TOX-
OER

LEARNING TOXICOLOGY
THROUGH OPEN EDUCATIONAL
RESOURCES

AMOSTRAGEM
AMBIENTAL E
MEDICOES
ANALITICAS

Camelia DRAGHICI, lleana MANCIULEA
Transilvania University of Brasov

c.draghici@unitbv.ro, i.manciulea@unitbv.ro

Traduzido e adaptado por Dina Isabel Sousa Carvalho das Neves, Ana
Margarida Lopes da Silva e Fernando Remiéo (remiao@ff.up.pt) do
Laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmécia da Universidade do

Porto (Portugal). @
s

Universitatea
TRANSILVANIA
din Brasov

o This work is licensed under a Creative
i E rasm us + commons attribution — non commercial 4.0
international license



mailto:c.draghici@unitbv.ro
mailto:i.manciulea@unitbv.ro
mailto:remiao@ff.up.pt)

TOPICO 6.3: Introducio ao Sistema de Monitorizagio de Qualidade Ambiental
UNIDADE 2. Amostragem Ambiental e Medigdes Analiticas n
Erasmus+

TOX
OER

https:/ltoxoer.com

1. INTRODUCAO

Dando seguimento ao fluxo de monitorizacdo ambiental, esta unidade ira
descrever como implementar a etapa de execucédo (Figura 1.):
— principios de amostragem e preparacdo de amostra para andlise
ambiental (U 2.1);
— principios dos métodos analiticos com aplicabilidade para a
determinacao de poluentes no ambiente e requisitos de qualidade para
analise ambiental (U 2.2).

Processamento

Amost ico
mostragem Medigoes de Dados

Figura 1. Fluxo de monitorizagdo ambiental, etapas de execucéo e avaliacao.

No final da Unidade 2, os estudantes serédo capazes de:

— descrever os principios dos métodos disponiveis para amostragem
ambiental e preparacédo de amostra;

— selecionar os métodos de amostragem e preparacdo de amostra
apropriados para uma amostra do ambiente especifica;

— descrever os principios dos métodos analiticos disponiveis para a
analise ambiental;

— identificar e selecionar os métodos analiticos apropriados para as
medicdes de poluentes em amostras do ambiente.

— descrever conceitos introdutdrios e aplicabilidade da metrologia (ciéncia
da medi¢cdo) em quimica para andlise ambiental.

Existem diversas areas nas quais a amostragem e andlise ambiental sao
necessarias:

1. monitorizagcdo de rotina — por exemplo para medir a concentragao de
poluentes no ambiente e identificar tendéncias a curto e longo prazo;

2. resposta de emergéncia — por exemplo para detetar uma libertacao
acidental de poluentes no ambiente e avaliar o risco e toxicidade para
humanos e biota;

3. aplicacdo e cumprimento da regulamentacédo — por exemplo para
medir a quantidade de poluentes que sdo libertados no ambiente
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(emissdes gasosas, descargas de aguas residuais) de modo a cumprir
com 0s requisitos regulamentares.

4. investigacao cientifica — por exemplo para estudar o destino e
transporte de contaminantes e avaliar a eficiéncia dos sistemas de
remediacao.

Como apresentado na Ul., amostra € uma por¢do de um sistema (ambiente),
representativa do local e momento de amostragem. Amostras sdo sistemas
complexos homogéneos (solugdes) ou heterogéneos. Raramente analisa-mos
uma amostra de um componente s6; na maioria dos casos, as amostras reais
sdo sistemas de varios componentes, constituidas por compostos presentes
como componentes maioritarios ou componentes vestigiais. Considerando a
complexidade de uma amostra ambiental é Obvia a razdo pela qual a
caracterizacdo dessas amostras € um processo completo e rigoroso que requer
um conhecimento inicial minimo do local de amostragem e composic¢ao.

Alguma delimitacdo de termos deve ser mencionada:

— componente/composto/substancia € uma porcdo de matéria delimitada
por uma determinada composicdo elementar e com uma férmula
quimica atribuida;

— analito representa o composto de interesse que é sujeito a analise;

— analitos sdo sujeitos a determinacéo;

— amostras sdo sujeitas a analise.

Alguns possiveis compostos poluentes tipicos que diferem quando o ar, 4gua ou
solo sédo monitorizados, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos tipicos presentes no ar, dgua e solo.

Compostos Ar Agua \ Solo

gases 02, COy, CO, SOy, oxigénio dissolvido (OD)

inorganicos NOy, Clz, H,S, HCI

anides nitrito, nitrato, sulfureto, cloreto, formato, acetato...

metais pesados muito raro Ccu?*, Pb*, Cd**, Ni**, Hg**, Fe®

vocs® VOCs raro muito raro

POPs® PAHs®, PCBs™, pesticidas, explosivos

outros particulas de detergentes detergentes,

mateéria acidos huamicos e

falvicos

' Compostos Organicos Volateis; ¥ Poluentes Organicos Persistentes; © Hidrocarbonetos
Poliaromaticos; “ Bifenil Policlorados
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A tabela ndo apresenta os parametros de monitorizacdo regulamentados, mas
sim alguns dos grupos de compostos expectaveis, de acordo com diversos
critérios: estado de agregacédo, natureza da amostra e origem, composicdo e
hidrofobicidade dos compostos. E importante notar que 0s compostos
encontrados na agua e solo sdo praticamente semelhantes, devido a chamada
“solugdo de solo” que contem a maioria das substancias soluveis em agua
dispersas nas zonas intersticiais do solo.

2. AMOSTRAGEM AMBIENTAL

Amostragem é o termo genérico que consiste em dois grupos de operacdes
distintos:

— operacbes pré-laboratoriais — consistem em (i) recolha/colheita de
amostras no local (usualmente denominado “amostragem”), (ii)
conservacao no local, (iii) transporte e armazenamento;

— operagOes laboratoriais — consistem no pré-tratamento da amostra e
preparacdo para andlise; estes incluem separacdo, purificacao,
concentracao e outras operacoes.

2.1. AMOSTRAGEM

Para os compostos que podem sofrer transformacdes consideraveis durante o
transporte para o laboratério, as amostras devem ser analisadas no local. Para
essas medicdes, equipamento adequado, baseados em sensores seletivos e
kits de reagentes estdo disponiveis. Embora o equipamento disponivel nao
seja suficientemente sensivel e preciso para andlises de rastreamento, a
informacgao obtida de medi¢des no local de recolha sdo muito valiosas e visam
completar a caraterizacédo final da amostra.

A [Tabela 2. apresenta as sete etapas da vida da amostra, desde o
planeamento da amostragem até a libertacdo da amostra, quando esta esta
expirada ou ndo € mais necessaria ou valida. A tabela também enumera
algumas questdes a ter em conta de forma a passar pelas sete etapas da vida
da amostra.
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Tabela 2. Sete etapas da vida da amostra.

7 etapas da vida da amostra

Aspetos relacionados

1. a amostragem é planeada

* guando recolher amostras

« com que frequéncia recolher amostras

* que amostras recolher (ar, agua, solo)

« guem deve recolher as amostras (cadeia
de custddia da amostra)

2. pontos de amostragem sao
identificados

» onde recolher amostras

3. amostras sdo recolhidas

* como recolher amostras
* guantas amostras recolher
* que quantidade de amostra é necessaria

4. amostras sao transferidas
para o laboratorio

e COMO conservar as amostras
e quanto tempo estardo as amostras
estaveis

5. amostras sao preparadas e
analisadas

» que propriedade analisar (fisica, quimica,
biolégica)

6. amostras sao transformadas
em chemical data point

7. amostras expiram e sédo
libertadas

2.1.1. IMPORTANCIA DA AMOSTRAGEM

A amostragem € uma atividade com elevada importancia, tendo em conta que
se as amostras ndo sao recolhidas devidamente ou se ndo séo representativas
do local e momento de amostragem, os dados analiticos obtidos ndo serdo
confiaveis, os dados corresponderdo a outras evidéncias.

A amostragem depende da complexidade e quantidade das amostras e
analitos mas, também, dos requisitos de qualidade do laboratério: padroes
disponiveis para métodos analiticos a serem usados na etapa de medicgéo,
equipamento, reagentes e material de referéncia ou pessoal especializado.
Qualquer informacado sobre a historia da amostra sera util para a escolha do
método analitico ideal.
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2.1.2. CONSERVACAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Para os compostos que sdo estaveis ou podem ser conservados durante o
periodo de pré-tratamento, o procedimento de conservacéo é utilizado. Desde o
local de amostragem, as amostras conservadas sao transportadas para o
laboratorio e armazenadas. Estas etapas e operacdes sao realizadas de acordo
com normas (se disponiveis) e toda a informacdo deve ser cuidadosamente
registada nos rétulos das amostras e em formularios normalizados, para ser
utilizada na formulacéo do resultado final.

Os r6tulos das amostras contém informacéo sobre:
— nome da pessoa responsavel por executar a amostragem;
— data, hora e local de colheita da amostra.

As amostras sdo acompanhadas por um formulario normalizado que contém
informacé&o sobre:

— finalidade e objetivos da amostragem;

— tipo de analises futuras;

— tipo de recipiente para amostra e seu estado;

— observacdes relacionadas com as fontes e extensao de polui¢éo;

— informag&o meteoroldgica;

— condicdes de conservacao da amostra.

Conservacdo e armazenamento de amostras ambientais sdo etapas pré-
laboratoriais com a finalidade de evitar processos fisicos e quimicos (Tabela 3.)

gue podem ocorrer durante o transporte das amostras para o laboratorio.

Tabela 3. Conservacdo e armazenamento de amostras ambientais.

Processos evitados Conservacao / armazenamento da
amostra
fisicos volatilizacao, difusao,  refrigeracédo / arrefecimento
adsorcao, absorcao + escolha do recipiente de

armazenamento adequado

qguimicos / degradacéo  refrigeracédo / arrefecimento
bioquimicos microbiana, reacdes » escolha do recipiente de
guimicas, reacoes armazenamento adequado
fotoquimicas » adicao de reagentes quimicos
(conservantes)
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Processos fisicos como volatilizacdo, difusdo, absorcdo ou adsorcdo séo
evitados através da refrigeracdo e através da escolha adequada do recipiente
de amostragem e armazenamento.

Processos quimicos e bioquimicos, tal como a degradacdo microbiana e
reacgBes quimicas ou fotoquimicas, sdo também evitados através da
refrigeracdo e através da escolha adequada dos recipientes e, adicionalmente,
pela adicdo de reagentes quimicos, denominados conservantes. Os reagentes
usados como conservantes reagirdo com certos compostos presentes na
amostra, sendo isto uma pratica aceite desde que a reaccdo quimica seja
completa e controlada qualitativa e quantitativamente. Estes processos
quimicos serdo tidos em conta durante a fase de calculos que ira levar a
expressao do resultado final.

Na Figura 2. estdo presentes diversas amostras recolhidas para anélise
ambiental, armazenadas em diferentes recipientes, como frascos ou sacos de
plastico.

Filtro com —-—}

medidor de Vegetacio  Solo
particulas

Figure 2. Exemplos de amostras recolhidas para analise ambiental.

A Tabela'4. apresenta exemplos de conservacdo de amostras ambientais, que
reagentes sao utilizados e que processos de degradacdo podem ser evitados
para diversos compostos de interesse, de origem organica ou inorganica. Por
exemplo:

— de modo a evitar a precipitacdo de metais na sua forma de 6xidos ou
hidroxidos é adicionado acido nitrico, formando nitratos de metal
soluveis;

— para evitar a reacao do cianeto com cloro, &cido ascorbico (vitamina C) é
adicionado;
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— para evitar a volatilizacdo de compostos organicos volateis, € necessario
um enchimento completo do recipiente de amostragem,;

— a recolha da amostra num recipiente de vidro escuro é utilizado para
evitar a fotodegradacéo dos produtos de petréleo.

Tabela 4. Conservacdo de amostras ambientais.

Analito Processos evitados Conservacao da
amostra
metais precipitacdo de oxidos / HNO; (pH<2)

hidréxidos

NH3 volatilizac&o H,SO,4 (pH<2)

H.S e sulfuretos volatilizac&o acetato de Zn e NaOH
(pH>9)

cianeto volatilizac&o NaOH (pH>9)

reacdo quimica com Cl,

acido ascorbico

compostos organicos
dissolvidos

reacdo quimica com Cl,

tiossulfato de soédio

éster ftalico

difusdo através de
plasticos

frascos de vidro ou
Teflon

VOCs*

volatilizac&o

enchimento completo
dos frascos

oxigénio dissolvido

incorporacao de oxigénio
do ar

enchimento completo
dos frascos

PAHs**

degradacéo fotoquimica

frascos de vidro escuro

produtos de petréleo

adsorcédo nos plasticos

frascos de vidro

*VOCs — compostos organicos volateis; ** PAHs — hidrocarbonetos poliaromaticos

2.2. PRE-TRATAMENTO / TRATAMENTO DA AMOSTRA

O pré-tratamento / tratamento da amostra € o segundo grupo de operacoes,
pertencente a etapa pré-analitica, a ser realizado nas amostras, no laboratorio.
A finalidade da preparacdo das amostras €é converté-las numa forma

mensuravel.

[©NoIel
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As operac0Oes de preparacdo de amostra visam tanto a amostra como o analito:
— operacdes referentes a amostra:

pesagem, secagem, peneiracdo — usadas para homogeneizar a
amostra ou remover humidade;

alteracdo da fase da amostra (liquida) — adequacao para instrumentos
analiticos;

— operacoes referentes ao analito:

aumento/diminuicéo da concentracdo do analito (concentracdo/diluicao)
— dependente da concentracao do analito na amostra;

dissolucdo — baseada nas propriedades de solubilidade do analito; por
vezes a dissolucdo é também baseada em reacdes quimicas
(dissolugdo quimica);

remocao de interferentes — separacao / purificagéo do analito na matriz
da amostra; é realizado de forma a distinguir o(s) analito(s) de interesse
do resto dos compostos presentes na amostra; estas “impurezas”
podem introduzir informacédo semelhante a do(s) analito(s) de interesse,
contribuindo assim para erros e incerteza no resultado final,

libertacdo do analito de interesse da matriz da amostra — aumento da
resposta do detetor;

modificacdo da estrutura quimica do analito — derivatizacao quimica que
consiste na transformacdo quimica do analito num composto novo,
adequado para sistemas de medicao e/ou deteccao.

Tendo em consideracao as modificagcfes fisico-quimicas que ocorrem durante
o pré-tratamento da amostra (tanto operacdes simples como mais complexas),
a Tabela 5. |apresenta exemplos de tais operacdes de preparagdo de amostras.

Tabela 5. Operacdes de preparacdo de amostras.

Operacao Fisica Operacao Quimica
Simples Complexa
* pesagem « dissolucao « dissolucao quimica
* secagem « destilacéo * precipitacdo
+ concentracao « filtragcéo « troca i6nica
+ diluicéo » ad/absorgéo  quelatagéo
+ extracao « derivatizagcdo quimica

[©NoIel
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Método de separacdo usado no pré-tratamento da amostra
A maior parte das operacOes utilizadas no pré-tratamento da amostra séo
baseadas em processos de separacao e existem varias formas de os classificar
e agrupar. A classificacdo que propomos € baseada no equilibrio das diferentes
fases:
— equilibrio gas-liquido: absorcéo, extracao, destilacéo;
— equilibrio gas-solido: adsorcao, extracao;
— equilibrio liquido-liquido: técnicas de extracao liquido-liquido;
— equilibrio liquido-sdlido: filtracéo, centrifugacéo, ad/absorcédo, extracdo em
fase solida (microextracdo em fase solida, extracdo com solvente, extracao
com Soxhlet, extracdo por sonicacao, extracao assistida por micro-ondas).

Todos estes processos contribuem para a separacdo de analitos especificos do
resto da matriz. As operacdes de separacdo estdo, hoje em dia, a ser
desenvolvidas relativamente ao método (principio) e técnica (equipamento) porque
os analistas aperceberam-se da importancia da amostragem (incluindo a fase de
pré-tratamento) para o processamento de medi¢cdes e de dados. Somente uma
amostra com um adequado pré-tratamento pode assegurar uma incerteza limitada
no resultado final.

De todos os possiveis compostos poluentes dados na Tabela 1., iremos de
seguida apresentar as duas principais classes de poluentes, considerados de
interesse para monitorizacdo ambiental, com exemplos de procedimentos tipicos
de pré-tratamento;
1. catides de metais pesados, da classe de poluentes inorganicos;
2. compostos organicos, agrupados de acordo com propriedades especificas
(VOCs, POPs), composicdo especifica (PAHs, PCBs) ou uso especifico
(pesticidas, detergentes).

2.2.1. PREPARACAO DA AMOSTRA PARA ANALISE DE METAIS
PESADOS

A amostragem para analise de metais pesados € baseada num principio muito
simples: converter os cati6es numa forma soluvel, estavel e mensuravel:
a. tanto os caties monoatémicos (Cu®*, Fe", etc.);
b. como também os compostos metalicos (inorganicos ou organicos), nos
quais os atomos metdlicos estdo ligados a outro grupo de atomos,
formando diferentes espécies mensuraveis — ides ou moléculas neutras.
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Técnicas de Pré-Tratamento Usadas para Amostras Liquidas

De modo a solubilizar metais pesados séo utilizadas a troca idnica, precipitacao
ou quelatacao, transformando o composto de interesse numa forma extraivel,
seguida da sua extracdo. Logo que as formas sollveis e extraiveis dos metais
pesados sao obtidas, as suas soluc¢des estao prontas para analise quimica.

Das técnicas de extracao utilizadas para a preparacdo de metais pesados para
analise a partir de amostras liquidas, mencionamos as seguintes:
— extracdao liguido-liquido (LLE) — com solventes de diferentes
polaridades;
— extracdo em fase solida (SPE) — consiste na retencdo / adsorcédo de
espécies metdlicas numa fase sélida adequada, seguida da dessorcdo
com um solvente organico ou inorganico apropriado, como a agua.

Técnicas de Pré-Tratamento Usadas para Amostras Sdlidas

O pré-tratamento de amostras para analise de metais pesados a partir de
amostras solidas é realizado através de uma simples dissolucdo em agua
(agua fria ou quente), de mineralizacdo ou digestdo. Mineralizacdo consiste na
transformacao de espécies inorganicas e organicas em compostos simples
inorganicos (minerais).

As seguintes técnicas de digestdo estdo disponiveis para a preparacdo de
amostras com vista a analise de metais pesados:

— digestdo acida — com acidos fortes ou mistura de acidos fortes com
potentes oxidantes (HCI, HF, HNOs, agua régia, H,SO4 com H,0,);

— digestdo alcalina — com NaOH ou KOH, especialmente quando os
metais pesados de interesse possuem caracter anfotérico (Cr, Mn);

— desagregacdo através da fusdo com fondants (NaOH ou K3yS,0p)
seguida de dissolucdo dos compostos obtidos;

— calcinacdo a elevada temperatura — seguida de dissolucdo dos
compostos resultantes na cinza de calcinac¢édo, nas condi¢cfes acidicas
ou alcalinas acima mencionadas;

— digestao a elevada pressao — em bombas de digestao;

— digestao assistida por microondas — combina o efeito da presséao e da
temperatura.

This work is licensed under a Creative
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2.2.2. PREPARACAO DA AMOSTRA PARA ANALISE DE POLUENTES
ORGANICOS

O pré-tratamento das amostras para analise de compostos organicos €
baseada num principio semelhante aquele usado para andlise de metais
pesados: extraccdo do composto organico da matriz numa forma solavel e
estavel. Esta etapa de preparacdo depende do estado de agregacdo da matriz
da amostra: liquido ou sdlido.

Devido as estruturas mais complexas observadas nos compostos organicos
(comparativamente aos compostos inorganicos), as técnicas de extraccao
usadas no pré-tratamento sdo baseadas em diferentes propriedades fisicas
dos analitos: transformacéo de fase, propriedades de absorcdo e solubilidade
em solventes polares ou néao polares.

Extracdo de Poluentes Organicos de Amostras Liquidas

Os compostos organicos volateis (VOC) sdo separados por extracdo em
“headspace” estatica (extracdo em vapores saturados) ou por extracdo purga e
armadilha (vaporizacédo seguida de condensacéo). Compostos organicos semi-
volateis (SVOC) e compostos organicos ndo volateis (NVOC) sao separados
em duas etapas: a primeira visa obter um liquido homogéneo e é seguida do
passo de extracao.

Para a separacéo de poluentes SVOC e NVOC a partir de amostras liquidas é
usada:
1. extracdo liquido-liquido (LLE)
2. extracdo em fase sélida (SPE) e microextracdo em fase sodlida
(SPME)

Extracdo de Poluentes Organicas de Amostras Solidas

Para a extracdo de compostos organicos semi-volateis e nao volateis a partir
de amostras sélidas, as seguintes técnicas sao frequentemente aplicadas:

= extracdo em Soxhlet (automatizada),

= extracdo acelerada por solventes (ASE),

» extragdo ultrasonica por solventes (USE),

= extracdo sob pressao por solventes (PSE),

» extragdo assistida por microondas (MAE).
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Como uma aplicacdo especifica, de seguida exemplificamos técnicas de
extraccdo de pesticidas a partir de amostras liquidas e solidas. Na [Tabela 6.
estdo apresentadas técnicas de extracdo com as aplicacbes respetivas
dependendo do estado de agregacdo dos compostos, nomeadamente, da
amostra. Pode também ser de interesse algumas informacdes técnicas (como o
tempo de extragéo) e custos.

Tabela 6. Exemplos de extracdo de pesticidas a partir de amostras ambientais
liquidas e solidas.

Técnica de Extracao Aplicacdes Custo | Tempo de Extracéao
LLE VOC, SVOC, baixo 1lh
SPE NVOC em ™ edio 30 min
amostras
SPME liquidas baixo 30 min
Soxhlet SVOC, NvVOC baixo 12-48 h
USE em amostras ™ <o 15-30 min
sélidas
MAE médio 15 min
ASE (PSE) elevado 20-30 min

Com base na complexidade da amostra, o analista ira escolher as operacdes
de pré-tratamento mais adequadas, a menos que estas sejam sujeitas a
padronizacao, considerando diferentes critérios de seleccdo baseados nas
caracteristicas de performance: especificidade, precisdo e exatidao,
reprodutibilidade, recuperabilidade.

Informacao particular para a amostragem e pré-tratamento de amostras de ar,
agua e solo serdo apresentados no Tépico 6.4.

3. ANALISE AMBIENTAL

A maior parte das analises ambientais estdo reguladas por normas que séo
sujeitas a revisao periodica, dependendo do estado de desenvolvimento dos
métodos analiticos e equipamentos nesse momento. Além disso, por vezes a
amostra pode ser mais complexa do que o standard disponivel. Por isso, o
objectivo dos proximos paragrafos € apresentar os principios basicos dos
métodos analiticos e ndo as normas ambientais europeias ou outras normas

internacionais. Consideramos que a compressao dos principios dos métodos
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analiticos e técnicas contribuirdo para o seu uso adequado e para correlacao
de toda a informacéo disponivel.

Quimica analitica é a ciéncia que estudo e usa métodos e instrumentos
desenvolvidos para separar, identificar e quantificar a composicdo de
matéria/amostra.

Andlise gquimica representa a soma das opera¢des locais ou no laboratorio
realizadas para fornecer informacdo qualitativa e quantitativa acerca da
composicdo de uma amostra complexa. A analise quimica de uma amostra
consiste na caracterizacdo da mesma do ponto de vista da sua composi¢ao
quimica e, por principio, € baseada numa propriedade mensuravel do soluto
(analito) e, por vezes, da solucdo (amostra).

3.1. PRINCIPIOS DOS METODOS ANALITICOS

Os principios dos métodos analiticos sdo baseados numa propriedade
mensuravel (P) do analito (A): massa, volume, propriedade térmica, elétrica ou
oOtica.

O desenvolvimento de métodos analiticos, em termos de mecanismos ou
equipamentos, permitiu o desenvolvimento de novas técnicas analiticas do
mesmo método, sendo que, a técnica analitica € definida pela mesma
propriedade mensuravel. As técnicas analiticas pertencem ao mesmo método,
tendo o0 mesmo principio mas sendo desenvolvidas com base em diferentes
mecanismos de medicao.

A determinacdo da composi¢do quimica de uma amostra imp8e a aquisicédo de
dois tipos de informacdo: informagcdo qualitativa (analise qualitativa ou
identificacdo); informacdo quantitativa (analise quantitativa ou quantificacéo).
Andlise quantitativa significa encontrar a propriedade mensuravel (P) que pode
ser relacionada em fungcéo da concentracdo do analito (Ca), baseada em leis
fisico-quimicas: P=f(Ca). Nenhuma informag&o quantitativa confiavel pode ser
determinada sem uma caracterizagdo qualitativa da amostra correta e
completa.
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3.2. CLASSIFICACAO DOS METODOS ANALITICOS
AMBIENTAIS

Os métodos analiticos podem ser agrupados em duas categorias:

— métodos analiticos cladssicos — também denominados métodos
guimicos wet (wet chemical methods);

— métodos analiticos modernos ou instrumentais; os analitos sao
sujeitos a transformacdes fisicas durante as medicOes, sendo estes
métodos nado destrutivos; estes métodos recorrem a curvas de
calibracdo para determinacfes quantitativas obtidas a partir de solucbes
padrao P=f(Ca).

Os meétodos quimicos (classicos) foram os primeiros a serem desenvolvidos
sendo dependentes do desenvolvimento tecnoldgico na altura; sdo baseados
em reacg¢des quimicas que ocorrem entre o analito e reagentes especificos e,
por isso, sdo meétodos destrutivos. Os métodos analiticos instrumentais foram
desenvolvidos mais recentemente e sdo baseados em transformacdes fisicas
do analito e, por isso, sdo métodos nao destrutivos.

Por vezes, a combinacdo de transformacdes fisicas e quimicas é necessaria,
correspondendo a métodos fisico-quimicos. Geralmente, ocorre um pré-
tratamento quimico do analito (ex.: derivatizacao) seguido de transformacéo de
uma propriedade fisica.

Na Tabela 7. estdo apresentados os principais métodos analiticos e respetivas
técnicas com informacdo sobre as propriedade determinadas, dos quais o0s
mais comumente utilizados serdo apresentados mais tarde: técnicas
gravimétricas, volumétricas (titrimetric), espectrométricas e cromatograficas.

Table 7. Métodos e técnicas utilizados na analise ambiental.

Métodos Técnicas Propriedade determinada

Gravimetricos @ |« eletro-gravimetria | massa de um analito puro ou de
 termo-gravimetria | uma mistura

Volumétricos @ - 4cido-base volume de solugéo de um
* redox reagente padrao que reage com
* precipitacao o analito

« complexacao
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Métodos * voltametria Propriedades elétricas do analito
Eletroquimicos @@ |« potenciometria em solucéo: potencial, forca
+ condutimetria eletromotriz, condutibilidade
Espectrometria @ @ |« espectrometria comprimento de onda e

atomica / molecular| intensidade da radiacdo
 espectrometria de | eletromagnética emitida ou
absorcao / emissédo| absorvida pelo analito

Cromatografia @ @ |« cromatografia Reparticdo do analito entre duas
gasosa fases imisciveis (fase movel e
» cromatografia estacionaria)
liquida

(1) — analise quantitativa; (2) — concentra¢@o dos poluentes at major, minor level, sometimes
traces; (3) — andlise qualitative e quantitativa; (4) — concentracdo dos poluentes at major, minor
or traces level.

3.2.1. WET CHEMICAL METHODS E APLICACOES EM ANALISE
AMBIENTAL

Gravimetria € um método quimico classico, cujo principio se baseia na medicéo
da massa do analito ou, ha maioria dos casos, a massa de um produto obtido
durante uma reacdo quimica.

O método em amostras ambientais para a determinacdo do conteddo em
humidade, solidos, 6leos ou gordura.

Volumetria é também um método quimico classico, cujo principio € baseado na
reaccdo do analito com um reagente especifico (reagente acido/base, redox,
de precipitacdo ou complexacéo), medindo o volume de uma solucédo padrao
de um composto envolvido na reacdo de volumetria.

Técnicas de volumetria sdo usadas para andlise ambiental, tais como:
— volumetria acido-base para determinacéo de acidez ou alcalinidade;
— volumetria redox para determinacéo de cloro e sulfureto residual;
— volumetria de precipitacdo para a determinacédo de cloretos;
— volumetria de complexacgéo para determinacao de cianetos.
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3.2.2. TECNICAS ESPECTROMETRICAS E APLICACOES EM ANALISE
AMBIENTAL

A [Tabela 7. apresenta algumas técnicas espectrométricas com informacgao
relativa ao principio do método e exemplos de aplicagdes na analise ambiental.
As técnicas espectrométricas podem ser de absorcdo ou emissdo, para
determinacdes moleculares ou atdmicas. Esta ampla gama de principios
permite 0 uso das técnicas espectrométricas na determinacdo de um grande
namero de poluentes em amostras ambientais. Por exemplo, a espectrometria
de absorcdo atdmica € usada para determinar metais pesados em analises
vestigiais e, por outro lado, a espectrometria de absor¢cado molecular permite a
determinacdo de compostos organicos insaturados e inorganicos (Tabela 8.).

3.2.3. TECNICAS CROMATOGRAFICAS E APLICACOES EM ANALISE
AMBIENTAL

Outro grupo de métodos analiticos usado na andlise é a cromatografia, util na
obtencdo de informacdo complexa: separagdo, qualitativa, quantitativa e,
também estrutural. O principio da cromatografia é a distribuicdo diferencial de
analitos entre duas fases imisciveis, uma fase mével (gasosa ou liquida) e uma
fase estacionaria (liquida ou sélida).

Tabela 8. Técnicas espectrométricas e suas aplicacdes em analise ambiental.

Técnica Acrénimo | Principio Aplicagcdes
Espectrometria AES emissao atomica metais e ndo metais
de emissao ICP-AES | em arco, em (vestigios)
atbmica chama; emisséo
atomica em plasma

Espectrometria fluorescence atomic | Hg, hidretos ndo
atomica de emission metalicos (vestigios)
fluorescéncia
Fluorimetria emissao molecular PAHs
Espectrometria AAS absorcéo atomica metais e ndo metais
de absorcao (vestigios)
atomica
Espectrometria UVv-VvIS absorcao molecular | espécies inorganicas e
UV-VIS compostos organicos

insaturados
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Espectrometria v absorcao molecular | gases, solugcdes ou
v compostos solidos
Inorganicos ou organicos
Espectrometria MS ionizacao e identificacdo e analise
de massa fragmentacao estrutural de compostos
molecular organicos

Cromatografia gasosa, cromatografia liquida e cromatografia iénica tém tido
aplicabilidade na separacdo e determinacdo qualitativa e quantitativa de
poluentes em amostras ambientais (Tabela 9.); Por exemplo, a cromatografia
gasosa € usada para analise de poluentes gasosos e compostos organicos

volateis ou semi-volateis.

Tabela 9. Técnicas cromatograficas e suas aplicacdes em analise ambiental.

Técnica cromatografica

Applications

Cromatografia gasosa (GC)

gases, VOCs, SVOCs

Cromatografia liquida (LC)

SVOCs, NVOCs (pesticidas, PAHs, PCBs)

Cromatografia ionica (IC)

espécies ionicas e moleculas polares

As técnicas cromatograficas sdo hyphenated

techniques adequadas,

acoplando a espectrometria de massa (MS), que desempenha um papel
importante da identificacao (informacé&o estrutural) de compostos organicos:
- GC-MS; GC-MS-MS;
— LC-MS; LC-MS-MS.

3.2.4. ETAPAS DAS MEDICOES AMBIENTAIS QUE REQUEREM
METODOLOGIA (STAGES IN ENVIRONMENTAL
MEASUREMENTS REQUIRING METHODOLOGY)

Para a analise ambiental, normalmente, estdo disponiveis métodos
padronizados para amostragem, preparacao da amostra e analise, no entanto,
por vezes a amostra pode ser demasiado complexa e inadequada para uma
norma em particular. Por isso, todas essas operacfes sdo sujeitas a
desenvolvimento de métodos (Figura 3.).

Os métodos analiticos registaram um longo periodo de desenvolvimento,
levado a cabo por
especializados em investigacdo. Posteriormente, considerando a importancia
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da amostragem e preparacdo da amostra na incerteza total do resultado final,

novos métodos e técnicas relacionadas com essas etapas analiticas foram
também desenvolvidos.

Quando néo estdo disponiveis normas ou quando estdo disponiveis mas nao
sdo aplicAveis num determinado laboratério, o analista esta em posicao de
escolher os métodos e técnicas mais adequados, tanto para a preparacao da
amostra como para a sua analise. A escolha dessas técnicas deve ter em conta
diferentes critérios de avaliacdo: dependendo da amostra, da performance e
validacdo dos métodos e do laboratério analitico.

Técnicas de
Amostragem

W

Preparacio
da amostra

¥

Metodologia

W

Andlise da
amostra

Figura 3. Etapas dos processos analiticos que requerem desenvolvimento de
métodos.

3.3. REQUISITOS DE QUALIDADE PARA MEDICOES AMBIENTAIS

Considerando as etapas de execucdo do fluxo de monitorizacdo, a Figura 4.
Apresenta todo o processo analitico que é sujeito a garantia de qualidade e
controlo de qualidade (GQ/CQ).

A sociedade moderna € baseada em medicGes. 40% das directivas da UE
referem-se a medi¢des, na tecnologia, comércio, regulamentacéo, confirmando
assim a afirmagéo. A sociedade moderna requer qualidade nos resultados das
medi¢cbes quimicas, de modo a torna-las acessiveis em qualquer lugar. Existem
duas formas de assegurar a qualidade das medi¢cdes quimicas: (1) aplicando
sistemas de gestdo e acreditacdo de qualidade (ISO/IEC 17025, 1999); (2)
aplicando principios da ciéncia da medicdo as medi¢cdes quimicas (Metrologia
em Quimica — MIC). Assim, MIC foi desenvolvida a partir da necessidade de
comparacéo e de ter um sistema uniforme de relatar os resultados.
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Planeamento da |
Amaostragem

¥

Técnicas de
Amostragem

|

Preparacdo

da Amaostra GQ _f cQ

Metodologia

-
Medicies f
Andlise

l

Processamento |
de dados

w

Figura 4. Processos analiticos que requerem garantia e controlo de qualidade.

De forma a garantir a qualidade nos resultados de medi¢cbes quimicas, em
1999 foi lancada a norma de acreditacdo ISO/IEC 17025 (a ultima versao é de
2017), concebida como orientacdo para requisitos gerais para a competéncia
de realizar testes e/ou calibragdes, incluindo amostragem, com métodos
padronizados, métodos ndo-padronizados e ainda, métodos desenvolvidos no
laboratério. ISO/IEC 17025 é baseada nos seguintes objetivos:
— Fornecer uma base a ser usada por organismos de acreditacdo ao
avaliar a competéncia dos laboratorios;
— Estabelecer requisitos gerais para demonstrar a conformidade dos
laboratorios para realizar testes especificos ou calibracdes;
— Assistir no desenvolvimento e implementacdo do Sistema qualidade de
um laboratério.

A acreditacdo permite ao laboratério demonstrar que o0s resultados sao
justificaveis a luz de uma norma reconhecida e ndo sofrem alterag6es quando
0 pessoal ou circunstancias no laboratério modificam. ISO/IEC 17025 é
aplicavel a qualquer organizacdo que realize testes e/ou calibracdes. E usada
por: (i) laboratorios acreditados no processo de acreditacdo; (ii) organizagdes

de acreditacéo; (iii) autoridades de regulamentacéo.

De modo a obter acreditacdo, o laboratério necessita de fornecer informacao
relacionada com a origem do método (padronizado ou ndo padronizado), a
comparacdo com os meétodos padronizados que pretendem substituir (se
aplicavel) tal como os dados de validagao do procedimento.

This work is licensed under a Creative
commons afttribution — non commercial 4.0
international license 20




TOPICO 6.3: Introducio ao Sistema de Monitorizagio de Qualidade Ambiental O .
UNIDADE 2. Amostragem Ambiental e Medigdes Analiticas n
Erasmus+ OER

https:/ltoxoer.com

3.4. METROLOGIA EM QUIMICA

A metrologia em quimica assume que a analise quimica € baseada na
amostragem e medi¢bes, sendo que ambos o0s passos contribuem para a
incerteza da medicdo. Os principios metroldgicos sdo importantes para todos 0s
analistas que lidam com medi¢fes quimicas, sendo que de entre 0s tépicos mais
relevantes para MIC, validacdo do método e estimativa da incerteza serdo
apresentados nesta unidade:

a. estabelecimento de rastreabilidade dos resultados das medicoes;
utilizacdo de métodos validados para analise;
estimativa da incerteza dos resultados de medigéo;
utilizacdo de materiais de referéncia certificados (MRCs) e
participacdo nos programas de testes de proficiéncia (TP) & comparacéo
interlaboratorial (CILS).

®oo o

EURACHEM é uma rede de organizacbfes na Europa com o objectivo de
estabelecer um sistema internacional de rastreabilidade de medi¢Bes quimicas e
de promover boas praticas de qualidade. EURACHEM tém vindo a publicar uma
variedade de tdépicos de interesse mencionados acima (a — e). Todos os Guias
estdo disponiveis no website da EURACHEM.

3.4.1. VALIDACAO DOS METODOS

De acordo com o Guia EURACHEM (2014), a validacdo dos métodos € o
processo de definicdo de um requisito analitico e confirmacao de que o método
em consideracdo possui capacidade de desempenho consistente relativamente
ao que o requisito impde. Validacdo € também considerada para fornecer
confirmacéo através da examinacgao e provisdo de evidéncias objetivas de que
0S requisitos particulares de um uso especifico sdo cumpridos ou adequados
ao proposito. Um método deve ser validade sempre que uma alteracdo ao
processo analitico ocorre e o laboratério necessita de demonstrar que 0s seus
parametros de performance sdo adequados para 0 seu uso hum problema
analitico patrticular, isto é:

— um novo método foi desenvolvido;

— 0 método existente foi revisto;

— 0 método estad a mudar com o tempo; (method is changing with time)

— 0 método é usado num laboratorio diferente ou com analistas ou

instrumentos diferentes;
— 0 meétodo é equivalente a outro, por exemplo, a um método padronizado.
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Para validar um método € obrigatério demonstrar os seguintes critérios de
performance do meétodo: especificidade / seletividade, precisdo, veracidade,
linearidade e intervalo de linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ) e robustez (Robustness and ruggedness). Como apresentado
na Tabela 10. nem todos os parametros de performance do método séo
necessarios para qualquer procedimento de validacdo. Estes dependem do
propoésito da andlise: testes de identificacdo, testes de impurezas, testes de
ensaio.

Tabela 10. Critérios de performance do método dependentes do propdsito

analitico.
Teste de impureza
A Teste
Parametro de Teste de Teste de Teste de
performance do método |indentificagdo|impureza| quantitativo ensaio
limite | de impureza
seletividade e
o + + + +
especificidade
veracidade - -* + +
precisao -* - + +
linearidade e intervalo de .
. - - - + +
linearidade
limite de detecéo (LD) -* + - -
limite de quantificacéo (LQ) -* - + -
Robustez (Robustness
+ + + +
and ruggedness)

* pode ser realizado

Seletividade e especificidade sdo medidas que avaliam a confianca das
medicdes na presenca de interferentes. Um método é seletivo se produz uma
resposta para um grupo de entidades quimicas ou analiticos que podem ser

distinguiveis entre si, enquanto que, o método é especifico se origina uma
Gnica resposta para um anico analitico.

Exatid&o fornece o grau de amplitude dos dados e é estudada como dois
componentes: precisado e veracidade.

Veracidade de um método é uma medida de quanto € que a média de um
conjunto de resultados (obtidos pela aplicacdo do método) se aproxima do valor
real. Dado que o valor real nem sempre é conhecido, este é substituido por um
valor de referéncia e estimado pelo valor médio. A avaliacdo pratica da
veracidade baseia-se na comparacdo da meédia dos resultados de um método
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com os valores de referéncia, sendo o teste de recuperacéo (R) o mais utilizado.
Este baseia-se na adicdo de uma quantidade conhecida do composto de
interesse estavel e puro (valor de referéncia) a uma amostra em branco e
realizar o célculo com a equacdao 1.

Precisdo de um método é uma medida de o qudo proximos os resultados estdo
uns dos outros. Pode ser avaliada como: repetibilidade intra-laboratorial;
precisdo de reprodutibilidade intra-laboratorial (ou precisdo intermediaria);
precisdo de reprodutibilidade inter-laboratorial. Usualmente, a precisdo €
expressa por medidas como desvio padrdo (s ou SD), dispersdo (s?), ou desvio
padrédo relativo (RSD%), de acordo com as equacdes 2-3:

R :ﬁloo 1.
Ca
. 2,
RSD = =100
== 3.

X

onde: Cg é a concentracdo final do branco pés-adicdo; C, € a concentracdo
inicial da do branco pré-adicdo; Ca € a concentracdo de solucdo adicionada a

ao branco; X; are discrete measured values, X é a média dos valores de n
medicgOes repetidas.

Linearidade e intervalo de linearidade fornece informacdo relativa a
habilidade to método produzir sinais de resposta (propriedade mensuravel)
numa relacdo linear com a concentracdo (ou quantidade) do analito. Na
extremidade inferior do intervalo de concentracao os fatores limitantes sdo os
valores do limite de detecdo e/ou quantificacao.

Limite de detecdo (LD) representa o menor valor de contetdo de analito que
pode ser determinado com uma certeza estatistica razoavel. Este fornece uma
informacao “qualitativa”.

Limite de quantificacdo (LQ) representa o menor valor de contedudo de um
analito que pode ser determinado com precisdo aceitavel nas condi¢cbes
estabelecidas no teste. Este fornece uma informagéao “quantitativa”.
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Robustez (Robustness and ruggedness) é uma medida da habilidade do
meétodo produzir resultados nédo afectados por variacdes relacionadas com o0s
parametros do método (robustness) ou condi¢cdes de operacao (ruggedness).

3.4.2. ESTIMATIVA DA INCERTEZA

De acordo com o Guia EURACHEM (2012), incerteza (I) € um parametro associado
com o resultado de uma medicdo que caracteriza a dispersdo dos valores que
podem razoavelmente ser atribuidas ao mensurado (resultado). A incerteza pode
ser expressa como desvio padrao relativo (RSD) e intervalo de confianca.

A estimativa da incerteza € necessaria quando:
— um novo procedimento/método € introduzido no laboratorio;
— um importante parametro do processo é modificado (equipamento, tipo
de amostra);
— um novo método é validado;
— nao é necessario para andlises de rotina.

A [Tabela 11. apresenta as fontes de incerteza que surgem tanto da
amostragem como das medicfes analiticas.

Tabela 11. Fontes e estimativa da incerteza

Contribuicbes para a

. Simbolo Fontes de incerteza
incerteza

Contribuicdo da amostragem, transporte,

amostragem armazenamento

Contribuicdo das | equipamento, pureza de reagentes,
medicdes M condi¢cdes de medicéo

Incerteza total I [ =la+ Iy

Existem dois passos a seguir de modo a estimar a incerteza:
1. identificacdo das fontes de incerteza e construgcdo do diagrama de
Ishikawa,;
2. calculo da incerteza tendo em consideracdo as fontes que tém uma
contribuicdo mais relevante para a incerteza total.

O diagrama de Ishikawa pode ser construido separadamente considerando as
fontes de incerteza da amostragem, das medicbes e das solugdes padréo
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(Figura"5)) ou de amostras reais (Figura 6.). Foi demonstrado que a

contribuicdo da amostragem para a incerteza total € bastante consideravel,
sendo por vezes 80% do valor de 1.

Para o cliente, a estimativa da incerteza significa que o resultado final (R) é

anunciado como a soma da concentracdo média (C) e da contribuicdo da
incerteza (equacéo 4).

R=Cztl

Para o laboratério, a estimativa da incerteza fornece o grau de confianca
associado ao procedimento analitico.
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Figura 6. Diagrama de Ishikawa para fontes de incerteza em amostras de agua
residual.
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