98,1
05-07-2013 15,3635 100 100 10 116,505 101,1
24-09-2013 85,3365 100 100 10 168,258 91,5
27-09-2013 48,3495 100 100 10 140,301 92,0
22-10-2013 13,840 100 100 10 110,489 96,6
22-10-2013 13,090 100 100 10 113,217 101,4

A formula que permitiu determinar as taxas de recuperacéo foi a seguinte:

CER - Camostra % 100

% recuperagao = (Eq.5.1)

Cpadrﬁo

Onde,
Cgr € a concentracdo obtida no ensaio de recuperacao;

Camostrq & @ CcONcentracio referente & contribuicdo da amostra no ensaio de recuperacéo. E
dada pela concentracdo da amostra, que é obtida diretamente do ensaio realizado sobre a
mesma, a multiplicar pelo seu fator de diluicdo que é obtido pela divisdo do volume de
amostra utilizado no ensaio de recuperacdo (Vgg amostra) PEIO vVolume total do mesmo

(Viotar)- 1sto €é:

VER amostra (Eq 5 2)

Camostra = lensaio da amostra Vv
total
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Cp

recuperacio. E dada pela concentragdo tedrica do padrdo a multiplicar pelo seu fator de

adrao € @ concentracdo refente a contribuicdo tedrica do padrdo no ensaio de

diluicdo que é obtido pela divisdo do volume de padréo utilizado no ensaio de recuperacéo

(ViR padrao) Pel0 volume total do mesmo (Vioeq). IStO €:

VER padrao (Eq 5 3)

Cpadréo = Censaio do padrao %
total
5.1.2 Quantificacdo
5.1.2.1 Curvas de calibracéo
Gama de trabalho

A gama de trabalho foi analisada, apesar de estar definida na referéncia bibliografica
reconhecida SMEWW (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater)
que refere que o metodo apresenta linearidade de 10 a 200 pug de MBAS.

Para tal foi analisada a estabilidade da gama de trabalho em condicbes de repetibilidade
(leitura de pelo menos 10 padrdes com as concentracfes de 10 e 200 pg MBAS mesmo
dia) e de reprodutibilidade (leitura dos padrdes com as concentracbes de 10 e 200 g

MBAS em diferentes dias). Os resultados obtidos s@o apresentados nas tabelas 5.2 e 5.5.

Tabela 5.2 — Estabilidade da gama de trabalho em condi¢des de repetibilidade

Padréo 10 pg Padré&o 200 pg
Absorvancia Absorvancia
0,0362 0,6586
0,0356 0,6780
0,0358 0,6672
0,0343 0,6658
0,0350 0,6544
0,0333 0,6613
0,0339 0,6669
0,0339 0,6652
0,0346 0,6659
0,0343 0,6761
0,0351 0,6771
0033%
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Para verificar a estabilidade da gama de trabalho em condi¢Ges de repetibilidade
determinou-se a média, o desvio-padrdo, a variancia e o respetivo coeficiente de variacao

cuja férmula se apresenta na equacgéo 5.4:

sdi
CV(%) = _me e — x 100 (Eq.5.4)
desvio — padrao

Através da utilizacdo de software, como a folha de calculo “Microsoft Excel” que permitiu 0

seu calculo de forma facil.

Tabela 5.3 — Valores médios, desvio padrao, variancia e coeficiente de variacdo dos padrdes extremos em

condigBes de repetibilidade

Padrdo 10 pg Padréo 200 pg
Média 0,035 0,667
Desvio Padréo 0,001 0,008
Variancia 8,602x107 5,735x10°
CV (%) 2,679 1,136

Também para os mesmos valores foi efetuado o teste de homogeneidade de variancias
recorrendo novamente a folha de calculo “Microsoft Excel”, através das ferramentas
disponiveis (“Dados - Anélise Dados — Teste F: duas amostras para variancias”). Os resultados

obtidos apresentam-se na tabela seguinte:

Tabela 5.4 — Resultado do Teste F: duas amostras para variancias

Padréo 10 pg Padr&o 200 pg
Média 0,034625 0,666954545
Variancia 8,60227E-07 5,73547E-05
Observacoes 12 11
Gl 11 10
F 0,014998367
P (F <=f) uni-caudal 2,22695E-08
Feritico UNi-caudal 0,350431486

Deste teste pode-se concluir que a gama de trabalho esta bem ajustada pois F < Fcitico € 0S
padrdes extremos apresentam CV inferiores a 10%.
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Tabela 5.5 — Estabilidade da gama de trabalho em condices de reprodutibilidade

Data Padréo 10 kg Padréo 200 Hg
Concentracgao Concentracgdo
01-02-2013 9994 e
08-03-2013 9,865 205,184
15-03-2013 11,015 199,763
16-04-2013 9,648 214,342
17-05-2013 - 202,148
21-05-2013 9,096 198,955
14-06-2013 8,864 195,125
18-06-2013 10,437 201,993

Para a analise da estabilidade da gama de trabalho em condicGes de reprodutibilidade foi
calculada a média, o desvio-padrdo, o coeficiente de variacdo e do erro relativo (Er) dos
valores obtidos para os padrdes extremos (10 e 200 ug MBAS) em diferentes dias,

conforme a tabela seguinte:

Tabela 5.6 — Valores da média, desvio padréo, variancia e coeficiente de variacdo dos padrdes extremos em
condicOes de reprodutibilidade

Padrdo 10 pg Padréo 200 pug
Média 9,846 202,501
Desvio Padréo 0,742 6,086
CV (%) 7,538 3,006
Er (%) 1,545 1,251

O erro relativo em percentagem foi determinado de acordo com a equacéo

Valor Experimental — Valor Tedrico
Er (%) = : Valor Tebrico x 100 (Ea-535)

Em termos de reprodutibilidade, a gama também se encontra bem ajustada uma vez que 0s
padrbes extremos da curva, 10 e 200 ug apresentam CV inferiores a 10%.
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Linearidade

Para avaliar a linearidade recorreu-se a0 modelo estatistico para determinar as equacgdes
das curvas de calibracdo considerando um ajuste de 12 ordem (ou linear) e um ajuste de 22
ordem. Para tal utilizou-se folha de célculo, onde foram introduzidos os valores de
concentracdo e das absorvancias que permitiram a construcdo da curva de calibracdo com
ajuste linear. Com as concentragdes ao quadrado e os valores de absorvancia construiu-se a

curva de calibragdo com ajuste de 22 ordem (Anexo 10).

A partir desses dados e com a ferramenta “Dados — Analise de Dados — Regressdo” foi
possivel obter os valores dos parametros caracteristicos das curvas, assim como 0S
respetivos desvios-padrao residuais, S/, de 0,00332 e S,z de 0,00367. Recorrendo a
equacdo 3.5 referida na parte introdutoria deste trabalho, considerando N = 7, calculou-se
a diferenca de variancias (DS?) e obter o valor teste PG. Esse valor foi comparado com o
valor tabelado da distribuicdo F (1; N-3; 99%) de Snedecor/Fisher para N-1 graus de
liberdade, e que sendo menor que o valor tabelado, indica que a curva de calibracdo obtida
apresenta linearidade na gama de trabalho considerada.

Também se pode observar o coeficiente de correlacdo da curva de calibragdo, que
geralmente é aconselhavel que apresente valores superiores a 0,995. A curva de calibracdo
considerada apresenta um valor de 0,9997 indicando assim muito satisfatéria a linearidade

da curva.
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Bandas de disperséo e intervalos de confianca

Conforme descrito na parte introdutoria deste trabalho foram calculadas as bandas de
dispersdo e intervalos de confianga para a curva de calibracdo considerada, e que

graficamente se apresentam conforme a figura seguinte.

0,6 =
y =0,0032x + 0,0028 P

R?=0,9998

Absorvancia

0,0 9= T T T T T T T T T
)] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
-0,1
Concentragao (pg)
& Pontos experimentais Intervalo confianga inferior
Intervalo confianga superior —— Banda dispersdo inferior
—— Banda dispersao superior —— Linear (Pontos experimentais)

Figura 5.2 — Curva de calibracdo com bandas de dispersdo e intervalos de confianca

Com a determinacdo das bandas de dispersdo e dos intervalos de confianca, a expressao
que define a curva de calibracdo do tipo y = mx + b toma outra forma permitindo estimar
o valor de concentracdo a partir de um valor de absorvancia de uma determinada amostra,

com um certo grau de incerteza associado.

Assim, teremos:

Abs = (0,00322 £+ 0,00001).x + (0,00283 + 0,00187)
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Como se pode verificar na figura 5.2, as bandas de dispersdo séo estreitas assim como o

intervalo de confianga, o que permite a afirmar que se trata de um método preciso.

5.1.2.2 Limiares analiticos

Para 0 método em causa, a determinacdo do LD ndo é aplicavel e portanto, apenas se

procedeu a determinagdo do LQ. Para efetuar a determinacdo do mesmo, foi efetuado um

levantamento dos valores de brancos preparados de forma independente e lidos ao longo de

varios dias de trabalho, de forma a reproduzir o mais possivel a situacdo de rotina. Esses

valores estdo apresentados na tabela seguinte:

Tabela 5.7 — Valores dos brancos em unidades de absorvéncia e de concentracdo

Data Branco (abs) Branco (ug)
30-11-2012 0,0062 0,618
08-03-2013 0,0168 2,756
09-04-2013 0,0073 -0,223
09-04-2013 0,0085 0,154
17-05-2013 0,0032 -0,475
17-05-2013 0,0072 0,718
21-05-2013 0,0180 3,938
21-05-2013 0,0196 4,416

Sabendo que o valor do desvio-padréo residual na curva de calibracdo utilizada é de 0,0033

e 0 valor de b é 0,0028 (valores determinados anteriormente) foram calculados também os

valores médios e desvio-padrao para os brancos conforme a tabela seguinte:

Tabela 5.8 — Pardmetros necessérios a determinacdo dos limiares analiticos

Ordenada na origem 0,0028
Média 1,4878
Desvio-padrao 1,9307
Desvio-padréo residual 0,0033
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As determinacbes do LQ s6 sdo possiveis segundo as equagdes 3.28 e 3.29 referidas na

introducdo tedrica, uma vez que o ponto b) envolve a realizagdo de mais ensaios para se

poder determinar o LQ dessa forma. Assim substituindo valores vem:

LQ =1,488+10 x 1,931 = 20,8 ug

[10 x 0,0033]

0,0028

=11,7 ug

Analisando os valores obtidos pelas duas diferentes formas verifica-se que apresentam um

grande desvio entre si. Atendendo que a literatura sugere que os laboratdrios deverdo

considerar o primeiro padréo da curva de calibracdo quantificavel como o LQ do método, o

laboratério determinou que neste caso corresponderia a 10 ug, valor que se aproxima do

caso da alinea c) e que apresentou resultados aceitaveis nos estudos efetuados (tabela 5.9) e

também em trabalho de rotina (tabela 5.10).

Tabela 5.9 — Estudo do LQ em condic@es de repetibilidade

Data Concentracao (pg)
31-05-2013 9,374
31-05-2013 9,187
31-05-2013 9,237
31-05-2013 8,806
31-05-2013 9,014
31-05-2013 8,489
31-05-2013 8,675
31-05-2013 8,675
31-05-2013 8,875
31-05-2013 8,787
31-05-2013 9,037
31-05-2013 8,572
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Tabela 5.10 — Valores de LQ obtido em situag&o de rotina

Data Concentracéo (ng)
01-02-2013 9,994
08-03-2013 9,865
15-03-2013 11,015
16-04-2013 9,648
21-05-2013 9,096
14-06-2013 8,864
18-06-2013 10,437
10-09-2013 9,329
13-09-2013 9,555
24-09-2013 9,206
27-09-2013 11,374
15-10-2013 10,610
22-10-2013 9,707

5.1.2.3 Sensibilidade

Tal como foi visto anteriormente, a curva de calibragcdo é definida por um modelo linear,
logo a sensibilidade sera constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive
dessa curva de calibracdo. As curvas construidas diariamente permitiram obter os seguintes

declives apresentados na tabela seguinte:

Tabela 5.11 — Declives das curvas de calibracdo

Data Declive
30-11-2012 0,0029
14-12-2012 0,0033
01-02-2013 0,0033
22-02-2013 0,0031
08-03-2013 0,0032
15-03-2013 0,0033
16-04-2013 0,0030
17-05-2013 0,0034
05-07-2013 0,0032

Como se pode observar, o valor do declive mantém-se estavel ao longo do tempo, o que
também permitiu com os dados obtidos durante a fase de validacdo determinar uma maior

periodicidade para a construcgdo das curvas de calibracéo.
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5.1.3 Precisao

5.1.3.1 Repetibilidade

Para avaliar a repetibilidade do método procedeu-se a leitura de trés padrdes de LAS, nas

concentracdes de 10, 100 e 200 pg, num minimo de 11 medicGes.

Tabela 5.12 — Leitura de padrdes de LAS nas concentracdes de 10, 100 e 200 pg em condicdes de

repetibilidade

P10 P100 P200
9,374 97,835 194,966
9,187 94,220 200,765
9,237 96,526 197,534
8,806 95,396 197,130
9,014 99,275 193,731
8,489 96,801 195,786
8,675 97,475 197,454
8,675 94,170 196,938
8,875 99,430 197,158
8,787 94,854 200,202
9,037 96,936 200,482
8,572 101,566

Com os resultados obtidos determinou-se a média, desvio padréo, o coeficiente de variacao

e o limite de repetibilidade de cada um considerando um intervalo de confianca de 95%.

Tabela 5.13 — Valores médios, desvio padréo e coeficiente de variagéo dos padrdes de 10, 100 e 200 pg em

LAS em condi¢des de repetibilidade

P10 P100 P200
Média 8,894 95,040 197,468
Desvio Padréo 0,278 2,257 2,258
CV (%) 3,129 2,325 1,143
Limite de repetibilidade 0,771 6,255 6,258
Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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5.1.3.2 Reprodutibilidade

Apesar do pouco historico de EIL do método de MBAS do Laboratorio, este permitiram
determinar um valor aproximado de reprodutibilidade e que deverd ser revisto
posteriormente. Para tal procedeu-se ao levantamento dos valores do desvio padrdo para
cada EIL em que o Laboratdrio participou e a partir desses efetuou-se o calculo do limite

de reprodutibilidade (R) de acordo com a expressdo R = 2,8. /S,%i, onde S3; corresponde

ao desvio padrdo de reprodutibilidade associado aos resultados de cada laboratério e
considerando um intervalo de confianca de 95%. Na tabela seguinte apresenta-se 0s varios
valores de reprodutibilidade obtidos em cada EIL.

Tabela 5.14 — Valores de desvio padrédo e limites de reprodutibilidade obtidos nos EIL

Data Sk R

14-12-2012 6,58 18,424
01-02-2013 18,67 52,276
08-03-2013 3,87 10,836
18-06-2013 1,53 4,284

5.1.3.3 Precisao intermédia

O Laboratério ainda ndo apresentou valor de precisdo intermédia, mas com os resultados
de amostras realizadas em duplicado na fase de validacdo é possivel fazé-lo, optando-se
por recorrer a formula 3.38 referida na parte introdutdria desta tese, em que o nimero de
amostras ensaiadas (n) € de 23, o nimero de ensaios efetuados por amostra (N) é 2, a
quantidade de amostras (j) toma os valores de 1 a 23, o resultado individual de cada

amostra (y;i) e ¥, representa a media aritmética dos resultados da amostra.

Na tabela seguinte apresenta-se um resumo dos resultados obtidos:
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Tabela 5.15 — Valores de duplicados e respetivo tratamento para calculo da precisdo intermédia

2

Data X X5 x (x; —%)? (x, —X)? Z(yjk — }7])2
14-12-2012 24,179 24,43 24,3045 0,016 0,016 = 0,032
14-12-2012 131,14 131,043 131,0915 0,002 0,002 0,005
22-02-2013 23,008 23,274 23,141 0,018 0,018 0,035
08-03-2013 83,78 85,596 84,688 0,824 0,824 1,649
09-04-2013 15,035 14,53 14,7825 0,064 0,064 0,128
09-04-2013 80,552 76,324 78,438 4,469 4,469 8,938
09-04-2013 208,003 211,58 209,7915 3,199 3,199 6,397
21-05-2013 11,675 13,306 12,4905 0,665 0,665 1,330
21-05-2013 24,069 25,559 24,814 0,555 0,555 1,110
21-05-2013 20,29 21,766 21,028 0,545 0,545 1,089
14-06-2013 17,127 15,777 16,452 0,456 0,456 0,911
14-06-2013 13,518 12,78 13,149 0,136 0,136 0,272
14-06-2013 20,223 22,232 21,2275 1,009 1,009 2,018
18-06-2013 17,538 16,748 17,143 0,156 0,156 0,312
05-07-2013 15,814 14,913 15,3635 0,203 0,203 0,406
10-09-2013 138,456 138,276 138,366 0,008 0,008 0,016
13-09-2013 208,562 205,734 207,148 1,999 1,999 3,999
24-09-2013 99,247 94,975 97,111 4,562 4,562 9,125
24-09-2013 83,631 87,042 85,3365 2,909 2,909 5,817
27-09-2013 48,945 47,754 48,3495 0,355 0,355 0,709
15-10-2013 25,209 24,818 25,0135 0,038 0,038 0,076
22-10-2013 14,306 13,374 13,84 0,217 0,217 0,434
22-10-2013 12,518 13,662 13,09 0,327 0,327 0,654

2 - :
Somando todos os valores da coluna Zizl(yjk — y]) estamos em condicOes de aplicar a

formula, cujo resultado de precisdo intermédia obtido € de 1,41 aproximadamente.

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires

ISEL, 2013
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5.1.4 Robustez

A robustez é um parametro que ndo é possivel a sua determinagdo devido aos poucos
valores existentes. SO ap6s a correta implementacdo do método e em situacdo de rotina
sera possivel a variabilidade de situacdes que permitem avaliar a robustez do método, ou
seja sera possivel sujeitar 0 método a pequenas variagdes que permitem avaliar de que

forma o método responde, se afeta ou ndo a sua exatiddo e precisao.

5.2 Validagéo direta: Exatidao

A exatiddo é um parametro que pode ser avaliado segundo uma abordagem de avaliagdo
direta. Atendendo as abordagens usualmente utilizadas pelos varios laboratorios, o
Laboratorio do SMAS de Sintra recorreu aos seus resultados obtidos em EIL de aptidao.
Tal como foi referido na parte introdutoria desta tese, estes ensaios sdo frequentemente
utilizados para evidenciar a exatiddo dos resultados do laboratério (X;,;) por comparacao
com o valor alvo (X,) definido pela entidade organizadora e tendo em conta uma unidade
de desvio, que neste caso foi o desvio padrdo da média dos resultados obtidos por todos os
laboratérios participantes. A avaliacdo desses resultados normalmente é efetuada por

calculo do “Z-Score” e segundo a escala que se apresentam:

Xiap — X
Z — Score = % (Eq.5.6)

|Z| < 2 : Satisfatorio

2 < |Z| € 3 : Questionavel

|Z| > 3 : Incorreto

Na tabela 5.16 estdo os resultados obtidos pelo laboratorio, que apesar de serem poucos

permitem avaliar a exatiddo do método.
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Tabela 5.16 — Resultados e Z-Score dos EIL de aptiddo

Data Resultado SMAS de Sintra Resultado alvo Z-Score
14-12-2012 65,6 65,8 -0,03
01-02-2013 228 186,7 2,21
08-03-2013 42,3 38,7 0,93
18-06-2013 17,1 15,3 1,18

Analisando os resultados obtidos e tendo em conta a forma em como é efetuada a avaliacdo

pode-se afirmar que o método implementado é bastante exato.

5.3 Incerteza do método de analise

Para a estimativa da incerteza associada ao procedimento analitico utilizou-se a
metodologia preconizada no Guia Eurachem, nomeadamente a descrita no apéndice D, a
abordagem “Bottom-up” ou “passo-a-passo”’. Esta ¢ uma metodologia trabalhosa mas que
na auséncia de um histérico de dados é a que garante um nivel de aproximacdo mais

elevada.

A equacdo que descreve a mensuranda, Crina (coOncentracdo final de surfatantes anionicos

em mg/L) é:

LAS,

Cfinal = (Eq.5.7)

VAmostra

em que

LAS, ¢ a concentragdo de LAS em ng

V gmostra € 0 VOlume de amostra em mL

Os termos determinantes para o célculo da incerteza sdo, segundo a equacdo acima
descrita, a concentracdo de LAS obtida por interpolacdo da curva de calibracédo e o volume
de amostra utilizado. Os restantes termos que contribuem para a incerteza do resultado séo

considerados e integrados na incerteza destes dois termos principais.
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Para a afericdo das incertezas de cada termo efetuou-se uma analise passo-a-passo e, de
forma detalhada, do procedimento experimental. De seguida, apresenta-se essa analise
aplicada as aguas destinadas ao consumo humano e, posteriormente, a adaptacdo para as

aguas residuais.

5.3.1 Estimativa da incerteza para a anélise de agua de consumo
5.3.1.1 Definicdo da mensuranda e identificagdo das fontes de incerteza

A equacdo que define a mensuranda é a equagdo 5.7, tal como j& foi referido
anteriormente. Na figura seguinte estdo representadas num diagrama causa-efeito (também
conhecido por diagrama de Ishikawa ou diagrama de “espinha de peixe”), as fontes de

incerteza identificadas para a determinacdo em analise.
amostra
Repetibilidade
Tolerancia

Temperatura

e "
-

Aferigao volume
do balao final Curva de

calibragéo

Extragao

Erro volume 3
Cloroférmio
Erro volume 2

Espetrofotometro
Padroes
Interpolagéo

Erro volume 1
LAS,

Figura 5.3 — Diagrama causa-efeito com as fontes de incerteza associadas ao método de analise MBAS em
estudo

5.3.1.2 Quantificacdo dos componentes de incerteza

Para se proceder a determinacdo da incerteza do método foi efetuado um levantamento dos
reagentes, equipamentos e material envolvidos, assim como quando aplicavel, dos seus
erros e tolerancias (Anexo 11) de forma a se poder avaliar quais os interferentes na

exatidao final do resultado.
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a) Medicao da toma de amostra

A toma de amostra (Vmostra) NECESSaria a realizacdo do ensaio € medida com recurso a
uma proveta graduada de 250 mL que apresenta uma tolerancia de =+ 1 mL. Os ensaios
decorrem a temperaturas de 21°C com uma variacdo aproximada de 2°C, pelo que o termo
da temperatura é negligenciavel. Também o termo da repetibilidade da manipulacédo do
material volumétrico é reduzido face a tolerancia da medida do volume e a pratica dos
profissionais envolvidos, podemos assim concluir que a incerteza associada ao Vyostra €
de

1
UVamostra = ﬁ = 0’577 mL

Assumiu-se uma distribuicdo retangular do volume devido a sua magnitude elevada e por
se tratar da capacidade total da proveta, ou seja, sem continuacdo de escala. Para maior
detalhe recomenda-se a consulta do Apéndice E do Guia Eurachem.

b) Extracdo com cloroférmio

A toma de amostra medida é colocada numa ampola de decantacdo de 500 mL a qual séo
adicionadas 2 gotas de fenolftaleina. A amostra é alcalinizada com uma solucdo de NaOH
e de seguida neutralizada com H,SO,. Na ampola é adicionado ainda 10 mL de
cloroférmio, 25 mL do reagente de azul-de-metileno e 5 mL de alcool isopropilico. Estas
medigdes sdo passos ndo analiticos, isto é, sdo passos que ndo influenciam o resultado final

da andlise, apenas a extra¢do com cloroférmio poderéa influenciar o mesmo.

A adicdo do cloroformio € feita com proveta de 10 mL, ndo sendo o erro associado a esta
medicdo relevante. SO apds o contato com a amostra e a extracdo das substancias
tensioativas nela presente é que a fase de cloroférmio é considerada com
representatividade analitica. A fase de extracdo é realizada com 3 volumes de 10 mL de
cloroférmio e considerou-se que apenas a Ultima é relevante para a quantificacdo da

incerteza. Assim, nesta fase podemos ter 3 situacdes:
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Situacdo 1: Acertar exatamente a zona de separacdo das duas fases com a parte superior

da torneira;
Situacdo 2: A torneira é fechada antes de todo o cloroférmio ser escoado;

Situacdo 3: Deixar escoar todo o cloroférmio e deixar que passe uma quantidade minima

da fase aquosa.

A situacdo 1 é a que se revela como ideal pois ndo introduz erro na fase de extracdo. Na
situacdo 2 se ndo escoar completamente a fase de cloroférmio nas primeiras extracoes, ele
sera posteriormente removido com a Ultima porcdo. Em relacdo a situacdo 3, o fato de
passar um pouco da fase aquosa ndo € gravoso, pois ela ficara retida na ampola seguinte

pelo que a ultima extracéo sera a de maior importancia.

Analisando as torneiras utilizadas verificou-se que todas apresentam a mesma morfologia e
a sua zona de escoamento tem o perfil apresentado na figura seguinte. (nota: dimensées em

mm)

Figura 5.4 — Representacgdo das torneiras das ampolas de decantacdo utilizadas e ampliacdo da zona de
escoamento

A zona representada a cinzento na figura 5.5 é a zona que foi considerada relevante e

podera influenciar o resultado final.
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Figura 5.5 — Ampliacdo da zona final de escoamento da torneira

Sabendo que a regido a cinzento apresenta a forma geométrica da figura 5.6:

Figura 5.6 — Representacdo geométrica da regido de escoamento final das torneiras

Para determinar o volume desta zona recorreu-se a formula de calculo do volume do tronco

de um cone reto (Bronstein, 1979), que € a seguinte:

mT.h

V= R (RZ+71%24+R.1) (Eq.5.8)

OndeR=2,h=1er =1,25.

Substituindo os valores na expressdo do volume tem-se:

m.1
V= T(Z2 + 1,252+ 2% 1,25) & V = 8,4430 mm?3

Assim, 0 erro maximo cometido sera assim equivalente ao volume da zona final de
escoamento, ou seja, 0,00844 mL. Da experiéncia transmitida pelos operadores esta zona

nunca foi ultrapassada.
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Este erro € cometido nas Ultimas extracdes das duas ampolas (de 500 mL e 250 mL), pelo

que o erro o erro do volume de cloroférmio sera:

Uctoroférmio = + 0,008442 + 0,008442 & Uciororsrmio = 0,0119 mL

No caso do cloroférmio, ndo foi assumida qualquer funcdo de distribuicdo a afetar o erro

do seu escoamento considerando-se assim a situagdo mais desfavoravel.

O erro do volume de cloroférmio pode ser considerado desprezavel, uma vez que este erro
representa 0,0398% face aos 60 mL de cloroférmio utilizados, um erro 10 vezes menor que
o erro da medicdo da amostra que é de 0,4% (1 mL em 250 mL) como ja foi referido.

c) Afericdo do volume final de cloroformio

As fases de cloroformio resultantes da 22 fase de extracdo sé@o transferidas para um baldo
de 100 mL, o qual é preenchido com cloroférmio puro. Apesar de esta operacdo nao estar
evidenciada na especificacdo da mensuranda, o erro cometido pode afetar o resultado. Para
avaliar a magnitude deste erro opta-se pela sua determinacdo em termos de % de volume

tal como foi feito anteriormente para o processo de extracao.

O baldo volumétrico de 100 mL apresenta uma tolerancia de £ 0,1 mL, ou seja, a incerteza

associada a esta medicdo de volume é:

)

Uvol.final cloroférmio — \/g 0,0408

Mais uma vez esta medicdo apresenta um erro de 0,0408%, 10 vezes menor gque o erro da

medicdo inicial da amostra, pelo que se considerou também desprezavel.

d) Erro de interpolacéo da curva de calibracéo

Para determinar a equacdo da curva de calibracdo utilizou-se 0 método dos minimos
quadrados. Esta metodologia assume uma relacdo linear entre o sinal do equipamento e a

concentracdo, assim como a homogeneidade da precisdo do equipamento para as varias
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concentracdes da gama de trabalho (homocedasticidade) e a incerteza desprezavel na razéo

das concentracOes dos padrdes.

Para a interpolacdo, a sua incerteza associada é dada pela expressao seguinte quando é feita

apenas uma leitura da amostra:

Sy/x 1 (Yo — ¥)?
= === (Eq.5.9)
S0 b \/ Nz 2i(x; — %)?
Sendo:
Sy /x — Desvio padréo da curva de calibragdo

b — Declive da curva de calibracao

N — Numero de padrdes da reta

x; — Valores individuais de concentracao de cada padréo
yo — Valores individuais de sinal instrumental

x — Média dos valores de concentracéo dos padrdes

y — Média de valores de y (sinal instrumental)

Quando é efetuada mais que uma leitura a expresséo a utilizar é:

— )2
P 22 3 S ¢ T 2L (Eq.5.10)
° b "Im N b2Y(x;—x)?

Sabendo que os extremos da curva sdo as situacdes mais desfavoraveis considerou-se para
efeitos de calculo, o terceiro ponto da reta, que corresponde a 30 ug e outro a cerca de 80%
do padrdo de concentracdo mais alta da curva de calibracdo. Para proceder ao célculo da
incerteza associada a interpolacdo teve-se em conta uma absorvancia de 0,0942, que por
substituicdo na equacdo da curva de calibracdo corresponde a uma concentracdo em LAS
de 28,388 ug, e outra absorvancia de 0,5168 que corresponde a 159,694 ug em LAS

aproximadamente.

Aplicando a expressao 5.9 uma vez que apenas é efetuada uma leitura da amostra obtém-se
para o primeiro padrdo um valor de concentracdo com incerteza associada de 28,388 +

1,3010 ug e para o padrdo de maior concentracdo 159,694 + 1,3861 ug.

83

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

5.3.1.3 Calculo da incerteza combinada

A incerteza combinada resulta do célculo que inclui as varias componentes de incerteza até
aqui determinadas. Sabendo que a mensuranda é dada pela equagdo 5.7 e atendendo a lei

de propagacéo de incertezas, conclui-se

LAS Upas,\" (U 2 LAS
Crinat = s +\/( LAST) +( VAmostra) % r (Eq.5.11)

VAmostra LASr VAmostra VAmostra

Assim, para uma concentracdo proxima do primeiro padrdo a sua incerteza combinada é:

c _ 28,388 (1,3010)2 (0,577)2 28,388
final = 9550 — .|\28,388 250 250

Ou seja,
Crinar = 0,113552 + 0,005211 mg/L

Para 0 padréo de maior concentragao temos:

c 159,694 (1,3861)2 (0,577)2X159,694
final = 950 — |\159,694 250 250

Crinar = 0,638776 + 0,005737 mg/L

5.3.1.4 Célculo da incerteza expandida

A incerteza expandida é obtida por multiplicacdo da incerteza combinada (U,) por um fator
de cobertura (k) adequado que é definido pela equacdo de Welch-Satterthwaite.
(JCGM100, 2008) Atendendo ao elevado numero de graus de liberdade envolvidos
considera-se um fator de 1,96 para um intervalo de confianca de 95% na distribuicdo de
Student. Usualmente este fator aparece na literatura arredondado por excesso para 2.

Assim, a incerteza expandida para concentragdes junto ao LQ sera:
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Umenor concentragio — 0;005211 X2 = 0;0104‘2
A incerteza expandida para concentragdes maiores,
Unmaior concentragso = 0,005737 x 2 =0,01147

O resultado final da analise obtém-se por associacdo do valor da incerteza expandida ao
valor da concentracdo em LAS, que para os valores de concentracdo considerados é:

Menor concentracdo = (0,113552 4+ 0,01042) mg/L
Maior concentracao = (0,638776 +0,01147) mg/L

Atendendo as regras de expressao de incertezas preconizadas (Eurachem, 2012), em que
estas deverdo ser apresentadas com um maximo de 2 algarismos significativos, 0s

resultados finais serdo:
Menor concentracao = (0,114 + 0,010) mg/L
Maior concentracao = (0,639 +0,011) mg/L

Para o valor de menor concentragéo a incerteza calculada representa em termos percentuais
8,8 % da mensuranda e para o valor de maior concentracdo 1,80%, que se consideram
valores satisfatorios atendendo ao fato de que usualmente sdo aceites valores de incerteza
entre 20 e 30%.

Como sugestdo para diminuir um pouco mais estes valores, a utilizacdo de material de
vidro com melhor precisdo para medicdo da toma da amostra, por exemplo, a utilizacdo de
duas pipetas volumétricas de 100 mL e uma de 50 mL, cujas tolerancias sdo de + 0,08 mL
e + 0,05 mL, respetivamente. Da soma destes intervalos obtém-se uma tolerancia de = 0,21
mL., valor razoavelmente mais baixo que + 1 mL da proveta de 250 mL. Outro ponto que
efetivamente reduziria a incerteza associada a esta analise seria 0 aumento do nimero de
leituras (réplicas) no espetrofotdmetro, pois o erro de interpolacdo da curva de calibracédo
iria diminuir bastante. Considerando trés réplicas, a incerteza associada a interpolacdo
passaria dos atuais 1,301 (menores concentracfes) e 1,386 (maiores concentracdes) para

0,881 e 1,003 respetivamente.
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5.3.2 Estimativa da incerteza para a anélise de agua residual sem dilui¢éo

As aguas residuais poderdo ter inGmeras origens apresentando uma diversidade de
matrizes, sendo necessario muitas vezes proceder a diluicdo da amostra consoante a carga

tensioativa existente na mesma.

Assim, para a estimativa da incerteza da analise de aguas residuais procede-se de igual
modo que nas aguas de consumo com excecdo do ponto Volume da amostra, onde se
considerou 3 situagdes: uma de amostra sem diluicdo e duas de amostra com diluicdo. Em
relacdo as amostras diluidas serdo avaliados dois casos, um mais frequente que é a diluicdo
na proporgdo de 1:5 e uma diluigdo de 1:100, de forma a avaliar o impacto do fator de

diluicdo na incerteza do resultado final.

5.3.2.1 Quantificacdo dos componentes de incerteza

Em amostras em que ndo € necessaria a sua diluicdo, a toma de amostra € medida com
recurso a uma pipeta volumétrica de 100 mL que apresenta uma tolerancia de = 0,08 mL.
Tal como ja foi visto anteriormente, os ensaios decorrem a temperaturas de 21°C com uma
variacdo aproximada de 2°C, pelo que o termo da temperatura € negligenciavel assim como
0 termo da repetibilidade da manipulacdo do material volumétrico e a préatica dos técnicos
envolvidos. Quando se trata do uso de pipeta a literatura recomenda que considere uma

distribuicdo triangular pelo que a incerteza associada ao V,;,05¢rq € de

)

8
Uramosira =~ = 003266 L

5.3.2.2 Calculo da incerteza combinada

Uma vez que as restantes condi¢des da analise sdo iguais, s a fonte de incerteza associada
a0 Vymostrq S€ alterou, entdo aplicando a lei de propagacdo de incertezas para uma

concentracdo proxima do primeiro padrdo a sua incerteza combinada é:
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c 28,388 (1,3010)2 (0,03266)2 28,388
final = 100 — ./\28,388 100 100

Crinar = 0,283880 + 0,013010 mg/L

E para o padréo de maior concentragéo temos:

o _ 159694 (1,3861)2 (0,03266)2 159,694
fmat =100~ |\159,694 100 100

Crinat = 1,596940 + 0,013871 mg/L

5.3.2.3 Célculo da incerteza expandida

Tal como foi feito antes, o valor da incerteza expandida é determinado multiplicando o
valor da incerteza combinada pelo fator de cobertura 2:

Umenor concentracao = 0:013010 X2= 0,026020
A incerteza expandida para concentracdes maiores,

Umaior concentragio — 0,013871 x 2 = 0,027742

O resultado final da andlise obtém-se por associagcdo do valor da incerteza expandida ao
valor da concentracdo em LAS e atendendo as regras de expressdo de incertezas

preconizadas tem-se:
Menor concentracao = (0,284 + 0,026) mg/L

Maior concentracao = (1,597 £ 0,028) mg/L
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5.3.3 Estimativa da incerteza para a andlise de agua residual com diluicéo 1:5
5.3.3.1 Quantificagdo dos componentes de incerteza

Para efetuar a diluicio de uma amostra na proporcdo de 1:5 transfere-se 100 mL da
amostra (Vzomq) Para um baldo volumétrico de 500 mL (V4130)- O baldo é preenchido com
agua desmineralizada e apds a sua homogeneizagéo é retida a toma de 100 mL da amostra
diluida (Vgmostra i) Para a ampola de decantacdo. Tal como ja foi indicado anteriormente,
a pipeta tem uma tolerancia de £ 0,08 mL e o bal&o apresenta um intervalo de + 0,25 mL
Mais uma vez, o termo da temperatura é negligenciavel, assim como o termo da
repetibilidade da manipulacdo do material volumétrico. Neste caso assume-se que a

expressao da concentracdo final é dada por:

c LAS, ( )
inal = Eq.5.12
Jina (Vamostra ait £ Uv gposira an) X Faituicio T UFiia0) .
Onde o fator de diluicéo é dado por;
Vi
Faituicio = o (Eq.5.13)
Vbaiao
O volume da amostra considerado para a determinacao da incerteza é dado por:
Vtoma
Vamostra = Vamostra ait X (Eq.5.14)

Vbaléo

substituindo,

100
Vamostra = 100 X z5- = 20 mL

Para a determinacdo da incerteza associada a0 Vy,,,strq, atendendo que trata de uma
amostra diluida considerou-se que o material utilizado apresenta uma distribuicdo

triangular. A incerteza associada a cada um sera:

)

V6

Vioma = 100 + = (100 + 0,03266) mL
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)

V6

Vaizo = 500 % = (500 +£0,1021) mL

)

8
= (100 +0,03266) mL
N )

Vamostra ai = 100 £

Assim, a expressao de Vi ,ostrq F€€SCrita com incerteza associada da diluicdo apresenta-se

como:

(500 +0,1021)

= (100 + 0,03266) X L
Vamostra = (100 £ 0,03266) X 50— 5 520e 5 ™

Aplicando a lei da propagacéo de incertezas tem-se:

U _ 50x (0,03266)2 N (0,1021)2 N (0,03266)2
Vamostra 100 500 100

= 20x \/2,5500 x 1077 = 0,0100995

UVamostra

Concluindo, Vymostra = (20 £ 0,0100995) mL

5.3.3.2 Calculo da incerteza combinada

Mais uma vez, as restantes condi¢cbes da analise sdo idénticas e apenas a incerteza
associada ao V,,,0stq S€ alterou. Os valores de concentracédo final de um padrdo de menor
concentracdo, entrando com o respetivo fator de diluicdo e sua incerteza combinada

determinam-se pela seguinte expressdo:

c _28,388+ (1,3010)2 (0,0100995)2X28,388
final = 50  — |\28,388 20 20

Crinat = 1,4194 £ 0,065054 mg /L
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E para um de maior concentragao temos:

c 159,694 (1,3861)2 (0,0100995)2X159,694
final = 90— |\159,694 20 20

Crinar = 7,98470 + 0,069424 mg/L

5.3.3.3 Célculo da incerteza expandida
O valor da incerteza expandida para concentragdes menores sera:

Umenor concentragio — 0:065054‘ x2=0,13011

Para concentracdes maiores,

Umnaior concentragio — 0,069424 x 2 = 0,0,13885

O resultado final da analise sera dado como:
Menor concentracao = (1,42 +0,13) mg/L

Maior concentragdo = (7,99 + 0,14) mg/L

5.3.4 Estimativa da incerteza para a analise de agua residual com dilui¢do 1:100
5.3.4.1 Quantificacdo dos componentes de incerteza

Para efetuar a diluicio de uma amostra na proporcdo de 1:100 transfere-se 5 mL da
amostra (V;,mq) para um baldo volumétrico de 500 mL (V,4;5,)- O baldo é preenchido com
agua desmineralizada e apds a sua homogeneizacéo é retida a toma de 100 mL da amostra
diluida (Vg mostra aiz) Para a ampola de decantacdo. Apesar de ja ter sido referido que a
pipeta de 100 mL tem uma tolerancia de + 0,08 mL, o baldo apresenta um intervalo de
10,25 mL e agora mais a pipeta de 5 mL que apresenta uma tolerancia de + 0,015 mL. O

termo da temperatura € negligenciavel, assim como o termo da repetibilidade da
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Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validacdo de um método analitico para a determinagao de surfatantes anionicos

manipulacdo do material volumétrico. Tal com na situagdo anterior, atendendo a que se

trata de uma amostra diluida teremos de ter conta o seu fator de dilui¢do. Portanto:

Vtoma

(Eq.5.15)

Vamostra = Vamostra ait %
balao

substituindo,

5
Vamostra =100 % % =1mlL

Considerando que apresentam uma distribuigéo triangular, a incerteza associada a cada um
seré:

0,015
V6

= (5 +0,00612) mL

)

V6

= (500 +0,1021) mL

0,08
Vamostra air = 100 = W = (100 £ 0,03266) mL

Assim, a expressdo de V,,,stra apresenta-se como:

(5 £0,00612)

V = (100 + 0,03266) X L
amostra ( L ) (500 i0,1021)m

Aplicando a lei da propagacéo de incertezas tem-se:

U 1 (0,00612)2 N (0,1021)2 N (0,03266)2
Vamostra 5 500 100

=1x \/1,6483 x 1076 = 0,0012839

Vamostra

Concluindo, Vpmostra = (1 £ 0,0012839) mL
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5.3.4.2 Célculo da incerteza combinada

Mais uma vez, as restantes condi¢cbes da analise sdo idénticas e apenas a incerteza

associada a0 V,ostra S€ alterou. Assim, o resultado final tendo em conta o fator de

diluicdo e a sua incerteza combinada para um padréo de menor concentragéo:

c _28,388+ (1,3010>2 (0,0012839)2x28,388
final = 1 = |\28,388 1 1

Crinat = 28,388 + 1,3015mg/L

E para um de maior concentragao temos:

c 159,694 (1,3861)2 (0,0012839)2X159,694
final = 1 ~—.\159,694 1 1

Crinar = 159,694 + 1,4012 mg/L

5.3.4.3 Célculo da incerteza expandida
O valor da incerteza expandida para concentragdes menores sera:
Unenor concentragao = 1,3015 X 2 = 2,6030
Para concentragfes maiores,
Unaior concentragio = 1,4012 X 2 = 2,8024
O resultado final da analise serd dado como:
Menor concentragao = (28,388 + 2,6) mg/L

Maior concentragao = (159,7 + 2,8) mg/L

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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Apo6s a determinacdo da incerteza para todas estas situacbes conclui-se que para
concentracdes proximas do LQ, estas apresentam um resultado final com uma incerteza de
9,2%, aproximadamente. Para concentracBes proximas do padrdo mais alto o valor da

incerteza associada ao resultado final € menor, cerca de 1,8%

Desta andlise surge também, a sugestdo da diluicdo necessaria nas aguas residuais se

efetuar diretamente na ampola de decantacdo, de forma a eliminar uma fonte de incerteza.
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6.1 Conclusdes

Atendendo ao conjunto de dados anteriormente apresentados e tratados pode-se afirmar
que o método de analise Azul-de-metileno por Espetrofotometria de Absor¢do Molecular
para determinacdo de detergentes € um método simples, exato e preciso, que se traduz em
resultados confidveis. Este trabalho permitiu aferir que a incerteza associada esta

enquadrada nos parametros comumente aceites para 0s ensaios analiticos.

Através dos estudos efetuados para a validacdo do método foi possivel comprovar a
validade deste e também definir critérios de aceitacdo para o trabalho que futuramente o

Laboratério ira realizar:

Em relagdo a gama de trabalho, de 10 e 200 ug esta adequadamente ajustada uma vez que
0 resultado do teste F realizado assim o indicou. Os padrdes extremos apresentam CV
inferiores a 10% quer em condi¢cBes de repetibilidade, quer em condigdes de

reprodutibilidade.

Apesar de ser referido em literatura de referéncia que a curva de calibracdo considerada
apresenta linearidade na gama de trabalho, também foi efetuado o teste F que confirmou a
linearidade. Também se verificou pela determinacdo das bandas de dispersdo e dos
respetivos intervalos de confianca que o metodo € bastante preciso atendendo a magnitude

das bandas de dispersdo face ao valor central.

Ficou estipulado, apesar dos poucos resultados que o Laboratorio possui, que por cada
série de amostras € efetuado um ensaio de recuperacdo e que serdo aceites considerando
valores num intervalo de 80 — 120% considerado aceitdvel nesta fase inicial de

implementacao do método.

Relativamente ao LQ o Laboratério estipulou que esse corresponderia ao valor do padrdo
mais baixo da curva de calibracdo (10 ug), dado que é o que normalmente se aplica em
método com curvas de calibracdo. Ao efetuar os estudos de repetibilidade e
reprodutibilidade, este padrdo apresentou resultados satisfatérios permitindo aceita-lo
como LQ e o seu critério de aceitacdo ficou definido como 25% em relacdo ao valor

teorico, isto €, entre 7,5a 12,5 ug.
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Em relacdo ao LD, o laboratorio ndo definiu qualquer valor, mas impds um critério de

aceitagdo para os brancos que deverdo apresentar valores de absorvéncia inferiores a 0,02.

No estudo da sensibilidade, o método revelou-se bastante estavel ao longo do tempo
permitindo ao Laboratério alargar para semestral a periocidade para a construcdo de novas
curvas e com critério de aceitacdo do declive de 0,0032 + 0,0005.

Em termos de estudos repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo intermédia o método
revelou-se preciso. Os estudos de repetibilidade contemplaram toda a gama de trabalho,
com ensaios sobre os padrdes extremos (10 e 200 ug LAS) e um padrdo intermédio (100
ug LAS) tendo-se obtido CV inferiores a 10%. Nos estudos de reprodutibilidade foram
avaliados os limites de reprodutibilidade com base nos EIL e, por fim, a precisdo

intermédia foi determinada recorrendo aos valores de amostras realizadas em duplicado.

A exatiddo do método foi avaliada com base no pequeno histérico de EIL que o
Laboratorio possui tendo-se revelado, um método exato dado que os valores de Z-Score
obtidos pelo Laboratorio sdo inferiores a 2, ou seja sdo resultados satisfatorios.

A robustez do método ainda néo € possivel avaliar dado que € necessario mais tempo para

reunir informacéo para tal.

Relativamente a incerteza, esta foi determinada pela abordagem “Passo a passo”, que se
mostrou bastante trabalhosa, mas que numa fase inicial de implementacdo de um método

onde existe pouco historico permite um valor mais aproximado da verdadeira incerteza.

O calculo da incerteza para as duas matrizes, e considerando diferentes fatores de diluigéo,
permitiu concluir que um maior volume de amostra afeta o resultado final numa incerteza
menor. No caso de se efetuar diluicdo verificou-se que quanto maior o grau de diluicao
maior a incerteza associada. Resumindo, apesar de ser um método demorado, que envolve
muito material, com varias condicionantes, nomeadamente ao nivel do processo de

extracdo, este € um método com uma incerteza bastante razoavel.

De forma resumida, a tabela seguinte demostra a percentagem de incerteza associada a

cada situacdo estudada:
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Tabela 6.1 — Resumo das percentagens de incerteza

Concentracdo em LAS

Matriz % Incerteza

(ng)
p 28,388 9,18
Aguas Consumo
159,694 1,80
. L o 28,388 9,17
Aguas Residuais sem diluigéo
159,694 1,74
p . o 28,388 9,17
Aguas Residuais com dilui¢do 1:5
159,694 1,74
. L L 28,388 9,17
Aguas Residuais com diluigdo 1:100
159,694 1,75

O método na sua globalidade apresenta-se como um método robusto e confiavel que
cumpre todas as exigéncias de validacdo dos métodos analiticos.

6.2 Sugestdes futuras

No desenvolvimento desta tese evidenciou-se importancia dos surfatantes nas suas
possiveis aplicacdes, nomeadamente nos produtos de limpeza, e também salientou-se o seu
impacto ambiental. Dada a relevancia do assunto, atualmente e de futuro, tornam-se
necessarios estudos que incidam essencialmente no desenvolvimento de novas formulacées
de detergentes que proporcionem menor impacto no meio ambiente. A identificacdo de
possiveis fontes desses contaminantes, relacionando o tipo de tensioativo, torna-se fulcral
na resolucdo de questdes relativas as areas de salde publica, meio ambiente e quimica
analitica, assim como para o desenvolvimento de novos e/ou melhores métodos analiticos
para determinacdo dos detergentes. Os esfor¢os devem ainda ser dirigidos para que seja
possivel estabelecer métodos de controlo mais eficientes e definir valores limites para
determinados componentes dos detergentes que sdo produzidos e lancados no meio

ambiente, por ndo se encontrarem referidos na atual legislacao.

De salientar a eventual necessidade de o Laboratdrio se adaptar a novas alteraces, como
por exemplo, pequenas modificacfes da atual técnica e/ou até a implementacdo de outras
novas técnicas que resultam num aumento dos custos do Laboratorio, mas que trazem
exatiddo e precisdo dos resultados obtidos mantendo-se sempre na linha da frente no que

diz respeito a garantia de satisfacdo do cliente.
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De referir ainda que o Laboratdrio, para a realizacdo da analise de robustez, ird reunir a
informacdo necessaria com base nas condicGes de realizacdo de ensaios interlaboratoriais
futuros. Através destes ensaios é possivel recolher a informagdo necesséria (diferentes
laboratorios, diferentes analistas, diferentes métodos, diferentes equipamentos e outros

sobre a mesma amostra) que normalmente ndo é realizdvel dentro de um mesmo

laboratorio.
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ANEXO 1

ORGANOGRAMA DOS SMAS DE SINTRA

Este anexo apresenta de seguida a estrutura flexivel implementada nos SMAS de Sintra
que resultou de uma reorganizacdo das divisdes e departamentos existentes, de forma a

garantir a qualidade do servico prestado.
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ANEXO 2

SELO DA QUALIDADE ATRIBUIDO AOS SMAS DE SINTRA

Apresenta-se neste anexo o Selo da Qualidade exemplar da &gua para consumo humano,
com o qual os SMAS de Sintra foram presenteados este ano. Este selo pretende distinguir
as entidades que asseguram a qualidade da agua para consumo através do cumprimento de
todos os critérios legislados para o efeito.
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Como é do conhecimento de V. Ex.?, fol estabelecida em 2006 uma parceria entre a Entidade
Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR) e o Jomal AguadAmblente, com a
colaboragao da Associagio Portuguesa de Distribuicio & Drenagem de Aguas (APDA), da
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Ex.* preside o selo de Qualidade exemplar da agua para consumo humano 2013,
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internet da ERSAR, do jomal AguagAmbeente ¢ da conferéncia.

Com os melhores cumprimentos e felicitagies pola atrbugdo do salo,
O Presidente do Jari,
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ANEXO 3

ANEXO TECNICO DA ACREDITACAO DOS SMAS DE SINTRA

O presente anexo apresenta o resultado do esforco realizado pelo Laboratério nos Gltimos

anos. Neste anexo encontram-se todos 0s ensaios acreditados realizados nos SMAS de
Sintra.
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INSTITUTO PORTUGUES DE ACREDITACAO I m

acreditacdo
e ——
PORTUGUESE ACCREDITATION INSTITUTE

Rua Antdnio Gido, 2-5° 2829-513 CAPARICA Portugal
Tel +351.212 948 201 Fax +351.212 948 202
acredita@ipac.pt www.ipac.pt

Anexo Técnico de Acreditacao N° L0440-1

Accreditation Annex nr.

A entidade a seguir indicada esta acreditada como Laboratério de Ensaios,
segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025:2005

Servicos Municipalizados deIAgua e Saneamento de Sintra
Laboratorio de Andlises de Agua

Enderece Instalacdes Oficinais da Portela. Av. Almirante Gago Coutinho n® 18
Address 2710-418 Sintra

Contacto Ana Alegria
Contact

Telefone 219119561

Fax 219233762

E-mail ana.alegria@smas-sintra.pt
Internet www.smas-sintra.pt

Resumo do Ambito Acreditado

Accreditation Scope Summary

Aguas
Efluentes Liquidos
Residuos Sélidos

Waters
Liquid Effluents
Solid Residues

Hota: ver na(s) pagina(s) seguinte(s) a descricao completa do ambito de acreditacao.

A validade deste Anexo Técnico pode ser comprovada em
http://www.ipac.pt/docsig/?37LD-Q611-T89R-AD59

Os ensaios podem ser realizados segundo as seguintes categorias:
0 Ensaios realizados nas instalagdes permanentes do laboratcdrio

1 Ensaios realizados fora das instalacdes do laboratério ou em laboratérios méveis
2 Ensaios realizados nas instalagdes permanentes do laboratdrio e fora destas

O IPAC & signatario dos Acordos de Reconhecimento Mutuo da EA e do ILAC

Note: see in the next page(s) the
detailed description of the accredited
scope.

The validity of this Technical Annex can
be checked in the website on the left.

Testing may be performed according to

the following categories:

0 Testing performed at permanent
laboratory premises

1 Testing performed outside the
permanent laboratory premises or at a
mobile laboratory

2 Testing performed at the permanent
laboratory premises and outside

IPAC is a signatory to the EA MLA and ILAC MRA

O presente Anexo Técnico estd sujeito a modificagSes, suspensdes temporarias e eventual anulagdo, pedendo a
sua actualizagio ser consultada em www.ipac.pt.

Edigao n.? 5 - Emitido em 2013-04-02 - Pagina 1 de &

This Annex can be modified, temporarily
suspended and eventually withdrawn, and its
status can be checked at www.ipac.pt.
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acreditagdo
e —
PORTUGUESE ACCREDITATION INSTITUTE
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Anexo Técnico de Acreditacao N° L0440-1

Accreditation Annex nr.

Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra
Laboratério de Analises de Agua

N© Produto Ensaio Método de Ensaio Categoria
Nr Product Test Test Method Category
AGUAS E EFLUENTES LIiQUIDOS
WATERS AND LIQUID EFFLUENTS
1 Aguas de Consumo e Detecgao e Enumeracao de Bactérias Coliformes Ml mic 01%(2011-12-28) o
Haturais . (1SO 9308-1:2000)
Membrana Filtrante
2 Deteccao e Enumeracao de Escherichia coli Ml mic 017{2011-12-28) o
Membrana Filtrante (150 9308-1:2000)
3 Deteccao e Enumeracao de Pseudomona aeruginosa Ml mic 02%(2011-11-15) o
Membrana Filtrante {ISO 16266:2006)
4 Enumeracao de Microrganismos viaveis - Germes a 22°C IS0 6222:1999 0
Incorporagao
5 Enumeracao de Microrganismos viaveis - Germes a 37°C IS0 6222:1999 o
Incorporagao
6 Deteccao e Enumeracao de Enterococos 1SO 7899-2:2000 o
Membrana Filtrante
7 Aguas de Consumo, Detecgao de Salmonella ISO 19250:2010 o
Maturais, Balneares e .
Residuais (tratadas) Membrana Filtrante
8 Aguas de Consumo e Enumeracao de Clostridium perfringens (presuntivo) EPA/600/R-95/178:1996 0
Haturais
Membrana Filtrante
9 Determinacao de Alcalinidade Ml fgq 30 (2012-08-06) 0
Método Potenciométrico
10 Determinacao do teor de Bicarbonato Ml fq 30 (2012-08-06) 0
Metodo Potenciometrico (calculo)
11 aiguas de Consumo, Determinacao de Cloreto Ml fq 29 (2012-08-16) 0
Maturais e Residuais . . ..
tetodo Potenciométrico
12 iguas de Consumo e Determinacao de Dureza MIFQ 02 (2011-11-17) 0
Haturais . -
Metodo Potenciometrico
13 Determinacaoc de Calcio MIFQ 02 (2011-11-17) 0
Método Potenciométrico
14 Determinacao de Magnésio MIFQ 02 (2011-11-17) 0
Método Potenciométrico
15 Determinacao de Turvacao MIfq08* (2012-08-16) ]
Turbidimetria (1SO 7027:1999
NP EN 27027:1997)
Edigso n. 5§ - Emitido em 2013-04-02 - Pagina 2 de 6
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acreditacdo
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PORTUGUESE ACCREDITATION INSTITUTE
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Anexo Técnico de Acreditacdo N° L0440-1

Accreditation Annex nr.

Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra )
Laboratodrio de Analises de Agua

N® Produto Ensaio Método de Ensaio Categoria
Nr Product Test Test Method Category
16 Aguas de Consumo e Determinacao de cor MIfg11® (2010-09-10) o
Maturais
Espectrofotometria de Absorcao Molecular (1SO 7887:1994
SMEWW 2120 C)
17 Determinacao de temperatura MIfg16® (2011-11-21) 1
Termometria (SMEWW 2550)
18 Colheita de Amostras para Analise de Parametros 1SO 5667-5:2006 1
Fisico-Quimicos constantes deste anexo tecnico
19 Colheita de Amostras para Analise de Mercurio 1SO 5667-5:2006 1
20 Colheita de Amostras para Analise de Sodio, Aluminio, 150 5667-5:2006 1

Manganés, Zinco, Bario, Boro, Arsenio, Selénio, Cadmio
e Antimonio

21 Colheita de Amostras para Analise de Chumbo, Hiquel, SO 5667-5:2006 1
Cromio e Cobre

22 Colheita de Amostras para Analise de Carbono Organico SO 5667-5:2006 1
Total (TOC)

23 Colheita de Amostras para Analise de Cianetos (CH) 1SO 5667-5:2006 1

24 Colheita de Amostras para Analise de Hidrocarbonetos  1SO 5667-5:2006 1
Aromaticos Polinucleares (HAP)

25 Colheita de Amostras para Analise de Pesticidas 1SO 5667-5:2006 1

26 Colheita de Amostras para Analise de Fluoretos 1SO 5667-5:2006 1

27 Colheita de Amostras para Analise de Trihalometanos e  1SO 5667-5:2006 1
outros haletos de alquilo

28 Colheita de Amostras para Analise de Bromatos (BrO.) IS0 5667-5:2006 1

29 Colheita de Amostras para Analise de Cheiro e Sabor 1SO 5667-5:2006 1

30 Colheita de Amostras para Analise de Compostos 1SO 5667-5:2006 1
Organicos Volateis (VOC’s): Benzeno, 1,2-dicloroetano

31 Colheita de Amostras para Analise de Epicloridrina ISO 5667-5:20006 1

32 Colheita de Amostras para Analise de Azoto Kjeldahl 1SO 5667-5:2006 1

33 Colheita de Amostras para Analise de Substancias 1SO 5667-5:2006 1

Tensioactivas - Detergentes

34 Colheita de Amostras para Analise de Hidrocarbonetos SO 5667-5:2006 1
Dissolvidos

35 Colheita de Amostras para Analise de Substancias 1SO 5667-5:2006 1
Extraiveis com Clorofarmio

Edigdo n.? 5 » Emitido em 2013-04-02 = Pagina 3 de 6
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Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra
Laboratério de Analises de Agua
N° Produto Ensaio Método de Ensaio Categoria
Nr Product Test Test Method Category
36 Aguas de Consumo e Colheita de Amostras para Analise de Parametros 1SO 19458:2006 1
INaturais Microbioldgicos constantes deste anexo técnico
37 Aguas de Consumo Determinacao de Cloro residual MIfg10* (2011-11-28) 1
Colorimetria (SMEWW 4500 Cl)
38 :iguas de Consumao, Determinacao de Azoto Amoniacal Ml FQ 01 (2011-09-19) 1]
Haturais e Residuais . .. .
Método Colorimetrico - Espectrofotometria de
Absorcao Molecular - Fluxo Segmentado
39 Determinacao de Ferro Ml FQ O3 (2011-09-19) 1]
Metodo Colorimetrico - Espectrofotometria de
Absorcao Molecular - Fluxo Seementado
40 Determinacao de Fosfato Ml FQ 04 (2010-08-09) 4]
Método Colorimétrico - Espectrofotometria de
Absorcao Molecular - Fluxo Segmentado
41 Determinacao de Nitrato Ml FQ 05 (2011-09-19) 1]
Méetodo Colorimetrico - Espectrofotometria de
Absorcao Molecular - Fluxo Seegmentado
42 Determinacaoc de Nitrito Ml FQ 06 (2011-09-19) 1]
Méetodo Colorimetrico - Espectrofotometria de
Absorcao Molecular - Fluxo Segmentado
43 Determinacao da Oxidabilidade HP 731:1969 0
Método Volumétrico
4 Determinacao de Condutividade MIfq09* (2010-09-17) 0
Electrometria {HP EM 27888:1996)
45 Determinacao de pH MIfg13* (2008-11-18) 0
Electrometria (SMEWW 4500 H')
46 Determinacaoc de Sulfatos MIfg12® (2011-09-19) 0
Espectrofotometria de Absorcao Molecular ({LAE 7.49.2)
47 Aguas Balneares e Deteccao e enumeracao de Enterococos 1SO 7899-2:2000 0
Residuais (tratadas) .
Membrana Filtrante
48 Deteccao e enumeracao de Bactérias coliformes MImic01® (2011-12-28) 0
Membrana Filtrante (1SO 9308-1:2000)
49 Aguas Naturais, Balneares Deteccao e enumeracio de Coliformes termotolerantes MImic01* (20111-12-28) o
e Residuais (tratadas) )
Membrana Filtrante (ISO 9308-1:2000)
50 Deteccao e enumeracao de Escherichia coli MImic01® (2011-12-28) 0
Membrana Filtrante (1ISO 9308-1:2000)
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Anexo Técnico de Acreditacao N° L0440-1
Accreditation Annex nr.
Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra
Laboratodrio de Analises de Agua
N°® Produto Ensaio Método de Ensaio Categoria
Nr Product Test Test Method Category
51 aiguas Haturais e Determinacao de sélidos suspensos totais (SST) MIfg17* (2011-11-14) 0
Residuais
Gravimetria (EMN 872:2005;
SMEWW 2540 D)
52 Determinacao de Caréncia Quimica de Oxigénio (CQD)  MIfq19* (2012-11-20) 0
Digestao e titulacao (NP 4329:1996)
53 Determinacao de Caréncia Bioquimica de Oxigénio MIfQ20* (2010-05-26) 1]
(CBQ)
(SMEWW 5210 D)
Manometrica
54 aiguas de Consumo, Pesquisa e Quantificacao de bactérias coliformes MImic05 (2012-08-17) 0
Maturais, Balneares e L )
Residuais Substracto enzimatico (Colilert)
55 Pesquisa e Quantificacao de coliformes MImic05 (2012-08-17) 0
termotolerantes
Substracto enzimatico (Colilert)
56 Pesquisa e Quantificacao de Escherichia coli MImic05 (2012-08-17) 0
Substracto enzimatico (Colilert)
57 Pesquisa e Quantificacao de Enterococos MImic06® (2011-11-15) 0
Substracto enzimatico (Enterolert) {ASTM D 6503-99)
58 Aguas Maturais e Determinacao de Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) Ml fq28* (2012-06-22) 0
Residuais R
Digestdao em vaso fechado {1SO 15705:2002)
59 Aguas de Consumo e Pesquisa € Quantificacao de Clostridium perfringens Mimic04® (2012-06-11) o
Haturais
Membrana Filtrante (EPA/600/R95/178:1996
EA (UK) Part 6:2010)
RESiDUOS SOLIDOS
SOLID RESIDUES
60 Lamas Pesquisa e Quantificacao de Escherichia coli MImic08® (2011-01-19) 0
Incorporacao (1SO 16449-2:2001)
61 Pesquisa de Salmonella MImicO7® (2012-12-20) 0
Incorporacao (IS0 6579:2002/
Amd.1:2007)
FiM
END
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Anexo Técnico de Acreditacdo N° L0440-1

Accreditation Annex nr.

Servicos Municipalizados de Agua e Saneamento de
Sintra i
Laboratério de Anédlises de Agua

N® Produto Ensaio Método de Ensaio Categoria
Nr Product Test Test Method Category
Notas:

Notes:

- “pl mic nn e Ml FQ nn™ indicam meétodos internos do Laboratdrio.

- Os métodos internos assinalados com asterisco (*) sao realizados com base no(s) documento(s) normativo(s) junto
indicado(s).

- 0Os métodos de filtraciao por membrana nao se aplicam a aguas com elevada carga microbiana interferente e matéria em
SUSPEensao.

- HSMEWW™ indica “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewsater”, 21st Edition.

- “LAE” indica “L’Analyse des Eaux”, Rodier 9e Edition.

Documento assinade
eletronicamente por:

Leapoldo Cortez
Presidente
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ANEXO 4

DECRETO-LEI N.° 236/1998"

Apresenta-se de seguida as paginas consideradas mais relevantes, no contexto deste
trabalho, do Decreto-Lei 236/1998 de 1 de Agosto. Optou-se por apresentar a pagina
inicial (Introducio, Disposicbes Finais e Ambito), as paginas de Siglas e Definicdes e as

paginas relativas aos tensioativos.

Este Decreto-Lei podera ser consultado na integra no Diaria da Republica Eletrénico

(www.dre.pt) e mais especificamente no link:

http://dre.pt/pdflsdip/1998/08/176 A00/36763722.pdf
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MINISTERIO DO AMBIENTE

Decreto-Lei n.° 236/98
de 1 de Agosto

Ap6s oito anos de experiéncia na aplicacao do Decreto-
-Lei n.° 74/90, de 7 de Marco, considera-se oportuno
proceder a uma revisao do seu regime juridico no sentido
de reforcar a operacionalidade dos objectivos visados
com este diploma e resolver o contencioso resultante da
incompleta e, por vezes, incorrecta transposicao das varias
directivas comunitarias relativas a qualidade da &gua.

Numa perspectiva de protecgao da saide publica, de
gestao integrada dos recursos hidricos e de preservacao
do ambiente, pretende-se também com este novo diploma
legal clarificar as competéncias das varias entidades inter-
venientes no dominio da qualidade da dgua, bem como
conciliar esta matéria com alteracgoes legislativas que ocor-
reram apos a entrada em vigor do diploma em apreco
e que com ele se relacionam, como sejam as alteragoes
decorrentes dos Decretos-Leis n.”* 45/94, de 22 de Feve-
reiro, e 46/94, da mesma data, relativos, respectivamente,
ao planeamento dos recursos hidricos e ao licenciamento
das utilizagoes do dominio hidrico.

Embora o presente projecto proceda a revogagao de
um decreto-lei emitido ao abrigo de autorizacao legis-
lativa, a matéria de que trata nao se insere no ambito
da competéncia legislativa reservada da Assembleia da
Reptiblica, quer porque nao cuida do regime de bens
do dominio publico quer ainda porque se atém ao regime
geral das contra-ordenacoes.

Constituindo as aguas superficiais, por principio, um
bem do dominio piiblico e tratando o presente diploma
destas aguas (a par com outras ja de natureza privada),
fa-lo ou no ambito do regime de licenciamento contido
no Decreto-Lei n.° 46/94 (autorizado), ou no sentido
de garantir uma actuacdo da Administracao que pre-
serve e melhore a qualidade das aguas visando potenciar
o seu uso ptiblico de uma forma que, desde logo, nao
ponha em causa a satide puiblica.

As normas constantes deste diploma atinentes as aguas
publicas deixam incélume o regime do Decreto-Lei
n.° 46/94 — diploma inexistente aquando da emissio do
Decreto-Lei n.° 74/90 —, mais nao fazendo do que limitar
o amplo poder discriciondrio deixado pelo legislador de
1994 nas maos da Administragdo no procedimento ten-
dente a autorizacao da sua utilizacao privativa. E, assim,
imposta a Administragao uma actuagao destinada a
garantir que, em termos da qualidade da agua, as expec-
tativas do utilizador nao sao postas em causa.

Foi ouvida a Associagao Nacional de Municipios
Portugueses.

Foram ouvidos os érgaos de governo proprio das
Regides Autonomas dos Acores e da Madeira.

Assim, nos termos do n.” 5 do artigo 112.° e da ali-
nea a do n.° 1 do artigo 198.° da Constitui¢ao, o
Governo decreta o seguinte:

CAPITULO 1
Disposigoes gerais
Artigo 1.©
Objectivo

O presente diploma estabelece normas, critérios e
objectivos de qualidade com a finalidade de proteger

o meio aquatico e melhorar a qualidade das dguas em
funcao dos seus principais usos.

Artigo 2.°
Ambito

| — Para a prossecucao do objectivo mencionado no
artigo anterior, o presente diploma define os requisitos
a observar na utilizacdo das dguas para os seguintes
fins:

.:"1) Aguas para consumo humano:

al) Aguas doces superficiais destinadas a pro-
ducao de agua para consumo humano;

a2) Aguas subterraneas destinadas a produ-
¢ao de dgua para consumo humano;

a3) Aguas de abastecimento para consumo
humano;

b) Aguas para suporte da vida aquicola:

b1) Aguas doces superficiais para fins aqui-
colas — dguas piscicolas;

b2) Aguas do litoral e salobras para fins aqui-
colas — dguas conquicolas;

b3) Aguas do litoral e salobras para fins aqui-
colas — dguas piscicolas;

o) Aguas balneares;
d) Aguas de rega.

2 — Sao ainda definidas no presente diploma as nor-
mas de descarga das aguas residuais na agua e no solo,
visando a promocao da qualidade do meio aqudtico e
a protecgao da satde publica e dos solos.

3 — Sao excluidas do ambito de aplicacao do presente
diploma as seguintes categorias de dgua:

a) Aguas minerais naturais;

b) Aguas de nascente, nos parametros de qualidade
que sdo contemplados em legislagéo especifica;

¢) Aguas utilizadas na recarga de lencois fredticos;

) Aguas que pelos usos especificos requeiram
caracteristicas de qualidade diferentes;

e) Aguas para uso industrial, excepto aquelas a que
se refere o artigo 20.;

#j Aguas destinadas a fins terapéuticos, a piscinas
e a outros recintos com diversoes aquaticas;

2 Aguas de bacias naturais ou artificiais utilizadas
para a criacao intensiva de peixes.

4 — Sao ainda excluidas do ambito de aplicagao do
presente diploma as seguintes descargas de dguas resi-
duais, que sao objecto de legislacao especifica:

a) Descarga de lodos de dragagem:;
b) Descargas operacionais nas dguas do mar ter-
ritorial, efectuadas a partir de navios;
¢) Imersao de residuos nas dguas do mar terri-
torial, efectuadas a partir de navios;
d) Descargas de d4guas que contenham substancias
radioactivas.
5 — A aplicacéo das disposicoes do presente diploma
nao podera, em caso algum, ter como efeito, directo
ou indirecto, a deterioracao da qualidade das &aguas.
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1

2

—

3

=

4)

6

i

7)
8)

9

=

10)

11)
12)
13
14)

15)

16)
17)

Artigo 3.°
Siglas e definigdes
os efeitos do presente diploma entende-se por:

«Abastecimento particular» — sistema de abas-
tecimento de dgua que funciona sob responsa-
bilidade particular;

«Aguas balneares» — as aguas doces loticas e
lénticas, comummente designadas de correntes
e paradas, assim como a agua do mar e as aguas
estuarinas, que se encontrem classificadas como
dguas balneares ou, ndo estando classificadas,
onde o banho nao esteja interdito e seja habi-
tualmente praticado por um nimero conside-
ravel de banhistas (aproximadamente 100/dia,
durante a época balnear);

«Agua de rega» — dgua superficial ou subter-
ranea ou agua residual, que vise satisfazer ou
complementar as necessidades hidricas das cul-
turas agricolas ou florestais;

«Aguas residuais domésticas» — dguas residuais
de instalacoes residenciais e servigos, essencial-
mente provenientes do metabolismo humano e
de actividades domeésticas;

«Aguas residuais industriais» — todas as dguas
residuais provenientes de qualquer tipo de acti-
vidade que nao possam ser classificadas como
dguas residuais domésticas nem sejam aguas
pluviais;

«Aguas residuais urbanas» — dguas residuais
domésticas ou a mistura destas com dguas resi-
duais industriais ou com aguas pluviais;

«CE» — Comissao Europeia;

«Classificacdo» — conjunto de acgoes, realiza-
das pelos servicos competentes da Administra-
¢ao Publica, tendente a averiguar da adequacao
das caracteristicas, actuais ou potenciais, de uma
determinada massa de agua a um dado uso.
Todas as demais utilizacoes da mesma massa
de agua sao admitidas desde que nao ponham
em causa a qualidade exigida para o uso para
a qual foi classificada;

«Controlo» — conjunto de ac¢des de avaliagao
da qualidade da dgua realizadas com caracter
regular pela entidade responsdvel pela gestao
dos recursos hidricos em sistemas naturais ou
pela entidade gestora do sistema de abasteci-
mento de dgua, do sistema de tratamento de
dguas residuais ou da instalacdo industrial, com
vista a manutengdo permanente da sua quali-
dade em conformidade com a norma ou padrao
estabelecido legalmente;

«Critério de verificacio de conformidade da
qualidade da agua» — conjunto de regras que
permitem avaliar se a qualidade da agua, deter-
minada nas condicoes e com a frequéncia esti-
pulada, cumpre a norma ou padrao de qualidade
referente a determinado uso;

«DGA» — Direcgao-Geral do Ambiente;
«DCS» — delegado concelhio de satide;
«DGF» — Direccao-Geral das Florestas;
«DGFCQA» — Direcgao-Geral de Fiscalizagao
e Controlo da Qualidade Alimentar;

«DGPA» — Direccao-Geral das Pescas e Aqui-
cultura;

«DGPC» — Direc¢ao-Geral de Protec¢ao das
Culturas;

«DGS»

Direccao-Geral da Satide;

18)
19)

20)

21)

22)

23

N

24)

25)

26)

27
28)
29)
30)
31)
32)

33)
34)

36)

«DRA» — direccao regional do ambiente ou
direccoes regionais do ambiente;

«DRAg» — direccao regional de agricultura;
«DRS» — delegado regional de saude;
«Entidade gestora do sistema de abastecimento
publico» ou «entidade gestora» — a entidade
responsavel pela exploracido e funcionamento,
e eventualmente também pela concepcao e
construcao, do sistema de abastecimento
publico de agua ou de parte deste sistema, nos
termos estabelecidos na legislacao aplicavel;
«Enriquecimento natural» — o processo pelo
qual uma determinada massa de agua recebe
do solo certas substancias nele contidas, sem
interven¢ao humana;

«Entidade gestora da instalagdo» — qualquer
pessoa, singular ou colectiva, proprietdria da ins-
talacao industrial ou que proceda a sua explo-
ragao por lhe ter sido transmitido esse poder;
«Epoca balnear» — o periodo durante o qual
se prevé uma afluéncia importante de banhistas,
tendo em conta os usos locais, considerando
eventuais disposicoes legais ou regulamentares
respeitantes a pratica de banhos, bem como as
condicoes meteorolégicas. Em Portugal conti-
nental, o periodo de tempo compreendido entre
1 de Junho e 30 de Setembro de cada ano, esta-
belecido de acordo com o artigo 13.° do Decreto-
-Lei n.? 42 305, de 5 de Junho de 1959, que pro-
mulga o Regulamento de Assisténcia a Banhistas
nas Praias, com a nova redacc¢ao que lhe foi dada
no Decreto n.° 49 007, de 13 de Maio de 1969;
«Exactidao» — a diferenca entre o valor real de
um parametro e o valor médio experimental
obtido, podendo ser expressa em percentagem
do valor real;

«Fiscalizacao» — conjunto de accoes realizadas
com caracter sistematico pela entidade que
intervém no processo de licenciamento das uti-
lizagoes da agua, com o objectivo de averiguar
o cumprimento das disposi¢oes legais e espe-
cificacoes técnicas, defender a satde publica e
proteger o ambiente;

«GRI» — Gabinete de Relacoes Internacionais
do Ministério do Ambiente;

«]CN» — Instituto da Conservacao da Natu-
reza;

«IGA» — Inspeccao-Geral do Ambiente;
«IGM» — Instituto Geoldégico e Mineiro;
«[HERA» — Instituto de Hidrdulica, Engenha-
ria Rural e Ambiente;

«IM» — Instituto de Metereologia;

«INAG» — Instituto da Agua;

«Inspec¢ao» — conjunto de acgoes dirigidas de
observacao realizadas pela IGA com vista a
velar pelo cumprimento das leis, regulamentos,
instrucoes, despachos e demais normas juridicas
ou contratuais que disciplinam as actividades
econdmicas na sua relacao com o ambiente;
«Instalagdo industrial» ou «instalacdo» — uni-
dade técnica fixa onde sdo desenvolvidas uma
ou mais actividades industriais ou quaisquer
actividades directamente associadas que tenham
uma relagao técnica com as actividades exer-
cidas no local e que possam ter efeitos sobre
as emissoes e a poluicao.

«[PIMAR» — Instituto de Investigacao das Pes-
cas e do Mar;
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37)
38)

39)

40)
41)

42)

43)

44)

45)
46)

47)

48)

49)

50)

51)

52)

53)
54)

55)

«IPQ» — Instituto Portugués da Qualidade;
«Limite de deteccao» — o valor minimo do
parametro examinado que pode ser detectado;
«Local de captacdo» — local onde quaisquer
dguas sao captadas antes de serem submetidas
a qualquer tratamento;

«MA» — Ministério do Ambiente;

«MADRP» — Ministério da Agricultura, do
Desenvolvimento Rural e das Pescas;

«Massa de agua» —um elemento discreto e
homogéneo de aguas superficiais ou subterra-
neas, como por exemplo um aquifero, lago,
reservatorio, seccdo de ribeiro, rio ou canal,
estudrio ou seccao de dguas costeiras;

«Meétodo analitico de referéncia» — um método
que permite determinar com fiabilidade o valor
de um parametro de uma dada norma de qua-
lidade da dgua ou norma de descarga relati-
vamente ao qual serao comparados outros méto-
dos analiticos utilizados;

«MNE» — Ministério dos Negocios Estrangei-
ros;

«MS» — Ministério da Saude;

«Norma de descarga de aguas residuais» ou
«norma de descarga» — o conjunto de precei-
tos, onde se incluem VLE, a observar na des-
carga das aguas residuais na agua e no solo
visando a sua protec¢ao contra a poluicao;
«Norma ou padrdo de qualidade da agua» —
valores de parametros fisicos, quimicos, biolo-
gicos e microbiologicos que definem uma qua-
lidade da dgua aceite como adequada para
determinado uso;

«Objectivo de qualidade da dgua» — qualidade
pretendida para uma massa de dgua por um
determinado periodo de tempo ou a alcancar
dentro de um determinado prazo;

«Poluicao» — introducao directa ou indirecta,
por accao humana, de substancias ou de calor
na agua e no solo, susceptiveis de prejudicar
a saude humana ou a qualidade do ambiente
e de causar a deterioracao dos bens materiais,
ou a deterioracao ou entraves na fruicao do
ambiente e na legitima utilizacao da agua e do
solo;

«Precisao» — intervalo no qual se encontram
95% dos resultados das medicoes efectuadas
sobre uma mesma amostra empregando o
mesmo método;

«Qualidade da dgua» — conjunto de valores de
parametros fisicos, quimicos, biolégicos e micro-
biolégicos da dgua que permite avaliar a sua
adequacio para determinados usos directos ou
potenciais;

«Rejeicao ou descarga de aguas residuais» — a
introducdo nas aguas ou no solo de daguas
residuais;

«SNPC» — Servico Nacional de Proteccao Civil;
«Sistema de abastecimento de dgua para con-
sumo humano» ou «sistema de abasteci-
mento» — o conjunto constituido por estruturas
e equipamentos destinados, genericamente, a
captacao, ao tratamento, a aducao, ao arma-
zenamento e a distribuicdo de agua para con-
sumo humano, sob a responsabilidade de uma
ou mais entidades gestoras ou um particular;
«Sistema de abastecimento publico» — sistema
de abastecimento que funciona permanente-
mente sob a responsabilidade de uma ou mais
entidades gestoras;

56) «Substancia» — qualquer elemento quimico ou
seus compostos, com excepcao de substancias
radioactivas, na acepg¢ao da Direc-
tiva n.° 80 836/Euratom, de 15 de Julho, e dos
organismos geneticamente modificados, na
acepcao das Directivas n.*s 90/219/CEE e
90/220/CEE, do Conselho, de 23 de Abril;

57) «Substancia perigosa» — substancia que per-
tence as familias e grupos de substancias cons-
tantes das listas I e II do anexo XIX;

58) «Valor limite de emissao» ou «VLE» — a massa,
expressa em unidades especificas para cada
parametro, a concentracao ou o nivel de uma
emissao de determinada substancia que nao
deve ser excedido durante um ou mais periodos
determinados de tempo por uma instalacdo na
descarga no meio aquatico e no solo. Os VLE
podem igualmente ser fixados para determina-
dos grupos, familias ou categorias de substan-
cias, designadamente os referidos no anexo XIx.
A quantidade maxima pode ser expressa, ainda,
em unidade de massa do poluente por unidade
do elemento caracteristico da actividade
poluente (por exemplo, por unidade de massa
de matéria-prima ou por unidade de produto);

59) «Valor maximo admissivel» ou «VMA» — valor

de norma de qualidade que nao devera ser

ultrapassado;

«Valor médximo recomendado» ou «VMR» —

valor de norma de qualidade que, de preferén-

cia, deve ser respeitado ou nao excedido;

«Vigilancia sanitdria» — conjunto de ac¢oes

desenvolvidas com vista a avaliacao da quali-

dade da dagua e a prevengao de riscos para a

satde ptblica realizadas pelos servicos compe-

tentes do MS, sob a coordenacao e responsa-
bilidade das autoridades de satide.

«Zona balnear» — local onde se situam as aguas

balneares.

60)

61)

62)

Artigo 4.°

Comissdes de acompanhamento

Para acompanhar a execucao do estabelecido no pre-
sente diploma, nomeadamente no que se refere a sua
adaptagao ao progresso técnico e cientifico, serao cria-
das comissoes de acompanhamento (CA) cuja compo-
sicao serd definida por despacho conjunto do Ministro
do Ambiente e dos ministros responsaveis pela tutela
dos sectores directamente envolvidos.

CAPITULO II
Agua para consumo humano
SECCAO1
Aguas doces superficiais destinadas a producao de agua
para consumo humano
Artigo 5.2

Objectivo e ambito

1 — As disposicbes da presente seccdo transpoem
para o direito nacional a Directiva n.® 75/440/CEE, do
Conselho, de 16 de Junho, relativa a qualidade das dguas
doces superficiais destinadas a producao de agua para
consumo humano, e a Directiva n.? 79/869/CEE, do Con-
selho, de 9 de Outubro, relativa aos métodos analiticos
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Artigo 83.°

Norma revogatéria

seu termo.

1—E revogado o Decreto-Lei n.° 74/90, de 7 de
Marco, mantendo-se em vigor as Portarias n.°® 809/90,
de 10 de Setembro, 810/90, de 10 de Setembro, 505/92,
de 19 de Junho, 512/92, de 22 de Junho, 1030/93, de
14 de Outubro, 1033/93, de 15 de Outubro, 1049/93,
de 19 de Outubro, 895/94, de 3 de Outubro, 1147/94,
de 26 de Dezembro, e 423/97, de 25 de Junho.

2 — E revogada a Portaria n.° 632/94, de 15 de Julho.

3 — Os acordos sectoriais, também designados por
acordos voluntarios, e os contratos de adaptacao
ambiental celebrados durante a vigéncia do Decreto-Lei
n.° 74/90, de 7 de Marco, mantém-se em vigor até ao

4 — A captagao de dguas subterraneas destinada ao
abastecimento ptblico, independentemente das carac-

teristicas que revista, carece de titulo de utilizacdo do
dominio hidrico, a emitir nos termos gerais constantes
do Decreto-Lei n.° 46/94, de 22 de Fevereiro.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 4 de

Junho de 1998. — Anitonio Manuel de Oliveira Guterres —
Elisa Maria da Costa Guimaraes Ferreira.

Promulgado em 8 de Julho de 1998.
Publique-se.

O Presidente da Reptblica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 14 de Julho de 1998.

O Primeiro-Ministro, Antonio Manuel de Oliveira
Guterres.

ANEXO 1

Qualidade das aguas doces superficiais destinadas a producao de agua para consumo humano

Al A2 A3
Parametros Expressao dos resultados
VMR VMA VMR VMA VMR VMA
PH.25°C oo Escala de Sorensen 6,5-8,5 - 5,5-9,0 - 5,5-9,0 -
Cor (ap6s filtracao simples) ................. mg/l, escala Pi-Co 10 (O) 20 50 (O) 100 50 (O) 200
Solidos suspensos totais . ... mg/1 25 - - - - -
Temperatura .. .....ovvreeeiiiin e °C 22 (O) 25 22 (0) 25 22 (0) 25
Condutividade ......... ... .. ... ... .. ... uS/cm, 20°C 1000 - 1000 - 1 000 -
Cheiro ... Factor de diluicao, 3 - 10 - 20 -
a256°C

Nitratos (*) mg/l NOs 25 (O) 50 - (0) 50 - (0) 50
Fluoretos (1) mg/l F 0,7-1,0 1.5 0,7-1,7 - 0,7-1,7 -
Cloro organico total extraivel ................ mg/l C/ - - - - - -
Ferro dissolvido (%) ........................ mg/l Fe 0.1 0.3 1.0 2.0 1.0 -
Manganés () ..., mg/l Mn 0,05 - 0,10 - 1,00 -
Cobre .o e mg/l Cu 0,02 (O) 0,05 0,05 - 1,00 -
ZINCO .ttt mg/l Zn 0.5 3,0 1,0 5,0 1,0 50
Boro ... mg/l B 10 - 1,0 - 1,0 -
Berilio ... o i mg/l Be - - - - - -
Cobalto ........ ... ... mg/l Co - - - - -
Niquel ... .. . . mg/l Ni - - - - - -
Vanadio ........ ... ... o oo mg/l V - - - - - -
Arsénio ...l mg/l As 0.01 0,05 - 0.05 0,05 0.10
Cadmio ......... ... ... i mg/l Cd 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005
Crémiototal ........ ... ... ... ... ... mg/l Cr - 0,05 - 0.05 - 0.05
Chumbo ........ .. .. mg/l Pb - 0,05 - 0.05 - 0.05
Selénio ......... ... ... il mg/l Se - 0,01 - 0.01 - 0.01
Merctirio . ... mg/l Hg 0,0005 0,0010 0,0005 0,0010 0,0005 0,0010
Bario ... mg/l Ba - 0.1 - 1.0 - 1.0
Cianetos . .......... .. ... .. ... o . mg/l CN - 0,05 - 0,05 - 0.05
Sulfatos ............. ... mg/l Soy 150 250 150 (O) 250 150 (0) 250
Cloretos .......... ... .. ... mg/l C1 200 - 200 - 200 -
Substancias tensoactivas (que reagem com o mg/l. sulfato de lauril 0.2 - 0.2 - 0.5 -

azul-de-metileno). e sédio
Fosfatos (*) () ... mg/l 2,05 0.4 - 0.7 - 0.7 -
Fenois ........ ... ... i mg/l GeHsOH - 0,001 0,001 0,005 0,010 0,100
Hidrocarbonetos dissolvidos ou emulsionados . . .. mg/1 - 0,05 - 0.20 0.50 1.00
Hidrocarbonetos aromaticos polinucleares . .. .. ng/l - 0.2 - 0.2 - 1.0
Pesticidas totais (paratifio, hexaclorociclo-hexano, ug/l - 1.0 - 2.5 - 5.0

dieldrina e outros).
Carencia quimica de oxigénio (CQO) (*) ...... mg/l Oy - - - 30 -
Oxigénio dissolvido (*) () ................... 9% saturacio de O, 70 - 50 - 30 -
Caréncia bioquimica de oxigénio a (CBOs, 20°C) (¥) mg/l O, 3 - 5 - 7 -
Azoto Kjeldahl (excluindo o azoto de NO, e

NO3) e mg/l N 1 - 2 - 3 -
Azotoamoniacal ........... ... ... .. .. .. ... mg/l NH, 0,05 - 1,00 1.50 2.00 (O) 4,00
Substancias extraiveis com cloroférmio ... ..... mg/1 0.1 - 0.2 - 0.5 -
Carbono organico total (COT) ............... mg/l C - - - - - -

A-45
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Al A2 A3
Parametros Expressao dos resultados
VMR VMA VMR VMA VMR VMA
Carbono organico residual apos floculacio e fil- mg/l C - - - - - -
tragdo através de membrana (5um).
Coliformes totais ..., /100 ml 50 - 5000 - 50 000 -
Coliformes fecais .......................... /100 ml 20 - 2000 - 20 000 -
Estreptococos fecais .. ... ... /100 ml 20 - 1 000 - 10 000 -
Salmonelas ......... ... oo oo Auséncia - Auséncia - - -
em em
5000 ml 1 000 ml
(0) Os limites podem ser excedidos em caso de condicbes geograficas ou meteorologicas excepeionais (n.° 1 do artigo 10.%)
(*) Os limites podem ser excedidos para os parametros marcados com * em lagos de pouca profundidade e baixa taxa de renovagao.
(1) Os valores indicados constituem os limites inferior e superior das concentracées, determinados em fungéo da média anual das temperaturas maximas diarias.
(2) Este parametro é incluido para satisfazer as exigéncias ecoldgicas de certos meios.
(3) Refere-se a um VmR
VMR — valor maximo recomendado.
VMA — valor mdximo admissivel.
ANEXO I
Esquemas tipo de tratamento referentes as classes A1, A2 e A3 das aguas superficiais
Classe Al — tratamento fisico e desinfeccao.
Classe A2 — tratamento fisico e quimico e desinfeccao.
Classe A3 — tratamento fisico, quimico de afinacdo e desinfeccao.
ANEXO IIT
Métodos analiticos de referéncia para aguas superficiais
Expressa Limite Precisa Exactida
Parametros o o8 de recisao “xactidao Métodos analiticos de referéncia (1)
dos resultados deteocs () ()
leteccao
pH25°C oo Escala de Sorensen - 0.1 0,2 Electrometria.
Cor (apos filtracio simples) . . .. |mg/l, escala Pr-Co 5 10% 20% Método fotométrico, apos filtragio simples, com
padroes da escala platina-cobalto.
Solidos suspensos totais ........ .. mg/l - 5% 109 Centrifuga¢do (tempo minimo de cinco minutos;
aceleragio média de 2800 g a 3200 g), secagem
2 105°C e pesagem. .
Filtracao através de membrana filtrante de
0,45 pm, secagem a 105°C e pesagem.
Temperatura ................... °C 0.5 1.0 Termometria.
Condutividade . ... .......... uS/em, 20°C - 5% 109 Electrometria.
Cheiro........... ... o . Factor de dilui¢io, - - - Dilui¢do sucessiva
a 25°C
Nitratos .............cooiinn.. mg/l NOsy 2 10% 209 Espectrometria de absor¢io molecular.
Fluoretos ...................... mg/l 0,05 10% 209% Espectrometria de absorgao molecular.
Eléctrodos especificos.
Cloro organico total extraivel o mg/l CT
Ferrodissolvido . ................ mg/l Fe 0,02 10% 209 Espectrometria atémica apos filtragio sobre
membrana filtrante (0,45 pm).
Espectrometria de absorg¢io molecular apdos fil-
tracio sobre membrana filtrante (0,45 um)
Manganés ............ ... mg/l Mn (%) 0,01 10% 209% Espectrometria atémica.
%) 0,02 109% 20% Espectrometria atémica,
Espectrometria de absor¢io molecular.
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- Limite - .
Parametros d Expresl(sag ‘g: ¢ Precisao Exactidao Métodos analiticos de referéncia (')
os resultados deteoccdo () ()
Cobre (19 .. ... mg/l Cu 0,005 10% 20% Espectrometria atémica.
0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢ao molecular.
Zinco (10 ... mg/l Zn ) 0,01 10% 20% Espectrometria atémica.
0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢ao molecular.
Boro (M) ... mg/l B 0,1 10% 20% Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢iao molecular ®.
Berilio......... ... ...l mg/l Be - - -
Cobalto . ....................... mg/l Co - - -
Niquel ......................... mg/l Ni - - - Espectrometria atémica.
Vanadio .............. ... .. ... mg/l V - - -
Arsénio () ... mg/l As () 0,002 20% 20% Espectrometria atémica.
(*) 0,01 Espectrometria atomica.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Cadmio (1% .................... mg/l Cd 0,0002 30% 30% Espectrometria atémica.
(®) 0,001 Polarografia.
Crémio total (%) ................ mg/l Cr 0.01 20% 30% Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢ao molecular.
Chumbo (1% ................. .. mg/l Pb 0,01 20% 30% Espectrometria atémica.
Polarografia.
Selénio ) . ................ ... mg/l Se 0,005 - - Espectrometria atémica.
Mercdrio (19 ... mg/l Hg 0,001 30% 30% Espectrometria atémica sem chama (vaporizagio
(%) 0,0002 a frio).
Bario (1% ... mg/l Ba 0,02 15% 30% Espectrometria atémica.
Cianetos ... mg/l CN 0,01 20% 30% Espectrometria de absor¢ao molecular.
Sulfatos .......... ... ...l mg/l SO, 10 10% 10% Andlise gravimétrica.
Complexometria com EDTA.
Espectrometria de absor¢ao molecular.
Cloretos . ............. ... mg/l C/ 10 10% 10% Titulagao (método de Mohr).
Espectrometria de absor¢io molecular.
Substancias tensoactivas (que rea- | mg/l, sulfato de 0,05 20% Espectrometria de absor¢iio molecular.
gem com o azul-de-metileno). laurilo e sédio
Fosfatos ............. ... ... ... mg/l P, Os 0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢ao molecular.
Fendis ..................... .. .. mg/l Cg Hs OH 0.0005 0,0005 0,0005 Espectrometria de absor¢do molecular
(®) 0,001 30% 50% Metodo de 4-aminoantipirina
Meétodo da paranitranilina
Hidrocarbonetos dissolvidos ou mg/l 0,01 20% 30% Espectrometria no infravermelho apés extraccao
emulsionados. pelo tetracloreto de carbono
(3 0,04 Gravimetria apos extraccdo por meio de éter de
petréleo
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Parametros

Expansao
dos resultados

VMR

VMA

Meétodos analiticos de referéncia

Observacoes

Oxigénio dissolvido . ..

% de saturacio

Método de Winkler . ............
Eléctrodos especificos

Concentracio de oxigénio dissolvido
superior a 75% do valor de satu-
ragao, com excepgao das dguas sub-
terraneas.

() Parametros relativos a substancias indesejaveis

Anidrido carbonico livre

mg/l CO;

Volumetria....................

A dgua nao deve ser agressiva.

Espectrometria de absor¢ido mole-
cular.

Nitratos . ............ mg/l NOs 25 50 Espectrometria de absor¢iao mole-
cular.
Eléctrodos especificos.
Nitritos ............. mg/l NO, - 0,1 Espectrometria de absor¢io mole-
cular.
Azoto amoniacal ... .. mg/l NH, 0,05 0.5 Espectrometria de absor¢ao mole-
cular.
Azoto Kjeldahl ..... .. mg/l N - 1 Oxidacdo-volumetria ........... Excluido o azoto de NO, e NOs.
Espectrometria de absor¢io mole-
cular.
Oxidabilidade (MnOy) mg/l Oz 2 5 Oxidacdo com KMnOy a ebulicao
durante dez minutos; meio
acido.
Carbono organico total mg/l C - - Deve ser investigado tudo o que cause
(COT). o aumento das concentracoes habi-
tuais.
Sulfureto de hidrogénio ug/l & - Nao detecta-| Avaliagio qualitativa.
vel organo-
lepticamente
Substancias extraiveis | Residuo seco 0,1 - Extraccio liquido-liquido por clo-
com cloroférmio. mg/l roférmio puro, a pH neutro, e
pesagem do residuo.
Hidrocarbonetos dis- ug/l - 10 Espectrometria de absor¢iao mole-
solvidos ou emulsio- cular-infravermelho.
nados.
Fenois (indice de fenol) | ng/l GéHsOH - 0,5 Espectrometria de absor¢io mole- | Excluindo os fendis naturais que nio
cular. reagem com o cloro.
Método da paranitranilina.
Método da 4-aminoantipirina.
Boro ........... ... ug/l B 1000 Espectrometria atomica.
Espectrometria de absor¢io mole-
cular.
Substancias tensoacti- | ug/l, sulfato 200 Espectrometria de absor¢do mole-
vas (que reagem com de laurilo cular.
o azul-de-metileno). e sodio
Outros compostos or- ug/l 1 A concentracio em compostos haloge-
ganoclorados (sem nados deve ser reduzida, na medida
ser os pesticidas). do possivel.
Ferro ............... ug/l Fe 50 200 Espectrometria atomica.
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Parametros Expressao dos resultados Frequéncia minima de amostragem e medicdo

Metais ............ ... mg/l Semestral.

Prata (Ag).

Arsénio (As).

Cadmio (Cd).

Cromio (Cr).

Cobre (Cu).

Mercurio (Hg).

Niquel (Ni).

Chumbo (Pb).

Zinco (Zn).
Substancias que afectam o sabor do molusco
PSP .. ug/100 g Quinzenal ().
DSP ug/100 g Quinzenal ().
ASP ug/ g Quinzenal ().
Coliformes fecais ................. ... ... ... NMP/100 ml Trimestral.

(') Excepto em situacdes de marés vermelhas, em que o controlo tem de ser feito pelo menos semanalmente.

ANEXO XV

Qualidade das aguas balneares

Parametros

Expressdo
dos resultados

VMR VMA

Frequéncia minima
de amostragem

Meétodos analiticos de referéncia

Microbiolégicos
Coliformes totais

/100 ml

10 000

Quinzenal (!)

Coliformes fecais

/100 ml

100 2000

Quinzenal (1)

Fermentacdo em tubos muiltiplos.
Subcultura dos tubos positivos
em meios de confirmacio.
Determinagdo por NMP (nu-
mero mais provavel).

Ou

Filtracdo através de membrana e
cultura em meio apropriado, tal
como agar de lactose e tergitol,
dgar de endo, caldo com leepol
a 0,4%, subcultura e identifi-
cagdo de coldnias suspeitas.

A temperatura de incubacao é
varidvel, consoante se pretenda
determinar os coliformes totais
ou os coliformes fecais.

Estreptococos fecais . ... ...

/100 ml

100 —

Meétodo de Litsky.
Determinacao por NMP.

Ou

Filtracdo através de membrana e
cultura em meio apropriado.

Salmonelas

/11

Concentra¢do por filtracio em
membrana. Inoculagio em
meijo tipo. Enriquecimento,
subcultura em &gar de isola-
mento e identificacdo.

Enterovirus ..............

PFU/101

Concentragio por floculagdo, fil-
tragdo ou centrifugacdo e con-
firmacao.

Fisico-quimicos

Escala
de Sorensen

— 6-0 (0)

Electrometria com calibracao a
pHT7e9.
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Expressao

Frequéncia minima

Parametros VMR VMA Meétodos analiticos de referéncia
dos resultados de amostragem
Cor............... ..., — Sem alteracdo Quinzenal (V) Inspeccdo visual.
anormal (O)
— — @] Fotometria e comparacio com
padrées da escala Pr-Co.
Oleos minerais ........... mg/l — Auséncia Quinzenal (V) Inspeccio visual e olfactiva.
de manchas
visiveis a superficie
da dgua
e de cheiro
0.3 — © Extrac¢do a partir de um volume
suficiente e pesagem do residuo
seco.
Substancias tensoactivas mg/l. sulfato — Auséncia Quinzenal (V) Inspeccdo visual.
(que reagem com o azul | de laurilo e sodio de espuma
de metileno). persistente
0,3 — © Espectrometria de absor¢io mole-
cular com o azul de metileno.
Fenois (indice de fenois) . . . mg/l CeHsOH — Auséncia Quinzenal (1) Verificacdo da auséncia de cheiro
de cheiro especifico devido ao fenol.
especifico
0,005 0,05 ® Espectrometria de absor¢io mole-
cular. Método da 4-aminoantipi-
rina (4-AAP).
Transparéncia ............ m 2 1 (0) Quinzenal (V) Disco de Secchi.
Oxigénio dissolvido ....... % de saturacao 80-120 — @] Método de Winkler.
de O,
QOu
Método electrométrico.
Residuos de alcatrdo, maté- Auséncia — Quinzenal (V) Inspeccdo visual.
rias flutuantes, tais como
madeira, plastico, garra-
fas, recipientes de vidro,
de plastico, de borracha
ou de outro material.
Detritos ou fragmentos.

Azoto amoniacal . ......... mg/l NHy — — () Espectrometria de absor¢ao
molecular com reagente de
Nessler.

Ou
Meétodo com o azul de indofenol.
Azoto Kjeldahl ........... mg/l N — — ) Meétodo de Kjeldahl.
Qutras substancias conside-
radas como indicadores
de poluicio.
Pesticidas (paratiao, HCH, mg/l — — ? Extracgéo por solventes apropria-
dieldrina). dos e determinacdo por cro-
matografia.

Metais pesados, tais como: mg/l — — ? Espectrometria atémica eventual-
mente precedida de uma
extrac¢ao.

Arsénio ............. As
Cadmio ............. Cd
Crémio ............. CrVI
Chumbo ............ Pb
Merctrio ............ Hg

A-410
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ANEXO XVIII

Valores limite de emissao (VLE) na descarga de aguas residuais

Parametros Expressao dos resultados VLE (1)

PH () Escala de Sorensen 6,0-9,0 (%
Temperatura (0) ..o °C Aumento de 3°C (%)
CBOs, 20°C (20) (0) oot mg/l O, 40
CQO (0) o mg/l 2 150
ST () mg/l 60
AlUmINIO . ..o mg/l A/ 10
Ferro total ..o mg/l Fe 2,0
Manganéstotal ... .. . mg/l Mn 2,0
Cheiro ..o — Nio detectavel na dilui¢ao 1:20
Cor (0) oo — Nio visivel na diluigio 1:20
Cloro residual disponivel:

Livee .o mg/l Ch 0,5

Total .« mg/l Chy 1,0
FenOqs e mg/l CoHs OH 0,5
Olens € GOTAUTAS .. ...ttt et e et mg/l 15
Sulfuretos ... .. mg/l S 1,0
SUIILOS mg/l SOy 1.0
SULE A0S L. e e mg/l SO, 2000

10
Fosforototal ... o o mg/l P 3 (em dguas que alimentem lagoas
ou albufeiras)
0.5 (em lagoas ou albufeiras)

Azoto amoniacal ... ... e mg/l NHy 10
AZOLO LOlAl Lo L mg/l N 15
NItratos . ... mg/l NOs 50
Aldeldos ..o mg/l 1,0
Arsénio total .o mg/l As 1.0
Chumbo total ... ..o mg/l Pb 1,0
Cadmio total ... mg/l Cd 0,2
Cromio total ... mg/l Cr 2.0

A-411
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Parametros Expressdo dos resultados VLE ()

Cromio hexavalente ... ... .. ... . . . . mg/l Cr (VI) 0,1

Caobretotal ... ... . e mg/l Cu 1.0

Niquel total ... . mg/l Ni 2,0

Mercirio total .. ... mg/l Hg 0,05

Cianetos totais . mg/l CN 0.5

Sulfuretos ... .. . mg/l S 1,0

OlEOS MINETAIS .+ .o\ ettt e e mg/l 15

Detergentes (sulfato de lauril e sodio) ... o mg/l 20M O

(%) O valor médio diario poderd, no maximo, estar compreendido no intervalo 5,0-10,0.

) O valor médio didrio nao podera exceder o dobro do valor médio mensal.

ANEXO XIX
Lista | de familias de grupos de substancias

A lista T inclui determinadas substancias individuais
que fazem parte das familias e grupos de substancias
a seguir indicados, a escolher principalmente com base
na toxicidade, persisténcia e bioacumulacao, com excep-
¢ao das que sao biologicamente inofensivas ou que se
transformam rapidamente em substancias biologica-
mente inofensivas:

1) Compostos organicos de halogéneo e substan-
cias que podem produzir tais compostos no meio
aquatico;

Compostos organicos de fosforo;

Compostos organicos de estanho;

Substancias em relacao as quais se provou que
possuem um poder cancerigeno no meio aqua-
tico ou por intermédio deste (*);

5) Merctrio e compostos de merctirio;

6) Cadmio e compostos de cadmio;
7
)

= oMo
=

Oleos minerais persistentes e hidrocarbonetos
de origem petrolifera persistentes;

Matérias sintéticas persistentes que podem flu-
tuar, ficar em suspensao ou afundar-se e que
podem prejudicar qualquer utilizacao das aguas.

(*) Determinadas substancias enunciadas na lista 11 ficam incluidas
na categoria 4, na medida em que tém um poder cancerigeno.

Lista Il de familias de grupos de substancias
A lista 11 inclui:

— As substancias que fazem parte das familias e
grupos de substancias constantes da lista I e para
as quais os valores limite referidos no artigo 6.
da Directiva n.° 76/464/CEE, de 4 de Maio, nao
foram fixados;

— Determinadas substancias individuais e deter-
minadas categorias de substiancias que fazem
parte das familias e grupos de substancias a
seguir enumeradas;

e que tém um efeito prejudical no meio aqudtico, que
pode, todavia, ser limitado a uma certa zona e que

(') VLE — valor limite de emissdo, entendido como média mensal, definida como média aritmética das médias diarias referentes aos dias de laboracio de um més, que ndo deve
ser excedido. O valor didrio, determinado com base numa amostra representativa da agua residual descarregada durante um periodo de vinte e quatro horas, nﬁnrrnrlpr:i exceder o
dobro do valor médio mensal (a amostra num periodo de vinte e quatro horas devera ser composta tendo em atengiao o regime de descarga das aguas residt

1ais produzidas).

(?) Temperatura do meio receptor apés a descarga de agua residual, medida a 30m a jusante do ponto de descarga, podendo o valor médio exceder o valor médio mensal do 2.°

) Valor relativo a descarga da unidade industrial para a produgao de HCH extraccéo de lindano ou, simultaneamente, producio de HCH e extracgéo de lindano.

depende das caracteristicas das dguas de recepcao e da
respectiva localizacao.

Familias e grupos de substancias referidos no segundo
travessao:

1) Metaloides e metais a seguir mencionados,
assim como os respectivos compostos:

1) Zinco;

2) Cobre;

3) Niquel;

4) Crémio;
5) Chumbo;
6) Selénio;

7) Arsénio;
8) Antimonio;
9) Molibdénio;
10) Titanio;
11) Estanho;
12) Bario;

13) Berilio;
14) Boro;

15) Uréanio;
16) Vanadio;
17) Cobalto;
18) Talio;

19) Teltrio;
20) Prata;

Do

) Biocidas e respectivos derivados que nao figu-
ram na lista I;

3) Substancias que tém um efeito prejudicial no
sabor ou no cheiro dos produtos para o consumo
do homem derivados do meio aquatico, assim
como 0s compostos susceptiveis de produzir tais
substancias nas aguas;

4) Compostos organicos de silicio téxicos ou per-
sistentes e substancias que podem produzir tais
compostos nas aguas, com exclusao dos que sao
biologicamente inofensivos ou que se transfor-
mam rapidamente na dgua em substancias
inofensivas;
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5) Compostos inorganicos de fosforo e fosforo 7) Cianetos, fluoretos;
elementar; 8) Substancias que exercem uma influéncia des-
6) Oleos minerais nao persistentes e hidrocarbo- favordvel no balanco de oxigénio, designada-
netos de origem petrolifera nao persistentes; mente amoniaco e nitritos.

ANEXO XX

Disposicoes especificas relativas a pesticidas e a compostos organoclorados

De acordo com o disposto na Directiva n.° 84/491/CEE, de 9 de Outubro, relativa aos valores limites e aos
objectivos de qualidade para a descarga de hexaclorociclo-hexano, na Directiva n.° 86/280/CEE, de 12 de Junho,
relativa aos valores limites e aos objectivos de qualidade para a descarga de tetracloreto de carbono, DDT e
pentaclorofenol, e na Directiva n.° 88/347/CEE, de 16 de Junho, relativa aos valores limites e aos objectivos
de qualidade para a descarga de substancias perigosas — aldrina, dialdrina, endrina, isodrina, hexaclorobenzeno,
hexaclorobutadieno e cloroférmio —, sao indicadas no quadro as normas de qualidade a cumprir nas diversas
categorias de agua e os respectivos métodos analiticos de referéncia:

Expressao
Parametros dos VMA Meétodos analiticos de referéncia
resultados

Hexaclorociclo-hexano (HCH) () ............ ng/l (') 20 | Cromatografia em fase gasosa, com detecgio por captura de electroes,
(? 100 apos extraccdo por solvente adequado e purificacio.
(*) 50
Tetracloreto de carbono .................... ug/l 12 Cromatografia em fase gasosa.
DDT ():
Isomero p-p'DDT ..................... ug/l 10 Cromatografia em fase gasosa, com deteccdo por captura de electrdes,
Total ... ... .. ng/l 25 apos extracgao por solvente apropriado.
Pentaclorofenol (%) ........... ... ... ... ng/l 2 Cromatografia em fase liquida a alta pressdo ou cromatografia em fase

gasosa, com deteccio por captura de electrdes, apds extrac¢io por
solvente apropriado.

Aldrina, dialdrina, endrina e isodrina (%). ug/l (*) 30 | Cromatografia em fase gasosa, com deteccido por captura de electrdes,
g/l apos extracgao por solvente adequado e purificagao.
Hexaclorobenzeno (HCB) (%) ................ ug/l 0,03 Cromatografia em fase gasosa, com deteccao por captura de electrdes,

apos extracgdo por solvente adequado e purificacdo.

Hexaclorobutadieno (HCBD) (%) ............. ng/l 0.1 Cromatografia em fase gasosa, com detecgido por captura de electroes,
apos extraccdo por solvente adequado e purificacio.

Cloroformio ..o ug/l 12 Cromatografia em fase gasosa.

Aplicavel a aguas de estudrios, marinhas e territoriais.
Aplicavel a aguas doces superficiais afectadas pelas descargas.
Aplicavel a aguas doces superficiais néo afectadas pelas descargas.
Na totalidade, para as quatro substancias, com um maximo de 5 ng/l para a endrina.
(%) A concentracao de hexaclorociclo-hexano, DDT, pentaclorofenol, dialdrina e ou dialdrina e ou endrina e ou isodrina e hexaclorobenzeno e hexaclorobutadieno nos sedimentos
e ou moluscos e ou crustdceos e ou peixes néo deve aumentar de modo significativo com o tempo.

ANEXO XXI
Objectivos ambientais de qualidade minima para as aguas superficiais

Parametros Expressao dos resultados VMA
PH Escala de Sorensen 5,0-9.0
TeMPETAtUIA ... oottt et e e e °C 30
Variagao da temperatura .. .. ..... .. ... °C 3
Oxigénio dissolvIdo ... ..t % de saturagao 50
CBOs . o O, mg/l 5
Azoto amoniacal .. ... Nmg/l 1
Fosforototal .. ... Pmg/l 1
L6000 Clmg/l 250
Sulfatos .. ... SO; mg/l 250
Clorofenois . . ...t e pg/l, por composto 100
Hidrocarbonetos aromaticos polinucleares ............ ... ... .. .. ... ... ... ug/l 100
Substancias tensoactivas anioniCas ... .. .....o. ittt e mg/l 0.5
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Parametros Expressio dos resultados VMA
Pesticidas:
Total L pg/l 2,5
Por substancia individualizada . ... ... pg/l 0,5
Bifenilospoliclorados (PCB) ... ... pg/l 20
Azoto Kjeldhal .. ... ... . Nmg/l 2
CIaNetos tOLAIS . . ..ottt CNmg/l 0,05
Arsénio total . ... Asmg/l 0.1
CAdmIo total . . e e Cd mg/l 0,01
Chumbo total ... ... Pbmg/l 0,05
Cromio total . .. . ... Crmg/l 0,05
Cobre total ... ... . Cumg/l 0.1
Mercurio total .. ... .. Hgmg/l 0,001
Niquel total ... Nimg/l 0,05
ZINCO tOtal .. ... Znmg/l 0.5
ANEXO XXII
Métodos analiticos de referéncia para descarga de dguas residuais
. Ia‘e"t'e‘zgf Precisto | Lractidao
Pardmetros o xpressan _ o6 val % valor Métodos analiticos de referéncia (1)
05 resultados % valor o vaor paramétrico
paramétrico paramétrico +
pH o Escala 10 10 10 Electrometria.
de Sorensen
Cor (ap6s filtragao simples) | mg/l, escala P-Co Meétodo fotométrico, apos filtracao simples, com padroes da
escala Pt-Co.
Sélidos suspensos totais . . . . mg/l 10 10 10 Centrifugacio (tempo minimo de cinco minutos. Aceleracio
média de ZSOOCF a 3200 g), secagem a 105°C e pesagem.
Filtragao através de membrana filtrante de 0,45 pm, secagem
a105°C e pesagem.
Temperatura . ............ °C 10 10 10 Termometria.
Condutividade ........... uS/em, 20°C 10 10 10 Electrometria.
Nitratos ................. mg/l NO3 10 10 10 Espectrometria de absor¢do molecular.
Cromatografia iénica.
Eléctrodos especificos.
Nitritos ................. mg/l NO, 10 10 10 Espectrometria de absor¢ao molecular.
Cromatografia iénica.
Fluoretos . ............... mg/l F 10 10 10 Espectrometria de absor¢ao molecular.
Eléctrodos especificos.
Cromatografia iénica.
Cloro organico total extrai- mg/l C1
vel.
Ferrototal ............... mg/l Fe 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absorgio molecular.
Espectrometria de emissao optica com plasma (ICP).
Manganés total ........... mg/l Mn ) 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢do molecular.
Cobretotal .............. * 10 10 10 Espectrometria de absor¢do molecular.
Espectroscopia de absor¢ao atémica.
Espectrometria de emissao optica com plasma (ICP).
Zincototal ...... ... ... .. mg/l Zn 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular.
Espectroscopia de absor¢cao atémica.
Espectrometria de emissao optica com plasma (ICP).
Boro............. .. ... mg/l B 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢ao molecular.
Espectrometria de emissio éptica com plasma (ICP).
®
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]dleTe"r:,;: Precisao l'axat_ﬂdﬁn
Ametr Expressao — . - 1
Parametros dos resultados o ;k,, % valor put:?‘:‘i(\‘]l[:.irm Métodos analiticos de referéncia (')
paramétrico paramétrico +
Berilio .................. mg/l Be
Cobalto ............... mg/l Co 10 10 10 Espectrometria atomica
Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma (ICP)
Niquel .................. mg/l Ni 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma (ICP)
Vandadio ............. ... mg/l V 10 10 10 Espectrometria atdmica.
Espectrometria de emissao éptica com plasma (ICP)
Arsénio total ............. mg/l As 10 10 10 Espectrometria atomica com geragio de hidretos.
Espectrometria de absor¢do molecular.
Aluminio ................ mg/l A/ 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de emissao 6ptica com plasma (ICP)
Cadmiototal ............. mg/l Cd 10 10 10 Espectrometria atomica,
Polarografia.
Cromio VI ... .. mg/l CrVI 10 10 10 Espectrometria atomica.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Chumbo total ............ mg/l Ph 10 10 10 Espectrometria atdmica.
Polarografia.
Seléniototal ............. mg/l Se 10 10 10 Espectrometria atomica com geracio de hidretos.
Merctrio total ............ mg/l Hg 20 10 20 Espectrometria atomica sem chama (vaporizacio a frio).
Bariototal ......... .. ... mg/l Ba 10 10 10 Espectrometria atdmica.
Espectrometria de emissio 6ptica com plasma (ICP)
Cianetos totais ........... mg/l CN 10 10 10 Volumetria.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Sulfatos ................. mg/l SOy 10 10 10 Anilise gravimétrica.
Complexometria com EDTA.
Espectrometria de absor¢do molecular.
Cloretos ................. mg/l C/ 10 10 10 Volumetria.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Eléctrodos especificos.
Cromatografia iénica.
Substancias tensoactivas (que | mg/l, sulfato de 10 10 10 Espectrometria de absor¢do molecular.
reagem com o azul-de-me- laurilo e sodio
tileno).
Fasforo total .. .. Coe mg/l P 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular.
Fendis .................. mg/l CoHsOH 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular
Meétodo da 4-aminoantipirina
Método da paranitranilina
Hidrocarbonetos totais .. .. mg/1 25 25 10 Espectrometria no infravermelho apds extrac¢ao com solventes
adequados.
Gravimetria apds extrac¢do com solventes adequacdos.
Hidrocarbonetos aromaticos ug/l 25 25 25 Cromatografia em fase gasosa.
polinucleares. Cromatografia liquida de alta eficiéncia ().
Pesticidas totais (paratido, ug/l 25 25 25 Cromatografia em fase gasosa ou liquida apés extraccio por
hexaclo rociclo-hexano, solventes adequados_e purifica¢do. Identificagio dos cons-
dieldrina). tituintes da mistura (%).
Determinacdo quantitativa
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ANEXO 5

DIRETIVA 79/869/CEE

Apresenta-se de seguida as paginas consideradas mais relevantes, no contexto deste
trabalho, da Diretiva do Concelho de 9 de Outubro de 1979. Optou-se por apresentar a
pagina inicial e a pagina onde sdo apresentados os métodos padrdo, nomeadamente o que

diz respeito as substancias tensioativas.

Esta Diretiva podera ser consultada na integra na base EUR-Lex (http://eur-lex.europa.eu/)

e mais especificamente no link:

http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=DD:15:02:319791L.0869:PT:PDF
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N° L 271/44 Jornal Oficial das Comunidades Europeias 29, 10. 79

DIRECTIVA DO CONSELHO
de 9 de Outubro de 1979

relativa aos métodos de medida e a frequéncia das amostragens e da analise das dguas superficiais -
destinadas  produgio de agua potdvel nos Estados-membros

(79/869/CEE)

O CONSELHO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tende'em conta o Tratado que institui a Comunidade Eco-
némica Europeia e, nomeadamente, os seus artigos 100° e
235¢,

Tendo-em conta a proposta da Comisséo ('),
Tendo em conta o parecer do Parlamento Europeu (2),

Tendo em conta o parecer do Comité Econémico e So-
cial (3),

Considerando que o programa de acgao das Comunidades
Europeias em matéria de ambiente (*) prevé a normaliza-
¢do ou a harmonizagao dos métodos de medida a fim de
tornar compardveis os resultados das medidas da poluigao
realizadas na Comunidade;

Considerando que a Directiva 75/440/CEE do Conselho, de
16 de Junho de 1975, relativa a qualidade das dguas super-
ficiais destinadas 4 produgdo de dgua potavel nos Estados-
-membros (%) e, nomeadamente, o n® 2 do seu artigo 57,
prevé a adopgdo de uma politica comunitdria no que res-
peita a frequéncia das amostragens e a andlise dos para-
metros, bem como aos métodos de medida;

Considerando que qualquer disparidade entre as disposi-
¢oes j4 aplicaveis ou em preparagio nos diferentes Estados-
-membros no que respeita aos métodos de medida e a fre-
quéncia das amostragens ¢ da andlise de cada parametro
para determinar a qualidade das aguas superficiais pode
criar condigdes de concorréncia desiguais e ter deste modo
uma incidéncia directa no funcionamento do mercado co-
mum; que €, portanto, conveniente proceder, neste domi-
nio, A aproximagao das legislacdes prevista no artigo 1002
do Tratado;

(1) JO n® C 208 de 1. 9. 1978, p. 2.
(2) JQ n® C 67 de 12. 3. 1979, p. 48.
3) JO n¢ C 128 de 21. 5. 1979, p. 4.
4) JO n® C 112 de 20. 12. 1973, p. L.
(%) JO n® L 194 de 25. 7. 1975, p. 26.

Considerando que se afigura necessario fazer acompanhar
esta aproximagdo de legislagdes de uma acgao da Comuni-
dade, com vista a realizar através de uma regulamentagio
mais ampla, um dos objectivos da Comunidade no dominio
da protecgao do meio e da melhoria da qualidade de vida;
que € necessério prever, nesse sentido, algumas disposigoes
especificas; que nao tendo sido previstos no Tratado os po-
deres de acgdo exigidos para esse efeito se deve recorrer a0
artigo 235¢ do Tratado;

Considerando que se afigura necessario fixar, para as anali-

"ses efectuadas nos Estados-membros, os métodos de medi-

da de referéncia comuns para determinar os valores dos
parametros que definem as caracteristicas fisicas, quimicas
¢ microbioldgicas das dguas superficiais destinadas a produ-
¢do de dgua potavel; i

Considerando que, para garantir o controlo da qualidade
exigida, ha que proceder regutarmente a um minimo de
colheitas de amostras de dgua superficiais a fim de efectuar
as medidas dos parametros especificados no Anexo II da
Directiva 75/440/CEE;

Considerando que a frequéncia minima das amostragens e
da analise de cada parametro deve ser tanto mais elevada
quanto maior for o volume das dguas captadas e a popula-
¢do abastecida; que a frequéncia deve ser mais elevada
quando, por motivo de deterioragdo da qualidade das
dguas, 0 risco aumenta;

Considerando que o progresso técnico e cientifico pode
tornar necessdria uma adaptagao répida de algumas das dis-
posigoes definidas no Anexo I da presente directiva para
ter em conta, nomeadamente, as modificagoes dos niveis
dos parémetros indicados no Anexo 11 da Directiva 75/440/
CEE; que é conveniente para facilitar a execugéo das medi-
das. necessérias para este efeito, prever um procedimento
que estabelega uma cooperagao estreita entre os Estados-
-membros e a Comissao no ambito de um Comité para a
Adaptagao ao Progresso Técnico e Cientifico,
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(A) (B) © (D) (E) (F) (G)
20 | Cadmio{!) mg/l Cd 0,0002 | 30% 30% | — Espectrofotometria de absorgio atdmica

0,001(%) — Polarografia
21 | Crémio mg/l Cr 0,01 20% | 30% | — Espectrometria de absorgdo atémica
total (") — Espectrofotometria de absorgao molecular
22 | Chumbo() mg/l Pb 0,01 20% 30% | — Espectrofotometria de absorgdo atdmica
— Polarografia
23 | Selénio('") mg/l Se- 0,005 — Espectrofotometria de absorgéo atémica
24 | Mercirio (') mg/l Hg 0,0001 | 30% | 30% | — Espectrofotometria de absorgao atémica
10,0002 (%) sem chama (vaporizagao a frio)
25 Bario (10) mg/l Ba 0,02 15% 30% — Espectrofotometria de absorgio atdmica
26 | Cianeto mg/l CN 0,01 20% 30% | — Espectrofotometria de absorgdo molecular
27 | Sulfatos mg/l SO, 10 10% 10% | — Andlise gravimétrica
— Complexometria com EDTA
— Espectrofotometria de absorgao molecular
28 | Cloretos mg/l Cl 10 10% 10% | — Titulagdo (método de Mohr)
— Espectrofotometria de absorgao molecular
29 | Agentes de mg/l 0,05 20% — Espectrofotometria de absorgio molecular
superficie (que  (de laurilo
reagem ao azul  sufato)
de metileno)
30 | Fosfatos mg/l P05 0,02 10% 20% | — Espectrofotometria de absorgao molecular
31 Fenois (.fndice mg/l — Espectrofotometria de absorgao molecular Vidro
de fendis) CH;OH 0,0005 | 0,0005 | 0,0005 | — Método da 4-aminoantipirina
0,001(6) | 30% 50% | — Método de la paranitranilina
32 | Hidrocarbonetos mg/l 0,01 20% 30% | — Espectrofotometria no infravermelho ap6s Vidro
dissolvidos ou ) extracgio pelo tetracloreto de carbono
emulsionados 0,04(3) — Gravimetria ap6s extracgdo por meio do
. * éter de petréleo
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ANEXO 6

PROCEDIMENTO TECNICO SMAS DE SINTRA

Este anexo inclui o procedimento de anélise em vigor no Laboratorio dos SMAS de Sintra.
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Procedimentos Técnicos de Fisico-Quimica Pag. 1/5

PT:a - Determinacdo de Detergentes (Surfactantes Anidnicos) como
substdncias afivas ao azul de metileno (MBAS) Ed. 01 Rev. 02

Laboratério de Andlise de Aguos

[Método Interno Ml:e33, baseado no SMEWW 5540 C)
Copia Nae Centrelaca
Decumente vallde apenas no cia cda npresséo

Este procedimento destina-se a descrever a metodologia a ser seguida na determinac@o de detergentes (surfactantes

AMBITO DE APLICACAO

aniénicos) como substdncias afivas ao azul-de-metileno (MBAS), por Espectrofotometria de Absorgdo Molecular, em aguas
destinadas a producd&o de dgua para consumo humano, em dguas de consumo humano e aguas residuails, numa gama de
frabalho de 10 a 200 ug MBAS, ou 0,1 a 2 mg/L MBAS.

PR'NCiPlO DO ME’TODO Impresso a 15-11-2013 22:12:00
O principio deste metodo baseia-se na reag¢do enfre os surfactantes anidénicos e o catido azul-de-metileno, que se
fransfere, quando em equilibrio, da solugdo aguosa para uma solugdo orgdnica liquida imiscivel, ocorendo a formagdo
do par idnico (surfactante anidénico/cati@o azul-de-metileno). A intensidade da cor azul na fase orgdnica mede a
quanifidade de surfactante anidnico existente na fase aquosa.
O metodo consiste em 3 exiragdes sucessivas da amosira (solug@o aquosa em meio acido) com excesso de azul-de-
metileno, para o cloroférmio (fase organica), seguindo-se uma lavagem aquosa e leitura da cor azul no cloroférmio por

especirofotometria de absorg@o melecular a cerca de 652 nm.

INTERFERENCIAS

Todas as espécies MBAS (substa@ncias ativas ao azul-de-metileno) presentes na amostra podem causar interferéncias
positivas, desde que ndo sejam surfactanfes anidnicos mas tenham afinidade com o azul-de-metileno. Outras
interferéncias positivas s@o os sulfonatos organicos, os sulfatos, os carboxilatos, os fendis, os tiocianatos inorgénicos, os
cianatos, os nifrafos e os clorefos, porgue podem formar pares ionicos com o azul-de-mefileno e passarem para o
cloroférmio (fase orgdnica). A anulagdo das interferéncias positivas é feita pelo processo de lavagem que é t@o eficaz
quanto menor for a extratabilidade dos pares idnicos para a fase orgdnica; sendo que este processo de lavagem, elimina
praficamente, todos os cloretos e nifratos presentes na amostra.

As interferéncias negativas resultam da presenga na amostra de surfactantes cafionicos e oufros caftides, tais como as
aminas, dado que estas espécies competem em paralelo com o azul-de-metilenc na formagdo de pares ionicos.

Os sulfuretos, muitas vezes presentes em aguas destinadas a produg¢do de agua para consumo humano, podem reagir
com o azulde-metileno formando um produto final da redug@io descolorado, o que tforna a andlise impossivel. Esta

interferéncia deve ser previamente eliminada pela oxidagdo com peréxide de hidrogénio.

PREPARACAO DA AMOSTRA / COLHEITA E CONSERVACAO
A amostra deverd ser colhida em frasco de vidro (minimo 250 mL), previamente descontaminado com uma solugdo
efandlica de acido cloridrico a 10% (m/m), e lavado separadamente sem detergente. Recomenda-se a conservacdo da
amostra por refrigera¢do, para periodos inferiores a 48 horas. Para periodos superiores € necessaria a adi¢de de
conservantes, sendo a adico de sclucdo de formaldeido a 40% (v/v) em percentagem del% (v/v) adequada para
periodos de conservagdo até 4 dias, aconselhando-se a saturagdo com cloroférmio para periodos até 8 dias.

As amostras ndo devem ser colhidas afravés de uma camada de espuma.

Elaborado Aprovado Enfrada em Vigor

ML CL 23-09-2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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SMAS SINTRA PT:a - Determinagdo de Detergentes (Surfactantes Anidnicos) como
SEMWEOS MUNCIPALIZADDS DE ACUA substdncias afivas ao azul de mefileno (MBAS) Ed. 01 Rev. 02
Laboratério de Andlise de A’gucs

PROCEDIMENTO
*  Amanque do Aparelho Copia Nae Contrelaca

iniciar o amanque do argifEATRTRMTEVEITE apetes i i e iy

funcionamento do espectrofotémetro.

O espectrofotémetro deve ser ligado com suficiente antecedéncia para garantir a sua estabilidade.
As células devem estar bem limpas com cloroférmio anfes e depois das medicdes. A linha de base do aparelho deve ser
estabelecida com cloroférmio na célula de leitura.

+ Preparacdo da Reta de Cadlibragcdo

~ N Impresso a 15-11-2013 22:12:00 i o i
Preparar os padrdes para a construgdo da curva de calibragdo colocando 100 mL de agua desionizada diretamente na

ampola de decantag¢do, & qual se adiciona o volume de padrae, em mlL, consoante a fabela abaixo:

Volume da solugdo padrdo LAS 10 mg/L IQucmiidade de LAS (pg)
0 0
1 10
3 30
5 50
10 100
15 150
20 200

Iniciar leitura dos padrdes para a construgcéio da curva de calibragdo.
+ Padrdes de controlo a utilizar para a validagdo da curva de cdlibracdo

Preparar uma solugao padrdo de confrolo a pariir de material comercial de lofe e/ou marca diferente da ufilizada para
efetuar a calibragdo, de acorde com o definido no PAFQ18 — Confrolo de Qualidade Interno — Espectrofofomefria - Cor,

Sulfatos e Detergentes.

NQOTA: Todas as solugdes padr8o devem ser agitadas com muito cuidado para evitar a forma¢do de espuma e

garantir uma distribuig@o homogénea do surfactante em toda a solugdo.
e Toma para Ensdio e determinacdo

Amosiras de agua de consumo — 250 mL

Amostras de aguas residuais — 100 mL de amosira ja dilvida

+ Extracdo

Numa ampola de decanfagdo de 500 mL, jJunia-se 4 amostra/padrdo, 2 gotas de solugdo indicadora de fenclftaleina e
alcaliniza-se a amostra com adigdo, gota a gota, de NaOH 1N, até ao aparecimento da cor rosa.

Descorar a solugdo rosada com adigdo, gota a gota, de H2S04 1 N.

Adicionar 10 mL de cloroférmio e 25 mL do reagente azul-de-metileno, assim como 5 mL de dlcool isopropilico (propanol-
2) para eliminar emulsées gue possam aparecer.

Agitar a ampola, vigorosamente durante cerca de 30 segundos, e deixar separar as fases por repouso.

Antes de escoar a camada de cloroférmio, rodar levemente a ampola com a amostra e deixar repousar novamente.
Escoar a fase orgdnica (cloroférmio) para uma ampola de decantagdo de 250 mL e repefir a extragdo 2 vezes usando 10
mlL de cloroférmio, de cada vez.

Juntar as fases orgénicas na mesma ampola de 250 mL, adicionar 50 mL de solug&o de lavagem e agitar vigorosamente

durante 30 segundos.

Elaborado Aprovado Entrada em Vigor

ML CL 23-09-2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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SMAS ) PT:c - Determinac¢do de Detergentes (Surfactantes Anidnicos) como
SERMGOS MUN substancias afivas ao azul de metileno (MBAS) Ed. 01 Rev. 02

SANE AMENTO DE SINTRA

Loboratario de Andlise de Aguas

Deixar separar as fases por repouso, agitar mais uma vez a ampola e fazer escoar a camada de cloroférmio, para um

bal@o volumétrico de 100 mL, atraves de um funil d@@ B% I%%\{@dr@@mﬁf@u@@@

Extrair a solugdo de lavagem, mais 2 vezes, com 10 mL de cloroférmio de cada vez, removendo a fase orgdnica para o
baldo de 100 mL. ProceddDB@GIEEM@ 40 e il co@m@imeS G dlier e dnnfessso «
transferida para o baldo. Perfaz-se o volume com cloroférmio agitando no final.

Ler a absorvancia desta amostra final, no espectrofotéometro a cerca de 452 nm, usando células de 1 cm de percurso
optico.As células s@o lavadas com a solugdo a ler 2 vezes antes de se fazer a leitura da absorvancia. Acerta-se o zero

com cloroférmio, sendo a absorvancia lida contra o cloroférmio, incluindo a do zero.

. Impresso a 15-11-2013 22:12:00
* Ensaio em Branco

Para o ensaio em branco, proacede-se da mesma forma como para as amosiras, subsfituindo a foma de ensaio por 100

mlL de agua ulfra pura.

* Ensaio de Recuperacdo

Para o ensaio de recuperacdo por adicdo de padrdo, coloca-se o volume necessario de amostra (100 ou 250 mL) e
pipeta-se 1 mL da solugdo de concenfragde 10 mg/L em LAS para a ampola de decantagdo, procedendo da mesma

forma como para as amaosiras.

RESULTADOS
Os resultados deverdio ser expressos em mg/L em MBAS.

e LAS

C (inm“L)zi
1
Fmal 55 Volume.amositra

Os resulfados deverdio ser apresentados de acordo com o indicado no procedimento PA::015 — Apresentacdo de
Resultados.

CONTROLO DE QUALIDADE

A periodicidade e o chitério de aceitagdio para o controlo de qualidade encontram-se definidos no PAR18 —
Controlo de Qudlidade Intemo — Bpectrofotometria — Cor, Sulfatos e Detergentes.

REAGENTES

Prazo de Validade das Solugdes

Reagente
Condigdes de Conservagdo
Solucdo Stock de LAS (Dodecil Sulfato de Sédio - 1,00 mL = 1,00 mg LAS) 1 semana
Pesar 1,00 g de LAS, dissolver em agua ultrapura e diluir @ 1000 mL. Armazenar no frigerifico para minimizar a biodegradacdo.
Solugdo Padrdo de LAS (Dodecil Sulfato de $édio - 1,00 mL = 10,0 ug LAS) diariamente
Pipetar 10,00 mL da solug&o stock de LAS para um baldo voluméfrico de 1000 mL e aferir até ao frago.
Solucdo indicadora de fenolftaleina a 1% em etanol [preparada ne Laboratéric ou adquirida 2 meses
comercialmente] {quando preparada no laboratéric)
Dissolver 0,1 g de fenolftaleina em 100 mL de alcool efilico.
Solucdo de Hidréxido de Sédio (NaOH) TN=1M & meses
Elaborade Aprovado Entrada em Vigor
ML CL 23-09-2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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SMAS PT:a - Determinagdo de Detergentes (Surfactantes Aniénicos) como
s . substancias afivas ao azul de metileno (MBAS) Ed. 01 Rev. 02

Loboratoric de Andlise de Aguqu

Prazo de Validade das Solugdes
Reagente

2 g =} Y P . T =
Copiz NG Cemrellzplerendsse: do conevacdo
Dissolver 40,00 g de hidréxido de sodio em agua destilada num baldo volumétrico de 1000 mL e perfazer o volume.

Solucdio de Acido Sulfirico 1 N L/QGIIIENILQ Velle)o apEehas o €l el Mfpiessao

Medir 28 mL de acido sulfurico 25-27% para um baldo volumeétrico de 1000 mL e perfazer o volume.

Solugdo de Acido Sulfirico é N ‘ 6 meses

Medir 168 mL de acido sulfurico 25-97% para um bal@o voluméirico de 1000 mL e perfazer o volume.

Solucdo stock de Azul de Metileno ‘ 1 semana

Dissolver 100 mg de azul de metilenc em 100 mL de agua desfilada. Cobrir 0 baldo com papel de aluminio e guardar no
frigorifico. Impresso a 15-11-2013 22:12:00

Solugdo Corante de Azul de Metileno ‘ diaria

Transferir 30 mL da Sclugdo Stock de azul de metileno para um balde velumeétrico de 500 mL. Juntar 300 mL de agua destilada,
4] mL de acido sulfdrico 6 N e 50 g de dihidrogenofosfato de sédio monohidratado. Agitar até a dissolugdo completa e
perfazer o volume a 1000 mL.

Solugdo de Lavagem ‘ diaria

Juntar 41 mL de dcido sulfurico é N a 500 ml de dagua desfilada num baldo volumétrico de 1000 mL. Juntar 50 g de
dihidrogenofosfato de sddio monohidratado, agitando até & sua completa dissolugdo e perfazer o volume a 1000 mL.

Solugdo Etandlica de Acido Cloridrico a 10% (m/m) ‘ diaria
Num bald@o de 1000mL colocar 127 mL de Acido Cloridrico 32% e completfar com Etanol a 96%.

Nota: O cloroférmio &€ uma substancia toxica e carcinogénica (suspeita). Tomar as medidas apropriadas confra a inalagdo e a
exposicdio da pele]

ACGOES PREVENTIVAS E CORRECTIVAS

Sempre que o procedimento ou parfe dele ndo seja infegralmente cumprido, deverd ser acionado o
procedimento definido para o frabalho ndo conforme, bem como para acgdes corretivas caso sejam

necessanas.

IMPRESSOS ASSOCIADOS

1c001 — Controlo de Agua para Consumo Humano — Controlo de Inspegao
12003 — Controlo de Agua Natural Bruta — Captagao

1a004 — Andlise de Agua — Exploragdo ou Cliente Exdtemo

1a005 — Controlo de Aguas Residuais — Controlo de ETARs — SMAS de Sinfra

014 — Preparacdio de Reagentes

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

PA:@01 — Controlo de Qualidade Inferno — Fsico-Quimica
PAr@02 — Calibrag@o Analitica - Fsico-Quimica

PAc03 — Padrdes de Controlo - Fsico-Quimica

PAra04 — Enscios de Recuperagdo - Hsico-Quimica
PA:q05 — Cartas de Controlo - Fsico-Quimica

PAsa15 — Apresentacdo de Resultados

Elaborado Aprovado Enfrada em Vigor

hL CL 23-09-2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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SMAS y PTee - Determinag¢do de Detergentes (Surfactantes Anidnicos) como
SERVCOS MUNCIPALZADOS DE ACLIA substancias ativas ao azul de mefileno (MBAS) Ed. 01 Rev. 02

Loboratério de Andlise de Aguas

PAza18 - Confrolo de Qualidade Infero — Espectrofotometria — Cor , Sulfatos e Detergentes

PAsal9 —Instrucdes para o funcionamento do Esp@@@f@p%@ @@mﬁf@”@@@

REFERENCIAS NorRmATIVAS [DocUMENto Vallcle apenas ne cia ca Ipressio
SMEWW 22Ed - 5540 C Anionic Surfactants as MBAS

NF EN 203:1996 Quadlidade da dgua — Determinagdo de agentes tensioativos aniénicos por medicdo do indice

do azul de metileno SAAM (ISO 7875-1 1284 modificada)

- N Impresso a 15-11-2013 22:12:00
HISTORIAL DE EDICOES / REVISOES

Edicdo/Revisdo Alteracdes Introduzidas Entrada em vigor

01/00 Documento Novo 25-06-2012

Definig@o do dmbito. Maior detalhe no principic do método. Alteragdo da preparagdo do
01/01 ensaioc de recuperagdo. Corregdo da elaboragdo da sol. de azul de metileno e adigdo 28-06-2013
da sol. etandlica. Atualizagdo de ref. normativas.

or/02 Alteragdo do procedimento de extragdo e na execucdo do ensaic de recuperagdo. 23-09-2013
Elaborado Aprovado Entrada em Vigor
ML CL 23-09-2013
A-6.6

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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ANEXO 7

NOVO PROCEDIMENTO TECNICO

De seguida apresenta-se o procedimento elaborado com base no existente, onde foram
introduzidas algumas modificagfes que se revelaram importantes e que ficam como

sugestdo ao Laboratério.

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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Procedimento de Andlise P&ag. 1/10
s Defermindgéio de Detergentes (Surfatantes Anidnicos) Ed. XX Rev. XX
Laboratsrio de Andlise de Aguas como substancias ativas ao azul-de-metileno (MBAS)
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Procedimento de Andlise

Determinagdo de Detergentes (Surfatantes Anidnicos)
comeo substdncias ativas ao azul-de-metileno (MBAS)

Laboratério de Andlise de Aguas

Pag. 2/10

Ed. XX Rev. XX

1. AMBITO DE APLICACAOQ

Este procedimento destina-se a descrever a metodologia a ser seguida na
determinacdo de detergentes (surfatantes anidnicos) comeo substancias ativas ao azul-
de-mefileno (MBAS). por Especirofotometric de Absorgéo Molecular, em déguas
destinadas a producdo de dagua para consumo humano, em aguas de consumo
humano e aguas residuais. numa gama de frabalho de 0.1 a 2 mg/L MBAS.

2. PRINCIPIO DO METODO

O principio deste método baseia-se na reacdo entre os surfatantes anidnicos e o
catidio azul-de-metileno, que se fransfere, quando em equilibrio. da solugd@o aquosa
para uma solucdo orgénica liquida imiscivel, ocorendo a formagdo do par idnico
(surfatante anidnico/cati@o azul-de-metileno).

O meétodo consiste em 3 extragdes sucessivas da amostra (solugéio aquosa em meio
dcido) com excesso de azul-de-metileno, para o clorofémio (fase orgénica), seguindo-
se uma lavagem agquosa em meio acido. A infensidade da cor azul na fase orgénica &
proporcional @ quantidade de surfatante anidnico existente na fase aquosa e & lida
espectrofotometria de absorgc&o molecular (UV-Vis) na zona do méximo de absorcdio
do azul de metileno, cerca de 652 nm.

3. INTERFERENCIAS

Todas as espécies MBAS (substéncias ctivas ao azul-de-metileno) presentes na amostra
podem causar interferéncias positivas, desde gue ndo sejam surfatantes anidnicos mas
tenham afinidocde com o azul-de-metileno. Outras interferéncias positivas sGo os
sulfonatos orgdnicos, os sulfatos, os carboxilatos, os fendis, os tiocianatos inorgénicos, as
cianatos, os nitratos e os cloretos, porque podem formar pares idnicos com o azul-de-
metileno e passarem para o clorofémio (fase orgénica). A anulagd@o das infterferéncias
positivas &€ feita pelo processo de lavagem que & t&o eficaz quanto menor for a
extratabilidade dos pares idnicos para a fase orgénica; sendo que este processo de
lavagem, elimina praticamente, todos os cloretos e nitratos presentes na amaostra.

As interferéncias negativas resultam da presenca na amostra de surfatantes catidnicos
e outros catfides, tais como as aminas, dado que estas espécies competem em
parclelo com o azul-de-metileno na formacgéo de pares idnicos.

Os sulfuretas, muitas vezes presentes em dguas destinadas a producdo de agua para
consumo humano, podem reagir com o azul-de-metileno formando um produto final
da reducdo descolorado, o que torna a andlise impossivel. Esta interferéncia deve ser
previamente eliminada pela oxidagdo com perdxido de hidrogénio.

4. PREPARACAO DA AMOSTRA / COLHEITA E CONSERVACAO

A amostra deverd ser colhida em frasco de vidro (minimo 250 ml). previamente
descontaminado com uma solucdio etandlica de dcido cloridiico a 10% (m/m), e
lavado separadamente sem detergente. Recomenda-se a conservac@o da amostra
por refiigeracdo, para perodos inferiores a 48 horas. Para perodos supericores &
necessara a adicéio de conservantes, sendo a adigdo de solugdio de formaldeido a
40% (v/v) em percentagem del% (v/v) adequada para periodos de conservacdo ate
4 dias, aconselhando-se a saturagé&o com cloroférmio para periodos até 8 dias.

As amostras néo devem ser colhidas afravés de uma camada de espuma.

Refrigeragio até 48 h.
Maiores periodos implicam
conservagdo especifica.

Flaborado Aprovado Entrada em Vigor

XX XX XHXXXKKX

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires
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Procedimento de Andlise
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SMAS

Determinagdo de Detergentes (Surfatantes Anidnicos)
comeo substancias ativas ao azul-de-metileno (MBAS)

NTRA

Laboratério de Andlise de AgJus

Ed. XX Rev. XX

5. PROCEDIMENTO
5.1 Arranque do Aparelho

Iniciar o arangue do aparelho de acordo com o indicado no procedimento auxiliar
PAl?.

O espectrofotometro deve serligado com suficiente antecedéncia para garantir a sua
estabilidade.

As células devemn estar bem limpas com clorofédmio antes e depois das medicoes. A
linha de base do aparelho deve ser estabelecida com cloroféormmio na célula de leitura.

5.2 Preparacdo da Reta de Cadlibracdo

Preparar os padrdes para a construc@o da curva de calibragé@o colocando 100 ml de
agua desionizada direfamente na ampola de decantagdo, & qual se adiciona o
volume de padrdo, em ml. consoante a tabela abaixo:

Volume da solucéio padréo

LAS de 10 mg/L Quantidade de LAS (ug)

0 0
1 10
3 30
5 50
100
150
200

0
15
20

Apds a preparagdo dos padrdes, estes seguem a metodologia descrita no ponto 5.5.

5.3 Padrdes de controlo a utilizar para a validacdo da curva de cadlibragéo

Preparar uma soluc@o padrdio de confrolo a partir de material comercial de lofe e/ou
marca diferente da utilizada para efetuar a calibragéo, de acordo com o definido no
PAzal8.

NOTA: Todas as solucdes padréio devem ser agitadas com muito cuidado para evitar a
formacdo de espuma e garantir uma distribuicéo homogénea do surfatante em toda
a solugdio.

5.4 Toma para ensaio e determinagdo

Amostras de dgua de consumo — 250 ml
Amostras de dguas residuais — 100 ml de amostra (com ou sem diluigdio)

5.5 Extracdo

Numa ampola de decantac@o de 500 ml junta-se & cmostra/padrdo 2 gotas de
solucdio indicadora de fenclftaleina e alcaliniza-se a amostra com adigéo, gota a
gota, de NaOH 1IN, até ao aparecimento da cor rosa. De seguida descora-se a
solugdio rosada com adicdo, gota a gota, de H2S04 1 N.

Adiciona-se 10 ml de cloroférmio, 25 ml do reagente azul-de-metileno e 5 ml de dlcool
isopropilico (propancl-2). Este dltimo & adicionado para eliminar emulsdes que possam
aparecer.

PArc19 — Instrugdes para o
funcionamento do
espectrofotometro.

O cloroférmio a usar durante o
ensaio devera ser
preferencialmente do mesmo
lote.

PAFQ18 — Controlo de
Qualidade Interno —
Espectrofotometria — Cor,
Sulfatos e Detergentes.

Na manipulagio das aguas
residuais deverao ser usadas
luvas e méascara.

Na manipulagio das solugbes
de NaOH e HzS0s deverdo ser
impreterivelmente usados
deulos de protecgio.

Elaborado Aprovado

Enfrada em Vigor

XX XX XXXX-XXXX

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires
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Procedimento de Andlise

Determinacdo de Detergentes (Surfatantes Anidnicos)
como substancias ativas ao azul-de-metileno (MBAS)

Laboratério de Andlise de Aguas
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Ed. XX Rev. XX

Agita-se a ampola, vigorosamente durante cerca de 30 segundos, e deixa-se separar
as fases por repouso.

Antes de escoar a camada de clorofémio, rodar levemente a ampola com a amaostra
e deixar repousar novamente.

Escoar a fase orgdnica (clorofémio) até ao nivel da tormneira, para uma segunda
ampola de decantagd@o de 250 ml e lavar a ponta da primeira ampola com um pouco
de cloroformio. de forma a garantir gue ndo ha perdas da fase de inferesse. Repete-se
a extracdo mais 2 vezes usando 10 ml de clorofomic em cada e na Olfima extragdo
pode-se deixar escoar um pouco mais além do inicio da tomeira, mas sem deixar
passar a fase aquosa.

Depois de reunir todas as fases orgdinicas na mesma ampola de 250 ml adiciona-se 50
ml de solugcd@o de lavagem e agita-se vigorosamente durante 30 segundos e deixa-se
separar as fases por repouso.

Agita-se mais uma vez a ampola e faz-se escoar a camada de clorofdrmio. para um
bald@o volumétrico de 100 ml, através de um funil de vidro com l& de vidro previamente
lavado com clorofdrmio para remogdo de possiveis interferéncias.

Extrai-se novamente a solug@o de lavagem, com mais 2 vezes 10 ml de clorofémio,
removendo sempre a fase orgénica para o baldo de 100 ml. Procede-se a uma
lavagem da 1& de vidro com cloroférmio. de forma o garantir que toda a fase
orgdnica & fransferida para o baldo. Perfaz-se o volume com clorofémio agitando
para garantir a homogeneidade da amosira.

Por fim efetua-se a leitura da absorvéncia no espectrofotdmetro a cerca de 652 nm,
usando células de 1T cm de percurso &tico. As células séo lavadas com a solucéo 2
vezes antes de se fazer a leitura devendo-se garantir que néio hd formagdo de bolhas
nas células, assim como, se estdo corretamente limpas. Acerfa-se a linha de base com
cloroférmio, sendo este a solugdo de referéncia para as amostras, incluindo a do zero.

5.6 Ensdio em Branco

Para o ensaio em branco, procede-se da mesma forma como para as amostras e
padrdes substituindo a toma de ensaio por 100 ml de dagua ultra pura.

5.7 Ensaio de Recuperacdo

Para efetuar o enscio de recuperacéo coloca-se o volume necessdrio de amostra (100
ou 250 ml) e pipeta-se 10 ml da solugcdo de concentragd@o 10 mg/L em LAS para a
ampola de decantacdo. De seguida procede-se da mesma forma como para os
padrdes e amostras.

6. RESULTADOS

Os resultados deverdio ser expressos em mg/L em MBAS. Para tal. o valor em LAS
retirado por interpolag@o na curva de calibragdo € dividido o volume de amostra
colocado na ampola, de acordo com a expressdio seguinte:

e LAS

C (mo [L)=— T
nal Mg
A Volime.ammostra

Caso a amostra tenha sido sujeita a diluic@io é necessario multiplicar o resultfado pelo
fator de diluigao.

7. CONTROLO DE QUALIDADE

A periodicidade e o critério de aceitagdo para o controlo de qualidade enconfram-se
definidos no PAra18.

Algumas amostras poderdo
necessitar de mais tempo para a
separacdo das fases

No caso de ficarem algumas
gotas da solugdo de cloroformio
no tubo de descarga da ampola
este devera ser lavado com um
pouco de cloroférmio para a
segunda ampola de decantagfo.

Esta equacio esta adequada
para a utilizacdo das seguintes
unidades:

- Cra em mg/L

- [LAS] em ng

- Volume da amostra em mL

PAFQ18 — Controlo de
Qualidade Interno —
Espectrofotometria — Cor,
Sulfatos e Detergentes

Elaborado Aprovado

Entrada em Vigor

XX XX XAXK-XXXX
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-\ Procedimento de Andlise Pag. 5/10
SMAS ' e o
SERVWCIS WLNIGPALITADES DE AGLA Determina¢do de Detergentes (Surfatantes Anidnicos) Ed. ¥x Rev. XX
Laborarério de Andise de Aguzs | ©OMO substancias ativas ae azul-de-metileno (MBAS)
8. REAGENTES e SOLUCGES
Solugcdo Concentragcde Conservagde Validade
Solugdo Stock de LAS (Dodecil Sulfato de Sédie) 19/l Frigarifico
- . _— 15
Pesar 1,00 g de LAS, dissolver em dagua ultrapura e diluir a [Para minimizar a =mana
1000 ml. bicdegradacio)
Solugdio Padrdo de LAS (Dodecil Sulfate de Sédio) 10 mg/L
) 1 dia
Pipetar 10,00 ml da solugdo sfock de LAS para um bald@o Bancada
volumétnco de 1000 ml e aferir até ao trago.
2 meses
Solugdio indicadora de fenolftaleina 1% em etanol auando
[Preparada no Laboraténo ou adgquinda comercialmente] Ao abrigo da luz preparada
o
Dissclver 0,1 g de fenclitaleing em 100 ml de dlcool slilice. laboratério
solugdo de Hidréxido de Sédio 1N
- L. - . . Ao abrigo da luz 4 meses
Dissclver 40,00 g de hidréxido de sédic em dagua destilada
num bal&o volumétrco de 1000 ml & perfazer o volume.
Solugdio de Acido Sulfirico IN
Medir 28 ml de acido sulfirico $5-97% para um baldc Ao abrigo da luz 6 meses
volumétrico de 1000 ml & perfazer o volume.
solugdo de Acido Sulfirice &N
. . - . . Ao abrigo da luz 4 meses
Medir 28 ml de acido sulfirco $5-97% para um bal@o
volumétnco de 1000 ml & perfazer o volume.
solugdo stock de Azul-de-metilenc Cobrir o balao
com papel de
Dissclver 100 mg de azul-de-mefilenc em 100 ml de agua aluminio & 1 semana
destilada guarcar ne
’ figornfico.
Solugdo corante de Azul-de-metileno
Transferir 30 ml da solugdo stock de azul-de-metileno para
um balde volumético de 500 ml. Juntar 500 ml de agua Bancada 1 dia
destiloda, 41 ml de acido sulfiico ¢ M e 50 g de
dihidrogenofosfato de sédio monohidratado. Agitar até a
dissclug@o completa e perfazer o volume a 1000 ml.
solugdio de lavagem
Juntar 41 ml de acido sulfirico ¢ N a 500 ml de agua 1 dia
destilada num baldo volumétnco de 1000 ml. Juntar 50 g de Bancada
dihidrogenofosfato de sédio monohidratade, agitando até
d sua completa dissolugdo e perfazer o volume a 1000 ml.
Solugdo Etanélica de Acido Cloridrico 10%
. . Hotte 1 dia
Num bal&o de 1000ml colocar 127 ml de Acido Clondhico (m/m)
32% e completar com Etancl a 96%.
Nota: O cloroférmic € uma substancia toxica e carcinogénica (suspeita). Tormar as medidas
apropriadas contra a inalagdo e a exposicdo da pele.
Elgborado Aprovado Enfrada em Vigor
XX KX HOCHAHOOK
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@
SMAS SINTF L -
LT N BAIIALS D1 A Determinacdo de Detergentes (Surfatantes Anidnicos)
como substancias ativas ao azul-de-metfileno (MBAS)

Procedimento de Andlise Pag. 10/10

Ed. XX Rev. XX

Loboratdnio de Andise de Aquas

10. EQUIPAMENTO DE PROTE(;AO INDIVIDUAL

Na redlizagdo desta técnica exdstern determinados cuidados a ter nomeadaments em relagcdo & protecdo do
técnico que executa. Para tal torna-se cbrigaténo para a execugdo da mesma, o uso de dculos, bata e luvas,
sendo de cardcter opcional, a ufilizag@o de mascara ou, se houver condigdes para tal, a redlizagdo sob um
sisterna extrative de ar adequado para o efeito, por exemplo, em hotte,

11. ACQéES PREVENTIVAS E CORRECTIVAS

Sempra que o procedimente ou parte dele ndo sgja integralmente cumprido, deverd ser acionado o
procedimenfc definido para o frabalhe né@o conforme, bem come para agdes comelivas caso sejam
necessanas.

12. IMPRESSOS ASSOCIADOS

I=001 — Controlo de Agua para Consumo Humanao — Controlo de Inspegdo
1e003 — Controlo de Agua Matural Bruta — Captagéio

1c004 — Andlise de Agua - Explorag@ic ou Cliente Externo

1e005 — Controlo de Aguas Residuais — Conirolo de ETARs — SMAS de Sinfra
Iz014 — Preparagéo de Reagentes

13. DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

PAra01 - Controlo de Gualidade Intemo - Fisico-Guimica

PAra02 - Calibragdo Andlitica - Fsico-Guimica

PAra03 - Padrées de Controlo - Fsico-Quimica

PAra04 - Ensaios de Recuperagdo - Rsico-Quimica

PArc05 — Cartas de Confrolo - Asico-Quimica

PAral5 — Apresentacdo de Resultfados

PAra18 - Controle de Qualidade Interno — Espectrofotometria — Cor, Sulfates e Defergentes
PAral? — Insfrugées para o funcionamento do Espectrofotémetro

14. REFERENCIAS & NORMATIVOS

SMEWW 22Ed — 5540 C Anionic Surfactants as MBAS
NP EM $03:199é Qualidade da agua - Determinagdo de agentes tensioativos anidnicos por medigdo do indice
do azul-de-metileno SAAM (ISO 7875-1 1984 modificadal)

15. HISTORIAL DE EDICOES / REVISOES

Edigdo/Revisde Alteragdes Introduzidas Enfrada em vigor
XXX Documento Novo HHOEXHK
Elaborado Aprovado Entrada em Vigor
XX KK FORKH XK
A-79
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ANEXO 8

RELATORIO DE ENSAIO

O presente anexo demonstra como o Laboratorio emite 0s seus resultados aos seus clientes.
A este relatorio estdo associadas todas as informacdes quer do cliente, quer da amostra
como por exemplo, data da colheita, tipo de amostragem, apreciacao final do cumprimento
da legislacéo, entre outros.

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013
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127

acreditacdo
SMAS n
L0440
SERVICOS MUNICIPALIZADOS DE AGUA Ensaios
E SANEAMENTQ DE SINTRA
Laboratorio de Andlise de Aguas
ANALISE BACTERIOLOGICA/FISICO QUIMICA DE AGUA
Relatério de Ensaios Nr: 3035/2013 Versdo: 1
Requisitante da Analise:
Morada: -
Boletim provisério
Local de Colheita: Data de Entrada: 18/10/2013
Colheita efetuada por: Data de Inicio da Analise: 18/10/2013

Data de Colheita: 18/10/2013
Tipo de amostra: Industria

Data Fim Analise: 24/10/2013

AMOSTRAGEM

Colheita, transporte e preservagio da amostra de acordo com as normas referidas
Colheita de amostras para analise de pardmetros fisico-quimicos ISO 5667-5:2006
Colheita de amostras para analise de pardmetros microbiologicos I1SO 19458:2006

Parametros de Campo

|Tipo de Amostragem Composta N.° Horas Amostra Composta 24 |
RESULTADOS

Ensaio Resultado Unidade VMA VMR

pH 8T7a22°C Escala de Sorensen >=55e<=95 —

Electrometria Ml fq 13 (2008-11-18) (SMEWW 4500 H+)

Condutividade 9x1002 uS/em a 20°C 3000 -—

Electrometria Ml g 09 (2010-09-17) (NP EN 27888:1996)

CBO - Carencia Bioquimica de Oxigénio 2x1042 mg/L O2 800 300

Ml fq 20 (2010-05-26) SMEWW 5210 D

CQO - Carencia Quimica de Oxigénio 4x10°2 mg /L O2 1200 600

MI fq 26 (2012-06-22)(1SO 15705:2002)

Detergentes * 1,38 mg MBAS/L 15 2

MI fq 33 (2013-09-23)

Temperatura ™ 22 °C 30 -—

Termometria Ml fq 16 (2011-11-21) (SMEWW 2550}

Apreciagao:
Os parametros analisados cumprem os requisitos do Regulamento de Descarga dos SMAS de Sintra

MI - Método Interno;

SMEWW=Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 21st Ed;

LAE - L'analyse de I'eau. J. Rodier 9 Ed

VMA - Valor maximo admissivel de acordo com o regulamento de descarga dos SMAS de Sintra.
VMR - Valor maximo recomendado de acordo com o regulamento de descarga dos SMAS de Sintra.

O ensaio assinalado com * nédo esta incluido no &mbito da acreditac&o.

O ensaio assinalado com # foi subcontratado em laboratério com ensaio ndo acreditado

O ensaio assinalado com ## foi subcontratado em laborat6rio com ensaio acreditado.

A apreciagdo de resultados ndo esta incluida no ambito da acreditagdo.

Colheita, preservagdo e transporte ndo incluidos no ambito da acreditagdo.

Os resultados referem-se exclusivamente as amostras analisadas.

N&o é permitida a reproducdo parcial ou integral deste documento sem a autorizag 3o expressa do Laboratério.

Smas Sinfra: Av. Almirante Gago Coutinho, 18 | 2710-418 | Tel: 219119000 | Fax: 219233762
smas-sintra.pt | E-mail: geral@smas-sintra.pt

G065 Rev.03 05-03-2013 Pag. 1de2
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) ra

acreditacdo

SMAS .

) L0440
SERVICOS MUNICIPALIZADOS DE AGUA Ensaios
E SANEAMENTO DE SINTRA

Laboratario de Analise de Aguas

ANALISE BACTERIOLOGICA/FiSICO QUIMICA DE AGUA

Relatério de Ensaios Nr: 3035/2013 Versio: 1

Parametros de Campo
|Tipc de Amostragem Composta N.? Horas Amostra Composta 24 |

RESULTADOS
Ensaio Resultado Unidade VMA VMR

Sintra, 25-10-2013

A Diretora do Laboratdrio A Responsavel Técnica

MI - Método Interno;

SMEWW=Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 21st Ed;

LAE - L'analyse de I'eau. J. Rodier 9 Ed

VMA - Valor maximo admissivel de acordo com o regulamento de descarga dos SMAS de Sintra
VMR - Valor maximo recomendado de acordo com o regulamento de descarga dos SMAS de Sintra.

O ensaio assinalado com * ndo esta incluido no ambito da acreditagdo.

O ensaio assinalado com # foi subcontratado em laboratério com ensaio ndo acreditado.

O ensaio assinalado com ## foi subcontratado em laboratdrio com ensaio acreditado.

A apreciagdo de resultados ndo esta incluida no ambito da acreditacdo.

Colheita, preservacdo e transporte ndo incluidos no dmbito da acreditagdo.

Os resultados referem-se exclusivamente as amostras analisadas.

N&o & permitida a reprodugdo parcial ou integral deste documento sem a autorizagdo expressa do Laboratério.

Smas Sintra: Av. Almirante Gago Coutinho, 18 | 2710-418 | Tel: 219119000 | Fax 219233762
smas-sintra.pt | E-mail: geral@smas-sintra.pt

1G065 Rev. 03 05-03-2013 Pag. 2de 2
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ANEXO 9

ESPETRO DO MAXIMO DE ABSORCAO DO AZUL DE METILENO

Para a implementacdo do método procedeu-se a determinacdo do comprimento de onda
onde o azul-de-metileno apresenta 0 seu maximo de absorcdo. Essa determinacdo foi
efetuada recorrendo ao software existente tendo-se obtido 0 espetro que se apresenta neste
anexo.

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validagdo de um método analitico para a determinacao de surfatantes aniénicos

(wu)uybuz e s,
ool 519 059 529 009

LODHAWES SOOUEDS ¥ ZETL'D WU 00'Z59

545

LoaRAd

055 525 00s

< [ o9 B 3 ][ = [

oo o-

AoUEqIDSaY

& 4
=

E ™ E

Al = 1o

=AM

"unb 01 357 JINSE SHIA0W | JIHS JOSIND MO SEDY MOLIY

=247 6

togsdues [ -
enouess fy -

LoEia Gl

Formdwe s _H -

0= )

Loredue _H =
Zopuess B =

[N

poceides B
LDOQuED: _._-._ =

%=

BEme U

dpf mopu ydei§ =g el puswwoeT spely uoneaydd§ sjool mak 2 [

[ ———Tmre =i t=as] - eudnoisin Wl

A-92

ISEL, 2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires




Implementacao e validagdo de um método analitico para a determinacao de surfatantes aniénicos

ANEXO 10

ESTUDO DA LINEARIDADE DA CURVA DE CALIBRACAO

Apresenta-se de seguida os outputs produzidos pelo ficheiro EXCEL pré-definido para os
estudos de linearidade de curvas de calibracdo necesséarios nas fases de validacdo dos
metodos.

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires ISEL, 2013



Implementacao e validagdo de um método analitico para a determinacao de surfatantes aniénicos

BIJSOUIE P (DU

001 06 08 0L 09 0 or 0€ 0T o1 0
L 1 1 1 1 1 1 1 1 . O
v
N L 2
. a
A4 .
-0 =
*
. - 90
- 80
[euLIou pepiIqeqord ap oquasaq
TX PABLIEA
TX [PABLIEA .
0€T 007 0€T 00T 0s 0 r 100
Q L 1 1 Il 1 . D.o
QlsTARIO L L -~
m 70 $00°0 =
Ae sT z S =
[ | 0 = o._ owb 0 _H 9_: Qm m.
L * 0 B,
m 90 ¢ -
80 ® <000
epelsnfe equi ap oYmIsIq TX [PABLIEA SIENPISAI 9P OYUISIJ TX [PABLIBA
9¥9°0 98THTLSRTO F86EETTLI 0" £1TTE000°0- €1TTEOF9°0 L
#9870 LESTHFILE 8L 685T€9€9T°0 L9966L000°0 €EE00968F°0 9
TLZE0 6THTLS8TH9 8FT00ERGL™0 FOVITIT00°0 9€CRLOFTE 0 <
919T°0 0¢ €CEOTOTILO-  GELISTTO0O- GELISLEIT O ¥
600 TLSBTYIL SE T0689€0ILT- T0881S00°0- T088£660°0 €
9¢£0°0 EPTLESTYIT 1€8THFI6I0 66908€000°0 TOE6TOSE00 T
690070 EPTLESTHT L LOPCTOFET 8€0€90+00°0 Th6rE8T00°0 I
opipnd
A JUERIER] sionpisay o3sinaid A op3pAIasqo
-sipnpisay

AAVAITIIvV40dd 4d SodvLITasad

TVNAISTE OAVLTIASHd

A-94

ISEL, 2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires




Implementacao e validagdo de um método analitico para a determinacgéo de surfatantes anidnicos

001 08 09

BIISOUIE B [DUINIJ

or 0T 0

[euLIou apepiqeqoxd ap oquasaq

*
[

7o =
90
20

TX [PABLIBA TX [PABLIEA
0000¢ 0000% 0000¢€ 00002 00001 0 0§T 00T 0§1 001 0¢ 0

_ _ _ _ _ o.o _ _ _ _ _ - o,o

oysaard 1 m m o olstaard 1 m m e

0 70

Ae €0 Ae €0
| - ] -

t'0 0

[ | <0 | €0

90 90

o L0 u LD

JO[d 3 2Ul'] T I[qBLIBA X epe)snfe equif sp oquasa(q [X [PABLIEA
CX [PABLIBA TX [2ABLIE A

. 900°0- . - 900°0-

+00°0- L $00°0-
00005 00g0F 0000€ 00007 00001 & (¢ T000- 0§T 0g7 0s1 001 e y C00°0- w
L 1 1 1 1 0 W L 1 | 1 1 ’ll 0 [p
L o B g
. 000 % ¢ N - 7000 E

+00°0 ¢ to00

900°0 - 90070

STENPISAL 3P OISy TX [PABLIEA SIBNPISAT 3P OYUISA([ X [PABLIGA

A-95

ISEL, 2013

Trabalho Final Mestrado — Andreia Pires




Implementacao e validagdo de um método analitico para a determinacao de surfatantes aniénicos

ANEXO 11

TABELA DE TOLERANCIAS DO MATERIAL UTILIZADO

De seguida estdo apresentadas as tolerancias retiradas do material de vidro utilizado na

determinacdo de detergentes. Estas tolerancias sao validas para temperaturas de 20°C.

A-101
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Tolerancia

Pipeta volumétrica 1 mL AS (Normax ou Brand) 0,008 mL
Pipeta volumétrica 5 mL AS (Normax ou Brand) 0,015 mL
Pipeta volumétrica 10 mL AS (Normax ou Brand) 0,02 mL
Pipeta volumétrica 15 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL
Pipeta volumétrica 20 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL
Pipeta volumétrica 25 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL
Pipeta volumétrica 30 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL
Pipeta volumétrica 50 mL AS (Normax ou Brand) 0,05 mL
Pipeta volumétrica 100 mL AS (Normax ou Brand) 0,08 mL
Baldo volumétrico 100 mL 0,10 mL
Baldo volumétrico 250 mL 0,15 mL
Bal&o volumétrico 500 mL 0,25 mL
Bal&o volumétrico 1000 mL 0,40 mL
Proveta de vidro de 10 mL 0,10 mL
Proveta de vidro de 50 mL 0,50 mL
Proveta de vidro de 100 mL 0,50 mL
Proveta de vidro de 250 mL 1,0 mL

Balanca analitica Mettler Toledo AB204-s/Fact 1,0 mg

A-10.2
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ANEXO 12

PROCEDIMENTOS AUXILIARES

De seguida sdo apresentados os procedimentos auxiliares associados ao procedimento

técnico existente.
PArql5 (EdO1Rev13) _Apresentacao de resultados

Neste procedimento encontra-se descrito para cada parametro, qual o método utilizado
assim como a norma que serviu de referéncia para o desenvolvimento de cada um. E
indicado também qual o tipo de matriz (aguas de consumo humano, ndo tratadas ou
residuais) a que se aplicam, as unidades em que sdo expressos 0s resultados e a incerteza
de cada método de anélise. A gama de trabalho e o limite de quantificagdo também se
encontram aqui definidos, assim como a situacdo de cada pardmetro em termos de

acreditacdo (se é acreditado ou ndo, ou em fase de acreditacéo).

PArq18 (EdO1Rev05) _Controlo de Qualidade Espetrofotometria

Este procedimento engloba o controlo de qualidade de trés parametros efetuados por
Espetrofotometria de Absor¢do Molecular, nomeadamente os detergentes. A existéncia
deste procedimento permite uma consulta facilitada através de um quadro resumo do
controlo de qualidade e sua periodicidade para a determinacdo de detergentes de uma

amostra.

PArol9 (EdO1Rev00) _Instrugdes de funcionamento espectrofotdmetro

Este procedimento foi elaborado com instrucdes passo a passo para um manuseamento

facilitado do espetrofotometro.
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PArol5 (EdO1Rev13) _Apresentacdo de resultados

k \ Pag. 1/5

Procedimentos Auxiliares de Fisic o-Quimica

MAS °
S 2 I':S PAro15 - Apresentagdo de Resultados Ed. 01 Rev. 13
Laboratério de Andlise de }'\gucs
L ) Cépia Nae Contrelada
AMBITO DE APLICACAO N oy _ . . -
Documente valice apenas ne dia ca Impressie

Este procedimento destina-se a definir a forma como serd feita a apresentacéo de resultados, nos diferentes

pardmetros analisados no laboratério.
Impresso a 16-11-2013 19:50:00

DESCRICAO

Encontrase esquematizado num quadro por parémetro, o método/ nomma de referéncia, o ambito de
aplicagc@o, as unidades usadas, a incerteza (se esfiver estimada), o infervalo de valores e o limite de

quantificacdo do método.

PROCEDIMENTO

Descrito no quadro seguinte, nas pdaginas 2, 3 e 4 do Procedimento.

ACGCOES PREVENTIVAS E CORRECTIVAS

Sempre que o procedimento ou parte dele ndo seja integralmente cumprido, deverd ser accionado o
procedimento definido para o trabalho né&o conforme, bem como accionadas acgoes correctivas caso sejam

necessanas.

IMPRESSOS ASSOCIADOS

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

REFERENCIAS NORMATIVAS

OGC007 Guia para a quantificagdo da incerteza em ensaios quimicos

SMEWW 21Ed, 1050 Expression of resulfs

Elaborado Aprovado Entrada em Vigor

CL CL 23-09-2013
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N Pag. 2/5
Procedimentos Auxiliares de Fisico-Quimica
SMAS -
gos. a0 e Ao PArcl5 — Apresentagdo de Resultados Ed. 01 Rev. 13
Laboratério de Andlise de ﬁ'\guca
> 2 (= & . -
Copla Ne Ceontrelada
HISTORIAL DE EDI QES / RE!LSOE} S [ P
Vocuinehte valide apenas ne clia ca ImMpressio
Edicdo/Revisdo Alteracdes Introduzidas Entrada em vigor

01,/00 Documento novo  Impresso a 16-11-2013 19:50:00 24-06-2008

a1/01 Alterag@o nos pardmetros “em fase de acreditagao” para “acreditado” 0&-11-2008
Indicaga@o dos valores da incerteza nos pardmetros do cloro residual,

01/02 22-11-2008
condutividade, cor, pH, sulfatos e turvacdo
Actualizagdo do logdtipo. Actualizag&o dos valores de incertezas, casas
decimais e acreditagdo dos pardmetros: azoto amoniacal, cloro residual,

01/03 15-08-2009
cor, condutividade, ferro, fosfato, nifrato, nitrito, oxidabilidade, pH, sulfatos,
temperatura e furvagdo

01/04 Alteracdo do limite de quantiificagdo da turvagdo 17-11-2009

01/05 Alteragdo da incerteza do parametro dos Sulfatos 26-11-2009

01/06 Alteragdo Par@metros acreditados e limite de quanfificagdo da Cor 12-03-2010

01/07 Incertezas CBOS5, CQO, 55T e pH. Alteragdes nas casas decimais. 17-05-2010
Ensaios Acreditados (CBOS, CQOC, $8T), Métodos AQUAKEM [NH4, PO4, NO2,

01/08 30-05-2011
S04),

01/09 Max 3 algarismos significafivos. 26-09-2011

01/10 Actualizagdo de incertezas (nas gamas de Lg) e casas decimais 28-12-2011
Retfirada indica¢do do numerc de casas decimais a apresentar. Infrodugdo

o1/11 N 03-07-2013
de novos parGmetros.

01/12 Acerto da incerteza da Cor e de Fosforo total 0%-07-2013
Acerto da incerteza de detergentes. Incerteza de Azotc amoniacal, Nifratos

01/13 23-09-2013
e nifrifos AQUAKEM

Elaborado Aprovado Entrada em Vigor
CL CL 23-09-2013
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PAro18 (EdO1Rev05) _Controlo de Qualidade Espetrofotometria

Laboratsrio de Andlise de Aguas

Procedimentos Auxiliares de Fisico-Quimica

PArc18 - Conirolo ce Qualidcacde Interno — Ed. 01
Espectrofotometria — Cor, Sulfatos e Detergentes '

Pag. 1/3

Rev. 05

l

AMBITO DE APLICAGAO

DESCRICAO

PROCEDIMENTO

Quadro 1 - Paré@metro Sulfatos

Decumento valide &

Este procedimento destina-se a descrever o control

Copla Nae Ceontrelada

L

aceitagdo estabelecido na drea da fisico-quimica em métodos de espectrofotometria sendo da

responsabilidade de cada um dos analistas o seu cumprimento.

enas ne dia ea im fgm@@séﬁc

de gudlidade interno a ser e

Impresso a 16-11-2013 19:55:00

desse controlo e o critério de aceitagdo estabelecido para cada um estd igualmente definido.

ctuado e o critério de

O controlo da qualidade interno efectuado a cada pardmetro estd definido no quadro abaixo. A pericdicidade

Controlo de Qualidade

Periodicidade

Critério de aceitagdo

Recta de calibragdo

Padrdo de conirolo 9 (Lg)

Mensal

r>0,999;

Declive: definido na Carta de Confrolo

10% desvio em relagdo ao valor tedrico

Padr@o de confrolo 30

Por cada série de amostras

Definido na Carta de Confrolo

Padrdo de confrolo 39

Recta guardada

5% desvio em relagdo ao valor tedrico

Branco

Duplicado

Ensaic de recupera¢do

Por cada série de amostras

< 0,0005 abs

Definido na Carta de Controlo

80% a 120%

Nota: Autfo zero realizado com agua UP. Brance efecfuado com agua UP e reagentes.

Elaborado

Aprovado

Entrada em Vigor

ML

CL

08-07-2013
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Pag. 2/3
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Quadro 2 - Parémetro Defergentes

Cépia Née Contrelada

Controle de QuFlqude
n (nlnl el

g?{j_odjcidqde

[La¥e

0 Critério de aceitacde

AT S

Reta de calibracao

[ I‘l s lafd Fam
[SUHGE WY EIIIEIE CI[FAS

o

fce]

Semestral

f

AlRey
O EI0cE!

r=0,999

o Oy [ lr=Yr=You)
[CACIR IR

declive 0,0032 £ 0,0005

Padrdo de confrolo 100 pg/L

Por cada nova recta
Impresso a 16-11-2013 19:55:00

15% desvio em relag@o ao valor tedrico

Padrdo de confrolo 10 pg/L

Padrao de confrole 200 pg/L

Por cada série de amosiras com uso
de recta guardada

25% desvio em relagdo ao valor tedrico

10% desvio em relag@o ao valor tedrico

Brance

Duplicado (nota A)

Ensaio de recuperagdo

Por cada série de amostras

< 0,02 abs

20% diferenca enfre duplicados

80% a 120%

Nota A: Preferencialmente em éguas residuais

Quadro 3 - Parémetro Cor

Controlo de Qualidade

Periodicidade

Critério de aceitacdo

r>0,999
Recta de calibragdo Trimestral
Declive 0,0013 +0,0002
Branco <0,3 Lg
Diaria

Padrdo de confrolo 5 mg/L P+-Co

Padrdo de confrolo 10 mg/L Pt-Co

10% desvio em relacdo ac valor tedrico

Definido na Carta de Confrolo

Padrdo de confrolo 25 mg/L Pt-Co

Recta guardada

Definide na Carta de Controlo

Duplicados

Ensaio de recuperagdo com
padrdo de confrolo de 10 mg/L P1-
Co

10% diferenga enire duplicados

Por cada sérle de amaostras

quantificaveis
80% a 120%

Nata: Quandao todas as amaostras analisadas s&o inferiores ao Lq & suficiente a leitura do padréo Lq e do Branco

ACGOES PREVENTIVAS E CO

Sempre gue o procedimento ou parfe dele ndo seja infegralmente cumprido, deverd ser accionado o

procedimento definido para o frabalho ndo conforme, bem como accionadas acgdes correctivas caso sejam

RRECTIVAS

necessarnas.
Elaborado Aprovado Entrada em Vigor
ML CL 08-07-2013
A-11.7
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\_ ‘ Procedimentos Auxiliares de Fisico-Quimica Pag. 3/3
SIMAS sl PArc18 - Controlo de Qualidade Inferno — Ed. O] Rev. 05
s E SRR Espectrofotometria - Cor, Sulfatos e Detergentes ' ’
Laboraidric de Andlise de Aguas
copia Nao G 3)a)
IMPRESSOS ASSOCIADOS ©OLJU€ [\{ao w@mﬁlf@ﬂ@d
Decumante valide aneans diakdalimpressa
w008 - DuplicacolREUMEN0 Vallicde apenas ne dla da impressae
1a009 — Cartas de Controlo —Individuos e Amplitudes Méveis
1a010 - Ensaios de Recuperagao — Registos de Resultados
Impresso a 16-11-2013 195500
DOCUMENTOS COMPLEMENTARES
PA:c01 — Contfrolo de Quadlidade Interno
PA:@02 — Calibracdo Andlitica
PA:@03 — Padrdes de Controlo
FPAra04 — Ensaios de Recuperagéo
PAsq05 — Cartas de Controlo
PAeal5 — Apresentagdo de Resultadod |
REFERENCIAS NORMATIVAS
SMEWW 21Ed, 1020 Quality Assurance
HISTORIAL DE EDICOES / REVISOEY
Edicdo/Revisdo Alteragdes Introduzidas Entrada em vigor
01/00 Documento novo 18-11-2008
o1/01 Padrdo do Ig da cor passa de 2,5 para 5 mg/L PiCo 17-05-2010

Diminui¢@o do CQ Sulfatos e Cor: Periodicidade da recta passa a mensal;
duplicades, padrdo de conirolo de 30 e ensaio de recuperacdo, por série

o1/02 de amosiras; padrdo de conirolo mais alto apenas para rectas guardadas. 10-09-2010

Método simplificado para a Cor

Esclarecimento de auiozero e branco. CA Branco sulfatos em Abs. Refirado
01/03 19-09-2011
duplicados no métfodo simplificado

Intfrodugdo do conirole de qualidade do paré@metro Idcs detergentes
01/04 25-06-2013
Retfirado o méfodo simplificado da cor

01/05 Detergentes: ajuste na periodicidade 08-07-2013
Elaborado Aprovado Enfrada em Vigor
ML CL 08-07-2013
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PArol9 (EdO1Rev00) _Instrugdes de funcionamento espectrofotémetro

J Procedimentos Auxiliares de Fisico-Quimica Pag. 1/2
====_= PArq19 - Instrugoes para o funcionamento do Ed. 01 Rev. 00
espectrofotometro

AMBITO DE APLICAGCAO

Este procedimento destina-se a descrever o procedimento e instrugcdes para o uso do espectrofotdmetro e

respectivo software (VISIONpro). @@[@j@ Ngl@ @@[’rﬂﬁ?@”@@l@
Decumente vallde apenas ne ¢ia da mpresséo
PROCEDIMENTQO| Impressa a 16-11-2013 19:53-00
*  Entrar no programa Visionpro.
e Abrir a Ulfima calibrac@o do método pretendido, escolhendo os seguintes passos:
o Seleccionar a opgéo "Hle" na barra de menu do programa;
o Seleccionar a opcéio "Open™;
o Seleccionar a opgdo "Cdlibration”;
o Seleccionar a pasta de documentos *Quantificagdo™;
o Seleccionar a pasta de documentos “Cor"” / “Sulfatos” (dependendo do ensaio a realizar);
o Seleccionar o ficheiro associado & Ultima calibragdo efectuada atraveés da data.

* ligar a lédmpada de U.V./Vis: na bara de menus, carregar no item "Command”, seguido de "Remote

Control” —lédmpada ligada.

* Reciificar o comprimento de onda e se o "Sipper Method” estd em modo "On". Seleccionar a opgdo
“Hle" na barra de menu do programa, seguido das opgdes "Open” e "Sipper Method". Na pasta
“Método Sipper”, seleccionar a opcdo correspondente ao tamanho de célula indicado para o método

Q usdar.

* A opcdo “Sipper Mode" para a redlizagéo da andlise tem que estar seleccionada em "Sip and Run”.

Para alavagem da célula seleccionar a opgéo "Mode Continuous”.

s Colocar a celula adequada ao método no 1.° suporte, colocando a solugdo de referéncia (agua

desionizada) no 2.° suporte

* Fazer o gjuste do valor zero ou linha de base seleccionando a opgdo “Baseline/Zero”, camregando no

icone corespondente na barra de atalhos horizontal do programa.

+ Comegar a leitura dos padrdes da recta seleccionando a opgdo “"Cadlibrate”, o 1.° item da bara de
aftalhos lateral direita do programa. No final da calibrag&o, gravar ficheiro com os dados da calibracéo

e imprimir os dados e recta obtidos.

* Fazer aleitura das amostras seleccionando a opgdo "Run” da barra de atalhos horizontal do programa.

No final da andlise, gravar e imprimir os resulfados.

¢ Desligar al&mpada seleccionando a opgdo *Command”, seguido de “Local Conirol”.

Elaborado Aprovado Enfrada em Vigor

ND CL 18-11-2008
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N&o aplicavel Impresso a 16-11-2013 19:53:00

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

PTre — Determinacdo da Cor — Método Espectrofotométrico (Mire11)

PTea — Determinacdo de Sulfatos — Método Nefolométrico (Mlza12)

REFERENCIAS NORMATIVAS

Né&o aplicavel

HISTORIAL DE EDICOES / REVISOES

Procedimentos Auxiliares de Fisic o-Quimica Pag. 2/2
Laboratéric de Andlises de Agua M B “‘sn,u?oes pﬂra ? fUHCfonamenfo do Ed. 01 Rev. 00
espectrofotometro
ACCE)ES PREVENTIVAS E CORRECTIVAS
Né&o aplicavel
@@[@]@ N&e Ceontrelaca

it oﬁj\gc aloEnha o @ia ca 0)[E 216

merRessos Assbagmente valide apenas ne dia da impressde

Edicdo/Revisdo Alteracdes Introduzidas Entrada em vigor
01/00 Documento novo 18-11-2008
Elaborado Aprovado Enfrada em Vigor
ND CL 18-11-2008
A-11.10
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