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Sumario
A dissertacdo foi realizada no ambito da unidade curricular
“Dissertagao/Estagio” do Mestrado em Engenharia Quimica — Ramo Qualidade, na

Symington Family Estates, Vinhos, S.A.

O objetivo da dissertacdo consistiu na definicdo e validacdo de um método de
andlise de 2,4,6-tricloroanisol em &gua por cromatografia gasosa com detetor de captura
de eletrdes (GC-ECD) com microextracdo em fase sélida usada em modo headspace

(HS) como método de preparacdo de amostra.

Foram realizados ensaios para otimizacao das condi¢cdes de SPME usando uma
fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) e alterando os tempos de extracdo e os tempos de
dessorcdo mantendo os restantes parametros previamente estabelecidos. Com 8 min de
tempo de extracdo e 3 min de tempo de dessorcdo, foram obtidos resultados
satisfatorios, com um coeficiente de variacao dos declives das curvas de calibracédo de
1,3% e um desvio padrdo relativo (RSD) de 0,3%.

Na validacdo do método foram realizados estudos de linearidade, gama de
trabalho, limiares analiticos, precisao (repetibilidade), exatiddo e incerteza. Obteve-se
uma boa linearidade na gama de trabalho de 1,5 ng/L a 9,5 ng/L, coeficientes de
determinacéo (R?) superiores a 0,995 com limite de detecdo de 0,21 ng/L e limite de
quantificacdo de 0,72 ng/L. No estudo da repetibilidade os coeficientes de variacédo
foram de 2,4% e 1,3% para as solugdes padréo de 1,5 e 9,5 ng/L, respetivamente, e a
taxa de recuperacdo média foi de 100% (98 — 102%). No ensaio interlaboratorial
obteve-se z-scores satisfatorios, ou seja, inferiores a 2, com apenas um laboratério com
um resultado questionavel, com o z-score compreendido entre 2 e 3. A incerteza

calculada do metodo foi de 0,1 ng/L.

Palavras-Chave: 2,4,6-TCA, Agua, Cromatografia gasosa, SPME, Validacio






Abstract

This  dissertation was carried out within the curricular unit
“Dissertation/Internship” of the Master's Degree in Chemical Engineering — Quality, at
Symington Family Estates, Vinhos, S.A.

The goal of the dissertation was to develop and validate a method for analyzing
2,4,6-trichloroanisole in water by gas chromatography-electron capture detector (GC-
ECD) using headspace-solid phase microextraction (HS-SPME) as the sample

preparation method.

Tests were carried out to optimize the microextraction conditions using a
polydimethylsiloxane fiber (PDMS) and changing the extraction times and desorption
times keeping the remaining parameters previously established. With 8 min of
extraction time and 3 min of desorption time, satisfactory results were obtained, with a
coefficient of variation of the slopes of the calibration curves of 1.3% and a relative
standard deviation (RSD) of 0.3%.

In the validation of the method, studies of linearity, working range, limit of
quantification and limit of detection, precision (repeatability), accuracy and uncertainty
were carried out. Good linearity was obtained with a working range of 1.5 ng/L to 9.5
ng/L, coefficients of determination (R?) higher than 0.995 with a detection limit of 0.21
ng/L and a limit of quantification 0.72 ng/L. In the repeatability study, the coefficients
of variation were 2.4 and 1.3%, for the 1.5 and 9.5 ng/L standard solutions, respectively,
and the average recovery was 100% (98% - 102%). In the interlaboratory test,
satisfactory z-scores were obtained, that is, lower than 2, with only one laboratory with
a questionable result, with the z-score between 2 and 3. The calculated uncertainty of

the method was 0.1 ng/ L.

Keywords: 2,4,6-TCA, Water, Gas Chromatography, SPME, Validation
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento

Na industria vinicola, existe a procura por um produto final excecional e
competitivo para responder as continuas exigéncias dos consumidores. Existem varios
fatores que provocam uma diminuicdo da qualidade do vinho e um dos principais
fatores é o chamado “gosto a rolha”. Este altera o aroma do vinho conferindo-lhe um
sabor que é associado a mofo e que faz com que seja um defeito no odor e/ou no gosto
do vinho. O responsavel por este defeito é o 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA), que

apresenta um limite de detecdo sensorial muito baixo.

A contaminacao por este composto € muitas vezes associada ao vedante do vinho,
ou seja, a rolha de cortiga sendo por isso conhecido por “gosto a rolha”. Mas a cortiga
ndo é o Unico responsavel por contaminar o vinho, uma vez que o TCA pode ter origem
em fungicidas, biocidas, herbicidas e conservantes usados na madeira e até na gua

usada ao longo do processo.

1.2 Objetivos

O estagio curricular integrado no plano de estudos do Mestrado em Engenharia
Quimica, ramo Qualidade, do Instituto Superior de Engenharia do Porto, tem como
objetivo apresentar aos alunos o funcionamento do mundo empresarial, permitindo a

sua integracdo e conferindo-lhes uma experiéncia profissional.

O objetivo concreto do estagio em questdo consistiu na definicdo de uma
metodologia de analise por cromatografia gasosa com detecdo de captura de eletrbes
(GC-ECD) para a determinacdo de 2,4,6-TCA em &gua utilizada no processo de
engarrafamento do vinho. Para tal foi necessario a definicdo do método de ensaio e

ainda a sua validacéo.

1.3 Apresentacdo da Empresa

O estagio decorreu na empresa Symington Family Estates Vinhos, S.A., nas
instalacdes da Quinta de Santo Antonio, em Vila Nova de Gaia, na seccdo de Qualidade

de Materiais e Produto Acabado.



A Symington Family Estates € um dos maiores produtores mundiais de vinho do
Porto premium, o principal proprietario de vinhas no Alto Douro e um dos principais

produtores de vinho de Portugal [1].

Trata-se de uma empresa familiar, de origem britanica e portuguesa, gerida pela
4.2 e 5.2 geragOes, prosseguindo a tradi¢do iniciada por Andrew James Symington em
1882. Atualmente sdo proprietarios e gerentes de quatro casas historicas do vinho do
Porto: Graham's, Cockburn's, Dow's e Warre's. Produzem um conjunto de vinhos do
Douro, sendo eles a Quinta do Vesuvio, Quinta do Ataide, Altano e Prats & Symington
(uma parceria com reconhecimento mundial que produz Chryseia e Post Scriptum).
Recentemente, possuem na regido de Portalegre no Alto Alentejo um novo projeto: a
Quinta da Fonte Souto [1].

A Symington Family Estates é o maior proprietario do Douro, onde detém 26
Quintas, abrangendo um total de 2.255 hectares, dos quais 1.024 hectares plantados

com vinha [1].

1.4 Organizacao do relatério

O presente relatorio esta organizado em 5 capitulos. No capitulo 1 é apresentado

um enquadramento da dissertacédo, referindo o problema e contextualizando-o.

O capitulo 2 descreve o estado da arte. Sdo apresentados 0s varios conceitos
tedricos necessarios para a realizacdo do objetivo da dissertacdo, que consiste na
definicdo e validacdo do método de quantificacdo de 2,4,6-TCA em 4&gua por
cromatografia gasosa. No subcapitulo 2.1 é apresentado o contaminante em estudo e as
suas propriedades, o subcapitulo 2.2 é referente & determinag&o analitica, abordando as
técnicas que irdo ser utilizadas (a microextragdo em fase sélida e a cromatografia
gasosa) e ainda a problematica do 2,4,6-TCA em agua na industria vinicola. Neste
capitulo é ainda abordada a validacdo do metodo, referindo a linearidade, gama de
trabalho, limites de detecéo, sensibilidade, preciséo, exatiddo, incerteza e controlo da

qualidade.

No capitulo 3 descrevem-se 0s materiais e 0s métodos utilizados ao longo da

dissertacdo.



O quarto capitulo baseia-se na apresentacdo, analise e discussao dos resultados
obtidos.

Por dltimo, o capitulo 5 corresponde a conclusdo e a sugestdo de trabalhos

futuros.



2 Estado da Arte

Um dos responsaveis pela perda econdémica na indudstria vinicola é o defeito
sensorial do vinho, concretamente o aroma associado ao “gosto a rolha”. Este defeito ¢
provocado quando o vinho contacta com produtos ou atmosferas contaminados com
haloanisois, como é o caso do 2,4,6-TCA. A estimativa de garrafas afetadas pela
presenca de 2,4,6-TCA nos vinhos varia entre 1-5%, podendo ocasionalmente ser

superior a 30% [2].

0 2,4,6-TCA foi considerado o responsavel pelo odor a mofo pela primeira vez
em 1981 por Tanner et al., e em 1982 Buser et al. apoiaram essa mesma conclusdo com
o0 auxilio da combinacdo de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (GC-MS)
[3]. Neste estudo associou-se a formacéo do 2,4,6-TCA com o processo de lavagem da

cortica, conhecido por lavacao, no qual se utilizava hipoclorito de sédio [4].

Na industria corticeira € proibido, portanto, a utilizacdo do cloro ou de solucdes
contendo este composto halogenado, em qualquer etapa do processo da fabricacéo de
rolhas. Esta proibicdo encontra-se explicita pelo Cddigo Internacional das Préaticas
Rolheiras (CIPR). Atualmente, o processo aconselhado para lavagem das rolhas é
através do uso de peroxido de hidrogénio como meio para a desinfecdo e

branqueamento [5].

Apesar da principal fonte de contaminac¢do do vinho por 2,4,6-TCA estar
associada a rolha de cortica, esta ndo € o Unico agente responsavel. Além das origens
anteriormente mencionadas existe a possivel contaminacdo do vinho na etapa de
higienizacdo, na medida em que, muitas vezes, sdo utilizadas solucbGes a base de
compostos clorados. Os haloanis6is podem ser transferidos para o vinho pelas
condicdes da adega ou atraves do contacto com materiais contaminados, entre os quais
se podem destacar a protecdo dos reservatorios, mangueiras, barris, fragmentos de

madeira de carvalho, filtros, vedantes e aditivos como a bentonite [3].



21 024,6-TCA

Os haloanisois e os halofendis sdo indicados como 0s responsaveis pela

contaminacg&o do vinho conferindo-lhe aromas fungicos. Sdo compostos muito volateis

com limites de percecdo muito baixos, facilmente detetados sensorialmente, tanto em

agua como em solugdes alcodlicas ou vinho [6].

Na tabela 2.1 apresentam-se alguns dos haloanisdis responsaveis pela

contaminac&o do vinho.

Tabela 2.1: Principais haloanisois envolvidos na contaminacao do vinho e
respetivos limites de percec¢do sensorial e odor caracteristico (adaptado de [7]).

Nome do Composto

2,46 —
Tricloroanisol
(TCA)

Pentacloroanisol
(PCA)

2,346 -
Tetracloroanisol
(TeCA)

2,46 —
Tribromoanisol
(TBA)

Estrutura Quimica

OCH

Limite de percecéo Odor
sensorial carateristico
30 - 300 pg/L (agua) Mofo
1,5 - 3 ng/L (vinho
branco)

6 ng/L (vinho tinto)

Composto
organoleticamente
fraco > 50 pg/L

Mofo, bolor

4 ng/L (agua) Mofo

10 - 15 ng/L (vinho
branco e tinto)

5 ng/L (champanhe)
8 - 30 py/L (4gua)
3,4 ng/L (vinho)

Mofo, bolor

E possivel verificar que 0 2,4,6-TCA é o haloanisol que apresenta menor limite

de detecdo sensorial em solugbes alcodlicas. E facilmente encontrado na natureza,

podendo estar presente na dgua, na terra, em legumes e frutas, em madeiras e na cortica

[8].



O TCA é um composto apolar com grande afinidade para os lipidos. E uma
substancia quimicamente estavel e por isso ndo ira degradar-se, significativamente, no

vinho ao longo do tempo [9].
Na tabela 2.2 apresentam-se algumas das propriedades fisico-quimicas do TCA.

Tabela 2.2:Propriedades fisico-quimicas do 2,4,6-TCA [10].

Propriedade Valor
Massa Molar 211,5 g/mol
Ponto de Fuséo 60a62 °C
Ponto de Ebulicdo 216 °C (a 760
mmHgQ)

Pressédo de Vapor 22,8 x 10 mmHg
Constante de Henry 130 atm cm®mol™*

Solubilidade em 10 mg/ L
Agua

Existem vérias hip6teses para a formacao de cloroanisois, sendo a mais aceite a

sintese direta por biometilacdo (O-metilacdo) de clorofendis por microrganismos [11].

2.2 Determinacédo do TCA

A determinacdo do TCA requer o desenvolvimento de um método analitico
apropriado, sendo a cromatografia gasosa acoplada a um detetor de captura de eletrdes
(GC-ECD, do inglés gas chromatography - electron capture detector) a técnica
recomendada. A qualidade de um método analitico depende da qualidade das suas
etapas, com 0s respetivos erros experimentais associados. As etapas encontram-se na
figura 2.1 [12].

Identificagdo

P 30 da Amostr CcG i
reparago da Amostra | [m Quantifica¢do

Figura 2.1:Etapas de um processo analitico tendo como objetivo a sua analise
por cromatografia gasosa [12].



A primeira etapa de um processo analitico é a amostragem e logo a seguir a
preparacdo da amostra. Esta etapa € um passo essencial na analise influenciando a
precisdo e exatiddo do resultado, o tempo e o custo da andlise. A preparacdo da amostra
€ necessaria pois, de um modo geral, a matriz ndo pode ser diretamente analisada. Em
GC este passo assume uma importancia grande uma vez que a amostra na maior parte
dos casos ndo pode ser injetada diretamente no cromatografo [12]. Neste trabalho, foi
desenvolvida uma metodologia analitica para determinacdo de 2,4,6-TCA em amostras
de agua usada ao longo do processo de engarrafamento, baseada em microextracdo em
fase solida (SPME, do inglés Solid phase microextration) como etapa de preparacdo de
amostra seguida de GC-ECD.

221 SPME

A microextracdo em fase solida (SPME) consiste numa técnica em que 0s
processos de extracdo e pré-concentracao de analitos ocorrem numa escala de baixas
dimensdes (micro), sendo uma técnica de preparacdo de amostra que nao usa solventes

organicos [12].

Este método foi descrito inicialmente por Arthur e Pawliszyn em 1990, sendo
atualmente, uma das técnicas mais aceites e com novos artigos a serem publicados todos
anos [13].

O principio béasico desta aplicacdo é o uso de um volume muito pequeno,
normalmente menor do que 1 pL, da fase extratora. Esta pode ser um polimero liquido
de elevado peso molecular, ou pode ser um material sélido, normalmente com
porosidade elevada de modo a aumentar a area de superficie disponivel para a adsorcéo
[14].

Nesta técnica é usado um dispositivo com uma fibra de silica fundida com um
revestimento de uma fase estacionaria. A fibra € exposta a uma amostra gasosa ou
aquosa, durante um determinado tempo, desejavelmente até que se atinja o equilibrio

entre a concentracdo do analito na amostra e a concentragédo do analito na fibra [13].

Na figura 2.2 é possivel observar um dispositivo comercial para utilizagdo manual
de SPME, produzido pela Supelco. A fibra que é acoplada a um tubo de ago inoxidavel,

€ montada num suporte especial. O suporte é equipado com um medidor de



profundidade, ajustavel, que permite controlar a profundidade que a agulha vai
penetrando no recipiente da amostra ou no injetor. Este medidor permite preservar a
fibra, uma vez que é um material que quebra com grande facilidade ao atingir um
obstaculo. O movimento do émbolo ¢é limitado por um parafuso de pequenas dimensoes.
Para uma protecdo extra da fibra, durante o armazenamento ou perfuracdo do septo, a
fibra é retirada para dentro da agulha do dispositivo. Quando ocorre a extracdo ou a

dessorcdo, a fibra é exposta pressionando o émbolo [14].

Plunger
— Barrel
Ko -Needle
Hub-Viewing Window
—+ Fibre
Attachment
Adjustable ubin.
Depth Gauge 7 & ante% .
Fused Silica
Fibre

Figura 2.2: Esquema de uma fibra de SPME comercial [14].

Quando a técnica SPME € usada para posteriormente ocorrer a separacao e
quantificacdo do analito por cromatografia gasosa, a fibra é colocada no injetor do
cromatdgrafo, a temperaturas elevadas, onde ocorre a dessorcdo térmica dos analitos
retidos.

A aplicagdo da SPME a amostras liquidas pode ser realizada utilizando trés
modos: extracéo direta, extragcdo por headspace e extracdo com a membrana protetora.
Na extracdo direta, a fibra revestida é inserida na amostra e os analitos sdo transportados
diretamente da matriz da amostra para a fase extratora. O uso de agitacdo permite que
os analitos presentes na amostra sejam transportados mais rapidamente para a

proximidade da fibra, permitindo uma extracdo mais rapida [14].

Na extracdo por headsapce, os analitos sdo extraidos da fase gasosa que se
encontra em equilibrio com a amostra, ou seja, expde-se a fibra na atmosfera da

amostra, em vez de imersa. Isto permite proteger a fibra de efeitos adversos que possam



ser causados por substancias, ndo volateis e de elevado peso molecular, presentes na
matriz da amostra [14]. Assim a fibra é inserida na fase gasosa em equilibrio com a
amostra por um tempo necessario para que ocorra o equilibrio, e a uma temperatura
especifica, de modo a que os compostos volateis sejam concentrados no revestimento
da fibra [15].

Por fim, na extracdo com a membrana protetora, a fibra é separada da amostra
com uma membrana seletiva, que permite a passagem dos analitos, mas que a0 mesmo
tempo bloqueia as interferéncias. Ao usar a membrana, a fibra fica mais protegida
contra efeitos adversos causados por compostos de alto peso molecular, sendo usada
especialmente na analise de amostras mais complexas [14]. Este Gltimo processo tem a
desvantagem de ser mais lento uma vez que a membrana dificulta a difusdo dos analitos

até ao revestimento [16].

Na figura 2.3 encontram-se representados 0s trés processos.

Fibra

| | |

Headspdce I'DJ
% N FN
Amostra
Revestimento A B Membrana C

Figura 2.3: Modos de extracdo em SPME de amostras liquidas: A- Extracao
direta; B- Headspace; C- Extracdo com membrana protetora [16].

Principios da SPME

A SPME e um processo baseado em equilibrios simultdneos em sistemas
multifasicos, sendo que a extragdo em headspace consiste num sistema trifasico
simples. Como este ndo é considerado um processo ideal é necessario considerar a
eventual perda de analito por biodegradacéo ou por adsorcéo nas paredes do frasco onde

se encontra a amostra [14].



Considerando um sistema trifasico com as fases: o revestimento da fibra, a fase
gasosa ou 0 headspace, e a matriz da amostra, a quantidade total do analito nas trés

fases pode ser dada pelo balango de massa apresentado na equacgéo 2.1 [14]:
CoVs = CVp + Cy Vi + C7V Equagdo 2.1
Sendo:
Co - concentragéo inicial do analito na amostra;
C¢” - concentracao no equilibrio do analito na fibra extrativa;
Ch™ - concentracgdo no equilibrio do analito no headspace;
Cs” - concentracdo no equilibrio do analito na amostra;
Vs - volume da pelicula de recobrimento da fibra;
Vh - volume do headspace;
Vs - volume da amostra.
A constante de particdo, Krs, entre a fibra e a matriz da amostra, é dada pela

equacdo 2.2 [14]:

cf 3
Kis = =% Equagéo 2.2

=5
A constante de particdo, K do analito entre as fases fibra — headspace, é dada

pela equacdo 2.3 [14]:

il
Kep = E Equacdo 2.3

A guantidade do analito recolhido na fibra extrativa, n, é calculada pela expressao
da equacéo 2.4 [14]:

Krn XK g XV £ XCoXVs

= Equacéo 2.4
KnXKpsXV+KpsXVp+Vs
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Otimizacao do processo de SPME

O éxito do processo de SPME estara dependente da otimizacdo dos parametros
escolhidos para a extracdo e dessorcdo. Esta otimizacdo é realizada atraves da
manipulacdo das propriedades intrinsecas dos analitos de interesse como a volatilidade,
solubilidade, afinidade para o revestimento da fibra, entre outros, de forma a melhorar

a sensibilidade e reprodutibilidade da metodologia analitica [17].

» Variagdo do volume de solvente

A gquantidade de solucdo padréo a colocar no vial ira afetar o processo, uma vez
que as solucdes padréo sao tipicamente preparadas em solventes volateis como metanol,
por exemplo. Assim, pode ocorrer a competicdo do solvente com os analitos de
interesse na particao entre o revestimento da fibra e a matriz da amostra, caso sejam

utilizados volumes muito elevados de solucdo padrdo [14].

Este volume deve ser selecionado tendo em base uma estimativa da constante de
distribuicdo K. A constante pode ser estimada utilizando valores de literatura para o

analito em estudo, ou para um composto relacionado com o revestimento da fibra [14].

= Selecdo da fibra

O revestimento da fibra, fase estacionaria, a usar é determinado pelo analito que
se pretende determinar. Existem varios tipos de fases estacionarias e a sua escolha
depende da composicdo da fracdo volatil da amostra e das condi¢BGes experimentais,
como é possivel verificar na tabela 2.3. A fibra de SPME mais utilizada é a revestida
com polidimetilsiloxano (PDMS), um polimero apolar com maior afinidade para
compostos apolares. Por sua vez, as fibras a base de poliacrilato (PA) sdo mais polares

e, consequentemente, mais adequadas para a extracdo de compostos hidrofilicos [18].
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Tabela 2.3: Diferentes tipos de revestimentos, com as respetivas espessuras e
as aplicacOes da mesma [19,20].

Revestimento Espessura Aplicacoes
(Hm)
100 GC/HPLC para volateis
30 GC/HPLC para semi-volateis
PRl GC/HPLC para compostos
7 apolares de elevado peso
molecular.
PDMS/DVB 65 GC/HPLC para volateis e aminas
PA 85 GC/HPLC para semi-volateis
polares
CW/DVB 65.70 GC/HPLC para alcoois e
compostos polares
CAR/PDMS 75,85 GC/HPLC para gases
DVB/CAR/PDMS 50/30 GC/HPLC para aromatizantes
PDMS/DVEB 60 HPLC para aminas e compostos
polares

CAR — Carboxeno; DVB — Divinilbenzeno; PA — Poliacrilato; PDMS - Polidimetilsiloxano

Quer a espessura do revestimento quer a constante de distribuicao influenciam
a sensibilidade do método e o tempo de extracdo. Revestimentos de maior espessura
aumentam a sensibilidade, mas tém como desvantagem o aumento do tempo para

obtencdo do equilibrio [14].

= Tempo e temperatura de extracao

O tempo de equilibrio é definido como o tempo a partir do qual a quantidade de
analito extraido se mantém constante, independentemente do aumento do tempo de
extracdo [14]. Ou seja, € 0 tempo necessario para se atingir o equilibrio entre a
concentragdo de analito no revestimento e na matriz. Pode ser usado um tempo de
extracdo inferior ao de equilibrio, desde que seja 0 necessario para garantir 0 sucesso

da analise subsequente [21].

A temperatura de extracdo é de extrema importdncia em headspace, pois a
operacdo é efetuada através da absorcdo de compostos mais volateis. O aumento da
temperatura de extracao provoca a volatilizacdo das moléeculas da fase estacionaria para

a fase gasosa. Uma vez que o processo de absorcdo dos compostos pela fase estacionaria
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€ um processo exotérmico, o coeficiente de particdo entre a fase estacionéria e a fase
gasosa diminui [22]. O aumento da pressdo de vapor e volatilidade dos compostos,
melhora a eficacia do processo de transferéncia dos analitos da fase liquida para o
headspace (aumenta o coeficiente de particdo entre a amostra e a fase gasosa) levando

a um aumento na concentracdo de analitos na fase gasosa [22].

= Tempo de dessor¢ao

Na fase da extragéo, os analitos presentes na amostra nunca sdo adsorvidos na
totalidade, independentemente do tempo de extracdo, uma vez que se trata de um
processo de equilibrio. Mas, através da manipulacdo do tempo de dessor¢do é possivel
assegurar a transferéncia por inteiro de todos os analitos retidos para o instrumento de
analise posterior, contribuindo assim para 0 bom funcionamento do processo analitico

como um todo [21].

= Agitacéo
A agitacdo da solucao permite diminuir o tempo necessario para que seja atingido

0 equilibrio ao variar a constante de particdo em favor do headspace [14].

A agitacdo magnética é mais usada em SPME manual, sendo necessario ter
cuidado no uso desta técnica para garantir que a velocidade agitacdo da barra seja
constante e que a placa ndo aqueca durante a agitacdo. Outra técnica é a técnica de
vibracdo de agulha, que usa um motor para gerar um movimento vibratério na fibra e
no vial. Esta segunda opc¢éo foi implementada pela Varian no amostrador automatico
de SPME e fornece uma boa agitacao resultando em tempos de equilibrio semelhantes

aos obtidos na agitacdo magnética [14].

= Salting Out

O efeito da forga idnica, fendémeno designado por “salting out”, ocorre quando se
adiciona um eletrolito forte, como é o caso do NaCl, a amostra. A adi¢do de um sal a
uma solugdo aquosa pode resultar num aumento da eficiéncia da extragdo uma vez que
aumenta a forca idnica o que pode reduzir a solubilidade dos analitos presentes na
matriz levando-os a volatilizar e migrar para o headspace. E mais eficaz,

particularmente, quando sdo compostos polares ou volateis [17].
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2.2.2 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa foi inventada por A.J.P. Martin e A.T. James em 1952,

tornando-se uma das técnicas analiticas mais importantes e amplamente aplicadas [23].

Na cromatografia gasosa, 0s componentes de uma amostra vaporizada sdo
separados tendo em conta a sua particdo entre uma fase mdvel gasosa e uma fase
estacionaria liquida ou sélida que se encontra dentro da coluna cromatografica. A
eluicdo e feita por um fluxo de fase movel gasosa inerte, sendo que a fase mével nédo
interage com as moléculas do analito. A Unica funcdo da fase mével é o transporte do
analito através da coluna [24]. Apds a separacao dos diferentes compostos, os analitos
sdo medidos pelo detetor, observando-se o cromatograma obtido num computador
acoplado. O detetor faz a medicdo continua das propriedades fisico-quimicas da fase
movel a saida da coluna cromatografica. De salientar que a temperatura do detetor deve
ser superior a temperatura da coluna, permitindo que os analitos permanecam na fase

gasosa [25].

Existem dois tipos de cromatografia gasosa: cromatografia gas-liquido (CGL) e
cromatografia gas-solido (CGS). Na CGL a fase mdvel é um gas, enquanto a fase
estacionaria € um liquido retido na superficie de um solido inerte por adsorcdo ou
ligacdo quimica, enquanto na CGS a fase mével é um gas, ao passo que a fase
estacionéria € um solido que retém os analitos por adsor¢éo fisica [24].

A calibracdo dos métodos de GC-ECD e de cromatografia gasosa com detecao
por espetrometria de massa (GC-MS) pode ser feita com recurso a diferentes padrbes
internos, como o 2,3,6-tricloroanisol e 0 2,3,6-triclorotolueno, no primeiro caso, ou com
isdtopos deuterados (d3-TCA, d5-TCA) no caso de GC-MS [26].

Os componentes basicos de um instrumento tipico que permite realizar a

cromatografia gasosa sao mostrados na figura 2.4.

14



Flow

Two-stage control DC‘_I}JCKO! {/8»)
regulator vaive ; 2
’ (5\, (3 Q} Injection (>
o \3) port [—] .
2o il
T X ‘
- o Column 5
Carrier .
gas l I
G) Data system
Gas
cylinder
—

@ Oven

Figura 2.4: Esquema de um instrumento tipico da cromatografia gasosa [27].

A fase maével é designada por gas de arraste, tendo como requisito ser inerte e nao
interagir quimicamente com a amostra. Tem como objetivo principal arrastar a amostra
ao longo da coluna e tem como objetivo secundario fornecer uma matriz adequada, de
modo que o detetor mecga 0s componentes da amostra. O gas de arraste mais comum €

o0 hélio, embora o argon, o nitrogénio e o hidrogénio sejam também usados [27].

A fase estacionaria pode ser um sélido adsorvente, ou um filme de um liquido

pouco Vvolatil, suportado sobre um sélido inerte.

O caudal do géas de arraste € controlado por um regulador de pressdo no cilindro
do gas e por um regulador de presséo ou regulador de caudal montado no cromatografo,
como é possivel confirmar na figura 2.4 [24]. A medicdo e o controlo do caudal do gas
de arraste é essencial para a eficiéncia quer da coluna quer da andlise qualitativa [27].

Para além do caudal do gas de arraste, a eficiéncia da coluna requer que a amostra
tenha um tamanho adequado, que varia consoante o tipo de coluna, e que seja
introduzida com a velocidade adequada. A porta de injecdo da amostra € mantida a
cerca de 50 °C acima do ponto de ebulicdo do componente menos volatil da amostra.
Na figura 2.5 encontra-se esquematizado a vista da seccao transversal de um injetor

vaporizador direto tipo microflash [24].
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Figura 2.5:Seccéo transversal de um injetor vaporizador direto tipo microflash
[24].

De modo a ser possivel obter volumes de amostra mais reprodutiveis, nos
sistemas automaticos, utiliza-se uma valvula de amostragem (autosampler), que limita
0 erro humano. Este sistema permite injetar um volume fixo da amostra, usando uma

seringa que penetra o vial selado, repetindo o processo varias vezes [27].

As amostras liquidas sdo injetadas através de seringas calibradas por meio de
diafragmas ou septos de silicone na porta de injecdo localizada no inicio da coluna. As
amostras solidas sdo injetadas como soluc@es ou, alternativamente, sdo seladas em viais
de parede fina que podem ser inseridos na cabeca da coluna e perfurados ou quebrados
externamente, sendo analisadas apds extracdo dos componentes volateis [24].

Relativamente as colunas podem ser de dois tipos: colunas de empacotamento e
colunas capilares. Para a maioria das aplicagdes atuais, as colunas capilares séo as mais
utilizadas por serem mais eficientes e permitirem uma analise mais rapida. As colunas
encontradas no mercado variam em comprimento desde 2 m até 50 m ou mais, a sua
construcao pode ser de aco inoxidavel, silica fundida ou teflon. De modo a encaixarem

no forno, as colunas sdo enroladas em bobinas com didmetro de 10 a 30 cm [24].

Tendo em conta que a separacdo em GC e realizada através de uma programacgéo
de temperatura na coluna cromatografica, o forno corresponde a um componente

importante do sistema. A temperatura no interior do forno deve ser o mais préximo
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possivel das temperaturas programadas para a analise, sendo necessario possuir um
tempo de resposta curto e uma capacidade de regressar a temperatura inicial num curto

intervalo de tempo antes da andlise seguinte [27].

A solubilidade e a volatilidade dos componentes da amostra vao influenciar a sua
separagdo. Ou seja, um componente soltvel na fase estacionaria demora mais tempo a
percorré-la do que um componente insoltvel e as substancias com maior afinidade para
a fase estacionaria séo retidas durante mais tempo, logo deslocam-se mais lentamente.
Quanto mais volatil a substancia, maior a sua tendéncia de permanecer vaporizada e

mais rapidamente se desloca ao longo da coluna [27].

Apos a separacdo dos componentes, como ja referido, eles sdo detetados por um
detetor. Os detetores mais usados na cromatografia gasosa encontram-se na tabela 2.4
onde se indicam alguns exemplos de aplicacdo e os respetivos limites de detecdo

tipicos.

Tabela 2.4: Tipos de detetores mais utilizados na cromatografia gasosa [24].

Tipo Amostras a que sao Limite de Detecao
aplicaveis Tipico
lonizagdo de chama Hidrocarbonetos 0,2 pg/s
(FID)
Condutividade térmica Detetor Universal 500 pg/mL
(TCD)
Captura de eletroes Compostos Halogenados 5 fg/s
(ECD)
Espetrometria de massa Ajustavel a qualquer 0,25-100 pg
(MS) espécie

Como indicado na tabela 2.4, a cromatografia gasosa associada ao detetor de
captura de eletrdes € empregue em compostos halogenados. Baseia-se no fenémeno de
espécies eletronegativas reagirem com eletr6es térmicos presentes de modo a formar
i0es carregados negativamente. A perda dos eletrdes esta diretamente relacionada com

a quantidade de analito na amostra [24].

Para a producdo de eletrGes térmicos capturaveis (de baixa energia), o gas de

arraste é ionizado por particulas beta de uma fonte radioativa na célula, geralmente,
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correspondente a uma lamina do is6topo radioativo niquel-63. Este fluxo de eletrdes
produz uma corrente que € medida. Esta forma uma nuvem de eletrfes estaveis e livres
na célula detetora. O sistema elétrico do ECD utiliza pulsos de voltagem periodicos
para manter a corrente elétrica constante. Quando os componentes da amostra entram
na célula, os eletrbes que seriam capturados no elétrodo séo capturados pela amostra,
resultando numa diminuicdo da corrente elétrica. Esta alteracdo é assim registada no

cromatograma [26, 28].

Como jé referido, a GC acoplada ao ECD é normalmente usada para analise de

2,4,.6-TCA e outros cloroanisois.

Na tabela 2.5 é possivel observar diferentes métodos de anélise do 2,4,6-TCA em

agua com informacé&o pertinente para o desenvolvimento do método.

Tabela 2.5: Caracteristicas principais de diferentes métodos analiticos
publicados para a andlise do 2,4,6-TCA em agua (adaptado de [29])

Gama linear Tempo de
Meétodo LD (ng/L) RSD (%) extracao
(ng/L) i
(min)
SPME-GC-
MS/MS 0,34 1,0-500 20,8 30
PT-GC-MS 0,40 10-200 6,2 25
SPME-PTV-
GC-MS 0,32 0,5-50 6,9 30
SBSE-GC-
MS/MS 0,03 0,4-500 13,3 30
SPME-GC-
ECD 0,70 5-80 3,4 60
USAEME-
GC-MS/MS 0,20 1,0-5000 6,3 5,0

PT- “Purge&Trap”; PTV- Injetores por vaporizagdo com temperatura programada; SBSE- Extracdo Sortiva em
Barra de Agitacdo (stir bar sorptive extraction); USAEME- microextracdo de emulsificacéo assistida por ultrassom

Considerando que o método a ser usando é a SPME com GC-ECD, os valores
apresentados na tabela 2.5 serdo usados para discussdo dos resultados. Num outro
trabalho, o limite de quantificacdo (LOQ) para a analise de 2,4,6-TCA por SPME com
GC-ECD apresentou um valor de 2,3 ng/L [30].
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2.2.3 A problematica do 2,4,6-TCA em agua na industria vitivinicola

A presenca de contaminantes organoléticos no vinho representa uma fonte de
perda financeira nesta industria. Deste modo, o controlo da qualidade organolética dos
vinhos é indispensavel para que se obtenha um produto de elevada qualidade. As fontes
de contaminacao por 2,4,6-TCA sdo diversas, sendo uma delas por agua nas etapas onde

ocorre higienizacdo [31]. Na figura 2.6 encontra-se apresentado um fluxograma,

simplificado, para a produgéo de vinho tinto.

. = e Sulfitagem do
Colheita mmed Receciouva [ Classificagdo =g mogsto %
\

N
R Fermentagdo Desencuba
Pesagem — Encuba — AR Smd Remontagem —
alcodlica (Prensa)
\
N
Fermentla.gao — Sulﬁt_agemdo — Trasfega — Maturagao — Filtragdo
malolatica vinho
\
NP
ﬁ\%% e

Figura 2.6:Processo de producéo de vinhos tintos.

Nas etapas da colheita, rececdo da uva, classificacdo e pesagem a problematica
da contaminacao por agua é bastante reduzida pois nao ha etapas de higienizacdo. Apds
estas etapas a uva é transferida para os restantes equipamentos com o auxilio de tegdes
ou num tapete de escolha manual. Assim, a uva é transferida para um desengacador
onde ocorre 0 esmagamento da uva e a sulfitagem do mosto. Este é, posteriormente,

transferido para uma cuba onde ocorre a fermentagéo alcodlica [32].

Na remontagem ocorre a retirada do mosto em fermentacao pela parte inferior da
cuba e reposi¢cdo do mesmo na parte superior, e para tal € necessario recorrer ao uso de

bombas e tubagens [32].

A desencuba consiste na entrada do mosto quando passa no desengacador para

um cilindro rotativo. Ocorre de seguida a fermentacdo malolatica e novamente a
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sulfitagem do vinho ainda na mesma cuba. A trasfega € a passagem do vinho sem borra

para uma outra cuba. A maturacao e a clarificacdo ocorrem nessa cuba [32].

A filtracdo é feita com recurso a um filtro tangencial com dois cilindros de
celulose por onde o vinho € filtrado. De seguida o vinho prossegue para a linha de
enchimento onde é engarrafado e ocorre o seu envelhecimento em garrafa. Antes de o

vinho ser engarrafado é necessario o enxaguamento prévio das garrafas [32].

Na figura 2.6 as etapas finais, assinaladas a amarelo, sdo as que ocorrem na
Quinta de Santo Anténio, onde os vinhos de mesa, vinhos do Porto, aguardentes e 0s
brandies sdo recebidos em cubas, e armazenados até a etapa do enchimento. As cubas
onde se encontram armazenados necessitam, quando ficam vazias, de serem
higienizadas. A higienizacdo € realizada através da agua da companhia, proveniente da
Aguas de Gaia, EM, SA.

De seguida o vinho segue por tubagens para a linha de enchimento, onde ocorre
o engarrafamento do mesmo. Na linha de enchimento, antes da garrafa receber o vinho
é necessario a passagem da mesma na enxaguadora, ocorrendo assim 0 processo de
higienizagdo. O processo na enxaguadora consiste na lavagem das garrafas através de
um jato de agua, com pressdo suficiente para eliminar todas as possiveis impurezas. A
4gua da enxaguadora provém também das Aguas de Gaia, passando por um sistema de

3 filtros, como se observa na figura 2.7, um de cartucho, outro de carvéo ativado e um

Figura 2.7: Sistema de filtracdo da agua.
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Esta agua é analisada anualmente externamente por um laboratdrio de de sistema
UV. analises de aguas, analisando o deposito da enxaguadora e a torneira de saida da

palete de filtrag&o.

Com o desenvolvimento e validacdo do método para a analise de TCA em agua,
sera possivel analisar a 4gua do processo, quer a agua usada nas etapas finais, que
ocorrem no local de estagio, quer ao longo das etapas da producdo dos vinhos. Com
este método vai ser possivel, ainda, a determinacdo de TCA em outros materiais do
processo, como por exemplo em garrafas vazias armazenadas em locais himidos e
propicios ao desenvolvimento de fungos, como € o caso das caves. Para isso, utiliza-se
agua para lavar essas garrafas, analisando posteriormente a agua de lavagem com o

método desenvolvido. Este € um dos muitos exemplos que é possivel por em prética.

Assim, € na etapa do engarrafamento que vdo ser estudadas as possiveis
contaminacdes de 2,4,6-TCA através da agua, uma vez que € usada dgua para enxaguar
as garrafas e para além disso, as cubas quando vazias sao limpas com &gua, para além
de outros materiais que sdo limpos com agua. Os locais de amostragem serdo os tanques
de armazenamento da &gua da enxaguadora, entre outros locais necessarios para a

validacdo do método.

2.3 Validacao do Método

Um método de ensaio € um processo que envolve manipulagdes suscetiveis de
acumularem erros (sistematicos e/ou aleatdrios), podendo assim, em algumas situacoes,
alterar de forma significativa o valor do resultado final. Assim, a validacdo de um

método analitico é um aspeto crucial da garantia da qualidade analitica [33].

De acordo com a norma ISO/IEC 17025 a validacdo de um método analitico
garante a credibilidade de um novo processo, de um equipamento e, sobretudo, da
metodologia analitica. E essencial que os laboratdrios mostrem a partir da validagéo,
gue os métodos internos que utilizam diariamente, fornecem resultados suficientemente
proximos do valor verdadeiro. E de referir que todos os métodos devem estar descritos
num procedimento experimental e todos os equipamentos e instrumentos utilizados

devem encontrar-se em perfeito estado de funcionamento e devidamente calibrados [9].
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Os requisitos minimos para a validacdo de métodos internos de ensaio dependem
do tipo de método em causa e compreendem o estudo e conhecimento de parametros
como a gama de trabalho/linearidade, limiares analiticos, sensibilidade, precisdo e
exatid&o.

2.3.1 Linearidade

Linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados numa faixa analitica
especificada. Este parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagdo do
grafico analitico (R?). Este coeficiente traduz a adequabilidade do modelo linear aos
valores experimentais, ou seja, a variabilidade explicada pelo modelo, e deve apresentar

um valor superior a 0,995 [34].

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com
a norma I1SO 8466-1, de modo a verificar se a regressao linear € a mais adequada para
0 caso em estudo. A partir de um conjunto de pares ordenados, calcula-se a funcdo de
calibracdo linear e a funcdo de calibracdo néo linear, bem como os respetivos desvios-

padréo residuais, Syxe Sy? [33].
A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equagio 2.5:
DS? = (N—2) xS}, —(N—3)xS}, Equacio25

sendo que N corresponde ao numero de padrbes de calibracdo. A equacdo 2.6

permite obter o valor teste, PG:

DS?
PG = 5 Equacdo 2.6
yZ

Ap0s o célculo este valor é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor / Fisher [35]:

e Se PG <F, afuncdo de calibracéo linear conduz a um melhor ajuste dos

pontos.
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e Se PG >F, afuncdo de calibracdo linear ndo conduz a um melhor ajuste dos
pontos. A gama de concentracdes deve ser reduzida ou entdo aplica-se uma

funcdo de calibracédo nao linear.

2.3.2 Gama de trabalho

Em todos os métodos quantitativos existe um intervalo de concentragdes para o
analito em que o método pode ser aplicado. Assim, a gama de trabalho representa a
gama de concentragbes na qual a sensibilidade é considerada constante e sdo
normalmente expressas nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico
[38, 40].

Sempre que a metodologia adotada envolve o tracado de uma curva de
calibracdo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das
variancias. Recomenda-se a norma I1SO 8466-1 para modelos lineares e a norma I1SO
8466-2 para modelos polinomiais de 2° grau. O recurso a ajustes polinomiais deve ser
devidamente fundamentado. Para os métodos em que ndo ocorra o tragado de curvas de
calibracdo, a gama de trabalho tera de ser definida previamente e podera depender de
alguns fatores como a quantidade de amostra disponivel, da boa visualizacao dos pontos

de viragem e volumes gastos no caso de volumetrias [33].

O célculo das variancias associadas ao primeiro e Gltimo padrdo, S: e Sw,

respetivamente, é efetuada recorrendo a equacéo 2.7:

_ E?’=1(3’i,j_371)2
n;—1

Y

i Equacéo 2.7
sendo que:

D
y, === Equagéo 2.8

ng
i — 0 nUmero do padrdo que vaide 1a N
J — 0 namero de repeticBes efetuadas para cada padréo

As variancias sdo calculadas para verificar se existem diferencas significativas

entre elas, nos limites da gama de trabalho efetuando o célculo do valor teste PG, que
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pode ser calculado de duas formas consoante o valor de S e S?%n. Ou seja, quando Sy

> $2; calcula-se através da equacéo 2.9, caso contrario, através da equacio 2.10

52

PG ==& Equacio 2.9
Sl
st «

PG == Equacdo 2.10
SN

Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribui¢do F de Snedecor

/ Fisher, para n-1 graus de liberdade [33]:

e Se PG <F asdiferencas de variancias nao sdo significativas e a gama

de trabalho esta bem ajustada.

e Se PG > F as diferencas de variancias sao significativas e a gama de
trabalho deve ser reduzida até que a diferenca entre as variancias

relativas ao 1° e ultimo padrao permitam obter PG < F.

2.3.3 Limites de detecdo

Na validacdo de um método é importante avaliar, também, os limites analiticos
do método. De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) séo definidos como: limite de detecdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

[33].

Segundo a IUPAC o conceito de LD corresponde ao inicio da gama em que €
possivel distinguir com uma dada confianca estatistica (normalmente 95%), o sinal do
branco do sinal da amostra, e como tal indicar se o analito em questdo esta ausente ou
presente. O conceito de LQ corresponde ao inicio da gama em que o coeficiente de
variacdo (incerteza relativa) do sinal se reduziu a valores razoaveis (normalmente 10%)
para se poder efetuar uma detecdo quantitativa, deste modo, na pratica deve usar-se 0

LQ como inicio da zona em que se reportam valores numéricos [35].

A gama entre 0 LD e o LQ deve ser entendida como uma zona de detegdo
qualitativa, e ndo quantitativa, pelo que ndo se devem reportar valores numéricos nesta

gama.
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e Limite de detecao
Em termos qualitativos, o conceito de LD corresponde a concentracdo minima
que é possivel distinguir do branco, ou seja, de uma amostra que contém a mesma

matriz, mas ndo contém o analito [33].

Uma leitura inferior ao LD néo significa, obviamente, a auséncia do analito a
medir. Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a concentragdo

do componente em causa sera inferior a um certo valor [33].

O célculo do LD € possivel através da equacdo 2.11.

_ 33XSyx

LD Equagdo 2.11

m
sendo que:

- Syix € 0 desvio padrao residual da curva de calibracdo; este desvio padrdo exprime

a dispersdo dos valores do sinal instrumental em torno da curva de calibragédo [24].
- m é o declive da curva de calibracdo

e Limite de quantificacio
O LQ corresponde a menor concentracdo medida a partir da qual é possivel a
quantificacdo do analito, com uma determinada exatiddo e precisdo. Na pratica,
corresponde normalmente ao padrdo de calibracdo de menor concentragdo, excluindo o
branco. Apds ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a exatiddo e

precisdo conseguida é satisfatdria [33].

O célculo do LQ é possivel através da equagéo 2.12.

_ 10>(Sy/x

LQ Equagéo 2.12

m

2.3.4 Sensibilidade

A sensibilidade avalia a capacidade de um método (ou equipamento) para
distinguir pequenas diferencas de concentracdo de um analito. Assim, a sensibilidade é
definida como sendo a derivada de primeira ordem da curva de calibracdo nessa zona
de concentracdo. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente

angular do gréafico analitico expresso como:
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vy eqe A AL
Sensibilidade = =X == = Equagio 2.13
Ax Ac
ou seja, sensibilidade pode ser definida como o0 quociente entre o acréscimo do

valor lido, 4L, e a variacdo da concentracao, 4C, correspondente aquele acréscimo.

Na pratica a sensibilidade pode ser obtida pelo declive da curva de calibracao,
como demonstrado na equacéo 2.13. Como resultado, o método tera mais sensibilidade

quanto maior for o declive.

2.3.5 Precisao

Segundo a ISO 3534 entende-se por precisdo a “concordancia entre os resultados
obtidos por aplicacdo do mesmo procedimento de ensaio varias vezes em materiais
idénticos, em condi¢des definidas”. Ou seja, pretende avaliar a dispersdo de resultados
entre ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras

semelhantes ou padrdes, em condic6es definidas [33].

E, geralmente, avaliada através da determinacdo da repetibilidade, precisdo
intermédia e reprodutibilidade, sendo expressas como desvio padrdo ou desvio padrado

relativo.

A precisdo é calculada a partir da equacdo 2.14, que permite calcular o desvio

padrdo, ou pelo coeficiente de variacdo, CV (equacdo 2.15).

n .— )2
s = L=t ) Equacéo 2.14
\} n-1

CV(%) ==-x100 Equacdo 2.15

Rilw

A estimativa da variancia, Sr?, de um método pode ser determinada pela média
ponderada das estimativas das variacbes de w séries de analises nas condic¢Ges de
repetibilidade pela equacdo 2.16:

o [~ 1)XSE,]
Zﬁ/:l(nwi_l)

Srzi = Equacdo 2.16

Sendo:
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Sri% a variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para

cada Laboratorio;
Swi? a variancia associada aos resultados considerados, para cada Laboratdrio;
nwi-1 0s graus de liberdade da série de anélises;
P 0 nimero de Laboratorios participantes.

e Repetibilidade
A repetibilidade exprime a precisdo de um método de ensaio efetuado em
condicOes idénticas, isto é, refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em
condigOes tdo estaveis quanto possivel, tais como 0 mesmo laboratério, mesmo analista,

mesmo equipamento, mesmo tipo de reagentes e curtos intervalos de tempo [36].

O limite de repetibilidade (r) é o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio (Xi, Xi-1),

obtidos nas condicdes acima referidas [33].

A repetibilidade pode ser determinada através de um ensaio interlaboratorial ou
a partir de ensaios efetuados no préprio Laboratério, intralaboratoriais. Para a sua
determinacédo no préprio laboratorio, efetua-se uma série de medi¢6es, com um minimo
de 10 ensaios [33].

A repetibilidade, r, é calculada para o nivel de confianca de 95% pela equacéo

2.17.
r=28 /Srzl- Equagdo 2.17

O valor 2,8 é referente ao fator critico e Sri € a variancia de repetibilidade
associada aos resultados considerados. O valor critico € sugerido pela ISO 5725-6:94
[33].

Os duplicados das determinacdes referentes a repetibilidade s6 s@o aceites se a

diferenca entre os dois valores e (.xa e .x2) for menor que 7; ou seja |xi1 — xi2 | < r [33].
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e Precisao Intermédia

A precisdo intermédia consiste na avaliagdo no proprio laboratério, dos
resultados, mas alterando as condicdes, ou seja, dias diferentes, analistas diferentes e/ou

equipamentos diferentes [37].

O limite de precisao intermédia (pi) para um conjunto de duplicados é dado pela

equacao 2.18.

. 2,8X5pi .
pL=—— Equacgéo 2.18

e Reprodutibilidade

A reprodutibilidade avalia a precisdo do meétodo em condi¢Bes experimentais
diferentes, variando determinadas condi¢des como analistas, laboratdrios e tempos. E
obtida através de ensaios interlaboratoriais, sendo por isso analisadas uma série de

amostras em p laboratdrios participantes [33].

O valor da variancia associada a reprodutibilidade é determinado segundo a

equacéo 2.19.
Sz =SE+S%  Equagdo 2.19

em que Sri’ € a variancia da reprodutibilidade, 1% a variancia interlaboratorial e

Sri%a variancia da repetibilidade.

2.3.6 Exatidao

A exatiddo é definida como a proximidade do resultado obtido em relacdo ao

valor de referéncia, que é considerado como verdadeiro.

A exatiddo de um metodo analitico pode ser determinada atraves da participacéo
em ensaios interlaboratoriais, pelo estudo de materiais de referéncia certificados,

através de ensaios fortificados e por comparacdo com métodos de referéncia [36].

Uma forma de avaliacdo da exatidao é através do erro relativo do valor obtido
experimentalmente (Xexp) em relagdo ao valor aceite como verdeiro (xv), como

demonstrado na equacéo 2.20.
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%E, = Texv™™ 100 Equacio 2.20

Xp

O grau de exigéncia relativamente a exatiddo do método é do critério do
laboratdrio, sendo que, o valor de E; inferior ou igual a 5% em alguns casos pode ser

satisfatorio.

Outra forma de avaliagdo do desempenho do laboratério € o calculo do fator de

desempenho Z (“z-score”).
7= @ Equacéo 2.21

Sendo que S representa, a unidade de desvio, que pode ser a incerteza do valor

verdadeiro.

O desempenho de cada laboratério € avaliado de acordo com uma escala de

pontuacdo [39]:

e |Z| <2 — resultado aceitavel ou satisfatorio;
o 2<|Z| <3 — resultado questionavel;

e |Z| >3 — resultado incorreto.

A recuperacdo, R, de um analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito. A escolha da concentracdo da
fortificacdo deve ser baseada na gama de trabalho de modo a serem avaliadas
concentracfes nos extremos e no centro da gama. A percentagem de recuperagdo
permite verificar se existem efeitos sistematicos introduzidos por causas desconhecidas,

ou seja, efeito de matriz [38, 40]. E calculada através da equagéo 2.22.

%R = (%) x 100 Equagio 2.22

3

em gque C; € a média da concentracdo do analito na amostra fortificada, C> a media
da concentracdo do analito na amostra ndo fortificada e C3 a concentragdo conhecida

do analito adicionada a amostra.
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2.3.7 Incerteza

A incerteza avalia a dispersdo de valores que podem ser atribuidos ao ensaio. E
muitas vezes confundida com o erro de um resultado, o que é incorreto, na medida que,
a incerteza exprime a possibilidade de erro do resultado, enquanto o erro é a medida da

exatidao do erro do resultado [33].

Considerando o trabalho a ser desenvolvido na dissertacdo, as incertezas

necessarias sao:

= |ncerteza associada a interpolacdo da leitura da amostra na curva de
calibragéo;

= Incerteza associada ao volume da amostra;

= Incerteza associada a preparacdo dos padrées de calibracéo;

= Incerteza associada a variabilidade / precisdo /dispersdo do método de

ensaio.

A incerteza associada a interpolacdo da leitura da amostra na curva de calibracdo

é dada através da equagdo 2.23

_ Sy 1,1 W1ia—9)? .
Ureta = b X \/N + " + —bzxzﬁl(xl‘—f)z Equacéo 2.23

sendo que:

Sy - desvio padréo

b — declive da curva de calibracédo

N — n° de padrdes da curva de calibracéo

n —n° de réplicas utilizadas na amostra

yiid - Valor dado pelo equipamento para a amostra problema

y - Valor médio das leituras fornecidas pelo equipamento para os padrdes de

calibracéo

Xi - Concentragdo dos padrdes de calibragdo
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x - Valor médio das concentragc6es dos padrdes de calibracao

Relativamente a incerteza associada ao volume da amostra é calculada pela lei da

propagacao de erros presente na equacao 2.24.

2 2
u(C) = € (MIE)* 4 (M) 3 equagio22g

14

A incerteza da precisdo é calculada através do desvio padrdo de 10 ou mais

amostras, como na equacao 2.25.

desvio padrao n resultados

Vn

u(Precisdo) = Equagéo 2.25

Assim sendo, a incerteza combinada sera dada pela equagéo 2.26.

u(combinada) = \/(u(C))Z + (u(Precisdo))?  Equagdo 2.26

Para um grau de confianca de 95,45%, a incerteza expandida é calculada pela

equacao 2.27.
u(expandida) = 2 X u(combinada) Equagéo 2.27

Relativamente aos algarismos significativos, a incerteza associada ao resultado

deve ser apresentada com um ou no maximo dois algarismos significativos.

2.3.8 Controlo da Qualidade

Apds aprovacao do método analitico é necessario o controlo da sua execugédo de

modo a garantir que as condicdes de validade do método mantém-se.

Como ao longo de qualquer analise quimica podem surgir erros, sistematicos ou
aleatorios, que irdo afetar o produto final é necessario um sistema de Controlo da
Qualidade (CQ) interno dos resultados [38, 40].

O controlo da qualidade interno dos métodos de ensaio é o conjunto de
procedimentos que sédo realizados num laboratério, que tem como objetivo o controlo
da qualidade dos resultados obtidos a medida que as andlises sdo realizadas. Assim, 0
sistema CQ que o laboratdrio possui devera recorrer a algumas ferramentas como

Materiais de Referéncia Internos (MRI), técnicas complementares de CQ de resultados,
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como a analise de brancos em paralelo com amostras, 0 uso de duplicados de analises,
uso do método de adicdo de padréo, ensaios de recuperacdo e fortificacdo de amostras,
entre outras, e por Ultimo, tratamentos estatisticos de dados, como as cartas de controlo
[38].

As cartas de controlo foram desenvolvidas em 1931 por Walter Shewhart e sdo
essenciais, quer na identificacdo de tendéncias que prejudicam os processos produtivos,
quer na tomada de decisdo sobre as medidas corretivas adequadas. A intervencao
imediata, em casos de anomalias, acaba por reduzir os riscos de rejeicdo de produtos e
erros nos resultados [39].

As cartas de controlo mais comuns sdo cartas de medias ou de individuos,
representam ao longo do tempo um determinado parametro ou uma média em funcéo
do teor, e as cartas de amplitude ou de amplitude moveis que representam ao longo do
tempo a diferenca de valores entre varios ensaios repetidos (dois ou mais) do mesmo

material ou de materiais diferentes dentro de uma determinada gama de trabalho [39].

Esta ferramenta contém um conjunto de linhas que permitirdo saber se o
processo é ou ndo controlado. Por exemplo, o limite central (LC) especifica o valor
mais provavel (média das leituras efetuadas). Os limites de controlo superior e inferior
(LCS e LCI), os chamados limites de acdo, correspondem aos limites de confianca
estabelecidos a 99% (extremos), enquanto os limites de aviso superior e inferior (LAS
e LAI) sdo estabelecidos a 95%, pois alertam para a entrada numa zona de perigo. Na
figura 2.8 é possivel verificar um exemplo de uma carta de controlo, com um ponto fora

do limite de controlo.
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Figura 2.8: Exemplo de uma carta de controlo, com um ponto fora do limite
de controlo [40]

Os Materiais de Referéncia Internos (MRI) permitem o controlo da exatiddo e
a precisao/fidelidade ao longo do tempo e a frequéncia do seu uso é estabelecida
consoante as caracteristicas de cada analise. Os padrdes de calibracdo e de controlo sdo
efetuados através dos MRI independentes e devem ter concentracdes semelhantes as
das amostras (em andlises de rotina) e estabelecidas junto a zona de interesse

(obrigatdrio a utilizacdo de padrdes nos limiares das gamas de trabalho) [38,39].

Os padrdes de controlo sdo independentes dos padrdes de calibracdo sendo
utilizados uma vez que os reagentes, solventes e solugdes usados no controlo da curva
de calibracdo devem apresentar um grau de pureza e estabilidade compativeis com a
qualidade exigida pelos resultados. Sempre que seja realizada uma calibracéo, deve ser
feita a analise, no minimo, de um padrao e de acordo com o desempenho do método na
fase de validacdo, em condicOes de precisdo intermédia, os critérios de aceitacdo podem
ser definidos com base em critérios de aceitacao fixos [39,40].

Para a verificacdo de ocorréncia de contaminagdes ou deterioracdo de reagentes,
é utilizado o controlo de brancos, que basicamente € um ensaio onde estdo presentes
todos os reagentes, exceto a amostra. Permite ainda controlar indiretamente o limite de

detecéo e/ou quantificacdo [39].

A analise de duplicados consiste em ensaios sobre duas tomas de amostras,
realizando as varias medicGes nas duas amostras independentemente. Este tipo de
anéalise deve ser considerado como uma ferramenta de detecédo de erros acidentais e de
controlo de repetibilidade, sendo aconselhdvel que a frequéncia da sua realizacdo ndo
seja inferior a 5% [39,40].
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3 Materiais e Métodos

A metodologia desenvolvida para cumprir o objetivo do presente trabalho
baseou-se na determinacéo de 2,4,6-TCA por SPME combinada com GC-ECD aplicada

a amostras de agua.

3.1 Reagentes

Na realizagdo do método foi necessario o uso do padréo 2,4,6-tricloroanisol
(Supelco, Sigma Aldrich, 100 pg/mL em metanol) e como padrao interno o 2,3,6-
tricloroanisol (Dr. Ehrenstorfer GmbH, 10 ng/uL em ciclohexano). O eletrdlito
utilizado nos padrdes e amostras foi o cloreto de sodio (Honeywel Fluka Purriss, p.a. >

99,5%).

A agua usada para a realizacdo das curvas de calibracdo consiste em agua da
rede publica que passa por um processo de filtracdo e depurada de cloro, que é a agua
utilizada nas enxaguadoras. O ponto de amostragem € o reservatorio da enxaguadora.
Para além da &gua do reservatorio da enxaguadora, foi utilizada agua do tipo | que
consiste em agua da rede publica a qual passa por um desionizador de permuta idnica,

uma coluna de resina e um filtro de 0,2 um de tamanho de poros.

3.2 Equipamentos

Ao longo do desenvolvimento do método foram necessérios 0s seguintes
equipamentos: Micropipeta Gilson 1 a 10 mL, Micropipeta Scientific eVol com

seringas de 50 uL e 500 pL, como é possivel observar na figura 3.1.

Figura 3.1: Micropipeta Scientific eVo
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Para a determinacédo de TCA recorreu-se a um cromatdgrafo de gas com detetor
de captura de eletrdes Thermo Scientific Trace 1300 ECD, equipado com uma coluna
capilar TG-5MS, de 30 m x 0,25 mm x 0,25um. Na figura 3.2 é possivel observar o
equipamento utilizado.

Figura 3.2: Cromatdgrafo Thermo Scientific Trace 1300 ECD

O programa de temperatura usado no desenvolvimento do método encontra-se
na figura 3.3. Este programa € baseado na Norma ISO 20752:2014 — Rolhas
Determinacdo de 2,4,6-TCA. Esta norma corresponde a norma implementada pelo

laboratério na sua analise diaria de TCA em rolhas.
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Figura 3.3:Gréfico do programa de temperatura do forno

A temperatura do injetor corresponde a uma temperatura de 250 °C e a
temperatura do detetor ECD uma temperatura de 280 °C.

O gas de arraste é o Hélio com um caudal de 1 mL/min, sendo que a inje¢do é
realizada em modo splitless durante 2 minutos, com um caudal de split de 15 mL/min.
O gés de make-up € o Azoto, com um caudal de 20 mL/min.

3.3 Microextracdo em fase solida

Na etapa da microextracdo em fase solida a fase estacionaria utilizada € uma
fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) 100 pum.

Na tabela 3.1 apresentam-se os parametros gerais de SPME realizados num

“autosampler” Supelco que sdo baseados na Norma ISO 20752:2014 — Rolhas-
Determinacéo de 2,4,6-TCA.
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Tabela 3.1:Paréametros gerais da SPME realizados num "autosampler”

Supelco.
Parametros Condigdes
Temperatura de 40°C
extracao
Tempo de 15 minutos sob
extracao agitacéo
Agitacgéo Ciclos de 20
segundos ligada e
60 segundos
desligada
Velocidade de 250 rpm
agitacao
Temperatura de 250 °C
dessorc¢ao
Tempo de 5 minutos
dessorc¢ao

Para a otimizagdo do método é necessario a realizacdo de varios ensaios com

diferentes condicGes de SPME.

3.4 Preparagédo dos Ensaios

3.4.1 Preparacéo de solucdes stock de 2,4,6-TCA e 2,3,6-TCA

A solucdo comercial, adquirida pelo laboratorio, de 2,4,6-TCA tem uma
concentragdo de 100 pg/mL. Como se pretende uma solucéo de concentracdo final de

1 pg/mL ¢é necessario fazer duas diluigdes sucessivas.

Primeiramente, a solu¢do comercial que vem em ampolas de 1 mL ¢é diluida em
metanol para uma concentracdo final de 1 mg/L, esta solucdo é chamada de solucao
stock I. De seguida, a solugdo stock I ¢ diluida para 1 pg/L dando origem a solugdo
stock 1, que € usada para preparacao de padrfes da curva de calibracdo e padrfes de

controlo.

Relativamente ao padréo interno, este € adquirido comercialmente em viais de
10 mL com a concentracdo de 10 mg/L, sendo diluido para 10 pg/L. Os calculos para

todas diluicOes referidas estdo referenciados no anexo A.
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As condicbes de armazenamento das solucdes de stock | e stock Il
correspondem a viais isolados da luz e refrigerados. Na figura 3.4 é possivel observar

0s viais utilizados.

Figura 3.4:Viais utilizados para o padrao interno (vial a esquerda) e para as
solugdes de stock | e Il (vial a direita).

3.4.2 Preparacao de solucdes padrdo

As solugbes padrdo sdo preparadas a partir da solucdo stock Il de 2,4,6-TCA 1
ug/L. Os padroes de calibragdo sdo preparados diretamente em viais de 20 mL
utilizando o volume de solugdo stock Il conforme a tabela 3.2 e utilizando ainda

amostra, agua, 10,0 mL.

Tabela 3.2: Volume da solucéo stock 11 de 2,4,6-TCA para diferentes
concentracgdes das solucdes dos padrdes de calibracéo.

Concentragao do Padréo Volume da Solugéo Stock 11
(ng/L) (nL)
15 15,0
35 35,0
4,5 45,0
9,5 55,0
7,5 75,0
9,5 95,0

Considerando que os padroes de calibracéo sdo preparados diretamente nos viais
o volume final sera ligeiramente superior aos 10 mL e por isso as concentrac@es finais
serdo ligeiramente diferentes, sendo necessario o seu calculo. Os célculos das

concentragdes reais dos padrdes encontram-se no anexo A.
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3.4.3 Preparacao da amostra

Os ensaios foram efetuados em viais de 20 mL com tampas de rosca com septo.
Em cada ensaio, é adicionado no vial 3 g de cloreto de sodio (NaCl) com pureza >
99,5%. O valor da massa de NaCl estd de acordo com a norma ISO 20752:2014. A
conservacao do sal e a garantia da auséncia de agua é efetuada com o auxilio de um

exsicador.

O volume de amostra usado em cada ensaio é 10,00 mL. A amostra foi em todos
0s ensaios, agua da enxaguadora, ou seja, agua do processo, exceto no ensaio 2. E ainda
adicionado o volume de solucdo de 2,4,6-TCA pretendido e solucdo de padréo interno
2,3,6-TCA.
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4 Resultados

Nesta sec¢do serdo apresentados todos os resultados obtidos, desde a otimizagéo

do método até a validacdo do método.

4.1 ldentificacdo dos picos de 2,3,6-tricloroanisol e de 2,4,6-tricloroanisol

Para identificar o tempo de reten¢éo do analito e do padrdo interno, observou-
se cromatogramas de ensaios em branco e ensaios com concentracfes diferentes de

2,4,6-TCA.

Nas figuras 4.1, 4.2 e 4.3 encontram-se representados, respetivamente, 0s
cromatogramas do branco, do padréo de menor concentracdo de 2,4,6-TCA (1,5 ng/L)

e do padrédo de concentracdo superior de 2,4,6-TCA (9,5 ng/L).

RT. 12.71.1387
11000
10500
10000

9500

1307 1312
N A
| {1 RT. 1350

o 4 4
1281 / | \ i ’\'
1000 N - VAN
c A5 . 5 " / 1384
2o L0, 1322 e 12,96 1945 e y N s/

e e e e
128 129 130 131 132 133 134 138 136 137 138

Figura 4.1:Cromatograma obtido para um branco (agua, sal e padréo
interno) entre 12 e 14 minutos de tempo de retencao
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Figura 4.2:Cromatograma obtido para solucéo 1,5 ng/L em 2,4,6-TCA entre
12 e 14 minutos de tempo de retencdo

N
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Figura 4.3: Cromatograma obtido para solugdo 9,5 ng/L em 2,4,6-TCA entre
12 e 14 minutos de tempo de retencao

Como é possivel observar nas figuras 4.1, 4.2 e 4.3 0 pico que se mantém
constante em &rea € o pico que ocorre aos 13,59 min de tempo de retengéo, concluindo-
se que este € o0 tempo de reten¢éo do padrao interno 2,3,6-TCA. Ja o tempo de retencédo
do analito, é possivel confirmar que corresponde ao tempo de retencdo de 12,96 min,
visto que no ensaio do branco existe apenas um pico residual neste tempo, enquanto no
vial fortificado com 1,5 e 9,5 ng/L, 0 pico encontra-se com uma area maior, aumentando
consoante a concentragéo de 2,4,6-TCA.
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4.2 Otimizacdo do método

O laboratorio de qualidade e materiais da Symington tem implementados dois
métodos de ensaio para anélise e quantificacdo de 2,4,6-TCA: o método das rolhas, de
acordo com a Norma 1SO 20752:2014, que utiliza curvas de calibragdo com matriz de
solucdo etandlica 12% (v/v) e o0 método do vinho DOC, que foi criado e otimizado
internamente no laboratdrio que utiliza uma curva de calibracdo com um teor de etanol
de 6,5% (v/v) obtido por diluicdo do vinho DOC. Os parametros de cada método

encontram-se na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Parametros de trabalho dos dois métodos implementados na

empresa
Método das Método do Vinho DOC
Rolhas
Tempo de Extracéo 15 25
(min)
Tempo de Dessorgao 5 5
(min)

10 (5 mL de vinho tinto
Volume de amostra (mL) 10 DOC + 5 mL &gua
desionizada tipo I)
Volume PI (2,3,6-TCA)
(uL)
Em termos logisticos, é do interesse do laborat6rio conseguir que um método

20 50

permita analisar varios tipos de amostra. Assim sendo, o primeiro passo da otimizacdo
consistiu na tentativa de aplicar o método das rolhas as amostras de agua.

A partir desse primeiro ensaio, analisando os resultados obtidos, comegou-se a
alterar alguns dos parametros, mais concretamente, o tempo de extracdo e dessorcao.

Na tabela 4.2 é possivel verificar as condi¢bes em cada ensaio.
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Tabela 4.2: Valores otimizados para os ensaios realizados.

Eoiess Dot amotraame Gamadetavang
(min) (min) (L)
Ensaio 1 15 5 Agua do processo 20 [1,5; 9,5]
Ensaio 2 15 5 Agua desionizada 20 [1,5; 9,5]
Ensaio 3 10 5 Agua do processo 20 [1,5; 9,5]
Ensaio 4 8 5 Agua do processo 20 [1,5; 9,5]
Ensaio 5 8 3 Agua do processo 20 [1,5; 9,5]
4.2.1 Ensaiol

No ensaio 1 comecou-se por fazer uma curva de calibracdo apenas com 4 pontos
de modo a prevenir um gasto indevido de reagentes tendo em conta que seria 0 primeiro
ensaio a ser realizado. Assim as condigdes utilizadas neste ensaio sdo as expressas na

tabela 4.2. A amostra foi recolhida no depdsito de dgua da enxaguadora.

Ao observar os cromatogramas foi possivel observar que no tempo de 3,53
minutos ocorria saturacdo da fibra o que resulta num pico com aspeto de um degrau.
Esta saturacdo da fibra ocorreu em todas as gamas de concentra¢do, mas sem
repetibilidade, por exemplo nas concentracdes 0 ng/L e 4,5 ng/L das 3 réplicas em cada

uma das concentragdes houve 1 réplica sem saturacéo.

Na figura 4.4 e na figura 4.5 é possivel observar os cromatogramas dos 4 pontos
escolhidos para a curva de calibracdo, sendo que a figura 4.4 corresponde ao
cromatograma na totalidade sendo visivel a saturagdo e na figura 4.5 o cromatograma
ampliado nos tempos de retencdo do 2,3,6-TCA e 2,4,6-TCA, entre 13,04 e 14,00 min.
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Figura 4.4: Cromatogramas do ensaio 1 (preto - 0 ng/L, vermelho - 1,5 ng/L, verde - 4,5 ng/L e azul - 9,5
ng/L em 2,4,6-TCA)
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Figura 4.5: Cromatograma correspondente ao ensaio 1 com os 4 pontos da
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A curva de calibracdo para o ensaio 1 foi obtida utilizando os padrbes de

calibracdo: 0; 1,5; 4,5 e 9,5 ng/L, e é possivel observa-la na figura 4.6.
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Figura 4.6:Curva de calibracéo da razéo das areas do pico de 2,4,6-TCA e de
2,3,6-TCA (PI) em funcdo da concentragao do 2,4,6-TCA, para o ensaio 1.

Observando a figura 4.6, € possivel verificar que existe uma boa linearidade
entre a razdo das areas do pico de 2,4,6-TCA e de 2,3,6-TCA (PI) e a concentracdo de
2,4,6-TCA, comprovada com o coeficiente de determinacdo de 0,9998. Apesar da boa
linearidade, ndo corresponde a uma curva de calibracdo adequada pois apenas possui 4
pontos. Relativamente as areas do pico do Pl obteve-se um desvio padrdo relativo, RSD,
de 8,9%.

O limite de detecdo e o limite de quantificacdo, cujos calculos se encontram no

anexo B, foram respetivamente de 0,233 ng/L e de 0,775 ng/L.

Com este ensaio foi possivel verificar que existe uma saturacdo da fibra. Esta
podera ocorrer por diversas razbes sendo as mais plausiveis a fibra ndo estar nas
melhores condigdes de utilizacdo ou algum componente da matriz da amostra analisada
interferir. O detetor de captura de eletrdes funciona ionizando os eletréfilos da amostra
convertendo a resposta num sinal. Sabendo que na matriz da agua é possivel encontrar
eletrofilos como Cl, Br, F, NOy, P entre outros, um destes componentes podera estar

presente com uma maior concentracao, obtendo-se um sinal de maior intensidade que
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corresponde a um pico de area bastante elevada que ultrapassa a escala, ou seja, a

amostra satura assim a fibra.

A hipotese de a fibra ndo estar nas melhores condigdes foi eliminada uma vez
que nos ensaios de rotina efetuados no laboratério em nenhum ocorreu saturacdo da
fibra. Por outro lado, o laboratério tem implementado um sistema de qualidade, que
consiste na troca da fibra a cada 1000 viais analisados, quando ndo existem indicios de
anomalias, sendo que quando se realizou o ensaio, a fibra ainda estava no periodo de

utilizag&o.

E necessario também ponderar uma contaminacgdo por via dos materiais, como
por exemplo dos viais, uma vez que a saturacdo da fibra ndo ocorreu em todas as
concentragdes, e nas amostras em triplicado nem sempre acontecia nas 3 amostras. Mas
esta hipotese também é facilmente rejeitada, uma vez que o laboratorio tem
implementado um procedimento de lavagem do material muito rigoroso, sendo lavado
com solucdo etanolica a 12%, depois com uma solucdo de detergente, de seguida
passado por agua tipo | e coloca-se na estufa a secar. Antes de cada utilizacdo os viais

sdo novamente enxaguados com agua do tipo 1.

Apesar de a saturacdo ocorrer 10 minutos antes do pico do 2,4,6-TCA, nédo
interferia no resultado, no entanto, em termos de vida til da fibra esta fica bastante
reduzida. De modo a comprovar que esta saturacdo € resultado de algum efeito de
matriz procedeu-se ao ensaio 2 em que a amostra corresponde a dgua desionizada do

tipo I, do laboratdrio.

4.2.2 Ensaio 2

Como ja referido, no ensaio 2 utilizou-se agua desionizada do tipo | de modo a
verificar se, do mesmo modo que no ensaio 1, ocorre saturacdo da fibra. Para isso
utilizou-se as mesmas condi¢cbes do ensaio 1, mas acrescentando mais uma

concentragdo a curva de calibragdo de modo a ter os 5 pontos minimos.
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Na figura 4.7 € possivel verificar o cromatograma das cinco solugdes padrao da

curva de calibracdo, sem ocorréncia de saturagéo da fibra.
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Figura 4.7: Cromatogramas do ensaio 2 (amarelo - 0 ng/L, preto - 1,5 ng/L, vermelho - 4,5
ng/L, verde - 7,5 ng/L e azul - 9,5 ng/L de 2,4,6-TCA).

Nas figuras 4.8 e 4.9 encontram-se 0s cromatogramas referentes ao ensaio 2,

sendo que “RT” corresponde ao tempo de retengdo e “MA” a area.
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Figura 4.8: Cromatogramas correspondentes ao ensaio 2 com 0s 4 pontos da
curva de calibracdo, faltando o cromatograma da concentracdo de 4,5 ng/L, no
intervalo de tempo entre 12,3 e 14,6 min.
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Figura 4.9:Cromatograma da concentracao de 4,5 ng/L, no intervalo de tempo
entre 12,77 e 14,35 min.

A area do PI na figura 4.8 parece diminuir com o aumento da concentracdo do
2,4,6-TCA, por causa da escala do programa mudar com o aumento do pico do 2,4,6-
TCA. Observando “MA” ¢ possivel verificar que a area do PI se mantém praticamente
constante. A partir da analise dos cromatogramas tragou-se a curva de calibracdo da
figura 4.10. Observando a curva de calibracdo é possivel verificar novamente uma
excelente linearidade (R?=0,9993) e relativamente as areas obtidas do P1 obteve-se um
RSD de 10%.
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Figura 4.10: Curva de calibracdo da razéo das areas do pico de 2,4,6-TCA e
de 2,3,6-TCA (PI) em funcéo da concentracao do 2,4,6-TCA, para o ensaio 2

Analisando os valores do LD e LQ que foram, respetivamente, 0,39 ng/L e
1,29 ng/L, € possivel afirmar que ambos se encontram préximos dos valores do ensaio
1.

Considerando os resultados obtidos, foi possivel concluir que a saturagdo
ocorrida no ensaio 1 corresponde de facto a algum componente presente na matriz agua

confirmando assim a ndo existéncia de problema com a fibra.
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Uma vez que com o método de rolhas ocorreu saturacdo da fibra, em que o
tempo de analise ¢ inferior ao do método do vinho DOC, a tentativa de aplicar este
método foi assim posta de parte, sabendo que com 25 min de extracdo a fibra estaria

ainda mais tempo exposta a matriz e por isso iria saturar ainda mais.

De modo a tentar que a saturacdo ndao aconteca 0s parametros nos proximos

ensaios véao ser alterados, nomeadamente no tempo de extracdo e dessorcao.

4.2.3 Ensaio 3

Considerando que com a matriz da amostra de &gua de processo ocorreu
saturacdo da fibra, foi necessario alterar o tempo de extracdo. Comecou-se por alterar
este parametro uma vez que este corresponde ao tempo que a fibra se encontra exposta
a amostra, e ao diminuir este parametro a saturacdo devera diminuir. Neste ensaio,
experimentou-se um tempo de extracdo de 10 minutos, reduzindo 5 minutos a condi¢do
do ensaio 1, e manteve-se o tempo de dessorcdo. A gama de trabalho também se

manteve.

Na figura 4.11 é possivel observar os cromatogramas das 5 solu¢cfes padréo da

curva de calibracdo, sem ocorréncia de saturagéo da fibra.
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Figura 4.11: Cromatogramas do ensaio 3 (vermelho - 0 ng/L, preto - 1,5 ng/L, verde -
3,5 ng/L, azul - 7,5 ng/L e amarelo - 9,5 ng/L em 2,4,6-TCA).

Na figura 4.12, séo apresentados 0s cromatogramas ampliados para o intervalo
de tempo de 12,3 a 14,6 minutos, zona que inclui os picos correspondentes ao 2,4,6-
TCA e ao padrao interno, 2,3,6-TCA.
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Figura 4.12: Cromatogramas correspondentes ao ensaio 3 com o0s 5 pontos da curva
de calibracao, no intervalo de tempo entre 12,3 e 14,6 min.

Relativamente & curva de calibracdo, correspondente a figura 4.13, foi
necessario excluir da reta a concentracdo de 5,5 ng/L, uma vez que este ponto ficava
afastado da curva. Obteve-se um coeficiente de determinacdo bom, de 0,9995 e

relativamente as areas obtidas do Pl obteve-se um %RSD de 14,2%.
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Figura 4.13:Curva de calibracéo da razao das areas do pico de 2,4,6-TCA e de
2,3,6-TCA (PI) em funcéo da concentragdo do 2,4,6-TCA, para o ensaio 3
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424 Ensaio4

O ensaio 4 foi planeado para baixar ainda mais o tempo de extracdo mantendo
0s restantes parametros do ensaio anterior. Deste modo seré possivel reduzir o tempo
de andlise. Observando os cromatogramas da figura 4.14, é possivel verificar que ndo
houve saturacéo da fibra e que os picos se encontram bem definidos com o tempo de

retencdo do 2,4,6-TCA de 12,96 min e do 2,3,6-TCA (PI) de 13,57 min.
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Figura 4.14::Cromatogramas correspondentes ao ensaio 4 com 0s 6 ponto"é,vda
curva de calibragéo, no intervalo de tempo entre 12,3 e 14,6 min.

Na figura 4.15 encontra-se a curva de calibracdo correspondente ao ensaio 4.
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Figura 4.15.Curva de calibracéo da razéo das areas do pico de 2,4,6-TCA e de
2,3,6-TCA (PI) em funcéo da concentracao do 2,4,6-TCA, para o ensaio 4

Como se pode verificar, existe uma relacdo linear (R?=0,9996) entre a razio das
areas do pico de 2,4,6-TCA e 2,3,6-TCA (PI) e a concentracdo de 2,4,6-TCA, na gama
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estudada, com um coeficiente de correlacdo superior ao obtido no ensaio 3, utilizando
0 tempo de extracdo de 10 min. Para além disso obteve-se um RSD de 5,6% referente

as areas dos picos do PI, muito inferior ao do ensaio 3.

425 Ensaio5

Por altimo, neste ensaio testou-se a possibilidade de reduzir ainda mais o tempo
de analise, avaliando a reducéo do tempo de dessorcdo de 5 para 3 min e mantendo o
tempo de extracdo de 8 min. Na figura 4.16 sdo apresentados 0s cromatogramas

ampliados para o intervalo de tempo de 12,3 a 14,15 minutos.
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Figura 4.16: Cromatogramas correspondentes ao ensaio 5 com os 6 pontos da
curva de calibragéo, no intervalo de tempo entre 12,3 e 14,15 min.

Na figura 4.17 é apresentada a curva de calibra¢éo do ensaio 5, onde se verificou

uma relacéo linear (r>=0,9996) e obteve-se um RSD de 12% das areas dos picos do PI.
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Figura 4.17:Curva de calibracao da razdo das areas do pico de 2,4,6-TCA e de
2,3,6-TCA (PI) em funcéo da concentracao do 2,4,6-TCA, para o ensaio 5

Analisando a figura 4.18, é possivel comparar a area do 2,4,6-TCA para cada

concentragé@o nos ensaios 3,4 e 5.
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Figura 4.18:Comparacéao da area do 2,4,6-TCA nos ensaios 3, 4 e 5, para as
concentragdes da gama de trabalho.

E possivel observar que utilizando os parametros do ensaio 5 foi possivel obter
a area do 2,4,6-TCA maior para qualquer uma das concentracdes de 2,4,6-TCA.
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Na figura 4.19 é possivel comparar a area do P1 para as trés condicdes diferentes
utilizadas. Assim sendo, € notdrio que ao utilizar o tempo de dessorcdo de 3 min e de
extracdo 8 min obtém-se uma média da &rea maior. Este aumento das areas pode néo se
traduzir num aumento da sensibilidade do método, uma vez que s&o usadas razdes de
areas, como se pode observar ao comparar os declives das curvas de calibracdo que séo

0,206; 0,264 e 0,251 para os ensaios 3, 4 e 5, respetivamente.
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Figura 4.19: Comparagéo da area do pico de 2,3,6-TCA nos ensaios 3, 4 e 5.

Assim é possivel concluir que o método a ser utilizado corresponde ao ensaio 5,
uma vez que permite um tempo total de andlise inferior e consegue ter areas de 2,4,6-
TCA e de 2,3,6-TCA superiores. Os parametros finais a ser usados encontram-se na
tabela 4.3.

Tabela 4.3: Parametros otimizados do método desenvolvido.

Volume da amostra 10 mL
Volume do PI 20 uL
Gama de concentragéo 1,5-9,5 ng/L
Tempo de extracdo 8 min
Tempo de dessorgéao 3 min

Na figura 4.20 é possivel observar as especificacbes dos parametros no
Autosampler do método criado.
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Figura 4.20:Parametros do método otimizado

Os parametros otimizados apenas foram os tempos de extracdo e dessorcao.
Uma vez que o equipamento ndo era exclusivo para a criagdo deste método, pardmetros
como a temperatura e outros referidos no capitulo 2 ndo puderam ser alterados nem
testados.
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4.3 Curvas de calibracdo para amostras de agua do processo nas condigdes

otimizadas

As curvas de calibragdo encontram-se apresentadas na tabela 4.4. Foram
realizadas recorrendo ao método do padrdo interno, e obtidas através da fortificacdo de
uma amostra de agua do processo em 5 niveis de concentracdo diferentes (entre 1,5 e
9,5 ng/L).

Tabela 4.4: Curvas de calibracéo e respetivos parametros de caracterizacao

Coeficiente
Equacio de Desvio LD LQ
quag determinagéo Padréo (syx) (ng/L) (ng/L)

(R?)

y=0,251x+0,1108 0,9996 0,020 0,24 0,80
y=0,258x+0,1402 0,9996 0,022 0,25 0,84
y=0,252x+0,1719 0,9998 0,013 0,16 0,52
Média 0,22 0,77

Os resultados apresentados demonstram que existe uma boa linearidade,
apresentando todas as curvas valores de coeficiente de determinacédo superior a 0,9995.
Os limites de detecdo e quantificacdo foram calculados baseados no desvio padrdo da

curva de calibracéo linear e no declive de cada reta.

Comparando os limites de detecdo e de quantificacdo obtidos com os da
literatura, presentes no capitulo 2.2.3, é possivel verificar que ndo sdo iguais. O valor
da literatura para 0 método de analise SPME-GC-ECD para o LD € 0,70 ng/L enquanto
0 obtido foi de 0,22 ng/L e o LQ da literatura € 2,3 ng/L, sendo que o obtido foi 0,77
ng/L [29, 30]. Portanto, é possivel verificar que 0 método otimizado consegue detetar
e quantificar 2,4,6-TCA com menores concentracdes, sendo um aspeto bastante

positivo.

4.4 Validacdo da gama de trabalho

A validacdo da gama de trabalho foi realizada através da comparagdo dos

valores dos coeficientes de variacdo do primeiro e ultimo ponto das curvas de
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calibracéo, preparando 10 viais para a concentracao de 1,5 ng/L e para concentracdo de
9,5ng/L.

O coeficiente de variacdo obtido foi de 2,4% e 1,3%, respetivamente, para 0S
padrdes de 1,5 e 9,5 ng/L. Estes valores s&o bastante inferiores a 10% e muito proximos
entre si, podendo considerar-se a gama de trabalho adequada.

4.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada calculando o desvio padrdo de 10 ensaios

sobre a mesma amostra.

Utilizando a equacédo 2.17, o valor do limite de repetibilidade (r) foi de 0,10
ng/L para concentragdes de 1,5 ng/L e de 0,34 ng/L para concentragdes de 9,5 ng/L.
Como a diferenca entre réplicas € menor do que o limite de repetibilidade, todos os

resultados sdo aceites.

4.6 Exatidao

A exatiddo da metodologia foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da
fortificacdo de amostras de agua de processo com concentracfes de 1,5; 3,5 e 5,5 ng/L.
A recuperacao relaciona-se com a quantidade de analito adicionada a amostra ou padrao
e que é quantificada no processo. O critério de aceitacdo para a recuperacdo é
normalmente 80-120%, sendo que o laboratdrio podera definir outro critério, de acordo
com o desempenho e/ou a complexidade do método, ou a quantidade presente na

amostra.

As percentagens de recuperacao obtidas foram em média 100%, tendo oscilado
entre 98% e 102%. Este valor encontra-se dentro dos limites normalmente tidos como

aceitaveis. Os valores obtidos neste ensaio encontram-se no anexo B.4.

Relativamente aos ensaios interlaboratoriais, preparou-se 2 amostras
fortificadas cada uma com 2 ng/L e 4 ng/L de 2,4,6-TCA, e distribuiu-se por 3

laboratorios. Os resultados do ensaio encontram-se na tabela 4.5.
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Tabela 4.5:Resultados do ensaio interlaboratorial.

S0t Verdadery VMO0 Do 7 g
(ng/L)
A 2,5 0,9
B 1,99 1,1 0,63 14
C 2,3 0,5
A 4,0 0,0
B 3,98 3,0 0,40 2,5
C 3,6 0,9

Verifica-se que apenas o laboratério B para a concentracdo de 4,0 ng/L possui
um z-score superior a 2, sendo um resultado questiondvel. Os restantes apresentam

resultados aceitaveis.

4.7 Estudo do carry-over

O estudo do carry-over consiste em estudar o efeito de memoria, que é
caracterizado pela dessor¢do incompleta dos analitos adsorvidos na fibra. Este efeito
tem como resultado o aumento “falso” da concentragdo de analito. Neste estudo
analisaram-se 10 viais de branco em sequéncia. Analisando a sua resposta ao analito é
possivel verificar se existe efeito de memdria na fibra. Estes brancos contém agua,

cloreto de sodio e padréo interno.

Os resultados obtidos, que se encontram no anexo B.5, demonstram que néo
existe efeito de memoria na fibra uma vez que nenhum dos viais apresentava

concentragdo superior ao limite de quantificagéo.

4.8 Cartas de controlo

Construiu-se a carta de controlo, utilizando os declives da curva de calibracéo
para a validacdo e ainda uma curva de calibracdo que se efetuou ap6s um més das curvas
de validagéo. Estas cartas de controlo possuem um limite central, um limite inferior de
controlo e um limite superior de controlo. O exemplo de calculo destes limites encontra-

se no Anexo B.6.
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Na figura 4.21 encontra-se a carta de controlo obtida para os declives da reta de

calibracéo:
0,32
0,3 -
8
& 0,28 - X
3
> 0,26 - ~
= X X
2 0,24 -
)
0,22 -
0,2
1 2 3 4
——Limite central
Limite inferior de controlo
—— Limite superior de controlo

Figura 4.21:Carta de controlo declive da reta

Analisando a carta de controlo, da figura 4.21, € possivel verificar que todos os

pontos se encontram dentro dos limites de controlo.

49 Incerteza

Para o célculo da incerteza expandida associada a concentracdo de uma amostra,
é necessario definir as origens da incerteza intervenientes sendo que neste trabalho

foram consideradas as seguintes:

- Incerteza associada a interpolacdo da amostra na curva de calibragéo;
- Incerteza associada ao volume da amostra;

- Incerteza associada a precisdo do método de ensaio.

Calculando a incerteza combinada, para toda a gama de trabalho, obtém-se em

média um valor de 0,1 ng/L.
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5 Conclusao e Sugestdes de Trabalho Futuro

Os objetivos principais desta dissertacdo de mestrado foram a definicdo e
validacdo de um método de analise de 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA) em agua por

cromatografia gasosa com detetor de captura de eletroes (GC-ECD).

Na fase inicial, estudou-se a possibilidade do uso do método baseando-se na
norma ISO 20752:2014, mais concretamente, 0 método que o laboratorio utiliza para

as suas analises quotidianas de 2,4,6-TCA em rolhas.

Perante a conclusdo de que a fibra saturava com o uso desse método, procedeu-
se a uma etapa de otimizacdo para encontrar as melhores condi¢des analiticas para
analisar a &gua do processo. Verificou-se que as condi¢des 6timas de SPME sdo 8 min
de tempo de extracdo em headspace (HS), 5 min de dessor¢do e com adigao de 20 puL
de padréo interno, o0 2,3,6-TCA.

Na validacdo do método foi avaliada a gama de trabalho, determinaram-se 0s
limites de detecdo (LD) e quantificacdo (LQ), a precisdo, a exatidao e a incerteza do

resultado.

Relativamente a gama de trabalho utilizada foi de 1,5 ng/L a 9,5 ng/L, sendo
que os limites de detecdo e de quantificagdo foram de 0,22 ng/L e 0,77 ng/L,
respetivamente. O valor de limite de repetibilidade foi de 0,1 ng/L, para concentracfes
de 1,5 ng/L, e de 0,3 ng/L, para 9,5 ng/L. A exatiddo foi avaliada atraves de ensaios de
recuperacdo, sendo que a percentagem de recuperacao média obtida foi de 100% (98 —
102%). Os resultados de ensaios interlaboratoriais de duas amostras de agua de
processo fortificadas com 2,4,6-TCA em concentragdes de 2,0 ng/L e 4,0 ng/L
conduziram a valores de z-scores de 0,9; 1,4; e 0,5 para a concentragéo de 2,0 ng/L e
de 0,0; 2,5 e 0,9 para a concentracdo de 4,0 ng/L, para os laboratorios A, B e C,

respetivamente. Todos eles sdo resultados satisfatorios, exceto o resultado de 2,5.

Construiu-se ainda uma carta de controlo dos declives das curvas de calibragéo,

onde se confirmou que todos o valores se encontravam dentro dos limites de controlo.

A incerteza calculada do método foi de 0,1 ng/L.
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E possivel concluir que o método se encontra devidamente otimizado e
validado, alcancando assim o objetivo da dissertacdo e permitindo a empresa
implementar o método sempre que precisar de analisar uma amostra de agua com
suspeita de 2,4,6-TCA.

Algumas sugestdes futuras, de modo a dar continuidade a implementacéo do
método, consistem em realizar ensaios de estudo de precisdo intermédia e
reprodutibilidade, realizar mais curvas de calibracdo de modo a ter uma carta de
controlo dos declives da curva de calibragcdo mais extensa e fazer um ensaio
interlaboratorial com mais participantes. Sugere-se ainda tentar novas condicgdes de
otimizacdo, como por exemplo variando o volume do PI, e por Gltimo, analisar amostras

reais com suspeita de TCA.
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Anexos

Anexo A: Célculos para preparacao de solu¢des intermédias

A.l1  Preparacdo da solugdo Stock | de 2,4,6-TCA

A solucéo comercial de 2,4,6-TCA, com volume inicial de 1 mL de concentragéo
100 mg/L, €é diluida em metanol num bal@o de 100 mL obtendo-se a solucéo Stock I de

1 mg/L, como demonstrado nos seguintes célculos.

mg mg
Ceomercial X Veomerciat = Cstock 1 X Vstock 1 € 100T X1mL=1 T X 100 mL

A.2  Preparacdo da solugdo Stock Il de 2,4,6-TCA

Com a solucdo Stock I € possivel obter a solucao Stock 1, diluindo com solucéo

etanolica 12 % (v/v), como demonstrado nos seguintes calculos.

mg s 19
Cstockl X Vstockl = Cstock i X Vstock ue 1 L X 10 X Vstockl
mg
=1 % X 100 mL

© Vstockr = 0,10 mL = 100 uL

A.3  Preparacdo dos padrdes de calibragédo

O célculo do volume de solucgdo stock Il necessario é:

_ 19 3 g
Cstock X Vstock 11— Cpadrio X Vpadréo « 17 x 10 E X Vstock 11
n
= 0,57‘9 x 10mL

A xd VStOCkII =5x 10_3 mL = 5,0 ,U.L

Para obter a concentracdo real dos padres nos viais é necessario o seguinte
calculo:

n
[ng] _ Cstock TR Vstock I 1000 [Tg] X VStOCk n [L]
Cfinal L - Vfinal - 10 x 1073 + Vstock n+t 20 X 10_6[L]
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Na tabela A.1 encontram-se as concentracdes reais dos padrdes de calibracéo.

Tabela A.1: Concentragdes dos padrdes de calibracéo

Concentracéo do Padréo Volume da Solugéo Concentragéo real
(ng/L) Stock IT (pL) (ng/L)
1,5 15,0 1,49
3,5 35,0 3,48
4,5 45,0 4,47
5,5 55,0 5,46
7,5 75,0 7,43
9,5 95,0 9,39

Anexo B: Resultados

— Resultados do Ensaio 1

Na tabela B.1 encontram-se os valores para a construcao da curva de calibracéo.

Tabela B.1: Valores da curva de calibracéo referente ao ensaio 1

Concentracio  Concentragéo Area do Area do
dovial (1 %_) realdovial =~ 2,46-TCA  236TCA  ArcalAisto
g (ng/L) (u.a) (ISTD) (u.a)
0,0 0,000 2967 12195 0,243
15 1,495 6601 11660 0,566
45 4,471 13056 10601 1,221
9,5 9,392 25553 11416 2,238

e Calculo dos Limites de Quantificacdo e Detecdo

Na tabela B.2 encontram-se os valores dos limites de detecdo e quantificacéo,

calculados com a equagéo 2.11 e 2.12.

67



Tabela B.2 Valores do LD e LQ do ensaio 1.

Syix 0,0165
Declive 0,213
LD 0,233
LQ 0,775

— Resultados do Ensaio 2

Na tabela B.3 encontram-se apresentados os resultados do ensaio 2.

Tabela B.3: Valores da curva de calibracéo referente ao ensaio 2

Concentracio  COncentragéo Area do Area do
dovial (1 ‘/?L) realdovial =~ 24,6-TCA  236-TCA  ArcalAisto
g (ng/L) (u.a) (ISTD) (u.a)

0,0 0,000 622 14154 0,04
1,5 1,495 4961 13162 0,38
45 4,471 15287 14773 1,03
75 7,429 23999 13648 1,76
9,5 9,392 32823 15328 2,14

e Calculo dos Limites de Quantificacdo e Detecao

Na tabela B.4 encontram-se os valores dos limites, calculados com a equagéo 2.11
e 2.12.

Tabela B.4: Valores do LD e LQ do ensaio 2.

Syix 0,0274
Declive 0,212

LD 0,387

LQ 1,29

— Resultados do Ensaio 3

Na tabela B.5 encontram-se apresentados os resultados do ensaio 3.
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Tabela B.5: Valores da curva de calibracéo referente ao ensaio 3

Concentracio  COncentragdo Area do Area do
dovial (1 ‘/?L) realdovial ~ 24,6-TCA  236-TCA  Arcal/Aisto
g (ng/L) (u.a) (ISTD) (u.a)

0,0 0,00 1796 7740 0,23
1,5 1,50 6248 11170 0,56
35 3,60 10786 10872 0,99
75 7,48 22532 12565 1,79
9,5 9,31 28380 13064 2,17

e Calculo dos Limites de Quantificacdo e Detecao

Na tabela B.6 encontram-se os valores dos limites, calculados com a equagéo 2.11
e 2.12.

Tabela B.6: Valores do LD e LQ do ensaio 3.

Syix 0,0203
Declive 0,206

LD 0,294

LQ 0,98

— Resultados do Ensaio 4

Na tabela B.7 encontram-se apresentados os resultados do ensaio 4.

Tabela B.7: Valores da curva de calibracéo referente ao ensaio 4

Concentragdo Concentraggo Area do Area do
do vial (ng/L) real do vial 2,4,6-TCA 2,3,6-TCA AtcalAistp
(ng/L) (u.a) (ISTD) (u.a)

0,0 0,07 1993 12567 0,16
15 1,43 6265 12099 0,52
3,5 3,47 13962 13221 1,06
55 551 18402 11541 1,59
7,5 7,34 24345 11714 2,08
9,5 9,45 33869 12842 2,64
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e Calculo dos Limites de Quantificacdo e Detecao

Na tabela B.8 encontram-se os valores dos limites, calculados com a equagéo 2.11
e 2.12.

Tabela B.8: Valores do LD e LQ do ensaio 4.

Syix 0,0202
Declive 0,265
LD 0,229
LQ 0,762

— Resultados do Ensaio 5

Na tabela B.9 encontram-se apresentados os resultados do ensaio 5.

Tabela B.9: Valores da curva de calibracéo referente ao ensaio 5

Concentragdo Concentragéo Area do Area do
do vial (ng/L) real do vial 2,46-TCA 2,3,6-TCA ATtcalAisTD
(ng/L) (u.a) (ISTD) (u.a)

0,0 0,00 1650 19179 0,09
15 1,59 9789 19193 0,51
3,5 3,51 21806 21989 0,99
55 5,43 33387 22665 1,47
7,5 1,47 33412 16819 1,99
9,5 9,35 57930 23577 2,46

e Calculo dos Limites de Quantificacdo e Detecdo

Na tabela B.10 encontram-se os valores dos limites, calculados com a equacdo 2.11
e2.12.
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Tabela B.10: Valores do LD e LQ do ensaio 5.

B.1 Resultados Curva de Calibragédo

Nas Tabela B.11, Tabela B.12, Tabela B.13 apresentam-se os valores de areas

obtidas nas 3 curvas de calibracéo.

Descritivo

Padréao 0
Padrdo 1,5
Padrdo 3,5
Padrdo 5,5
Padrdo 7,5
Padrdo 9,5

Nas Figuras B.1, B.2 e B.3 sdo apresentadas as curvas de calibracéo.

Tabela B.11: Valores da 1° curva de calibragéo

Concentracéao
Tedrica
(ng/L)

0,00
1,49
3,48
5,46
7,43
9,39

Concentracao
Obtida (ng/L)

0,00
1,59
3,51
5,43
7,47
9,35

Area
2,4,6-
TCA
(u.a)

1650,22
9788,78
21806,15
33386,70
33412,47
57930,18

Area
2,3,6-
TCA
(u.a)

19179,34
19193,20
21989,10
22665,25
16819,05
23576,71

Razéao

de

Areas

(ua)
0,09
0,51
0,99
1,47
1,99
2,46
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Figura B.1: Curva de calibracéo realizada no dia 16/07/2021

Descritivo

Padrédo 0
Padrédo 1,5
Padrdo 3,5
Padrdo 5,5
Padrdo 7,5
Padrdo 9,5

Tabela B.12: Valores da 2° curva de calibracéo

Concentracao

Tebrica Con_centragéo

(ng/L) Obtido (ng/L)
0,00 0,00
1,49 1,57
3,48 3,48
5,46 5,34
7,43 7,50
9,39 9,39

Area
2,4,6-
TCA
(u.a)
2517,96
12374,37
22829,17
39961,80
55277,01

62297,60

R =0,9990..."
...... o
8,00 J

Area .

2.3,6- a

TCA 2

(u.a) e
RS | 68
2065181 | 0,55
T
26298,31 Lo
e o
24273,13 i
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Figura B.2: Curva de calibracéao realizada no dia 19/07/2021
Tabela.B.13: Valores da 3° curva de calibragéo
Concentracéao Area Area Razéo
Descritivo Teéricag Concentragdo  2,4,6- 236- 4e Areas
(ng/L) Obtida (ng/L) TCA TCA (u.a)
g (u.a) (u.a) '
Padrédo_0 0,00 0,01 979,76 5644,38 0,17
Padrdo 1,5 1,49 1,55 3276,12  5834,66 0,56
Padrédo 3,5 3,48 3,48 6044,81  5829,98 1,04
Padrdo 5,5 5,46 5,41 9034,01  5882,69 1,54
Padréo_7,5 7,43 7,41 12372,35 6067,72 2,04
Padrdo 9,5 9,39 9,44 14395,54  5642,95 2,55
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Figura B.3: Curva de calibracéo realizada no dia 21/07/2021
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B.2 Resultados do estudo da gama de trabalho

Na tabela B.14 e B.15 encontram-se o0s resultados do estudo da gama de trabalho, para a concentragédo de 1,5 ng/L e 9,5 ng/L,

respetivamente.

Tabela B.14: Resultados do ensaio de precisao para o padréo de concentracéao 1,5 ng/L

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Descritivo Concentracdo 2,4,6  Area2,4,6- Area2,3,6-  Concentracio  Area2,4,6- Area2,36-  Concentracdo = Area246-  Area23,6-
TCA (ng/L) TCA (u.a.) TCA (u.a.) 2,46 TCA TCA (u.a.) TCA (u.a.) 246 TCA TCA (u.a.) TCA (u.a.)
(ng/L) (ng/L)
1,51 4524 6668 1,519 5150 8378 1,535 6023 9498
1,47 5877 8794 1,439 5544 9101 1,497 6643 10650
1,54 5491 8031 1,442 5153 8456 1,542 6048 9510
%Cls: 1,51 5628 8306 1,477 5503 8995 1,508 6235 9947
ﬂ 1,48 6130 9132 1,516 4730 7696 1,424 6263 10370
’§ 1,49 5822 8646 1,524 5992 9742 1,482 6569 10598
E 1,52 5851 8612 1,533 5308 8620 1,473 6763 10956
1,46 5682 8528 1,534 5966 9688 1,484 6306 10166
1,51 5774 8526 1,421 5852 9626 1,499 6317 10119
1,45 5594 8425 1,543 5307 8610 1,504 6378 10195
Meédia 1,49 5637 8367 1,49 5451 8891 1,49 6355 10201
Desvio-Padréo 0,027 430 664 0,046 404 666 0,033 242 471
Coeficiente de 1,8% 7,6% 7,9% 3,1% 7,4% 7,5% 2,2% 3,8% 4,6%
Variagdo
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Tabela B.15: Resultados do ensaio de precisdo para o padréo de concentracéo 9,5 ng/L

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Descritivo  Concentragio Area Area Concentragéo Area Area Concentragéo Area Area
2,46 TCA 24,6-TCA 23,6-TCA 2,46 TCA 2,46-TCA 2,3,6-TCA 2,46 TCA 2,46-TCA 23,6-TCA
(ng/L) (u.a.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.)
9,53 22804 8856 9,305 9578 8270 9,310 26612 9725
9,22 21395 8557 9,298 10233 8840 9,269 29576 10853
y 9,39 20977 8256 9,528 10922 9305 9,524 29774 10656
E» 9,32 20739 8211 9,149 10901 9501 9,219 26676 9837
g— 9,49 21628 8435 9,277 11460 9911 9,262 28204 10356
2§ 9,40 21530 8464 9,375 9830 8452 9,428 26703 9646
E 9,29 21085 8371 9,499 9748 8319 9,500 29483 10576
9,46 22756 8899 9,321 9919 8556 9,378 26698 9692
9,41 23800 9349 9,528 9780 8332 9,569 28565 10178
9,41 24381 9572 9,640 11401 9649 9,460 28503 10265
Média 9,39 22109 8697 9,39 10377 8914 9,39 28079 10178
Desvio- 0,09 1256,47 463,94 0,151 724 622 0,123 1310 437
Padréo
Coef(ijciente 1,0% 57% 5,3% 1,6% 7,0% 7,0% 1,3% 4,7% 4,3%
e

Variagao
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B.3 Resultados da Precisdo

A tabela B.16 apresenta os coeficiente de repetibilidade para o padrdo de

concentracdo 1,5 ng/L.

Tabela B.16: Valores obtidos do coeficiente de repetibilidade

Ensaio Coeficiente de
Repetibilidade

1 0,08

2 0,13

3 0,09

e Exemplo de célculo do Coeficiente de Repetibilidade para o ensaio 1 do
padréo 1,5 ng/L utilizando a equagéo 2.17.

Desvio padrdo médio=0,027
r = 2,8 X Desvio Padrao = 2,8 x 0,027 =0,08

A tabela B.17 apresenta os coeficiente de repetibilidade para o padrdo de

concentracdo 9,5 ng/L.

Tabela B.17:Valores obtidos do coeficiente de repetibilidade

Ensaio Coeficiente de
Repetibilidade

1 0,262

2 0,422

3 0,344

B.4 Resultados da Exatidao

A tabela B.18 apresenta os resultados obtidos no ensaio de recuperacao.
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Tabela B.18: Resultados ensaio de recuperacao

Concentracéo do Concentracdo do  Concentracdo do

) analito na analito na ~
analito na amostra ~ ~ %Recuperacao
fortificada (ng/L) am.OStra nao am.OStra nao
fortificada (ng/L) fortificada (ng/L)
1,53 0,00 1,50 102%
3,42 0,00 3,48 98%
5,49 0,07 5,46 99%

e Exemplo de célculo da % de recuperacao utilizando a equacéo 2.22 para o
padréo 1,5 ng/L

1,53 — 0,00
%R = TX 100 = 102%

B.5 Resultados do Efeito “Carry-Over”

Na tabela B.19 é apresentado a concentracdo obtida e as areas do 2,4,6-TCA e

2,3,6-TCA do ensaio do carry over.

Tabela B.19: Resultados do ensaio carry over

Vial Concentragdo Area do 2,4,6 A[reg/iczgii’ﬁ

Obtida (ng/L)  TCA (u.a.) 0a)
! 0,0 2568 8130
2 0,2 7630 12706
g 0,2 6072 10150
4 0,0 5677 10362
2 0,0 6442 11958
6 0,0 5342 10389
! 0,0 5612 11792
8 0,6 11484 15873
& 0,0 3119 9718
10 0.4 7757 11624
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B.6 Calculo da Incerteza do método

Na tabela B.20 sdo apresentados os declives, os limites centrais, limites

inferiores de controlo e limites superiores de controlo.

Tabela B.20:Resultados obtidos de limite central, inferior de controlo e
superior de controlo para o declive

. . .. Limite Limite
Dia da Desvio- Limite . . .
i ~ inferior de  superior de
Curva de Declive padréo (o) central
Calibracso (ng/L) (ng/L) controlo controlo

(ng/L) (ng/L)
16/09/2021 0,251
19/07/2021 0,258

0,013 0,261 0,222 0,300

21/07/2021 0,252
20/09/2021 0,283
De seguida é apresentado o exemplo de célculo dos limites.

Limite inferior de controlo = Limite central —3 X o
Limite superior de controlo = Limite central + 3 X o

O limite central corresponde a média dos declives, que neste caso corresponde
a 0,261 ng/L.

Logo:
Limite inferior de controlo = 0,261 — 3 x 0,013 = 0,222 ng/L

Limite superior de controlo = 0,261 + 3 x 0,013 = 0,300ng/L

B.7 Calculo da Incerteza do método

Como j& foi referido, para o calculo da incerteza combinada do método é necessario
calcular de forma intermédia as incertezas dos padrdes, das diluicbes de solucgdes
comerciais, da curva de calibracdo e da preciséo. Na tabela B.21 é demonstrado o valor

da incerteza para cada curva de calibracdo.
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Tabela B.21:Incerteza associada a cada curva de calibracéo da validacdo do
método.

Curva de calibracéo Incerteza associada
16/07/2021 0,11
19/07/2021 0,22
21/07/2021 0,07

Média 0,14

De seguida ¢é apresentada um exemplo de célculo, para a curva calibragdo do dia
16/07/2021, relativamente a incerteza associada a interpolacéo da leitura da amostra na
curva de calibracdo, incerteza da precisdo, incerteza combinada e da incerteza

expandida.

e Incerteza associada a interpolacdo da leitura da amostra na curva de

calibracao:
(reta) = 202001
e = 2510
1 1 (1 —1,25)2
X |—+=+
6 3 (=0,10 + 1,59)2

(=0,10% + 1,592 + ---9,352) — =

u(reta) = 0,057ng/L

e Incerteza associada ao volume da amostra:

0,057\> /9,8 x 10-6\°
u(C) =3,7 x ( ) + x3=0,1ng/L

3,7 10

e Incerteza da precisdo

desvio padrao resultado 10 réplica

V10

u(Precisio) = = 0,002 ng/L

e Incerteza combinada

u(combinada) = \/(u reta)? + (u precisao)? = \/(0,057)2 + (0,002)2
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u(combinada) = 0,06 ng/L
Incerteza expandida

u(expandida) = 2 X u(combinada) = 0,1 ng/L
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