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Implementacao e validacao do método de determinacao do uranio por ICP-MS em aguas

de consumo humano e aguas naturais (superficiais e subterraneas)

Resumo

A agua constitui um bem essencial a vida, apresentando-se como um recurso indispensavel a
sobrevivéncia da biosfera, em geral. Posto isso, o controlo de qualidade da agua é essencial para
comprovar o nivel de qualidade da agua aliado ao cumprimento da legislacao em vigor através da
manutencao de um controlo operacional que permita detetar possiveis anomalias na qualidade da agua,
de modo a permitir que sejam postas em pratica medidas preventivas/corretivas eficazes.

Esta dissertacao teve como objetivo a implementacao, a validacao e o controlo de qualidade do
meétodo de determinacéo do uranio por Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS)
em matrizes de aguas de consumo humano e aguas doce naturais (superficiais e subterraneas).

Antes de iniciar a validacdo do método propriamente dita foi necessario escolher o is6topo em
estudo assim como o padrdo interno a utilizar. O método foi entdo caracterizado considerando os
parametros de desempenho: gama de trabalho, linearidade, sensibilidade, seletividade, limiares
analiticos, precisao, justeza, assim como a estimativa da incerteza de medicdo. Posteriormente, foi
monitorizado o controlo de qualidade interno com recurso a cartas de aceitacdo. Os resultados obtidos
foram comparados com os critérios de aceitacao definidos pelo Laboratério e com os valores
estabelecidos na Diretiva (EU) 2020/2184, assim como pelo Decreto-Lei n.° 69/2023.

O isétopo escolhido foi 0 238 e o padrao interno utilizado foi o bismuto. O método analitico
apresentou uma excelente linearidade e verificou-se ainda que a sensibilidade encontrava-se dentro do
estipulado pelo fabricante, assim como os limitares analiticos encontravam-se adequados. O método
apresentou taxas de recuperacao dentro dos valores estipulados, concluindo que 0 método é seletivo. A
precisdo do método foi caracterizada recorrendo a ensaios realizados em condicdes de repetibilidade e
de precisdao intermédia em trés niveis de concentracao e duplicados de amostras. Os valores dos
coeficientes de variacédo foram satisfatorios para todos os niveis de concentracao e para os duplicados
de amostras. Recorrendo a ensaios de recuperacao e a um Material de Referéncia Certificado (MRC),
constatou-se que nao foi evidenciada ocorréncia de erros sistematicos, demostrando assim a justeza do
método. A estimativa da incerteza baseada nos dados de validacao foi calculada e demostrou ser
adequada para o uso. O método foi devidamente implementado, validado e foi demostrada a sua

adequacao para a quantificacao do uranio em diferentes matrizes de agua.

Palavras-chaves: Aguas; Controlo de qualidade; ICP-MS; Uranio; Validacdo de métodos.



Implementation and validation of the method for determining uranium by ICP-MS in

drinking water and natural waters (surface and groundwater)

Abstract

Water is essential to life and an indispensable resource for the survival of the biosphere in general.
That said, water quality control is essential to verify the level of water quality and compliance with the
legislation in force through maintenance of an operational control that allows possible anomalies in water
quality to be detected, so that effective preventive/corrective measures can be put in place.

The aim of this dissertation was to implement, validate and control the quality of the method for
determining uranium by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) in drinking water
matrices and natural freshwater (surface and groundwater).

Before starting the actual validation of the method, it was necessary to choose the isotope under
study and the internal standard to be used. The method was then characterized considering the
performance parameters: working range, linearity, sensitivity, selectivity, analytical thresholds, precision,
accuracy, as well as the estimation of measurement uncertainty. Subsequently, internal quality control
was monitored using acceptance charts. The results obtained were compared with the acceptance criteria
defined by the Laboratory and with the values established in Directive (EU) 2020/2184, as well as Decree-
Law No. 69/2023.

The isotope chosen was 238 and the internal standard used was bismuth. The analytical method
showed excellent linearity and it was also found that the sensitivity was within the manufacturer's
stipulations, and the analytical limits were adequate. The method presented recovery rates within the
stipulated values, concluding that the method is selective. The precision of the method was characterized
using tests carried out under repeatability conditions and intermediate precision was evaluated at three
concentration levels and duplicate samples. The coefficient of variation values were satisfactory for all
concentration levels and duplicate samples. Using recovery tests and a Certified Reference Material
(CRM), it was found that there were no systematic errors, thus demonstrating the fairness of the method.
The uncertainty estimate based on the validation data was calculated and proved to be suitable for use.
The method was properly implemented and validated and its suitability for quantifying uranium in different

water matrices was demonstrated.

Keywords: Water; Quality control; ICP-MS; Uranium; Method validation.
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Capitulo 1

Enquadramento do trabalho

No presente capitulo ¢ feita uma breve
apresentacdo da empresa Aguas do Norte, inserida
no Grupo Aguas de Portugal, empresa onde esta
dissertacdo se desenvolveu. Sdo também
apresentados os objetivos pretendidos bem como a

organizacao desta dissertacao.
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O estagio curricular no ambito do Mestrado em Técnicas de Caracterizacao e Analise Quimica

foi desenvolvido no laboratério da empresa Aguas do Norte, do Grupo Aguas de Portugal, localizado na

ETA de Areias de Vilar, em Barcelos.

1.1. Apresentacao da empresa
Em 1993, em resultado da integracdo de Portugal na Comunidade Econdmica Europeia, foi

possivel implementar uma gestdo empresarial no abastecimento de agua e no saneamento de aguas

residuais em Portugal. Era assim constituida a Aguas de Portugal, integrada no IPE - Investimentos e

Particoes do Estado, com a responsabilidade do desenvolvimento dos sistemas Multimunicipais de

Abastecimento de Agua e Saneamento de Aguas Residuais [1].
0 Grupo Aguas de Portugal foi criado para liderar uma gestdo empresarial, com o objetivo de

melhorar a qualidade da agua e o nivel de atendimento das populacdes, colocando Portugal entre os
melhores desempenhos ambientais da Europa [2]. Assim, as empresas do Grupo Aguas de Portugal

(Figura 1) prestam servigos, direta ou indiretamente, em todo o territério continental nos dominios do

abastecimento de agua e do saneamento de aguas residuais [3].
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Figura 1 | Empresas nacionais e internacionais integradas no Grupo Aguas de Portugal [3]
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A partir do Decreto-Lei n.° 93/2015, de 29 de maio, foi constituida a Aguas do Norte, S.A.,
mediante a fusdo das empresas Aguas do Douro e Paiva, S.A., Aguas do Noroeste, S.A., Aguas de Tras-
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 exploracéo e
da gestdo do Sistema Multimunicipal de abastecimento de agua e de saneamento do Norte de Portugal
[4,5].

Contudo, com o Decreto-Lein.® 16/2017, de 1 de fevereiro de 2017, ocorre a criacao do sistema
multimunicipal de abastecimento de agua do sul do Grande Porto e o sistema multimunicipal de
saneamento do Grande Porto, ambos por cisdo do sistema multimunicipal de abastecimento de agua e
de saneamento do Norte de Portugal, e as respetivas entidades gestoras, respetivamente, Aguas do
Douro e Paiva, S.A. e SIMDOURO - Saneamento do Grande Porto, S.A [4,6]. A Figura 2 mostra os

municipios cujo abastecimento de agua e o saneamento é efetuado pela Aguas do Norte, S.A..
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Figura 2 | Mapa do sistema multimunicipal de abastecimento de agua e saneamento do norte de Portugal, efetuado pela
Aguas do Norte, S.A. [4].
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Atualmente, a sede da Aguas do Norte, S.A. localiza-se em Vila Real e os Polos situam-se em
Barcelos e em Guimardes, possuindo algumas instalacdes dispersas pela regido, contando com
aproximadamente 600 colaboradores.

A Aguas do Norte é a entidade gestora do sistema multimunicipal em “alta” responsavel pela
captacao, tratamento e abastecimento de agua para consumo publico e também pela recolha, tratamento
e rejeicao de efluentes domésticos, urbanos e industriais provenientes de fossas séticas. A empresa tem
como funcdes também a exploracdo e gestdo do sistema de aguas da regiao do Noroeste, que resulta
da celebracdo de uma Parceria entre o Estado (Administracdo Central) e os Municipios (Administracao
Local) de Amarante, Arouca, Baido, Celorico de Basto, Cinfaes, Fafe, Santo Tirso e Trofa, sendo que esta
Parceria concretiza um processo de verticalizacao que reuniu, numa unica entidade gestora, em regime
de exclusivo, os servicos de abastecimento de agua e de saneamento de aguas residuais em “alta”
(prestados pelos Municipios) e em “baixa” (prestados aos utilizadores finais, os municipes), de forma
regular, continua e eficiente [4]. Ou seja, a designacao “alta” implica a captacao, tratamento e venda a
outra entidade gestora e, diz respeito aos 63 municipios. Dentro dos 63 municipios existem 8 municipios

que dizem respeito a designacao “baixa” e implica a venda direta ao consumidor

1.2. Laboratério da Aguas do Norte, S.A.

O Laboratorio da Aguas do Norte, S.A., local onde foi realizado o presente trabalho, é constituido
por duas Unidades Laboratoriais, sendo estas na ETA de Areias de Vilar, sita em Barcelos (local onde se
realizou o estagio) e na ETAR de Vila Real, sita em Vila Real. Este tem como missao prestar um servico
publico de controlo sistematico da qualidade da agua, no ambito do abastecimento e do saneamento
transmitindo seguranca e fiabilidade aos processos de tratamento de agua, de forma a satisfazer as
exigéncias de qualidade e expectativas dos Clientes [7].

O Laboratorio da Aguas do Norte, S.A. bem como a sua Gestdo, de modo a assegurar a total
confianca nos servicos prestados aos seus Clientes, compromete-se a cumprir integralmente todos os
requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 “Requisitos gerais de competéncia para laboratdrios
de ensaio e calibracao” [8] e a melhorar continuamente a eficacia do Sistema de Gestéo.

A principal atividade do Laboratorio da Aguas do Norte consiste na gestao do controlo analitico,
quer dos sistemas de abastecimento de agua para consumo humano, quer dos sistemas de tratamento
de aguas residuais. E da sua responsabilidade monitorizar a agua para consumo humano, fornecida

pelas Aguas do Norte, a agua natural doce (superficial e subterranea) das captacdes, a agua proveniente
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das diversas etapas de tratamento das ETA e ETAR e a agua residual devolvida ao meio hidrico, apos
tratamento [7].

Com o objetivo de assegurar o controlo da qualidade da agua abastecida, no inicio de cada ano
civil, a empresa dispde de um Programa de Controlo da Qualidade da Agua, designado PCQA, dirigida
as aguas de consumo humano que da cumprimento aos parametros e as frequéncias apresentadas no
Decreto-Lei n.° 69/2023, de 21 de agosto de 2023 [9,10].

As competéncias sdo reconhecidas pelo IPAC - Instituto Portugués de Acreditacdo no Anexo
Técnico de Acreditacdo n° L0328, acessivel no site www.ipac.pt A acreditacio do Laboratério Aguas do
Norte abrange ainda a colheita, preservacao e transporte de amostras de agua para consumo humano e
aguas naturais destinadas a producdo de aguas de consumo humano [7]. Além de estar presente na
lista das empresas do IPAC, o Laboratério de Aguas do Norte faz parte, também, da lista emitida pela
Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos, ERSAR, de laboratorios aptos no ambito da
legislacdo acima referida [10].

O Laboratorio da Aguas do Norte em complemento & sua principal atividade, anteriormente
referida, presta ainda apoio ao Cliente em outros servicos fora do ambito de Acreditacao, nomeadamente,
a verificacdo interna de equipamentos analiticos, preparacdo de solugbes quimicas, formacao,

consultoria e auditorias a laboratorios.

1.3. Objetivos

Este trabalho tem como finalidade adquirir competéncias no ambito da implementacao e
validacdo do método de determinacdo do uranio por Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma
Indutivo (ICP-MS) em matrizes de aguas de consumo humano e aguas doce natural. Concretamente,

este trabalho teve as seguintes atividades:

e Estudo de interferéncias espectrais e nao espectrais;

e Selecao do padrao interno;

e Escolha da gama de trabalho;

e [Estudo da linearidade;

e Determinacado dos limites analiticos para verificar o cumprimento da atual Legislac&o;
e Estudo da seletividade/especificidade;

e Determinacao da precisao em diversas condicoes;

e Avaliacao da exatiddo recorrendo a diversas metodologias;
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e Estimativa da incerteza do método.
Neste contexto, os objetivos consistiram em adquirir conhecimentos e experiéncia pratica sobre
analises por ICP-MS e elaborar os processos de implementacao e de validacdo do método, com vista a
acreditacdo deste. Como tal foi imprescindivel a pesquisa bibliografica, incluindo documentos internos

do Laboratorio.

1.4. Organizacao da dissertacao

O presente trabalho encontra-se organizado em seis capitulos. No primeiro capitulo ¢ feito o
enquadramento do trabalho, onde ¢é apresentada a empresa onde decorreu o estagio e sao especificados
0s objetivos do trabalho.

No segundo capitulo sédo apresentados os conteudos necessarios para o desenvolvimento e
compreensao do trabalho realizado, nomeadamente aspetos relacionados sobre a agua (agua superficial
e agua subterranea) e sobre o uranio, funcionamento da técnica ICP-MS e a importancia da validacao de
meétodos analiticos como forma de garantir a qualidade dos resultados obtidos.

No capitulo trés é abordada a metodologia experimental utilizada ao longo do trabalho. Ja no
capitulo quatro sao apresentados os resultados obtidos e a sua discusséao.

No quinto capitulo encontram-se resumidas as principais conclusdes deste trabalho e por ultimo
é apresentada a listagem da bibliografia consultada durante a realizacao deste trabalho.

Em anexo é sucintamente apresentado alguns resultados complementares obtidos durante a

validacao do método avaliado durante o periodo de estagio.
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Introducao

Neste capitulo apresenta-se uma analise
sobre a relevancia das aguas, assim como uma
revisao bibliografica sobre o analito estudado nesta
dissertacao, o uranio. Sdo também abordadas varias
técnicas espectromeétricas para a determinacao de
uranio, dando destaque a Espectrometria de Massa
Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS), técnica
utilizada para as analises realizadas.

Este capitulo conta ainda uma seccdo sobre

validacdo de métodos analiticos.
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2.1. Agua

A agua constitui um bem essencial a vida, apresentando-se como um recurso indispensavel a
sobrevivéncia da biosfera, e, portanto, do Homem e de todas as outras espécies a ele associadas, com
as quais, de uma forma ou de outra, ele convive [11].

Sem agua, o planeta que conhecemos seria bastante diferente, e seria incomportavel haver vida
na Terra. A agua faz parte do corpo humano, sendo que tem um volume de cerca de 70 % da nossa
constituicao, e a reducédo desse volume leva a graves problemas de equilibrio fisiologico, sendo até
possivel a morte [12,13].

Tem propriedades que lhe sdo Unicas, € incolor, inodora, pode ser encontrada na Natureza em
trés estados fisicos, solido, liquido e gasoso, € um bom solvente, entre outras, que a diferenciam da
maioria dos outros liquidos. A disponibilidade de agua é fundamental para o bem-estar do Mundo, sendo
o ciclo da agua o motor de toda a vida na Terra [13].

Cerca de 70 % da superficie terrestre esta coberta de agua no estado liquido encontrando-se
sobretudo nos oceanos e apenas uma pequena parte nos continentes e na atmosfera. Cerca de 97,5 %
da agua é salgada e, por isso, impropria para consumo e dos 2,5 % de agua doce a grande maioria
encontra-se no estado solido, nos glaciares e calotes polares do Artico e Antartico e em aguas

subterraneas [14], como mostra a Figura 3.

Glaciares e Agua subterrinea e
I'\gua doce 2,5% calotes 68,9 % humidade do solo 30,8 %

Agua salgada 97,5 % Lagos e rios 0,3 %

Figura 3 | Distribuicdo global da dgua no planeta Terra.

Relativamente a agua doce, como ja referido, esta encontra-se sob a forma de glaciares e calotes
(68,9 %), aguas subterraneas (29,9 %), humidade do solo e atmosfera (0,9 %) e em lagos e rios (0,3 %)
[14].

Atendendo que cerca de 70 % da agua doce encontra-se num estado em que nao é possivel a
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sua utilizacao, pelo menos a curto e médio prazo, as aguas utilizaveis constituem um infima parte da
agua doce, aumentando assim a necessidade de conservacao destas [15].

A gestao cuidada e rigorosa da interferéncia humana no ciclo hidrolégico é fulcral para assegurar
o futuro da prépria humanidade. A quantidade de agua disponivel, desde que bem monitorizada, é
globalmente suficiente para qualquer cenario de crescimento demografico, mas para que a agua nao
seja um fator limitante do desenvolvimento, e mesmo, de sobrevivéncia em vastas zonas do mundo, é
essencial que seja bem gerida, certamente melhor do que 0 momento atual, e num contexto adverso de
alteracdes climaticas [16,17].

A agua destinada ao consumo humano encontra-se definida como: “Toda a dgua no seu estado
original, ou apos tratamento, destinada a ser bebida, a cozinhar, a preparacdo de alimentos, a higiene
pessoal ou a outros fins domésticos, independentemente da sua origem e de ser fornecida a partir de
uma rede de distribuicao, de um camiado ou navio-cisterna, em garrafas ou outros recipientes, com ou
sem fins comerciais; Toda a agua utilizada numa empresa da industria alimentar para fabrico,
transformacao, conservacdo ou comercializacdo de produtos ou substancias destinados ao consumo
humano, assim como a utilizada na limpeza de superficies, objetos e materiais que podem estar em
contacto com os alimentos, exceto quando a utilizacdo dessa dgua nao afeta a salubridade do género
alimenticio na sua forma acabada” [9,18].

De acordo com o Relatério do Estado do Ambiente de 2020/21, 69,41 % da agua que os
portugueses consomem teve origem superficial (69,25 % em 2019 e 72,65 % em 2017) e 30,59 % teve
origem subterranea (30,75 % em 2019 e 27,35 % em 2017) [19].

O controlo de qualidade da agua é essencial tendo em vista dois objetivos principais, comprovar
o nivel de qualidade da agua aliado ao cumprimento da legislacao em vigor através da manutencéo de
um controlo operacional que permita detetar possiveis anomalias na qualidade da agua, ocasionais ou
de caracter sistematico, de modo a permitir que sejam postas em pratica medidas preventivas/corretivas
eficazes [9,18].

Tendo em vista um controlo de qualidade da agua mais eficiente e rigoroso, é efetuada a
avaliacdo dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos, através de analises especificas e sucessiva
avaliacdo dos respetivos valores paramétricos. A agua para consumo humano exige uma continua
monitorizacdo do controlo de qualidade, com base nas analises que garantam conformidade entre o
tratamento/distribuicdo e os objetivos/regulamentos previstos, sendo que esta é caracterizada pelo
conjunto de valores de parametros microbioldgicos e fisico-quimicos fixados nas partes A, B e C do anexo

| do Decreto-Lei n.° 69/2023. Estas analises devem ser realizadas periodicamente em laboratdrios
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acreditados e especializados [9,12].
A agua pode ser classificada tendo em conta a sua origem de captacao, sendo assim, classificam-

se em aguas superficiais ou aguas subterraneas.

2.1.1. Aguas superficiais

As aguas superficiais sdo, por exemplo, as aguas que se encontram nos rios, albufeiras e lagos
que apresentam caracteristicas normais de aguas a superficie como turvacao, por ter materiais em
suspensao, carga organica, baixo teor de sais dissolvidos [9].

Estas aguas ndo penetram no solo e ao acumularem-se na superficie da Terra, sdo escoadas
pelas chuvas ou pela ressurgéncia/reaparecimento das aguas subterraneas formando rios, lagos, lagoas,
pantanos, entre outros. O oceano apesar de ser composto por agua salgada, também é considerado
agua de superficie [20].

A monitorizacdo da agua superficial do planeta pode ser realizada utilizando medicdes de
superficie, isto é, as taxas de fluxo dos riachos sédo medidas calculando a descarga (a quantidade de
agua que se move pelo riacho por unidade de tempo) em varios pontos ao longo do mesmo. Este tipo de
monitorizacao é importante, uma vez que ajuda na determinacédo do impacto das atividades humanas e
das mudancas climaticas na disponibilidade de aguas superficiais. Qutro tipo de monitorizacdo é o
recurso a imagens por satélite. Por outro lado, é essencial manter o controlo da vegetacao ao redor dos
corpos de agua de superficie. A perda da vegetacao, quer por fatores naturais, como incéndios, quer pela
atividade humana, como desflorestacdo, pode ter um impacto negativo nas aguas superficiais. Além
disso, pode levar ao aumento de escoamento superficial e a erosao contribuindo assim para o risco de
inundacoes [21].

As aguas superficiais participam do ciclo hidrologico, sustentam os sistemas ecoldgicos,
fornecem habitat para muitas espécies de plantas e animais e sao consideradas umas das principais
fontes de abastecimento de agua potavel do planeta [20]. Também s&o utilizadas para irrigacéo,
tratamento de aguas residuais, fins industriais, atividades pecuarias e producao de energia hidrelétrica

[22].

2.1.2. Aguas subterraneas

No caso das aguas subterraneas como lencois subterraneos, fissuras em terrenos e furos,

apresentam caracteristicas distintas como a dureza (que as classificam como duras em solos calcarios

10
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ou macias em solos graniticos). Além disso sdo limpidas, uma vez que sao filtradas pelas camadas
terrestres, podendo possuir elementos quimicos dissolvidos com diferentes graus de nocividade.

As aguas subterraneas podem ainda ser classificadas de acordo com o tipo de solos pelos quais
passam. As aguas originarias de solos calcarios, tipicos da regiao Sul de Portugal e também de Leiria
apresentam dureza média/alta, alcalinidade e mineralizacdao. Ja as aguas provenientes de solos
graniticos, tipicos do Norte do pais apresentam baixa mineralizacao (sendo consideradas aguas macias),
baixa condutividade e elevada acidez, podendo também conter alguns materiais dissolvidos como o ferro,
(frequentemente nos solos xistosos), manganés, nitrato, entre outros [23].

E do conhecimento publico que as aguas subterraneas fornecem uma maior qualidade a nivel
microbioldgico comparadas com as aguas superficiais [24].

A agua subterranea ¢ um recurso natural imprescindivel para a vida e para a integridade dos
ecossistemas que estao delas dependentes, representando as massas de aguas doce mais sensiveis e
importantes da Unido Europeia [23,25]. Assim, a mesma revela-se como uma fonte crucial de
abastecimento publico da agua potavel em diversas regides, devendo ser protegida de modo a evitar a
deterioracao da qualidade, a fim de reduzir o nivel do tratamento de purificacdo necessario a producao

de agua potavel [25].

2.2. Uranio

Em 1789, Martin Klaproth descobriu um elemento quimico perto de Freiberg, na Alemanha, que
mudaria para sempre a historia da humanidade. No momento da descoberta, o elemento estava na
forma de oxido de urénio, contudo acreditou-se que o metal estava na sua forma isolada e foi dado o
nome de uranio [26].

O uranio é um elemento quimico muito importante do ponto de vista comercial e tecnoldgico.
Este metal pertence a série dos actinideos e esta situado no sétimo periodo da tabela periddica, sendo o
ultimo elemento natural da classificacao periddica [26,27].

O uréanio ¢ largamente difundido na crosta terrestre, sendo mais abundante que o ouro, a prata,
0 mercurio, o antimonio ou o cadmio. Encontra-se presente em diversos tipos de rochas, solos,
sedimentos, aguas superficiais e subterraneas [28]. No entanto, geralmente ocorre em concentracdes

baixas.

11
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2.2.1. Propriedades fisicas, quimicas e radiolégicas

O uréanio é representado pelo simbolo U, apresenta nimero atdomico 92 e dentro dos elementos
de ocorréncia natural é o que apresenta maior massa atémica [29]. As principais propriedades do uranio

estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 | Principais propriedades fisicas e quimicas do uranio [29,30].

Propriedades

Simbolo U

Nimero atémico 92

Massa atomica (u) 238,029
Configuracao eletrénica [Rn], 5f;, 6d:, 752
Ponto de fusio (°C) 1135

Ponto de ebulicao (°C) 4131
Densidade (g.mL") 18,9

12 energia de ionizacao (kJ.mol?) 597,6

O uranio pode ser encontrado em seis estados de oxidacdo. Quando esta no estado tetravalente,
0 uranio é relativamente estavel e esta geralmente associado a hidroxidos, fosfatos e fluoretos. No estado
hexavalente, o uranio apresenta um comportamento mais estavel e, em geral, encontra-se dissolvido em
agua [28,29].

No meio ambiente, o uranio ocorre naturalmente como trés isotopos radioativos, o 24U, 2U e U
[29,31]. No entanto, outros isdtopos podem ser sintetizados pelo homem em laboratério, reatores de
pesquisa e aceleradores de particulas [32]. Os is6topos naturais do uranio com as respetivas massas

atémicas, abundancias isotopicas e meias vidas estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 | Propriedades dos isétopos de uranio [29,33].

Isétopo Massa atomica (u) Abundancia (%) Meia vida (anos)
=4 234,0410 0,005 2,45 x 10
=5 235,0439 0,711 7,04 x 108
s 238,0289 99,283 4,47 x 10°

12
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Todos os isétopos de uranio sofrem as mesmas reacdes quimicas e apresentam propriedades
fisicas quase idénticas. Contudo, as propriedades radioativas como tempo de meia vida, atividade
especifica e modo de decaimento, séo diferentes. O processo de decaimento destes isétopos conduz

is6topos estaveis (nao radioativos) tais como o *Pb, no caso do U e do 25U e 2’Pb para o U [34].

2.2.2. Toxicidade

A exposicao humana ao uranio tem sido ha muito considerada um risco radiologico para a salde,
embora existam poucos estudos epidemioldgicos capazes de demonstrar os danos resultantes, mesmo
em contextos ocupacionais [28]. Contudo, acredita-se que o maior problema esta relacionado com a
toxicidade quimica e, por isso, tem havido uma preocupacao crescente de que os efeitos quimicos do
uranio representem um risco a saude das populacdes expostas, assim como acontece com outros metais
[35]. Quanto mais soltvel for o composto de uranio, mais toxico ele se torna. Nos compostos insoluveis
os efeitos radiologicos prevalecem [28,36].

A agua potavel é considerada a responsavel por cerca de 70 % da absorcdo de uranio em uma
dieta humana padrao. No corpo humano, o uranio tende a concentrar-se em locais especificos e, devido
a sua radioatividade, pode aumentar os riscos de doencas no sangue e rins, e o desenvolvimento de
cancro nos 0ssos [28,37].

Os rins sao considerados os principais alvos da toxicidade quimica do uranio em seres humanos,
0 que pode levar ao aumento da probabilidade de danos na estrutura destes 6rgaos, podendo conduzir
a insuficiéncia renal aguda. Estudos mais recentes mostraram uma forte relacdo entre o uranio presente
na urina e o uranio presente na agua potavel proveniente de pocos [28,38]. Nao ha evidéncias de que
uranio seja essencial para os seres humanos [28].

Estudos em animais mostraram que a ingestdo de agua contaminada com uranio afeta o
metabolismo dos ossos. Além disso, o uranio substitui o calcio e o fosfato dos ossos aumentando a
excrecao urinaria destes elementos, que sao importantes componentes na estrutura dos o0ssos. A facil
incorporacao do uranio nos 0ssos ocorre devido a distribuicao deste elemento no esqueleto ser similar a
do calcio [28,39].

Os radionuclideos, como o uranio, representam uma importante classe de poluentes inorganicos,
cuja quantificacao é necessaria tanto no presente como no futuro. As amostras ambientais (agua, solos,
sedimentos), bem como fertilizantes e residuos industriais sao exemplos onde a contaminacéo por uranio

pode causar sérios problemas para o0 homem e para o meio ambiente [40].

13
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2.2.3. Legislacao

Devido a elevada toxicidade quimica e radiologica do uranio, tornou-se importante estabelecer
leis para controlar as emissbes deste metal no ambiente, assim como o teor de uranio em diversas
matrizes, como alimentos e sistemas aquaticos.

Muitos érgaos reguladores e agéncias de saude estao preocupados com a quantidade de uranio
presente em aguas destinadas ao consumo humano e em diversos tipos de alimentos. Por esse motivo,
solicitam a determinacao desse elemento em varias matrizes, resultando em uma ampla variacdo nos
limites e diretrizes impostas para o uranio na agua potavel, desde 2 pg/L no Japao até 1700 ug/L na
Russia [41]. As diretrizes da Organizacao Mundial de Saude (OMS, 1993) para a qualidade da agua
potavel reconheceram o uranio como um potencial perigo quimico, mas concluiram que estudos
insuficientes estavam disponiveis na época para derivar um valor de referéncia realista. As edicoes
seguintes das diretrizes produziram valores provisorios que foram revisados apos o aumento das
evidéncias toxicologicas. A quarta edicao, incorporando o primeiro adendo (2017) recomendou um valor
de referéncia provisorio de 30 ug/L [42]. Tanto a Diretiva (UE) 2020/2184 para uranio nas aguas de
consumo humano [18] quanto o nivel maximo de contaminante da US-EPA para uranio em aguas
potaveis [43] estao atualmente definidos em 30 pg/L, embora a Diretiva da UE s¢ tenha entrado em
vigor em 2021, com dois anos para os Estados-Membros transporem para a legislacao nacional.

No dia 21 de agosto de 2023 foi publicado no Diario da Republica o Decreto-Lei n.° 69/2023,
onde estabelece-se o regime juridico da qualidade da agua destinada ao consumo humano, que ja inclui
0 uranio na lista dos parametros quimicos, no Anexo | - Parte B [44].

Relativamente a legislacao relacionada com o controlo da qualidade para aguas de consumo
humano, o Laboratorio onde este trabalho foi realizado, para o caso do uranio regeu-se pela Diretiva (EU)
2020/2184 do Parlamento Europeu e do Concelho, datada de 16 de dezembro de 2020, e pelo Decreto-
Lei n.° 69/2023, de 21 de agosto de 2023, em que ambos estabelecem um valor paramétrico para o

uranio de 30 pg U/L [9,18].

2.3. Técnicas espectrométricas para determinacao de uranio

A determinacdo de metais em diferentes matrizes de aguas pode ser efetuada com recurso a
varias técnicas, como a Espectrometria de Absorcdo Atémica com Chama (FAAS) [45,46], com Camara
de Grafite (GFAAS) [46,47], Espectrometria de Emissao Atdmica Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-AES)
[46,48] e Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS) [46,49,50].
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Quando se pretende escolher a técnica mais indicada a uma determinada analise, a escolha
deve ter em atencéao fatores como a capacidade de detecao, facilidade do uso, velocidade de analise e o

custo da mesma [51,52].

2.3.1. Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo

Os primeiros equipamentos de Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS)
foram comercializados em 1983, sendo que, atualmente, o ICP-MS é uma das técnicas analiticas mais
sensiveis e vantajosas na analise elementar numa ampla gama de matrizes [53,54].

Esta técnica, para além de conseguir determinar concentracées na gama dos ppt, permite
também analisar simultaneamente, aproximadamente, 70 elementos, bem como os isétopos individuais
destes elementos que estejam presentes na amostra em analise [53]. Além de apresentar baixos limites
de detecao para uma grande parte dos elementos, destaca-se por possuir um elevado grau de
seletividade que permite obter uma resposta Unica para o elemento em estudo bem como uma excelente
precisao e justeza [55].

Esta técnica possui aplicacdes em diversas areas, incluindo analise de aguas e efluentes,
materiais geologicos, industrias alimentar e farmacéutica, além de ser utilizada na area da medicina, em
analises clinicas e bioldgicas como sangue e urina, e também em medicina forense. Entre as aplicacdes
mais relevantes desta técnica, destacam-se os campos da geologia e aplicacdes nucleares, onde €
fundamental para o calculo de razdes isotopicas, permitindo a determinacao simultanea dos diferentes
is6topos de um elemento [49,53,54].

O ICP-MS pode, teoricamente, ser dividido em seis partes, sendo elas: o sistema de introducao
das amostras, a regido da formacédo do plasma (tocha), a zona da interface, o sistema de lentes, o
analisador de massa e o detetor [46,49]. Na Figura 4 mostra um diagrama simples do equipamento.

O método consiste na introducao da amostra a analisar, por acao de uma bomba peristaltica,
formando-se um aerossol e, em seguida, este é transferido para um plasma de argon. Os processos de
transferéncia de energia causam a dissolucao, a atomizacao e a ionizacao dos elementos presentes na
amostra. A extracdo dos ides do plasma é feita através de uma interface em vacuo com um sistema
lentes integrado e, em seguida, os ides sao separados com base na razao massa-carga (m/z) por um

espectrometro de massa, e por fim os ides sao medidos pelo detetor [56].
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Figura 4 | Representacdo esquematica do sistema de um ICP-MS (adaptada de [49]).

2.3.2. Principio de funcionamento da técnica

Sistema de introducio da amostra

O sistema de introducao da amostra de um ICP-MS é constituido pelo amostrador automatico,
uma bomba peristaltica, um nebulizador e uma camara de nebulizacdo. Assim, a bomba peristaltica
bombeia a solucao em direcao ao sistema de introducao da amostra, permitindo também o controlo do
fluxo da solucao. Seguidamente, a solucao da amostra passa no nebulizador, neste caso um nebulizador
concéntrico, onde é convertida num aerossol com recurso a um fluxo de argon, denominado gas
nebulizador, ou também conhecido por gas de arraste [46,56].

0 aerossol aqui formado passa através de uma camara de nebulizacdo, onde as goticulas sdo
separadas de acordo com as suas dimensdes, sendo as maiores removidas através da colisdo com as
paredes da camara de nebulizacdo. O excesso de solucdo que se forma na camara de nebulizacao é
removido pelo dreno, evitando que esta fique cheia [46,57].

Nesta fase do processo é também utilizado um refrigerador, que permite arrefecer a camara de
nebulizacao, levando a um controlo preciso da temperatura dentro da mesma, e consequentemente a
obtencao de sinal mais estavel. Ao resfriar a camara de nebulizacdo, o vapor de agua formado vai
condensar, reduzindo assim a quantidade de agua no plasma. Isso resulta em uma reducao na formacao

de ides poliatdmicos (oxidos) [58].

Formacao do plasma

0 sistema de formacao do plasma possui dois componentes, a tocha e a bobina eletromagnética,
geradora de radiofrequéncias [59].

A tocha é composta por trés tubos concéntricos de quartzo, o tubo externo, o tubo intermédio e

o tubo injetor, através dos quais fluem um gas, o argon, mas com funcdes e fluxos distintos [46,59].
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O gas utilizado para a formacdo do plasma circula dentro do tubo externo, a um fluxo de 12 -
17 L.mint. O gas auxiliar passa no tubo intermédio a aproximadamente 1 L.min?, tem como funcoes a
reducao da temperatura do tubo injetor e 0 aumento da separacao entre a tocha e plasma. Por ultimo,
0 gas nebulizador transporta a amostra em forma de aerossol num fluxo de aproximadamente 1 L.min?
[59].

O argon é o gas de eleicdo para este processo devido a sua resisténcia elétrica para dissipacéo
de energia, condutividade térmica adequada para transmitir calor da regiao exterior do plasma para o
interior, alta densidade eletronica (1,3 x 10 e.cm?), robustez do plasma e custo aceitavel. A alta energia
disponivel de argon (aproximadamente, 1520,6 kJ.mol) permite ionizar a maior parte dos elementos da
tabela periodica, uma vez que a maioria possui energias de ionizacdo de 385,0 a 1156,0 kJ.mol*[60].

A bobina eletromagnética produz uma radiofrequéncia alternada, entre 27 e 56 MHz que
promove a criacdo de um campo eletromagnético intenso no “topo” da tocha. Enquanto o gas que forma
o plasma flui através da tocha, aplica-se uma faisca de alta voltagem, o que causa a dissociacdo de
alguns eletrdes dos atomos de argon. Estes sao acelerados pelo campo magnético colidindo com outros
atomos de argon, numa reacdo em cadeia que provoca a ionizacdo do gas, formando um plasma de
altas temperaturas (6000 a 10000 K). O plasma é mantido pela continua transferéncia de energia por
parte da bobina [46].

O aerossol previamente gerado na camara de nebulizacdo, sai do tubo injetor com grande
velocidade, atravessando o centro da descarga do plasma, de seguida, atravessa varias zonas de

aquecimento, ilustradas na Figura 5, onde sofre algumas alteracdes fisicas.

6500 K 7500 K 8000 K Zona de
pré-aquecimento

= I

Zona de

Zona analitica radiacao
10000 K

Figura 5 | Representacdo esquematica das diferentes zonas de temperatura no plasma (adaptada de [61]).
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Na zona de pré-aquecimento sofre dessolvatacdo e vaporizacdo, na zona de radiacao ocorre a
atomizacao e, finalmente, na zona analitica a ionizacao através da colisdo com os eletroes do gas. Os

ibes da amostra sdo depois dirigidos em feixe para a regiao da interface [46,56].

Regiao da interface entre o ICP e espectrometro de massa e sistema de lentes

Os ides formados na tocha devem ser transportados de forma eficiente e mantendo a sua
integridade elétrica, desde o plasma, que se encontra a pressao atmosférica (760 Torr), até a regiao
analitica do espectrometro de massa, no vacuo (104 Torr) [56].

A regido da interface contém dois cones, geralmente de niquel, o sampler cone e o skimmer
cone. O vacuo é mantido com o auxilio de uma bomba mecanica e uma bomba turbomolecular. Cada
um dos cones possui um pequeno orificio que permite a passagem dos ides para um sistema de lentes
eletrostaticas [56]. A regido da interface é arrefecida por agua e constituida por um material que dissipa
o calor facilmente, como o cobre ou o aluminio [46].

Dado que os processos de atomizacdo/ionizacdo ocorrem a pressao atmosférica, a interface
torna-se crucial no processo de criacao de um ambiente de vacuo para o espectrometro de massa.

A Figura 6 mostra um esquema representativo da zona da interface de um ICP-MS.

Skimmer
Cone

Sampler
Cone

Bobina
eletromagnética

—
o=
o 0 0
NN ——
0 1 2cm

Bomba mecanica (rotativa)
101 Torr

Sistema de lentes

Bomba turbomolecular
107 - 108 Torr

Figura 6 | Representacdo esquematica da secdo transversal da regido da interface entre o ICP e o espectrometro de massa
(adaptada de [60]).
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Os ides formados sao direcionados para a zona da interface, onde atravessam o sampler cone.
Uma bomba mecéanica é usada para manter uma pressao entre cones, de aproximadamente, 10" Torr.
A medida que os ides entram nesta regido da interface, a reducéo de pressdo causa uma expansio do
feixe de ides. Os ides sdo, posteriormente, extraidos através do skimmer cone e na camara de vacuo
principal que é mantida sob alto vacuo (10¢ Torr) por uma bomba turbomolecular. A essa pressao os
ides podem ser guiados para o sistema de lentes, sendo que o principal objetivo dessas lentes ¢ guiar o
feixe de ibes em direcdo ao analisador de massa e impedir que fotdes e outras espécies neutras, como

espécies de matriz ndo ionizada, cheguem ao detetor [46,56,57].

Anilise de massa (Espectrometro de massa (MS))

Existem varios tipos de dispositivos de separacao de massa, sendo o mais comum e o utilizado
pelo ICP-MS neste trabalho, o quadrupolo. Este tipo de dispositivo consiste em quatro hastes cilindricas
de metal, paralelas, de aco inoxidavel ou molibdénio, um par com um determinado potencial de
radiofrequéncia (RF) e o outro com uma corrente continua (CC) [46,62]. O quadrupolo atua como um
filtro de massa de ides, em que apenas aqueles que possuem um valor de m/z dentro de uma certa
gama poderao atravessar o quadrupolo em direcao ao detetor. Os restantes, com valores inferiores ou
superiores, ficam com a trajetdria alterada e atingem as hastes, sendo neutralizados. Durante uma
analise multielementar este processo repete-se sucessivamente para cada analito com o respetivo ajuste

RF/CC consoante a razdo m/z que se deseja separar [46,56].

Detetor

O sistema de detecao consiste num elétrodo (dinodo de conversado), num multiplicador de
eletrdes e num pré-amplificador. Os ides sdo submetidos a uma voltagem negativa, colidindo com o
primeiro dinodo e libertando eletrdes. Estes, por sua vez, colidem com os dinodos do multiplicador,
duplicando sucessivamente a sua quantidade. Por fim, obtém-se uma corrente de eletres, que
corresponde aproximadamente 10 eletrdes por cada ido (Figura 7). Desta forma, um multiplicador de
eletrdes pode gerar um sinal mensuravel a partir do impacto de um unico iao no detetor, conferindo um
sensibilidade muito elevada [46,54].

A corrente de eletrdes formada é depois processada e convertida em contagens de sinal elétrico
ou concentracao por um software proprio, usando padroes de calibracdo como referéncia para a sua
quantificacao. Deve ter-se em conta o sinal de ruido, normalmente causado por fotdes que atingem o

detetor apesar das medidas tomadas [57].
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Sinal de
saida

Dinodo de Eletroes
conversao secundarios
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Figura 7 | Representacdo esquematica de um dinodo multiplicador de eletrdes (adaptada de [59]).

O sistema de detecao efetua contagens de dois modos distintos, o analégico e o pu/se-counting.
Normalmente, 0 modo pu/se-counting (contagens digital) é utilizado porque permite uma detecao de alta
sensibilidade para elementos em baixa quantidade. No entanto, quando o sinal é demasiado intenso, o
modo analdgico é automaticamente preterido em relacdo ao modo de pu/se-counting, de forma a evitar
danos no detetor. O modo analdgico consiste na diminuicdo do fator de multiplicacao dos eletrdes, que
se pode alcancar diminuindo o potencial do detetor ou recolher apenas parte dos eletrdes gerados [46].
Uma vez, que a técnica ICP-MS é uma técnica multielementar, a utilizacdo dos dois modos permite a
medicao de concentracoes baixas e altas na mesma amostra.

0 tempo de vida de um detetor corresponde a um ou dois anos, sendo que, durante este periodo
a sensibilidade do detetor diminui lentamente e a voltagem tem de ser aumentada periodicamente de

forma a recuperar a sensibilidade original [56].

2.3.3. Interferéncias

Subjacente a técnica de ICP-MS existem varias causas de interferéncias, que se ndo forem
corrigidas induzem em erro a analise dos metais. As interferéncias podem ser espectrais ou ndo
espectrais, sendo que dentro destes dois grupos existem interferéncias especificas [46,53], como mostra

a Figura 8.
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Interferéncas

Espectrais Nao Espectrais

Efeitos de Efeitos de
matriz memoria

Isobaricas Poliatdmicas Dupla carga

Figura 8 | Esquema representativos dos varios tipos de interferéncias em ICP-MS [46,57].

2.3.3.1. Interferéncias espectrais

As interferéncias espectrais podem ser classificadas em trés tipos: isobaricas, poliatémicas ou
resultantes de duplas cargas.

Quando elementos diferentes possuem isétopos com a mesma razdo m/z, ocorrem
interferéncias espectrais isobaricas. Por exemplo, o vanadio possui isétopos com massas 50 e 51 u.
Entretanto, devido a outro tipo de interferéncia s6 deve ser considerada a massa 51, que nao coincide
com os isétopos de titanio e crémio. Quando tal nao é possivel, pode-se utilizar uma correcado matematica
com base na relacdo entre a abundancia relativa dos interferentes e a abundancia relativa do analito.
Contudo os equipamentos mais modernos ja fazem essa correcao automaticamente [33,49].

As interferéncias espectrais poliatdmicas sao resultantes da combinacao de dois ou mais ides e
ocorrem principalmente na regido de formacdo do plasma ou na regido de interface, através da
recombinacao de espécies devido a diminuicdo de pressao e temperatura. Muitas dessas interferéncias
sao causadas pela combinacao de ides do gas do plasma com ides de outras espécies. Por exemplo, a
espécie poliatomica ©Ar=Cl, normalmente formada quando o argon é o gas de plasma e/ou gas
nebulizador, interfere com o *As-. Outra fonte igualmente comum de interferéncias poliatdmicas consiste
na combinacao de elementos presentes nas amostras com 'H, O ou *OH, provenientes do ar ou da
agua, formando hidretos e 6xidos em zonas de menor temperatura do plasma. Por exemplo a espécie
poliatomica =ClO- interfere na leitura do V- [46,57]. A correcao deste tipo de interferéncias é conseguida
através de equacoes matematicas representadas por funcdes lineares cujo declive representa o fator de
correcao que tem em consideracado a cinética de formacao da espécie poliatémica e a relacdo entre os

isétopos presentes na mesma ou em equipamentos mais modernos recorre-se ao uso da célula de colisao
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[46,59]. Uma forma de monitorizar a formacéao de oxidos consiste na analise da razao *Ce*0/*Ce, que
permite verificar se o0 equipamento esta a formar uma quantidade de oxidos significativa para as analises.
Esta razdo deve apresentar um valor baixo, sendo definido como critério de aceitacdo o valor de 0,015
[57].

As interferéncias de dupla carga ocorrem quando um iao com dupla carga positiva é formado,
resultante num pico com metade da intensidade, uma vez que a razdo m/z diminui para metade. Estas
interferéncias sao influenciadas pelas condicdes de ionizacdo no plasma e podem ser diminuidas através
da otimizacéo do fluxo do gas nebulizador, do potencial de radiofrequéncia (RF) e do posicionamento da
tocha [33]. Em geral, estas interferéncias sao bastante raras e nao representam uma preocupacao

significativa [46].

2.3.3.1.1. Célula de colisao/reacao

O meétodo mais eficiente para reduzir as interferéncias espectrais, nomeadamente as
poliatomicas, é através do uso de uma célula de colisédo/reacao (CRC), posicionada imediatamente antes
do quadrupolo [49].

Consiste em um quadrupolo encerrado em uma célula que pode ser pressurizada com gas.
Assim, sado introduzidos gases inertes ou reativos na célula para induzir colisbes com ides gerados no
ICP-MS. Essas colisdes podem reduzir as interferéncias espectrais por um processo de reacdo quimica
ou pela reducao da energia cinética de ides poliatémicos [46,63].

Uma das abordagens mais comum desta técnica consiste na utilizacdo de hélio na CRC, e os
ides gerados no ICP-MS sofrem colisdes com as moléculas de hélio causando uma reducao na energia
cinética. Os ides do analito também sdo afetados, embora em menor extensdo do que os ides
poliatdmicos. Isso ocorre porque os ides poliatdmicos possuem uma area de seccao transversal maior
e, portanto, sofrem mais colisdes. Os ides poliatomicos de energia mais baixa, assim como possiveis
percursores de interferéncias, podem ser prontamente filtrados aplicando uma diferenca de potencial
apropriada entre a CRC e o quadrupolo do analisador, estabelecendo uma barreira de energia potencial
em que apenas os ides com uma determinada energia cinética podem superar, e em seguida, entrarem
no quadrupolo do analisador de massa. Este processo é chamado de discriminacédo de energia cinética,
Kinetic Energy Discrimination (KED). Infelizmente, KED é eficaz apenas para ides poliatdmicos, ndo sendo

eficaz para elementos isobaricos e elementos duplamente carregados [46,64].
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A maioria dos ICP-MS modernos sao equipados com uma CRC, embora o desigr varie um pouco
entre os fabricantes, assim na Figura 9 é apresentado o equipamento ICP-MS utilizado neste trabalho
com uma amplificacdo da zona do analisador de massa com a exemplificacdo do que ocorre no seu

interior para o exemplo do Arsénio.

iCAPRQ

Analito alvo
75As+

o2

0 quadrupolo isola os ides
requeridos para a medicao.

o)

0O CRC filtra as interferéncias
poliatémicas indesejadas,
assim como, ides percursores
de interferéncias indesejados.

ArCl*
Ca(OH),H*

40p .+, 4 +.
OAr*; 40Ca*;
35C|+; 160+; 1+

Amostra
de matriz
complexa

Figura 9 | Vista da frente do ICP-MS iCAP RQ utilizado no trabalho, com os respetivos componentes do equipamento e
amplificacdo da zona do analisador de massa (adaptada de [59]).

2.3.3.2. Interferéncias nao espectrais

As interferéncias nao espectrais, geralmente chamadas de efeitos de matriz, podem ter varias
origens, tais como, no processo de nebulizacdo, no plasma, na regiao de interface ou no sistema de
lentes. Estas interferéncias vao provocar uma perda de sensibilidade em alguns analitos, isto é,
supressdao do sinal do analito. Além disso, estas interferéncias também incluem o bloqueio do
nebulizador, do tubo injetor da tocha e do sampler cone, causado pela concentracdo elevada de matéria
dissolvida ou a nebulizacdo de compostos organicos [56].

No caso da origem se dever ao processo de nebulizacao, as diferencas de viscosidade, de tenséo
superficial e de densidade entre as amostras e as solucdes de calibracao, causadas por diferencas na

quantidade e tipo de matéria dissolvida, podem produzir alteracdes na velocidade de introducédo da
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amostra, na eficiéncia da nebulizacéo e na distribuicao das particulas por tamanho do aerossol [56,57].
O uso de uma bomba peristaltica pode reduzir os efeitos causados por diferencas na velocidade de
distribuicéo das solucdes, como ja referido anteriormente.

Caso as interferéncias sejam devidas ao plasma, este pode provocar uma alteracdo no grau da
ionizacao de alguns elementos (Cd, Zn, Hg, etc), que possuem um elevado potencial de primeira
ionizacao e que nao sao completamente ionizados no plasma. Ja os elementos com primeira energia de
ionizacdo mais baixa, sdo completamente ionizados e vao, por isso, sofrer menos efeitos de matriz
[46,56].

Se as interferéncias forem na area da interface/lentes, ocorre a separacéo de ibes com cargas
positivas e negativas. Os ides positivos sao focados pelo sistema de lentes, mas repelem-se entre si e
alguns deles vao sofrer desvios da trajetdria normal e nado atingir o detetor. Os ides mais leves na presenca
de um elevado numero de ides de elementos mais pesados vao ser mais repelidos do que a situacao
inversa, sofrendo deste modo mais efeito matriz [46,56)].

Nas interferéncias ndo espectrais inclui-se também o efeito de memoaria. Os efeitos de memodria
ocorrem quando o sinal de um analito de uma amostra analisada previamente afeta o sinal da amostra
seguinte. Deve ser sempre usada uma solucao de lavagem entre amostra para evitar este efeito. Um

exemplo, de um elemento com um forte efeito de meméria é o mercurio [65].

2.3.3.2.1. Padrao interno

Os efeitos de matriz e os desvios de sinal instrumentais prejudicam potencialmente a
quantificacao rigorosa dos analitos e, por isso, devem ser levados em consideracdo. Consequentemente,
a calibracao externa normalmente integra um ou mais elementos, que funcionam como padrao interno
[49], conforme ilustrado na Figura 10.

Esta & uma maneira de compensar os efeitos da matriz e o desvio do instrumento, combinando
a calibracédo externa com padrao interno, sendo que este é o método de calibracdo mais utilizado em
ICP-MS [59]. A mesma concentracdo de um ou varios padrdes ¢é adicionada a todas as solucdes de
medicao, incluindo o branco, padrdes de calibracdo e amostras. Assim, o respetivo sinal normalizado
para o padrao interno é usado para avaliacdo de dados [49].

Espera-se que a resposta desse elemento seja a mesma durante todo o ensaio, de modo que

qualquer variacéo seja derivada de efeitos de matriz ou desvios do instrumento [59].
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Como pré-requisito, o padrdo interno deve apresentar propriedades fisicas e quimicas
semelhante ao analito, por exemplo, com massa atomica e semelhantes energias de primeira ionizacao,
e deve estar ausente das amostras (pelo menos em quantidades apreciaveis) [46,66]. Isto deve-se ao
facto, de que se o padrdo interno se encontrar na amostra a analisar podem ser reportadas
concentracdes de analito falsamente baixas. Problemas como estes podem ser detetados comparando
cuidadosamente a intensidade do padréo interno nas amostras, padrdes e brancos. A variacdo normal
devido a efeitos de matriz é geralmente + 20 % [46].

Os protocolos de rotina usam elementos raros, como indio, rodio, germéanio ou bismuto, como

padroes internos [49].

(A) Calibracdo externa

1T 2 3

Branco  Padréo

4 5
.L ‘].
J |
(B) Calibracao externa + Padrao

interno i B B & 5
Padréo ntemoﬁ@ U H @ U

Figura 10 | Estratégias de calibracdo: (A) Calibracdo externa baseada na anadlise de padrdes multielementares com
concentracdes crescentes para estabelecer uma relacdo matematica entre as intensidades do sinal e as concentracdes dos
analitos, e (B) Calibracao externa com padronizacao interna, onde uma quantidade igual do elemento do padréo interno é
adicionado a todas as solucdes e amostras a serem analisadas [49].

2.3.4. Outras técnicas

Como referido anteriormente, a determinacdo de metais, mais concretamente o uranio, em
diferentes matrizes de aguas pode ser efetuada com recurso a varias técnicas espectrométricas, desde
a espectrometria de Absorcdo Atdmica com Camara de Grafite (GFAAS), Espectrometria de Emissao
Atomica Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-AES) e Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo
(ICP-MS). Porém, existem outras técnicas para quantificar o uranio, exemplos disso sdo as

Espectroscopias de Raman e de Fluorescéncia [28].
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Nas Tabelas 3 e 4 apresentam-se os métodos analitos mais utilizados para a determinacao do
uranio em aguas de consumo e aguas doces naturais, assim como alguns parametros de validacdo para

cada metodologia analitica.

Tabela 3 | Estudos realizados utilizando ICP-MS para quantificacdo de urénio em aguas de consumo humano.

Método Padrao GT LD R: Precisao Justeza Ref.
analitico interno (ng/L) (ng/L) (%) (%)
“Rh 0,05 - 10 2,0 0,99995 3,0 TR: 91- 106 [67]
ICP-MS 2B 0,001- 200 0,4 0,9999 1,6 - [68]
2oBj 05-5 20 0,9999 3,90 Er. 0,67 [69]

GT: gama de trabalho; LD: limite de detecdo; Rz coeficiente de determinacéo; TR: taxa de recuperacéao; Er: erro

relativo

Tabela 4 | Estudos realizados utilizando outros métodos analiticos, em aguas doces subterraneas, para quantificacdo de

uranio.
Método analitico GT (ug/L) LD (ug/L) Taxa de recuperacao (%) Ref.
ICP-AES 5-200 2,0 90 [70]
E t iad
spec rosc?pl.a e 130 02 ] 71]
fluorescéncia
Espectroscopia Raman 100 - 10000 1,0 - [72]

GT: gama de trabalho; LD: limite de detecéo

Posto isto, observando as Tabelas 3 e 4 a vantagem mais evidente da utilizacao da técnica ICP-
MS ¢ a capacidade de atingir limites de detecdo muito baixos, na gama dos ppt, enquanto as técnicas
apresentadas na Tabela 4 os limites de detecao encontram-se na gama dos ppb. Porém, essa nao € a
Unica vantagem que o ICP-MS apresenta, destacam-se ainda, o facto de ser uma técnica multielementar,
o volume de amostra ser muito baixo, o tempo de analise ser bastante reduzido e ser possivel fazer
analise de isotopos diferentes. Contudo, como todas as técnicas esta apresenta as suas desvantagens,
sendo estas sobretudo devido ao elevado custo do equipamento e 0s técnicos responsaveis requerem

um elevado nivel de especializacédo [46,52].
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2.4. Validacao de métodos analiticos

Sempre que um método analitico é implementado e antes de ser executado como método de
rotina, & necessario proceder a sua validacao. Este € um estudo experimental que tem como objetivo
demonstrar que o procedimento analitico avaliado ¢ adequado ao fim a que se destina, de modo a
assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos [73]. Assim, neste subcapitulo, aborda-se a validacdo
de um método analitico quantitativo quando ponderada pelo estudo e conhecimento dos parametros de
validacao: seletividade/especificidade, gama de trabalho, linearidade, limiares analiticos, sensibilidade,
precisdo, em termos de repetibilidade e precisao intermédia, e justeza (Figura 11).

Gama de trabalho Limiares
Linearidade analiticos Exatidao

(1) ®
o o) &)

Seletividade Sensibilidade Precisao Incerteza da
Especificidade medicao

Figura 11 | Parametros de desempenho avaliados na validacao do método analitico.

Os laboratorios procedem a validacdo de métodos sempre que utilizam métodos nao
normalizados, métodos desenvolvidos pelo proprio laboratério e métodos normalizados utilizados fora do
ambito de utilizacdo previsto, ou de outra forma modificados. A validacdo nado é exigida para métodos
normalizados, ainda assim o laboratorio necessita verificar o seu desempenho, de forma a aferir a sua
capacidade de reproduzir o método no seu meio [8,74,75].

A implementacdo de um método analitico ou a validacdo do mesmo, é um processo lento e que
nao deve ser de alguma forma apressado, pois as consequéncias de erros a longo prazo, traduzem-se
na perda de recursos, tempo e dinheiro. Assim, para além dos parametros de desempenho avaliados de
forma direta e indireta, é também, segundo a norma ISO 11352:2012, estimada a incerteza do método

[76,77].
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2.4.1. Curva de calibracao

A calibracdo, em analises quantitativas, permite estabelecer uma relacédo entre o sinal obtido
pelo equipamento e a concentracao, ou quantidade de uma substancia conhecida [75,78].

Assim, antes de se proceder a determinacdo de qualquer parametro de desempenho deve-se
fazer a selecao do melhor modelo para ajustar os resultados obtidos e, portanto, o critério de escolha do
modelo de regressao que melhor se ajusta aos pontos é baseado no método dos minimos quadrados.

No caso do modelo de regressao linear, observa-se a existéncia de uma relacao linear entre os
valores de y (resposta instrumental) e de x (concentracdes dos padrdes), o que visualmente se traduz
numa reta [73,75,76]. A partir da reta de calibracdo deste modelo, é possivel obter uma equacao da reta

de calibracéo dada pela Equacao 1.

y=bx+a Equacio 1

Em que, b corresponde ao declive e a a ordenada na origem.
Os valores destas grandezas devem ser acompanhados da respetiva incerteza associada. Para
tal, numa primeira fase é necessario calcular os desvios padrao associados a ordenada na origem (S,)

e ao declive (Sp). Estes sao calculados a partir das Equacgdes 2 e 3.

2
Zixi

S, = Sy/x X m Equacao 2
5y 5
So = TEGen? Fquagao 3

Em que, n corresponde ao numero de padrdes utilizados para a construcdo da curva de

calibracéo e Sy/x ¢ o desvio padrao residual do modelo de regressao linear e, pode ser calculado

recorrendo & Equacao 4.

Xiyi-91)?
n-2

Sy /= Equacao 4

Em que, y; representa o sinal obtido, y;, quando se interpola o valor de uma determinada
concentracgao, x; [73,79].

Seguidamente, os intervalos de confianca, tanto do declive como da ordenada na origem podem
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ser calculados a partir das Equacoes 5 e 6.

b +tS, Equacao 5

a t+tS, Equacao 6

Assim, a equacado da reta de calibracdo contendo as incertezas do declive e da ordenada na
origem, com um intervalo de confianca de 95 %, n-2 graus de liberdade [73,76], encontra-se abaixo

representada pela Equacao 7.

y=(bxtS)x+ (a £tS,) Equacido 7

2.4.2. Gama de trabalho

A gama de trabalho define-se como o intervalo de concentracbes em que o sistema analitico
avaliado produz resultados com uma incerteza aceitavel, isto €, nesta gama o analito deve apresentar
uma precisao e justeza aceitaveis [73]. A extremidade inferior da gama de trabalho ¢ o limite de
quantificacao e a extremidade superior € o limite de aplicabilidade. Para a determinacdo da gama de
trabalho seja possivel, & necessario considerar o procedimento de calibracao proposto e a linearidade do
método [75,76].

No laboratorio da empresa Aguas do Norte, S.A., a gama de trabalho é selecionada tendo em
conta a legislacao em vigor e as gamas de concentracao comuns nas amostras de rotina do laboratério

[66].

2.4.3. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo de analito. Existe diversas formas de avaliar a linearidade, entre elas o Laboratorio recorre
a visualizacdo da representacdo grafica da curva de calibracao, juntamente com a avaliacdo do
coeficiente de determinacao (R?), sendo que este tem de ser superior a 0,9990, para o modelo de
regressao se considerar bem ajustado [66].

Contudo, o Guia RELACRE 13 considera um modelo de regressdo linear se encontra bem,

ajustado se o valor do coeficiente de correlacao (r) for superior a 0,995 [73].
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Para além deste método, a linearidade ¢ fundamentalmente avaliada com recurso a graficos de
analise de residuos. Um grafico de residuos mostra a dispers@o que exibem os residuos (y; — ;) no
eixo das ordenadas e J; no eixo das abcissas [76]. Este tipo de grafico ajuda a determinar se 0 modelo
linear é apropriado para apresentar os dados fornecidos. Quando os residuos apresentam-se espalhados
aleatoriamente em torno do residuo igual a zero, significa que o modelo linear encontra-se bem ajustado,
e, assim, o modelo linear & apropriado [80].

Adicionalmente, este parametro também pode ser avaliado com recurso a um modelo estatistico,
de acordo com a norma ISO 8466-1 [79], designado teste de Mande/ que faz a comparacao entre o

ajuste dos valores experimentais para a funcao linear, Sy/x, (Equacao 4), e o ajuste dos mesmos para

a funcao quadratica, S,z (Equacéo 8).

_ | Ziyi=9?
Syz - n-3

Equacao 8
Em que, n designa o numero de padrdes utilizados para a construcao da curva de calibracao, e
¥; representa o sinal obtido, y;, quando se interpola, na funcdo quadratica, o valor de uma determinada
concentracgao, x; [73,79].
Seguidamente, procede-se ao célculo da diferenca de variancias, DS?, de acordo com a

Equacao 9, abaixo representada.
DSzz(n—Z)xSﬁ/ —(n—3) xSk Equacio 9
X

Em que, n designa o numero de padrdes utilizados para a construcao da curva de calibracéo,

Sy/x designa o desvio padrao residual da funcao de calibracao linear e Syz 0 desvio padréao residual da

funcao de calibracao quadratica [73,79].

Finalmente, calcula-se o valor de teste PG, de acordo com a Equag¢ao 10, com o intuito de
verificar a existéncia de diferencas significativas, por comparacao com o valor tabelado da distribuicao
de F de Snedecor/ Fisherbicaudal (F...), para um grau de liberdade, no que diz respeito a diferenca de

variancias e n-3 graus de liberdade, para o desvio padrao residual da funcéo de calibracdo quadratica.

2
PG =2 Equacao 10

2
Syz

Assim, se o valor do teste PG for inferior ou igual ao valor tabelado de F, a funcao de calibracao
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é linear, ou seja, a funcdo quadratica nao permite um melhor ajuste. No entanto, se o valor do teste PG
for superior ao valor tabelado de F, a gama de trabalho devera ser reduzida de forma a garantir uma
calibracao linear ou por sua vez, proceder a verificacdo se, os dados de analise de amostras deverao ser

avaliados através de uma funcao de calibracdo ponderada [73,76,79].

2.4.4. Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um método, ou equipamento, distinguir pequenas diferencas
de concentracédo de analito. Assim, por norma, este parametro pode ser definido como a razao entre a
variacao da resposta (Ay), que corresponde a uma variacao na concentracao de analito correspondente

(Ax) [73,75,76], representada pela Equacao 11.

Sensibilidade = i—z Equacdo 11

Na pratica, se a funcao for linear, a sensibilidade sera constante ao longo de toda a gama de
trabalho e a sensibilidade corresponde ao declive da reta de calibracao [73].

Porém, para o ICP-MS, o Laboratdrio onde o presente trabalho foi realizado, avalia a sensibilidade

nao pelos declives das curvas de calibracao mas pelo nimero minimo de contagens obtidas na realizacao

do teste de sensibilidade (Performance fesh, sendo que, este teste é realizado sempre que o equipamento

é utilizado antes de iniciar qualquer sessao de trabalho [66].

2.4.5. Seletividade e especificidade

A seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em particular
numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes, que sao suscetiveis de causar um
desvio na quantificacdo do analito e assim provocar desvios sistematicos [73,75].

A especificidade de um método analitico corresponde a capacidade de o método avaliar
inequivocamente o analito em relacdo a outras substancias eventualmente presentes na amostra a
analisar, ou seja, quando oferece garantias que a grandeza medida provém apenas do analito. Assim,
sera necessario averiguar a possibilidade de existir interferéncia de outras substancias eventualmente
presentes na amostra, utilizando para efeito uma amostra complexa [66].

Em geral, estes parametros sdo objeto de estudo na fase inicial do processo de validacao, pois
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sem o conhecimento de que estes parametros sdo aceitaveis, a verificacdo dos outros parametros de
desempenho apresentam escasso valor pratico [66].

Usualmente, a seletividade ¢é avaliada através de ensaios de recuperacao, estudando-se, assim,
as possiveis interferéncias existentes na matriz [73]. Assim, é feita a analise da amostra com e sem
fortificacao e é analisado o desvio dos resultados obtidos, em comparacdo com os esperados. Através
da Equacao 12, calcula-se entdo, a taxa de recuperacao do analito (R (%)).

CanVf—CaXVa

R (%) = ( ) %X 100 Equacao 12

CpXVp
Em que, Cyf designa a concentracao do analito da amostra fortificada, V¢ € o volume final, €,
refere-se a concentracao de analito na amostra sem fortificacao, V,, € o volume de amostra, Cp designa
a concentracao do analito da solucao padrao adicionada, e 1}, o volume da solucéo padréo adicionada
[66].
Posto isto, um método para ser considerado seletivo e especifico devera apresentar uma taxa de
recuperacao proxima de 100 %, dependendo das metodologias aplicadas, pois o critério para a aceitacédo

de alguns métodos admite intervalos de recuperacao mais ou menos alargados [73].

2.4.6. Limiares analiticos

Os limiares analiticos podem ser calculados de diferentes formas, de acordo com as
metodologias utilizadas em rotina num laboratorio. Sempre que os laboratdrios utilizem métodos em que
as medicoes sao feitas em baixas concentracdes, existem alguns aspetos a considerar, sendo a
metodologia relacionada com todos estes conceitos & muito diversa e variavel entre setores [75,76].

Assim, é importante conhecer a concentracao mais baixa de analito que pode ser detetada e/ou
quantificada pelo método a um nivel de confianca especificado, em que o desempenho se torne aceitavel
para a aplicacao tipica. Estes conceitos sao usualmente denominados, limite de detecéo (LD) e limite de

quantificacao (LQ) [75,81].

2.4.6.1. Limite de detecao

O limite de detecao corresponde a concentracdo minima de analito que um determinado método
¢ capaz de detetar e distinguir, com uma certeza estatistica razoavel, normalmente 95 % [73,75,76].

Assim, quando aplicavel, o Laboratério define o LD dos seus métodos de duas formas.
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Primeiramente, pode avaliar através dos resultados da analise de uma série de brancos [66]. Em termos

quantitativos o LD pode ser obtido pela Equacao 13.

LD =33 XS Equacao 13

Em que, S refere-se ao desvio padrao dos resultados obtidos a partir das leituras dos brancos.
Outra forma de se avaliar o LD é no caso da calibracao for do tipo linear, pode-se recorrer a

Equacao 14.

3,3 X Sy/
-  /x

LD = Equacao 14

b

Em que, Sy/x designa o desvio padrao residual da funcédo de calibracao linear, e b corresponde

ao declive da reta de calibracao [73].

2.4.6.2. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo corresponde a concentracdo mais baixa que um determinado método
¢ capaz de quantificar, com um determinado nivel de confianca, em que se verifica que o desempenho
do método é aceitavel para uma determinada aplicacdo, com uma determinada justeza e precisao
[73,75,76].

A gama entre o LD e o LQ deve ser entendida como uma zona de detecao qualitativa, e portanto
nao quantitativa, pelo que ndo se deve reportar valores numéricos nesta gama. Na pratica, o LQ
corresponde ao padrao de concentracdo mais baixa usado para tracar a curva de calibracéo, excluindo
o0 branco [75].

Assim, o LQ deve ser testado para averiguar se a justeza e precisao conseguidas sao satisfatorias.
Para isso, sdo feitas leituras de padroes de concentracao referente ao LQ e é avaliado o coeficiente de
variacao (CV) e o erro relativo (Er), ambos expressos em percentagem (%), representados pelas

Equacodes 15 ¢ 16.

cv (%) = (3) x 100 Equagéo 15
0 _ |f—xref| -
Er (%) = Toer x 100 Equacao 16
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Em que, S refere-se ao desvio padrao dos resultados obtidos, X ¢ a média dos resultados obtidos,
e Xres 0 valor aceite como verdadeiro [66,76].

O coeficiente de variacao, segundo os critérios definidos pelo Laboratdrio, ndo deve exceder os
10 %, e o erro relativo deve também, preferencialmente, ser menor ou igual a 10 % [66].

Tal como o LD, outra forma de se avaliar o LQ é a partir dos dados da reta de calibracao, em

que se recorre a Equacao 17.
Equacao 17

2.4.7. Precisao

A precisao define-se como o parametro que permite a avaliacdo da dispersao de resultados,
obtidos por medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condicdes especificas,
sendo elas, a repetibilidade, a precisao intermédia e a reprodutibilidade. A precisdo pode variar com a
gama de concentracao, sendo recomendado o estudo em trés niveis de concentracédo. Este parametro

permite avaliar a qualidade dos resultados tendo em consideracdo possiveis erros aleatorios [73,82,83].

2.4.7.1. Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo de um método de ensaio efetuado em condicdes idénticas,
isto &, refere-se aos ensaios efetuados sobre a mesma amostra, em condicdes tao estaveis quanto
possivel, como por exemplo, 0 mesmo laboratdrio, 0 mesmo analista, 0 mesmo equipamento, 0 mesmo
tipo de reagentes e/ou 0s mesmos intervalos de tempo [73,75,76].

A forma de avaliar a precisao, em condicdes de repetibilidade, é através do desvio padrao de
repetibilidade (S,), associado aos resultados considerados ou na forma de coeficiente de variacao de

repetibilidade (CV}.) para uma determinada gama de concentracao. O CV,. é dado pela Equacao 18.

v, = ( ) x 100 Equacdo 18

Rllu’

A partir do s,- pode-se determinar o limite de repetibilidade (r;.). Este € o valor abaixo do qual se
deve situar, para uma dada probabilidade (normalmente 95 %), a diferenca entre dois ensaios obtidos,

em condicoes de repetibilidade. O valor de 7;- € dado pela Equagao 19.
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=28 XS, Equacéo 19

Na pratica, aceitam-se os resultados de duas determinacdes efetuadas em condicdes de
repetibilidade se |x; — x;_;| < 7. Caso tal nao se verifique, deve repetir-se o ensaio em questio

[73,75].

2.4.7.2. Precisao intermédia

A precisdo intermédia exprime a precisdo avaliada sobre os padrdes de trés niveis de
concentracdes, mas também em amostras reais, utilizando o0 mesmo método e o0 mesmo laboratorio,
mas fazendo variar uma ou mais condicdes, tais como, realizar as analises em dias diferentes ou
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Este parametro permite avaliar o impacto das
alteracbes que poderao ocorrer no dia-a-dia do laboratério e é o parametro mais representativo da
variabilidade dos resultados num laboratério [66,73,75,76].

A forma de avaliar a precisao, em condicOes de precisao intermédia baseia-se no desvio padrao
de precisao intermédia (S;) associado aos resultados considerados ou na forma de coeficiente de
variacao de precisao intermédia (CV;) para um determinado nivel de concentrac@o ou para duplicados
de amostra.

Assim, 0 S; pode ser obtido pela Equag¢ao 20, para os trés niveis de concentracao selecionados,

e a Equacao 21, para amostras, caso o numero de replicados seja igual a dois.

S = J% X Tres Vi = )? Equagéo 20
1 ~
S = Jm X Z}l,:l(yﬂ - J’jz)2 Equacéo 21

Em que, n designa o numeros de padroes analisados, y, € o resultado individual obtido, ¥
refere-se a média aritmética dos resultados individuais obtidos, t € o nimero de amostras analisadas em
duplicado, e por ultimo, (yj; — y;2) representa a diferenca entre os duplicados das amostras [66].

Para além do S;, também ¢é possivel determinar o limite de precisao intermédia (r;) e o
coeficiente de variacao de precisao intermédia (CV;), recorrendo as Equacdes 22 e 23,

respetivamente.
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=28 XS Equacao 22
CV, = (%) x 100 Equacao 23

Além disso, a determinacao simultdnea da repetibilidade e da precisdo intermédia para uma
mesma amostra através de uma analise de variancias (ANOVA) de fator unico, pode ser um procedimento
alternativo quando se pretende otimizar o tempo dispensado na validacdo de métodos analiticos. Assim,
sao realizados varios ensaios em condicdes de precisao intermédia, ou seja, em dias diferentes, sendo
que, a analise de replicados de uma mesma amostra também ¢é efetuada em cada ensaio, em condicdes
de repetibilidade. Deste modo, é possivel avaliar a repetibilidade do método através da comparacao dos
resultados obtidos dentro do grupo, ou seja, pela comparacao dos replicados obtidos para 0 mesmo
ensaio. Pelo contrario, a avaliacdo da precisdo intermédia pode ser alcancada através da comparacao
entre grupos, isto ¢, os valores obtidos entre diferentes ensaios [12,76].

A informacao que se obtém a partir da ANOVA unifatorial, considerando p grupos, com n
replicados com um total de N analises (N = p X n) para GL, graus de liberdade [76], encontra-se

esquematizada na Tabela 5, abaixo representada.

Tabela 5 | Dados obtidos num ensaio através da ANOVA unifatorial

Fonte de Graus de Média quadrada
E 0 E 0

variagio Somas dos quadrados (SQ) quacoes liberdade (MQ) quacoes
Entre grupos g — nz(f_ _ %) SQp

b i 24 -1 MQ, = ——— 25
(b) i P R
Dentro dos 5Q,, = nz Z(gi, — %)? SQy

j 26 N - MQ, = ——— 27

grupos (w) 5 P Y (N-p)
Total SQ;0r = SQ, + SO, 28 N-1

Cada linha da Tabela 5 esta relacionada com uma diferente fonte de variacdo. A primeira linha
descreve a variacao entre os grupos (Equacao 24 e 25), a segunda linha indica a variacao dentro dos
grupos (Equacao 26 e 27) e a terceira linha refere-se a variacao do conjunto de dados como um todo
(Equacao 28).

Ainformacéao obtida pela analise de variancias permite calcular a precisao intermédia recorrendo
a trés etapas. Primeiramente, determina-se o desvio padrdo dos resultados (dentro dos grupos), que

permite estimar o desvio padréao de repetibilidade, S,., de acordo com a Equagao 29.

S, =JMQ,, Equacao 29
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Em que, MQ,, representa o quadrado das médias “dentro do grupo”.
Seguidamente, procede-se ao célculo do desvio padrao “entre grupos”, Spetween, S€gUNdo a

Equacao 30.

,MQ _MQ,, .
Shetween = bT Equacéo 30

Em que, MQ,, representa o quadrado das médias “entre grupos”.
Por fim, o desvio padrao “entre grupos” & combinado com o desvio de repetibilidade, de modo

a calcular o desvio padrao de precisao intermédia, s;, (Equacao 31).

S, = JSrz + Spetween Equacdo 31

2.4.8. Justeza

A justeza ou veracidade é o termo que designa o grau de concordancia entre a média de um
numero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia, assim, por esta definicdo, a
justeza ndo € uma grandeza, pois nao é possivel atribuir-lhe um valor numeérico, e, portanto, ndo pode
ser medida [75,76].

No entanto, a justeza pode ser expressa quantitativamente como uma estimativa do erro
sistematico, designado bias ou erro relativo. Na pratica, a justeza é determinada como a diferenca entre
a média obtida a partir de n medicdes repetidas e um determinado valor de referéncia, e assim sendo,
é possivel avaliar a componente dos efeitos sistematicos [75,76].

Assim, o parametro justeza pode ser avaliado quantitativamente através de Materiais de

Referéncia Certificados (MRC), Ensaios Interlaboratoriais (EIL) ou Ensaios de Recuperacéo (ER) [75].

2.4.8.1. Materiais de Referéncia Certificados

Os materiais de referéncia certificados sao recursos essenciais no controlo de qualidade, e
portanto, devem fazer parte do processo de validacdo de um determinado método [73,84]. Este é,
essencialmente, um material ou solucdo em que um determinado pardmetro ou propriedade foi
caracterizada de modo a poder servir como referéncia metrologica. Além disso, a propriedade de

interesse é estavel, apresenta um elevado grau de homogeneidade, com um elevado grau de
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caracterizacao, rastreabilidade e documentacéo, e onde se encontra apresentada a respetiva incerteza
[85,86].

A utilizacdo correta de MRC assegura a veracidade de um método, além de permitir ao
laboratorio a verificacdo do desempenho do equipamento, procedimentos, sistemas e analistas, o que
garante a possibilidade do laboratorio concluir se os dados gerados pelo seu procedimento sao corretos.
O valor obtido na analise de um MRC deve ser comparado com o valor certificado, determinando-se o
erro e a justeza da analise. Conforme o rigor exigido para os seus resultados, o laboratorio pode adotar
diferentes critérios para aceitacao dos resultados dos MRC [87].

Existem varios parametros para a avaliacao dos resultados obtidos da analise de um MRC, tais
como, o erro relativo, avaliacao do desvio sistematico pelo teste t, fator de desempenho Z (Z~score) e o

erro normalizado (E,) [73,88].

Erro relativo

A determinacdo do erro relativo permite avaliar a justeza de um determinado método e a
expressao dos erros sistematicos associados. O erro relativo é calculado através da analise de réplicas
independentes (n > 10) de MRC, sendo posteriormente determinado o valor médio das réplicas e
comparado com o valor de referéncia [66,73,78]. O erro relativo é expresso segundo a Equacao 16,
anteriormente apresentada.

Cada laboratorio define 0 seu grau de exigéncia em termos de justeza do método, isto €, o desvio
permitido, devendo assegurar a confirmacao pelos dados bibliograficos relativos ao método, sendo que
no caso do laboratério da empresa onde se realizou o presente trabalho, é considerado satisfatorio o

método quando erro relativo seja inferior a 15 % [66].

Avaliacdo da significancia dos desvios sistemdticos

Através do teste 7 (Equacao 32) ¢ possivel a avaliar se a recuperacao média do método (R,;,)
é significativamente diferente de 1, tendo em consideracao a respetiva incerteza padrao associada a
justeza do método, além de possibilitar averiguar a existéncia de erros sistematicos associados a

metodologia praticada [88].

[1—Rml
t =———
u (Rm)

Equacao 32

O valor de em modulo, |t|, € comparado com o valor t tabelado para n-1 graus de liberdade.
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Assim, se |t| < trapeiado Significa que a recuperacao do método nao € significativamente diferente de
1, nao sendo estatisticamente evidenciada a existéncia de desvios (erros sistematicos). No entanto, se
|t] > tiaberado. @ recuperacéo do método € significativamente diferente de 1, com evidéncia estatistica

da existéncia de erros sistematicos [88].

Fator de desempenho Z (Z-score)
O fator de desempenho é outro parametro utilizado para a avaliacdo do desempenho do
laboratério na analise de um MRC [88]. O seu calculo é efetuado de acordo com a expressao, abaixo

representada, pela Equacao 33.

Z= w Equacao 33

Em que, X;4j, € 0 valor obtido pelo laboratério, x,..r designa o valor aceite como verdadeiro, ou
seja, o valor certificado do MRC, e S define a unidade de desvio admissivel (variagdo maxima permitida
no ensaio), podendo ser a incerteza do MRC [78,89].

Segundo a norma ISO 17043:2010, o desempenho do laboratorio é classificado de acordo com
o valor de Z, em mddulo. Assim, quando |Z| for inferior ou igual a 2, o desempenho ¢ considerado
satisfatorio, quando |Z| fica contido no intervalo entre 2 e 3, o desempenho € questionavel e nas

situacoes em que |Z| é maior que 3, o desempenho é néo satisfatorio [90].

Erro normalizado

Tal como os outros parametros apresentados, o erro normalizado permite a avaliacdo do
desempenho do laboratério na analise de um MRC [88]. Caso o laboratédrio calcule a incerteza expandida
do seu resultado (Upqp), 0 valor verdadeiro (x,..r) deve estar dentro do intervalo de incerteza de x4 .
Quando tal ndo acontece, este intervalo podera estar subestimado. Nestes casos, e tal como acontece
na analise de um MRC, é usualmente calculado o erro normalizado, E,,, (Equacao 34), para efetuar a
avaliacao do desempenho.

E, = b tref Equacéo 34

2 2
A Ulapt Uref

Em que, U, representa a incerteza expandida do MRC.
Com base no valor de E,, é possivel concluir que sempre que |E,| < 1, o resultado ¢

satisfatorio, ou seja, a incerteza expandida obtida pelo laboratoério encontra-se bem estimada [73,88].
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2.4.8.2. Ensaios Interlaboratoriais

Segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025:2018, os laboratorios devem monitorizar o seu
desempenho através da comparacao dos seus resultados com os de outros laboratorios, quando
disponivel e apropriado, nomeadamente em ensaios de aptidao [8].

Assim, os ensaios interlaboratoriais (EIL) permitem a avaliacado de desempenho de ensaios na
mesma condicao ou condicdes relacionadas por dois ou mais laboratorios de acordo com condicdes pré-
determinadas, o que evidencia a exatidao dos resultados obtidos através de um método de ensaio [78].

A monitorizacdo do desempenho do laboratério e dos seus analistas é conseguida através da
participacao por parte dos laboratorios em ensaios de aptidao, considerados os ensaios interlaboratoriais
mais comuns. Cada laboratorio é classificado tendo em conta o seu indice de desempenho, pela
avaliacao dos resultados obtidos aliado a indicadores estatisticos (Equac¢ao 33) [78,89].

Por este motivo, a participacao em ensaios interlaboratoriais, permite ao laboratorio detetar erros
sistematicos nas suas medicoes e, deste modo, adotar medidas corretivas quando o nivel de aceitacao

requerido nao € atingido.

2.4.8.3. Ensaios de Recuperacao

Os ensaios de recuperacao sao extremamente importantes na avaliacao da resposta instrumental
analitica obtida em varias matrizes, sendo necessaria a elaboracao de um ensaio de recuperacao em
cada série de trabalho, ao longo de toda a gama de trabalho, em diferentes matrizes e em duplicado
[57].

O objetivo principal dos ensaios de recuperacdo passa por verificar se existem efeitos
sistematicos introduzidos por causas desconhecidas como o efeito de matriz. Estes ensaios tém por base
a adicdo de uma quantidade conhecida de padrdo a uma amostra ou branco de amostra, para verificar
a quantidade de analito que se obtém através do calculo da taxa de recuperacao (Equag¢ao 12), variando

com a concentracao de analito presente [66,73,76].

2.4.9. Incerteza de medicao

A incerteza de uma medicao é definida como um parametro nao negativo que caracteriza a
dispersao dos valores atribuidos a uma mensuranda, com base nas informacgdes disponiveis utilizadas

e, quanto maior for a incerteza, menor sera a confiabilidade do resultado [91]. A avaliacdo da incerteza
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de medicao é essencial e imprescindivel, de forma a ser demonstravel a credibilidade de um determinado
laboratdrio e a adequacéo do método analitico implementado ao fim que se destina, e, portanto, um
resultado de uma medicao nao tem significado se nao estiver associado a uma incerteza [92].

Existe varias abordagens para determinar a incerteza da medicao, distinguindo-se duas
abordagens principais, a abordagem “passo a passo” e metodologia baseada nos dados de validacao
e/ou controlo de qualidade do método. Em ambos os casos, o objetivo principal passa pela determinacao
das incertezas combinada (u.) e expandida (U) [77,91,92].

A determinacao da incerteza de medicao, pela metodologia “passo a passo” consiste em
identificar todas as caracteristicas do sistema analitico que podem contribuir para a incerteza do
resultado, estimar as contribuicdes de cada uma, atribuindo-lhe um valor numérico, e combinar estas de
forma a obter um valor final [91].

De modo geral, esta metodologia pode ser dividida em trés etapas essenciais de forma a obter-
se o valor mais correto possivel da incerteza. Inicialmente, é necessario especificar a mensuranda, de
seguida identificar e quantificar todas as fontes de incerteza e por fim calcular as incertezas combinada
e expandida. Apds a especificacdo da mensuranda, procede-se a identificacdo das fontes de incerteza a
partir da construcdo de diagramas de “causa efeito”, também denominados de diagramas de “espinha
de peixe”. Estes diagramas sao feitos de forma a facilitar o processo de identificacdo e agrupamento das
diversas fontes de incerteza [84,91].

Em seguida, segue-se a quantificacdo da incerteza resultante dessas fontes. E de realcar que as
incertezas calculadas devem ser incertezas padréo, e para tal deve-se admitir uma distribuicéo retangular
se todos os valores de grandeza apresentarem igual probabilidade de ocorrerem, ou um distribuicao
triangular se nao ha razao para esperar obter os extremos da grandeza [84,91].

Por fim, as contribuicdes para a incerteza global sdo combinadas em conformidade obtendo-se
a incerteza padrao combinada (u,). Esta ¢ um desvio padrao que é estimado usando a propagacao das

incertezas. A incerteza expandida (U) é dada pela Equacao 35.
U=kXu, Equacao 35

Onde o fator de expansao, k, & definido como sendo dois, caso os resultados sigam uma
distribuicdo normal, para um nivel de confianca de 95 % [84,91].

Ja a segunda abordagem, visa simplificar a estimativa da incerteza, reduzindo a quantidade de
calculos necessarios, através do agrupamento de alguns termos de incerteza, num termo unico. A

incerteza de medicdo é estimada combinando as incertezas associadas a precisao e a veracidade,
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considerando-se a componente dos erros aleatorios e sistematicos, respetivamente [77,91].

Assim sendo, o primeiro passo desta abordagem passa pela determinacao dos componentes da
uprecisﬁo relativa € da ujusteza relativar SEDaradamente-

Para o calculo da Uprecisio retativa, © Laboratorio definiu que esta deve ser calculada a partir
da combinacdo da incerteza associada a precisao intermédia dos duplicados de amostras (Up, amostra)
com a incerteza associada a precisao intermédia do padrao de menor concentracao (up,CQ), referente

ao limite de quantificacao, segundo a Equacao 36. Assim, em ambos 0s casos, a incerteza associada
a precisao intermédia € o valor equivalente ao S;. De seguida, deve-se considerar a incerteza associada

a precisao intermédia na forma relativa, que é equivalente ao CV; [66,91].

— 2 2 =
Uprecisio relativa = Jup,amostra + up,CQ Equa?ao 36

Para a componente da Wjystezq retativa, O Laboratorio usa os resultados obtidos nos ensaios
de recuperacao. Assim, a avaliacao da incerteza associada aos erros sistematicos a partir de ensaios de
recuperacao baseia-se na conjugacao de duas componentes, a diferenca entre a recuperacao observada
e a recuperacao completa (100 %) (Equacao 37) e a incerteza relativa da concentracao de analito

adicionada (u;ldd) (Equacao 38) [91].

N2
brms = ‘/Z r(:;) Equacao 37

Em que, b, € 0 valor quadratico médio dos desvios relativos dos ensaios de recuperacéo, b;
refere-se ao desvio relativo a recuperacao completa e n,, designa o numero de ensaios de recuperacao

efetuados.

ugzdd = J(uv)z + (u,conc)2 Equa‘:‘ao 38

Em que, uV define a incerteza relativa associada ao volume adicionado e u,,,. designa a
incerteza relativa da concentracao da solucao utilizada para a fortificacdo [91].

Assim, a componente da incerteza associada a justeza do metodo, Wjystezq retativa, através de

ensaios de recuperacao é dada pela Equacao 39.
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Ujysteza relativa — Jbrmsz + (u;ldd)z Equacao 39

Posto isto, a préxima etapa consiste em calcular a incerteza padrao combinada. O calculo da
incerteza padrao combinada (u.) baseia-se na Lei de Propagacao das Incertezas. Através das
componentes da incerteza padrdo estimadas a partir dos dados de validacdo e/ou do controlo de
qualidade, nomeadamente, a combinacdo da componente da incerteza associada a precisao

(Upresicio relativa) © @ COMponente associada a justeza (Wjystezq retativa), PErmMite o calculo da

incerteza padrao combinada, de acordo com a Equag¢ao 40 [91].

— 2 2 ~
Ue = \/uprecisﬁo relativa + ujusteza relativa Equa?ao 40

Por fim, a etapa final, tal como na abordagem “passo a passo”, consiste em multiplicar a
incerteza padrao combinada pelo fator de expansao, a fim de obter a incerteza expandida (Equacao

35).

2.4.10. Garantia de Controlo de Qualidade

Os erros sdo uma parte integrante do trabalho em rotina e, como tal, é essencial, por um lado,
minimiza-los e, por outro lado, controlar a ocorréncia destes, Controlo de Qualidade (CQ), de forma a
otimizar a eficacia do Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) adotado. Assim, apos a fase inicial de
estudo do equipamento e da técnica analitica, e aprovacao do método de analise, os laboratérios devem
exercer um controlo da sua execucao, garantindo que as condi¢oes de validade do método se mantenham
[78].

Posto isto, o CQ deve ser planeado e implementado para permitir a monitorizacdo continua do
desempenho analitico em rotina, de modo a que seja possivel detetar tendéncias através da aplicacao
de técnicas estatisticas de analise de resultados. Tendo em conta estes aspetos, é importante realizar
avaliacOes periddicas da veracidade e precisao dos resultados, através do Controlo da Qualidade tanto

intralaboratorial (interno) como interlaboratorial (externo) [78,93].

2.4.10.1. Controlo de qualidade interno

O controlo de qualidade interno (CQI) consiste nas a¢des de CQ cuja implementacao depende
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apenas da vontade e meios do laboratorio, e nao de um fator externo. Estas acdes visam a monitorizacao
e controlo da precisao e veracidade dos resultados produzidos pelo laboratorio [78].

Assim, as cartas de aceitacdo constituem a ferramenta mais usada pelo Laboratério, no que diz
respeito ao ICP-MS. Estas cartas apresentam limites definidos tendo em conta os objetivos do ensaio e
sao definidos, internamente, pelo laboratério. A principal vantagem das cartas de aceitacao é que sao
mais faceis de construir em relacéo a outras [66].

Outra ferramenta muito utilizada para monitorizar os resultados é a utilizacdo de cartas de
controlo, que substitui os limites definidos, usados nas cartas de aceitacado, por limites estatisticos.

A construcao de cartas de controlo requer a realizacdo de um estudo prévio de modo a definir o
valor alvo e os limites de aviso e de controlo. Deste modo, é feito um estudo preliminar onde sao
efetuadas n analises de uma série de amostras ou padrdes, em dias diferentes. De seguida, determina-
se a média, X, sendo este o valor da carta de controlo e, o respetivo S obtido em condi¢des de precisao
intermédia [84,94,95]. Os limites superiores de aviso (LSA) e inferiores de aviso (LIA) sédo dados com 95

% de confianca pelas Equacoes 41 ¢ 42.

LSA=x+12S Equacido 41

LIA=Xx—-12S§ Equacao 42

Os limites superiores de controlo (LSC) e inferiores de controlo (LIC) séo obtidos com 99,7 % de

confianga, recorrendo as Equacoes 43 e 44.

LSC =x+3S Equacao 43

LIC =x—3S Equacao 44

Posteriormente, todos os valores obtidos diariamente para esta grandeza devem ser introduzidos
na carta de controlo. Deste modo, é possivel verificar a detecdo de desvios obtidos [93].

Em ambos os casos, as cartas correspondem a representacoes graficas onde sao registados os
valores medidos pelo laboratério em funcdo do tempo, o que permite aferir visualmente as flutuacdes ou
tendéncias nos resultados obtidos. Podem também ser registados os resultados obtidos por repeticdes

de amostras ou desvios entre replicados, entre outros parametros [93,94].
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Capitulo 3

Metodologia experimental

Neste capitulo, apresenta-se de forma
detalhada, os equipamentos, reagentes e materiais
utilizados, assim como os procedimentos
experimentais utilizados na determinacéo do uranio
por Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma

Indutivo e na preparacao das solucdes utilizadas.
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O método implementado neste trabalho foi utilizado na analise de amostras de aguas de
consumo e aguas naturais. Foi utilizada agua ultrapura para a preparacdo das solucdes padrao obtida
através de um sistema de purificacao Milli-Q® 1Q 7000, cujas caracteristicas se encontram apresentadas

na Tabela 6, especificamente, a temperatura, a condutividade e o carbono organico total (TOC).

Tabela 6 | Caracteristicas da dgua obtida a partir do sistema de purificacao Milli-Q® 1Q 7000.

Temperatura (°C) Condutividade (uS/cm) TOC (ppb)
25 0,055 1,2

3.1. Materiais e Equipamentos

Na Tabela 7 encontra-se apresentado o material volumétrico utilizado e a respetiva incerteza
associada. Todo o material usado em ICP-MS é feito de um fluropolimero inerte, o perfluoroalcoxi alcano,

PFA, especifico para a analise de elementos traco, um polimero com boa estabilidade térmica e quimica.

Tabela 7 | Material utilizado na realizacao do procedimento experimental e respetivas incertezas.

Material Capacidade (mL) + Incerteza (mL)
100 0,1
Baloes volumétricos
500 0,25
0,1 0,0014
Micropipetas
10 0,015
Tubos de Falcon 50 -

Todo o material utilizado ao longo do trabalho deve estar livre de contaminantes. Por esse motivo,
0 material afeto a area analitica do ICP-MS é lavado num programa adequado as caracteristicas do
material, sendo que este encontra-se no Anexo 1. Apds a lavagem deve-se descontaminar o material,
enchendo os balbes volumétricos e tubos de Falcon com acido nitrico a 10 %, durante pelo menos 24
horas. Passado esse tempo, esvazia-se e passa-se por agua ultrapura.

Na Tabela 8 apresenta os equipamentos utilizados ao longo do procedimento experimental,

bem como a sua marca e modelo.
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Tabela 8 | Equipamento utilizado na realizagdo do trabalho experimental e respetiva marca e modelo.

Equipamento Marca Modelo
ICP-MS Thermo Fisher Scientific Thermo Scientific iCAP RQ
Amostrador automatico Teledyne Cetac ASX-560

No ICP-MS utilizado, existem diferentes componentes, nomeadamente, um espectrometro de
massa do tipo quadrupolo, detetor do tipo multiplicador de ides, bomba peristaltica com doze cilindros,
camara de nebulizacao de quartzo (baffled cyclonic), nebulizador concéntrico de borossilicato da marca
Glass Expansion, tocha de quartzo da Glass Expansione samplere skimmer cones de niquel da Thermo
Scientific. Além disso, este tem equipado a si um amostrador automatico, com capacidade para cento e
vinte amostras e dez posi¢bes padrao para tubos de Falcon de 50 mL, assim como uma campanula com
ventilacao, 7eledyne Cetac ENC-560C.

No 7hermo Scientific iCAP RQ ICP-MS é possivel fazer analises em dois modos, em modo
standard (STD) e em modo célula de colisdo (KED). O modo standard considera que nao ha sobreposicéo
isobarica, nem formacao de duplas cargas, sendo necessario o uso de equacdes de correcdo, assim
como a correcao do padrado interno no efeito matriz. Ja em relacdo ao modo KED, utiliza-se o gas hélio
como célula de colisdo, tendo como funcdo minimizar a formacao de interferéncias poliatdmicas,

diminuindo a energia cinética destas.

3.2. Reagentes e gases

Os reagentes e solucdes padrao comerciais utilizados ao longo do procedimento experimental,
bem como as suas respetivas caracteristicas encontram-se enumerados na Tabela 9.

0 acido nitrico 65 % p.a., foi destilado recorrendo a um destilador DST-1000, com o objetivo de
se obter uma qualidade superior deste.

Para a realizacao deste trabalho experimental utilizaram-se dois gases, 0 argon como gas
nebulizador, gas auxiliar e gas do plasma, com uma pureza superior a 99,999%, e o gas hélio para a

célula de colisao, também de pureza superior a 99,999%.
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Tabela 9 | Reagentes utilizados durante a realizacdo do procedimento experimental.

Reagente Pureza (%) Matriz Marca Lote C + U (mg/L)
Acido nitrico 65 - Merck K542656 -
Padrao comercial de . 862620 1001,2+2,9
uranio 99,96 2%HNO.  CPAchem o o036 10012 + 2.9
Solugdode padrdointerno oo o0 po N0, CPAchem 733624 10,009 + 0,040
de bismuto
Bario (Ba) 0,00099 + 0,00001
Bismuto (Bi) 0,00101 + 0,00001
Célsio (Ce) 25 5% HIG 0,00101 + 0,00001
Solugdo tune Cobalto (Co) 9,99 / Lo CPAchem 864720 0,00098 x 0,00001
indio (In) 2 0,00100 + 0,00001
Litio (Li) 0,00098 + 0,00001
Uranio (U) 0,00099 + 0,00001

Material de referéncia de 02%HNO, Canada 0622  0,00182 +0,00014
uranio

3.3. Preparacao de solucoes

3.3.1. Preparacao da solucao de padrao interno de bismuto (5 ug Bi/L)

Retirar para um baldo volumétrico de 500 mL, 5 mL de acido nitrico destilado e 250 uL da
solucéo comercial padrao interno de bismuto e perfazer o volume com agua ultrapura.

3.3.2. Preparacao da solucao de lavagem (2 % HNO, v/v)

Diluir 10 mL de acido nitrico destilado, num balao volumétrico de 500 mL e perfazer com agua
ultrapura.

3.3.3. Preparacao do branco de trabalho (1 % HNO, v/v)

Diluir 5 mL de acido nitrico destilado, num balao volumétrico de 500 mL e perfazer com agua
ultrapura. O branco de trabalho é comummente chamado de branco de reagente.

3.3.4. Preparacao de solucoes e padroes utilizados para a curva de calibracao

a) Solucao intermédia 1 (2000 ug U/L)
Medir para um balao volumétrico de 500 mL, 1 mL de solucédo padrao comercial de uranio e 5
mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e, por fim, perfazer o volume com agua ultrapura. Solucdo com

validade de um més, quando conservada no frigorifico.
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b) Solucio intermédia 2 (100 ug U/L)
Diluir 25 mL da solucao intermédia 1 (2000 ug U/L), num balao volumétrico de 500 mL, com
5 mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e perfazer o volume com agua ultrapura. Solugao com validade

de um més, quando conservada no frigorifico.

¢) Solugcées padrio para a curva de calibracio

Em baldes volumétricos de 100 mL, medir os volumes indicados na Tabela 10 da solucéo
intermédia 2 (100 pg U/L), juntamente com 1 mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e perfazer o volume
com agua ultrapura, de forma a obter as concentracoes estipuladas. Na Tabela 10 sdo também
apresentadas as concentracdes estipuladas para cada padrdo com as respetivas incertezas expandidas.
Todas as solugdes padrao para a curva de calibracao foram preparadas diariamente.

As incertezas expandidas foram determinadas recorrendo a metodologia passo-a-passo, como

exemplificado para o padrdo de menor concentracao de uranio no Anexo 2.

Tabela 10 | Concentracdes das solugdes padréo utilizadas no tracado da curva de calibragéo e respetivas incertezas, sendo
também apresentado os volumes da solucao intermédia 2 utilizados para a preparacao dos padroes.

Padrio Volume.,, iu.mea. 2 (ML) C +U (pugU/L)

1 0,1 0,10012 + 9,3 x 104
2 0,2 0,2002 + 1,5 x 103
3 0,4 0,4005 + 2,8 x 103
4 0,8 0,8010 + 5,4 x 103
5 2,0 2,002 + 1,5 x 102

6 5,0 5,006 + 3,5 x 102

3.3.5. Preparacao de solucoes e padroes utilizados para o controlo de qualidade

a) Solucao intermédia 1 (2000 ug U/L)
Medir para um balao volumétrico de 500 mL, 1 mL de solucédo padrao comercial de uranio e 5
mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e, por fim, perfazer o volume com agua ultrapura. Validade de um

més, quando conservada no frigorifico.

b) Solucio intermédia 2 (100 ug U/L)
Diluir 25 mL da solucao intermédia 1 (2000 ug U/L), num balao volumétrico de 500 mL, com

5 mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e perfazer o volume com agua ultrapura. Validade de um més,
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quando conservada no frigorifico.

¢) Solugcées padrio de controlo da curva de calibracio
Em baldes volumétricos de 100 mL, medir os volumes indicados na Tabela 11 da solucéo
intermédia 2 (100 pg U/L), juntamente com 1 mL de acido nitrico destilado (1 % v/v) e perfazer o volume
com agua ultrapura, de forma a obter as concentracoes estipuladas. Na Tabela 11 sdo também
apresentadas as concentracdes estipuladas para cada padrdo com as respetivas incertezas expandidas.

Todas as solucdes padrao de controlo da curva de calibracao foram preparadas diariamente.

Tabela 11 | Concentracdes das solucdes padrdo controlo e respetivas incertezas, sendo também apresentado os volumes
da solucao intermédia 2 utilizados para a preparacao dos padroes..

V.ot imermeaaz (ML) C +U (pugU/L)
Controlo 1 0,1 0,10012 + 9,3 x 104
Controlo 2 0,6 0,6007 + 4,1 x 103
Controlo 3 5,0 5,006 + 3,5 x 102

3.4. Condicdes experimentais

0 analito em estudo, o uranio, foi analisado em diferentes matrizes, nomeadamente, em aguas

de consumo humano (ACH) e em aguas doces naturais superficiais (ADNSup) e subterraneas (ADNSub).

Tabela 12 | Especificacdes das condicdes definidas do ICP-MS e do amostrador automatico.

Parametro Especificacao
Wash time 30 segundos
Uptake time 180 segundos
Leituras por amostra 3
Velocidade da bomba 40 rpm
Fluxo do gas do plasma 14,0 L.min*
Fluxo do gas auxiliar 0,80 L.min*
Fluxo do gas nebulizador 1,10 L.min*
Poténcia RF 1550,0 W
Modo de trabalho KED
Temperatura da sala 18a21°C
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Como ja referido, a analise foi realizada num ICP-MS, tendo em especial atencédo as condicoes
experimentais que se encontram definidas na Tabela 12. Ter em atencao que o fluxo do gas nebulizador
apresentado é um valor médio (1,09 e 1,10 L.min?) pois este varia consoante os testes realizados no
inicio de cada série de trabalho para se obter o melhor desempenho. As instrucdes de funcionamento do

equipamento encontram-se apresentadas no Anexo 3.

3.5. Procedimento experimental

3.5.1. Estudo do padrao interno

0 estudo do padrao interno foi realizado com duas amostras fortificadas, em matrizes diferentes
(ACH e ADN). As amostras fortificadas foram preparadas em baldes volumétricos de 500 mL. Adicionou-
se entao, 0,5 mL de solucéo intermédia 2 (100 ug U/L), de forma que a solucdo preparada apresente
uma concentracao de uranio equivalente ao padrao referente ao limite de quantificacéo e 25 mL de cada
possivel analito interferente e maioritarios (Ca, Na, Mg, Cl e K). Em seguida, preparou-se uma solucéo
de padrao interno, como descrito na seccéao 3.3.1.

Apos a preparacao das solugdes, faz-se a analise, em separado, para cada uma das amostras.
A amostra é colocada em vials proprios com capacidade de 10 mL no amostrador automatico. Em
seguida, adquire-se as contagens por segundo de cada amostra, durante um periodo de tempo, que
represente uma série de trabalho no dia a dia.

Com os resultados obtidos tracou-se um grafico contagens normalizadas/tempo e pela
visualizacdo do grafico foi possivel proceder a escolha do padrao interno que melhor se adequa a

determinacao do uranio.

3.5.2. Estudo de interferéncias

O software utilizado pelo ICP-MS, Qtegra ISDS 2.8, corrige as interferéncias isobaricas
conhecidas, no entanto, ndo atua sobre possiveis interferéncias poliatdbmicas que possam existir.

Assim, o Laboratdrio, por norma, identifica quais os possiveis interferentes poliatdbmicos de maior
relevancia e, em seguida, verifica experimentalmente a presenca destes. Para isso, o Laboratério,
normalmente, prepara varias amostras analiticas com concentracdes crescentes de cada interferente
que sdo analisadas em modo STD e em modo KED, com o objetivo de verificar se o analito em estudo

possui interferentes poliatdmicos e se € necessario usar o modo KED nas analises de rotina.
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Contudo, um dos objetivos do Laboratério € comecar a analisar todos os elementos ja
implementados em modo KED, por razdes de logistica e de economia de recursos e tempo. Por essa
razao, o uranio foi analisado em modo de célula de colisdo (KED).

Assim, realizou-se 10 ensaios de recuperacao, para cada uma das matrizes em estudo, de forma

a avaliar a seletividade do método.

3.5.3. Curva de calibracao

Para a construcao da curva de calibracao, utilizou-se as solucdes padrao indicadas na Tabela
10. A leitura de cada uma das solucdes padrao foi feita através da transferéncia das solucdes para tubos
de Falcon (50 mlL) colocados no amostrador automatico, conectado ao ICP-MS, nas condicdes
apresentadas na Tabela 12. Além das solucdes padrao, realizou-se a leitura do branco de trabalho,
uma vez que o software esta programado para ajustar a ordenada na origem para intercetar o eixo no

valor obtido do branco de trabalho.

3.5.4. Amostras

As amostras foram transferidas para wial/s préprios (= 5 mL) e colocadas no amostrador
automatico, em duplicado. Além disso, também foram feitas leituras das amostra diluidas (1:5), em que
se pipetou 4 mL de agua acidificada com acido nitrico (1 % HNO,) e 1 mL de amostra a diluir, em

duplicado.

3.5.5. Ensaios de recuperacao

Nos ensaios de recuperacao, foi necessario diluir a amostra nos via/s préprios, para isso, pipetou-
se 4 mL de agua acidificada com acido nitrico (1 % HNO.) e 1 mL de amostra a fortificar. Apds a diluicao
feita, adicionou-se 0,1 ug U/L da solucdo intermédia 2 (100 pg U/L) (3.3.5 B)). A concentracdo da
fortificacao foi de 1,96 ug U/L.

3.5.6. Material de colheita, colheita e transporte de amostras

Assim como o material afeto a area analitica do ICP-MS, a lavagem do material de colheita

utilizado ¢ lavado na maquina utilizando um programa de temperatura acima de 55 °C.
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Apos a lavagem, deve-se encher completamente os recipientes com uma solucao de acido nitrico
10 %, sendo que estes devem estar nesta solucao pelo menos 24 horas. Em seguida, deve-se esvaziar
0s recipientes e enxaguar com agua ultrapura e rolhar.

As amostras foram colhidas em frascos de plastico de 500 mL, devidamente descontaminados.
Os frascos foram enxaguados com a amostra e completamente cheios, minimizando a agitacdo da
amostra durante o seu transporte.

Posteriormente, as amostras foram transportadas para o Laboratério e procedeu-se,

rapidamente, a sua preservacao acidificando as amostras a 1 < pH < 2, com acido nitrico.

3.6. Analise e apresentacao de resultados

Todos os resultados foram obtidos com recurso ao software Qtegra ISDS 2.8 SR1 (Revision B,
2017), que forneceu os dados em termos de contagens por segundo (cps) e de concentracdes (ug U/L),
sendo que, posteriormente, procedeu-se ao tratamento de resultados no Microsoft Excel.

Com o objetivo de detetar valores discrepantes, foi realizado o teste de Grubbs (Equacao 45).

_ Jxg—x|
s

G Equacao 45

Sendo que, x, representa o valor suspeito, S 0 desvio padrao e x a média dos resultados obtidos.
Se o valor de G calculado for inferior ao valor de G tabelado, o valor suspeito ndao deve ser rejeitado, no
entanto se o valor de G calculado for maior ou igual ao valor de G tabelado o valor suspeito deve ser
rejeitado.

Este teste pressupde a priori que a distribuicao seja normal e que, portanto, devem ser rejeitadas
as réplicas que ultrapassem os limites imposto pelo desvio padrao. Além disso, no caso dos valores das
contagens por segundo obtidos para os padrdes da curva de calibracdo, também se avaliou os seus

valores, sendo que s&o rejeitados os valores que cumpram o critério |y; — ;| > 28y /%
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A determinacédo de uranio por Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo teve por
base o0 método descrito na norma ISO 17294-1: Water quality - Application of inductively coupled plasma
mass espectrometry (ICP-MS), Part 1: General guidelines e a 1SO 17294-2: Water quality — Application of
inductively coupled plasma mass espectrometry (ICP-MS), Part 2: Determination of selected elements

including uranium isofopes.

4.1. Estabelecimento das condi¢cdes analiticas

Para iniciar o processo de validacdo do método de determinacao do uranio por ICP-MS foi
necessario proceder a realizacdo de estudos que incluem a selecao do isoétopo de trabalho para o

elemento em analise, a selecao do padrao interno mais adequado e o estudo de possiveis interferentes.

4.1.1. Selecao do isotopo

A massa atomica analitica foi selecionada com base na bibliografia existente para a analise
elementar por ICP-MS. De acordo com a norma ISO 17294-2, os isétopos de uranio indicados séo 0 234,
235 e 238. A massa utilizada para analise quantitativa do uranio escolhida foi a massa 238, tendo como
base uma ponderacéo entre a abundancia isotdpica e a massa onde a possibilidade de formacao de

interferentes poliatomicos e isobaricos é menor.

4.1.2. Verificacao inicial do equipamento

A otimizacao instrumental inicial € automaticamente efetuada com uma solucao tune (contendo
o0s elementos Ba, Bi, Ce, Co, In, Li, U) e tem como objetivo atingir as melhores condicdes instrumentais
para garantir as condicdes apropriadas a realizacao de uma analise.

Na otimizacdo instrumental ¢ efetuada uma verificacdo da resolucdo dos picos de massa,
indicada pela resolucdo dos picos do cobalto (*Co), indio (**In), bismuto (**Bi), uranio (2¢U). Neste teste
¢ verificada a calibracdo de massas, intensidade do sinal, a estabilidade das leituras e algumas
interferéncias, sendo que os parametros avaliados e os critérios de aceitacao foram definidos de acordo
com as especificacdes do fabricante.

Depois de finalizada a otimizacdo dos parametros mencionados, ¢ gerado um relatorio, o
Performance Report — conhecido como Teste de sensibilidade onde é apresentado o resultado obtido

para a otimizacao dos parametros de inicializacao do equipamento. Um exemplo deste relatdrio encontra-

55



Capitulo 4 | Apresentacao e discussao dos resultados

se no Anexo 4.
Nas Tabelas 13, 14 e¢ 15 apresentam-se os parametros avaliados e verificacdes feitas no

Performance testbem como os critérios de aceitacdo para estes parametros.

Tabela 13 | Parametros avaliados no Performance teste respetivos critérios de aceitacdo, no que diz respeito a sensibilidade.

Parametro Critério de aceitacao
Background 4,5 < 0,5 cps
Background 220,7 < 2,0 cps
Cobalto (>Co) > 30000,0 cps
indio (#In) > 35000,0 cps
Bismuto (°Bi) > 42500,0 cps
Uranio (U) > 85000,0 cps
»Co/*Cl*0 > 18,0
uwCeQ/wCe < 0,015
Tabela 14 | Critérios de aceitacdo para a estabilidade das leituras.
Analito Critério de aceitacao (%)
Cobalto (>Co)
indio (*In) 2
Uranio (»:U)
Tabela 15 | Critérios de aceitacio para o teste de calibracdo de massas.
Analito Largura minima do pico (m/z) Largura maximo do pico (m/z)
Cobalto (=Co)
indio (*=In) 0,600 0,850

Uranio (»:U)

Apds a verificacdo de todos os parametros e a garantia de que estdo dentro do critério
estabelecido, é possivel proceder a realizacao da analise; caso contrario, sera necessario reiniciar todo

0 processo. Se, mesmo apds repetir a otimizacao, os parametros indicados ndo estiverem dentro dos

56



Capitulo 4 | Apresentacao e discussao dos resultados

critérios estabelecidos, sera necessario substituir os tubos utilizados para introduzir a solucao tune e do
padrao interno. Estes tubos podem nao estar em condicdes adequadas para uso devido ao desgaste.
Efetuada a troca dos tubos, sera necessario reiniciar todo o processo de otimizacao desde o inicio. Caso
os valores desejados ainda nao sejam obtidos, sera necessario lavar os sampler e skimmer cones e
reiniciar novamente o processo de otimizacao. Nesse caso, é importante referir que pode ser necessario

um tempo maior do que o habitual para atingir os valores ideais dos parametros em analise.

4.1.3. Selecao do padrao interno

Quando se pretende selecionar um elemento como padréo interno, é necessario garantir que
este apresente um comportamento similar ao do analito. Para isso, a escolha ¢ feita de forma que os
valores da massa e a primeira energia de ionizacao sejam proximos dos valores do analito, neste caso o
uranio. Ao escolher um padrao interno, é também importante ter em consideracao a possivel presenca
deste padrao na amostra, pois os elementos usados para este efeito devem estar presentes na amostra
em teores negligenciaveis.

Para a selecdo do padrao interno, foram escolhidos seis elementos para teste, que sao
frequentemente usados pelo Laboratorio. Esses elementos incluem o litio (:Li), o germanio (*Ge), o itrio
(®Y), o rodio (Rh), o indio (**In) e 0 bismuto (>*Bi).

Para escolher um padrao interno o Laboratorio segue um procedimento que envolve a realizacao
de um estudo experimental para averiguar o padrao interno que melhor se adequa a sua matriz e aos
analitos que pretende determinar.

Este estudo consiste em adicionar uma quantidade de analito, que sera quantificado juntamente
com os elementos maioritarios (Ca, Na, Mg, Cl e K) em concentracdes semelhantes as encontradas nas
amostras tipicas. Esse processo é realizado em duas amostras reais com matrizes diferentes: agua de
consumo humano, ACH, e agua doce natural, ADN. Depois, o padrdo interno é adicionado conforme
descrito no Capitulo 3.

A Figura 12 apresenta a representacao grafica das contagens normalizadas em funcao do
tempo/numero de ensaios, para os elementos uranio (22U), rédio (*2Rh), indio (**In) e bismuto (**Bi) nas
duas matrizes diferentes, nomeadamente ACH e ADN.

A Figura 12 representa apenas trés dos elementos testados como possiveis padrdes internos,
pois o litio, 0 germanio e o itrio, foram imediatamente rejeitados devido as suas massas serem muito

inferiores a do uranio. Assim, apds analise grafica, observa-se que o bismuto apresenta um
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comportamento mais semelhante ao do uranio. Ambos apresentam massas semelhantes, 209 e 238 u,
respetivamente, assim como energias de ionizacdo similares, 703,0 e 597,8 kJ.mol", respetivamente.

Assim, o bismuto foi selecionado como o padrao interno para a analise do uranio.
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Figura 12 | Representacéo gréfica das contagens normalizadas em funcdo do tempo/nimero de ensaios, para o uranio,
rodio, indio e bismuto, em duas matrizes diferentes.

4.1.4. Estudo de interferéncias

Como referido anteriormente, o Laboratorio pretendia incluir o uranio na analise utilizando uma
analise em modo de célula de colisao (KED). Assim, foram realizados dez ensaios de recuperacdo nas
trés matrizes em estudo, de forma a avaliar a seletividade do método, conforme mostrado no ponto

4.2.6.

4.2. Validacao do método de determinacao de uranio por ICP-MS

Para implementar e validar o método analitico, foram utilizados como referéncia, os seguintes
guias: RELACRE n° 3, “Validacao de Resultados em Laboratdrios Quimicos”, RELACRE n° 13, “Validacao

de Métodos Internos de Ensaios em Analise Quimica”, RELACRE n°31, “Quantificacdo de incerteza de
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medicdo em ensaios quimicos e fisico-quimicos”, e o guia Eurachem, “The Fitness for Purpose of
Analytical Methods — A Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics”, juntamente com o
documento “ITL_0002" do Laboratorio, que estabelece as regras para a implementacao e validacdo de
metais por ICP-MS.

Deste modo, os parametros de desempenho foram caracterizados, incluindo a gama de trabalho,
linearidade, sensibilidade, seletividade, limiares analiticos (limite de detecdo e limite de quantificacéo),
repetibilidade e precisao intermédia, justeza e incerteza de medicdo. Concluido o processo de validacéo
do método interno, o procedimento do controlo de qualidade foi implementado, utilizando as cartas de

aceitacao utilizadas pelo Laboratorio, e de forma complementar, as cartas de controlo.

4.2.1. Analise de dados ICP-MS e estratégias de calibracao

A calibracao é o processo de determinacao das respostas do equipamento para concentracdes
conhecidas de analito e, ao fazé-lo, permite que as concentracdes da amostra sejam quantificadas.

Existem varios métodos de calibracao, sendo um deles, a calibracdo externa, que utiliza um
conjunto de padrdes separados de concentracdo conhecida para gerar uma curva de calibracao da
resposta do instrumento. No entanto, este método nédo leva em conta os efeitos induzidos pela matriz.

Posto isto, uma boa maneira de compensar os efeitos de matriz ¢ combinar a calibracédo externa
com a padronizacao interna. Este é o método de calibracdo mais utilizado em ICP-MS e envolve a adi¢ao
de um ou mais elementos a todas as solu¢cdes medidas (brancos, padrdes de calibracao, padrdes de
controlo de qualidade, amostras desconhecidas, etc.) com a mesma concentracdo. Espera-se que a
resposta desse elemento seja a mesma durante todo o ensaio, de modo que qualquer variacao seja
considerada derivada do efeito de matriz. Um fator de correcéo é calculado a partir da resposta relativa
do padrao interno, nomeadamente o bismuto, pelo software Qtegra ISDS. Este fator de correcéo é entado
aplicado aos analitos, neste caso, o uranio, para corrigir os efeitos de matriz.

Na Figura 13 é visivel as representacOes graficas da resposta relativa do bismuto, ao longo de
uma série de trabalho, do dia 23 de maio de 2023, bem como o fator de correcéo aplicado ao uranio.

Atendendo a Figura 13, verifica-se claramente que a resposta relativa do bismuto, ao longo de
toda a série, encontra-se dentro do critério de aceitacao estipulado pelo Laboratorio, para aceitacao do

padrao interno de 80 a 120 %.
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Figura 13 | Representacdes graficas da resposta relativa do padrao interno, bismuto, ao longo de uma série de trabalho e
do fator de correcao aplicado ao analito, uranio.

Além disso, uma vez que o equipamento faz trés leituras para cada ensaio, e que o software
calcula automaticamente a média desses valores, assim como, o coeficiente de variacdo (CV), o
Laboratdrio estabeleceu um critério de aceitacao de 10 %, para o coeficiente de variacao.

Na Tabela 16 apresenta para trés solucdes de controlo de qualidade, as leituras obtidas pelo

software, assim como, os desvios padrao relativos.

Tabela 16 | Valores de concentracao obtidos, para as trés leituras efetuadas pelo software, para trés niveis de concentracéo,
com os respetivos coeficientes de variacdo (CV).

Padrao (ng U/L) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 CV (%)
0,10012 0,11002 0,10720 0,10680 1,6
0,6007 0,6352 0,5952 0,6056 34
5,006 5,044 4,959 4,871 1,7

Posto isto, verifica-se através da Tabela 16, que para os trés casos apresentados, os CV
encontram-se abaixo de 10 %, sendo este o de critério de aceitacdo definido pelo Laboratorio. Caso

algum, CV fosse superior a 10 %, o valor mais discrepante entre as trés réplicas seria rejeitado.
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4.2.2. Curva de calibracao

Iniciou-se o processo de validacao do método, ao tracar da curva de calibracéo. Representou-se
as contagens por segundo corrigidas (cps) para o uranio em funcao da concentracdo de seis solucoes
padrao dentro da gama de concentracdes definidas, juntamente com o branco de trabalho.

A gama de trabalho utilizada neste trabalho, foi selecionada tendo em conta a Diretiva (UE)
2020/2184, o Decreto-Lei n.° 69/2023 e as gamas de concentracao comuns nas amostras de rotina
do Laboratorio, sendo que, assim a gama de trabalho definida para o uranio foi de 0,1 ug U/L a 5,0 ug
u/L.

Os resultados foram registados na Tabela 17 com as concentracdes e respetivas incertezas
expandidas e desvios padrao (S). Na Tabela 42 (Anexo 5) estdo apresentadas as contagens por

segundo obtidas pelo software, assim como os fatores de correcao.

Tabela 17 | Valores de concentracao e contagens por segundo corrigidas utilizados para a construcao da curva de calibracao,
assim como o respetivo desvio padrao.

Contagens por segundo
C+U(pgU/L) S (cps)
corrigidas (cps)

0 22,2 8,4

0,10012 +9,3 x 10 261,1x 102 1,2x 102
0,2002 + 1,5 x 103 502,0 x 102 6,4x 102
0,4005 + 2,8 x 103 96,7 x 103 4,5% 103
0,8010 + 5,4 x 103 192,4 x 103 7,2x 103
2,002 + 1,5 x 102 481,0 x 103 7,9 x 103
5,006 + 3,5 x 1072 120,6 x 10* 3,8x 10*

As incertezas expandidas, como ja referido anteriormente, foram determinadas recorrendo a
metodologia passo-a-passo, como demostrado no Anexo 2.

A Figura 14 apresenta um exemplo da curva de calibracdo obtida no dia 23 de maio de 2023,
utilizando um modelo linear, em que a ordenada na origem é forcada a intercetar o valor obtido na leitura
do branco de trabalho. Na Figura 14 também sao apresentadas as barras de erro dadas pelos

respetivos desvios padrao (S).
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Figura 14 | Representacéo grafica da curva de calibracdo das contagens por segundo (cps) em funcao da concentracao de
uranio (ug U/L), com os respetivos desvios padrao.

A curva de calibracao representada na Figura 14, apresenta como equacao, | (cps) =
241039,8. C (ug U/L) + 22,2 e coeficiente de determinacao (R?), 0,999997, ou seja, é possivel aferir
um elevado ajuste, isto porque o Laboratério considera satisfatorio sempre que, Rz > 0,9990.

A partir do tracado da curva de calibracao foi também possivel estimar o valor da incerteza
associada ao declive e a ordenada na origem, bem como o valor do desvio padrao e coeficiente de

variacdo do método, exposto na Tabela 18.

Tabela 18 | Intervalos de confianca da ordenada na origem (tS,) e do declive (tS,) da curva de calibragéo, para 95 % de
probabilidade, assim como os valores obtidos do desvio padrdo do método (S,) e o coeficiente de variacdo do método (CV.).

a tts, (cps) b £ tS, (cps L pg?) S. (ug U/L) CV.. (%)

(0,2 +7,0) x 10? (241,0 £ 1,4) x 103 0,0050 0,41

Atendendo aos valores obtidos na Tabela 18, ¢ possivel verificar que a origem esta contida no
intervalo de confianca da ordenada na origem, verificando-se também que, o coeficiente de variacdo do
método encontra-se bastante abaixo dos 10 % definidos pelo Laboratério, o permite verificar a qualidade
dos resultados e demostrando a baixa dispersao destes.

No Anexo 6 ¢ apresentado as equacdes das curvas de calibracdo obtidas, ao longo do tempo,
com os respetivos intervalos de confianca na origem e do declive, e os respetivos coeficientes de
determinacao.

Para complementar e verificar a estabilidade das curvas de calibracdo ao longo do tempo, foi
construida uma carta de controlo de individuos com o objetivo de monitorizar os declives das curvas

obtidas ao longo do trabalho.
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Na Tabela 44 (Anexo 7) sdo apresentados os valores utilizados para a construcdo da carta de

controlo exibida na Figura 15.
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Figura 15 | Carta de controlo de individuos para a monitorizacdo do declive (cps L pg?) das curvas de calibragao.

A partir da analise da Figura 15, verifica-se que todos os pontos experimentais encontram-se
dentro dos limites de controlo. Assim, é possivel concluir que os declives encontram-se sob controlo e
que a estabilidade esta assegurada, uma vez que os pontos experimentais se encontram distribuidos

aleatoriamente, dentro dos limites de controlo.

4.2.3. Linearidade

A linearidade assume uma relevancia sustentada apos o tracado da curva de calibracdo, pois
permite a verificacdo da capacidade de o método fornecer resultados proporcionais as concentracoes do
analito. Assim, o Laboratério avalia a linearidade pelo coeficiente de determinacdo, sendo que o
Laboratdrio devera avaliar pelo menos cinco curvas de calibracdo com um coeficiente de determinacao
(R2) > 0,9990.

Posto isto, avaliou-se a linearidade de dez curvas de calibracao, onde foi possivel a obtencao de
parametros, tais como, o coeficiente de determinacao (R?), coeficiente de correlacao (r) e o valor do teste

t apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 | Resultados obtidos através da analise de dez curvas de calibragao, com o intuito de avaliar a linearidade.

Coeficiente de determinacao (R?) Coeficiente de correlacio (r) t

0,99997 0,99998 382,539
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Tendo em conta os parametros obtidos na Tabela 19 e a analise visual da Figura 14, é
possivel concluir que existe uma elevada linearidade. Esta conclusdo é sustentada pela média dos
coeficiente de determinacdo obtido, que é igual a 0,99997, sendo este superior ao definido pelo
Laboratdrio (R2> 0,9990). Através do coeficiente de correlacdo obtido (0,99998), também é comprovado
que existe linearidade, pois atendendo os critérios de linearidade estabelecidos pelo Guia REACRE 13,
as curvas de calibracdo, geralmente, devem apresentar valores de coeficientes de correlacao superiores
a 0,995. Para corroborar estas avaliacdes, realizou-se um teste de significancia para a correlacdo, em
que se conclui que existe correlacao entre as abscissas e as ordenadas, uma vez que o valor de fobtido,
apresenta-se superior ao valor tabelado (2,571).

A analise dos graficos de residuos € uma outra forma de verificar a linearidade da curva de
calibracao, pois estes informam acerca do desvio da curva de calibracdo ao padrdo e podem também
revelar alguma tendéncia.

A Figura 16 (A) representa os valores do sinal de residuos em funcéo do valor do sinal estimado
(¥;) e na Figura 16 (B) é apresentado o mesmo, mas os residuos sdo apresentados em percentagem
relativa.
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Figura 16 | Graficos de residuos da curva de calibracéo do uréanio com (A) sinal absoluto do residuo; (B) sinal do residuo
em percentagem relativa.

Ao analisar as representacoes graficas da Figura 16 (A) e (B), observa-se que nenhum dos

padrdes apresenta um desvio a curva de calibracao superior a 10 %, valor geralmente tido como
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referéncia. Nao foram verificadas tendéncias de variacao, ou seja, nao foi detetada a existéncia de um
erro sistematicamente superior ou inferior.

Além das formas apresentadas, o Teste de Mande/ também pode ser utilizado para avaliar a
linearidade de um método, em que faz a comparacao entre o ajuste dos valores experimentais tendo em
consideracdo um regressao linear e uma funcdo quadratica.

Na Tabela 20 encontram-se os parametros utilizados para a aplicacdo do Teste de Mandel,

calculados a partir das Equacoes 4, 8, 9 e 10.

Tabela 20 | Valores obtidos e utilizados na aplicacao do Teste de Mandel, com o intuito de confirmar a linearidade.

Sy/x S,z DSs? PG

1205,652 978,264 3,440 3,595

Tendo em conta os parametros apresentados na Tabela 20, ¢ possivel concluir que a funcao
de calibracao de melhor ajuste € a linear, ou seja, a funcédo polinomial nao traduz um melhor ajuste dos
pontos experimentais, uma vez que o valor do teste PG é inferior ao valor de F tabelado da distribuicao

de Fisher-Snedecor (7,709).

4.2.4. Sensibilidade

A sensibilidade de um método relaciona-se com a menor variagdo minima necessaria na
grandeza a medir, ou seja, a concentracdo, para se obter uma variacao significativa do resultado da
medicao, isto €, no sinal.

No caso do ICP-MS, o Laboratério avalia a sensibilidade pelo nimero minimo de contagens
obtidas na realizacao do teste de sensibilidade (Performance Tesl e nao pela primeira derivada da curva
de calibracao (declive).

A Figura 17 demostra o desempenho do equipamento durante o processo de validacao, tendo
em conta as contagens minimas definidas pelo fabricante para os elementos cobalto (*Co), indio (*In),
bismuto (2*Bi), uranio (2¢U), como apresentado na Tabela 13, do Capitulo 4. O Laboratorio estabeleceu

a realizacao de pelo menos dez determinacées de sensibilidade.
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Figura 17 | Gréficos do desempenho da sensibilidade, ao longo do tempo, para os elementos cobalto (*Co), indio (:In),
bismuto (»*Bi) e uranio (zU).

Pela observacdo da Figura 17 verifica-se que em toda a gama de massas analisadas o
Performance test atende aos critérios estabelecidos, uma vez que as contagens obtidas para todos os
elementos estdo acima do estabelecido.

No ICP-MS, uma das limitacoes mais significativas é a formacao de dxidos, sendo por esse motivo
também importante monitorizar a relacdo *Ce*Q/*Ce nos Performance fests, como ja referido
anteriormente. A Figura 18 demostra o desempenho do equipamento, quanto a formacao de oxidos

durante o processo de validacao.

14oce160/14oce

0,016

0,012

0,008 L4 °

0,004

Contagens por segundo

0,000
26/jan  27/jan 14/fev 15/fev 14/mar 22/mar 29/mar 12/abr 10/mai 23/mai

Figura 18 | Gréficos da monitorizacdo da formacéo de éxidos («Ce*0/«Ce), ao longo do tempo.
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Atendendo os resultados obtidos da monitorizacao da formacao de oxidos (Figura 18) é visivel
que os valores obtidos encontram-se abaixo dos critérios estabelecidos. Isto indica que a formacao de

oxidos é residual e dentro dos limites aceitaveis.

4.2.5. Seletividade

Depois de verificadas as possiveis interferéncias e selecionado o padrdo interno, como ¢é
demostrado no subcapitulo 4.1.3, o Laboratdrio tem como procedimento avaliar a seletividade. Este
parametro ¢é avaliado recorrendo a ensaios de recuperacao, nos quais quantidades conhecidas de analito
(amostra fortificada) sao adicionadas a amostras reais que abrangeram toda a gama de trabalho, com
diferentes matrizes, ao longo do tempo, de forma a ser o mais representativo possivel da rotina do
Laboratorio.

Os resultados desses ensaios de recuperacao realizados em amostras reais de trés matrizes
diferentes, como aguas de consumo humano (ACH) e aguas doce naturais superficiais (ADNSup) e
subterraneas (ADNSub) estdo apresentados na Tabela 46 (Anexo 8).

A partir dos resultados obtidos na Tabela 46 (Anexo 8) foram calculados os valores de

recuperacdo meédia e os respetivos desvios padrao (S), apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 | Taxa de recuperacdo média obtida em dez ensaios de recuperacdo, em trés matrizes diferentes (aguas de
consumo humano (ACH) e aguas doce naturais superficiais (ADNSup) e subterraneas (ADNSub)).

Taxa de recuperacao (%) S (%)

Agua de consumo humano 100,4 3,6
Agua doce natural superficial 105,83 4.0
Agua doce natural subterranea 103,7 1,4

Com base na analise dos resultados expostos na Tabela 21, é possivel observar que as taxas
de recuperacao média obtidas, para as trés matrizes analisadas estao compreendidas dentro do intervalo
de aceitacdo estabelecido pelo Laboratorio (80 a 120 %). Assim, dado que as taxas de recuperacao se
encontram dentro do intervalo de aceitacéo e préximas de 100 % conclui-se que o método é seletivo nas
matrizes estudadas, ou seja, tanto para aguas de consumo humano quanto para aguas doces naturais

superficiais e subterraneas, permitindo a determinacao seletiva do uranio nessas amostras.
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4.2.6. Limiares analiticos

Na etapa seguinte da validacao do método, foi realizada a determinacao dos limiares analiticos,
0 que permitiu avaliar as concentracdes mais baixas de uranio possiveis que podem ser detetadas (LD)

e quantificadas (LQ).

4.2.6.1. Limite de detecao

O Laboratorio considera irrelevante a avaliacdo deste parametro para o ICP-MS, porém, este
pode ser avaliado segundo é mostrado no Capitulo 2.

Na Tabela 47 (Anexo 9) estdo apresentados os dados de concentracao obtidos da analise
feita em condicdes de precisdo intermédia, ou seja, analises em dias diferentes, de uma série de dez
brancos de trabalho. Através dos resultados obtidos na Tabela 47 (Anexo 9) foi possivel determinar a
média e o desvio padrao (8S), sendo este de 0,00068 pg U/L, e assim calcular o limite de detecao do
método, apresentado na Tabela 22. Na Tabela 22, além de apresentado o limite de detecao do
método, é também apresentado o limite de detecédo instrumental, uma vez que estamos perante uma

calibracéo linear.

Tabela 22 | Valores obtidos para o limite de detecdo do método e o limite de detecao instrumental.

Limite de detecao do método (ng U/L) 2,3

Limite de detecao instrumental (ug U/L) 0,017

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 22, pode-se afirmar que o método de
determinacdo de uranio é capaz de detetar concentracdes extremamente baixas, sendo estas, 2,3 ng
U/L e 0,017 pg U/L, respetivamente, para o limite de detecdo do método e o limite de detecéo
instrumental.

Se compararmos o limite de detecao do método obtido com os limites de detecao apresentados
nos estudos da Tabela 3 do Capitulo 2, verifica-se que o limite de detecdo obtido esta dentro do

esperado.

4.2.6.2. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo do método, normalmente corresponde ao padrao de calibracdo de
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menor concentracao (excluindo o branco). Assim, o limite de quantificacdo do método é de 0,1 ug U/L.

Na Tabela 48 (Anexo 9) sao apresentados os dados de concentracao obtidos da analise feita
em condicOes de precisao intermédia, ou seja, analises em dias diferentes, de uma série de dez padrdes
de concentracdo igual ao limite de quantificacdo. Em seguida, com base nos resultados obtidos na
Tabela 48 (Anexo 9) foi possivel determinar o coeficiente de variacdo (CV) e o erro relativo (Er),

apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 | Valores obtidos apds analise de dez padrdes independentes de concentracao igual ao limite de quantificacao
(0,10012 pg U/L), ao longo do tempo, para avaliacado do limite de quantificacéo.

Coeficiente de variacao (%) 3,0

Erro relativo (%) 1,4

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 23, verifica-se que tanto o erro
relativo (Er), como o coeficiente de variacdo (CV) obtidos, encontram-se abaixo do critério estabelecido
de 10 % cumprindo os critérios especificados pelo Laboratoério. Assim, conclui-se que o padrao de menor
concentracao utilizado para o tracado da curva de calibracdo é um limite de quantificacéo exequivel para
0 método de determinacao de uranio.

Além disso, assim como no limite de detecao, foi possivel quantificar o limite de quantificacao
instrumental, uma vez que se trata de uma calibracao linear, sendo este de 0,050 ug U/L.

Assim, atendendo os resultados obtidos & demostrada a conformidade com o requisito
estabelecido na Diretiva (EU) 2020/2184 e no Decreto-Lei n.° 69/2023, uma vez que esta Diretiva e
este Decreto-Lei enunciam que o método de analise utilizado deve permitir, no minimo, medir
concentracdes iguais ao valor paramétrico com um limite de quantificacdo, igual ou inferior a 30 % do

valor parameétrico, ou seja, igual ou inferior a 9 g U/L.

4.2.7. Precisao

Na validacao de um método analitico, o Laboratério avalia a precisao sob uma condicdo
especifica, a precisao intermédia de forma a aferir o grau de concordancia entre os valores obtidos. Além
disso, foi possivel avaliar a precisdo em condicdes de repetibilidade, na forma de estudo complementar.
A avaliacdo da precisdo em condicdes de reprodutibilidade nao foi realizada pois envolve a realizacao de

ensaios em laboratdrios distintos.
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4.2.7.1. Repetibilidade

A avaliacao da precisao em condicdes de repetibilidade foi efetuada para o uranio, através da
analise de seis solugdes independentes em trés pontos da curva de calibracao (limite de quantificacao,
padrao intermédio e padrdao mais elevado) no mesmo dia. Os resultados obtidos com o intuito de avaliar
a repetibilidade do método encontram-se apresentados na Tabela 49 (Anexo 10).

Assim, com base na analise dos resultados expostos na Tabela 49 (Anexo 10), foi possivel
calcular os parametros que determinam a repetibilidade do método, nomeadamente, o limite de
repetibilidade (r), o desvio padrado (8), o coeficiente de variacdo (CV), bem como o erro relativo (Er),

apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 | Parametros de avaliacdo da precisao em condicdes de repetibilidade.

Padrio 0,10012 (ugU/L)  0,6007 (pg U/L) 5,006 (ug U/L)
C.os (g U/L) 0,10161 0,6089 4,985

S (ng U/L) 0,0013 0,0064 0,050

r (ug U/L) 0,0037 0,018 0,14

CV (%) 1,3 1,1 1,0

Er (%) 1,8 1,5 0,81

Através da analise dos resultados na Tabela 24, verifica-se que o método apresenta um erro
relativo (Er) e um coeficiente de variacdo (CV) para o uranio bastante reduzidos nos padrdes analisados,
cumprindo de forma muito satisfatoria o critério de aceitacdo de 10 %. Além disso, é evidente que o
coeficiente de variacao diminui a medida que a concentracdo dos padrdes aumenta, indicando que ha
uma maior variabilidade em concentracées menores, estando de acordo com o previsto.

Em relacao ao limite de repetibilidade, este parametro indica o limite, com uma probabilidade
de 95 %, abaixo do qual a diferenca entre dois resultados obtidos em condicdes de repetibilidade, em
ensaios independentes deve situar-se. Assim, em medicdes efetuadas no mesmo dia, a diferenca entre
dois duplicados devera ser inferior a 0,0037, 0,018 e 0,14 ug U/L, para os padrdes de concentracdo

0,10012, 0,6007 e 5,006 pg U/L, respetivamente.

4.2.7.2. Precisao Intermédia

A avaliacao da precisdo em condicdes de precisao intermédia foi realizada recorrendo a analise
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de solucdes independentes em diferentes dias, para trés niveis de concentracdo. Esses niveis
correspondentes ao padrao no limite de quantificacdo, a um padrdo de concentracao intermédia e ao
padrao de concentracao mais elevada da curva de calibracao.

Com base nos resultados obtidos em termos de concentracéo, foram determinados a média, o
desvio padrao (S), o limite de repetibilidade (r), o coeficiente de variacdo (CV) e o erro relativo (Er) para
0 uranio, com o intuito de avaliar o desempenho do método em termos de precisdo, em condicdes de

precisao intermédia. Os valores obtidos destes parametros encontram-se apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 | Valores obtidos na analise de cinco conjuntos de cinco solu¢des independentes, para cada nivel de concentragao
(limite de quantificacdo, padrao intermédio e limite de aplicabilidade), ao longo do tempo, para a determinacéo da precisdo
intermédia do método para o uranio.

Padrao

(ug U/L) 14/mar 22/mar 29/mar 12/abr 10/mai  Média

C... (ngU/L) 0,10553  0,10145 0,10283  0,10636 0,10586 0,10441

S (ng U/L) 0,00l16  0,0013 0,0020  0,0029 0,0015 0,0019

0,10012 r (pgU/L) 0,0046  0,0036 0,0055 0,0081 0,0043 0,0052

CV (%) 1,6 1,3 1,9 2,7 1,4 1,8
Er (%) 55 1,7 2,8 6,4 59 4,5

C... (ugU/L) 0,6099 0,5862 0,5990 0,6170 0,5993 0,6023
S (ng U/L) 0,0067  0,0044 0,0073  0,0086 0,0049 0,0064

0,6007 r(pgU/L) 0,019 0,012 0,020 0,024 0,014 0,018
CV (%) 1,1 0,75 1,2 1,4 0,81 1,1
Er (%) 1,6 2,3 0,87 2,8 0,70 1,7
C.... (ugU/L) 5,022 4914 4,967 5,106 4,981 4,998
S (ng U/L) 0,026 0,035 0,048 0,11 0,056 0,054

5,006 r (ng U/L) 0,073 0,099 0,13 0,29 0,16 0,15
CV (%) 0,52 0,72 0,96 2,1 1,1 1,1
Er (%) 0,44 1,7 0,86 2,2 0,96 1,2

Atendendo aos valores apresentados na Tabela 25, ¢ possivel aferir, para todos os niveis de
concentracdo avaliados, o cumprimento de forma muito satisfatoria do critério especificado pelo
Laboratdrio para a precisdo, uma vez que os valores obtidos de coeficiente de variacéo e erro relativo

encontram-se abaixo dos 10 % requeridos.
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O Laboratorio recorre a um meétodo simplificado para a determinacdo do valor da precisao
intermédia. Os valores de concentracdes obtidos ao longo do tempo para analises independentes, em
cada uma das trés concentracoes da curva de calibracado, encontram-se apresentados na Tabela 50
(Anexo 11).

Assim, foi possivel determinar diversos parametros, especificamente, o desvio padrdo de
precisao intermédia (S,), o limite de precisao intermédia (r), o coeficiente de variacdo de preciséo
intermédia (CV,) e o erro relativo (Er), através das Equacdes 20, 22, 23 e 16, respetivamente. Os

valores obtidos encontram-se na Tabela 26, para as trés concentracoes estudadas.

Tabela 26 | Valores obtidos na analise de solucdes independentes, para cada nivel de concentracéo (limite de quantificacéo,
padrao intermédio e limite de aplicabilidade), ao longo do tempo, para a determinacéo da precisdo intermédia do método
para o uranio.

0,10012 (ngU/L) 0,6007 (ng U/L) 5,006 (ng U/L)

S, (ug U/L) 0,0028 0,012 0,086
r, (ug U/L) 0,0078 0,034 0,24
CV, (%) 2,7 2,0 1,7
Er (%) 4,5 1,7 1,2

Mediante a analise dos resultados obtidos na Tabela 26, verifica-se que os valores de precisao
intermédia obtidos para os trés niveis de concentracéo (limite de quantificacdo, padrao intermédio e
limite de aplicabilidade) foram de 0,0028, 0,012 e 0,086 ug U/L.

Com o objetivo de estabelecer o valor maximo permitido de diferenca entre duas réplicas dos
padrdes nos trés niveis de concentracoes estudados, independentemente do tempo decorrido entre
leituras, foi necessario determinar o valor do limite de precisao intermédia. Deste modo, a diferenca entre
dois valores obtidos, para os trés niveis de concentracao avaliados (limite de quantificacdo, padrao
intermédio e padréo de concentracao mais elevada), deve ser inferior a 0,0078, 0,034 e 0,24 pg U/L,
respetivamente.

Em relacéo ao coeficiente de variacdo, os valores obtidos, para os trés niveis de concentracao
foram de 2,7, 2,0 e 1,7 %, respetivamente. Quanto ao erro relativo, os valores obtidos para as
concentracdes estudas foram de 4,5, 1,7 e 1,2 %, respetivamente. Desta forma, com base na analise
dos valores obtidos, conclui-se que 0 método em estudo demonstra precisao em condicdes de precisao
intermédia para os trés niveis de concentracao avaliados, visto que estes parametros se revelaram

consideravelmente inferiores 10 %, tal como definindo pelo Laboratorio
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O estudo efetuado permitiu verificar, quer na avaliacao individual da repetibilidade, quer na
avaliacado da precisao intermédia, a tendéncia de diminuicao do coeficiente de variacdo a medida que a
concentracdo dos padrdes aumenta, o que era esperado. Assim, o padrdo de maior concentracao
apresenta o menor valor do coeficiente de variacdo, o padrao de menor concentracdo apresenta o maior
valor de coeficiente de variacao e o padrao de concentracdo intermédia apresenta um valor intermédio
entre os dois anteriores.

Um procedimento alternativo para a determinacéo do valor da precisao intermédia, e de modo a
complementar o estudo, é recorrer a ferramenta estatistica da analise de variancias (ANOVA) de fator
tnico. Cada um dos cinco grupos de cinco solucdes independentes foi avaliado em condicdes de
repetibilidade dentro do grupo, no mesmo dia e em condicdes de precisdo intermédia entre grupos,
realizados em dias diferentes, para o uranio.

Assim, ap6s a realizacdo da ANOVA de fator unico, foi possivel determinar diversos parametros,
especificamente, o desvio padrao de repetibilidade (S,), o desvio padrdo “entre grupos” (S,eumen) € 0 desvio
padrao de precisao intermédia (S,), através das Equacoes 29, 30 e 31, respetivamente. O limite de
precisao intermédia (r) e o coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV.) e de precisdo intermédia (CV,),
também foram determinados com base na andlise da ANOVA de fator unico. Os valores obtidos

encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27 | Resultados obtidos da precisdo em condi¢des de repetibilidade e de precisao intermédia, para os trés niveis de
concentracao avaliados (limite de quantificacdo, padrdo intermédio e limite de aplicabilidade), para o urénio com auxilio a
ANOVA unifatorial.

Padrao MQ. S. MQ, Shctucen S, r Cv. cCv
(ngU/L) (ugU/L) (ngU/L) (ugU/L) (ugU/L) (ugU/L)  (ugU/L) (%) (%)
0,10012 4,7 x10°® 0,0022 2,3 x107° 0,0019 0,0029 0,0081 2,1 28

0,6007 4,3x10°  0,0066 6,9 x10* 0,011 0,013 0,037 1,1 22

5,006 3,7 x10° 0,061 2,6 x102 0,066 0,090 0,25 12 18

Mediante a analise dos resultados obtidos na Tabela 27, verifica-se numa primeira fase, que
0s valores de precisao intermédia obtidos para os trés niveis de concentracao foram 0,0029, 0,013 e
0,090 pg U/L, respetivamente.

Foi também possivel a obtencao dos valores de precisao em condicdes de repetibilidade, 0,0022,
0,0066 e 0,061 pg U/L, para os trés niveis de concentracao avaliados, respetivamente por ordem

crescente de concentracao, sendo que, estes valores demostram a concordancia entre os valores do
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desvio padréo de repetibilidade apresentados na Tabela 25 e os obtidos na analise estatistica efetuada.

Com o objetivo de aferir o valor maximo permitido de diferenca entre duas réplicas dos padroes
dos trés niveis de concentracdes estudados, entre si, independentemente do tempo que decorra entre
leituras, foi necessario determinar o valor do limite de precisao intermédia. Deste modo, a diferenca entre
dois valores obtidos, para os trés niveis de concentracao avaliados, devera ser inferior a 0,0081, 0,037
e 0,25 ug U/L, respetivamente.

Os valores de coeficiente de variacdo de repetibilidade encontram-se também em conformidade
com os resultados obtidos na avaliacdo individual da repetibilidade (Tabela 25). A caracterizacdo da
precisao em condicOes de repetibilidade a partir do coeficiente de variacao deve ser efetuada, para cada
um dos trés niveis de concentracdo avaliados, segundo o maior valor obtido para esse parametro. Assim
sendo, o CV, considerado para o padrao relativo ao limite de quantificacao, padrao intermédio e ao padrao
relativo ao limite de aplicabilidade ¢ 2,1, 1,1 e 1,2 %, respetivamente. Desta forma, com base na analise
dos valores obtidos para os coeficientes de variacao de repetibilidade e precisao intermédia, é possivel
concluir gue o método em estudo, € preciso em condicbes de precisdo intermédia, para os trés niveis de
concentracao avaliados, isto €, o padrao relativo ao limite de quantificacao, padrao intermédio e o padrao
relativo ao limite de aplicabilidade, visto que estes parametros se revelaram inferiores 10 %, tal como
definindo pelo Laboratorio.

Posto isto, através das duas formas de avaliar a precisao intermédia acima apresentadas, para
0s trés niveis de concentracao, verifica-se que os resultados sao concordantes.

Além disso, o Laboratorio também avalia a precisao intermédia através de duplicados de
amostras. Na Tabela 28 ¢é apresentado o valor do desvio padrao de precisao intermédia (S,), em

duplicados de amostras, calculado através da Equacgao 21.

Tabela 28 | Valores obtidos na analise de duplicados de amostras, ao longo do tempo, para a determinagéo da precisao
intermédia do método para o uranio.

S (ngU/L) r(ngU/L) CV (%)
0,018 0,050 1,8

Mediante a analise dos resultados obtidos na Tabela 28, verifica-se que os valores de precisao
intermédia obtido para os duplicados de amostra foi de 0,018 pg U/L. Retira-se ainda que o coeficiente
de variacao obtido é de 1,8 %. Sendo assim é possivel concluir que o método é preciso em condicdes de
precisao intermédia, para duplicados de amostras, uma vez que este parametro se encontra abaixo de

10 %.
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4.2.8. Justeza

A justeza ¢ um parametro de desempenho que pode ser avaliado de diversas formas, tal como
referido anteriormente, no Capitulo 2, nomeadamente, a realizacdo de ensaios de recuperacao, a
utilizacdo de materiais de referéncia certificados, MRC, e ainda a participacdo em ensaios
interlaboratoriais, EIL.

Neste trabalho, para avaliar a justeza, recorreu-se a duas das trés formas distintas de analise
acima referidas, nomeadamente, a utilizacdo de um material de referéncia certificados, MRC, e a
realizacdo de ensaios de recuperacdo. A participacao de ensaios interlaboratoriais, EIL, € também uma
ferramenta importante na validacao de um método utilizado pelo Laboratdrio, mas por questdes alheias
ao Laboratdrio, nao foi possivel a realizacao destes.

A avaliacao da justeza pela utilizacao de um MRC foi efetuada através da analise do MRC 7M/-
9.3 Environmental Matrix Reference Material da marca Canada (Lote: 0622). Foi realizada uma diluicéo
de 1:5 (1,00 mL do MRC num volume de 5,00 mL), diretamente nos tubos de ensaio do amostrador
automatico. Para a validacdo do método analitico, o Laboratorio definiu um numero minimo de dez
analises de um MRC, por esse motivo, foram efetuadas 10 analises independentes do MRC ao longo do
tempo. A Tabela 29 exibe os valores dos parametros determinados através da avaliacao da justeza pelo
MRC, nomeadamente, a média (C...), 0 desvio padrao (S), o erro relativo (E¥), o Zscore, o erro

normalizado (E,) e o valor do teste £

Tabela 29 | Resultados obtidos na andlise de um MRC, com o intuito de avaliar a justeza do método de determinacéo do

uranio.
C et Uec (ng U/L) C.... (ug U/L) S (ugU/L) Er(%) Zscore E, t
1,82 +0,14 1,75 0,043 3,8 -0,49 -0,30 0,82

O Laboratdrio avalia essencialmente os resultados obtidos da analise de um MRC através do erro
relativo. Verifica-se pela analise dos resultados expostos na Tabela 29 que o valor obtido do erro relativo
é reduzido, cumprindo o critério de aceitacdo do Laboratério que nao deve exceder os 15 %.

Em relacdo ao resultado do Zscore é possivel aferir o desempenho satisfatério do método, uma
vez que o valor obtido em modulo encontra-se abaixo do valor 2. O erro normalizado ¢ inferior a 1 em
maodulo, o que corrobora mais uma vez o desempenho aceitavel do método em termos de justeza, para
0 uranio.

Por ultimo, de forma a avaliar se os resultados produzidos sdo afetados por erros sistematicos
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relevantes que necessitem de correcéo, recorre-se a um teste ~sfudent. Como o valor do teste #obtido
apresenta-se abaixo do valor tabelado (2,201), é possivel inferir que os resultados produzidos ndo sao
afetados por erros sistematicos relevantes que necessitem de correcédo. Assim, conclui-se que o método
apresenta um otimo desempenho, em termos de justeza.

A determinacao da justeza do método para o uranio foi também efetuada através da realizacao
de ensaios de recuperacado, a partir da fortificacdo de amostras reais de agua de consumo humano e
agua doce natural (superficial e subterranea), pela adicdo de 0,1 mL da solucéo intermédia 2 (100,12
ugU/L) a 5 mL da amostra real diluida numa proporcao de 1:5, sendo que foram realizadas vinte réplicas.
Na Tabela 30 encontram-se os resultados dos parametros obtidos através dos ensaios de recuperacéo
realizados para cada uma das matrizes de agua utilizada, destacando-se a taxa de recuperacao, o desvio

padrao (S) e ainda o erro relativo (Er).

Tabela 30 | Resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo efetuados de amostras reais fortificadas de agua de consumo
(ACH) e aguas doce naturais superficiais e subterraneas (ADNSup e ADNSub), para avaliacdo da justeza do método.

ACH ADNSup ADNSub
Taxa de recuperacao (%) 104,3 107,0 105,7
S (%) 3,6 31 2,6
Er (%) 4,3 7,0 5,7

Atendendo aos resultados expostos na Tabela 30, é possivel afirmar que os valores das taxas
de recuperacado encontram-se dentro do critério de aceitacao (100 + 20 %) estabelecido pelo Laboratorio
para este nivel de concentracao, isto &, entre 80 e 120 %. Além do critério de aceitacdo ser cumprido de
forma satisfatoria, o valor do erro relativo situa-se abaixo do valor estipulado de 15 % definido pelo
Laboratorio, permitindo concluir que o método é justo.

Em suma, conclui-se que o método demostra uma boa justeza, uma vez que os resultados
obtidos nos ensaios com o material de referéncia certificado, bem como nos ensaios de recuperacao,

revelaram um desempenho satisfatério do método na avaliacdo deste parametro.

4.2.9. Incerteza de medicao

A estimativa da incerteza de medicao associada ao método de determinacdo foi efetuada
recorrendo @ metodologia utilizada pelo Laboratério como rotina, com base no definido na norma 1SO

11352:2012 "Water Quality - Estimation of measurement uncertainty based on validation and quality
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control based" e o Guia RELACRE n° 31 “Quantificacdo de incerteza de medicao em ensaios quimicos e
fisico-quimicos”.

A abordagem adotada consistiu na recolha de dados de validacao e controlo do método em
ambiente intralaboratorial. Deste modo, a incerteza de medicao foi estimada combinando a componente
dos erros aleatorios e a componente dos erros sistematicos, ou seja, as incertezas associadas a precisao,
em condicOes de precisdo intermédia, e as incertezas associadas a justeza, quantificada pelo erro
relativo, respetivamente e de forma independente.

Em relacdo a quantificacdo da incerteza associada a precisao (Uprecisio relativa), €Sta foi
avaliada a partir da combinacao da incerteza padrao de duplicados de amostras reais de diferentes
matrizes, realizadas ao longo do tempo (U gmoestra); € @ incerteza padrao de controlo de qualidade
correspondente ao limite de quantificacao (wup cq)-

A incerteza padrao de duplicados de amostras reais (W, gmostra), foi Calculada diretamente a
partir do desvio padrao da precisao dos duplicados de amostras, calculado pela Equagao 21. Ja a
incerteza padrao de controlo de qualidade de menor concentracéo (wp, ¢q), foi obtida a partir do desvio
padrao da precisao intermédia do controlo de qualidade, calculado pela Equacao 20.

Dessa forma, os resultados das incertezas padrdo, a serem combinados para obter a incerteza
associada a precisdo encontram-se na Tabela 31, assim como o valor da incerteza padrao da precisao,
associada a combinacao dos duplicados de amostra e controlo de qualidade, calculado pela Equacao

36.

Tabela 31 | Resultados obtidos experimentalmente para a quantificacdo da incerteza padrao associada a precisao.

U relativa
Uy amostra 0,018
Up,co 0,0029
Uprecisio relativa 0,018

A partir da analise da Tabela 31 verifica-se que a incerteza padrdo associada a precisao do
método para o uranio é de 1,8 %.

No Laboratorio, a quantificacao da incerteza associada a justeza é avaliada a partir dos ensaios
de recuperacéao, para trés matrizes diferentes. Neste caso, a incerteza associada a justeza do método

(Wjusteza relativa) tem duas componentes de incerteza, nomeadamente a diferenca entre os valores
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observados e a completa recuperacédo, ou seja, o desvio da recuperacao completa (100 %) (Dyms)s
calculada pela Equagcao 37. A segunda componente é a incerteza da concentracdo do padrao
adicionado (u,,4,), calculada segundo a Equagéo 38.

Na Tabela 32 encontram-se representados os resultados obtidos nos ensaios de recuperacéo
efetuados, especificamente, o somatério do quadrado dos desvios relativos relativamente a recuperacao
completa (Z(b;)z), o valor quadratico médio dos desvios relativos dos ensaios de recuperac@o (b, ms),
a incerteza relativa do volume adicionado (u;,), a incerteza relativa da concentracao da solucao utilizada
para fazer a fortificacdo (Uonc), @ incerteza relativa da concentragao de analito adicionada (u;md) ea

componente da incerteza associada a justeza do meétodo (Wjysteza retativa), Calculada a partir da

Equacao 39. De salientar que os ensaios de recuperacao foram realizados em trés matrizes diferentes.

Tabela 32 | Resultados obtidos através dos ensaios de recuperacéo efetuados de forma a calcular a componente associada
aos erros sistematicos do método em trés matrizes diferentes (dgua de consumo humano (ACH) e agua doce natural
superficial (ADNSup) e subterranea (ADNSub)).

Z(b;)z brms u;/ ulconc u;ldd ujusteza relativa
ACH 0,105 0,056 0,056
ADNSup 0,156 0,076 0,0034 0,0031 0,0046 0,076
ADNSub 0,142 0,062 0,082

A partir da analise da Tabela 32, verifica-se que os valores obtidos para a componente da
incerteza associada aos erros sistematicos foi de 5,6, 7,6 e 8,2 %, para a agua de consumo, agua doce
natural superficial e 4gua doce natural subterranea, respetivamente.

Uma vez que para o uranio nao existem critérios estabelecidos em Decreto-Lei para maximos
dos resultados das componentes da incerteza associadas aos erros aleatorios e aos erros sistematicos,
0 Laboratédrio estabeleceu, por bem, um limite de 10 % para ambos. Verifica-se que tanto os resultados
associados aos erros aleatorios quanto os resultados associados aos erros sistematicos encontram-se
abaixo de 10 %, mostrando que a metodologia utilizada é adequada para a estimativa da incerteza.

A partir das incertezas relativas para as componentes associadas aos erros aleatorios e
sistematicos, foi calculada a incerteza combinada relativa (u,), a partir da Equag¢ao 40, para cada uma

das matrizes.
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Tabela 33 | Valores obtidos da incerteza combinada, incerteza expandida e incerteza expandida percentual, do para trés
matrizes diferentes (agua de consumo humano (ACH) e agua doce natural superficial (ADNSup) e subterranea (ADNSub)).

u, U U (%)
ACH 0,059 0,117 11,7
ADNSup 0,078 0,157 15,7
ADNSub 0,065 0,130 13,0

Posteriormente, as incertezas combinadas relativas foram convertidas em incertezas expandidas
(U), multiplicando-as pelo fator de expansao, k = 2 (Equag¢ao 35), para um nivel de confianca
aproximadamente 95 %, de acordo com o descrito no Guia Relacre n°31. Esses valores estao
apresentados na Tabela 33.

Com base na analise da Tabela 33, é possivel verificar que a incerteza final do método para o
uranio, nas amostras de agua de consumo humano, agua doce natural superficial e agua doce natural
subterranea, foi de 12, 16 e 13 %, respetivamente. Assim, atendendo aos resultados obtidos &
demostrada a conformidade com o requisito estabelecido na Diretiva (EU) 2020/2184, no Decreto-Lei
n.° 69/2023 e com os critérios de aceitacdo do Laboratério, uma vez que o valor do critério de aceitacao
é 30 %, independentemente da matriz estudada.

Outra metodologia de quantificacao da incerteza associada a justeza utilizada ¢é avaliar a partir
de um material de referéncia. Assim, e de forma complementar para efeitos de comparacao, avaliou-se
também a incerteza associada a justeza a partir de um material de referéncia certificado. A Tabela 34,
apresenta os valores obtidos do tratamento de resultados efetuado, nomeadamente o bias relativo
(bias’), o desvio padrao relativo associado aos resultados estimados do MRC (Sp;,s), € a incerteza

padrao relativa associada ao valor do MRC (uCref), a componente da incerteza associada a justeza do

método (ujusteza relativa)-

Tabela 34 | Resultados obtidos através do MRC da Canada utilizado de forma a calcular a componente associada aos erros
sistematicos do método.

bias Sbias uCref ujusteza relativa

-0,038 0,025 0,077 0,086

De acordo com a Tabela 34 ¢ possivel verificar que o valor obtido da componente associada aos

erros sistematicos foi de 8,6 %.
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Assim, a partir das incertezas relativas para as componentes associadas aos erros aleatérios e
sistematicos, foi calculada a incerteza combinada relativa (u.), a partir da Equacao 40, para o MRC
analisado. Posteriormente, essa incertezas foi convertida em incerteza expandida (U), multiplicando as
incertezas combinadas relativas pelo fator de expansao, k = 2 (Equa¢ao 35), para um nivel de confianca
aproximadamente 95 %, de acordo com o descrito no Guia Relacre n°31. Esse valor final da incerteza do

meétodo esta apresentado na Tabela 35.

Tabela 35 | Valores obtidos da incerteza combinada, incerteza expandida e incerteza expandida, em percentagem, do
método, para o uranio.

U, u u (%)

0,088 0,176 17,6

Com base na analise da Tabela 35, verifica-se que a incerteza final do método para o uranio,
quando a incerteza associada a justeza do método sido avaliada através de um MRC, foi de 18 %. Assim,
atendendo aos resultados obtidos observa-se que a incerteza do método é ligeiramente superior quando
se utiliza um MRC em comparacdo com os ensaios de recuperacdo. Contudo, € demostrada, ainda assim,
a conformidade com o requisito estabelecido na Diretiva (EU) 2020/2184, no Decreto-Lei n.® 69/2023
e com os critérios de aceitacao do Laboratorio, uma vez que o valor do critério de aceitacao é 30 %.

Importa salientar que o Laboratdrio utiliza os ensaios de recuperacao para o calculo da incerteza
do método, uma vez que desta forma consegue-se obter uma incerteza do método para cada tipo de
matriz analisada pelo Laboratdrio.

Posto isto, conclui-se que o método foi validado com sucesso e demostrou-se a adequabilidade
deste, uma vez que os parametros de desempenho foram caracterizados e cumpriram com os critérios
impostos pelo Laboratério e em consonancia com os da Diretiva (EU) 2020/2184, assim como do

Decreto-Lei n.° 69/2023.

4.2.10. Controlo de qualidade do método

Apos a conclusdo do processo de validacdo do método, procedeu-se a implementacao do
controlo de qualidade intralaboratorial. Esse controlo € realizado em rotina através da analise de amostras
de agua natural doce (superficial e subterranea) e amostras de agua de consumo humano, que contém
0 analito de interesse. Esse processo permite a monitorizacao continua do desempenho analitico em

rotina. Os critérios de aceitacdo estabelecidos para o controlo de qualidade estabelecido s&o
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apresentados na tabela (Tabela 36).

Tabela 36 | Critérios de aceitacdo aplicados pelo Laboratério para o controlo de qualidade.

Ensaio Critério de aceitacao (+ (%))
CQ LQ (0,10012 pg U/L) 25
CQ 0,6007 ng U/L 15
CQ 5,006 pg U/L 10
Duplicados de amostra 10
Recuperacdes de amostra 20
Er em MRC 15
4.2.10.1. Controlo de Qualidade Interno

De forma a assegurar o controlo de qualidade interno e a precisao dos resultados obtidos, foram

realizados duplicados de amostras, tendo em conta os critérios estabelecidos pelo Laboratorio

apresentados na Tabela 36. Os valores obtidos dos duplicados foram monitorizados por meio de uma

carta de aceitacdo, na qual o limite estabelecido é de 10 %, como é apresentada na Figura 19.

Amplitude (%)
o N > o)) o]

10

LA
°® Lo o® oo °° o.o e .'.0. LS . %o ee®e

0 10 20 30 40 50

Numero de ensaios

Figura 19 | Carta de aceitacdo de duplicados (LA — 10 %) para a monitorizacao do controlo de qualidade do método para
determinacao de uranio.

Com base na analise da carta de aceitacdo da Figura 19, é possivel verificar que todas as

amplitudes relativas dos ensaios realizados encontram-se abaixo do limite de aceitacao estabelecido de

10 %, confirmando e validando a precisao dos resultados obtidos. Além disso, verifica-se que os valores

na série de duplicados nao ultrapassam os 5 %, 0 que permite, no futuro, a reducao do nivel de aceitacao

para 0s 5 %.
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Seguidamente, apds a verificar que todas as amplitudes relativas dos ensaios realizados se
encontravam abaixo do critério de aceitacao do Laboratorio, procedeu-se a construcdo da carta de

controlo de amplitudes (Figura 20), tendo em conta os dados na Tabela 37.

Tabela 37 | Valores definidos em termos de amplitude (%) para os limites de controlo e aviso, tendo em vista a construgéao
da carta de controlo de amplitudes, dos duplicados de amostra.

R (%) LSA (%) LSC (%) D, D,
0,989 2,484 3,231 3,267 2,512
4 LSC
g 3 * LSA
3 . * e
% 2 o o y ° . o o R
<Et ! o o o e o ¢ .0. o ...‘_
e o oo °® ° d
0 . o PY . o®® [
0 10 20 30 40 50

Numeros de ensaios

Figura 20 | Carta de controlo de amplitudes para os duplicados de amostra, tendo em vista a monitorizacéo do controlo de
qualidade do método.

A partir da analise da carta de controlo de amplitudes (Figura 20) verifica-se que 0s pontos
experimentais obtidos da amplitude relativa dos duplicados, encontram-se dentro dos limites
estabelecidos, demostrando assim que o método se encontra sob controlo e que os resultados sao
consistentes.

O Laboratorio tem como procedimento elaborar cartas de aceitacdo, com o objetivo de
implementar um monitoramento rigoroso da qualidade do método. Com esse proposito, recorreu-se a
elaboracdo de uma carta de aceitacao para o padrdao de menor concentracao da curva de calibracao
(0,10012 pg U/L), um padrao intermédio (0,6007 ug U/L) e o padréo de concentracdo mais elevada
(5,006 png U/L), recorrendo ao critério de aceitacéo de 25, 15 e 10 %, respetivamente. Na Figura 21
estdo apresentadas as cartas de aceitacdo para as trés concentracoes referidas, sendo que em (A)
apresenta para o padrao de concentracao 0,10012 pg U/L, (B) concentracdo 0,6007 ug U/L e (C)
concentracdo 5,006 ug U/L.

A partir da Figura 21 constata-se que todos os resultados dos padroes selecionados,

encontram-se dentro dos limites de aceitacao estabelecidos pelo Laboratorio.
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Figura 21 | Cartas de aceitagdo para o padréo: (A) de menor concentragéo da curva de calibragéo (0,10012 pg U/L); (B)
intermédio (0,6007 ug U/L) e (C) de maior concentragao (5,006 ug U/L) recorrendo ao critério de aceitagao de 25, 15 e 10
%, respetivamente.

Apds a analise das cartas de aceitacao, prosseguiu-se com a construcdo das cartas de controlo.
Na Tabela 51 (Anexo 12) sio apresentados os valores das medicoes dos padroes de controlo,
utilizados para a elaboracdo da carta de controlo de individuos. A partir desses valores, foram

determinados a média, o desvio padrao (S), o coeficiente de variacao (CV), assim como o erro relativo

(Er), expostos na Tabela 38, para os trés niveis de concentracao.
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Tabela 38 | Resultados dos parametros obtidos a partir da analise dos padrdes de controlo , utilizados para a construcédo da
carta de controlo de individuos.

Padréo (ngU/L) C...(pgU/L)  S(ngU/L) CV (%)  Er(%)

0,10012 0,10414 0,0021 2,0 4,2
0,6007 0,5968 0,011 1,8 1,6
5,006 4,962 0,068 1,4 1,1

Com base nos resultados apresentados na Tabela 38, foi possivel construir as cartas de
controlo de individuos, para os trés niveis de concentracao selecionados. Para isso, estabeleceu-se a
linha central (LC) e os limites superior de aviso (LAS) e inferior (LIA), assim como os limites superior de
controlo (LSC) e inferior (LIC), para cada um os niveis de concentracdo, conforme apresentado na

Tabela 39. Estes valores foram determinados utilizando as Equacoes 41, 42, 43 ¢ 44.

Tabela 39 | Valores de concentracéo (ug U/L) para os limites de controlo e de aviso tendo em vista a construcéo da carta
de controlo de individuos para os padrdes de controlo.

0,10012 pgU/L 0,6007 pg U/L 5,006 ng U/L

LC 0,10414 0,5968 4,962
LSA 0,10836 0,6188 5,099
LIA 0,0,9991 0,5749 4,826
LSC 0,11047 0,6297 5,167
LIC 0,09780 0,5639 4,758

Assim, com base nos limites estabelecidos, foi possivel construir as cartas de controlo de
individuos para os padrdes de controlo selecionados, que encontram-se apresentadas na Figura 22, de

forma a monitorizar a qualidade do método.
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Figura 22 | Cartas de controlo de individuos para o padrao: (A) de menor concentracdo da curva de calibragao (0,10012
ug U/L); (B) intermédio (0,6007 pg U/L) e (C) de maior concentracéo (5,006 pg U/L), tendo em vista a monitorizagao do
controlo de qualidade do método, para o uranio.

Apds a analise da carta de controlo de individuos para o padrao de menor concentracéo da curva
de calibracao (Figura 22 (A)), observa-se que os pontos experimentais obtidos se encontram dentro
dos limites estabelecidos, demostrando assim que o método se encontra sob controlo. Ao analisar mais
detalhadamente, verifica-se que uma tendéncia de crescimento em seis valores consecutivos entre o
décimo primeiro e o décimo sexto ensaios. No entanto, é importante ressaltar que essa tendéncia veio
alterar-se nos ensaios subsequentes, nao constituindo uma situacao fora de controlo.

A analise da carta de controlo de individuos para o padrdo intermédio da curva de calibracao

(Figura 22 (B)), permitiu confirmar que todos os pontos experimentais obtidos se encontram dentro
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dos limites de controlo estabelecidos, demonstrando assim que o método se encontra sob controlo.
Também foi possivel verificar a auséncia de situacdes fora de controlo ou tendéncia nao aleatéria, tendo
como apoio 0 Guia RELACRE n°3, “Validacdo de Resultados em Laboratérios Quimicos”.

Por ultimo, verifica-se que todos os pontos experimentais obtidos relativos & monitorizacao do
controlo de qualidade do padrdo de maior concentracdo da curva de calibracdo (Figura 22 (C))
encontram-se dentro dos limites de controlo estabelecidos, indicando assim que o método de encontra
sob controlo. Além disso, ao consultar o Guia RELACRE n°3, “Validacdo de Resultados em Laboratérios
Quimicos” bem como as instrucdes de trabalho do Laboratério, ndo foi verificada nenhuma situacao fora

de controlo ou tendéncia nao aleatoria.

4.3. Outras atividades desenvolvidas no Laboratorio

A determinacdo da justeza de um método, como referido anteriormente, pode ser executada
com recurso a participacao de ensaios interlaboratoriais, mas por questoes de logistica e de tempo nao
foi possivel a realizacédo deste para o analito em estudo.

Porém, como o ICP-MS é um equipamento de analise multielementar, o uranio nao foi validado
como um analito independente, sendo que, juntamente com o uranio, foram estudados outros dezoito
elementos cuja determinacao ja estava implementada no Laboratédrio. Este estudo consistiu na reducao
das gamas de trabalho dos elementos ja estudados, em cerca de cinco vezes, assim como a diminuicao
dos limites de quantificacao.

Neste contexto, foi possivel realizar um ensaio interlaboratorial, nomeadamente, um ensaio de
aptidao, para dezassete dos dezoito elementos estudados. Adicionalmente, o mercurio foi analisado
separadamente.

Os resultados obtidos para o ensaio de aptidao da AQUACHECK estéo apresentados na Tabela
40 ¢ os valores de justeza sao apresentados sob a forma de Zscore.

Através da Tabela 40 ¢ possivel aferir o excelente desempenho do método, uma vez que todos

os valores de Z-score para todos os elementos sao inferiores a 2 em modulo.
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Tabela 40 | Resultados obtidos no ensaio interlaboratorial da AQUACHECK realizados para dezoito elementos previamente
implementados no Laboratério.

cEIL (“’g/L) cmédia(“’g/l') Z-score

Ferro 419,00 463,00 1,42
Manganés 32,00 30,80 -0,48
Cobre 74,40 74,50 0,03
Aluminio 45,00 45,60 0,12
Zinco 149,70 148,00 -0,11
Bario 369,00 388,00 0,69
Boro 461,00 439,00 -0,64
Cadmio 4,01 4,01 0,00
Chumbo 17,30 17,90 0,46
Niquel 8,30 8,70 0,48
Selénio 513 5,89 1,48
Arsénio 4,49 4,99 1,50
Antiménio 2,28 2,34 0,24
Merciurio 0,80 0,78 -0,19
Cobalto 4,33 4,54 0,65
Vanadio 5,44 5,59 0,37
Cromo 6,05 6,67 1,38
Berilio 9,52 9,88 0,51

Foi ainda possivel obter formacdo acerca das politicas de ambiente, seguranca e sistemas de
gestdo da empresa Aguas do Norte, S.A., permitindo a assimilacdo dos valores, codigos de conduta e
gestao praticados pela empresa.

Adicionalmente, obtive também formacdo em gestdo de residuos, num contexto de um
laboratorio.

Além da participacdo nas formacoes, fui convidado, com enorme satisfacdo, pela responsavel
técnica pelo ICP-MS para assistir e participar numa auditoria interna ocorrida em maio de 2023.

No més junho de 2023, tive a oportunidade de supervisionar uma estagiaria do 3° ano da
Licenciatura em Engenharia Quimica e Biologica da Universidade do Minho durante a realizacao do seu

Projeto Individual de licenciatura.
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Na presente dissertacao foi implementado e validado com sucesso o método de determinacao
do uranio por ICP-MS.

O processo de implementacao e validacdo do método foi possivel através da caracterizacao dos
parametros de desempenho analiticos. Iniciou-se o processo de validacdo do método de determinacao
do urénio por ICP-MS pela selecao do isétopo a analisar, assim como a selecdo do padrao interno a
utilizar, sendo que o isétopo escolhido foi o que apresenta uma massa de 238 u. e o padrao interno o
bismuto.

Apods a selecdo da gama de trabalho (0,1 a 5,0 ug U/L), avancou-se para a construcéo das
curvas de calibracao. Os coeficientes de determinacao (R?) obtidos foram bastante elevados em todas as
curvas realizadas ao longo do trabalho, tendo-se obtido um valor médio de 0,99997. O teste de
significancia de correlacao, os graficos de analise de residuos e o teste de Mandel, corroboraram a
elevada linearidade na gama de concentracdes estudada.

0O estudo da sensibilidade ao longo de todo o trabalho permitiu aferir a estabilidade do método e
do equipamento, uma vez que os analitos e oxidos avaliados encontram-se de acordo com os critérios
definidos pelo fabricante do equipamento.

A seletividade do método foi verificada em ambas as matrizes avaliadas (aguas de consumo
humano (ACH) e aguas doces naturais superficiais (ADNSup) e subterraneas (ADNSub)) através da
realizacao de ensaios de recuperacao, sendo que as taxas de recuperacao obtidas encontram-se dentro
do intervalo de aceitacao estabelecido pelo Laboratorio (80 — 120 %), permitindo concluir que o método
é seletivo para as matrizes ACH, ADNSup e ADNSub.

Os limiares analiticos foram determinados tendo em conta a adequacdo do método para as
analises em rotina, tendo sido obtidos valores de limite de detecdo do método e instrumental de 2,3 ng
U/L e 0,017 ug U/L, respetivamente. Ja valor do limite de quantificacdo considerado mostrou ser
adequado, uma vez que, verificou-se que o CV e o Er (%) obtidos, 3,0 e 1,4 %, respetivamente, se
encontram abaixo do critério estabelecido pelo Laboratoério de 10 %.

No que diz respeito a precisao, este parametro foi avaliado em condicdes de repetibilidade e de
precisao intermédia, tendo os resultados obtidos demonstrado ser satisfatorios, em ambas as condicoes,
dado que nao ultrapassa os 10 %.

A justeza foi avaliada com recurso a um MRC e a ensaios de recuperacao, tendo sido obtidos,
tendo sido obtidos resultados satisfatorios em ambas as metodologias, ja que os valores dos erros relativo
determinados foram inferiores a 15 %, cumprindo o requisito estipulado pelo Laboratorio.

A incerteza da medicao, sob a forma de incerteza expandida, estimada mediante a ISO 11352,
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através de dados de validacdo do método analitico recolhidos em ambiente intralaboratorial, permitiu
demostrar o cumprimento do requisito especificado pela Diretiva (EU) 2020/2184 e pelo Decreto-Lei n.°
69/2023, assim como o critério de aceitacdo do Laboratdrio, uma vez que os valores de incerteza de
medicao obtidos, pelas ambas metodologias realizadas, encontram-se bastante abaixo do critério de
aceitacdo definido de 30 %, sendo que quando se utiliza os ensaios de recuperacao para o calculo da
incerteza associada a justeza obteve-se incertezas de 12, 16 e 13 %, para ACH, ADNSup e ADNSub,
respetivamente. Ja quando se utilizou o MRC para o calculo da incerteza associada a justeza obteve-se
uma incerteza de 18 %.

Posto isto, afirma-se que o método foi validado com sucesso, uma vez que os parametros de
desempenho foram caracterizados e cumpriram com os critérios impostos pelo Laboratério e em
consonancia com os da Diretiva (EU) 2020/2184 do Parlamento Europeu e do Concelho, datada de 16
de dezembro de 2020, assim como do Decreto-Lei n.® 69/2023, de 21 de agosto de 2023.

Apos a validacdo bem sucedida, procedeu-se a avaliacdo do sistema de controlo de qualidade
tendo em vista a garantia da fiabilidade dos resultados durante a analise em rotina dos parametros em
questao. Assim, através da monotorizacao do controlo de qualidade interno foi possivel a confirmacao
de que o processo se encontra sob controlo, dado que nenhum dos resultados obtidos na analise dos
padrdes de controlo escolhidos, excedeu os critérios de aceitacao estabelecidos pelo Laboratério.

A dissertacao realizada no ambito do segundo ano do Mestrado em Técnicas de Caracterizacao
e Analise Quimica permitiu colocar em pratica os conhecimentos e competéncias adquiridas ao longo do
primeiro ano e desenvolver o espirito critico necessario para a analise dos resultados e detecao de
problemas, possibilitando a ultrapassagem dos obstaculos que invariavelmente foram surgindo em
ambiente empresarial. Além de terem sido aprofundadas competéncias cientificas, foi desenvolvida a

capacidade de trabalhar em equipa assim como a obtencao de uma maior autonomia no laboratorio.
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Anexos
Anexo 1 | Programa da maquina de lavar utilizada para a lavagem do material afeto ao ICP-MS

Programa G ou 2 - material geral (vidro e plastico) e material volumétrico utilizado nas analises

de agua.

1. Prélavagem: Agua fria.

2. Lavagem principal: Agua quente, dosagem de detergente, 5 minutos a temperatura entre
0s 55 e 60 °C.

Enxaguamento 1: Agua quente, dosagem de neutralizador.

Enxaguamento 2: Agua fria.

Enxaguamento 3: Agua desionizada.

o o &~ w

Enxaguamento final: Agua desionizada, 1 minuto entre 55 e 60 °C.

Imediatamente apds o final dos programas deixar a porta da maquina aberta cerca de 10 cm,
durante 10 a 15 minutos para se ter bons resultados de secagem e impedir a corrosdo da maquina.

De notar que a maquina de lavar encontra-se ligada a um depdésito de agua desionizada.
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Anexo 2 | Incerteza expandida da concentracao de solucdes padrao

Vi .
[Solugio intermédia2 CC] Micropipeta

Calibragio —»
<4—— Temperatura

» [Uranio]

<«4—— Temperatura
Calibraggo ——»
Vpaizo

Figura 23 | Diagrama de “causa-efeito” para a identificacdo de fontes de incerteza da solugdo padrdo de menor concentracéo
(0,10012 pg U/L).

Tabela 41 | Calculos auxiliares para a determinacdo das incertezas associadas ao volume da micropipeta, do baldo
volumeétrico e da incerteza combinada e expandida da concentragcdo de uma solugéo padrao de uranio de 0,10012 pg U/L.

Micropipeta de 1000 puL
Incerteza padrao Incerteza padrao

Descricao Incerteza de x (u(x)) relativa (u(x)/x)
Calibracao 0,58 0,33
Temperatura 0,084 0,048 )
) (Vpip) - 0,34 0,0034

Balao Volumétrico de 100 mL
Incerteza padrao Incerteza padrao

Descricao Incerteza de x (u(x) relativa (u(x)/x)
Calibracao 0,10 0,041 )
Temperatura 0,084 0,048
U () - 0,063 0,00063
Calculo da incerteza combinada uc(_y) e da incerteza expandida U(_y)
Descricdo Valor de x uc(y) uc(x)/x
csol.intermédia 2
100,12 0,31 0,0031
(ng U/L)
Vpipetado (1L) 100,00 0,34 0,0034
Vb_volumétrico (mL) 100,000 0,063 0,00063
csol.padréo de 0,1
’ 0,10012 0,00047 -
(ng U/L)
Valor da Fator de expansio (K) Incerteza expandida (U)
mensurada P P
0,10012 2 0,00093
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Anexo 3 | Instrucdes de funcionamento do ICP-MS Thermo Scientific iCAP RQ

Antes de ligar o equipamento, verificar que a garrafa de argon encontra-se ligada, que tem uma pressao

acima de 10 bar e também que a extracao encontra-se ligada. Além disso, verificar se a garrafa de hélio

esta aberta e verificar a pressao (2 bar).

Ligar o ICP-MS Thermoscientific iCAP RQ

L.
2.
3.

10.

11.

12.

Ligar o refrigerador que se encontra na sala de preparacao de solugcdes da absorcdo atomica.
Ligar o amostrador automatico, na parte de tras do equipamento, lado direito.

Verificar o estado dos tubos da bomba peristaltica, caso estejam muito danificados trocar, tendo
em atencéo o sentido do fluxo da bomba.

Colocar no frasco que se encontra no lado direito do amostrador, solucdo de lavagem, e no
frasco do lado esquerdo do amostrador a solugdo de padrao interno.

Ligar o computador associado ao equipamento.

Abrir o Instrument Control e verificar a exaustdo do plasma (> 0,20) e a bomba peristaltica (40,0
rpm).

Em /nstrument Control, clique em iCAP RQ, Main e clique em ON, para ligar o equipamento e a
bomba peristaltica, em simultaneo.

No painel principal, em baixo, aparece a mensagem que o equipamento ja se encontra em modo
operate.

Na posicao 4-31 do amostrador automatico, colocar um copo com branco de trabalho. No
Instrument Control, no separador ASX-560, clique na posicao 4-31, para a probe se deslocar até
essa posicao e verificar se esta a aspirar, corretamente.

Certificar que o equipamento estda no modo STD e clicar em Aun, deixando o equipamento
estabilizar 30 minutos. Passado 30 minutos, tocar o modo STD, pelo modo KED e deixar o
equipamento estabilizar 10 minutos.

Apds estabilizar, colocar num tubo de Falcon, aproximadamente 15 mL de solucéo furee colocar
na posicao P10 do amostrador. Retirar a probe do padrao interno e colocar no tubo de Falcon,
juntamente com a probe do amostrador, indo ao painel ASX-560 e clicar na posicao P10, fazendo
com que a probe do amostrador se desloque até a posicao P10. Em seguida, clicar em Aune
esperar que estabilize, clicando no STOP quando estabilizar o numero de contagens.

Iniciar o Performance test, clicando em Performance Report, Run an existing performance report,

Next. No final do guardar na pasta “Performance Report KED _ AdNorte'.
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Nota: Caso estes testes falhem devem ser repetidos, caso esta situacéo se mantenha deve ser realizado

um AutoTune Source de acordo com o /nstrument Control.

13. Apds todos os testes realizados, antes de iniciar a sessdo de trabalho, deve-se fazer o
acondicionamento dos cones com uma amostra real, ou seja, aspirar um amostra durante uns

minutos antes de iniciar a série de trabalho.

Sessdo de trabalho (Qtegra)

1. Abrir o software Qtegra, clicar em LabBooks, Create a new LabBook from an existing LabBook e

escolher uma sesséo ja criada e dar nome a série “ICP_ddmmaaaa”.
2. Em Sample Listadicionar o controlo de qualidade e as amostras pretendidas a analisar.
3. Carregar o amostrador de acordo com o definido na sua sessao de trabalho.

4. Iniciar a série, clicando na seta verde, em que se abrira uma segunda ordem de iniciacdo e voltar

a clicar na seta verde.

5. Na segunda ordem que se abrira, nao esquecer de ir a Options e selecionar a opcao Closedown
on an emply queue, que ira desligar o equipamento automaticamente no final da série de

trabalho.
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Anexo 4 | Exemplo do Performance Report, obtido no dia 10 de maio de 2023

Performance Report us
am

“**.QTEGRA

System

Time 5/10/2023 2:39:11 PM

Instrumentid iCAP RQ

Operator ADMINTH-813575H\Administrator

Template KED_AdNorte

Serial number RQ00833

Last Autotune  Autotune-Tune Std PM-20230510-142249798.imatdat

Solution No solution specified

Sensitivity & Stability Test

Result Runs Sweeps

Passed 3 30

Sensitivi

Bkg4.5 Passed 0.0 CPS Lessthan 0.5CPS

Bkg220.7 Passed 0.0 CPS Lessthan 2.0CPS

59Co0/35CI.160 Passed 20.3 Greater than 18.0

59Co Passed 30,192.0 CPS Greaterthan 30,000.0 CPS

238U Passed 420,642.0 CPS Greaterthan 85,000.0 CPS

209Bi Passed 272,906.0 CPS Greaterthan 42500.0 CPS

140Ce.160/140Ce Passed 0.0078 Less than 0.015

115In Passed 45 325.0 CPS Greaterthan 35,000.0 CPS

Stabilit

59Co 1.1% 2

238U 0.7 % 2

115In 1.3 % 2

Mass Calibration Test

Result Channels Dwell MeasureWidth PointSpacing Sweeps

Passed 75 0.04 1.5 0.02 5

Analyte Result Centroid Offset Peak Width Peak Width Min Peak Width Max

59Co Passed 58.9517 0.0185 0.673 0.600 0.850

115In Passed 114.9208 0.0169 0.666 0.600 0.850

209Bi Passed 209.0206 0.0402 0.640 0.600 0.850

5/10/2023 2:41:46 PM 1/3
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QTEGRA

Tune Settings
Parameter Value

Additional Gas Flow 1
Additional Gas Flow 2
Additional Gas Flow 3
Angular Deflection
Auxilliary Flow

CCT Bias

CCT Entry Lens

CCT Exit Lens

CCT Focus Lens

CCT1 Flow

CCT1 Shut-Off Valve
CCT2 Flow

CCT2 Shut-Off Valve
Cool Flow

D1Lens

D2 Lens

Deflection Entry Lens
Extraction Lens 1 Negative
Extraction Lens 1 Polarity
Extraction Lens 1 Positive
Extraction Lens 2

Focus Lens

Nebulizer Flow

Peristaltic Pump Speed
Plasma Power

Pole Bias

Quad Entry Lens
Sampling Depth

Spray Chamber Temperature
Torch Horizontal Position
Torch Vertical Position

Virtual CCT Mass Maximum Dac Limit Set
Virtual CCT Mass parameter b

Virtual CCT Mass to Dac Factor

Virtual CCT Mass to Dac Offset

0.00
0.00
0.00
-280.00
0.80
-21.00
-46.00
-40.00
0.90
5.10
1.00
0.00
0.00
14.00
-350.00
-158.00
-35.00
0.00
1.00
0.00
-133.67
-8.00
1.10
40.00
1550.00
-18.00
-30.00
5.00
2.70
-0.80
0.00
4085.00
1.00
60.00
50.00

Vacuum Check
Parameter Result

Analyzer Pressure  Vacuum ok

Interface Pressure

Detector Voltages
Analog Counting

-2287.50  1637.50

5/10/2023 2:41:46 PM
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s QTEGRA

Mass Calibration Peaks
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Anexo 5 | Resultados obtidos pelo software para a curva de calibracao realizada no dia 23 de maio de

2023, com respetivos fatores de correcao e concentracdes corrigidas

Tabela 42 | Andlise de dados obtidos pelo software Qtegra.

Concentracao Fator correcao Concentracao
software (ug U/L) corrigida(ug U/L)

Branco 22,2 1,000 22,2

Padrao 1 26264,4 0,994 26106,1

Padrao 2 51039,4 0,984 50198,0

Padrao 3 96974,9 0,997 96675,9

Padrao 4 193467,4 0,995 192419,3

Padrao 5 489679,1 0,982 481039,7

Padrao 6 1245740,3 0,968 1205578,3
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Anexo 6 | Curvas de calibracdo realizadas ao longo da validacdo do método de determinacéo do uranio
e respetivos valores das incertezas associadas ao declive e a ordenada na origem, bem como 0s

coeficientes de determinac&o obtidos para cada curva.

Tabela 43 | Equacdes das curvas de calibragao obtidas, ao longo do tempo, e respetivos intervalos de confianca da ordenada
na origem e do declive, para 95 % de probabilidade, assim como os respetivos coeficientes de determinacao (Ry).

Data Curvas de calibracao R:

24/01/2023 | (cps) =((257,8 + 8,7)x103).C (ug U/L) + (0,019 + 4,2)x103 0,9999992

25/01/2023 | (cps) =((309,9 + 4,4)x103).C (ug U/L) + (0,032 £ 2,1)x103 0,9999494

14/02/2023 | (cps) =((314,1 +5,5)x103).C (ug U/L) + (0,032 + 2,7)x103 0,9999608

15/02/2023 | (cps) =((317,7 + 8,4)x103).C (ug U/L) + (0,020 + 4,1)x103 0,9999830

14/03/2023 | (cps) =((360,1 + 4,7)x103).C (ug U/L) + (0,033 £ 2,3)x103 0,9999842

22/03/2023 | (cps) =((355,5 + 4,4)x103).C (ug U/L) + (0,022 + 2,1)x103 0,9999184

22/03/2023 | (cps) =((365,5 + 3,3)x103).C (ug U/L) + (0,4 + 1,6)x103 0,9999888

29/03/2023 I (cps) =((370,1 +2,0)x103).C (ug U/L) + (1,3 £ 9,9)x10? 0,9999520

12/04/2023 I (cps) =((329,7 + 3,0)x103).C (ug U/L) + (0,078 £ 1,5)x103 0,9999849

10/05/2023 | (cps) =((299,3 + 6,3)x103).C (ug U/L) + (0,050 + 3,0)x103 0,9999952

23/05/2023 | (cps) =((241,0 + 1,4)x103).C (ug U/L) + (0,2 + 7,0)x102 0,9999972
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Anexos

Tabela 44 | Declives das curvas de calibragao obtidos, ao longo do tempo, utilizados para construcao da carta de controlo

de declives.

Data Declive (cps L pg™)
24/01/2023 257720,9
25/01/2023 309943,0
14/02/2023 314120,4
15/02/2023 317724,6
14/03/2023 360293.2
22/03/2023 355484,5

Tabela 45 | Declives das curvas de calibracao obtidos, ao longo do tempo, utilizados para monitorizagdo da carta de controlo

de declives.

Data Declive (cps L pg™)
22/03/2023 365495,6
29/03/2023 370940,9
12/04/2023 329697,9
10/05/2023 299258,0
23/05/2023 241039,8
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Anexo 8 | Ensaios de recuperacdo em trés matrizes para o estudo da seletividade

Anexos

Tabela 46 | Valores de concentracdo obtidos em amostras reais, através de ensaios de recuperacdo para o estudo da

seletividade.
C.rowen 18 U/L C s e 18 U/ L
0,001 1,966
0,001 1,975
0,000 2,014
0,003 2,005
. 0,001 2,003
Agua de Consumo Humano 0,001 1.995
0,002 1,986
0,002 1,968
0,001 2,025
0,001 1,766
0,035 2,044
0,036 2,045
0,037 2,098
0,020 2,305
Agua Doce Natural 0,020 2,107
Superficial 0,142 2,189
0,032 2,083
0,032 2,040
0,032 2,086
0,022 2,152
0,003 2,040
2,410 4,429
0,413 2,447
0,407 2,485
Agua Doce Natural 0,039 2,088
Subterranea 0,072 2,117
0,008 2,005
0,133 2,123
0,091 2,124
0,034 2,083
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Anexo 9 | Limiares analiticos do método

Tabela 47 | Resultados obtidos na leitura de dez brancos, em condi¢des de precisao intermédia.

Réplica C (ug U/L)
29/03/2023 0,00023
14/04/2023 0,00046
10/05/2023 0,00049
10/05/2023 0,00070
23/05/2023 0,00067
23/05/2023 0,00203
23/05/2023 0,00108
23/05/2023 0,00217
23/05/2023 0,00021
23/05/2023 0,00019
Média 0,00082
Desvio padrao 0,00069

Tabela 48 | Avaliacdo do padrdo de menor concentracdo da curva de calibragdo, em condicdes de precisdo intermédia, de
forma a confirmar o LQ do método de determinacao do uranio em estudo.

Réplica C (ngU/L)
25/01/2023 0,1026
25/01/2023 0,1016
15/02/2023 0,1042
15/02/2023 0,1055
14/03/2023 0,1040
14/03/2023 0,1043
22/03/2023 0,1015
22/03/2023 0,1011
22/03/2023 0,1023
22/03/2023 0,1030
Média 0,1030
Desvio padrao 0,0014
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Anexo 10 | Precisao do método em condicdes de repetibilidade

Tabela 49 | Concentracdes obtidas da avaliacado da precisdo do método, em condicdes de repetibilidade.

Réplica 0,10012 ug U/L 0,6007 ng U/L 5,006 pg U/L
A 0,10154 0,6006 4,945
A 0,09929 0,6087 4,954
A 0,10106 0,6098 4,940
A 0,10232 0,6196 4,995
A 0,10304 0,6106 5,073
A 0,10241 0,6043 5,002

110



Anexo 11 | Precisao do método em condicdes de precisao intermédia

Anexos

Tabela 50 | Concentracdes obtidas da analise de trés niveis de concentracéo, ao longo do tempo, para a determinagéo da
precisao intermédia.

Data 0,10012 pg U/L Data 0,6007 ug U/L Data 5,006 ng U/L
22/03/23 0,10154 29/03/23 0,5889 22/03/23 4916
22/03/23 0,09929 29/03/23 0,5970 22/03/23 4,974
22/03/23 0,10106 29/03/23 0,6091 22/03/23 4,901
22/03/23 0,10232 12/04/23 0,6046 22/03/23 4,889
22/03/23 0,10304 12/04/23 0,6125 22/03/23 4,888
22/03/23 0,10241 12/04/23 0,6192 22/03/23 5,005
22/03/23 0,10025 12/04/23 0,6224 22/03/23 5,016
29/03/23 0,10596 12/04/23 0,6264 29/03/23 4,905
29/03/23 0,10053 10/05/23 0,5952 29/03/23 4,941
29/03/23 0,10306 10/05/23 0,5963 29/03/23 5,026
29/03/23 0,10096 10/05/23 0,5962 29/03/23 4,965
29/03/23 0,10365 10/05/23 0,6064 29/03/23 5,001
12/04/23 0,10374 10/05/23 0,6022 12/04/23 5,009
12/04/23 0,10715 23/05/23 0,6006 12/04/23 4,994
12/04/23 0,10835 23/05/23 0,6087 12/04/23 5,106
12/04/23 0,11020 23/05/23 0,6098 10/05/23 4,945
10/05/23 0,10610 23/05/23 0,6196 10/05/23 4,954
10/05/23 0,10475 23/05/23 0,6106 10/05/23 4,940
10/05/23 0,10678 23/05/23 0,6043 10/05/23 4,995
10/05/23 0,10364 23/05/23 0,5838 10/05/23 5,073
10/05/23 0,10649 10/05/23 5,002
23/05/23 0,10661 23/05/23 4,958
23/05/23 0,10593 23/05/23 5,017
23/05/23 0,10603 23/05/23 5,035
23/05/23 0,10824 23/05/23 5,035
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Tabela 51 | Concentragdes obtidas, para trés niveis de concentracédo, ao longo do tempo, para a construcédo das cartas de

controlo.

Data 0,10012 pg U/L Data 0,6007 ug U/L Data 5,006 ng U/L
25/01/23 0,10264 25/01/23 0,5940 25/01/23 4917
25/01/23 0,10312 25/01/23 0,6068 25/01/23 4,985
25/01/23 0,10163 15/02/23 0,5984 25/01/23 4,859
14/02/23 0,10238 15/02/23 0,6074 14/02/23 5,011
14/02/23 0,10508 14/03/23 0,6048 14/02/23 4,885
14/02/23 0,10553 14/03/23 0,6014 14/02/23 4911
15/02/23 0,10485 14/03/23 0,6165 15/02/23 4,861
15/02/23 0,10190 14/03/23 0,6100 15/02/23 5,008
15/02/23 0,10546 22/03/23 0,5812 15/02/23 5,005
14/03/23 0,10513 22/03/23 0,5819 14/03/23 5,008
14/03/23 0,10403 22/03/23 0,5891 14/03/23 5,018
14/03/23 0,10430 22/03/23 0,5909 14/03/23 5,067
14/03/23 0,10861 22/03/23 0,5878 14/03/23 5,014
14/03/23 0,10559 22/03/23 0,5838 14/03/23 5,003
22/03/23 0,09949 29/03/23 0,5984 22/03/23 4,884
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