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Resumo

O presente estagio tem como principal objetivo adquirir conhecimentos e
experiéncia pratica em processos de implementacdo e validacdo de metodologias
analiticas, com aplicacdo a analise de Mercurio por Espetrometria de massa acoplada a
um Plasma Indutivo (ICP-MS), em matrizes de Agua para Consumo Humano e Agua
Natural Doce, assente nos requisitos da Norma de Acreditagdio NP EN ISO/IEC
17025:2018.

Este documento foi desenvolvido durante um periodo de dez meses de estagio
curricular, entre Outubro de 2020 e Setembro de 2021, que decorreu no Laboratério da
Aguas do Norte S.A, no &mbito do Mestrado em Engenharia Quimica, ramo Qualidade,
do Instituto Superior de Engenharia do Porto.

Na metodologia de implementacdo e validacdo da analise ao mercurio, assim
como os resultados obtidos desta analise incluiu o estudo de interferéncias espetrais onde
foram preparadas varias amostras com concentracdes crescentes de cada interferente, e
analisou-se em modo STD e em modo KED. Com as contagens obtidas representou-se
graficamente o interferente/isétopo interferido. Apos verificagdo experimental, conclui-
se que o isotopo escolhido foi 0 202 Hg. Em relacéo as interferéncias ndo espetrais, usou-
se a estratégia do padrdo interno onde se realizou um estudo experimental para averiguar
qual o padrdo interno que é afetado de modo semelhante ao mercurio. O padrdo interno
escolhido foi o rodio (Rh). Além do estudo da linearidade também foi feita a
determinacdo da precisdo, da exatiddo e da incerteza expandida, de acordo com 0s
procedimentos em vigor no laboratdrio Acreditado da Aguas do Norte. O trabalho
desenvolvido teve em vista a Acreditacdo desta analise.

Por fim, o processo de implementacéo e validacao foi concluido com sucesso uma
vez que todos os requisitos da matriz de validagdo foram cumpridos, ou seja, encontram-
se dentro dos parametros legislados pela Decreto-Lei n°® 306/2007 de 27 de agosto
alterado pelo Decreto-Lei n° 152/2017 de 7 de dezembro.

Palavras-Chave: Mercurio, ICP-MS, Agua consumo humano e natural doce,
implementacao e validacdo de métodos de analise quimica
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Abstract

The present internship has the main goal of acquiring knowledge and practical
experience in processes of implementation and validation of analytical methodology, with
the application of Mercury analysis via Inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS), in matrices of Water for Human Consumption and Natural Fresh Water, within
the demands of the NP EN ISO/IEC 17025:2018 Accreditation Norm.

This document was developed over a ten-month curricular internship, between
October 2020 and September 2021, which was undertaken in the Aguas do Norte S.A
company, towards the Master of Chemical Engineering, Quality field, in Porto's Higher
Institute of Engineering.

In the mercury's analysis implementation and validation methodology, as well as
the results obtained from this analysis, the study of spectral interferences was included,
where several samples with growing concentrations of each interferant were prepared and
analyzed in STD and KED modes. With the counts obtained, the interfered
interferent/isotope was graphically represented. Following experimental verification, it
was concluded that the chosen isotope was the 202 Hg. Regarding the non-spectral
interferences, the internal standard strategy was used, where an experimental study to
determine which internal standard is affected in a similar way to mercury was conducted.
The internal standard chosen was rhodium. Besides the linearity study, the determination
of the precision, accuracy and expanded uncertainty were also determined, according to
the procedures in force in the Aguas do Norte Accredited laboratory. The work developed
aimed for the Accreditation of this analysis.

Finally, the methodology of implementation and validation was successfully
concluded seeing that all validation matrices requisites were completed, that is, are within
the legislated parameters under the Decree-Law n° 306/2007 of August 27th, altered by
the Decree-Law n° 152/2017 of December 7.

Keywords: Mercury, ICP-MS, Water for Human Consumption and Natural Fresh
Water, implementation and validation of analytical methodology.
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1. INTRODUCAO

1.1.Enquadramento do trabalho

O presente trabalho enquadrou-se no seguimento de um estagio curricular em
ambiente empresarial, realizado na empresa Aguas do Norte, S.A (AdN) pertencente ao
Grupo Aguas de Portugal, na area da Engenharia Quimica, no dmbito da Unidade
Curricular de Dissertacdo/Estagio (DISEST), no ramo de Qualidade do Mestrado em
Engenharia Quimica no Instituto Superior de Engenharia do Porto. O estagio teve a
duragéo de 10 meses, entre Outubro de 2020 e Setembro de 2021.

A realizacio deste estagio curricular decorreu na empresa Aguas do Norte, mais
precisamente no Laboratorio da Aguas do Norte situado no pélo de Barcelos, na Estacio
de Tratamento de Agua (ETA) de Areias de Vilar, proporcionando o desenvolvimento de
competéncias profissionais, facilitando a integracdo e a adaptacdo no mercado de

trabalho.

1.2.A Empresa

1.2.1. O grupo Aguas de Portugal

A Aguas de Portugal (AdP) é uma empresa resultante de uma revolucdo no
abastecimento de agua e no saneamento de aguas residuais em Portugal, fundada em 1993
e, € constituida por grupo de empresas que prestam servicos a cerca de 80 por cento da
populacdo portuguesa, em parceria com 0s municipios. Nos servicos de abastecimentos
de &gua e saneamento de &guas residuais abrange cerca de 234 municipios e serve
aproximadamente 1,2 milhdes de pessoas em servico de abastecimento e saneamento
(diretamente ao consumidor).[!l Na figura 1.1 estdo representadas todas as empresas
integradas no Grupo Aguas de Portugal, onde a empresa Aguas do Norte (AdN) esta
incluida.

A AdP foi criada para liderar uma gestdo empresarial e ser responsavel pelo
desenvolvimento de sistemas multimunicipais de abastecimento de agua e de saneamento
de &guas residuais, com os objetivos de melhorar a qualidade da agua e os niveis de
atendimento das populacbes, colocando Portugal entre os melhores desempenhos

ambientais da Europa comunitaria.[]



Implementag&o e validagio do Mercurio por ICP-MS em matrizes de Agua para

I‘s ep Instituto Superior de
‘ Engenhariado Porto consumo Humano e Agua Natural Doce (superficial e subterranea)

A principal atividade do Grupo AdP é a gestdo integrada do ciclo urbano da agua,
compreendendo todas as suas fases, desde a captacdo, o tratamento e a distribuigéo de
agua para consumo publico, a recolha, transporte, tratamento e rejeicdo de dguas residuais
urbanas e industriais, incluindo a sua reciclagem e reutilizacdo.™ Hoje, o Grupo garante
a qualidade e sustentabilidade, ndo s6 nos dominios do abastecimento de agua e do

saneamento de aguas residuais, como também na &rea das energias renovaveis, em

servicos partilhados e em mercados internacionais. !
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Figura 1.1 - Empresas nacionais e internacionais integradas no Grupo Aguas de Portugal. [1]

1.2.2. A Aguas do Norte, S.A
A AdN foi constituida pelo Decreto-Lei n.° 93/2015, de 29 de maio, mediante a
agregacdo das empresas Aguas do Douro e Paiva, S.A., Aguas do Noroeste, S.A., Aguas
de Trés-os-Montes e Alto Douro, S.A. e SIMDOURO - Saneamento do Grande Porto,
S.A., integradas no Grupo Aguas de Portugal.””) Em sequéncia, foi-lhe atribuida, pelo
Estado Portugués, a concessao da exploracdo e da gestdo do Sistema Multimunicipal de
Abastecimento de Agua e de Saneamento do Norte de Portugal. Em 1 de fevereiro de
2017, o Decreto-lei n® 16/2017, por cisao do sistema multimunicipal de abastecimento de
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4gua e de saneamento do Norte de Portugal e as respetivas entidades gestoras, Aguas do
Douro e Paiva, S.A. e SIMDOURO - Saneamento do Grande Porto, S.A, cria o sistema
multimunicipal de abastecimento de agua do sul do Grande Porto e o sistema
multimunicipal de saneamento do Grande Porto. Para além disso, enquanto Entidade
Gestora da Parceria, a AdN assume também a exploracio e gestdo do Sistema de Aguas
da Regido do Noroeste, em resultado da celebracdo de uma Parceria Puablica entre o
Estado Portugués e 8 Municipios (Amarante, Arouca, Baido, Celorico de Basto, Cinfaes,
Fafe, Santo Tirso e Trofa), cobrindo no total uma area de 1.654 km?, o correspondente a
cerca de 1,9 % do territorio nacional.l Na figura 1.2 estdo representados os 63
Municipios do Sistema Multimunicipal de Abastecimento de Agua e de Saneamento do

Norte de Portugal, que cobrem uma area de 17.931 km?.E]

63 Municipios Abrangidos

Figura 1.2 - Os 63 Municipios do Sistema Multimunicipal de Abastecimento de Agua e de
Saneamento controladas pela AdN. B!

Desta forma, através da Aguas do Norte, SA, concretiza-se um processo de
verticalizacdo que reuniu, numa Unica entidade gestora, os servicos de abastecimento de
agua e de saneamento de aguas residuais em “alta” (prestados a 63 Municipios através do
Sistema Multimunicipal) e em “baixa” (prestados aos Consumidores Finais de 8
Municipios, através da Parceria), de forma regular, continua e eficiente. Ou seja, a
designacdo “alta” implica a captagdo, tratamento e venda a outra entidade gestora e, diz
respeito aos 63 municipios. Dentro dos 63 municipios existem 8 municipios que dizem

respeito a designa¢do “baixa” e implica a venda direta ao consumidor (figura 1.3). 2
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O Sistema de Aguas da Regi&o do Noroeste esta dimensionado para fornecer mais
de 4,5 milhGes de m?® de &gua potavel por ano a uma populacdo coberta de 112 mil

habitantes e esta dimensionado para tratar mais de 17 milhdes de m2 de agua residual .2l

8 Municipios
Abrangidos

Figura 1.3 - Os 8 Municipios do Sistema de Aguas da Regido do Noroeste de Portugal.[*!

1.2.3. ETA de Areias de Vilar

Uma ETA é uma estacdo de tratamento de dgua, onde através de processos fisicos
e quimicos, a dgua captada adquire as propriedades desejadas que a tornem prépria para
0 consumo humano. A ETA de Areias de Vilar (figura 1.4) e as infraestruturas de
captacdo de agua e da estacdo elevatoria principal a ela associadas sdo a base do sistema
multimunicipal de abastecimento de 4gua da &rea norte do Grande Porto. Localiza-se em
Barcelos e destina-se a tratar a &gua captada no rio Cavado. Foi uma das infraestruturas
construidas no ambito do plano de investimentos dos primeiros sistemas multimunicipais,
tendo entrado em funcionamento em 1999.12

O Sistema Multimunicipal de Abastecimento de Agua da area norte do Grande
Porto foi criado pelo Decreto-Lei n° 379/93 e dele participam os municipios de Barcelos,
Esposende, Famalicdo, Santo Tirso, Vila do Conde, Povoa do Varzim e Maia. Est4

dimensionado para produzir um volume méaximo diario de 230 000 m?® de agua tratada,
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tendo em conta uma populagdo estimada de 900 000 habitantes prevista para o ano
horizonte de 2025.[1

Figura 1.4 - ETA Areias de Vilar, Barcelos. [4

A visdo da ETA de Areias de Vilar é a de ser uma empresa de referéncia nacional
no setor da agua em termos de qualidade do servico publico prestado e um parceiro ativo
para o desenvolvimento da regido onde se insere. A qualidade do servi¢o passa por um
conjunto de atividades incluindo o controlo de qualidade realizado em laboratério.

1.2.4. Laboratorio

Nos Gltimos anos o0 nimero de analises processadas no Laboratério Aguas do
Norte, localizado em Areias de Vilar, tem vindo a crescer de forma significativa, sendo
responsavel por todo o controlo analitico que é efetuado em toda a area abrangente da
Aguas do Norte. Dada a dimens&o e a dispersdo geografica deste sistema, 0 cumprimento
dos diversos planos de controlo analitico representam um desafio a superar diariamente. [

O Laborat6rio Aguas do Norte é fruto do conhecimento de exceléncia acumulado
nos 20 anos de existéncia com uma equipa de profissionais altamente qualificados, sendo
as suas competéncias reconhecidas pelo Instituto Portugués de Acreditacdo - IPAC.[Z10
LabAdNorte esté acreditado segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 nos seguintes

ambitos:
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e Colheita de amostras de agua para analise de pardmetros fisico-quimicos e
microbioldgicos nas matrizes Agua de Consumo Humano e Aguas Naturais Doces
(superficiais);

e Andlises a 4guas a parametros fisico-quimicos nas matrizes Aguas de Consumo
Humano, Aguas Naturais Doces (superficiais e subterraneas);

e Andlises a 4guas a parametros microbiolégicos nas matrizes Aguas de Consumo
Humano, Aguas Naturais Doces (superficiais e subterraneas) e Aguas residuais

(Efluentes tratados).

O Laboratorio é responsavel pela monitorizacdo necessaria para validagdo do
cumprimento da legislacdo que regula a qualidade da agua para consumo humano (DL
306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo DL 152/2017 de 7 de dezembro), e ainda do
Plano de Seguranca da Agua da empresa Aguas do Norte.[?]

O Laboratério da Aguas do Norte em complemento a sua principal atividade,
anteriormente referida, presta ainda apoio ao Cliente em outros servicos fora do ambito
de Acreditacdo, nomeadamente, a verificacdo interna de equipamentos analiticos,

preparacdo de solugdes quimicas, formacdo, consultoria e auditorias a laboratorios.

1.3.Tema e objetivo do Estagio

Este estagio teve como tema a “Implementacéo e validagdo do método de analise
de Mercdrio por Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-
MS) em matrizes de aguas para consumo humano e aguas natural doce (superficial e
subterranea)”. Os objetivos consistiram em adquirir conhecimentos e experiéncia pratica
sobre andlises por ICP-MS e os processos de implementacéo e validacdo de metodologia
analitica, com vista a Acreditacdo do método.

Como tal, foi imprescindivel a pesquisa bibliogréfica, incluindo documentos
internos do Laboratério e a formacdo em atividades de apoio ao processo de
implementacdo e validacdo do mercdrio. Assim como a operacionalizacdo do
equipamento analitico e o tratamento estatistico de dados analiticos.

Embora o ICP-MS ja estivesse a emitir resultados Acreditados para varios
analitos, era expectativa do Laboratorio expandir o seu ambito de Acreditacdo ao

Mercdrio por esta técnica analitica.
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Com a realizacdo do estagio na implementacdo do mercurio por ICP-MS, criaram-

se sinergias acabando por ser benéfico para ambas as partes.

1.4.Estrutura do relatério

O relatorio esta organizado em 5 capitulos que sdo sucintamente descritos nos

paragrafos seguintes:

Capitulo 1 — Introducdo: é abordado o enquadramento do trabalho e do tema,

assim como os objetivos. Também é apresentado uma descri¢do da empresa onde
decorreu o estagio, ETA de Areias de Vilar da empresa Aguas do Norte,
pertencente ao Grupo Aguas de Portugal.

Capitulo 2 — Fundamentos Tedricos: é abordado o conceito de dgua para consumo

humano e agua natural doce, assim como o metal em analise (Mercdrio), o
equipamento utilizado (ICP-MS) e os principios de funcionamento desta técnica
e a implementacdo de métodos de analise.

Capitulo 3 — Procedimentos Experimentais: refere a amostragem, a identificacdo

e o tratamento das amostras, sdo indicados 0s reagentes e 0s equipamentos
utilizados, e descreve a preparagédo de solugdes e a validagéo dos resultados.

Capitulo 4 — Resultados e Discussdo: sdo apresentados os resultados obtidos e

discussdo para a analise ao mercurio por ICP-MS em matrizes de agua para
consumo humano e agua natural doce.

Capitulo 5 — Conclusdes: no ultimo capitulo sdo apresentadas as consideracfes

finais, ou seja, as conclusbes do trabalho desenvolvido e os desenvolvimentos

futuros.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1.Agua para consumo humano e 4gua natural doce

A agua ¢ um composto quimico essencial a vida, sendo indispensavel a
sobrevivéncia do Homem e de todas as outras espécies a ele associadas; é um dos recursos
naturais mais abundante no planeta, no entanto, sendo um bem essencial, deve ser usada
de forma racional e sustentavel.

A distribuicdo da agua pelo planeta pode ser dividida em dois grupos, agua doce
e agua salgada. Apenas cerca de 3% de toda a agua natural no planeta é agua doce. A
captacdo da agua pode ser de origem subterranea ou superficial. A agua subterranea esta
infiltrada no subsolo e pode ser colhida em: nascentes, galerias drenantes, furos e pocos
etc. A agua de superficie € alcancada nos rios, canais, ribeiras, lagos, bacias de retencao
e albufeiras.[]

A agua normalmente ndo se encontra na natureza com a qualidade adequada para
consumo humano, com exce¢do de dguas minerais naturais e as dguas de nascente que
frequentemente podem ser consumidas diretamente.[*] Desta forma, na maioria das aguas
para consumo é fundamental realizar um tratamento prévio para satisfazer os critérios

bacterioldgicos e fisico-quimicos que definem a qualidade da agua.!

2.1.1. Qualidade da Agua

A agua encontra-se na natureza contendo uma diversidade de substancias, em
solucéo e/ou em suspensdo, que condicionam 0s seus usos. Dai a necessidade de aliar a
indicacdo da qualidade que é definida como sendo aquilo que a caracteriza, ou a sua
adaptabilidade para determinados fins, bem especificados.®!

A qualidade de agua deve ser avaliada em primeira impressdo pelas suas
qualidades organoléticas. Uma agua potavel para consumo humano ndo deve ser turva
nem apresentar coloracdo e também ndo deve apresentar odor ou sabor desagradaveis,
pois indicam a presenca de microrganismos e substancias quimicas. Por exemplo, as
aguas subterraneas apresentam por vezes turvacao e coloracdo, e tém que ser modificadas
por processos especificos de tratamento.l®] No entanto, uma agua limpida, incolor, sem
sabor ou odor desagradavel pode nédo ser adequada para consumo, uma vez que pode estar
contaminada com substancias que ndo alterem as suas propriedades organoléticas, mas

podem ser nocivas.
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Qualquer entidade gestora dos sistemas de abastecimento publico, como acontece
na AdN para garantir o controlo da qualidade da agua implementa no inicio de cada ano
civil um Programa de Controlo de Qualidade da Agua (PCQA). Este cumpre
integralmente os requisitos legislados (ver subcapitulo 2.1.3), que é aprovado anualmente
pela Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR). A ERSAR ¢ a
autoridade competente para garantir o cumprimento da legislacéo para que a qualidade
da agua destinada ao consumo humano, incluindo a das torneiras dos consumidores. O
PCQA consiste na avaliacdo da conformidade, através de analises a amostras de agua
efetuadas em laboratorios acreditados, tal como o Laboratério AdN, de modo a obter-se
uma amostragem representativa. Os resultados do controlo da qualidade da &gua sdo
publicados trimestralmente no site da AdN, enviados a Autoridade de Saude e divulgados
no Relatorio Anual do Setor de Aguas e Residuos em Portugal (RASARP). [4

A empresa AdN também possui um Plano de Controlo Operacional, um Plano de
Vigilancia e um Plano de Seguranca da Agua (PSA) para detetar, atempadamente,
eventuais alteracGes da qualidade de modo a desencadear uma eficaz tomada de acOes

desde a captacdo até ao consumidor.[?1

2.1.2 Legislacao

A ERSAR, Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos ¢ a autoridade
competente responsavel pela coordenacdo da implementacdo da qualidade da agua para
consumo humano; foi concebida em prol de alcancar melhores indicadores da qualidade
e garantir a disponibilizacdo de 4gua saudavel e limpa com o intuito de proteger a salude
humana dos efeitos prejudiciais resultantes de uma eventual contaminacéo. (]

Em Portugal, a qualidade da 4gua para consumo humano € legislada com base no
Decreto-Lei n° 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo Decreto-Lei n° 152/2017, de 7
de dezembro. Importa referir que a legislacdo reflete o progresso cientifico e técnico pelo
que a sua revisao periodica € fundamental. Desta forma, ambos 0s decretos-lei estdo em
vigor e devem ser aplicados em simultaneo, uma vez que os mesmos se complementam. ]

O Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de agosto estabelece o regime da qualidade da
agua destinada ao consumo humano, procedendo a revisdo do Decreto-Lei n® 243/2001,
de 5 de Setembro, que transpds para o0 ordenamento juridico interno a Diretiva n°
98/83/CE, do Conselho, de 3 de Novembro, que se baseiam nos atuais conhecimentos

cientificos e no principio da acdo preventiva, de modo a garantir que a dgua possa ser

10
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consumida com seguranca durante toda a vida do consumidor, concorrendo assim para
um elevado nivel de protecdo da salide.’JO Decreto-Lei n® 152/2017 de 7 de dezembro
transpde para a ordem juridica interna a Diretiva (UE) n° 2015/1787 da Comissao, de 6
de outubro de 2015, que altera os anexos Il e Il da Diretiva 98/83/CE, descritos mais
adiante.[*%

A &gua destinada ao consumo humano deve respeitar os valores paramétricos
(VP) constantes das partes | (parametros microbioldgicos), Il (parametros quimicos) e 111
(parametros indicadores) do anexo | do Decreto-Lei n°® 306/2007 de 27 de agosto alterado
pelo Decreto-Lei n® 152/2017 de 7 de dezembro.[*1 O VP veio substituir o Valor
Maximo Admissivel (VMA), que é definido como o valor maximo e, o Valor Maximo
Recomendado (VMR) que ¢ definido como o valor minimo, para cada um dos parametros
a controlar. Para uma amostra satisfazer os requisitos de qualidade, os valores da andlise
da amostra de agua tém que ser iguais ou inferiores aos valores parametricos fixados na
legislagdo em vigor; se forem superiores, a entidade gestora comunica as autoridades
competentes e estas tém de tomar medidas adequadas para reduzir ou eliminar 0s riscos
de incumprimento.[

No anexo Il do Decreto-Lei n® 152/2017 de 7 de dezembro, sdo definidos os
controlos de rotina e de inspecdo, bem como as respetivas frequéncias minimas de
amostragem para a anélise da agua destinada ao consumo humano. Estes controlos tém
como objetivo fornecer regularmente informacdes sobre a qualidade da agua e obter
informacdes necessarias para verificar o cumprimento dos valores paramétricos.[]

O anexo |11 destes Decretos-Lei é referente ao desempenho dos métodos analiticos
utilizados e exige que 0s mesmos sejam capazes de medir concentracfes iguais ao valor
paramétrico com a exatido, a precisédo e os limites de detecéo especificados.[®!

A Diretiva Europeia, n® 2020/2184, tem como objetivo dar resposta as crescentes
preocupacdes do publico quanto aos efeitos dos compostos emergentes (compostos de
desregulacdo endocrina, produtos farmacéuticos e microplasticos). Esta diretiva tem
ainda como finalidade garantir que a agua destinada ao consumo humano esta isenta de
quaisquer microrganismos e parasitas que, constituem um perigo potencial para a saude
humana.

Em relacdo a &gua natural doce, a legislacdo aplicavel é o Decreto-lei 236/98 de
1 de Agosto. Este Decreto-lei estabelece normas, critérios e objetivos relativamente a
qualidade das aguas doces superficiais e subterraneas destinadas a producgdo de agua para

consumo humano. Estas sao classificadas nas categorias Al, A2 e A3, de acordo com as

11
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normas de qualidade fixadas no anexo | do Decreto-lei 236/98 de 1 de Agosto, a que
correspondem esquemas de tratamento tipo distintos, definidos no anexo Il, para as tornar
aptas para consumo humano.!*

A anélise de mercurio é legislada pela Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de agosto
alterado pelo Decreto-Lei n° 152/2017 de 7 de dezembro. No presente decreto-lei € feito
um controlo a todos os parametros conservativos, que sdo parametros em relacdo aos
quais seja possivel demonstrar ndo haver qualquer alteracdo negativa entre a estacdo de
tratamento e a torneira do consumidor. Dentro dos pardmetros conservativos esta inserido
0 Mercurio (Hg) que é o elemento em estudo neste projeto.

De referir que na Diretiva n® 2020/2184 os valores paramétricos mantém-se iguais aos
do Decreto-lei n® 152/2017 de 8 de dezembro.

2.1.3 Colheita, Preservacgao e Transporte de Amostras

Com o intuito de assegurar a qualidade da agua para consumo humano, é
fundamental que as entidades gestoras cumpram critérios relacionados com a colheita,
preservacao e transporte das amostras de agua, apropriados a analise no laboratdrio.[]

A escolha do método de amostragem mais adequado é fundamental para que a
amostra seja representativa da agua a controlar, caso contrario, o resultado da anéalise ndo
correspondera a qualidade real. O método de amostragem depende n&o s6 do objetivo da
amostragem, mas também da natureza da amostra. Desta forma, alguns ensaios fisico-
quimicos devem ser realizados no local da colheita, para se obterem resultados mais
rigorosos; para a analise da maioria dos pardmetros fisico-quimicos € conveniente
recorrer a procedimentos de conservacdo da amostra.[l A amostragem inicia-se com a
recolheita de material (recipientes convenientemente lavados, reagentes e equipamentos).

Para cada amostra, a informac&o seguinte deve estar disponivel na respetiva ficha
de amostra:

o Data, tempo e local de amostragem;

o Numero de amostra;

o Descrigdo da amostra;

o Nome do pessoal que esta a efetuar a amostragem;

o Detalhes sobre preservacdo e armazenamento da amostra;

o Qualquer informacdo relativa a integridade e manipulacdo da

amostra;

12
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o Qualquer outra informag&o necesséria.

Colheita

O procedimento de colheita varia de acordo com o tipo de colheita e o local a ser
realizada, assim como o tipo de produto (neste estudo, aguas de consumo, aguas naturais
doces superficiais e subterréneas). Antes de se proceder a colheita de amostras €
fundamental efetuar uma preparagdo prévia que contém passos importantes que evitam a
alteracdo das caracteristicas iniciais das mesmas. Esses passos sdo:[’]

e Lavagem e preparacdo dos recipientes de colheita: é de extrema importancia lavar

e descontaminar o material antes de efetuar a colheita de amostra, caso contrario
ndo serdo garantidos resultados confiaveis.

e Material a transportar para locais de colheita: é essencial a execucdo de uma lista

de materiais necessarios para efetuar a colheita, tais como termoacumuladores
congelados, frascos suplentes, esguichos com agua de qualidade apropriada, papel
absorvente, luvas descartaveis, malas térmicas, termometro, sistema portatil para
filtracdo, medidores multiparamétricos para analises no local, portatil de cones de
sinalizacdo de estrada, sistema GPS, entre outros. Estes materiais auxiliam a
realizacéo da colheita de acordo com o procedimento adequado.

e Preparacdo das malas e dos recipientes de colheita: é fundamental proceder a

identificacdo das malas térmicas e dos frascos de colheitas utilizando etiquetas
gue contém o nimero de amostra, tipo de frasco (que deve evitar ser uma fonte de
contaminagdo), parametros a analisar e indicagfes para a colheita e o
armazenamento recomendado. Uma identificacdo feita corretamente previne o
aparecimento de erros durante a analise das amostras. Os frascos que sejam
identificados com “Lab” devem ser guardados no laboratério apoés filtragdo da
amostra. Os frascos identificados com “congelar” devem ser congelados a

chegada do laboratorio.

ApOs a preparacdo prévia do material, segue-se entdo para a colheita. Este
procedimento requer a atencdo para certos aspetos que devem ser colocados em pratica,
como por exemplo, a identificacdo do local da colheita e agir conforme a situagédo
particular previamente estipulada. Se a colheita for realizada em rios, lagos ou albufeiras
€ necessario ter atencdo a presenca de materiais flutuantes e evitar perturbacdes de

sedimentos que podem levar a uma contaminacédo. Para isso, 0 técnico responsavel pela

13
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colheita deve colocar-se de frente para a corrente de agua. Se a colheita for realizada a
partir de um barco, esta deve ser feita na parte da frente da embarcacdo, ou seja, 0 mais
longe possivel do motor. Caso a colheita seja realizada a partir de uma ponte é preciso
verificar e confirmar se a agua tem profundidade suficiente para submergir o recipiente
de colheita.l’lEm cada situagdo particular é fundamental que o técnico responsavel pela
colheita tome as devidas precaucbes para minimizar contaminagbes e efetuar
adequadamente o preenchimento da ficha de identificacdo das colheitas, durante ou
imediatamente apos a colheita.

As amostras analisadas no presente trabalho foram recolhidas em frascos de
plastico, por técnicos qualificados, de acordo com as normas utilizadas no laboratério. A
lavagem do material de colheitas foi feita na maquina, utilizando um programa de
temperatura acima dos 55° C. Depois de lavados, os recipientes foram cheios
completamente com uma solucgéo de &cido nitrico 65% e permaneceram assim pelo menos
24 horas. Ap0s esse periodo esvaziou-se 0s recipientes, enxaguou-se com agua Tipo Il e

foram rolhados.

Preservacao

A preservacdo é utilizada para estabilizar a amostra de forma que as propriedades
sob examinacdo sejam mantidas, desde a colheita até a preparacéo para a analise. O tempo
de preservacao é contabilizado imediatamente ap6s a colheita e, por isso existem alguns
processos que podem levar a alteracdo das caracteristicas da amostra, tais como:
volatilizacdo, adsorcdo, atividade microbiana, precipitacdo, reatividade quimica etc.
Desta forma, efetuam-se alguns procedimentos para contrariar estes processos, Como por
exemplo, a refrigeracdo ou congelamento da amostra, a filtracdo ou centrifugacéo, a
adicdo de preservantes, de modo a evitar a destruigdo das suas caracteristicas até chegar

ao laboratorio ou a ser analisada.[”]

Transporte

O transporte para o laboratorio tem que ser realizado com alguns cuidados para
evitar a destruicdo das amostras. Os recipientes com amostras devem ser protegidos e
selados durante o transporte, de maneira que as amostras ndo se deteriorem ou percam o
seu contetdo. Os recipientes de vidro devem ser protegidos de uma potencial quebra

durante o transporte. Para além disso, a temperatura deve estar adequada ao parametro

14
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analitico a ser analisado, sendo por vezes necessario usar dispositivos de resfriamento

capaz de manter a temperatura entre [543] °C.["]

O PRL_0006 é um documento da responsabilidade do laboratério e faz referéncia
ao modo correto de proceder & colheita de amostras. E um documento que tem como
objetivo estabelecer o procedimento para a preparacao, colheita, preservagéo, transporte,
rececdo de amostras e controlo de qualidade associado. E aplicavel a amostras de aguas

de consumo, aguas naturais doces (superficiais e subterraneas) e lamas.

2.2 O Mercurio

A relacdo entre 0 homem e o0 mercurio € bastante antiga. Este elemento existe
atualmente no ambiente e pode resultar da eros@o de rochas, da atividade vulcanica ou de
processos biologicos. No entanto, a maioria da contaminagdo por mercdrio,
especialmente nas aguas e nos alimentos, é proveniente de processos relacionados com a
atividade humana nas inddstrias.[*?

Algumas propriedades fisico-quimicas do mercudrio sdo apresentadas na figura
2.1; pode ser encontrado em trés diferentes estados de oxidacdo, na forma elementar
(Hg?), na forma iénica de mercurio I, que é a espécie menos comum no ambiente devido
a sua instabilidade e na forma idnica de mercurio 11. Na forma orgéanica, o ido mercurio
apresenta-se ligado covalentemente a radicais organicos, como por exemplo, o
metilmercurio e etilmercirio. O Hg elementar desempenha um papel critico em
problemas de satde, bem como no ciclo global de Hg.

/ Massa atomica relativa

8 B 283,]53. | % Nuamecros de oxidagio

Namero atbmico

«— b
| 38,4
Ponto de ebuligio / ),ﬁ g

Ponto de fusdo (e)ar' ¥54"85¢2

Densidade relativa Mercurio

Figura 2.1 - Propriedades fisico-quimicas do mercdrio.

2.2.1 Toxicidade

A toxicidade do mercurio é conhecida desde a antiguidade e estd em parte

relacionada com o estado oxidativo e com a forma quimica (organica e inorganica), sendo
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que 0s compostos inorganicos de mercario S40 menos toxXicos que 0S COmpostos
organicos.3l
A principal forma de exposi¢io do homem ao mercario ocorre através da
alimentagao, principalmente pela ingestao de peixe, uma vez que estes apresentam
elevada capacidade de reter os compostos de mercario organicos ou inorganicos, sendo
95% sob a forma de metilmercario. O metilmercario ingerido através dos alimentos é
absorvido praticamente na totalidade e enviado a corrente sanguinea. No entanto, o ar e a
agua, dependendo do nivel de concentragido, também podem contribuir para o nivel de
mercurio no organismo humano. 4
A principal via de absor¢do do mercdrio metalico no organismo € por inalagdo.
Uma vez absorvido, o mercurio elementar € distribuido facilmente por todo o corpo sendo
capaz de atravessar as barreiras sangue-placenta e sangue-cérebro. A elevada toxicidade
do metilmercurio esta associada a sua neurotoxicidade, que consiste no bloqueamento dos
locais de ligagdo das enzimas e, ¢ particularmente prejudicial para o sistema nervoso,
contudo pode também afetar o sistema respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal,
hematologico, imunitario e reprodutivo. O mercario pode ser capaz de desencadear
doengas imunologicas ou promover infe¢es cronicas, existindo a possibilidade de
influenciar o desenvolvimento e progressio do cancro. Os primeiros efeitos da
intoxica¢ao sao sintomas como mal-estar e visao desfocada. Em doses elevadas, o
metilmercario afeta o sistema nervoso periférico dando lugar a sintomas de debilidade

neuromuscular. [14]

2.2.2 Ciclo de vida

A preocupagdo humana em analisar o risco ambiental requer uma especial
compreensdo em sistemas aquaticos, uma vez que as diferentes formas quimicas do
mercurio podem facilmente converter-se umas nas outras, pelo que o ciclo do mercurio
torna-se complexo. As varias espécies quimicas do mercario que entram no sistema
aquatico sao reguladas por processos fisicos, quimicos e biologicos, que ocorrem nas
interfaces ar/agua e agua/sedimento.*?!

O ciclo do mercario traduz o fluxo continuo de mercurio entre a atmosfera, a terra
e a agua. Este ciclo, ilustrado na figura 2.2, baseia-se no comportamento do mercurio nos
diferentes meios, nas reagdes quimicas associadas assim como no transporte,

transferéncia e no seu destino final.
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Na atmosfera, aproximadamente 95% do merctrio encontra-se no estado
elementar, onde este ¢ lentamente oxidado dando origem ao iao mercario que
posteriormente retorna a superficie terrestre. Como a reacdo de oxidacdo ocorre
lentamente, 0 mercurio permanece na atmosfera cerca de um ano, havendo tempo
suficiente para que seja distribuido por todo o planeta. Parte do Hg2+ é reduzido a Hg®,
que se volatiliza para a atmosfera, a outra parte é convertida a forma toxica de
metilmercurio, através do processo de bioamplificacdo realizado por bactérias, sendo
incorporado a quase todas as espécies aquaticas por via da cadeia alimentar. Na crosta
terrestre ocorrem processos idénticos, verificando-se que uma parte do mercurio reduzido
volta para a atmosfera e o restante permanece nos solos e sedimentos como esté ilustrado

na figura 2.2.1131

Deposigao
D ’ Deposigao
Volatilizagao Volatilizagdao
e Deposicao e Deposicéo‘
| |
ng~ Redugao e Hé“ a VDe.lc.metiIacéo CHaHg
N
» Hg” CHsHg
1
i _— » i
i __ Metilagao i
| — D> e |
i Bioamplificagéo > H
Sedime:ntac;éo Difuséo Sedim;entaz;éo
i Ressuspens&o i
v - 1 SR
> i
' i
: Hg®* CHiHg
Hg® » CHsHg
Metilagao no sedimento

Figura 2.2 - Ciclo do mercurio em um sistema aquatico.4

2.2.3 Legislagdo do mercario

Devido a elevada toxicidade das diferentes formas quimicas do mercurio, tornou-
se importante criar leis sobre o controlo das emissoes deste metal para o ambiente, assim
como o teor de Hg nas diversas matrizes, tais como alimentos e sistemas aquaticos.
Relativamente a legislacdo relacionada com o controlo da qualidade da agua para
consumo humano, as entidades gestoras regem-se pelo Decreto-Lei n°® 306/2007 de 27 de
agosto alterado pelo Decreto-Lei n°® 152/2017 de 7 de dezembro, que estabelece um VP

de 1 pg/L Hg. Para a 4gua natural doce, a legislacdo aplicavel é o Decreto-lei 236/98 de
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1 de Agosto que faz referéncia ao VMR e VMA de acordo com as classes de agua. As
classes de agua sdo: Classe Al- tratamento fisico e desinfecdo; Classe A2 — tratamento
fisico e quimico e desinfecdo; Classe A3 — tratamento fisico, quimico de afinacéo e
desinfecé@o. As classes séo aplicadas dependendo do tipo de tratamento a aplicar em cada
instalacdo. No entanto, para o mercurio, constata-se que o valor de VMR e VMA é o
mesmo independentemente da instalacdo, sendo que o valor maximo recomendéavel
(VMR) € 0,0005 mg/L Hg e o valor maximo admissivel (VMA) é de 0,0010 mg/L Hg.

2.3 Espectrometria de Massa Acoplado a Plasma Indutivo

A Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS) foi
desenvolvida comercialmente nos anos 80 do século passado. E uma técnica analitica
utilizada para quantificagdo de um nimero elevados de elementos, indicados na figura
2.3), que podem existir em quantidades vestigiarias (traco) em amostras liquidas ou
solidas.[*]
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Figura 2.3 - Elementos que podem ser determinados por ICP-MS. [1]

A analise é multi-elementar, uma vez que € possivel analisar em simultaheo cerca

de 20 a 30 elementos de uma amostra, de elevada sensibilidade (os limites de detecdo
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estdo na gama das partes por trilhdo, ppt, de resposta rapida, de larga gama de trabalho e

com bom controlo de interferéncias. [16]

2.3.1 Principio de Funcionamento de um ICP-MS

Os principais componentes de um ICP-MS estio representados na figura 2.4.

.I wﬁw‘

Figura 2.4 - Diagrama de blocos esquematico de um Espectrometro de Massa Acoplado a Plasma Indutivo.!

-

Em ICP-MS, a fonte de ionizacdo é um plasma de argon indutivamente acoplado,
em gue 0 gas se encontra superaguecido e parcialmente ionizado. A amostra é introduzida
sob forma de aerossol produzido pela passagem da amostra sob forma liquida, por um
nebulizador pneumatico. De uma forma geral, as particulas maiores sdo removidas da
corrente gasosa na camara de nebulizagdo, mantendo-se apenas as particulas menores que
sdo introduzidas na camara central de plasma.

O aerossol resultante é entdo transferido pelo gas de argon para a tocha do plasma.
No interior da tocha, existe uma bobina de cobre arrefecida onde passa uma corrente
elétrica de alta frequéncia e poténcia (radio frequéncia que opera até 1600 W).['"1 A
corrente elétrica vai criar um campo magnético que vai proporcionar colisdo entre 0s
eletrbes e os 4tomos de Ar, produzindo assim eletrdes e ides que formam um plasma
estavel a temperatura de 2500 K. Os ides produzidos sao arrastados do gas do plasma e
introduzidos, por meio de uma interface, num espectrometro de massa, onde ocorre a
separacio dos ides com base na raziao massa/carga no analisador e posterior detecéo. 8!

Na maioria dos ICP-MS a separacao dos ides no analisador de massa é realizada
num simples quadrupolo (ilustrado na figura 2.5), que € composto por quatro elétrodos,

paralelos dois a dois, onde é aplicada uma diferenca de potencial de corrente continua
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(CC) e uma diferenca de potencial de corrente alternada de radiofrequéncias (RF) a cada

par de elétrodos (opostos entre si). A combinagdo destes potenciais determinara as

trajetorias dos ides no interior do analisador.[*°]

1do com
trajetéria
instavel |

Detetor

a
,-»/i
il
7
- ldo com\
Fonte _» RN e l L L.
s L =3 ~  trajetoria
de iGes B N

\d estavel
.
ks Voltagens

\(?\:1 de CCe RF

Figura 2.5 - Esquema do analisador de massas de um ICP-MS — quadrupolo.[**]

Os ides com uma determinada razdo massa/carga possuem trajetorias estaveis no
interior do quadrupolo e chegam ao detetor. 16es com razdo massa/carga superior ou
inferior aos que descrevem uma trajetoria estavel dentro do quadrupolo possuem uma
trajetoria instavel e colidem com os elétrodos, ndo chegando ao fim deste percurso.
Variando as voltagens aplicadas, vai-se fazendo o varrimento dos ides com as diferentes
razGes massa/carga. Os ides ao atingir o detetor produzem um sinal cuja amplitude estara
relacionada com o nimero de ides.[*%

O tipo de detetor mais usado em ICP-MS é o multiplicador de iGes devido a sua
elevada eficiéncia de conversdo idnica em sinais elétricos. O multiplicador de eletrdes
deve operar em condic¢des de vacuo. O sistema de aquisicdo de sinais conta e armazena
0s sinais totais de cada razdo massa/carga e constroi um espetro que representa de forma
qualitativa e quantitativa a amostra. A amplitude de cada pico no espetro € diretamente
proporcional & concentracdo do referido elemento da amostra. Os resultados quantitativos
sdo obtidos por comparacdo da intensidade do sinal com as geradas pelos padrdes de
calibracdo. Para medi¢Ges mais precisas das razdes isotopicas, 0 espectrometro de massa
tem de possuir um detetor com resolucéo adequada para cada isdtopo desejado.[*]

A presenca de elementos secundarios nas amostras pode causar interferéncias,
condicionam a seletividade do método e podem ser classificadas em dois grupos:

interferéncias espectrais e interferéncias ndo-espectrais ou efeito de matriz.[*]
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Interferéncias espectrais

As interferéncias espectrais sdo as mais comuns em ICP-MS, tém influéncia no
sinal do analito e sdo causadas por iGes mono ou poliatbmicos que possuem a mesma
razao massa/carga que os ides do analito. Estas interferéncias dividem-se em trés grupos:
isobaricas; poliatdmicas; Oxidos, hidroxidos e espécies com dupla carga.l*®]

As interferéncias isobaricas sdo causadas por is6topos de igual razdo massa/carga,
mas de diferentes elementos e que ndo podem ser separados no analisador devido a uma
resolucdo insuficiente do equipamento. O &cido nitrico inferior a 2 % (v/v) € requerido
no ICP-MS de modo a minimizar os danos provocados na interface e minimizar as
interferéncias dos ides moleculares isobaricos com os analitos.!1 As interferéncias
poliatomicas estdo associadas ao plasma e ao gas usado no nebulizador (argon), aos
componentes de matriz presente na amostra e no solvente, assim como a analitos e
oxigénio proveniente do ar. De um modo semelhante, muitos i6es moleculares podem ser
formados e possivelmente interferir devido a combinagGes com outras espécies. Alguns
problemas podem ser corrigidos com o uso de um branco ou de um is6topo diferente do
analito.[*1 Qutro tipo de interferéncia espectral é produzido por elementos existentes na
amostra e formam ides hidretos, 6xidos ou hidroxidos. Esta é a interferéncia mais séria
no ICP-MS ja que existe um potencial risco de sobreposi¢do dos picos destas espécies

com o pico de um dos ides do analito.[*]

Interferéncias nao-espectrais

As interferéncias ndo-espectrais, ou efeitos de matriz, resultam de variacfes na
composicao das solucdes amostra e padrées, que alteram o declive da funcédo analitica, e
consequentemente na sensibilidade do método. Estas interferéncias provocam a reducéo
no sinal do analito, embora sob certas condi¢@es experimentais 0 aumento de sinal possa
ser observado.[**I Podem ter origem em diferentes processos ou localizagdes: no processo
de nebulizacgdo, no plasma ou na interface entre 0 ICP e 0 MS. Neste tipo de interferéncias
as caracteristicas da amostra que alteram a resposta sdo: viscosidade, pH, tensdo
superficial, teor de sélidos dissolvidos etc. [20]

Os efeitos de matriz podem ser minimizados utilizando a mesma concentragao e
tipo de acido nas solucdes de calibracdo, nas solugdes amostra e na solucao de lavagem
entre medigdes, ou pelo uso de solugdes diluidas. Também podem ser significativamente

eliminados através do uso de padrdes internos apropriados, isto é, pela introducdo nas
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solucdes amostra e padrdo de calibracdo de um elemento que ndo tenha a mesma razao

massa/carga e potencial de ionizagdo que a do analito.[*°]

2.4 Implementacéo e validacdo do método de analise

A implementacdo e validacdo do método de analise do mercurio em ICP-MS foi

desenvolvida de acordo com os seguintes documentos:

e 1SO 17294-1: “Water quality — Application of inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) — General guidelines”

A norma ISO 17294-1:2004 especifica os principios de funcionamento do
equipamento de ICP-MS, fornecendo instrucdes gerais sobre o0 uso desta técnica para a
determinacédo de elementos na agua.

e 1SO 17294-2: “Water quality — Application of inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) — Determination of 62 elements”

Esta é a segunda parte da norma ISO 17294-2:2016 e especifica parametros e
procedimentos do método para a determinacdo de 62 elementos entre 0s quais 0 mercurio
por ICP-MS.

e ITL_002: “Implementacio e validacdo de metais por ICP-MS”

Este documento é uma instrucdo de trabalho sobre a implementacéo e validacao
de metais por ICP-MS. E aplicavel a todos os metais e descreve o procedimento de
validagdo e quantificacdo de um elemento em ICP-MS. Relata também o procedimento
de escolha do padrdo interno. Neste documento esta também incluido os limiares

analiticos, a precisao e exatidao.

2.4.1 Validagéo e quantificagcdo de um elemento em ICP-MS

A validacdo de um método consiste na demonstracdo, através de evidéncias, que
este é adequado para o fim a que se destina. Este processo de validacdo é composto por
passos distintos.

A gama de trabalho deve ser selecionada tendo em conta a legislagdo em vigor
e as gamas de concentracdo comuns nas amostras de rotina do laboratério. O ICP-MS

consegue-se linearidade na ordem dos 10° a partir do primeiro padrdo e para avaliar a
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linearidade, recorre-se a representacdo grafica da funcdo juntamente com o calculo e
coeficiente de correlacdo, sendo necessario avaliar pelo menos 5 curvas de calibragdo
com o coeficiente de determinacdo proximo de 1.

A sensibilidade é a variagdo minima que a grandeza a medir (concentracdo)
precisa, para se obter uma variacdo significativa do resultado da medicao (sinal). A
sensibilidade € avaliada pelo nimero minimo de contagem obtidas na realizagdo do teste
de sensibilidade (teste performance). Este teste € realizado sempre que o0 equipamento é
utilizado antes de iniciar qualquer sessdo de trabalho e é feito com uma solucéo Tune de
1 ppb em que avalia as contagens para os seguintes elementos: Bi, Co, In, Li, U. O
laboratorio realiza pelo menos 10 testes de sensibilidade. Na tabela 2-1 encontram-se as
contagens minimas (cps) para cada elemento e na tabela 2-2 para os 6xidos e espécies

com dupla carga.

Tabela 2-1 - Contagens minimas (cps) para cada elemento.

Elemento Contagens minimas (cps)
7Li 55000
59Co 100000
115In 240000
209Bi 165000
238U 330000

Tabela 2-2 - Contagens minimas para 6xidos e espécies com dupla carga.

Oxidos e dupla carga Contagens minimas
59C0/35CI.160 17
140Ce.160/140Ce 0,025

A seletividade e a especificidade relacionam no processo de detecdo. Um método
que produz resposta para apenas um analito diz-se especifico e um método que produz
respostas para varios analitos mas consegue distinguir a resposta de um analito dos outros
analitos, diz-se seletivo. A demonstracdo da seletividade de um método € um dos mais
importantes passos na validagdo do mesmo. S&o as interferéncias (referidas no

subcapitulo 2.3.1) que condicionam a seletividade. A maioria dos softwares do ICP-MS
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ja corrigem todas as interferéncias isobaricas conhecidas, no entanto ndo atuam sobre
possiveis interferéncias poliatdmicas que possam existir. Desta forma, o laboratério deve
identificar as interferéncias poliatomicas de maior relevancia, seus interferentes e
isétopos. Para isso sdo preparadas varias amostras com concentragdes crescentes de cada
interferente, e analisam-se em modo STD e em modo KED. Com as contagens obtidas
representam-se graficamente os interferentes/isétopo interferido. Apds verificacdo
experimental, deve-se definir quais os isétopos a utilizar para os elementos pretendidos.

No sentido de reduzir as interferéncias ndo espetrais ou efeito de matriz podem ser
usadas varias estratégias referidas no subcapitulo 2.3.1. O uso do padrao interno ¢ uma
das estratégias utilizadas e o principio desta técnica assenta no facto de o sinal do padrdo
interno ser afetado de modo semelhante ao sinal do analito, resultando numa raz&o mais
estavel. O padrdo interno escolhido ndo deve estar presente na amostra e ambas as
matrizes (padréo interno e amostra) nao devem interferir uma com a outra em termos de
espectro. Para além disso, o padrdo interno escolhido ndo deve ser considerado
contaminante ambiental e deve ter um potencial de primeira ionizacdo semelhante a do
mercurio para se comportarem de modo semelhante no plasma. Desta forma, o laboratoério
deve realizar um estudo experimental, para entdo escolher o padréo interno que mais se
adequa, que consiste em adicionar a uma amostra analitica uma quantidade conhecida de
padrdes internos e analitos que vdo ser quantificados e os elementos maioritarios, em
contracdes proximas da realidade das amostras tipicas. Adquire-se as contagens dessa
amostra e normaliza-se cada contagem ao tempo inicial. De seguida, representa-se
graficamente as contagens normalizadas/tempo e pela observacdo grafica é possivel
visualizar qual o padréo interno que melhor se adequa a cada elemento.

Depois de verificadas experimentalmente as possiveis interferéncias, quer
espetrais ou ndo espetrais, o laboratorio devera avaliar a seletividade/especificidade com
pelo menos seis ensaios de recuperacdo, aceites entre 80 a 120%. Os ensaios de
recuperacdo evidenciam que todas as possiveis interferéncias estdo a ser devidamente
corrigidas e/ou eliminadas, por isso as recuperacdes obtidas devem ser proximas dos

100%. Os ensaios de recuperagéo sdo calculados de acordo com a equacdo 1:

R(%) = (CAmref;ZZ;E:ZSMXVAm) x 100 @

Em que:

24



I s ep instituto Superior de  Implementacdo e validacdo do Mercurio por ICP-MS em matrizes de Agua para
Engenhariado Porto consumo Humano e Agua Natural Doce (superficial e subterranea)
Viin — volume final
Vam — volume de padrdo adicionado

CPad — concentracdo do padrdo adicionado

O limite de detecéo (LD) corresponde ao teor minimo medido, a partir do qual é
possivel detetar a presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel. Em termos

quantitativos o limite de detec&o foi obtido pela equagéo 2:
LD=3xSh (2)

Em que:

- Sb é o desvio padrédo relativo aos brancos

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo medida, a
partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada precisédo. Na
pratica, corresponde normalmente ao padrdo de calibragdo de menor concentragdo
(excluindo o branco). Depois de definir qual o LQ, este deve ser avaliado em condi¢cdes
de precisdo intermédia, de uma série de pelo menos 10 padrdes de concentracdo igual ao
limite de quantificacdo. O coeficiente de variacdo (CV) e o erro relativo (ER), expressos

em percentagem (%), sdo dados pelas equagdes 3 e 4:

CV = % x 100 ©)
Em que:
DP - desvio padrao
X - média dos valores considerados
ER (%) = 52222 % 100 (4)

Em que:
Xlab - valor obtido experimentalmente (ou a média aritmética de valores obtidos);

Xv - valor aceite como verdadeiro
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Segundo as recomendacdes da IUPAC, o coeficiente de variagao (CV) e o erro

relativo (ER), para estes padrdes, nao devem exceder 10%.

Uma vez avaliados estes parametros o laboratdrio procede a avaliagdo da precisdo.
A precisdo avalia a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos sobre
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes. A dispersao de resultados pode
ser avaliada com duas medidas: a Repetibilidade e a Reprodutibilidade. A primeira
exprime a precisdo de um método efetuado em condigdes idénticas e a reprodutibilidade
refere-se a precisdo de um método efetuado em condic¢des de ensaio diferentes, utilizando
0 mesmo método de ensaio. Entre estas duas medidas existe uma situacao intermédia que
se designa por precisao intermédia que € a precisdo avaliada sobre a mesma amostra,
amostra idénticas ou padrdes, definindo exatamente as condicGes a variar, que pode ser
uma ou mais, tais como realizar analises sobre a mesma amostra por diferentes analistas.
Os valores de preciséo deveréo de estar de acordo com os valores definidos na legislacdo
em vigor, consoante as matrizes.

A precisdo intermédia ¢é reconhecida como o pardmetro mais representativo da
variabilidade dos resultados num laboratdrio. Efetuam-se n medi¢des em replicados,
duplicados ou ensaio Unico sobre a amostra, utilizando o mesmo método, mesmo
laboratério ou diferentes, mas definindo exatamente as condi¢des a variar, uma ou mais,
tais como diferentes analistas. A precisdo intermédia é baseada na dispersao entre ensaios
e é calculada através da expressao de calculo 5, quando o numero de ensaios efetuados

por amostra (n) € igual a dois:

. 1
Si= [k % 5O = ) )

Em que:
Yj1 — primeiro resultado obtido para a amostra j;
Yj2 - segundo resultado obtido para a amostra j;

t — n° de amostras ensaiadas;
O laboratorio efetua pelo menos dez medigdes em replicado, duplicado ou em

ensaio Unico, sobre a mesma amostra ou padrdes. Os valores de precisdo deverdo de estar

de acordo com os valores definidos na legislacdo em vigor.
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A exatidao é definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio

e o0 valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro. O termo exatidao
implica uma combinacdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos. Consoante

0s objetivos, existem varios tipos de ensaios Interlaboratoriais de aptidao. O laboratério
participa em ensaios Interlaboratoriais de aptiddo, com o objetivo de avaliar o
desempenho dos métodos implementados. Esta forma de avaliar a exatiddo do laboratério

¢ uma ferramenta importante na validacdo de novos métodos analiticos. Pelo menos um
ensaio Interlaboratorial tem de ter desempenho satisfatério, sendo que a avaliacgdo é feita

pela entidade promotora do ensaio. O desempenho é calculado pela equacao 6:

7' core = X0

(6)

Em que:

Xiab— Vvalor obtido pelo laboratdrio

Xv — valor aceite como verdadeiro, isto é, o estabelecido no ensaio interlaboratorial

S — unidade de desvio, que pode ser o desvio padrdo da média dos laboratorios no ensaio
interlaboratorial, a incerteza de Xv ou outro desvio que assente em critérios de exigéncia

da entidade promotora do ensaio.

A incerteza é um parametro associado aos resultados obtidos nos ensaios, que
caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos a medicé&o.
Desta forma, a avaliacdo da incerteza é uma boa pratica profissional que pode prover
confianga nos resultados obtidos. Quanto menor a incerteza, maior a certeza no valor
obtido, maior a confianca no resultado. A estimativa da incerteza do método é baseada
nos resultados do controlo da qualidade e dados de validagdo os quais representam a
precisdo intermédia (reprodutibilidade intralaboratorial) e a veracidade do método e/ou
laboratdrio (quantificada pelo “Bias™). Posteriormente ¢ multiplicada pelo facto de
expansdo de 2 (aproximadamente 95% de nivel de confianga). A Estimativa do calculo
da incerteza na amostra é calculado de acordo com a ISO 11352:2012. A expressdo do

resultado é feita de acordo com a equacao 7:

Cam = Rop £ Uexp (7)

Em que:

C.m — Concentragdo da amostra na unidade definida
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Uexp — Incerteza associada ao método

R,, — Resultado observado

Sendo que:

2
Uexp =2X 1’quw + Drms

Upw = Urrange (P0,10) + Uy ange (duplicados)

CV (%)
ur,range (PO,]_O) = dz
; R
ur,range (dupllcados) = d_z

’Z(bi)z
brms = n—r

Em que:
d2 — fator dependende do n° de valores utilizados=1,128

R — amplitude média

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

bi — diferenca entre o valor médio medido e o valor de referencia

aceite

nr —ndmero de ensaios
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Este capitulo descreve os procedimentos experimentais para a concretizacdo dos
objetivos deste projeto, sendo iniciado com 0s reagentes e 0s equipamentos utilizados
para efetuar as andlises, 0 modo de preparacdo de solucdes amostra e padrdes e, por fim,

a descricdo do método de calibracdo e a validacdo dos resultados.

3.1Instrumentacéao

No instrumento utilizado, ICP-MS, existem diferentes componentes que sdo
fundamentais para se obter a qualidade pretendida nos resultados. A amostra passa por
varios pontos distintos e cada um deles afeta a amostra de maneira diferente. As analises
para a implementacdo do método de quantificacdo de mercurio foram realizadas num
TermoScientific ICAP RQ ICP-MS. Neste equipamento é possivel fazer analises em dois
modos: modo standard (STD) e em modo colisdo de célula (KED). No primeiro modo
ndo se usa a célula de colisdo e 0 modo KED ja diz respeito a parte do MS. O modo STD
considera que ndo ha sobreposicéo isobarica, nem formacdo de duplas cargas. Apenas usa
a correcao do padrdo interno ou correcdo matematica. Em relagdo ao modo KED (célula
de colisdo com gas hélio) tem fungdo de minimizar formagdo de interferentes a partir de
colisdo ou reacdo. Para além disso, tem capacidade para destruir possiveis formacdes de
interferéncias poliatdmicas, deixando o analito livre.

Os vérios componentes do sistema de introducdo da amostra sdo discutidos a
seguir.

a) Bomba
O uso da bomba peristatilca ajuda a levar a solucio até ao nebulizador. E
aconselhavel utilizar uma bomba com o maior nimero possivel de cilindros e uma
velocidade tdo alta quanto possivel para evitar elevadas sobretensées no fornecimento da
solucdo. A quantidade de solucdo bombeada é, principalmente, entre 0,1 mL e 1,5 mL
por minuto.
b) Nebulizador
Existem varios tipos de nebulizador, no entanto no equipamento ICP-MS
utilizado, utiliza-se um nebulizador concéntrico. Este tipo de nebulizador consiste em

dois tubos concéntricos, sendo o exterior estreito no final. A amostra segue através do
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tubo central e do gas nebulizador, criando uma regido de menor pressdo o0 que vai
provocar a formacéo de pequenas gotas (aerossol).
c) Camara de pulverizagdo
Na camara de pulverizacdo as gotas maiores sdo drenadas na forma
liquida. O liquido deve ser removido uniformemente para evitar variagdes de pressdo na
camara, o que pode resultar em variagdes no sinal. Ao arrefecer a camara de pulverizagao
para 2 °C a 5 °C, o vapor de dgua formado no processo de nebulizacdo condensa-se,
reduzindo assim a carga de dgua do plasma. Isto resulta numa reducdo da formacéo de
ibes poliatdmicos de interferéncia (0xidos).
d) Tochae plasma
A tocha consiste em trés tubos concéntricos e, normalmente o material
usado é o quartzo. O aerossol produzido no sistema de introducéo da amostra flui através
do tubo de introducdo transportado por um fluxo de gas argon com uma media
aproximadamente 0,5 a 1,5 L/min. O gés de plasma flui entre os tubos médio e externo
com uma média de 12 L/min até 20 L/min. A fung&o do gas do plasma é manter o plasma
e arrefecer o tubo externo da tocha. Ao redor da parte superior da tocha ha uma bobina
refrigerada com agua ou com argon com dois a cinco enrolamentos. Uma corrente de alta
frequéncia flui através da bobina e excita o plasma. A tocha €, geralmente, colocada num
compartimento metélico separado que protege os usuarios e o instrumento (eletrénico)
contra a radiacdo de alta frequéncia, que é libertada da bobina e contra a radiacdo
ultravioleta emitida pelo plasma. Existe janela especial que permite a observacédo visual
do plasma, uma vez que esta coberta com um vidro escurecido para proteger os olhos do
observador da intensa radiagdo de emissdo de plasma.
e) Gés
O argon € usado como géas nebulizador (gas de introducdo da amostra), gas
auxiliar e gas de plasma. Na célula de colisdo o gas utilizado é o hélio. E preferivel o gas
de argon com uma pureza superior a 99,995 %. A tava do fluxo de gés deve ser estavel e
controlada para se obter melhor resultados. Podem ser adicionadas quantidades exatas de
oxigénio ao gés nebulizador para evitar aacumulacdo de carbono no cone da amostragem.
No entanto, a adicdo do oxigénio em excesso resulta na queima do cone da amostragem.
As misturas de &rgon e hidrogénio ou nitrogénio podem melhorar a sensibilidade de certos
elementos e/ou reduzir a formacéo de i6es poliatdbmicos interferentes.
f) Gerador
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O gerador fornece uma corrente alternada com uma frequéncia entre 27
MHz e 56 MHZ e uma poténcia entre 0,6 kW e 2 kW que sustenta o plasma.
g) Transferéncia dos ides
E através da interface que os ides sdo transferidos do plasma para o
espectrémetro de massa. A interface consiste em dois cones refrigerados com agua, uma
amostragem e um cone de skimmer, com um sistema de vacuo, e a cAmara de expansdo
entre eles. Durante a medicéo, a pressdo na camara de expansdo € mantida a 102 Pa até
103 Pa. No centro dos cones encontra-se um orificio com um diametro de (0,3 a 1) mm,
sendo o orificio do cone de skimmer, geralmente, menor do que a do cone de amostragem.
Os cones sdo geralmente feitos de niquel. O centro dos cones pode ter formas diferentes.
O gas que contém os ides é recolhido da parte central ou do canal do plasma através do
orificio do cone de amostragem da cdmara de expansdo. Apenas 1 % do gas extraido do
plasma é transmitido para o sistema de lentes. Devido ao curto tempo de residéncia na
camara de expansao (alguns microsegundos), a composi¢do do gas dificilmente muda.
h) Analisador
No espectrometro de massa de ICP, a separacdo dos ides € obtida usando
um espectrémetro de massa de quadrupdlo localizado num compartimento continuamente
evacuado (<2x1072 Pa). Uma caracteristica importante da qualidade de um espectrémetro
de massa de quadrupdlo é a sensibilidade da abundancia. Portanto, a sensibilidade da
abundancia indica a capacidade de medir um pequeno pico ao lado de um pico importante.
Valores de sensibilidade da abundancia de 10® para as massas inferiores e 102 para as
massas superiores podem ser obtidos.
i) Detetor
O sistema de detecdo consiste num elétrodo (o dinodo de conversao), um
multiplicador de eletrdes com dinodos discretos e um pré-amplificador. Sob a influéncia
de uma alta tensdo negativa, os ibes que saem do analisador atingem o dinodo de
conversdo resultando na libertacdo de eletrfes. Esses eletrbes atingem o primeiro dinodo
do multiplicador de eletrGes, e como consequéncia, o dobro da quantidade de eletrGes é
libertado. Posteriormente, esses eletrGes atingem o segundo dinodo. Em ultima anélise,
um ido resulta numa contagem de aproximadamente 108 eletrdes. A gama de contagem
maxima deste sistema é de 2x10° a 4x10° cps (contagens por segundo) e é determinada
por dois fatores. Primeiro, o fluxo da corrente que o detetor pode sustentar é limitado. O
segundo fator limitante é o tempo de resposta, ou "tempo morto™, do detetor e eletrénicos,

isto €, 0 tempo apos o registo de um sinal durante o qual, o detetor ndo € capaz de registar
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uma nova contagem. Se o intervalo de tempo entre as chegadas no detetor dos dois i6es

¢ menor do que o “tempo morto”, o segundo 130 ndo ¢ detetado.

3.2Reagentes

Na tabela 3-1 encontram-se 0s reagentes utilizados no processo de

implementacdo e validacdo do mercurio.

Tabela 3-1 - Reagentes utilizados na implementagdo do mercurio por ICP-MS.

Reagentes Fornecedores
Solucdo Padrao de Mercurio, 1000 mg/L, Centipur Merck
Solucdo Padrdo Interno Germanio 10 pg/mL, Certiprep SPEX
Acido nitrico concentrado (65%) Merck
Solucdo Padrao Interno Rodio 10 pg/mL, Certiprep SPEX
Solucdo Padrdo Interno Mistura 10 pg/mL (Bi, In, 6L, Sc,Y), Certiprep SPEX

3.3Material e Equipamento

Os equipamentos de medicdo influenciam muito a qualidade dos resultados
obtidos. Foram utilizados os seguintes materiais: BalGes volumétricos PFA de 50, 100 e
500 mL; Falcons de 50 mL; gobelés de 100 mL; Micropipeta automatica de volume fixo
da marca Eppendorf de 100 pL; Micropipetas autométicas da marca Eppendorf, de
volume variavel entre [100-1000] pL e [1-10] mL.

Os balBes volumétricos PFA foram lavados na maquina de lavar, num programa
adequado as caracteristicas do material. Apds a lavagem foi feita uma descontaminagéo
do material com solugdo de &cido nitrico 10% (v/v), durante pelo menos 24 horas. Apos
este periodo, esvaziaram-se os baldes volumétricos e passou-se por agua ultrapura. De
seguida encheu-se os balGes com &gua ultrapura e permaneceram assim até a sua

utilizag&o.

Sistema de purificacdo de agua

A é&gua utilizada neste trabalho foi a 4gua ultrapura do Tipo I. Esta 4gua € utilizada
em analises que requerem agua com elevado grau de pureza, uma vez que se trata de uma
agua essencialmente isenta de ides dissolvidos e de matéria organica. Esta agua foi obtida

num sistema de purificacdo de agua ultrapura Milli-Q 1Q 7000 da Merck, a saida
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apresentava, a temperatura de 25 °C, uma condutividade de 0,055 ps/cm e valores de

carbono organico total (TOC) inferiores a 2,4 pug/mL.

3.4Preparacao de solucdes

= Solucdo de HNOs (destilado)
O é&cido nitrico € destilado a partir do &cido nitrico comercial 65% P.A. O &cido nitrico
é destilado para se obter uma qualidade superior.

= Solucéo de Cloreto de Ouro
A solucdo de ouro foi preparada a partir do sal de 250 mg para 500 mg.

= Solugéo de Lavagem
Adicionou-se 10 mL de &cido nitrico destilado e 2 mL de cloreto de ouro em baldo de
500 mL e diluiu-se com &gua ultrapura.

= Branco de trabalho
Adicionou-se 1 mL de cloreto de ouro e 5 mL de &cido nitrico destilado em baldo de 500

mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solugdo padréo interno Rédio
Adicionou-se 5 mL de &cido nitrico destilado e 250 pL da solucdo padrdo interno Rodio
10 pg/mL em bal&o de 500 mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solugdo padréo Intermédia de 500 pg/L
Adicionou-se 5 mL de acido nitrico destilado e 250 pL da solugdo mae comercial de
mercurio 1000 mg/L em baldo de 500 mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solucéo padréo Intermédia de 50 pg/L
Adicionou-se 0,5 mL de acido nitrico destilado e 5 mL da solucdo padrdo intermédia de

500 pg/L em baldo de 50 mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solucéo padréo 1000 pg/L Curva de calibragdo (CC)
Adicionou-se 1 mL de &cido nitrico destilado e 100 pL da solucdo mée comercial de
Mercurio 1000 mg/L em baldo de 100 mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solucéo padrao 10 pug/L CC
Adicionou-se 1 mL de acido nitrico destilado e 1 mL da solu¢do padrdo 1000 ug/L CC

em bal&o de 100 mL e diluiu-se com &gua ultrapura.

= Solucéo padréo 1000 pg/L Controlo de qualidade (CQ)
Adicionou-se 1 mL de &cido nitrico destilado e 100 pL da solucdo mée comercial de

Mercurio 1000 mg/L em baldo de 100 mL e diluiu-se com agua ultrapura.

= Solucéo padréo 10 pg/L CQ
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Adicionou-se 1 mL de &acido nitrico destilado e 1 mL da solu¢do padrdo 1000 pg/L CQ
em bal&o de 100 mL e diluiu-se com &gua ultrapura.
= Solucéo padréao interno 100 pg/L
Adicionou-se 0,5 mL de acido nitrico destilado e 5 mL da solugdo mde comercial de
Mercurio 1000 mg/L em baldo de 50 mL e dilui-se em agua ultrapura.

= Solugéo padréo interno 0,1 pg/L
Adicionou-se 5 mL de acido nitrico destilado e 0,5 mL da solu¢cdo padrdo mercurio 100

Hg/L em baldo de 500 mL e dilui-se com &gua ultrapura.

o Preparacéo da solugdo com a amostra EE1
Adicionou-se 5 mL de &cido nitrico destilado, 250 uL de cada padrdo interno
(Germanio, Rédio e Mistura) e 0,5 mL da solucdo padréo interno 0,1 pg/L em baldo de

500 mL. No final perfez-se o baldo com a amostra EE1.

o Preparacéo da solucdo com a amostra RAB
Adicionou-se 5 mL de &cido nitrico destilado, 250 uL de cada padrdo interno
(Germanio, Rédio e Mistura) e 0,5 mL da solucéo padréo interno 0,1 pg/L em baldo de

500 mL. No final perfez-se o baldo com a amostra RAB.

3.5Analise

3.5.1 Testes dos padrdes internos

Para a execucdo do teste do padrdo interno foi necessario a preparacdo de duas
amostras fortificadas, uma amostra ACH e uma AND. Estas amostras fortificadas foram
preparadas em tubos de 10 mL e foram utilizadas duas solu¢des, uma com uma amostra
da Estacdo Elevatoria 1 (EE1) e outra do Reservatorio de agua bruta (RAB) descritas no
subcapitulo 3.4. Os padrdes internos testados foram o Li, Ge, Y, Rh, In, Sn, Th, Ho e Bi.
Entre todos, os padrbes internos que tém uma energia de ionizacdo proxima da do
mercurio (1007,1 kJ/mol), sdo o Ge, Rh e Bi.

Depois da analise, com os resultados obtidos tracou-se um grafico contagens
normalizadas/tempo e pela visualizacdo do gréfico foi possivel proceder a escolha do

padrdo interno que melhor se adequa ao mercdrio.
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3.5.2 Testes de interferéncias

O laboratorio para avaliar se a sua metodologia € seletiva realiza alguns estudos
de interferéncias (espetrais e ndo espetrais).

As interferéncias espetrais sdo identificadas no software do equipamento. De
acordo com os resultados obtidos de interferentes o laboratorio define os modos de
operacdo (STD ou KED). Foi avaliado a interferéncia do tungsténio sobre o mercurio nos
dois modos STD e KED. Para além disso, existem alguns is6topos do mercurio tais como:
199 Hg, 200 Hg, 201 Hg, 202 Hg.

As interferéncias ndo espetrais sdo avaliadas pelo método de padrdo interno.
Depois de verificadas experimentalmente as possiveis interferéncias, quer espetrais quer

ndo espetrais, foi possivel avaliar as recuperacfes obtidas para cada matriz.

3.5.3 Gama de trabalho

Definiu-se entdo a gama de trabalho para o mercurio tendo em conta as
concentragdes em gque habitualmente se encontram nas amostras analisadas em rotina no
laboratdrio e o limite de quantificacdo. Na tabela 3-2 descreve-se a preparagdo das

solucOes padréo necessarias para o tracado da curva de calibracéo (CC) e para o controlo

de qualidade (CQ), em modo standard (STD) e em modo colisao de célula (KED).

Tabela 3-2 - Soluces padrdo para a curva de calibracdo e controlo de qualidade.

Capacidade de Volume Volume de solucéo
. Concentragao . . .
Padrfes* B Baldo volumétrico | Cloreto de ouro padréo 10 pg/L de
padréao (ug/L)
(mL) (uL) CCou CQ (mL)
P1 0,10 100 250 1,00
Curva
g P2 0,20 100 250 2,00
e
_ P3 0,40 100 250 4,00
calibragdo
P4 0,80 50 125 4,00
(CC)

P5 1,00 50 125 5,00
Controlo de QC1 0,10 50 125 0,5
qualidade QC2 0,50 50 125 2,50
(CQ) QC3 1,00 50 125 5,00

* a todas as solugdes foi adicionado acido nitrico ultrapuro: 0,5 mL nos balGes
volumétricos de 50 mL e 1 mL nos de 100 mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Condicdes experimentais

Em todas as analises de mercurio em amostras de dgua para consumo humano e

agua natural doce, as solucdes foram preparadas com 1% de acido nitrico para conservar

as amostras e recorreu-se também ao uso de adicdo cloreto de ouro (Au). A maior

dificuldade da determinacdo do mercurio é o efeito de memoria. O mercurio agarra-se

muito aos materiais por onde passa e o cloreto de ouro tem essa fungéo de limpar o sistema

de forma que ndo haja contaminagdes cruzadas.

Em primeiro lugar foram realizados todos os testes/calibragdes de forma a garantir

a operacionalidade do equipamento. De forma a testar as condi¢cOes experimentais

definidas no software QTEGRA, foram realizadas curvas de calibracdo, avaliando a

resposta do equipamento. Na tabela 4-1 encontram-se os coeficientes de determinacéo

obtidos e na figura 4.1 encontra-se um exemplo de uma curva de calibragdo que

corresponde a data de 04/06/2021.

Tabela 4-1 - Coeficientes de determinacéo obtidos das curvas de calibracéo.

Data Coeficiente de determinacéao
04/06/2021 0,9983
07/06/2021 0,9997
22/06/2021 0,9999
23/06/2021 0,9997
15/07/2021 0,9998
16/07/2021 0,9997
22/07/2021 0,9996
27/07/2021 0,9997
23/09/2021 0,999
23/09/2021 0,9997
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Figura 4.1 - Curva de calibracdo obtida correspondente a data 04/06/2021.

4.1.1 Validacdo analitica

» Gama de trabalho e sua linearidade
A gama de trabalho foi definida tendo em conta a legislagdo em vigor. Para o
mercurio a gama de trabalho selecionada foi 0,1 a 1,00 pg/L. O laboratério avalia a

linearidade pelo coeficiente de determinacao.

= Sensibilidade
A sensibilidade da metodologia é avaliada pelo nimero minimo de contagens
obtidas na realizacdo do teste de sensibilidade. O teste de sensibilidade é realizado com
uma solucdo Tune 1 ppb de Bi;Co;In;Li;U. Antes de iniciar qualquer sessdo de trabalho
é feito este Teste Performance aonde se avalia 0 comportamento dos elementos.
Os gréficos apresentados na figura 4.2 e 4.3 demonstram o desempenho obtido do
equipamento durante o processo de validacao.
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Figura 4.2 - Desempenho da sensibilidade ao longo do tempo em modo trabalho STD.
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Figura 4.3 - Desempenho da sensibilidade ao longo do tempo em modo trabalho KED.

Pela observacéo dos graficos é possivel concluir que em ambos os testes, tanto em
modo STD como em modo KED, os requisitos foram cumpridos, uma vez que todos os
elementos apresentam contagens superiores as contagens minimas descritas na tabela 2-

1, ou na tabela 4-2.
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Tabela 4-2 - Requisitos que cada elemento deve cumprir nos testes de sensibilidade.

7Li >55000
59Co >100000
238U >330000
209Bi >165000
115In >240000

= Seletividade e especificidade
O is6topo escolhido foi 0 202 Hg uma vez que é o que tem maior massa atomica,
esta em maior abundancia. No caso do Mercurio, 0 modo KED foi o escolhido uma vez
que a célula de colisdo vai destruir possiveis interferéncias.
De acordo com os resultados obtidos nos estudos de interferentes, definiu-se o

modo de analise para o mercurio. Assim, foi definido o seguinte modo de trabalho:

Tabela 4-3 - Is6topo utilizado e respetivo modo de trabalho.

Elemento Is6topo Modo
Hg 202 KED

Os resultados das contagens obtidos permitiram a construcdo de um grafico
contagens normalizadas/tempo e pela visualizacdo do grafico qual o padrdo interno
apresentava um comportamento semelhante ao do mercdrio. Os padrées internos testados
foram o Li, Ge, Y, Rh, In, Sn, Th, Ho e Bi. Entre todos, os padrdes internos que tém uma
energia de ionizacao proxima da do mercurio (1007,1 kJ/mol), sdo o Ge, Rh e Bi. Desta
forma, excluiram-se os restantes elementos e fez-se s a compara¢do com o mercurio em
termos graficos para o Ge, Rh e o Bi.

A figura 4.4, figura 4.5 figura 4.6 e figura 4.7 sdo as representacdes graficas de
contagens normalizadas/tempo dos padrdes internos Ge, Rh e Bi e 0 Hg para a amostra
RAB e EE1, em modo KED e STD.
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Figura 4.4 - Representacdo grafica de contagens normalizadas/tempo para o0 202Hg, 73Ge, 209Bi e 103Rh utilizando
a amostra EE1, analisada em modo KED.
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Figura 4.5 - Representacdo grafica de contagens normalizadas/tempo para o 202Hg, 73Ge, 209Bi e 103Rh utilizando
a amostra RAB, analisada em modo KED.
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Figura 4.6 - Representacdo grafica de contagens normalizadas/tempo para o 202Hg, 73Ge, 209Bi e 103Rh utilizando
a amostra EE1, analisada em modo STD.
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Figura 4.7 - Representacdo grafica de contagens normalizadas/tempo para o 202Hg, 73Ge, 209Bi e 103Rh utilizando
a amostra RAB, analisada em modo STD.

O Radio foi o padrdo interno escolhido uma vez que era padrdo que mais se
aproximava da linha do mercurio. Em relagdo aos outros padrdes internos, todos eles se
encontravam muito distanciados da linha do mercdrio, ou seja, ndo apresentavam
comportamento semelhante. Dai 0 motivo para terem sido excluidos.

Desta forma, na tabela 4-4 encontra-se entdo um quadro resumo do resultado do

teste do padrdo interno.
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Tabela 4-4 - Padrdo interno utilizado bem como o seu critério de aceitagao.

Elemento Is6topo Padréo Interno Critério de aceitacéo

Hg 202Hg 103RK 80 a120%

Depois de verificadas experimentalmente as possiveis interferéncias, quer
espetrais quer ndo espetrais, avaliou-se as recuperacdes obtidas. A recuperagdo média
obtida no mercurio foi de 95,13%. Nos anexos é possivel observar no topico seletividade

e especificidade, na tabela A-13, a recuperacdo obtida em cada analise.

4.1.2 Curvas de calibracéo e Controlo de qualidade

Definida a gama de trabalho (tabela 3-2) iniciou-se a analise a0 mercurio em

amostras de agua para consumo humano (ACH) e agua natural doce (AND) no ICP-MS.

» Limiares analiticos — limite de quantificacdo
Os limites de quantificacdo foram avaliados de acordo com o procedimento
ITL_002 Implementacéo e validagcdo de metais por ICP-MS. Na tabela 4-5 encontram-se
os limites de quantificacdo obtidos em cada analise e na tabela 4-6 o coeficiente de

variacao e erro relativo.

Tabela 4-5 - Limites de quantificacdo obtidos em cada analise.

Data Resultado (ug/L)
04/06/2021 0,1046
07/06/2021 0,1025
22/06/2021 0,1041
23/06/2021 0,1072
15/07/2021 0,09939
16/07/2021 0,1080
22/07/2021 0,1201
27/07/2021 0,09216
23/09/2021 0,1025
23/09/2021 0,1130

Tabela 4-6 — Limite de quantificacdo médio e o respetivo coeficiente de variagéo e erro relativo obtidos.

LQ exp (ug/L) 0,100
ER (%) 5,35
CV (%) 7,16
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Como é possivel observar pelos resultados obtidos na tabela 4-6 o coeficiente de

variacdo e o erro relativo sdo inferiores a 10%, como € exigido pela legislacdo em vigor.

Desta forma o desempenho do método é considerado validado.

» Precisdo (Precisdo intermedia)

A precisdo tem como fim avaliar a dispersdo de resultados em ensaios
independentes. A precisdo intermédia é avaliada sobre a mesma amostra/padrdes
mantendo a metodologia, mas em condigdes diferentes.

A precisao intermédia foi avaliada para os padrdes 0,10 ug/L, 0,50 pg/L e 1,00
Mg/L e duplicados de amostra, nas datas referidas na tabela 4-5. Os duplicados dizem
respeito, em grande maioria, a ensaios interlaboratoriais e a precisao foi calculada pela
diferenca de resultados obtidos em que as concentracfes variam entre 0,10 pg/L, 0,50
ug/L e 1,00 pg/L.

Na tabela 4-7 apresentam-se o0s valores de precisdo intermédia obtidos.

Tabela 4-7 - Precisdo intermédia para o mercurio.

Padréo 0,10 pg/L | Padréo 0,50 pg/L | Padrédo 1,00 ug/L | Duplicados
ER (%) 5,59 3,39 3,46 -
CV (%) 7,09 4,55 3,97 -
Precisédo (%) 6,29 4,04 3,52 3,7

A precisdo intermédia do método é 6,29 % que corresponde a precisdo do LQ que

€ 0 caso mais critico, ou seja, aonde ha maiores desvios. O valor obtido encontra-se de

acordo com o valor legislado pelo Decreto-lei n°152/2017. O valor maximo estabelecido

€ 10%. Desta forma, o desempenho do metodo ¢ validado.

Exatidao

A avaliacéo da exatidao foi efetuada pelo desempenho na participacéo de Ensaios

Interlaboratoriais. Na tabela 4-8 é possivel observar o desempenho obtido na participacao

do ensaio interlaboratorial.
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Tabela 4-8 - Desempenho na participacao do ensaio interlaboratorial.

Elemento Valor referéncia pg/L | Valor laboratério pg/L. | Z-score
Mercurio 0,27 pg/L 0,27 pg/L 0,000

O desempenho foi satisfatério uma vez que o valor Z-core deu 0,000 o que

significa que o valor referéncia est4 de acordo com o valor do laboratdrio.

4.1.3 Estimativa do céalculo da incerteza

A incerteza associada a este método é calculada de acordo com a instrucéo
ITL_0002, que esta apresentada no subcapitulo 2.4 na parte da validacdo dos resultados.
A estimativa do calculo da incerteza esté relacionada com a componente da incerteza
padrdo associada ao método e ao bias do laboratorio (Ub). Por inferéncia, estdo os valores
individuais de bias referentes aos ensaios de recuperacdo (brms). Na tabela 4-9 esta

apresenta a incerteza obtida para 0 mercurio.

Tabela 4-9 - Incerteza obtida para 0 mercdrio.

Elemento Incerteza (%)
Mercurio 23,8

O valor de incerteza obtido é inferior ao valor legislado no Decreto-lei
n°152/2017, valor esse correspondente a 30% e, por isso demonstra mais uma vez que 0

desempenho do método é validado.

4.1.4 Validacéo e adequacao ao uso do método

O laboratorio no final da validacdo verifica se sdo cumpridos todos os requisitos

legais, como se pode observar na tabela 4-10.
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Tabela 4-10 - Validagdo final com todos os requisitos legais.

Desempenho DL n° ) DL n° ]
LabAdN Avaliacao Avaliacao
do método 236/1998 152/2017
Preciséo
] o 6,29 % - - 10% Ok
intermédia
Exatidéo 8,1 % - - 20% Ok
LD 0,0049 pg/L - - 0,2 pg/L Ok
LQ 0,10 pg/L - - - -
Incerteza
_ 23,8 % - - 30% Ok
expandida

Como jé foi referido o DL n° 236/1998 diz respeito a agua natural doce e 0 DL n°

152/2017 a dgua consumo humano. No DL n°® 236/1998 n&o ha valores de referéncia para

o mercurio utilizando o ICP-MS.

Como se pode verificar todos os valores obtidos se encontram de acordo com 0

DL n° 152/2017 e, por isso € possivel concluir que todos os requisitos legais foram

cumpridos.

Concluindo, o mercurio foi implementado e validado e o método foi bem

desempenhado.
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5. CONCLUSOES

O objetivo do trabalho desenvolvido foi a implementacdo e validagdo do mercurio
por ICP-MS em matrizes de agua para consumo humano e agua natural doce (superficial
e subterrdnea). O ICP-MS ¢é um equipamento moderno que permite fazer analises multi-
elementar de uma amostra, de elevada sensibilidade, de resposta rapida com larga gama
de trabalho e com bom controlo de interferéncias.

Ao longo do estagio, foi necessario conhecer todo 0 processo de tratamento de
aguas, equipamento e materiais, assim como todo o sistema de funcionamento da
empresa.

Em suma, a determinacdo de metais por ICP-MS é uma solucdo vantajosa em
andlises a aguas para consumo humano, especialmente por ser multi-elementar e possuir
limites de dete¢do muito inferiores aos limites de detecdo conseguidos por outras técnicas.
Os resultados quantitativos sdo obtidos por comparacgédo da intensidade do sinal com as
geradas pelos padrdes de calibracao.

Por fim, o método é considerado validado quando completar os requisitos da
matriz de validacdo, cujo registo formalizado num relatério de validacdo e controlo de
qualidade para cada parametro.

Pela observacao dos resultados obtidos (tabela 4-9) é possivel verificar que todos
0s requisitos legais foram cumpridos e, por isso, conclui-se que o mercdrio foi
implementado e validado e 0 método foi bem desempenhado.

Para finalizar, este estgio foi uma mais-valia e foram adquiridos bastantes
conhecimentos no tratamento de aguas para consumo humano, que € um tema importante,
visto que, a agua é um bem essencial a vida. Para além disso, a experiéncia no
manuseamento em ICP-MS foi sem divida uma oportunidade enriquecedora e Unica pois

este equipamento € moderno e ainda ndo é utilizado por muitas empresas em Portugal.
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ANEXOS
Anexo A - Lista detalhada dos resultados obtidos

= Precisdo intermedia dos padrdes

e Padrdo 0,10 pg/L

Tabela A-1 - Valores referéncia para o padréo 0,10 pg/L.

Padrao 0,10
CA(%) 25,0%

Tabela A-2 - Valores de padrédo 0,1 pg/mL e limites utilizados para a determinagao da precisao intermédia.

Data (Re)zs. (X — Xmea)® | ER (%) LCcy | LSAcs | LIAcs | LCcc | LSCec | LSAce | LIAge | LICg
X
04/06/2021 | 0,1007 0,000 07 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
04/06/2021 | 0,0998 0,000 0.2 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
07/06/2021 | 0,1062 0,000 6.2 0.1 013 0,08 0,10 012 0,12 0,09 0,08
07/06/2021 | 0,0994 0,000 06 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
22/06/2021 | 0,0965 0,000 35 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
22/06/2021 | 0,0893 0,000 10,7 0.1 013 0,08 0,10 012 0,12 0,09 0,08
23/06/2021 | 0,1011 0,000 11 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
23/06/2021 | 0,1056 0,000 56 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
15/07/2021 | 0,0986 0,000 14 01 013 0,08 0,10 0,12 012 0,09 0,08
15/07/2021 | 0,1019 0,000 19 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
16/07/2021 | 0,1078 0,000 78 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
16/07/2021 | 0,1053 0,000 53 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
22/07/2021 | 0,1048 0,000 4,8 01 013 0,08 0,10 0,12 012 0,09 0,08
22/07/2021 | 0,1140 0,000 14,0 0.1 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
27/07/2021 | 0,0859 0,000 14,1 01 013 0,08 0,10 0,12 012 0,09 0,08
23/09/2021 | 0,1037 0,000 37 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08
23/09/2021 | 0,1136 0,000 13,6 01 013 0,08 0,10 0,12 0,12 0,09 0,08

Tabela A-3 - Preciséo intermédia obtida para o padréo 0,10 pg/mL.

ER(%) 5,59

CV(%) 7,09

Média(Xmed) 0,10

DP 0,01

Precisdo (%) 6,29
n 17
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0.13

Precisao Intermédia (CA/CC)

0.11

0.09

0.07
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e Padrdo 0,5 pg/mL

Tabela A-4 - Valores referéncia para o padrdo 0,5 pg/mL.

Padréo

0,50

CA(%)

15,0%

Tabela A-5 - Valores de padrédo 0,50 pg/mL e limites utilizados para a determinagao da precisdo intermédia.

Data Res. (X) | (X — Xmeq)? | ER [ LCca | LSAca | LIAcs | LCcc | LSCe¢ | LSAce | LIAce | LICc
(%)
04/06/2021 | 0,5066 0,000 13 |05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
04/06/2021 | 0,4940 0,000 12 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
07/06/2021 | 0,4570 0,001 86 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
07/06/2021 | 0,4410 0,002 118 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
22/06/2021 | 0,4706 0,000 50 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
22/06/2021 | 0,4631 0,000 74 [ 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
23/06/2021 | 0,5007 0,000 01 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
23/06/2021 | 0,5091 0,001 18 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
15/07/2021 | 0,4870 0,000 26 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
15/07/2021 | 0,5008 0,000 02 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
16/07/2021 | 0,4996 0,000 01 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
16/07/2021 | 0,4908 0,000 18 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
22/07/2021 | 0,4781 0,000 44 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
22/07/2021 | 0,5011 0,000 02 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
27/07/2021 | 0,4858 0,000 28 | 05 | 058 | 043 | 049 | 055 | 053 | 045 | 043
23/09/2021 | 0,4981 0,000 04 | 05 | 058 | 043 | 049 | 056 | 053 | 044 | 042
23/09/2021 | 0,5349 0,002 70 | 05 | 058 | 043 | 049 | 056 | 053 | 044 | 042
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Tabela A-6 - Preciséo intermédia obtida para o padrédo 0,50 pg/mL.

ER(%) 3,39

CV(%) 4,55

Média(Xmed) 0,49

DP 0,02

Precisdo (%) 4,09
n 17

Precisao Intermédia (CA/CC)

0.6

0.55
° e HREF!

[ ]
05 |*— . . s . LCCA
[ ]
[ ) [ )
[ )
. . —— LSACA
0.45 o

. —— LIACA

0.4

e Padrdo 1,0 yg/mL

Tabela A-7 - Valores referéncia para o padrdo 1,00 pg/mL.

Padréo 1,00
CA(%) 15,0%
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Data Res. (X) | (x — Xpeq)? | ER | LCcq | LSAcy | LIAc, | LCoc | LSCec | LSAcc | LIAc | LIC,c
(%)
04/06/2021 | 1,0041 0,001 04 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
04/06/2021 | 0,9778 0,000 2,2 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
07/06/2021 | 0,9123 0,003 88 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
07/06/2021 | 0,8815 0,007 119 | 1,0 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
22/06/2021 | 0,9584 0,000 4,2 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
22/06/2021 | 0,9432 0,001 57 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
23/06/2021 | 0,9861 0,000 1,4 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
23/06/2021 | 1,0026 0,001 03 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
15/07/2021 | 0,9795 0,000 2,1 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
15/07/2021 | 0,9770 0,001 23 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
16/07/2021 | 0,9912 0,000 0,9 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
16/07/2021 | 0,9797 0,000 20 | 10 1,15 085 | 0,97 | 1,07 1,03 0,90 0,86
22/07/2021 | 0,9437 0,000 5,6 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
22/07/2021 | 0,9609 0,000 39 | 10 1,15 085 | 097 | 1,07 1,03 0,90 0,86
27/07/2021 | 0,9857 0,000 1,4 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,07 1,03 0,90 0,86
23/09/2021 | 1,0097 0,001 1,0 1,0 1,15 0,85 | 0,97 1,09 1,05 0,90 0,86
23/09/2021 | 1,0488 0,006 49 | 10 1,15 085 | 097 | 1,09 1,05 0,90 0,86
Tabela A-9 - Preciséo intermédia obtida para o padrédo 1,00 pg/mL.
ER(%) 3,46
CV(%) 3,97
Média(Xmed) 0,97
DP 0,04
Precisédo (%) 3,52
n 17
Precisdo Intermédia (CA/CC)
1.2
1.1
R P #REF!
° === CCA
! . . o o . °
° ——LSACA
° * * —— LIACA
0.9 .
0.8
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= Precisdo intermédia duplicados

Tabela A-11 - Valores dos duplicados e limites utilizados para a determinag8o da precisdo intermédia.

Tabela A-10 - Valor referéncia.

CA%) | 10,0%

Data Matriz | 1°res. | 2°res. | (1°res — 2°res)? | Amp.Rel | LA | LC¢c | LAv¢e | Leconte,
(%)
04/06/2021 | EIL 1,02 | 1,00 0,000 2,08 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
04/06/2021 | EIL | 0,10 | 0,10 0,000 2,17 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
07/06/2021 | EIL | 044 | 046 0,000 3,42 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
22/06/2021 | ACH | 045 | 0,45 0,000 0,58 10,0 | 33,09 | 19240 | 272,06
22/06/2021 | AND | 045 | 0,46 0,000 1,32 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
22/06/2021 | ACH | 045 | 045 0,000 1,22 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
23/06/2021 | ACH | 045 | 044 0,000 2,63 10,0 | 33,09 | 19240 | 272,06
16/07/2021 | ACH | 0,10 | 0,10 0,000 1,49 10,0 | 33,09 | 192,40 | 272,06
27/07/2021 | AND | 044 | 045 0,000 1,70 10,0 | 33,09 | 19240 | 272,06
23/09/2021 | EIL | 0,13 | 0,14 0,000 1,28 10,0 | 30,24 | 182,90 | 259,23
23/09/2021 | EIL | 0,29 | 0,29 0,000 2,29 10,0 | 30,24 | 182,90 | 259,23

Tabela A-12 - Preciséo intermédia dos duplicados.

Meédia AR (%) 1,83
DP(%) 0,79

n 11
Spreciséo 0,007
S'preciséo(%) 0,556
S'preciséo(%) 1,626
> (y1-y2)? 0,001
Ur,range (%) 1,63
Preciséo (%) 1,83
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= Seletividade e especificidade

Tabela A-13 - VVolumes e concentragdes das amostras e reforco obtidos e utilizados para a determinacéo da

recuperacao.

Data Matriz | [amostra] | [am.+Ref.] | V.am.+V.ref | Vol.am. | Vol.Ref. | [Reforco] | Recuperacao(%o)
04/06/2021 | EIL 1,01 1,40 10 9,5 0,5 10 88,490
07/06/2021 | EIL 0,45 0,95 10 9,5 0,5 10 103,497
22/06/2021 | ACH 0,00 0,45 10 9,5 0,5 10 90,316
22/06/2021 | AND -0,01 0,45 10 9,5 0,5 10 92,197
22/06/2021 | AND -0,01 0,45 10 9,5 0,5 10 91,029
22/06/2021 | ACH -0,01 0,45 10 9,5 0,5 10 91,559
23/06/2021 | ACH 0,44 0,86 10 9,5 0,5 10 87,881
23/06/2021 | ACH 0,07 0,61 10 9,5 0,5 10 107,684
16/07/2021 | ACH 0,00 0,00 10 9,5 0,5 10 88,75
27/07/2021 | AND -0,02 0,44 10 9,5 0,5 10 91,423
27/07/2021 | ACH 0,00 0,49 10 9,5 0,5 10 97,253
23/09/2021 | EIL 0,13 0,64 10 9,5 0,5 10 102,306
23/09/2021 | EIL 0,29 0,80 10 9,5 0,5 10 104,254

Media recuperacao = 95,13%
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