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» FUNCIONAMENTO E LOGISTICA DO CURSO:
» Cada aluno - 32 horas de formacdo;
» Obtencdo de certificado - participacdo 24 horas (75%) de formacdo;
» Alunos divididos por quatro turnos - aulas praticas;

» Cada turnos terd um dia livre.

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» PROGRAMA DO CURSO:
» Mddulo 1 - Infroducdo a andlise laboratorial
» Modulo 2 - Técnicas analiticas para andlises de nutrientes em dguas

» Modulo 3 - Técnicas laboratoriais para andlise de contaminantes.

» OBJECTIVO:

» Enquadramento de metodologias analiticas necessdrias para a avaliacdo do
estado ambiental dos ecossisfemas marinhos no dmbito da Diretiva-Quadro
Estratégia Marinha (DQEM).
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Modulo 1

Intfrodug¢do a analise laboratorial

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» BOAS PRATICAS DE TRABALHO DE LABORATORIO:
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» BOAS PRATICAS DE TRABALHO DE LABORATORIO:

Globally Harmonized System
of Classification and Labeling of Chemicals

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» BOAS PRATICAS DE TRABALHO DE LABORATORIO:

Etiquetar frascos com:

Nome do composto: HQS O4
Concentracdo: 3 M
Data: 27/07/20] 5

Validade: 6 meses
Responsavel: H U g O



https://www.youtube.com/watch?v=HvVUtpdK7xw
https://www.youtube.com/watch?v=HvVUtpdK7xw
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» A ANALISE QUIMICA:

» Qualitativa - estudo de métodos para determinacdo de propriedades que indiqguem a

presenca de um analifo duma mistura ou solucdo;

» Quantitativa - estudo de métodos para separacdo e determinacdo da quantidade de

um analito duma mistura ou solugdo.

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» SELECAO DO METODO ANALITICO:

O analito a analisar

Quantidade de amostra disponivel
Concentfracdo do analito

Exatiddo e precisdo do método
Seletividade

Propriedades fisicas e quimicas da amostra
NUmero de amostras a analisar

Facilidade, rapidez e custo da analise




10/08/2015

Técnicas Analiticas de Laboratorio

» OS METODOS ANALITICOS:

— andlise fundamenta-se em determinados tipos de reacdes quimicas:

|

N

o
A
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> OS METODOS ANALITICOS:

Ultra Violet TOSCOpPY

- andlises efetuadas Nuclear Magnetic Reso Spectroscopy

por métodos instrumentais:
Paper Chron.graphy
High Performance Liqu
g : =
Gas Liquid Chromatography
Column Chro.ography
Thin Layer Chromatography
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+ Organic structure determination * Organic structure determination * Quantification of the interaction of * Quantification of metal ions
* MRI and body scanning * Measuring bond strength visible light with a chemical compounds. * Detection of metal in various samples
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Interaction of Light and Matter
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Analise
qualitativa

Analise
quantitativa

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

* Transmitancia :
T=11,

» Absorvancia:
A =-log,, T =log;, Iy/I
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Lei Beer-Bouguer -Lambert

Técnicas Analiticas de Laboratorio

Lei Beer-Bouguer -Lambert 54 /
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Lei Beer-Bouguer -Lambert

=
o

VALIDADE DA LEI

Absorbance

o
(2,1

DESVIO POSITIVO

Concentration
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% Vdrios metodos cromatogrdficos :

Paper Chromatography
Thin Layer Chromatography (TLC)
Liquid Chromatography (LC)
High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
Gas de arraste
» H, N, He, Ar
» Funcdo: fransporte da amostra

lon Chromatography
Gas Chromatography (GC)

» Propriedades: inerte, compativel
com o detetor, puro
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Types of columns

open (capillary)
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Tempo de retencdo:

Qualitative Retention time

< Depois de injetada a amostra, € o tempo Analysis of compound B
necessdrio para um soluto individual

atingir o detetor; o
Retention time
of compound A

v Dependendo do tempo de retencdo, podemos Ingﬁfr::)geprgl)nt

utilizar como analise qualitativa
75 10
Time after injection

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

% Dois modos de quantificar um Quantitative
composto ha amostra: analysis

Peak height
of

% Determinacdo da altura do pico Compound A

tendo em conta a linha de base;

< Determinacdo da drea do pico.
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Modulo 2

Técnicas analiticas para andlises
de agua

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

ate of phytoplankton produc
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» PREPARACAO DE MATERIAL:

» Passar o material por dgua desionizada (condutividade < 0.1mS cm ! - colocar
num recipiente com HCl a 10%, - periodo nunca inferior a 10 h.

» Retirar material e lavar muito bem com dgua desionizada até remover por completo
todo o dcido.

» Colocar o material a secar numa estufa (< 40°C). Depois de

seco, empacotar o material em sacos de pldstico.

Nota: NGo colocar no dcido qualguer material de metal.

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» PREPARACAO DAS AMOSTRAS:

filtfrar amostra com filtro de acetato de celulose 0.45 um ou 0.2 um - seringa

acoplada a suporte de filtros — ou - bomba de vdcuo, a baixa pressdo

guardar amostra de dgua filtrada em frasco de pldstico - polietileno
de alta densidade (HDPE);

Vidro - escorréncia de silicatos do vidro para a dgua; por outro lado, os

fosfatos podem adsorver as paredes de frascos de polietiieno e outros
materiais;

o ideal é analisar a amostra nas primeiras 8 horas apds a recolha, sem adicdo de fixadores ou congelacdo.




10/08/2015

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» EM CASO DE NECESSIDADE DE CONGELAR AS AMOSTRAS:
ndo adicionar fixador e congelarimediatamente a amostra (-20°C);

congelacdo € bom método para preservacdo de amostras destinadas a andlise de

nitratos;

congelacdo ndo serve para preservagcdo de amostras destinadas & andlise de

fosfatos;

descongelagcdo das amostras a temperatura ambiente € melhor para a
dissolucdo dos cristais de silicatos, mas deteriora os fosfatos; pelo contrdrio,

descongelacdo em dgua quente provoca menor deterioragcdo dos fosfatos;

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» AMONIA

Para a quantificacdo da concentracdo de aménia (NH4+ e NH3 ) nas amostras de dgua é usado o método de Koroleff,
descrito em Grasshoff et al., 1983.

A reacdo demora cerca de 6 horas até se completar e

aincubacgdo é feita a temperatura ambiente, no escuro.

Na, [Fe (CN)sNO]
OO

NaOH

Indofenol
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» NITRITOS

O método para a determinacdo dos nitritos encontra-se descrito em
Grasshoff et al. (1983).

NH.

IS

» so, N PN ol
- c (1) -

‘( R % azo dye
SO,NH,

\'|/ -

SO,NH, SONH, | vermelho-violeta
& (A= 540 nm)
(N-(1-naftil)-etilenodiamina

composto

diazotado composto
diazotado

-+ + -
CI" NH,—(CH,),—NH,CI

Nitrito sulfanilamida

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» NITRATOS

« Este baseia-se na reducdo de nitratos a nitritos e subsequente determinacdo dos nitritos formados (Jones 1984).

% Areducdo é desencadeada com cddmio “esponjoso”, na presenca de uma solugdo tampdo de cloreto de amanio.

A reducdo depende:
Metal;
pH;
atividade da superficie metdlica.
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» NITRATOS

Técnicas Analiticas de Laboratorio

Modulo 3

Técnicas laboratoriais para
andlise de contaminantes
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» Poluicao Ambiental

Contaminante: qualquer substéncia que ocorra no meio ambiente em niveis mais elevados que

os normais (naturais), entretanto sem ainda causar algum efeito danoso aos recursos ambientais.

Poluente: qualquer substéncia que ocorra no
meio ambiente em niveis mais elevados do que
os normais (naturais), a ponto de afetar de
forma indesejdvel/danosa a qualidade e a

utilidade de um ou mais recursos ambientais.

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» Exemplos de Poluentes

Aldrin/Dieldrin
Benzo(a)pyrene
Cadmium

Chlordane

DDT, DDD, DDE

Dicofol

Dioxins (TCDD) & Furans

Endrin

Endosulfan
Hexachlorobenzene
Heptachlor
alkyl-lead

Lindane

Pendimethalin

Pentabromo diphenyl ether
Pentachloronitrobenzene
Polybrominated Hydrocarbons
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS)
Tin (organotins)

Toxaphene

Trifluralin

Mercury

Methoxychlor

Mirex

Octachlorostyrene

Polychlorinated biophenyl’s (PCBs)
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» CONCENTRACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

% A determinagdo de poluentes organicos em agua consiste
essencialmente de trés passos: colheita, preparagdo e analise da Pl o

It they do not i th
amostra. thay donat 1 Ihoy

< Além da extracgdo é frequentemente necessario um processo de
limpeza, dado que alguns interferentes sao coextractados com os
analitos de interesse.

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» CONCENTRACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Functional group region Fingerprint region

T
3000 2500 2000 100 1000 oo
Wavenumbers / em™!

19
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» ESPECTROMETRO FTIR OBTEM UM ESPECTRO NO INFRAVERMELHO POR:

Interferogram

Detected intensity

for a monocromatic signal: I (p)~[1+cos(2m p¥)]
»

. . " path difference
Fourier transformation ’
Detected intensity
the modulated part for a polychromatic signal:
/
|

I[p}=J.B£v]cns(2ﬂpdev

" spectrum

4[]1[‘]’ transformation

B(9}=Il{p]cns(2n pv)dp

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» CONCENTRACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

A = ¢gbc

20
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» CONCENTRACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

oY 4 Symmetrical Antisymmetrical .
“ Espectro representa os niveis de energia A . Scissoring
stretching stretching

quantificada associados com as vibracoes

dos dtomos no interior da molécula.

% Aumento da amplitude da vibracdo
molecular corresponde a diminuicdo do

feixe, consequentemente, da intensidade.

Técnicas Analiticas de Laboratorio

» CONCENTRACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Normalmente, espectro IR de solugoes contendo
hidrocarbonetos apresentam bandas caracteristicas:

v Ligacoes C-H : 2853 cm-—1

Absorbance

v Ligacoes C-H de CH2: 2926 cm—1

v Ligacoes C-H de CH3: 2962 cm-—1

L = K — 1 - —
v Ligacoes C-H de aromdticos: 3040 cm-—1 3200 5100 3000 2900 2800 2700 2600
Wavenumberfcm™
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» TEOR DE METAIS 48

Céadmio
% A determinagdo de metais em agua e sedimentos consiste 112,414
essencialmente de trés passos: colheita, preparacdo e

analise da amostra.

Manganés
54,938044

Hg
Mercdrio
200,59

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» TEOR DE METAIS

» Meétodos de espectroscopia na zona do
visivel, violeta e infravermelho sdo muito / |
utilizada em espécies moleculares; = : } Vibeatlonal

levels

Flu_uru_mccncc
. o i . , R cmission

A espectroscopia de absorcdo atémica é ==} Rowtional
muito utilizada na determinacdo de catides i el

metdlicos; Absorption

Ground level:
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» TEOR DE METAIS

Espectroscopia de

absor¢cao atomica

Téchnicas Analiticas de Laboratorio

» TEOR DE METAIS

Espectroscopia de absor¢do atomica - Chama

% A amostra é atomizada na chama, através da qual passa
radiagdo com comprimento de onda adequado a cada

elemento a andalisar (fonte - ldmpada de cdtodo oco).

% A quanfidade de radiacdo absorvida é uma medida
quantitativa da concentragcdo do elemento a ser

analisado..

10/08/2015
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» TEOR DE METAIS

Espectroscopia de absor¢do atomica - Chama

» Concentracdo de um elemento presente na amostra é
valido pela Lei de Beer:

A =KkIC

Onde A = absorbdncia, C = concentracdo, | = espaco
otico da chama, k = coeficiente Unico to cada
elemento

Técnicas Analiticas
de Laboratorio

CURSOS DE FORMACAO
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Lavagem do Material

Todo o material usado para as analises de nutrientes passa pelos seguintes passos de lavagem:

e Limpar com alcool as marcagdes ou retirar fitas autocolantes que estejam a etiquetar o
material.

e Colocar o material de molho em detergente ausente de fosfatos ou aménia.

e Passar 0 material por agua destilada (preferencialmente) e colocar num recipiente com
HCL a 10%, durante um periodo nunca inferior a 10 h.

e Retirar material do &cido e lavar muito bem com agua destilada até remover por completo
todo o &cido (usar tiras de pH).

e POor o material a secar.

e Empacotar o material em sacos de plastico.

Nota:

N&o colocar no acido qualquer material de metal.



Preparacdo das amostras de agua para analise de nutrientes

v' todo o material a usar dever ser descontaminado com é&cido;

v" filtrar amostra de agua por filtro de acetato de celulose 0.45 pm ou 0.2 um, com seringa
acoplada a suporte de filtros;

- a filtragdo pode ser feita através de bomba de vacuo, a baixa presséo

v guardar amostra de agua filtrada em frasco de plastico; melhor é polietileno de alta
densidade (HDPE);

v" néo se deve guardar a amostra de agua em vidro, devido a escorréncia de silicatos do vidro
para a agua; por outro lado, os fosfatos podem adsorver as paredes de frascos de
polietileno e outros materiais;

v" adicionar o fixador (cloreto de mercurio) ou congelar;

v" 0 ideal é analisar a amostra nas primeiras 8 horas apés a recolha, sem adi¢ao de fixadores
ou congelagéo.

Congelacéo

v" néo adicionar fixador e congelar imediatamente a amostra (-20°C);

v congelacdo € bom método para preservacdo de amostras destinadas a analise de nitratos;

v congelacdo pode ser usada para preservar amostras para analise de silicatos, se a sua
concentragédo for inferior a 30-40 uM; a amostra tem que descongelar bem (mais de 24
horas) para dissolver a totalidade dos cristais de Si que se formam; concentragdo de Si
diminui com o tempo de congelacgéo;

v’ congelacdo ndo serve para preservacao de amostras destinadas a analise de fosfatos;

v' descongelacdo das amostras a temperatura ambiente é melhor para a dissolucdo dos
cristais de silicatos, mas deteriora os fosfatos; pelo contrario, descongelacdo em agua
quente provoca menor deterioracdo dos fosfatos;

v’ amostras ricas em calcio ndo devem ser congeladas para evitar a precipitagdo do fosfato.



Amonia

Para a quantificagdo da concentragdo de amdnia (NH4" e NH3) nas amostras de
agua € usado o método de Koroleff (in Grasshoff et al., 1983). O presente método
baseia-se no facto da amédnia, em solu¢bes moderadamente alcalinas, reagir com o
hipoclorito formando o composto monocloramina. Este, por sua vez, na presenga de
um catalisador (nitroprussiato), fenol e hipoclorito em excesso, d&a origem a um
complexo de cor azul intensa (indofenol). A reac¢do demora cerca de 6 horas até se
completar e a incubacdo é feita a temperatura ambiente, no escuro.

A formacao de monocloramina requer um pH entre 8 - 11.5. A um pH superior
a 9.6 pode ocorrer precipitacdo dos ides Mg e do Ca, sendo usado citrato para os
manter em solucao.

Quando ndo € adicionado citrato existe a precipitacdo de hidréxido de
magnésio presente na agua salgada. Este absorve a matéria particulada e os &cidos
hdmicos, eliminando possiveis interferéncias destes ultimos, tornando-se este método
conveniente na andlise de aguas salobras (Grasshoff et al., 1983). Quando as amostras
apresentavam uma salinidade inferior a 5 adiciona-se uma solucdo de magnésio, de
modo a haver um excesso de i6es Mg e um pH constante 10. O precipitado formado
deposita-se rapidamente no fundo do tubo, ficando um sobrenadante opticamente
limpido, cuja absorvéancia é lida por espectrofotometria no comprimento de onda de
630 nm.

E necessario um total de 15 ml para fazer a analise em triplicado. Esta devera
de ser filtrada (0.2 um ou 0.45 um) e armazenada no congelador ou imediatamente

processada.



Referéncia
Koroleff, 1983. Determination of ammonia. In: Grasshoff, K., Ehrhardt, M. & Kremling, K.
(Ed.s). Methods of Seawater Analysis. 2" ed.. Verlag Chemie, Weinheim.

Amostra
E necessario um total de 1.5 ml para fazer a anélise em triplicado. Esta devera de ser filtrada

(0.2 ou 0.45 um) e armazenada no congelador, ou imediatamente processada.

Reagentes

Reagente de Magnésio

e Dissolver 45 g de Cloreto de Sédio (NaCl) e 20 g de Sulfato de Magnésio hepta-hidratado
(MgS0O,4.7H,0) em 200 ml de agua destilada (AD).

e Adicionar umas gotas de NaOH a 1M até comegcar a formar um precipitado.

e Adicionar um bocado de vidro e p6r a solucdo a ferver (para eliminar a amonia) até termos uma
guantidade inferior a 200 ml.

o Deixar a solucdo arrefecer e perfazer os 200 ml com AD.

E armazenado num frasco de vidro ou plastico & temperatura ambiente no escuro.

Reagente de Fenol e Nitroprussiato

e Dissolver 3.8 g de Fenol (C¢HsOH) em 100 ml de AD. Pesar o reagente no recipiente onde se vai
fazer a solucdo e depois adicionar a AD.

e Dissolver 0.04 g de Nitroprussiato (Na,Fe(CN)sNO.2H,0) na solugdo anterior.

Este reagente deve de ser feito com cuidado visto que o fenol é muito toxico. E armazenado num

frasco de vidro escuro no frigorifico. Estavel durante meses.

Reagente de Hipoclorito
e Diluir 0.25 g de Trione (correspondente a 750 mg de CI") em 100 ml de NaOH a 0.5 N

E armazenado num frasco de vidro escuro no frigorifico. Estavel durante algumas semanas.



Reagentes Comuns

NaOH a 1N - Dissolver 40 g de NaOH num litro de AD.
NaOH a 0.5 N - Dissolver 20 g de NaOH num litro de AD.
H,SO, 1 N- Diluir 28 ml de H,SO,4num litro de AD.

Solucédo Standard Primario (100 mM)

e Secar durante a noite Cloreto de Amonia (NH,CI) a 50 °C (até peso constante).
o Dissolver 0.5349 g do reagente anterior em 100 ml de AD.

e Preservar adicionando umas gotas de cloroférmio.

E armazenado num frasco de vidro no frigorifico sendo estavel durante alguns meses.
Solugéo Standard Secundario (250 uM)

e Diluir 250 ul de solucdo Standard Primario em AD e ajustar até aos 100 ml.

e Este reagente é feito sempre de fresco.

Procedimento

e Solucdes padréao

A recta padrdo deve de ser feita sempre que sdo processadas as amostras. As concentragdes dever-se-

do ajustar a concentracao de nutrientes nas nossas amostras.

Para um volume total de 1 ml:

PADROES P2so um (uL) H,O (uL)
0 uM 0 1000
5uM 20 980
10 puM 40 960
20 uM 80 920
30 uM 120 880

e Amostras

1. Saber qual a salinidade das amostras.

2. Colocar 1 ml ou fazer diluicdo (ver tabela abaixo) de amostra em cada tubo, em triplicado.



Diluicbes (amostras):

DIL H,O (uL) Amostra (uL)
2X 500 500
4X 750 250
5X 800 200
10X 900 100

Se a salinidade for inferior a 5, adicionar 30 ul do Reagente de Magnésio e agitar no

vortex.

Determinacdo da amonia (para padrdes e amostras)

. Adicional 50 pul do reagente Fenol/Nitroprussiato (REAG 1), agitar no vortex.

. Adicionar imediatamente 50 pl do reagente Hipoclorito (REAG 2), agitar no vortex e
fechar os eppendorfs.

Incubar a temperatura ambiente no escuro durante um periodo de 6 - 30h.

. Apbs a incubacdo centrifugar as amostras, se necessario (pode haver formacdo de
precipitado; pipetar s6 o sobrenadante para as cuvettes).

. As amostras sao lidas ao espectrofotdmetro a A = 630 nm. Retiramos a amostra com uma

pipeta para evitar a ressuspensdo do precipitado.

Célculos

NH,” +NH,=Dx @, - A, _

em que, NH," + NH;- concentragdo de amonia e ido aménio, na 4gua (uM),

D - declive da recta padréo,
A, - valor de absorvancia obtido para a amostra,
A, - valor de absorvancia obtido para a solu¢do sem amonia,



Nitratos

A concentragdo de nitratos nas amostras é determinada a partir do método
descrito por Jones (1984) e adaptado por Joye & Chambers (1993). Este baseia-se na
reducdo de nitratos a nitritos e subsequente determinacdo dos nitritos formados, sem
recurso a uma coluna de cadmio. A reducéo é desencadeada agitando as amostras com
uma quantidade apropriada de cadmio esponjoso, na presenca de uma solucdo tampéo
de cloreto de amdnia. As vantagem deste método, em relagdo a coluna de caddmio,
prendem-se com a diminuic¢do do tempo de execuc¢do e do volume da amostra (5 ml).
Problemas com a deterioracdo progressiva das colunas de cadmio na capacidade de
reducdo, sdo também ultrapassados.

Ap6s a reducdo de nitratos a nitritos, segue-se a metodologia usada para a

determinacdo dos nitritos.

E necessario um total de 15 ml para fazer a analise em triplicado. Esta devera
de ser filtrada (0.2 um ou 0.45 pum) e armazenada no congelador ou imediatamente

processada.



Referéncias

Jones, M. N. (1984). Nitrate reduction by shaking with cadmium: alternative to cadmium
columns. Water Research 18: 643-646.

Joye, S. B. & Chambers, R. M. (1993). Nitrogen exchange between microvegetated intertidal
sediments and the overlying water column. Estuarine Research Federation Annual Meeting.
Hilton Head, Sc., Published Abstract. 58.

Amostra
E necessario um total de 1.5 ml para fazer a analise em triplicado. Esta devera de ser filtrada

(0.2 ou 0.45 um) e armazenada no congelador ou imediatamente processada.

Reagentes

Reagente Colorido

e Diluir 50 ml de Acido Fosforico concentrado (HsPO,4, 80%) em 400 ml de AD (primeiro a agua
depois o0 &cido).

e Adicionar a solucdo anterior 5 g de Sulfanilamida (4-NH,C¢H;SO,NH,) e dissolver.

e Adicionar a solucéo anterior 0.5 g de NNED (N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride) e
dissolver.

e Perfazer 500 ml com AD

Solucédo Tampéo de Cloreto de Améniaa 0.7 M

e Dissolver 37.4 g de NH,Cl em aproximadamente 800 ml de AD.

e Adicionar aproximadamente 40 ml de NaOH a 1 N até termos um pH de 8.5.
e Perfazer 1 litro com AD.

Armazenado num frasco de plastico & temperatura ambiente.

Solucéo de Sulfato de Cadmio
e Dissolver 200 g de CdSO, ou 3CdSO,.8H,0 e perfazer num litro de AD.

Armazenado num frasco de vidro a temperatura ambiente.



Soluc&o Acido Cloridrico a 6 N

Diluir 492 ml de HCI concentrado (37%) num litro de AD.

Armazenado num frasco de vidro a temperatura ambiente.

Solucédo Standard Primario (100 mM)

Secar KNO;z; por varias horas a 60°C.

Dissolver 1.011 g do reagente anterior em 100 ml de AD.

Armazenado num frasco de vidro no frigorifico.

Solucgdo Standard Secundario (250 puM)

Diluir 250 ul de solu¢do Standard Primario em AD e ajustar até aos 100 ml.

Este reagente é feito sempre de fresco.

Céadmio Esponjoso

Encher aproximadamente 6 tubos de ensaio largos (2-3 cm de didmetro) com solugdo Sulfato de
Céadmio.

Mergulhar uma barra de zinco em cada um dos tubos anteriores e deixar incubar aproximadamente
8 h (pode ficar de um dia para o outro).

Apos a incubacdo, remove-se 0 cadmio que se formou a superficie das barras com a ajuda de duas
pingas e colocar num frasco de vidro.

As barras de zinco sdo depois lavadas com HCI 6N e AD e secas antes de se guardar.

Adicionar umas gotas de HCI 6N a solucdo de Sulfato de Cadmio que estd no frasco onde
colocamos o cadmio esponjoso e remover a solugéo.

Cobrir o cadmio com uma solugdo de HCl a 6 N e agitar aproximadamente 3 minutos.

Retirar 0 HCI e lavar vérias vezes com AD até termos um pH de aproximadamente 5 (verificar

com as tiras de pH).

Nota: O cadmio depois de usado pode ser novamente activado com HCI e posteriormente usado.

Procedimento

Colocar em todos os eppendorf (incluindo o dos padrdes) 200 pl de solucéo de Cloreto de

Amonia.
Adicionar a cada tubo uma quantidade de cadmio esponjoso de 0.10-0.20 g (ideal sera
~0.15 g).



e Solugdes padrao

A recta padrdo deve de ser feita sempre que sdo processadas as amostras. As concentragoes

dever-se-ao ajustar a concentracdo de nutrientes nas nossas amostras.

Para um volume total de 1 ml:

PADROES Paso ym NO3™ (uL) H,O (uL)
0 uM NO3 0 1000
10 uM NO3 40 960
20 uM NO3° 80 920
40 uM NO3’ 160 840
80 uM NO3° 320 680
PADROES Paso um NO2™ (pL) H,O (uL)
40 uM NO, 160 840

e Amostras

Colocar 1 ml ou fazer diluicdo (ver tabela abaixo) de amostra em cada tubo, em triplicado.

Diluicdes (amostras):

DIL H,0 (uL) Amostra (uL)
2X 500 500

4X 750 250

5X 800 200

10X 900 100

e Determinacao dos nitratos (para padrbes e amostras)

1. Incubar durante 1:30 h a temperatura ambiente em agitacdo constante (100-200 rpm).
2. Apos a reducéo, retira-se 1 ml da amostra para um tubo de centrifuga.

3. Adiciona-se 50 pl do reagente colorido dos nitritos. Agitar no vortex.



4. Apo6s 10-30 minutos de incubagdo as amostras sdo lidas ao espectrofotometro a A =

540 nm.

Calculos

NO, = @©x @, - A xC =NO,

em que, NOj3'- concentracdo de nitratos dissolvidos na agua (uM),
D - declive da recta padréo,
A, - valor de absorvancia obtido para a amostra,
Ay - valor de absorvéancia obtido para a solugdo sem nitratos,
NO; - concentragdo de nitritos na solucéo,
C - 1,2 factor de diluicdo do reagente cloreto de amonia.



Nitritos

O método para a determinacdo dos nitritos encontra-se descrito em Grasshoff et
al. (1983). Este método baseia-se na reaccdo do nitrito com uma amina aromatica
(sulfanilamida) dando origem a um composto diazotado que, por sua vez, se liga a
uma segunda amina aromatica (N-(1-naftil)-etilenodiamina) formando um complexo
cor-de-rosa cuja intensidade € proporcional a quantidade de nitrito na solucéo.

No caso deste nutriente, verificou-se que a presencga de &cidos humicos na agua
estuarina do rio Douro causava interferéncia na sua detec¢do. Deste modo, com o
objectivo de eliminar o seu efeito, as amostras sdo tratadas com uma solucdo de
hidréxido de aluminio (American Public Health Association, 1971).

Apbds o processamento das amostras, a sua densidade Optica é medida por

espectrofotometria no comprimento de onda de 540 nm.

E necessario um total de 15 ml para fazer a analise em triplicado. Esta devera
de ser filtrada (0.2 um ou 0.45 um) e armazenada no congelador ou imediatamente

processada.



Referéncia
Grasshoff, 1983. Determination of ammonia. In: Grasshoff, K., Ehrhardt, M. & Kremling, K.
(Ed.s). Methods of Seawater Analysis. 2" ed.. Verlag Chemie, Weinheim.

Amostra
E necessario um total de 1.5 ml para fazer a andlise em triplicado. Esta devera de ser filtrada

(0.2 ou 0.45 um) e armazenada no congelador ou imediatamente processada.

Reagentes

Reagente Colorido

e Diluir 25 ml de Acido Fosforico concentrado (HsPO,, 85%) em 200 ml de AD (primeiro a agua
depois o &cido).

e Adicionar a solugao anterior 2.5 g de Sulfanilamida (4-NH,C¢H,SO,NH,) e dissolver.

e Adicionar a solucgdo anterior 0.25 g de NNED (N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride) e
dissolver.

e Perfazer 250 ml com AD

Armazenado num frasco de vidro escuro no frigorifico.

Solucgdo Standard Primario (50 mM)

e Secar Nitrito de Sédio (NaNO,) aproximadamente 1 h a 100 °C.

e Dissolver 0.345 g em 100 ml de AD.

e Adicionar algumas gotas de cloroférmio para conservar o reagente (1 ml por cada litro de
solucéo).

Armazenado num frasco de vidro escuro no frigorifico.

Solugéo Standard Secundario (10 uM)
e Diluir 20 ul de reagente Standard Primario em AD e perfazer até aos 100 ml.

e Este reagente é feito sempre de fresco.

Solucéo Standard Secundario (250 uM) para os nitratos
e Diluir 125 ul de reagente Standard Primario em AD e perfazer até aos 25 ml.

e Este reagente é feito sempre de fresco.



Procedimento

e Solucdes padréao

A recta padréo deve de ser feita sempre que sdo processadas as amostras. As concentragdes

dever-se-a0 ajustar a concentracao de nutrientes nas nossas amostras.

Para um volume total de 1 ml:

PADROES P10 um (uL) H,O (uL)
0 puM 0 1000
0.5 uM 50 950
1uM 100 900
2 uM 200 800
4 uM 400 600
6 uM 600 400

e Amostras

Colocar 1 ml ou fazer diluicéo (ver tabela abaixo) de amostra em cada tubo, em triplicado.

Diluicoes (amostras):

DIL H,O (uL) Amostra (uL)
2X 500 500
4X 750 250
5X 800 200
10X 900 100

e Determinacao dos nitritos (para padrbes e amostras)

1. Adicionar 50 pul de reagente colorido, agitar no vortex.



2. Apoés 10-30 minutos de incubacdo as amostras sao lidas ao espectrofotdmetro a & = 540

nm.
Célculos
NO, =Dx €, - A, _
em que, NO; - concentragdo de ortofosfatos dissolvidos na agua em (uM),

D - declive da recta padréo,
A, - valor de absorvancia obtido para a amostra,

Ay - valor de absorvéncia obtido para a solugdo sem nitritos.



Fosfatos

Referéncia
Koroleff, 1983. Determination of phosphorus. In: Grasshoff, K., Ehrhardt, M. &
Kremling, K. (Ed.s). Methods of Seawater Analysis. 2" ed.. Verlag Chemie,

Weinheim.

Amostra
E necessario um total de 1.5 ml para fazer a anélise em triplicado. Esta devera de ser

filtrada (0.2 ou 0.45 um) e armazenada no congelador, ou imediatamente processada.

Reagentes

Acido Sulfarico a 4.5 M

e Adicionar, lentamente e em constante agitacdo 250 ml de acido sulfurico (H,SOy)
concentrado a 750 ml de AD (volume total = 1L).

e Deixar arrefecer a solucéo e perfazer um litro.

Este reagente deve de ser feito numa bacia de agua fria para que o baldo volumétrico ndo

aqueca muito.

Armazenado num frasco de plastico a temperatura ambiente.

Acido Ascérbico

e Dissolver 10 g de &cido ascorbico (CsHgOs) em 50 ml de H,0.

e Diluir a solucgdo anterior em 50 ml de &cido sulfarico (H,SO,) 4.5 M.

Armazenado em pequenas quantidades no congelador em frascos de pléstico. Descongelar

com um dia de antecedéncia.

Reagente Misto

e Dissolver 12.5 g de Heptamolybdato de Amdnia tetra-hidratado ((NH;)sM0;0,,4.4H,0)
em 125 ml de AD.

e Dissolver 0.5 g de Potassium Antimony Tartrate (K(SbO)C4H;06¢), com ou sem %2 H,0,
em 20 ml de AD.



e Adicionar a solucdo de molibdato (primeira solugdo) a 350 ml de H,SO,4 4.5 M, agitando
cuidadosamente (nunca fazer o contrério, ou seja, adicionar o H,SO, a solucdo de
molibdato).

e Juntar a segunda solugédo (Potassium Antimony Tartrate) a solugdo anterior.

~125 mL solug¢do antimonil + 350 mL H,SO,4 4,5 M + 20 mL solu¢do antimonil

Armazenado em frasco de vidro no escuro

Solugéo Standard Primario (5 mM)

e Secar durante toda a noite KH,PQO, (potassium phosphate monobasic) a 110 °C.

e Dissolver 0.068 g em 100 ml de AD.

e Adicionar algumas gotas de cloroférmio para conservar o reagente (1 ml por cada litro de
solucéo).

Armazenado num frasco de vidro no frigorifico.
Solugéo Standard Secundario (25 uM)

e Diluir 0.5 ml de reagente Standard Primario em 99.5 ml de AD.

e Este reagente é feito sempre de fresco.

Procedimento

e Solucdes padréao

A recta padrdo deve de ser feita sempre que sdo processadas as amostras. As

concentracdes dever-se-do ajustar a concentracdo de nutrientes nas nossas amostras.

Para um volume total de 1 ml:

PADROES Pos um (uL) H,O (uL)
0 uM 0 1000
1uM 40 960
2 uM 80 920
3uM 120 880
5uM 200 800




e Amostras

Colocar 1 ml ou fazer diluicdo (ver tabela abaixo) de amostra em cada tubo, em

triplicado.

Diluicbes (amostras):

DIL H,O (pL) Amostra (uL)
2X 500 500
4X 750 250
5X 800 200
10X 900 100

e Determinacao dos fosfatos (para padrdes e amostras)

Adicionar a cada tubo 25 pl de solucio de Acido Ascorbico.

Agitar no vortex.

Adicionar imediatamente 25 ul de reagente misto a cada um dos tubos.
Agitar no vortex.

o~ L0 np e

Por as amostras a incubar durante 20° (10 - 30 minutos) a temperatura ambiente

No escuro.

6. Ler as amostras ao espectrofotometro a A = 880 nm.

Célculos

PO,> =Dx @, - A

em que, PO,* - concentragéo de ortofosfatos dissolvidos na 4gua em (uM),
D - declive da recta padrdo,
A, - valor de absorvéancia obtido para a amostra,
Ay - valor de absorvéancia obtido para a solugdo sem fosfatos.



Silica

Para a determinacdo da silica dissolvida na &gua (Si(OH),) é usado o método
desenvolvido por Koroleff (in Grasshoff et al., 1983). Este método baseia-se na
formacdo do &cido silicomolibdico, de cor amarela, quando uma amostra de agua é
tratada com uma solucdo de molibdato de amonia. Visto a cor amarela desenvolvida
ser pouco intensa, este composto deve ser reduzido, adicionando-se &cido ascorbico a
solucdo, dando origem a uma cor azul forte. A adicdo de &cido oxalico imediatamente
antes da solucdo redutora previne a reducdo de molibdato que esteja em excesso na
solucdo, assim como elimina a interferéncia de fosfatos presentes na amostra. Apos
aproximadamente 30 minutos de incubacgdo, é formado um composto de cor azul,
sendo este estavel durante seis horas.

A densidade Optica das amostras é determinada por espectrofotometria a 810 nm.

E necessario um total de 15 ml de amostra para fazer a anélise em triplicado.
Esta devera de ser filtrada (0.2 um ou 0.45 um) e armazenada no congelador ou

imediatamente processada.

As amostras usadas na determinacdo da silica nunca podem estar em contacto
com vidro evitando-se, deste modo, possiveis contaminagdes (Grasshoff in Grasshoff
et al., 1983). Quando a amostra é congelada a andlise é realizada cerca de uma
semana apoOs o inicio do processo de descongelacdo das amostras, ocorrido no
frigorifico. Durante o processo de congelagdo a silica polimeriza ndo ficando
dissolvida na solucdo (Kobayashi, 1967), impossibilitando deste modo a sua detec¢do
com o método anteriormente descrito. O tempo de aproximadamente uma semana €
suficiente para se dar novamente a despolimerizacéo da silica e, deste modo, voltar a

estar dissolvida na solugéo.



Reagentes

Acido Sulfurico a4.5M

e Adicionar, lentamente e em constante agitacdo 250 ml de H,SO,4 concentrado a
750 ml de AD.

e Deixar arrefecer a solugéo e prefazer um litro.

Este reagente deve de ser feito numa bacia de agua fria para que o baldo volumetrico

ndo aqueca muito.

Armazenado num frasco de plastico a temperatura ambiente.

Solucéo acidica de Molibdato
e Medir 300 ml de H,SO4 a 4.5 M e colocar numa garrafa de plastico.
e Dissolver 38 g de Molibdato de Amdnia ((NH4)sM070,4.4H,0) em 300 ml de AD.

e Adicionar a segunda solugdo a primeira (hunca o contrario).

Armazenar em frasco de plastico no escuro e a temperatura ambiente.

Solucdo de Acido Oxalico Saturado

e Dissolver 80 g de (COOH),2H,0 em 800 ml de AD.

O reagente ndo se vai dissolver completamente, logo fica sempre um precipitado no
fundo da garrafa.

Armazenar em frasco de plastico a temperatura ambiente.

Acido Ascorbico

e Dissolver 2.8de CgHgOg em 100 de AD.
e Misturar até estar completamente dissolvido.
Armazenado em pequenas quantidades no congelador em frascos de plastico.

Descongelar com um dia de antecedéncia.



Solucéo Standard Primario (10 mM)

e Secar durante toda a noite hexaFluoroSilicato de Sédio (Na,SiFg) a 105 °C.

e Dissolver 0.9403 g em 100 ml de AD. Aquecer um pouco se necessario.

e Transferir para um baldo volumétrico de 500 ml e perfazer o volume com &gua
destilada.

Armazenado num frasco de plastico a temperatura ambiente ou frigorifico.

Solucéo Standard Secundario (ImM = 1000 uM)
e Diluir 10 ml de reagente Standard Primario em 90 ml de AD.

e Este reagente é feito sempre de fresco.

Procedimento

e Solucdes padréao

A recta padrdo deve de ser feita sempre que sdo processadas as amostras. As

concentracdes dever-se-d0 ajustar a concentracdo de nutrientes nas nossas amostras.

Para um volume total de 1 ml:

PADROES Pimm (1L) H20 (uL)
5o 0 1000
5 z 995

10 10 990

Y 20 980

40 M 40 960

60 M 60 940

50 al 50 920

100 oM 100 900

Recta Padrao Y= 222307);5617004
20
80 =
70
60 —
5% —
20 /
10 —
04— ; ' '
0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
Abs




e Amostras

Colocar 1 ml ou fazer diluicdo (ver tabela abaixo) de amostra em cada tubo, em
triplicado.

Diluicbes (amostras):

DIL H,O (pL) Amostra (uL)
2X 500 500
4X 750 250
5X 800 200
10X 900 100

e Determinacao dos silicatos (para padrdes e amostras)

1. Adicionar 50 ul de Acido Molibdato, agitar no vortex.

2. Incubar durante 20’ no escuro € a temperatura ambiente.

3. Adicionar 50 pl de Acido Oxalico, agitar no vortex.

4. Adicionar imediatamente 40 ul de Acido Ascorbico, agitar no vortex.

5. Incubar durante 3 horas (nunca mais do que 6 horas) no escuro e a
temperatura ambiente.

6. Ler ao espectrofotdbmetro a A = 810 nm.

Nota : E necessario ser-se preciso nos tempos de incubacdo. O Acido Molibdato é
adicionado mais lentamente para ap6s 20’ se adicionar os dois reagentes N0 MesmMo
periodo de tempo.

A concentracdo de silica presente na amostra de agua foi calculada usando a seguinte

equacéo:
Si:Dxﬂa—Ab:xDileS

em que,
Si - concentracgdo de silica dissolvidos na &gua em (uM),
D - declive da recta padrao,
A, - valor de absorvancia obtido para a amostra,
Ay, - valor de absorvéancia obtido para a solugdo sem silica,



Dil - factor de diluicéo,
FS - factor de salinidade segundo Koroleff (in Grasshoff et al., 1983).
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Quantificacao de Hidrocarbonetos Totais

(TPH)

Laboratério ECOBIOTEC

CIIMAR - Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental




Pré-tratamento da Amostra
a) Secar a temperatura ambiente até peso constante
b) Desagregar no almofariz

c) Peneirar amostra com peneiro de 2mm

Pré-tratamento da Silica

a) secar durante 5 horas a 180°C, e deixar arrefecer durante a noite (excicador).

b) Depois hidratar a 2% da sua massa.

Preparar duplicado de amostras em frasquinhos rolhados (VIAL) de 18 e
22 mi

a) Adicionar 1 g de Na2SO4 (Sulfato de Sédio Anidro)
b) Adicionar 1g de amostra (sedimento)
c) Adicionar 10 ml de Tetracloroetileno (PERC)

d) Preparar “Branco”, so adicionar 1 g de NaSO4 e 10 ml de Tetracloroetileno

Utilizacdo de Ultra-sons, 0° C durante 30 minutos
a) Adicionar 4gua da torneira até ao limite de submergir os vials

b) Colocar uma “garra ou plataforma” para os fraquinhos nédo se dispersarem no ultra-
sons

c) Durante os 30 minutos verificar se as tampas estdo bem fechadas. ..
d) Depois do ultra-sons, esperar 10 minutos a temperatura ambiente antes da
centrifuga...
Preparacédo da Silica

a) Em novos frasquinhos, duplicado de cada amostra, adicionar 0,3 g de Silica tratada.

Preparacao de filtro de 1 ml (filtro mecéanico)
a) Preparar filtro

b) Pesar > 0,15 g de L4 de vidro




Centrifugar as Amostras (depois dos Ultra-sons)
a) Colocar os frasquinhos a centrifugar a 1500 rpm durante 2 minutos.
b) Decantar o elutriado para os frasquinhos (etiquetar as tampas) com a Silica.

c) Colocar no agitador a temperatura ambiente durante 10 m.

Filtrar

a) Preparar o filtro, ¢ decantar o elutriado, passando pelo “filtro mecanico”, para outro
vial, utilizando as mesmas tampas etiquetadas.

QUANTIFICACAO POR ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Stock 1 e Stock 2

a) Preparar o Stock 1 num baldo de 5 ml

a. Adicionar 100ul de hexadecano (exsicador) e 100ul de Isooctano ou
Trimetilpentano (Hotte) e perfazer com PERC.

b) Preparar o Stock 2 num baldo de 5 ml

a. Adicionar 100pul do Stock 1 e perfazer com PERC.

Padrdes de calibracao a partir do stock 2
a) Preparar padrdes em baldo de 15ml
a. P1 — volume padrao: 50l
b. P3 — volume padrao: 150ul
c. P4 — volume padrio: 300ul
d. P5 — volume padrao: 450l

e. P6 — volume padrao: 600ul

Computador e FTIR
a) LigaroFTIR

b) No computador: User — Destop —Spectra Manager — Measurement




a. Bu —Abs. ; —2700-3200; — ScanTime:32
b. Sw —Abs. ; »2700-3200; — ScanTime:32

Cc. View — Parameters —Abs. ; —2700-3200; — ScanTime:32

Preparar a cuba 4cm de espaco optico
a) Lavar com PERC

b) Passar por branco (este branco vai servir apenas para lavar a cuba)

Analises dos padrdes e amostras

a) Fazer Background B — com Branco (guardar este branco pois sera utilizado
posteriormente)

b) Fazer Amostra S — com Branco que fizemos o background

a. Aceita-se o resultado se a # entre o pico mais alto do sinal (2926 a 2938 cm™)
e a linha de base (3130cm™) for inferior a 0,015 de Abs.

c) Fazer PERC como amostra

d) Fazer padrdes em PERC????
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