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Sumario

O presente relatorio traduz o trabalho que foi realizado na Symington Family Estates,
S.A., inserido no ambito da unidade curricular Dissertacao/Estagio do 2° ano do Mestrado em
Engenharia Quimica no ramo de Qualidade no Instituto Superior de Engenharia do Porto. Esta
tese de mestrado tem o tema “Validacdo de método para determinacao de 2,4,6-tricloroanisol
em rolhas por HS-SPME-GC-ECD”.

Os principais objetivos desta dissertacdo foram implementar o método de analise
interno para todos os tipos de rolhas que a empresa recebe e validar o método, garantindo
gue os resultados obtidos sdo precisos e exatos.

Para além do desenvolvimento do tema de estagio, também foi dado apoio aos
técnicos do laboratorio em todas as andlises realizadas aos diferentes materiais utilizados no
engarrafamento.

Para a validacdo do método, garantiu-se que a gama de trabalho era adequada,
determinaram-se os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ), a precisdo
(repetibilidade, precisdo intermédia), a exatiddo (ensaios de recuperacdo, ensaios
interlaboratoriais), tragaram-se as cartas de contolo e determinou-se a incerteza do resultado.

A gama de trabalho utilizada foi de 0,5 a 10,0 ng/L; o limite de detec¢é&o foi de 0,2 ng/L;
o limite de quantificacéo foi de 0,6 ng/L; os coeficientes de variacdo da repetibilidade foram
de 7,0 e 3,3% para as solu¢cbes padrao de 0,5 e 10,0 ng/L, respetivamente; o desvio-padrao
da precisao intermédia foi de 0,2 ng/L e os coeficientes de variacao foram de 5,8 e 6,8% para
as solucdes padrao de controlo de 2,0 e 4,0 ng/L, respetivamente; as taxas de recuperacao
obtidas foram entre 93 e 109%; os z-scores obtidos foram de O, 0,4 e 0,8, sendo todos
resultados aceitaveis. Assim, garantiu-se que todos os parametros deste método foram
validados.

Os pontos das cartas de controlo das solu¢des padrao de controlo com 2,0 e 4,0 ng/L
de 2,4,6-TCA e dos declives das retas de calibragdo encontram-se dentro dos limites inferior
e superior de controlo.

A incerteza expandida foi de 0,3 ng/L, permitindo assim que a empresa tenha
seguranca quando rejeitar um lote de rolhas por excesso de 2,4,6-TCA.

O valor estimado para cada analise de 2,4,6-TCA em rolhas foi de 5,47 €. A
implementacdo deste método na Symington permite uma poupanca de cerca de 17,53

€/amostra para a empresa.

Palavras chave: Validacéo de método; HS-SPME-GC-ECD; 2,4,6-tricloroanisol, rolhas
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Abstract

This report reflects the work that was carried out at Symington Family Estates S.A.,
inserted in the curricular unit Dissertation / Internship of the 2nd year of the Master in Chemical
Engineering at the Instituto Superior de Engenharia do Porto. This thesis has the theme
"Validation of method for determination of 2,4,6-trichloroanisol in corks by HS-SPME-GC-
ECD".

The main objectives of this dissertation were to implement the internal analysis method
for all types of corks that the company receives and validate the method, ensuring that the
results obtained are accurate and exact.

In addition to the development of the thesis theme, support was also given to laboratory
workers in all analyzes carried out on the different materials used in bottling of wine.

For the validation of the method, it was ensured that the range of work was adequate,
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision (repeatability, intermediate
precision), accuracy (recovery tests, assays interlaboratory), the charts were drawn and the
uncertainty of the result was determined.

The working range was 0,5 to 10,0 ng/L; the detection limit was 0,2 ng/L; the limit of
guantification was 0,6 ng/L; the coefficients of variation of the repeatability were of 7,0 and
3,3% for standard solutions of 0,5 and 10,0 ng/L; the standard deviation of the intermediate
precision was 0,2 ng/L and the coefficients of variation were 5,8 and 6,8% for standard
solutions of 2,0 and 4,0 ng/L; recovery rates were between 93 and 109%; the z-scores obtained
were 0, 0,4 and 0,8, all of which were acceptable. Thus, it was ensured that all parameters of
this method were validated.

The control chart points of the control standard solutions with 2,0 and 4,0 ng/L of 2,4,6-
TCA and the slopes of the calibration lines are within the lower and upper control limits.

The uncertainty of the result was 0,3 ng/L, thus allowing the company to have safety
when rejecting a batch of corks for excess of 2,4,6-TCA.

The estimated value for each analysis of 2,4,6-TCA in stoppers was 5,47 €. The
implementation of this method at Symington allowed a saving of around € 17.53 €/sample for

the company.

Keywords: Validation of method; HS-SPME-GC-ECD; 2,4,6-trichloroanisol, corks
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Capitulo 1

Introducao
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1. Introducao

Neste capitulo faz-se um enquadramento do trabalho, a definicdo de objetivos, uma

breve apresentacdo da empresa e, finalmente, a forma como foi organizada esta dissertacéo.

1.1. Enquadramento

Esta dissertacdo foi realizada no &mbito da unidade curricular de Dissertacdo/Estégio
do Mestrado em Engenharia Quimica no ramo de Qualidade do Instituto Superior de
Engenharia do Porto. O estagio curricular decorreu na empresa “Symington Family Estates,
S.A”, com o tema “Validacdo de método para determinacéo de 2,4,6-tricloroanisol (TCA) em
rolhas por microextracdo em fase sélida no headspace e determinacéo por cromatografia em
fase gasosa com detetor de captura de eletrdes (HS-SPME-GC-ECD)”. Paralelamente ao
tema de estagio, colaborou-se também com o laboratério de andlises da empresa, dando
apoio em todos as areas necessarias.

Este estagio teve a duragao de, aproximadamente, um ano curricular, tendo-se iniciado
em Outubro de 2017 e terminado em Junho de 2018.

1.2. Objectivos

Os objetivos especificos deste trabalho foram os seguintes:
¢ Implementar o método de analise interno para todos os tipos de rolhas que a
empresa recebe;

¢ Validar o método, garantindo que os resultados obtidos sao fiaveis.

Como objetivos mais abrangentes, este estagio permitiu:
e Adquirir experiéncia em ambiente empresarial;
e Testar a capacidade de adaptacao pessoal;
¢ Aplicar, de forma pratica, os conteudos/conhecimentos adquiridos ao longo da
licenciatura e do mestrado em engenharia quimica;
e Estudar e aplicar as varias técnicas e metodologias de andlise aplicadas em
todo o material associado ao engarrafamento de vinho.

1.3. Apresentacdo da empresa

A familia Symington, que tem ascendéncia escocesa, inglesa e portuguesa, esta ligada
ao comeércio de vinho do Porto desde o século XIX [1].

Atualmente, a empresa possui 2071 hectares de terra no vale do Douro, distribuidos
por 27 propriedades vitivinicolas. No entanto, este enorme crescimento da empresa comecou

em 1882, quando Andrew James Symington chegou a Portugal para trabalhar na Graham’s,
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tendo na altura apenas 19 anos. ApGs uns anos, Andrew Symington decide abandonar a
Graham’s para comecar o seu negocio independente como produtor de vinho do Porto e,
juntamente com a sua mulher Beatrice, decidem estabelecer a familia no vale do Douro, de
modo a incutir nos filhos uma viséo a longo prazo do seu negécio de vinho [1].

Em 1912, Andrew ja era sécio da Warre’s e da Dow’s, sendo que esta ultima possuia
3 quintas vinificadas no Douro, possibilitando aos seus filhos Maurice, John e Rom, estarem
mais perto desta regido importante para a producao de vinho do Porto. Assim, a medida que
iam crescendo, os filhos de Andrew comecgaram a ficar cada vez mais familiarizados com o
negécio da familia, estando também envolvidos na gestdo das quintas e no tratamento das
vinhas. Hoje em dia, a geracédo da familia que esta a frente da empresa é constituida por Paul,
Johnny, Ruppert, Dominic e Charles, tendo adquirido varias quintas no vale do Douro, local
onde as suas geracOes anteriores estabeleceram familia e os incutiram a continuar a
desenvolver um negdcio iniciado ha mais de um século [1]. Na Figura 1.1 apresentam-se 0s

5 membros da familia da geracao atual [1].

i
v \ p : §84
Figura 1.1 - Cinco dos membros da familia que atualmente trabalham na empresa [1].

Nos dias de hoje, a Symington Family Estates é responsavel por cerca de um terco da
producao de vinho do Porto de qualidade superior, sendo produtora dos vinhos do Porto de 4
casas historicas: Graham’s, Dow’s, Warre’s e Cockburn’s. A empresa também ¢é produtora de
vinhos Denominagédo de Origem Controlada (DOC) Douro, produzindo os vinhos Chryseia,
Post Scriptum e Prazo de Roriz, juntamente com a familia Prats de Bordéus, e outros vinhos
do Douro, apenas produzidos pela empresa, na Quinta do Vesuvio e na Quinta do Ataide.

Na Figura 1.2 estédo 4 vinhos do Porto produzidos pela Symington Family Estates, um

de cada uma das principais casas [1].
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Figura 1.2 - Principais marcas de vinho do Porto produzidos pela Symington Family Estates.

Ao longo dos anos a Symington Family Estates tem sido reconhecida com varios
prémios pela qualidade dos seus vinhos do Porto e vinhos DOC Douro, sendo uma das
empresas de vinhos do mundo com mais distingées. No entanto, estes reconhecimentos nao
se resumem apenas aos vinhos produzidos pela empresa, mas também aos endlogos da
familia e & empresa como um todo [1].

Alguns dos prémios mais importantes e gratificantes dos Ultimos anos sé&o os seguintes
[1]:

e Viticultura do ano 2012;

e Decanter personalidade do ano 2012: Paul Symington;

e Endlogos do ano — Vinhos fortificados: Peter e Charles Symington;

¢ International Wine & Spirits Competition: Produtor portugués do ano;

¢ Wine Spectator: Vinho do ano 2014 (Dow’s Porto Vintage 2011 — 12 posicéo;
Chryseia 2011 Porto DOC — 32 posi¢ao);

¢ 11 medalhas de ouro e 29 medalhas de prata nos Concursos Internacionais de
Vinho de 2015.

1.4. Organizacao da dissertacéao

Esta dissertagdo esta dividida em diferentes capitulos. No capitulo 1, denominado de
Introducéo, faz-se um enquadramento do trabalho, a definicdo de objetivos e a apresentagéo
da empresa.

No capitulo 2, denominado de Estado da Arte, sera abordada a producéo de rolhas de
cortica, a formacéo de 2,4,6-TCA nas rolhas, a determinacéo deste composto por HS-SPME-
GC-ECD e a validacao de métodos internos de ensaio.

No capitulo 3, denominado de Materiais e Métodos, serdo enunciados o0s

equipamentos utilizados para obtencao de resultados, bem como os procedimentos utilizados.
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No capitulo 4, denominado Resultados e Discusséo, serdo apresentados e discutidos
todos os resultados obtidos.

No capitulo 5, denominado de Concluséo, serdo apresentadas as conclusdes acerca
de todo o trabalho realizado.

Nos anexos encontram-se os diferentes exemplos de célculo, bem como a quantidade

de rolhas utilizadas nos macerados e os dados das curvas de calibracao obtidas.
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Capitulo 2

Estado da Arte
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2. Estado da Arte

Nesta secc¢do, sera abordada a validacdo de métodos internos de ensaio, bem como
todos os parametros que envolvem este tema.

O método de analise abordado é a cromatografia em fase gasosa com detetor de
captura de eletrbes, sendo a preparacdo da amostra realizada por microextragdo em fase
sélida do headspace da amostra.

Para além disso, também € aprofundada a producéo de rolhas de cortica, pois € essa
a matéria-prima analisada pelo método em estudo.

Sera também explicada a formacao do composto 2,4,6-TCA nas rolhas, a importancia
da sua quantificagdo nesse material de engarrafamento e a implicagdo que tem no produto

final que é fornecido aos clientes, ou seja, no vinho.

2.1. Cortica

A cortica € um tecido vegetal natural que € extraido da casca do sobreiro. Este material
para além de ser 100% natural, € também completamente reutilizavel e reciclavel, pois apesar
de a cortica extraida ser totalmente aproveitada para diferentes aplicacdes, esta pode ser
triturada, voltando a ser utilizada no processo produtivo [2].

Esta matéria-prima pode ser utilizada em varias aplicacGes e adaptar-se a diferentes
condicbes climatéricas gracas ao facto de ser impermeavel, elastica e compressivel,
resistindo assim a variagfes de humidade, temperatura e presséo. Para além disso, a cortica
€ um excelente isolante térmico e acustico, € um material de combustdo lenta, ndo absorve

po, e resiste ao atrito [2]. Na Figura 2.1 encontra-se representada uma prancha de cortica.

Figura 2.1 - Prancha de cortica [2].

Relativamente a produgcdo mundial de cortica, Portugal destaca-se como principal
produtor, sendo responsavel por 49% desta producédo. Para este valor contribuem os produtos
destinados a industria vinicola, constituindo 72% dos produtos de cortica, nomeadamente os

40 milhdes de rolhas que sdo produzidas diariamente, em média, no pais [3].
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2.1.1. Composicao quimica da cortica

A composigao quimica da cortica tem sido amplamente estudada, tendo-se descoberto
gue varia consoante a sua origem geografica e genética, o clima e as condi¢des do solo, as
dimensdes, idade e condi¢gbes de crescimento do sobreiro [4].

A parede celular da cortica € composta por trés camadas com diferentes composicoes.
A parede primaria tem uma estrutura rica em lenhina. A parede secundéria € mais espessa,
sendo constituida por suberina e lenhina. Por fim, a parede terciaria € composta por
polissacarideos. O componente presente em maior percentagem € a suberina (40%),
responsavel pela impermeabilidade, seguida da lenhina (22%), polissacarideos (18%),
extrataveis (15%) e outros constituintes [4]. Os extrataveis sdo compostos que hao estao
quimicamente ligados a estrutura principal da corti¢ca, sendo por isso facilmente extraiveis com
solventes. Entre estes compostos presentes na cortica, 0s mais importantes sdo 0s
compostos fendlicos. Estes compostos sdo muitos importantes para a qualidade de um vinho,
pois afetam o seu sabor e coloragao, entre outros parametros [4, 5].

Também existem compostos aromaticos presentes na cortica que sdo contaminantes
responsaveis por alteracdes organoléticas nos vinhos. Os desvios sensoriais numa rolha
provenientes destes compostos, sdo muitas vezes associados a mofo ou a bolor, e quando
se transferem para um vinho séo, habitualmente, responsaveis pelo “sabor a rolha”, sendo um

sinal da degradacéo da qualidade sensorial de um vinho [6].

2.2. Producéao de rolhas

A cortigca utilizada para a obtencédo de rolhas passa por varios processos, comegando
pelo descorticamento, ou seja, pela extracdo da cortica da casca do sobreiro [7].
Apoés este processo, as pranchas de cortica passam por diferentes etapas até a

obtencdo da rolha, dependendo do tipo de rolha pretendido [8].

2.2.1. Descorticamento

O processo de descorticamento é realizado diversas vezes até se extrair cortica com
qualidade para ser transformada em rolha. Dos dois primeiros descorticamentos obtém-se
cortica mais irregular e dura, sendo utilizada para outras aplicagdes [7].

A partir do terceiro descorticamento ja € obtida cortica com qualidade para ser
transformada em rolhas, sendo este processo repetido de 9 em 9 anos, cerca de 15 vezes até
ao fim de vida do sobreiro. Este processo é efetuado em seis etapas [7]:

1. Abrir — consiste em golpear a fenda mais profunda do sobreiro com um
machado;

2. Separar — consiste em separar a prancha de corti¢ca do tronco da arvore;
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3. Tracgar — nesta fase é delimitado o tamanho da prancha de cortica;

4. Extrair — a prancha é retirada da arvore com cuidado para ndo se partir;

5. Descalgar — sé@o aplicados alguns golpes na base do sobreiro para eliminar
parasitas;

6. Marcar — marca-se a arvore com o Ultimo algarismo do ano em que foi feita a

extracao.

Apés o fim desta etapa, as pranchas sdo colocadas a repousar ao ar livre,
permanecendo expostas as condicbes atmosféricas. Este periodo ndo deve ser inferior a seis
meses, sendo neste intervalo de tempo que ocorre a maturacdo da cortica e a sua

estabilizacéo [7].

2.2.2. Rolhas Naturais

A producgédo de rolhas naturais engloba diversas etapas, tal como € demonstrado na
Figura 2.2.

Selecdo e

Cozedura Estabilizagdo Brocagem

Rabaneacao

Secagem

Retificagdo

Lavagem

VG Embalagem e

Transporte

Figura 2.2 - Etapas de produgéo de rolhas naturais.

s

Cada etapa € realizada com diferentes objetivos, sendo cada uma delas muito
importante para a obtencdo do produto final com a qualidade desejada. Na Tabela 2.1

encontram-se descritos 0s objetivos associados a cada uma das etapas [9].

Tabela 2.1 - Objetivos de cada etapa de producao de rolhas naturais [9].

Etapa Objetivo(s)

e Limpar a cortica;
Cozedura ) o ) o
e Extrair substancias hidrossoluveis;

10
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Aumentar a espessura e reduzir a densidade;

Tornar a cortica mais macia e elastica.

Estabilizacéo

Adquirir a consisténcia ideal;

Atingir um teor de humidade de 14%.

Selecdo e Rabaneacéao

Separar as pranchas por qualidade;

Cortar as pranchas nas dimensdes desejadas.

Brocagem e Obter rolhas com as dimensdes desejadas.
- e Retificar as dimensdes finais da rolha;
Retificagao ) .
e Regularizar a superficie.
Lavagem e Limpar e desinfetar as rolhas.
e Separar as rolhas por classe visual;
Selecéo o )
e Eliminar rolhas defeituosas.
Marcagéo e Marcar as rolhas de acordo com as indicagdes do cliente.

Embalagem e Transporte

Embalar na presenca de diéxido de enxofre para inibir o

desenvolvimento microbioldgico.

Na Figura 2.3 esta representado um exemplo de uma rolha natural.

2.2.3. Rolhas técnicas

Figura 2.3 - Rolha natural.

A producéo de rolhas técnicas € dividida em trés fases: producédo de discos de cortica

natural; fabrico do corpo; montagem da rolha [10].

As pranchas utilizadas para a producdo dos discos passam por um cozimento

semelhante ao utilizado para a obtencdo de rolhas naturais. De seguida, as pranchas séo

11
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laminadas, de forma a obter cortica macia e uniforme. As laminas sdo cortadas em circulos
com o tamanho dos topos das rolhas que se pretende fabricar. Os diferentes discos séo
divididos por classes visuais. No final, sdo lavados com agua purificada a cerca de 70°C, séao
secos e armazenados até serem utilizados. A producéo de discos de cortica ndo é realizada
para todas as rolhas técnicas, podendo ser apenas constituidas por granulados de cortica
natural [10].

O corpo da rolha é produzido a partir dos desperdicios da brocagem das rolhas
naturais. Esta cortica é triturada, obtendo-se granulos de diferentes granulometrias. De
seguida, sdo aglomerados, sendo cortados para obter as medidas desejadas [10].

Por fim, os discos e os corpos sado introduzidos em maquinas de montagem. Os discos
sdo colados no topo dos corpos de corti¢a, utilizando-se uma cola aprovada pela Food and
Drug Administration [10].

No final da montagem, as rolhas passam por um processo de secagem, de forma a
garantir que a cola € completamente seca. De seguida, passam pela etapa de retificacéo para
se obterem as dimensfes pretendidas para as diferentes rolhas. Por fim, passam por
processos de lavagem, selecdo, marcagcdo e embalamento semelhantes aos efetuados para
as rolhas naturais [10].

Na Figura 2.4 esta representado um exemplo de uma rolha técnica.

Figura 2.4 - Rolha técnica.

2.3. 2,4.6-tricloroanisol

O composto 2,4,6-tricloroanisol (TCA) € o principal responséavel pelo, geralmente
chamado, “sabor a rolha” num vinho. Assim, & muito importante que seja determinado o seu
teor nas rolhas antes destas serem utilizadas num vinho, pois trata-se do principal motivo de
reclamacgdes nesta area.

Para combater este problema, os produtores de rolhas e de vinhos tém desenvolvido
sistemas de controlo de qualidade cada vez mais rigorosos para que o0 numero de incidéncias
diminua, apesar de os cloroanisoéis ndo serem toxicos nem existirem limites legais para a sua

presenca num vinho.

12
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2.3.1. Formacéo de haloaniséis

Os anisbis sdo compostos organicos que tém na sua estrutura um éter ligado a um
anel aromético e a um grupo metilo. Assim sendo, os haloanisois séo anis6is com halogéneos
na sua estrutura, podendo assim ser constituidos por atomos de cloro, bromo, iodo ou fltor.
Estes compostos provém dos halofendis, sendo estes altamente toxicos e formados a partir
da reacgdo entre produtos da degradacgdo da lenhina com atomos de cloro ou bromo. Para
além disso, os halofentis também estdo presentes em pesticidas, preservantes e
desinfetantes utilizados em diferentes industrias [11].

A formacédo dos haloanisois na cortica, nomeadamente do 2,4,6-TCA, ocorre a partir
da biometilacdo de clorofendis por parte de fungos, que ao estarem em contacto com
clorofendis desenvolvem mecanismos de auto-defesa, originando a formacao de cloroaniséis
[6].

Na Figura 2.5 esta representado o mecanismo de formac¢éo do 2,4,6-TCA a partir de

clorofendis.
CH 3
OH OH o~
Cl Cl Cl Cl
A B x‘x C
Lenhina
Fenol
en ol a
Triclorofenol Tricloroanisol

(TCA)

Legenda:

A Processamento da cortica permite a libertag8o de mondmeres de fenol
B Cloragfo dos monomeros de fencl

C O-Metilac8o por via microbiclogica do triclorofenol

Figura 2.5 - Formacao de 2,4,6-TCA [12].

2.3.2. Contaminacéao de rolhas com 2,4,6-tricloroanisol
As rolhas de corti¢ca utilizadas nos vinhos séo a principal fonte de contaminacdo deste
produto com 2,4,6-TCA. A formacao deste composto pode ocorrer durante o tempo de vida
do sobreiro, durante as fases de producdo das rolhas, ou até por adsorcdo do 2,4,6-TCA
proveniente do ambiente [6].
O 2,4,6-TCA é o principal responsavel pelo odor a mofo nos vinhos. A sua formacéo

ocorre devido a existéncia de condicbes favoraveis para o desenvolvimento de fungos

13
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responsaveis pela sua producdo. Uma vez formado nas rolhas, o 2,4,6-TCA acaba por
contaminar o vinho ao fim de algum tempo de contacto com a rolha [13].

A contaminacao das rolhas proveniente dos sobreiros ocorre devido ao ar e chuva que
atingem estas arvores, transportando consigo fungos que ficam alojados na casca dos
sobreiros, produzindo haloaniséis que permanecem na estrutura da cortica, passando depois
para as rolhas durante a sua produgéo [14].

Outra forma de contaminacdo séo as fontes de 2,4,6-TCA provenientes da industria
corticeira. Desta forma, apesar de uma prancha de cortica poder chegar descontaminada a
fabrica, as rolhas obtidas podem possuir 2,4,6-TCA devido & absor¢cdo deste composto
oriundo de outros materiais contaminados dentro das instalagdes [14].

Assim, a contaminacdo de rolhas com 2,4,6-TCA pode ser dificil de controlar, pois
apesar de ser possivel filtrar as pranchas utilizadas para producao de rolhas, existe sempre a

possibilidade de ocorrer uma contaminag&o durante as etapas de producéo.

24. Determinacdo de 2,4,6-TCA em rolhas por HS-SPME-GC-
ECD

A determinacdo de 2,4,6-TCA em rolhas é realizada com base na norma ISO
20752:2014 — Rolhas — Determinagéo de 2,4,6 — tricloroanisol (TCA) extraivel [15].

Segundo esta norma, deve ser colocado um determinado numero de rolhas
(dependendo do seu calibre) num frasco de maceracéo preenchido com solucéo de etanol a
12% (v/Iv).

Apbs o periodo de maceracao - (24 + 2) h - a solugao resultante é exposta a uma
microextragdo em fase solida (SPME) e o0s seus componentes sdo separados por
cromatografia em fase gasosa (GC), de modo a que seja possivel quantificar o 2,4,6-TCA

presente na amostra através de um detetor de captura de eletrbes (ECD).

2.4.1. Microextracdo em fase sélida

A microextracdo em fase solida (SPME) é uma técnica de preparacdo da amostra que
envolve a extragdo de um analito de uma matriz. Este procedimento extrai o analito sem a
utilizacdo de qualquer solvente [16].

O principal componente da SPME é uma fibra de silica coberta por um filme com
espessura entre 10 e 100 um. Esta fibra pode ser introduzida diretamente na solucao, ou
exposta apenas ao espag¢o gasoso acima do liquido (headspace), durante um determinado
intervalo de tempo, sob agitacdo e aquecimento. A SPME no headspace ¢é indicada para

analitos de média e elevada volatilidade [16].
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Apoés este processo, a fibra é levada até ao injetor do cromatografo, onde se da a
dessorcao do analito a ser analisado [16].

No desenvolvimento de um método de SPME devem ser otimizados diversos
parametros para garantir que a extracao do analito € realizada nas condi¢6es ideias, sendo
eles: selecdo do modo de extracdo, do tipo de fibra, realizar extragdo com ou sem

aguecimento, técnica de agitacdo e otimizacéo da dessorcao.

2.4.2. Cromatografia em fase Gasosa com Detetor de Captura de Eletrées

A cromatografia € um método de separacdo que possui uma fase mével e uma fase
estacionaria. A fase mével, que é o solvente que se move pela coluna, pode ser um liquido
ou um gas. A fase estacionaria €, geralmente, um liquido viscoso que esta fixo dentro da
coluna, estando ligado quimicamente a esta no caso de ser uma coluna capilar, ou sobre uma
superficie de particulas sdlidas no caso de ser uma coluna empacotada. Nalguns casos, estas
particulas sélidas podem ser a propria fase estacionaria [16].

Neste método de separacdo, um eluente percorre a coluna, arrastando consigo 0s
diferentes componentes presentes na amostra. A medida que a fase mével vai percorrendo a
coluna, os compostos vdo emergindo no final desta (eluato), consoante a afinidade que tém
com a fase estacionaria. Assim, se um soluto for mais facilmente adsorvido pela fase
estacionaria, demora mais tempo a sair da coluna que os outros solutos. Em suma, a
separacdo por cromatografia em fase gasosa tem por base a afinidade que todos os
compostos tém com a fase estacionéria [16].

Na Figura 2.6 esta representado o funcionamento de uma coluna cromatogréfica. A
fase estacionaria e a fase movel estdo representadas a cinzento e amarelo, respetivamente.
Os pontos azuis representam um soluto com maior afinidade pela fase estaciondaria do que o

soluto representado pelos pontos vermelhos.

-
-
- -
- -
- -
. -
-
= o
® o
L
-
= - =
= - -
- = -

Figura 2.6 - Representagdo esquemética do funcionamento de uma coluna capilar em GC.

e gt e e gy e m oo — s s et g - _..STE,

sendo normalmente hélio (He), azoto (N2) ou hidrogénio (Hz). Neste método, a amostra

(liquido volatil ou gasosa) é introduzida, através de um septo, num injetor aquecido, de modo
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a ser rapidamente volatilizada. O vapor que se forma é levado pela coluna através do gas de
arraste. Ap6s a separacao dos diferentes compostos, 0os analitos sdo medidos pelo detetor,
observando-se o0 cromatograma obtido num computador acoplado. De salientar que a
temperatura do detetor deve ser superior & temperatura da coluna, de forma a que os analitos
permanecam na fase gasosa [16].

Na Figura 2.7 esta representado um cromatoégrafo a gas.

injetor

controlador de _A_A_
fluxo
\ cromatograma

549

detetor

forno

gas de arraste

Figura 2.7 - Esquema de um cromatégrafo a gas.

Um dos detetores que pode ser acoplado a um cromatdgrato a gas € o detetor de
captura de eletrdes (ECD). Este detetor é seletivo, sendo muito sensivel a moléculas com
grupos eletronegativos, como 0s halogéneos ou peroxidos. Por outro lado, ndo € sensivel a
hidrocarbonetos, alcodis e aminas. O ECD tem a vantagem de n&o introduzir alteracfes na
amostra. Apesar de ser um detetor sensivel, a sua gama de resposta linear esta limitada a um

intervalo de cerca de duas ordens de magnitude [17].

2.5. Validacédo de métodos internos de ensaio

A obtencéo de resultados a partir de um método de ensaio envolve diversos fatores
com erros associados. A acumulacdo destes erros faz com que o resultado possa nao ser
100% fiavel. Assim, quando se opta por implementar um método de andlise é necessario
demonstrar que os resultados obtidos sao fidveis, ou seja, é necessério validar esse método.

Existem diversos parametros de métodos internos de ensaio que devem ser validados,
tais como:

e Gama de Trabalho;
e Linearidade;

e Limites de Detecao e Quantificacao;
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e Precisao;

e Exatidao.

No caso duma andlise quantitativa € necessario obter uma curva de calibracédo, bem

como analisar a sensibilidade do método.

2.5.1. Curvade calibracéao

Para realizar uma analise quantitativa é necessario obter uma curva de calibragdo do
equipamento. A curva de calibragdo é um gréfico que relaciona o sinal do detetor em fungéo
de concentragfes conhecidas do analito a analisar [18].

Para obter a curva de calibrac@o € necessério preparar solucdes padrdo do analito a
analisar, medindo-se de seguida o sinal destas solu¢gfes no equipamento analitico. A norma
ISO 8466-1 recomenda a realizacdo de uma curva de calibragdo com 10 pontos, sendo
possivel utilizar menos pontos, mas nunca um numero inferior a 5. Através da curva de
calibracdo obtém-se uma equacdo da reta de forma y = a + bx, em que a representa a
ordenada na origem e b representa o declive da reta [18, 19].

A reta é formada por um conjunto de pares ordenados (xi, yi) que correspondem a N
pontos que fazem parte da reta, sendo o primeiro ponto geralmente um branco. O coeficiente
de correlacao (r) € um dos parametros que permite avaliar a qualidade de uma curva de

calibragéo, sendo obtido pela equagéo 2.1 [18]:

L AL —R0i— D)
\/[ZiN=1(Xi _)_()2 X ZiN=1(Yi - Y)Z] @4

sendo:

Xi - valores individuais de concentracao;

yi - valores individuais de sinal instrumental;

X - média de valores das concentrag6es dos padrées utilizados;

Y - média dos valores de sinais instrumentais.

Este pardmetro pode assumir valores entre 1 e -1, conforme o declive da reta seja
positivo ou negativo. O coeficiente de correlacdo deve ser superior a 0,995, dependendo, no
entanto, dos critérios internos de cada laborat6rio [18].

Para além dos procedimentos que devem ser seguidos para se obter uma curva de

calibracdo aceitavel, existem outras consideragfes a ter em conta [18]:
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e A curva de calibracdo deve ser obtida no momento da realizacao da andlise. Aceita-se
esta curva se forem cumpridos os critérios estabelecidos pelo laboratério, devendo-se tracar
uma nova curva caso isso nao aconteca. Para regressdes lineares obtidas pelo método dos
minimos quadrados recomenda-se o0 uso da norma ISO 8466-1 [19];

e Quando ndo é realizada uma calibracao diaria € necessario garantir que a curva de
calibracdo utilizada continua a cumprir os critérios de aceitagdo. Um dos métodos de
verificagdo pode ser a utilizagao de padrdes de controlo;

e Os padrdes de calibragdo devem estar distribuidos equitativamente pela gama de
trabalho;

e O branco de calibragdo deve ser incluido na curva de calibracao;

¢ Quando se utiliza 0 método dos minimos quadrados, o eixo vertical (Y) representa o
sinal instrumental do equipamento e o eixo horizontal (X) representa as concentracdes do
analito;

¢ Quando a curva de calibracdo é representada por uma reta, utilizando-se o método
dos minimos quadrados, assume-se que existe uma homogeneidade de variancias ao longo

da reta.

2.5.2. Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um instrumento para distinguir pequenas variagoes
de concentracdo de um analito, ou seja, representa o quociente entre a variagdo do sinal
obtido e a variagdo da concentracdo do analito. Este parametro é definido como a derivada
de primeira ordem da curva de calibracdo obtida. No caso de se usar um modelo linear, a
sensibilidade corresponde ao declive da reta de calibracdo, sendo constante na gama de
trabalho definida [18].

A sensibilidade deve ser avaliada ao longo do tempo, de forma a estudar a sua
variacdo. Para além disso, também é um pardmetro bastante importante para ser avaliado
guando se quer comparar dois métodos que podem ser utilizados para determinar 0 mesmo
analito. A sensibilidade também pode ser estudada para avaliar um equipamento, ou seja,
pode-se obter este pardmetro para diferentes analitos, comparando-se os valores obtidos,
permitindo descobrir qual o analito a que o equipamento em questdo é mais sensivel [18].

Outro procedimento para comparar o desempenho de dois métodos pode ser através

da comparacéao dos limites de detecéo e de quantificacéo.

2.5.3. Gama de trabalho
A gama de trabalho de um método consiste no intervalo de concentragées no qual um

analito pode ser quantificado com boa exatiddo e precisdo. Para confirmar que uma
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determinada gama de trabalho foi bem definida, € necessario avaliar as varidncias dos sinais
obtidos para os padrdes, nos limites do intervalo de trabalho, de maneira a averiguar se
existem diferencas significativas entre elas [18, 20].

O teste de homogeneidade de variancias é utilizado para estudar as variancias dos
sinais obtidos associadas ao primeiro e ultimo padréo da curva de calibragédo. Neste teste sdo
analisadas 10 réplicas independentes do primeiro e Ultimo padrdo, determinando-se assim as
variancias associadas aos limites da curva de calibracdo [18].

Para determinar as variancias dos sinais do primeiro (S1) e do ultimo padrao (SN), séo
utilizadas as equagodes 2.2 e 2.3 [18]:

10 (v ¥)2
S? = —E]=1(1‘g,1_ 1Y1) (2.2)
em que:
10 (y,.
Y = _EF;E)Y”) (2.3)
sendo:

i —nimero do padréao;

j — repeticdes efetuadas para cada padréo.

As variancias sdo comparadas através da determinacao do valor teste PG, utilizando-
se as equacgdes 2.4 e 2.5 [18]:

Sk
Sl
St
SN

utilizando-se:
equacao 2.4 se Sy?> S,

equacdo 2.5 se S12 > S\?

O valor de PG obtido é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/
Fisher, para n-1 graus de liberdade [18]:
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e Se PG <F, as diferengas entre as variancias néo sao significativas e considera-se que
a gama de trabalho é adequada.

e Se PG > F, as diferencas entre as variancias sao significativas, devendo-se reduzir a
gama de trabalho até que a diferenca das variancias entre o primeiro e o Ultimo padrao permita
obter PG < F.

Outra possibilidade de avaliar a gama de trabalho de um método é determinar os
coeficientes de variacdo de 10 réplicas do padrdo mais pequeno e o do padrdo maior do
intervalo definido. Se o coeficiente de variacdo destes dois padrdes for inferior a 10% pode-

se considerar que a gama de trabalho utilizada é valida [6].

2.54. Linearidade

A linearidade consiste na capacidade de um método em reproduzir sinais do analito
diretamente proporcionais a sua concentracdao, numa determinada gama de trabalho. Este
parametro pode ser avaliado através da representacdo grafica da funcdo e da andlise do
coeficiente de correlacéo (r) [21].

A andlise da linearidade de um método deve ser realizada durante a fase de validagéo
e sempre que necessario, de acordo com a rotina do laboratorio, avaliando-se sempre a sua
representacao grafica juntamente com o coeficiente de correlacéo [18].

Através do método dos minimos quadrados, obtém-se uma equagédo da reta comy em
funcéo de x, determinando-se os coeficientes a (ordenada na origem) e b (declive da reta),

sendo y = a + bx. Os coeficientes a e b sé@o calculados através das equacdes 2.6 e 2.7 [18]:

=N [ =Dy — 1]

b =
ZiN=1(Xi - )_()2

(2.6)

a=Y—-bxx (2.7)

sendo:
Xi - valores individuais de concentragao;
yi - valores individuais de sinal instrumental,
média de valores das concentragfes dos padrfes utilizados;

)_( -
Y - média dos valores de sinais instrumentais.

A equacao da reta obtida é afetada pela dispersdo dos valores do sinal instrumental
em torno da curva de calibracdo do método. Esta dispersdo é expressa pelo desvio-padrao

residual da reta de regresséo (Syx), determinado pela equacéo 2.8 [18]:
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Sypx = JZiN:l[Yi T (2.8)

N-2

Para determinar os limites de confianga de a e de b usam-se as equagdes 2.9 e 2.10
[18]:
a=a +txS, (2.9)

b=b +txS, (2.10)

sendo t o valor da variavel de Student para o nivel de confianga desejado com (N-2)
graus de liberdade e os desvios-padréo de a (S,) e de b (Sp) sdo calculados pelas equacbes
2.11e2.12[18]:

S,=S Xy (2.11)
= X .
@ N K N (% — )2
s

S G %2 212

O desvio-padrao do método (Sm) e 0 seu coeficiente de variacdo (CVny) sdo dois
parametros que servem para avaliar a dispersdo do método instrumental, sendo calculados

pelas equacdes 2.13 e 2.14 [18]:

S, = X (2.13)
b
Sm
CVin (%) = — % 100 (2.14)

2.5.5. Limiares analiticos
Quando um método é utilizado para determinar baixas concentra¢cdes de um analito
numa amostra € necessario considerar dois limiares analiticos — limite de detecao (LOD) e
limite de quantificacdo (LOQ).
Estes limiares devem ser atualizados sempre que se verificarem alteracbes no
equipamento, reagentes, entre outros, ou sempre que se tracarem novas curvas de

calibragéo, sendo apresentados resultados individuais de cada limite [18].
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2.5.5.1. Limite de Detecdao

O LOD é o teor minimo do analito que pode ser detetado numa amostra, com
determinado nivel de confianga. No entanto, esse valor obtido ndo pode ser dado como exato
[18].

Qualitativamente, o LOD corresponde a concentra¢cdo minima que é possivel distinguir
do branco, ou seja, duma amaostra que possui a mesma matriz, mas que nao possui o analito.
Assim, uma concentracdo obtida que seja inferior ao LOD ndo implica que um analito ndo
esteja presente na amostra, podendo-se apenas concluir que a concentracdo do analito é
inferior ao valor do LOD, com uma determinada probabilidade definida [18].

Sendo assim, para definir o LOD é necessario introduzir dois tipos de erros estatisticos:
erro do tipo | e erro do tipo Il. O erro do tipo | (risco a) é a probabilidade de se concluir que um
analito estd presente numa amostra quando na verdade ndo esta presente. O erro do tipo Il
(risco B) € a probabilidade de se concluir que um analito ndo esta presente numa amostra
guando na verdade esté presente. Assim, para uma analise correta dos limiares analiticos, a
IUPAC recomenda que se assuma que a = 3 = 5% [18].

Através de uma calibracao linear é possivel determinar o LOD, utilizando-se a equacgéo
2.15[11]:

33 x S
LOD = TY/X (2.15)

2.5.5.2. Limite de Quantificacdo

O LOQ é a minima quantidade a partir da qual é possivel quantificar um analito, com
determinada exatidao e preciséo [22].

Apoés a sua determinacdo, este parametro deve ser testado para confirmar que é exato
e preciso. Para isso, devem ser analisados uma série de padrdes de concentragdo proxima a
do LOQ. Segundo a IUPAC, estes padrdes devem possuir um coeficiente de variagao inferior
a 10% [18].

Através de uma calibracao linear € possivel determinar o LOQ, utilizando-se a equacgao
2.16 [18]:

10 x S

LOQ . y/x (2.16)

2.5.6. Preciséo
A precisdo de um método avalia a dispersdo de resultados obtidos de ensaios
independentes duma mesma amostra ou de um padréo, em determinadas condi¢ges [18].
Este parametro pode ser analisado de trés maneiras diferentes: repetibilidade,

reprodutibilidade e precisdo intermédia [18].
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2.5.6.1. Repetibilidade
A repetibilidade representa a precisdo de um método efetuado em condicBes
semelhantes, isto &, representa a precisdo para diferentes ensaios efetuados para uma

mesma amostra ou padrdo, nas mesmas condi¢des, sendo estas [18]:

. mesmo laboratdrio;

. mesmo analista;

. mesmo equipamento;

. mesmos reagentes;

. curto intervalo de tempo.

Nestas condi¢Bes, é possivel definir o limite de repetibilidade (r). Este limite € o valor
abaixo do qual, geralmente com uma probabilidade de 95%, se deve situar a diferenca entre
dois ensaios, X; e Xi.1, obtidos em determinadas condiges idénticas [18].

Assim sendo, aceitam-se 0s resultados para dois ensaios, efetuados em condicdes de
repetibilidade, se | Xi— Xi.1 | <r. No caso de a amplitude dos resultados ser superior ao limite
de repetibilidade, deve-se fazer uma analise critica, de modo a perceber o que pode ter corrido
fora do previsto, e, em ultimo caso, repetir 0s ensaios [18].

Para determinar a repetibilidade de um método devem-se efetuar mais de dez ensaios
sobre a mesma amostra ou padrdo, nas condi¢cdes definidas. Este procedimento pode ser
repetido para varios niveis de concentracdo, de modo a abranger toda a gama de trabalho do
método [11].

O limite de repetibilidade pode ser calculado pela equagéo 2.17 [20]:

r=tX,2XS, (2.17)

sendo:
t — valor da variavel de Student para 95% de confianca e com (n-1) graus de liberdade;

S, — desvio-padrao associado aos resultados obtidos.

Para além do limite de repetibilidade, também € importante determinar o coeficiente

de variacao de repetibilidade, CV,, dado pela equacao 2.18 [20]:

95}

CVp (%) = — x 100 (2.18)

|

sendo:

X — média dos resultados obtidos.
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2.5.6.2. Reprodutibilidade
A reprodutibilidade representa a precisdo de um método efetuado em condicbes de

ensaio diferentes, tais como [18]:

. diferente laboratério;

. diferente analista;

. diferentes equipamentos;
. diferentes reagentes;

. diferentes alturas do ano.

O limite de reprodutibilidade (R) é o valor abaixo do qual, geralmente com uma
probabilidade de 95%, se deve situar a diferenca entre dois ensaios, Xi e X1, obtidos em
condi¢cOes de reprodutibilidade [18].

Este parametro é estudado a partir de ensaios interlaboratoriais. Para isso, séo
enviadas uma série de amostras aos laboratorios participantes, que devem realizar ensaios

para cada amostra. O desvio-padréo da reprodutibilidade (Sri) é dado pela equacéao 2.19 [20]:

Spi = ,/Sin + Srzi (2.19)

sendo:
S% — variancia interlaboratorial;

SZ — variancia da repetibilidade.
O limite de reprodutibilidade é calculado pela equagé&o 2.20 [20]:

R =t xV2 x Sk (2.20)

sendo:
t — valor da variavel de Student para 95% de confianca e com (n-1) graus de liberdade;

Sri — desvio-padrao da reprodutibilidade.

Para além do limite de reprodutibilidade, também é importante determinar o coeficiente

de variacdo de reprodutibilidade, CVg, dado pela equacgéo 2.21 [20]:

S .
CVr(%) = = x 100 (2.21)

X
sendo:

X — média dos resultados obtidos.
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2.5.6.3. Preciséo intermédia
A precisdo intermédia encontra-se entre a repetibilidade e a reprodutibilidade, ou seja,
€ a precisao referente a amostras ou padrdes, mas variando apenas algumas das condi¢des

de ensaio, sendo estas exatamente estabelecidas, tais como [18]:

e diferentes analistas;
o (diferentes equipamentos;

e diferentes alturas do ano.

Este pardmetro é considerado o mais representativo da variabilidade dos resultados.
Para se determinar a precisao intermédia de um método € necessario efetuar varias medi¢ces
em replicado, para diferentes amostras ou padrdes. Assim, a precisdo intermédia pode ser

determinada através da equacao 2.22 [20]:

= 2.22
Spint = — (2.22)

sendo:

Seint - Desvio-padrao da precisao intermédia;

t — nimero de amostras;

n — ndmero de ensaios por amostra;

j — nimero da amostra;

k — nimero do resultado obtido para a amostra j;
Yjx — resultado individual k da amostra j;

Y; — média de resultados obtidos para a amostra j.

2.5.7. Exatidao
A exatiddo de um método é definida como a concordancia entre um valor obtido para
um analito numa amostra, através de um ensaio, e o valor definido como verdadeiro para o
analito nessa amostra [18].
Este parametro pode ser avaliado de diferentes formas [20]:
e Materiais de Referéncia Certificados (MRC’s);
e Ensaios interlaboratoriais;

e Ensaios de recuperacao.

2.5.7.1. Materiais de Referéncia Certificados
Os MRC'’s sao utilizados para verificar a exatidao de um método analitico, de modo a

garantir que os resultados obtidos por esse método sao fidveis. O valor de um analito definido
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para um MRC é baseado na exatidao de todo o processo experimental de obtencédo desse
material. Para além disso, a incerteza associada ao valor declarado leva em conta todos os
erros aleatorios e sistematicos associados as diferentes medi¢fes, assim como a variabilidade
entre amostras e o tempo de validade desse material [23].

A aquisicdo de um MRC deve ser feita a um fornecedor certificado, ou seja, com
credibilidade. Assim, para avaliar o desempenho de um método deve ser realizada uma
analise ao MRC, comparando-se o valor obtido com o valor de referéncia, determinando-se
depois a exatiddo do método. Quando o resultado se encontra fora do intervalo de aceitacéo,
deve-se tentar procurar as causas do desvio, tentando depois reduzi-las ou elimina-las [18].

A avaliacdo dos resultados pode ser feita de diferentes formas [18]:

e Erro relativo;
e Erro normalizado;
e Teste de hipéteses;

¢ Fator de desempenho.

2.5.7.2. Ensaios interlaboratoriais
Os ensaios interlaboratoriais ttm como objetivo comparar resultados obtidos por um
laborat6rio e o0 valor aceite como verdadeiro. Estes ensaios podem ser de dois tipos, conforme
0 objetivo pretendido pelo laboratério [18]:
e Ensaio interlaboratorial de aptiddo - quando o objetivo é avaliar a exatiddo de um
método, podendo cada laboratério utilizar o método que preferir.
e Ensaio interlaboratorial de normalizagdo - quando o objetivo é estudar a
reprodutibilidade e repetibilidade, sendo obrigatério utilizar o método definido.
Para avaliar os resultados obtidos por cada laboratério determina-se o fator de

desempenho (z-score), calculado através da equacgéo 2.23 [20]:

Xigp — X
Z:|lab vl

- (2.23)

sendo:

Xiab — Resultado obtido pelo laboratério;

Xv — Resultado aceite como verdadeiro;

S — Desvio-padrédo dos resultados obtidos por todos os laboratérios presentes no ensaio

interlaboratorial.

O desempenho de cada laboratério é avaliado de acordo com uma escala de
pontuacao [18]:

e |Z] =2 - resultado aceitavel ou satisfatério;
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e 2 <|Z| <3 - resultado questionavel;

e |Z| 23 = resultado incorreto.

2.5.7.3. Ensaios de recuperacao
A exatidado de um método pode ser avaliada através de ensaios de recuperacao. Estes
ensaios consistem em analisar uma solugcdo padrdo de um determinado analito, ou uma
amostra, registando-se o valor obtido. De seguida, adiciona-se uma determinada quantidade
do analito, de forma a se obter uma concentracéo mais elevada. Por fim, analisa-se a solugéo
com a nova concentracdo, para verificar se a concentracdo obtida corresponde ao que se

esperava. A percentagem de recuperacdo (%R) é calculada pela equacéo 2.24 [22]:

G- G
a

sendo:
C1 — Concentracao inicial da amostra;
C, — Concentracao final da amostra;

Cad — Concentracao adicionada.

Os valores obtidos para os testes de recuperacdo devem estar situados entre 80 e

120%. No entanto, estes limites de aceitacdo dependem do critério interno do laboratério [20].

2.5.8. Cartas de controlo
As cartas de controlo fazem parte de um sistema de controlo de qualidade interno,
sendo um dos métodos mais eficazes para visualizar o controlo continuo que é efetuado sobre
os resultados obtidos, permitindo detetar anomalias durante a realizagcdo de um método de
ensaio [24, 25].
Existem 3 tipos de cartas de controlo [24]:
e Cartas de Controlo de Médias ou Individuos;
e Cartas de Controlo de Amplitudes;

e Cartas de Controlo de Somas Cumulativas.

Cada tipo de carta de controlo tem as suas vantagens e desvantagens. Assim, para
escolher o tipo de carta a utilizar deve-se perceber quais 0s objetivos associados ao controlo
que se vai realizar, bem como o material que sera controlado [24].

Estas cartas sdo utilizadas para controlar diversos materiais definidos e estaveis, tais
como [25]:

o Padrdes de Calibragao;
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¢ Materiais de Referéncia Certificados;
e Materiais de Referéncia Internos;

e Duplicados de amostras.

Relativamente aos possiveis objetivos associados a estas cartas, estes podem ser
[25]:
e Controlo de equipamentos;
o Verificagdo de calibracoes;
e Controlo da preciséo e exatidao;

e Controlo das operac¢des associadas ao método de ensaio.

Para cada carta de controlo utilizada num laboratério deve existir uma ficha de registo
associada, onde seja indicado o método de ensaio, equipamento, material a ser controlado,
data de elaboracéo e a periodicidade da realizacdo do ensaio [25].

Apesar de existirem diferentes tipos de cartas de controlo, todas elas possuem um
conjunto de linhas que tém como objetivo permitir que um operador perceba que o processo
gue estd a acompanhar se encontra sob controlo. As linhas marcadas numa carta de controlo
séo [21]:

e Linha Central (LC) — corresponde a média dos valores obtidos ou das
amplitudes, relativamente a variavel em estudo;

e Limite Superior de Controlo (LSC) — valores acima desta linha encontram-se
fora do controlo. Corresponde ao valor da linha central, acrescentando-se o valor de trés
desvios-padrao associado aos diferentes resultados obtidos;

¢ Limite Inferior de Controlo (LIC) — valores abaixo desta linha encontram-se fora
do controlo. Corresponde ao valor da linha central, subtraindo-se o valor de trés desvios-
padrédo associado aos diferentes resultados obtidos;

e Limite Superior de Alerta (LAS) — linha de alerta para o operador, permitindo
verificar quando os resultados comecam a aproximar-se da zona fora do controlo.
Corresponde ao valor da linha central, acrescentando-se o valor de dois desvios-padrdo
associado aos diferentes resultados obtidos;

o Limite Inferior de Alerta (LAI) - linha de alerta para o operador, permitindo
verificar quando os resultados comecam a aproximar-se da zona fora do controlo.
Corresponde ao valor da linha central, subtraindo-se o valor de dois desvios-padrédo associado

aos diferentes resultados obtidos.

Na Figura 2.8 encontra-se representado um exemplo de uma carta de controlo [25].

28



Validacéo de método para determinagéo de 2,4,6-tricloroanisol em rolhas por HS-SPME-GC-ECD

120 T

____________________ - —- —+—Val Indrvedual
—
00 A/\A 7\ /\ """ s
ARV ERAVEAV.

Recuperacio Ph%s

Hi)

Figura 2.8 - Exemplo de uma carta de controlo com os respetivos limites representados [25].

2.5.9. Algarismos significativos

Um resultado deve ser apresentado de maneira correta, de acordo com 0S passos
seguidos até a sua obtencdo. Assim, o nimero de algarismos significativos utilizados na
apresentacdo de um resultado depende de varios fatores, nomeadamente: indica¢cdes dadas
na norma utilizada para a andlise, incerteza do resultado, entre outros [24].

Relativamente a apresentacdo de um resultado, ndo faz sentido registar um resultado
com mais algarismos significativos do que a resolu¢cdo dos equipamentos utlizados. Por
exemplo, se um aparelho s6 apresentar resolucdo até as centésimas, ndo € suposto
apresentar um resultado com algarismos significativos até as milésimas [24].

No caso do resultado ser apresentado com uma incerteza associada, este sO deve ser
apresentado até aos dois ultimos algarismos significativos afetados por essa incerteza. Por
exemplo, num resultado com uma incerteza de 0,032 ng/L, o resultado deve ser 2,154 + 0,032
ng/L [24].

No caso de uma andlise quantitativa, se for obtido um resultado inferior a algum dos
limiares analiticos, limite de dete¢&o ou quantificagéo, este deve ser indicado como inferior ao
valor desse limite, por exemplo, inferior a 0,5 ng/L. No caso de o resultado ser superior a
concentracdo da solu¢cdo padrdo de maior concentracdo, este deve ser indicado como
superior a esse valor, por exemplo, superior a 10,0 ng/L [24].

2.5.10. Incerteza

A incerteza de uma medi¢do é um intervalo, associado a um resultado, que expressa
a gama de valores que podem ser atribuidos a um resultado. Este € um parametro que confere
confianca e fiabilidade a um método analitico [22, 26].

A base para a determinacédo deste parametro consiste em conhecer todas as fontes
de incerteza que afetam uma medicéo, estimando o valor de cada uma, associando-as para
se obter um valor de incerteza combinada [27, 28].
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z

No caso da determinacdo de uma concentracdo numa amostra € necessario
considerar diversas fontes de incerteza que contribuem para o célculo da incerteza expandida,
tais como [29]:

¢ Incerteza associada a leitura da amostra na curva de calibracao;
e Incerteza associada a preparacdo dos padrdes;

¢ Incerteza associada a precisdo do método de ensaio.

2.5.10.1. Incerteza associada a leitura da amostra na curva de calibragéo
A incerteza associada a concentracdo da amostra resulta da incerteza associada a
interpolagédo feita na reta de calibragdo pelo método dos Minimos Quadrados, sendo

determinada através da equacao 2.25 [29]:

S 1 1 (Yo — Y)?2
/x 0
u(@)=22Ex =4 =+

© b N n Db2x Zil\il(xi— X)?

(2.25)
sendo:

Syix — Desvio-padréo residual da curva de calibragéo;

b — Declive da reta de calibracéo;

N — Numero de padrdes utilizados para tragar a curva de calibracao;

n — namero de réplicas da amostra;

Y, — Média dos sinais emitidos pelo equipamento para os replicados da amostra;

Y - Média dos sinais emitidos pelo equipamento para os padrdes de calibracéo;

Xi — Concentracdo dos padrbes de calibracao;

X — Média das concentrac¢des dos padrdes de calibracao.

2.5.10.2. Incerteza associada a preparacdo dos padrdes
A obtencéo de uma curva de calibracdo implica a preparacéo de diferentes solucdes
padrdo do analito em questdo. Assim, para determinar a incerteza associada a preparacdo
dos padrbes € necessério considerar a incerteza associada a preparacdo de cada padrédo

individualmente, sendo dada pela equacéo 2.26 [29]:

u (Padrées) = \Ju(C1)2 + u(C2)2 + u(C3)2 + --- + u(Ci)2 (2.26)

Para determinar a incerteza associada a concentracdo de cada padrdo € necessario
fazer um levantamento prévio de todas as grandezas que contribuem para este parametro
[24].
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2.5.10.3. Incerteza associada a precisdo do método de ensaio
Para determinar a incerteza associada a variabilidade de um método de ensaio é
necessario optar por um estudo da precisdo intermédia ou da repetibilidade, podendo esse
estudo ser realizado através de padrbes de controlo ou de ensaios em replicado. Para ambos

0S casos esta incerteza € calculada através da equagéo 2.27 [29]:

Sn
u (precisao) = — 2.27
(p ) N (2.27)
sendo:
Sh — Desvio-padréo associado aos resultados;

n — NUumero de réplicas analisadas.

2.5.10.4. Incerteza combinada
A incerteza combinada integra todas as fontes de incerteza, sendo dada pela equacao
2.28 [29]:

u:(C) = /[u(C©)]? + [u(Padrdes)]? + [u(precisio)]? (2.28)

2.5.10.5. Incerteza expandida
A incerteza final que é apresentada num resultado é denominada de incerteza
expandida, U, sendo obtida através do produto da incerteza padrdo combinada e o fator de
expansao, k, de valor igual a 2, para uma confianga de 95%, como é demonstrado na equagéo
2.29 [29]:

U(C) = k X us(C) = 2 X u(C) (2.29)
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Capitulo 3

Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo enunciados os procedimentos utilizados na preparacdo de todas
as solucdes utilizadas neste trabalho. Para além disso, também serdo descritas as condicbes
de trabalho da microextracdo em fase sélida, bem como do cromatégrafo e do detetor de

captura de eletrdes.

3.1. Preparacéo de solucbes
Para validar a determinacdo de 2,4,6-TCA em rolhas por HS-SPME-GC-ECD, foi

necessario preparar diversas solucdes a serem utilizadas em cada ensaio, sendo elas:
e Solucdo de etanol 12% (v/iv);
e Amostras;
e Solucdo de 2,3,6-TCA (10 ug/L);
e Solugbes de 2,4,6-TCA (1 mg/L e 1 pg/L);
e Solucdes padrao de 2,4,6-TCA.

3.1.1. Solucéao de etanol 12% (v/v)

As solucdes de etanol 12% (v/v) foram preparadas em biddes de 10 e 20 litros. Como
nao se trata de uma preparacdo de uma solugdo com concentragdo rigorosa, utilizou-se um
recipiente de plastico para medir o volume de etanol a introduzir nos biddes. Partindo de etanol
absoluto (P.A., AGA), mediram-se 1,2 e 2,4 litros para os bidées de 10 e 20 litros,
respetivamente. De seguida, perfazem-se os bidées com agua desionizada até se atingir o
volume total.

O exemplo de calculo para a determinacdo do volume a utilizar da solugéo de etanol

absoluto para a preparacdo da solucdo de etanol 12% (v/v) encontra-se no Anexo A.l.

3.1.2. Preparacdo de amostras
As amostras foram preparadas de acordo com a norma ISO 20752:2014 [15]. Assim,
introduz-se o namero de rolhas correspondente ao calibre em analise para um frasco de
maceracédo de 500 ou 1000 mL. Apés a introducédo das rolhas, preenche-se o resto do frasco
de maceracdo com solugdo de etanol 12% (v/v) até as rolhas estarem totalmente submersas.
Por fim, deixa-se o frasco em repouso a temperatura ambiente durante (24 + 2) horas. No
Anexo B encontra-se referido o nimero de rolhas utilizadas por macerado, dependendo do

calibre do lote de rolhas em andlise [15].
A quantidade de macerados preparados por lote depende do nimero de rolhas que

formam o lote, sendo sempre preparados no minimo dois macerados por lote. Cada lote é
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analisado quando é recebido pela empresa como pré-lote e como lote final, com excecéo das

rolhas bartop, que s6 sé@o analisadas como pré-lote.

3.1.3. Solucéao de 2,3,6-tricloroanisol (10 pg/L)

A solugéo de 2,3,6-TCA de concentracao 10 pg/L é utilizada como padrao interno no
método de andlise por cromatografia em fase gasosa. Esta solucéo é preparada a partir de
uma solucao de compra de 2,3,6-TCA de concentracdo 10 mg/L em ciclohexano (P.A., Dr.
Ehrenstorfer), estando o exemplo de calculo do volume a utilizar da solugdo comercial de
2,3,6.TCA no Anexo A.2.

Assim, comegou-se por encher praticamente a totalidade de um baldo volumétrico de
100,00 mL com solucao de etanol 12% (v/v). De seguida, utilizou-se uma micropipeta para
introduzir 100 pL da solucdo de compra de 2,3,6-TCA de concentracdo 10 mg/L no baldo

volumétrico. Por fim, perfez-se o volume do baldo com solucéo de etanol 12% (v/v).

3.1.4. Solucbes de 2,4,6-tricloroanisol (1 mg/L e 1 pg/L)

A solucdo de 2,4,6-TCA de concentracdo 1 mg/L foi preparada a partir de uma solucéo
de compra de 2,4,6-TCA de concentragdo 100 mg/L em metanol (P.A., Sigma-Aldrich). O
exemplo de calculo do volume a utilizar da solugdo comercial de 2,4,6-TCA encontra-se no
Anexo A.3.

Inicialmente, encheu-se quase na totalidade um baldo volumétrico de 100,00 mL com
solucdo de etanol 12% (v/v). De seguida, transferiu-se a ampola com 1 mL da solugéo
comercial de 2,4,6-TCA de concentragdo 100 mg/L para o baldo volumétrico. Por fim, perfez-
se 0 volume do baldo com solugéo de etanol 12% (v/v).

A solucéo de 2,4,6-TCA de concentracdo 1 pg/L foi preparada a partir da solugéo de
2,4,6-TCA de concentracdo 1 mg/L. O exemplo de célculo do volume a utilizar da solu¢cdo com
1 mg/L de 2,4,6-TCA encontra-se no Anexo A.4.

Apés se encher quase na totalidade um bal&o volumétrico de 100,00 mL com solugéo
de etanol 12% (v/v), pipetou-se 100 pL da solucéo de 2,4,6-TCA de concentracdo 1 mg/L. Por

fim, perfez-se o volume do baldo com solugéo de etanol 12% (v/v).

3.1.5. Solucbes padrao de 2,4,6-tricloroanisol
Para obter a curva de calibracao foi necessério preparar uma série de solu¢des padrao
de 2,4,6-TCA com concentracdes de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 ng/L. Estas solu¢des padrao
foram preparadas diretamente em vials de 20 mL que foram analisados no cromatografo, de
forma a ndo haver desperdicio de solu¢cdo, como aconteceria se fossem preparadas em
bal6es volumétricos de volumes superiores a 10,00 mL. Assim, comegou-se por pipetar 10,00

mL (Gilson P10 mL + 11 pL) de solugéo de etanol 12% (v/v). Adicionaram-se 3 g de NaCl em
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cada vial para facilitar a extracdo do analito, pois este composto € um sal inorganico que
aumenta a forga idnica da solucao, diminuindo a solubilidade dos analitos na fase liquida e
favorecendo a sua transferéncia da fase liquida para o headspace. De seguida pipetam-se 0s
volumes correspondentes de 2,4,6-TCA (1 ug/L) para se obter a concentracao pretendida para
a solucéo padrdo. Por fim adicionaram-se 20 pL da solucdo de 2,3,6-TCA (10 pg/L). Como
estas solucbes padrao ndo sao preparadas em balBes volumétricos, as suas concentracfes
nao sao exatamente de 0,5, 1,0, 2,0, 2,5, 4,0, 5,0 e 10,0 ng/L. O exemplo de célculo da

concentracao das solucdes padréo de 2,4,6-TCA encontra-se no Anexo A.5.

3.2. Preparacédo do ensaio

Apdés se obter todas estas solugdes foi necesséario preparar os vials que serédo
utilizados no decorrer do ensaio.
Cada ensaio preparado contém vials compostos por diferentes solu¢des, sendo elas:
e Brancos de limpeza;
e Brancos com padréo interno;
e Solucbes padrao de 2,4,6-TCA,;

e Amostras.

Os brancos de limpeza foram apenas constituidos por 10 mL de solugé&o de etanol 12%
(v/v), servindo para limpar a fibra no inicio e no fim de cada ensaio e para verificar que esta
solucdo ndo se encontra contaminada com 2,4,6-TCA ou 2,3,6-TCA.

Os brancos com padrdo interno foram semelhantes aos brancos de limpeza, mas
possuem cerca de 3 g de cloreto de sddio (NaCl), de acordo com a norma ISO 20752:2014
[15], e 20 pL de solugéo de 2,3,6-TCA (10 pg/L). Este branco é colocado em cada ensaio a
seguir ao primeiro branco de limpeza, servindo para distinguir o pico de 2,3,6-TCA do pico de
2,4,6-TCA que aparecera nas amostras e nas solucdes padrao deste composto.

As solucdes padrao de 2,4,6-TCA foram preparadas da mesma forma que o branco
com padréo interno, mas sao lhes adicionados volumes de 2,4,6-TCA (1 ug/L), de forma a se
obter a concentracdo pretendida. Cada uma destas solu¢des padréo é preparada em triplicado
guando se pretende tracar uma nova curva de calibracdo. Para além disso, as solucdes
padrédo de 2,4,6-TCA com concentractes de 2,0 e 4,0 ng/L sdo utilizadas como solucbes de
controlo, sendo colocadas a cada 10 amostras e no fim de cada corrida, por forma a verificar
gue a curva de calibracdo continua valida quando estas sdo obtidas em dias anteriores ao
ensaio a decorrer.

As amostras preparadas possuiam igualmente 3 g de NaCl e 20 pL de 2,3,6-TCA (10
pg/L). No entanto, em vez de possuirem 10,00 mL de solucao de etanol 12% (v/v) possuiam

10,00 mL do macerado obtido previamente.
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3.3. Microextracdo em fase solida

A SPME é utilizada como método de preparacdo da amostra, servindo para extrair 0s
compostos presentes na sua matriz. O equipamento utilizado (Supelco, Triplus RSH
AutoSampler) possuia uma fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) 100 um.

A incubacéo é realizada com agitacdo a uma temperatura de 40 °C. Esta agitacao é
ativada por ciclos, estando 20 segundos ligada e 1 minuto desligada.

A fibra é introduzida até 40 mm dentro do vial a uma velocidade de 20 mm/s, sendo a
adsorcdo realizada no headspace.

A extracdo tem um tempo de 15 minutos e a dessor¢&o dura 2 minutos.

Estas condigbes sdo adaptadas da norma ISO 20752:2014 [15].

3.4. Cromatografia em fase gasosa com detetor de captura de

eletroes

O cromatégrafo utilizado (ThermoUnicam, Trace 1300 Series GC) é acoplado a um
detetor de captura de eletrdes.

O método de quantificacao foi 0 método do padréo interno. Assim, o sinal instrumental
vem expresso pelo quociente entre a area do pico de 2,4,6-TCA e a area do pico de 2,3,6-
TCA. As concentracdes obtidas eram expressas em ng/L. Este método de andlise consiste
em adicionar uma quantidade conhecida de um composto, neste caso o0 2,3,6-TCA, a todas
as amostras e solugfes padrédo. O objetivo deste método € eliminar possiveis variagées no
sinal do equipamento devido a alteragBes nas condicbes de andlise. Neste caso, a
concentracao de padréo interno em cada vial foi de 20 ng/L.

A coluna capilar tem 30 m de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm e espessura
de 0,25 um. Esta coluna (TG-5MS) tem uma fase estacionaria com 5% de difenil e 95% de
dimetilpolisiloxano.

O forno do cromatdgrafo utiliza um programa de temperaturas. A temperatura inicial é
de 50 °C, permanecendo 2 minutos a esta temperatura. A primeira rampa de temperaturas
permitia atingir os 160 °C, a uma velocidade de 10 °C/min, permanecendo 1 minuto a esta
temperatura. De seguida, a temperatura aumentou até aos 260 °C, a uma velocidade de 50
°C/min, permanecendo a esta temperatura durante 2 minutos.

O injetor estava a uma temperatura de 250 °C. O gas de arraste foi Hélio com um
caudal 1 mL/min. A injecdo foi realizada em modo splitless durante 2 minutos, com um caudal
de split de 15 mL/min.

O ECD estava a uma temperatura de 280 °C. O gas de make-up foi Azoto, com um

caudal de 20 mL/min.
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O tempo total da corrida foi de 38,5 minutos.
Estas condi¢des sédo adaptadas da norma ISO 20752:2014 [15].
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4. Resultados e Discusséao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para a validacdo do método
de andlise de 2,4,6-TCA. Para além dos parametros de validacdo também serdo apresentadas
diversas cartas de controlo efetuadas, bem como o calculo da incerteza do método.

Na implementacdo deste método de andlise ndo foram otimizados os parametros
associados a SPME e ao cromatégrafo, sendo adaptados da norma ISO 20752:2014 [15].

Antes da implementacdo deste método de analise, a Symington subcontratava outra
empresa para realizacdo da andlise de 2,4,6-TCA nas rolhas. Assim sendo, também sera

apresentada uma analise dos custos associados ao equipamento e a preparacéo dos ensaios.

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

Como néo foi realizada uma otimizagdo das condi¢des de trabalho da SPME e de
separacdo do cromatografo, o primeiro passo na analise de um cromatograma € a
identificacdo do tempo de retengdo do analito. Neste caso, como se trata de uma analise pelo
método do padrao interno, € necessario identificar ndo sé o tempo de retencdo do analito,
2,4,6-TCA, mas também o tempo de retengdo do padréo interno, 2,3,6-TCA.

Para determinar estes dois tempos de reten¢do analisaram-se 0s cromatogramas de
um branco de limpeza, um branco com padréo interno e das soluc¢des padrédo de 2,4,6-TCA
gue compdem a curva de calibracao.

Nas Figuras 4.1 a 4.7, estdo representados excertos dos cromatogramas de um
branco e das solugdes padrdo com concentragdo de 2,4,6-TCA de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0

ng/L, respetivamente, com concentracdo de padréo-interno 2,3,6-TCA de 20 ng/L.
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Figura 4.1 - Excerto de um cromatograma de um branco.
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Figura 4.2 - Excerto de um cromatograma de um branco com solugdo de padréo-interno 2,3,6-TCA.
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Figura 4.3 - Excerto de um cromatograma de uma solu¢éo padrdo com 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA.
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Figura 4.4 - Excerto de um cromatograma de uma solu¢éo padrdo com 1,0 ng/L de 2,4,6-TCA.
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Figura 4.5 - Excerto de um cromatograma de uma solucéo padrdo com 2,5 ng/L de 2,4,6-TCA.
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Figura 4.6 - Excerto de um cromatograma de uma solu¢éo padrdo com 5,0 ng/L de 2,4,6-TCA.
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Figura 4.7 - Excerto de um cromatograma de uma solug¢éo padréo com 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Como se pode observar nas Figuras 4.1 a 4.7, o pico de 2,4,6-TCA aparece aos 13,18

s

minutos. Pode-se confirmar que este é o tempo de retencdo deste composto, pois no

cromatograma do branco de limpeza e do branco com padréo-interno (Figuras 4.1 e 4.2)
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apenas aparece um pico residual, com valor de area correspondente ao ruido da linha de
base. Analisando os restantes cromatogramas, verifica-se que as areas do pico de 2,4,6-TCA
aumentam gradualmente, tal como era esperado, pois tratam-se de cromatogramas de
solucdes padréo de concentracdo crescente do analito.

O pico de 2,3,6-TCA aparece aos 13,82 min, aproximadamente. Pode-se confirmar
gue este é o tempo de retencdo deste composto, pois ho cromatograma do branco (Figura
4.1) ndo aparece nenhum pico, ou seja, verifica-se que esta amostra ndo possui 2,3,6-TCA,
tal como era esperado. Nas restantes figuras verifica-se que as areas dos picos sao
semelhantes, tendo um coeficiente de variacdo inferior a 20%, pois este composto €&
adicionado em quantidades iguais a cada solucdo padréo de 2,4,6-TCA.

4.2. Carryover

Para verificar que a fibra ndo arrastava 2,4,6-TCA dumas amostras para as outras,
realizou-se um teste em que foram preparados dez ensaios em branco e analisados no final
de uma corrida. Este teste é denominado de carryover.

Assim, verificou-se que todos os resultados obtidos foram inferiores ao limite de

detecdo, comprovando que ndo ocorre arrastamento de 2,4,6-TCA.

4.3. Curvas de Calibracéao

Para tracar uma curva de calibracdo prepararam-se brancos e solucbes padrao com
concentracoes de 2,4,6-TCA de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 ng/L, preparados e analisados em
triplicado.

Apesar de se dever tracar uma curva de calibracdo para cada corrida, optou-se por se
tracar uma nova curva de calibracdo no inicio de cada més.

Nas Figuras 4.8 a 4.13, encontram-se representadas as seis curvas de calibracéo
tracadas ao longo do tempo de validagdo do método, sendo que no Anexo C se encontram

os resultados obtidos para cada curva de calibragéo.
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Pela analise das Figuras 4.8 a 4.13, pode-se observar que todos os coeficientes de
determinagéo, r?, sdo superiores a 0,999, o que permite concluir que o critério de aceitacéo
para uma curva de calibracdo é verificado (r superior a 0,995).

Para além disso, os valores dos declives obtidos sdo todos semelhantes, cerca de 0,1,
com excec¢do da Ultima curva de calibracao que possui um declive de 0,0777.

Relativamente as ordenadas na origem, os valores obtidos também s&do todos
semelhantes, cerca de 0,02.

De salientar que apenas a partir da curva C se comecou a preparar o branco e as

solucdes padréo de 2,4,6-TCA em triplicado.

4.4. Limites de Detecdo e de Quantificacao

Os limites de detecdo e de quantificacdo sdo calculados com base nas curvas de
calibracdo obtidas. Assim, o LOD e o LOQ foram determinados cada vez que se tracou uma
curva de calibracédo. O exemplo de calculo do LOD e do LOQ encontra-se no Anexo A.6.

Na Tabela 4.1 encontram-se os limites de dete¢cédo e de quantificacdo associados a

cada curva de calibragéo.

Tabela 4.1 - Limites de deteg&o (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ), em ng/L, para cada curva de calibracéo.

Curva de calibracéo LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
A 0,3 1,0
B 0,3 1,0
C 0,2 0,6
D 0,2 0,6
E 0,2 0,6
F 0,4 1,2

Observando a Tabela 4.1, verifica-se a diminuigdo significativa do LOQ a partir da
curva C. Tal facto coincide com a altura em que se passou a preparar as solucdes integrantes
das curvas de calibracdo em triplicado, mostrando que essa alteracdo no método provocou a
diminuicdo dos limiares analiticos. Esta diminuicdo era esperada, pois com mais pontos a
representar a mesma concentracao de 2,4,6-TCA, maior é a certeza estatistica de que a reta
de calibracdo obtida corresponde ao aumento linear do sinal do equipamento em funcdo da
concentracao de 2,4,6-TCA.
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De realcar que na curva de F os limites de detecdo e de quantificacdo voltam a

aumentar.

45 Gamade Trabalho

Para avaliar a gama de trabalho prepararam-se dez solugfes padrdo independentes
com 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA e dez solugdes padréao independentes com 10,0 ng/L de 2,4,6-
TCA, pois estas concentragbes correspondem aos limites, inferior e superior, da gama de
trabalho adotada.

O objetivo foi verificar se o coeficiente de variacdo para cada uma destas
concentracdes era inferior a 10%, por forma a garantir que ndo havia flutuagdes significativas
nos sinais obtidos. O exemplo de céalculo do coeficiente de variagdo encontra-se no Anexo
A.7.

Nas Tabelas 4.2 e 4.3 encontram-se 0s resultados obtidos para as dez repetices das

solu¢Bes padrdo com 0,5 e 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA, respetivamente.

Tabela 4.2 - Resultados obtidos para as dez repetigdes da solugdo padrdo de 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA.

Solugao padro Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA 1i\rea 2,4,6 — TCA | Concentragédo
(U.A) (U.A) Area2,3,6 — TCA | 2,4,6-TCA (ng/L)
05A 1455,23 17764,49 0,0819 0,553
058B 1288,45 17608,57 0,0732 0,474
05C 1351,90 17633,43 0,0767 0,506
05D 1511,69 19857,50 0,0761 0,501
05E 1425,83 18505,27 0,0770 0,509
05F 1362,15 17977,05 0,0758 0,498
056G 1579,85 20991,62 0,0753 0,493
0,5H 1446,81 18746,33 0,0772 0,510
051 1379,60 18372,26 0,0751 0,492
0,5J 1487,40 19706,93 0,0755 0,495
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Tabela 4.3 - Resultados obtidos para as dez repeti¢es da solucdo padrdo de 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Solucao padréo Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA 1§rea 2,4,6 — TCA | Concentragédo
(U.A) (U.A) Area2,3,6 — TCA | 2,4,6-TCA (ng/L)
10,0 A 18697,44 17740,40 1,05 9,24
10,0B 19274,62 17192,46 1,12 9,85
100C 22623,70 20010,50 1,13 9,93
100D 21339,03 19767,86 1,08 9,47
100E 19776,27 19128,88 1,03 9,07
10,0 F 18891,58 16710,12 1,13 9,93
100G 20676,93 18358,52 1,13 9,89
10,0 H 23136,46 20555,72 1,13 9,89
10,01 20683,95 19282,35 1,07 9,41
10,0 19917,02 19777,76 1,01 8,83

Os coeficentes de variacdo obtidos para as solu¢des padrdo de 0,5 e 10,0 ng/L de
2,4,6-TCA foram de 4,0 e de 4,3 %, respetivamente. Assim, ficou confirmado que a gama de

trabalho utilizada é viavel, pois ambos os coeficientes de variagdo séo inferiores a 10%.

46. Precisao

Para avaliar a precisdo do método estudou-se a repetibilidade e a precisao intermédia.
No caso da repetibilidade, avaliou-se a capacidade do método em responder de forma
semelhante para réplicas de amostras ou solucfes padrdo analisadas de forma consecutiva.
Relativamente a precisao intermédia, o seu objectivo foi avaliar a capacidade do
método em responder de forma semelhante para réplicas de amostras ou solu¢cfes padréo

analisadas em dias diferentes.

4.6.1. Repetibilidade
Para o estudo da repetibilidade do método prepararam-se dez solu¢des padrao
independentes com 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA e dez solu¢cbes padrdo independentes com 10,0
ng/L de 2,4,6-TCA. Foram utilizadas estas concentra¢cdes por forma a avaliar a resposta do

método para valores de baixa e de elevada concentragéo de 2,4,6-TCA.
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Com os resultados obtidos calculou-se o coeficiente de variagdo associado a cada um

dos ensaios de repetibilidade, esperando-se obter valores inferiores a 10%, por forma a

confirmar que o método é preciso.

Nas Tabelas 4.4 e 4.5 encontram-se os resultados obtidos para as dez solucdes

padrdo com 0,5 e 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA, respetivamente.

Tabela 4.4 - Resultados obtidos para as dez repeti¢cdes da solugéo padréo de 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA.

Solucéo padréo

Area 2,4,6-TCA

Area 2,3,6-TCA

Area2,4,6 — TCA

Concentragéao

(U.A) (U.A) Area2,3,6 — TCA | 2,4,6-TCA (ng/L)
0,5A 1502,86 18676,56 0,0805 0,563
05B 1483,02 19988,81 0,0742 0,505
05C 1426,23 19651,29 0,0726 0,490
05D 1661,98 19167,66 0,0867 0,622
05E 1418,63 18612,27 0,0762 0,524
05F 1646,57 19583,36 0,0841 0,597
056G 1544,14 19956,45 0,0774 0,535
05H 1547,81 19902,72 0,0778 0,538
0,51 1612,46 20014,05 0,0806 0,564
0,5J 1523,07 19576,99 0,0778 0,539

Tabela 4.5 - Resultados obtidos para as dez repeti¢es da solucdo padrdo de 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Solugéo padréo

Area 2,4,6-TCA

Area 2,3,6-TCA

Area 2,4,6 — TCA

Concentracéo

(U.A) (U.A) Area2,3,6 — TCA | 2,4,6-TCA (ng/L)
10,0 A 19035,52 16951,41 1,12 10,3
10,0B 20356,56 17704,56 1,15 10,5
100C 20458,72 18375,59 1,11 10,2
10,0 D 20012,60 19310,45 1,04 9,48
100E 20346,22 17480,50 1,16 10,7
100 F 20392,91 18460,63 1,11 10,1

49



Validacéo de método para determinagéo de 2,4,6-tricloroanisol em rolhas por HS-SPME-GC-ECD

10,0G 19992,81 17897,14 1,12 10,2
10,0 H 20676,27 18432,26 1,12 10,3
10,01 20452,00 17800,87 1,15 10,5
10,0J 20745,86 18508,54 1,12 9,84

Os coeficentes de variacdo obtidos para as solu¢des padrdo de 0,5 e 10,0 ng/L de
2,4,6-TCA foram de 7,0 e de 3,3 %, respetivamente. Assim, pode-se afirmar que o método é
preciso para valores de baixa e elevada concentracdo de 2,4,6-TCA, pois ambos os

coeficientes de variagédo sao inferiores a 10%.

4.6.2. Precisao Intermédia

Para o estudo da preciséo intermédia utilizaram-se os resultados das solu¢des padréao
de controlo com 2,0 e 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Utilizaram-se os resultados de dez ensaios destas duas solu¢cdes padrao, pois sao
analisadas sempre que se faz um ensaio, ou seja ndo séo analisadas consecutivamente,
servindo por isso para avaliar a precisao intermédia.

Nas Tabelas 4.6 e 4.7 encontram-se as concentragfes de 2,4,6-TCA obtidas para as
solucbes padrdo de controlo de 2,0 e 4,0 ng/L, respetivamente. O exemplo de calculo do

desvio-padréo da precisdo intermédia encontra-se no Anexo A.8.

Tabela 4.6 - Concentragfes obtidas, em ng/L, para as solu¢des padréo de controlo com 2,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Data Concentracéo 2,4,6-TCA (ng/L)
01/02/2018 2,3
06/02/2018 2,0
15/02/2018 2,2
20/02/2018 2,2
27/02/2018 2,0
14/03/2018 2,1
22/03/2018 2,2
28/03/2018 2,3
06/04/2018 2,0
12/04/2018 2,0
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Tabela 4.7 - Concentracgfes obtidas, em ng/L, para as solu¢des padréo de controlo com 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Data Concentracéo 2,4,6-TCA (ng/L)
01/02/2018 4,2
06/02/2018 3,7
15/02/2018 4,0
07/03/2018 4,0
14/03/2018 4,1
28/03/2018 3,3
06/04/2018 3,8
12/04/2018 3,6
19/04/2018 4,1
19/04/2018 4,0

O desvio-padrdao da precisdo intermédia obtido foi de 0,2 ng/L, sendo este o erro
associado a cada réplica de uma amostra ou solugcdo padrdo que seja analisada em dias
diferentes.

Também foram calculados os coeficientes de variacdo para as solucao-padrao de
controlo de 2,0 e 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA, sendo de 5,8 e 6,8%, respetivamente. Ambos 0s

coeficientes de variacédo sdo inferiores a 10%, logo o método é preciso.

4.7. Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método recorreu-se a ensaios de recuperagao e a ensaios

interlaboratoriais.

4.7.1. Ensaios de Recuperacao
Para avaliar a exatiddo do método através de ensaios de recuperacédo, adicionaram-
se diferentes volumes da solucdo com 1 ug/L de 2,4,6-TCA a diferentes amostras. Assim, no
ensaio analisou-se cada amostra sem a fortificacdo com 2,4,6-TCA e, de seguida, a mesma
amostra fortificada com 2,4,6-TCA. As amostras foram fortificadas com volumes da solucéo
com 1 pg/L de 2,4,6-TCA, por forma a se obter solu¢gées com 0,5, 2,5 e 5,0 ng/L.
Para considerar que o método é exato, as taxas de recuperacao devem estar situadas

entre 80 e 120% para as diferentes concentracoes.
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Na Tabela 4.8 encontram-se os resultados obtidos para 0s ensaios de recuperacao de
trés amostras diferentes. O exemplo de célculo das percentagens de recupera¢do encontra-

se no Anexo A.9.

Tabela 4.8 - Valores das concentracdes obtidas, em ng/L, para as diferentes amostras, bem como das taxas de

recuperagéo, em percentagem.

Ensaio Concentracéo inicial Concentracéo final Taxa Recuperacgao

2,4,6-TCA (ng/L) 2,4,6-TCA (ng/L) (%)

0,587 93,4

A 0,121 0,654 106,8
0,664 108,8

2,898 108,5

B 0,197 2,889 108,2
2,870 107,4

5,319 105,6

C 0,076 5,276 104,7
5,243 104,1

Através da observacdo da Tabela 4.8, observa-se que as taxas de recuperacdo
obtidas se encontram entre 93 e 109%, para as trés concentracfes estudadas. Estes
resultados encontram-se dentro do intervalo de aceitacédo (80-120%), logo, considera-se que
0 método permite obter resultados exatos.

De salientar que os resultados das amostras iniciais se encontram abaixo do limite de
guantificagdo. No entanto, consideraram-se estes valores porque eram necessarios para

calcular as taxas de recuperagéo.

4.7.2. Ensaios Interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratorais foram realizados em conjunto com outros laboratérios, por
forma a validar a exatiddo do método.

Assim, foram preparadas solu¢ces padrdo com 1,5, 3,0 e 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA e
distribuidas pelos participantes.

Para verificar o éxito deste método foi necessario calcular o z-score para cada ensaio,
devendo este valor ser inferior a 2 para o resultado ser satisfatorio. O exemplo de calculo do
z-score encontra-se no Anexo A.10.

Na Tabela 4.9 encontram-se os resultados obtidos por cada laborat6rio para cada

solucéo padrao analisada, bem como o z-score obtido em cada ensaio.
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Tabela 4.9 - Resultados de cada laboratério, em ng/L, bem como o z-score obtido.

Concentragéo ) . )
. . Symington Laboratdrio A Laboratorio B
solugéo padréo Z-score
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
(ng/L)
15 15 1,9 <05 0
3,0 2,9 2,4 2,3 0,4
4,0 3,6 3,3 4,5 0.8

Como se pode verificar pela observacdo da Tabela 4.9, os z-score obtidos sdo de 0,
0,4 e 0,8, sendo todos eles inferiores a 2. Assim, este método teve um resultado aceitavel nos

trés ensaios interlaboratoriais realizados.

4.8. Cartas de Controlo
Internamente optou-se por tracar cartas de controlo de individuos para as solugdes
padréo de controlo com 2,0 e 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA e para os declives das retas de calibracdo.
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 A.11.

4.8.1. Solucéo padréo de Controlo com 2,0 ng/L de 2,4,6-tricloroanisol
A carta de controlo de individuos relativa a solu¢ao padrao de controlo com 2,0 ng/L
de 2,4,6-TCA foi construida a partir dos resultados obtidos quando esta solug&o foi colocada
no ensaio para verificar que a curva de calibracao continuava valida.

Na Figura 4.14 encontra-se a carta de controlo obtida para a solucdo padrdo de
controlo com 2,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Carta de Controlo QC 2,0 ng/L

2,5
2,4

2,3 )  J e |imite Central

Limite Inferior de Controlo

22 | —e® o 2 )
) Limite Superior de Controlo

2,1 L] ®  Valores Obtidos

Limite de Alerta Inferior

2,0 ®

Limite de Alerta Superior

Concentragdo 2,4,6-TCA (ng/L)

19

1,8 r T T 1
0 10 20 30

Figura 4.14 - Carta de controlo para a solugéo padrdo com 2,0 ng/L de 2,4,6-TCA.
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Analisando a Figura 4.14, pode-se observar que todos o0s pontos se encontram dentro
dos limites de controlo.

4.8.2. Solucao padréao de Controlo com 4,0 ng/L de 2,4,6-tricloroanisol
A carta de controlo de individuos relativa a solu¢ao padrao de controlo com 4,0 ng/L
de 2,4,6-TCA foi construida a partir dos resultados obtidos quando esta solu¢éo foi colocada
no ensaio para verificar que a curva de calibra¢do continuava valida.
Na Figura 4.15 encontra-se a carta de controlo obtida para a solucdo padrdo de
controlo com 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Carta de Controlo QC 4,0 ng/L

4,9
4,7
4,5 °

o e imite Central

4,3

° Limite Inferior de Controlo
[ I )
4'1 —'—‘—. — Limite Superior de Controlo

3,9 ®  Valores Obtidos

3,7 L

Limite de Alerta Inferior

o Limite de Alerta Superior

3,5

Concentragdo 2,4,6-TCA (ng/L)

3,1 T T T T T
0 5 10 15 20

Figura 4.15 - Carta de controlo para a solucéo padrdo com 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Analisando a Figura 4.15, pode-se observar que todos 0s pontos se encontram dentro
dos limites de controlo.

4.8.3. Declive da Reta de Calibracéo
A carta de controlo de individuos relativa ao declive da reta de calibracéo foi construida
a partir dos declives da reta obtidos de cada curva de calibracéo.

Na Figura 4.16 encontra-se a carta de controlo obtida para os declives da reta de
calibragéo.
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Declive da Reta

0,14
0,13
0,12
0,11
0,10
0,09
0,08
0,07

0,06

25/01/2018

Carta de Controlo Declive da Reta

16/03/2018 05/05/2018

e | imite Central

Limite Inferior de Controlo

Limite Superior de Controlo

®  Valores Obtidos

Limite de Alerta Inferior

Limite de Alerta Superior

Figura 4.16 - Carta de controlo para os declives das retas de calibracéo.

Analisando a Figura 4.16, pode-se observar que todos o0s pontos se encontram dentro

dos limites de controlo.

4.9.

Incerteza do Resultado

A incerteza do resultado, ou incerteza expandida, foi determinada com base em todas

as grandezas que fazem parte do ensaio. Assim, foi determinada a incerteza associada a

leitura da amostra na curva de calibracdo (u(C)), a incerteza associada a prepara¢do das

solucbes padrdo (U(padrdes)), a incerteza associada a precisdo do método (u(precisdo)), a

incerteza combinada (Uc(C)) e a incerteza expandida (U(C)). O exemplo de célculo destas

incertezas encontra-se no Anexo A.12.

Na Tabela 4.10 encontram-se os resultados obtidos para cada tipo de incerteza e para

cada curva de calibracao.

Tabela 4.10 - Resultados obtidos para cada tipo de incerteza, em ng/L, para cada curva de calibrag&o obtida.

o L"rzgaeo u(C) (ng/L) U(‘Zﬁg/rges) “(p(rneg‘jif)ao) Uc(C) (ng/L) | U(C) (nglL)
A 0,061 0,565 0,012 0,569 1,138
B 0,061 0,565 0,006 0,569 1,138
C 0,038 0,565 0,004 0,567 1,134
D 0,037 0,565 0,010 0,567 1,134
E 0,046 0,565 0,010 0,567 1,134
F 0,084 0,565 0,003 0,572 1,144

Como se pode verifcar pela observacéo da Tabela 4.10, a incerteza expandida obtida

foi de cerca de 1,1 ng/L, tratando-se de um valor elevado.
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Como a incerteza obtida abrange toda a gama de trabalho do método, optou-se por
determinar esta incerteza num intervalo mais curto da gama de trabalho. Assim, optou-se por
calcular a incerteza até 2,5 ng/L. O valor obtido para a incerteza expandida neste intervalo da
gama de trabalho foi de 0,3 ng/L.

Assim, pode-se considerar esta a incerteza do resultado para valores de amostras
inferiores a 2,5 ng/L de 2,4,6-TCA. Um lote de rolhas pode entéo ser rejeitado com seguranca,

para valores inferiores a 2,5 ng/L

4.10. Analise de Custos

Para analisar o custo que cada ensaio tem para a empresa foi necessario avaliar os
custos de cada material e reagente utilizado. De realcar que foram desprezados 0s custos
associados a agua desionizada , ao detergente de lavagem e as soluc¢des de compra de 2,3,6-
TCA e de 2,4,6-TCA por apresentarem custos por amostra inferiores a um céntimo.

O exemplo de calculo do custo associado a depreciacdo de equipamentos e
consumiveis do cromatdgrafo encontra-se no Anexo A.13.

Na Tabela 4.11 encontram-se 0s custos associados a cada ensaio.

Tabela 4.11 - Custos, em €, associados a cada material e reagente utilizado na realizagdo de um ensaio.

Reagente/Material Custo/Amostra (€)
Cloreto de sodio 0,02
Etanol absoluto 0,10

Pontas micropipeta 0,21

Tampas vials 0,25

Hélio 0,06

Azoto 0,03

Ma&o de obra 1,04
Depreciacdo de equipamentos 3,08
Consumiveis do cromatégrafo 0,20
Contrato de manutencgéo 0,48

No total, a empresa gasta cerca de 5,47 €/amostra. Anteriormente, a empresa pagava
23 €/amostra a empresa que subcontratava para realizar os ensaios. Sendo assim, a
implementacdo deste método permite uma poupanga de cerca de 17,53 €/amostra para a

empresa.

56



Validacéo de método para determinagéo de 2,4,6-tricloroanisol em rolhas por HS-SPME-GC-ECD

Capitulo 5

Conclusao
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5. Conclusao

Os principais objetivos desta tese de mestrado foram implementar o método de anélise
de 2,4,6-TCA por HS-SPME seguido de analise por GC-ECD para todos os calibres de rolhas
e validar o método, garantindo que os resultados obtidos sdo precisos e exatos.

O primeiro passo consistiu na adaptacao do método de preparacao de amostra SPME
em médulo HS, seguido pela analise cromatogréfica do 2,4,6-TCA, baseando-se na norma
ISO 20752:2014 — Rolhas — Determinacéo de 2,4,6 — tricloroanisol (TCA) extraivel, utilizando-
se 0 2,3,6-TCA como padrao interno.

Para a validacdo do método, garantiu-se que a gama de trabalho era adequada,
determinaram-se o0s limites de detecdo (LOD) e quantificagcdo (LOQ), a precisdo
(repetibilidade, precisdo intermédia), a exatiddo (ensaios de recuperacdo, ensaios
interlaboratoriais), tracaram-se as cartas de contolo e determinou-se a incerteza do resultado.

Assim, a gama de trabalho utilizada foi de 0,5 a 10,0 ng/L; o limite de detecao foi de
0,2 ng/L; o limite de quantificacéo foi de 0,6 ng/L; os coeficientes de variacdo da repetibilidade
foram de 7,0 e 3,3% para solucdes padrdo de 0,5 e 10,0 ng/L, respetivamente; o desvio-
padrao da precisao intermédia foi de 0,2 ng/L e os coeficientes de variagdo foram de 5,8 e
6,8% para as solucbes padrdo de controlo de 2,0 e 4,0 ng/L, respetivamente; as taxas de
recuperacao obtidas foram entre 93 e 109%; os z-scores obtidos foram de 0, 0,4 e 0,8, sendo
todos os resultados aceitaveis. Concluindo, todos os parametros deste método foram
validados.

Os pontos das cartas de controlo das solu¢bes padréo de controlo com 2,0 e 4,0 ng/L
de 2,4,6-TCA e dos declives das retas de calibracdo encontram-se dentro dos limites inferior
e superior de controlo.

A incerteza do resultado foi calculada, sendo de 0,3 ng/L, permitindo assim que a
empresa tenha segurancga quando rejeitar um lote de rolhas por excesso de 2,4,6-TCA.

O valor estimado para cada andlise de 2,4,6-TCA em rolhas foi de 547€. A
implementacdo deste método na Symington permite uma poupanca de cerca de 17,53
€/amostra para a empresa.

Concluindo, conseguiu-se alcancar o objetivo de comprovar que o método para
determinagcdo de 2,4,6-TCA em rolhas por HS-SPME-GC-ECD permite obter resultados
exatos e precisos, tendo sido o método implementado na empresa e podendo vir a ser
utilizado no futuro nas analises de rotina.

No futuro, podera ser validado este método para agua ou vinho, verificando se é

necessario alterar algumas condi¢c6es dos equipamentos.
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Anexos

Anexo A — Exemplos de célculo

A.1 — Calculo utilizado para a preparacao da solucao de etanol 12% (v/v)
Partindo de etanol absoluto (100%), e uma vez que se pretende preparar uma solucéo
de etanol 12% (v/v), a determinacao do volume a utilizar de etanol absoluto esta expressa na

equacado A.1.

Cetanol absoluto X Vetanol absoluto = solugdo etanol X Vsolugao etanol (A-l)

sendo que:
Cetanol absoluto — CONcentragéo de etanol absoluto, em % (v/v)

Vetanol absoluto— VOluMe utilizado de etanol absoluto, em L
Csolucio etanol — CONCentragdo da solugdo de etanol, em % (v/v)

Vsolugzo etanol — VOlume preparado da solucado de etanol 12% (v/v), em L

100 X Vetanot absotuto = 12 X 10

Vetanot absotuto = 1,2 L

A.2 — Calculo utilizado para a preparacao da solucédo de 2,3,6-tricloroanisol

(10 pg/L)
Para poder preparar a solucdo de 2,3,6-TCA de concentragdo 10 pg/L, teve que se

determinar o volume necessario da solu¢éo comercial de 2,3,6-TCA de concentragdo 10 mg/L.

Esse calculo encontra-se na equagédo A.2.

Csolugﬁo comercial X Vsolugéo comercial = Csolucﬁo 2,3,6—TCA X Vsolugao 2,3,6—TCA (A.2)
2,3,6—TCA 2,3,6—TCA

sendo que:
Csolugio comercial 2,3,6-Tca— concentragdo da solugdo comercial 2,3,6-TCA, em ug/L

Vsolugao comercial 2,3,6-Tca— VOlume utilizado da solugéo comercial 2,3,6-TCA, em mL
Csolugao 2,36-Tca— coOncentracéo da solucdo preparada de 2,3,6-TCA, em ug/L

Vsolugio 2,3,6-Tca— Volume do baldo volumétrico onde é preparada a solugcao, em mL
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10000 % X Vsolugﬁo comercial = 10 % X 100,00 mL

2,3,6—TCA
Vsolugéo comercial 2,3,6—TCA — 0,1mL

A.3 — Célculo utilizado para a preparacao da solucédo de 2,4,6-tricloroanisol

(2 mg/L)
Para poder preparar a solucdo de 2,4,6-TCA de concentracdo 1 mg/L, teve que se
determinar o volume necessario da solu¢cdo comercial de 2,4,6-TCA de concentracdo 100

mg/L. Esse célculo encontra-se na equacao A.3.

Csolugéo comercial X Vsolugéo comercial = Csolugéo stock 1 X Vsolugéo stock I (A 3)
2,4,6—TCA 2,4,6—TCA 2,4,6—TCA 2,4,6—-TCA

sendo que:
Csoluco comercial 2,4,6-TcA— concentragéo da solugédo comercial 2,4,6-TCA, em mg/L

Vsolugzo comercial 2,4,6-Tca— Volume utilizado da solugédo comercial 2,4,6-TCA, em mL
Csolucio stock 1 2,4,6-TcA— COncentracdo da solucdo preparada de 2,4,6-TCA, em mg/L

Vsolugio stock 1 2,3,6-Tca— VOlume do baldo volumétrico onde € preparada a solugdo, em mL

mg mg
100 T X Vsolugio comercial = 1 T % 100,00 mL

2,4,6—TCA
Vsolugéo comercial 2,4,6—TCA = 1,00 mL

A.4 - Calculo utilizado para a preparacao da solucéo de 2,4,6-tricloroanisol (1

Hg/L)
Para poder preparar a solugdo de 2,4,6-TCA de concentragdo 1 ug/L, teve que se

determinar qual o volume necessario da solucéo stock | de 2,4,6-TCA de concentracdo 1 mg/L.

Esse célculo encontra-se na equagédo A.4.

Csolug:ﬁo stock I X Vsolugéo stockl = Csolugéo stock 11 X Vsolugéo stock 11 (A 4)
2,4,6—TCA 2,4,6—-TCA 2,4,6-TCA 2,4,6—TCA '

sendo que:
Csolucio stock 1 2,4,6-TcA— concentracdo da solucdo stock | de 2,4,6-TCA, em ug/L

Vsolugio stock 1 2,4,6-Tca— VOlume utilizado da solucéo stock |1 2,4,6-TCA, em mL
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Csolucao stock 11 2,4,6-TcA— CONcentracao da solucdo preparada de 2,4,6-TVA, em pg/L

Vsolugzo stock 11 2,3,6-Tca— VOlume do baléo volumétrico onde é preparada a solugéo, em mL

1000 & X Vsolugéo stockl = 1 & X 100,00 mL
L 2,4,6—TCA L

Vsolugéo stock I 2,4,6—TCA — 0,100mL

A.5 — Calculo das concentra¢des das solucdes padrédo de 2,4,6-tricloroanisol
(0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 4,0; 5,0 e 10,0 ng/L)
O calculo das concentracdes das soluces padrao de 2,4,6-TCA, cujos valores estéo

registados na Tabela A.1, foi determinado pela equacéo A.5.

Tabela A.1 - Valores obtidos de concentracédo da solugéo padrao de 2,4,6-TCA, expressa em ng/L, de acordo

com o respectivo volume de solugéo stock I, expresso em mL, utilizado.

Volume da solugéo stock Il (uL) Concen;;a;;i(,)(;_j_?cs:I(L:}(;gé/\f)padréo

5 0,499

10 0,997

20 1,992

25 2,489

40 3,976

50 4,965
100 9,881

O exemplo de calculo da determinacdo das concentracbes das solugcbes padrédo de

2,4,6-TCA apresentado foi baseado no volume de solugéo stock Il de 5 pL.

Uma vez que as solucdes padrao ndo sdo preparadas em baldo volumétrico de 10,00
mL, o volume de solucao padrdo preparado € igual a soma dos 10,00 mL de solu¢éo de etanol
12% (v/v), do volume de solucdo stock Il de 2,4,6-TCA adicionado e dos 20 uL da solucéo de
2,3,6-TCA com concentracdo de 10 ug/L.
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Csolu(;ﬁo stock 11 X Vsolugﬁo stock Il = Csolu;éo—padrﬁo X Vsolugéo—padrﬁo (A 5)
2,4,6—TCA 2,4,6—TCA 2,4,6—TCA 2,4,6—TCA

sendo que:
Csolugio stock 11 2,4,6-TcA— CcOncentracao da solucdo stock Il de 2,4,6-TCA, em ng/L

Vsoluco stock 11 2,3,6-Tca— Volume da solucéo stock Il, em pL
Csolugzo padrio 2,4,6-TcA— CONcentragdo da solugéo padréo de 2,4,6-TCA, em ng/L

Vsolugzo padrio 2,4,6-TcA— VOlume da solucdo padrao de 2,4,6-TCA, em pL

n

2,4,6—TCA

Csolugao-padrio = 0,499 ng/L
2,4,6—-TCA

A.6 — Célculo do limite de detecao e de quantificacéo
O calculo do limite de detecdo e de quantificacdo do método, cujos valores estédo

registados na Tabela A.2, foram determinados pelas equag¢des 2.15 e 2.16, respetivamente.

Tabela A.2 - Valores de LOD e LOQ, expressos em ng/L, obtidos para as diferentes curvas de calibragdo.

Curva de
calibracio Syix b LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
A 0,011 0,107253 0,3 1,0
B 0,011 0,111832 0,3 1,0
C 0,006 0,0954828 0,2 0,6
D 0,006 0,0995232 0,2 0,6
E 0,005 0,0923463 0,2 0,6
F 0,009 0,0777268 0,4 1,2

O exemplo de calculo das determinacgBes do limite de detecdo e do limite de

guantificacdo apresentados foram baseados na curva de calibracédo de A.

33 xS

LOD - L (2.30)
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LOD =

LOQ =

33x0,011
0,107253

_ 10 X Sy

b

10 x 0,011
0,107253

A.7 — Célculo do coeficiente de variacao

ng
L

ng
L

(2.31)

O célculo do coeficiente de variacao, cujos valores estao registados nas Tabelas A.3,

A.4, A5 e A.6, foi determinado pela equacéo 2.18.

Tabela A.3 — Valores de concentracao de 2,4,6-TCA, média e desvio-padréo (ng/L) e coeficiente de variagdo (%)

obtido, para o estudo da gama de trabalho na concentracdo de solugéo padréo de 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA.

_ Desvio-padréo
Média das o
Concentracéo das Coeficiente de
Solucéo padrao concentracdes .
2,4,6-TCA (ng/L) concentracdes variacao (%)
(ng/L)
(ng/L)

05A 0,553
05B 0,474
05C 0,506
05D 0,501
05E 0,509

0,503 0,020 4,0
05F 0,498
056G 0,493
0,5H 0,510
0,51 0,492
0,5J 0,495
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Tabela A.4 - Valores de concentracéo de 2,4,6-TCA, média e desvio-padrdo (ng/L) e coeficiente de variagéo (%)

obtido, para o estudo da gama de trabalho na concentracao de solucdo padréo de 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Desvio-padréo

Média das o
Concentracéao das Coeficiente de
Solugéo padréo concentracdes . o
2,4,6-TCA (ng/L) concentracdes variacao (%)
(ng/L)
(ng/L)
100A 9,244
1008B 9,845
100C 9,930
10,0 D 9,473
100 E 9,065
9,55 0,41 4,3
10,0 F 9,929
100G 9,891
100H 9,885
10,01 9,412
10,0J 8,825

Tabela A.5 - Valores de concentragéo de 2,4,6-TCA, média e desvio-padrdo (ng/L) e coeficiente de variagao (%)

obtido, para o estudo da repetibilidade na concentragdo de solucdo padréo de 0,5 ng/L de 2,4,6-TCA.

Desvio-padréo

Média das -
Concentracéo das Coeficiente de
Solugéo padréo concentracdes ~ L
2,4,6-TCA (ng/L) concentracdes variacao (%)
(ng/L)
(ng/L)
05A 0,563
0,58B 0,505
05C 0,490
0,548 0,038 7,0
05D 0,622
05E 0,524
05F 0,597
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056G 0,535
05H 0,538
051 0,564
05J 0,539

Tabela A.6 - Valores de concentracéo de 2,4,6-TCA, média e desvio-padrdo (ng/L) e coeficiente de variagéo (%)

obtido, para o estudo da repetibilidade na concentracdo de soluc¢édo padrdo de 10,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

Desvio-padréo

Média das o
. . Concentragéo . das Coeficiente de
Solugao padréao concentracdes - o
2,4,6-TCA (ng/L) concentracdes variacao (%)
(ng/L)
(ng/L)
10,0A 10,283
1008B 10,534
100C 10,194
10,0D 9,476
100 E 10,665
10,213 0,332 3,3
10,0 F 10,113
100G 10,229
10,0 H 10,272
10,01 10,526
10,0J 9,843

O exemplo de célculo da determinacdo do coeficiente de variacdo apresentado foi

baseado nos valores da Tabela A.3.

CV- (%) =

T

x 100

SIRE

(2.32)
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0,020

V= 3503

X 100 = 4,0%

A.8 — Calculo do desvio-padrao da preciséo intermédia
O exemplo de célculo do desvio-padrédo da precisdo intermédia foi baseado nas

Tabelas 4.6 e 4.7, tendo sido utilizada a equagéo 2.22.

- Ejt:l ZR=1 (Y — Y]')2 (2.33)
Pint t (n _ 1)

(2,286 —2,119)2 + -+ + (2,003 — 2,119)? + (4,198 — 3,887)% + - + (3,960 — 3,887)?
Pint = 2% (10 —1)

Spint = 0,216 ng/L

A.9 — Calculo da taxa de recuperacao
O exemplo de céalculo da determinagéo da taxa de recuperacao foi baseado nos dados
da Tabela 4.8 referente ao lote 18100742L1, tendo sido utilizada a equagéo 2.24.

G- G

R(%) = x 100 (2.34)

ad

0,587 — 0,121
R(%) = W X 100 = 93,4%

A.10 — Calculo do z-score
O exemplode calculo do z-score tem por base os resultados apresentados na Tabela
4.9 para a solucao padréao de 3,0 ng/L, utilizando-se a equagéo 2.23.

_ |Xlab - Xul

- (2.35)

_ 12,9 — 3,0 _

0,4
0,3
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A.11 - Célculo dos limites das cartas de controlo
O exemplo de calculo para a determinagdo dos limites centrais, limites inferiores de
controlo e limites superiores de controlo, cujos valores estado registados nas Tabelas A.7, A.8

e A.9, foi baseado na Tabela A.7.

Tabela A.7 - Resultados obtidos de limite central, inferior de controlo e superior de controlo para a solucdo
padrdo de controlo com 2,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

= Desvio- Limite . Lir_nite Limite
Data Concentracéo padro central inferior de | superior de
(ng/L) (0)(ng/L) (LC) (ng/L) controlo controlo
(ng/L) (ng/L)
01-02-2018 2,3
06-02-2018 2,0
15-02-2018 2,2
20-02-2018 2,2
27-02-2018 2,0
14-03-2018 2,1
22-03-2018 2,2
28-03-2018 2,3
06-04-2018 2,0
12-04-2018 2,0
12-04-2018 2,1
19-04-2018 2,0
19-04-2018 19
24-04-2018 2,2
03-05-2018 2,3 0.11 2.1 1.8 2.5
03-05-2018 2,2
09-05-2018 2,0
17-05-2018 2,1
17-05-2018 2,2
21-05-2018 2,3
21-05-2018 2,4
21-05-2018 2,1
22-05-2018 2,1
22-05-2018 2,1
30-05-2018 2,2
06-06-2018 2,2
14-06-2018 2,1
14-06-2018 2,1

Tabela A.8 - Resultados obtidos de limite central, inferior de controlo e superior de controlo para a solucao

padréo de controlo com 4,0 ng/L de 2,4,6-TCA.

. S Limite Limite
Concentracéo Desvio- Limite inferior de | superior de
Data padréo central (LC)
(ng/L) (0)(ng/L) (ng/L) controlo controlo
(ng/L) (ng/L)
01-02-2018 4,2
06-02-2018 3,7
15-02-2018 4,0
07-03-2018 4,0 0,286 4,1 3,2 4,9
14-03-2018 4,1
28-03-2018 3,3
06-04-2018 3,8
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12-04-2018 3,6
19-04-2018 4,1
19-04-2018 4,0
24-04-2018 4,1
03-05-2018 4,3
03-05-2018 4,1
09-05-2018 3,9
17-05-2018 4,4
17-05-2018 4,5
21-05-2018 4,7
21-05-2018 4,0
22-05-2018 4,2
24-05-2018 4,2
14-06-2018 4,0

Tabela A.9 - Resultados obtidos de limite central, inferior de controlo e superior de controlo para o declive.

Desvio- Limite Limite Limite
Curvade . = inferior de | superior de
calibracéo Declive (p)a((:]ralﬁ) (L%?QLra}L) controlo controlo
o)(ng 9 (ng/L) (ng/L)

A 0,1073

B 0,1118

C 0,0955
D 0.0995 0,0110 0,0974 0,0644 0,1304

E 0,0923

F 0,0777

O limite central corresponde a média das concentracfes. Assim sendo, este limite
2,1.
LCI =

média das concentragdes — 3 X g, em que o corresponde ao desvio-padrdo. Assim sendo,

O limite inferior de controlo é dado pela expressao

o limite inferior de controlo é LCI = 2,1 — 3 X 0,112 = 1,8 ng/L.

O limite  superior de controlo €é dado pela expressdo LCI =

média das concentragdes + 3 X g, em que ¢ corresponde ao desvio-padrdo. Assim sendo,

o limite superior de controlo é LCS = 2,1 + 3 X 0,112 = 2,50 ng/L.

A.12 — Célculo das incertezas
O exemplo de célculo da incerteza associada a leitura da amostra na curva de
calibracdo (u(C)), a incerteza associada a preparacao das solucfes padrao (U(padrbes)), a
incerteza associada a precisao do método (u(precisao)), a incerteza combinada (Uc(C)) e a
incerteza expandida (U(C)), foi baseado Tabela 4.9 e foi determinado pelas equagdes 2.25,
2.26,2.27,2.28 € 2.29.

S 1 1 (Yo — Y)?
/x 0
u(@)=22Ex |=4+ =+
© b \/N n b2x N (x;— %)2

(2.36)
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u (Padrdes) = \/u(C1)2 + u(C2)? + u(C3)2 + --- + u(Ci)? (2.37)
u (precisio) = % (2.38)

u.(€) = /[u(C)]? + [u(Padrdes)]? + [u(precisio)]? (2.39)
U(C) = k X uc(C) = 2 X uc(C) (2.40)

Na Tabela A.10 encontram-se 0s valores necessarios para a realizacao do calculo da

incerteza associada a leitura da amostra na curva de calibracao.

Tabela A.10 — Resultados base para o célculo da incerteza associada a curva de calibragao.

Média
Curvade Ne N° _ _
. . Sy/x b N o Y, Y concentracao
calibracéao padrdes réplicas .
dos padrdes
A 0,0109 | 01073 6 10 0,08 | 0,357 3,139
B 0,0112 | 0,1118 6 10 0,08 0,371 3.139
C 0,0056 | 0,0955 14 3 0,12 | 0,300 2,938
D 0,0056 | 0,0995 12 3 0,13 | 0,301 2766
E 0,0054 | 0,0923 12 2 0,11 | 0,290 2,931
F 0,0090 | 0,0777 8 3 001 | 0,203 2,354

O exemplo de célculo da incerteza associada a curva de calibragdo para a data
01/02/2018 é:

u (C)

+ —+
6 10 = 0,1072532 x [(0,000 — 3,139)2 + - + (9,881 — 3,139)2]

0,01087 1 1 (0,08 — 0,357)2
= — X — e
0,107253

u(C) =0,061ng/L

Na Tabela A.11 encontram-se 0s valores necessarios para a realiza¢do do calculo da

incerteza associada a preparacao das solucfes padréo.
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Tabela A.11 — Resultados das incertezas, em ng/L, associadas a preparacéo de cada solugdo padrao de 2,4,6-

TCA.
Concentracédo da solugéo padréo (ng/L) Incerteza (ng/L)
0,5 0,025
1,0 0,049
2,5 0,123
50 0,246
10,0 0,491

Para determinar a incerteza associada a cada padrdo houve necessidade de

determinar também a incerteza associada a solucao stock | e solugéo stock Il.

Célculo da determinacgéo da incerteza da solugdo stock I

2 2
ACsol.com. X Vsol.com.) + (Abaléo vol. X Csol.com. X Vsol.com.)

Incertezasolugéo stock I = ( %
sol.stock I

2
Vbaléo vol.

4,9 x 10° x 1)2 (0,1 x 100 x 106 x 1

2
100 1002 ) = 49010 ng/L

Incertezasolugéo stock I = <

Céalculo da determinacéo da incerteza da solucao stock II:

Incertezagy; stocxknn = VA+ B+ C

2
A= (AVstockI X Cstockl)
Vbalﬁo vol.

2

_ (Incertezasol.stockl X Vsol.stock I)

Vbaléo vol.

2
C = <Abalﬁo vol. X Cstockl X Vstock I)

2
Vbalﬁo vol.

Incertezasolugﬁo stock 11

_[£0,002 x 100 x 1,0 x 106 2 N (49010 X 0,1)2 N 0,1x1,0x 106 x0,1\°
N 100 x 103 100 1002

Incertezasolugéo stock11 = 49 ng/L
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Exemplo de calculo da incerteza associada ao padréo de 0,5 ng/L:

AVstock I X Cstock II\2 Incerteza stock 11 X Vstock 11\2 AVvial X Vstock 11 x Cstock 11
Incerteza = ( ) + ( ) +( )?

Vvial Vvial Vvial?

_— 0,002><5><1,0><1032+<49X5)2+11X5X1'0X1032_0025 L
ncerteza = 10 x 103 10 x 103 ( 100002 )*=0 "9/

Céalculo da determinacéo da incerteza associada as solucfes padréo:

u (Padroes) = /0,0252 + 0,0492 + 0,1232 + 0,246% + 0,4912 = 0,565 ng/L

Célculo da incerteza associada a precisdo do método:

,038
u (precisio) = —— = 0,012 ng/L
V10

Célculo da incerteza combinada:

u.(C) = /0,0612 + 0,5652 + 0,0122 = 0,569 ng/L
Célculo da incerteza expandida:

U(C) = 2% 0,569 = 1,138 ng/L

A.13 Calculo das depreciacdes de equipamentos e dos consumiveis

do cromatografo

O exemplo de célculo das depreciacbes dos equipamentos e dos consumiveis do

cromatografo foi baseado na Tabela A.12, tendo por base a andlise de 2500 amostras anuais.

Tabela A.12 - Custo anual e por amostra, em €, do GC-ECD, da micropipeta digital, do desionizador e dos

consumiveis do GC.

Equipamentos Custo anual (€) Custo/Amostra (€)
GC-ECD 6499,71 2,60
Micropipeta digital 208,48 0,08
Desionizador 1000,00 0,40
Consumiveis GC 506,99 0,20
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Célculo do custo por amostra associado ao GC-ECD:

Cust tra = 6499.71 _ 2,60€
usto por amostra = 2500 = 4,

Anexo B — Numero de rolhas utilizadas por macerado
Na Tabela B.1 encontra-se a quantidade de rolhas que se coloca num macerado com
base no seu calibre. Estas quantidades sdo determinadas para frascos de maceracao de 500
mL e baseiam-se na norma ISO 20752:2014 — Rolhas — Determinacéo de 2,4,6 — tricloroanisol
(TCA) extraivel, que indica que se devem usar 20 rolhas num frasco de maceracdo com 1 L

para rolhas de calibre 45 x 24 mm.

Tabela B.1 - Rolhas a colocar em cada frasco de maceracdo em fung&o do calibre.

Calibre (mm) Rolhas/frasco
27x18,5 20
27x19 20
27x19,5 19
27x19,7 19
27x20 18
27x20,5 18
27x23 15
27x31 10
28x20 18
32x25 12
38x24 11
39x25 11
39x26 10
44x24 10
45x24 10
45x25 10
45x26 9
45x28 8
45x29 8
45x32 7
46x25 9
49x24 9
49x25 9
49x26 8
49x32 7
49x40 5
49x42 5
50x25 9
54x24 9
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54x25

54x26

Anexo C — Curvas de Calibracéo

Nas Tabelas C.1 a C.6 encontram-se 0s resultados usados no tra¢cado de cada curva

de calibracao.

Tabela C.1 - Resultados da curva de calibragdo A.

Concentragdo | . i
Solucéo 2 4 6.TCA Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA | Area2,4,6 — TCA Equacéo
padrdo Y (U.A) (U.A) Area2,3,6 —-TCA | dareta
(ng/L)
Branco 0,000 220,49 14632,92 0,015
0,5 0,499 1234,77 16790,09 0,074
1,0 0,997 1891,49 14155,31 0,134 Y =
0,1725X
25 2,489 4219,97 14219,01 0,297 +0.0200
5,0 4,965 7618,68 14218,83 0,536
10,0 9,881 13943,58 12850,35 1,085
Tabela C.2 - Resultados da curva de calibracdo B.

_ | Concentracéo | . i i .
Solucéo 2 4.6.TCA Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA | Area2,4,6 — TCA Equacgéo
padrao Y (U.A) (U.A) Area2,3,6 —TCA | dareta

(ng/L)
Branco 0,000 219,43 17258,61 0,013
0,5 0,499 1452,20 21270,94 0,068
1,0 0,997 2702,02 20442,56 0,132 Y =
0,1118X
25 2,489 6193,20 19489,12 0,318 +0.0201
5.0 4,965 11186,88 19462,23 0,575
10,0 9,881 20745,86 18508,54 1,121
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Tabela C.3 - Resultados da curva de calibragéo C.

. Concentragéo | . i .
Solucéo 2 4 6.TCA Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA | Area2,4,6 — TCA | Equacéo
padrao o (U.A) (U.A) Area2,3,6 —TCA | dareta

(ng/L)
Branco A 0,000 397,95 27163,33 0,015
Branco B 0,000 361,41 25736,48 0,014
Branco C 0,000 365,85 24889,07 0,015
05A 0,499 1687,80 25076,29 0,067
0,5C 0,499 1776,86 26437,57 0,067
1,0A 0,997 3169,84 27277,30 0,116
1,0B 0,997 3084,38 26821,67 0,115 Y =
0,0955X
10C 0,997 3091,75 26495,61 0,117 400194
25B 2,489 6794,65 26086,03 0,260
50 A 4,965 13660,87 26896,71 0,508
50B 4,965 12655,85 25767,47 0,491
50C 4,965 12816,68 25742,33 0,498
10,0 A 9,881 24013,22 25041,16 0,959
10,0 B 9,881 23185,34 24221,83 0,957
Tabela C.4 - Resultados da curva de calibragdo D.
. Concentragéo | . i .
Solucgao 2 4 6-TCA Area 2,4,6-TCA | Area2,3,6-TCA | Area 2,4,6 — TCA | Equacao
padrao o (U.A) (U.A) Area2,3,6 —TCA | dareta
(ng/L)
Branco A 0,000 722,05 36886,68 0,020
Y =
Branco B 0,000 733,07 36880,03 0,020 0,0995X
+0,0260
Branco C 0,000 758,24 37848,76 0,020
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05B 0,499 2904,59 38670,49 0,075
1,0A 0,997 4936,55 38523,50 0,128
1,0B 0,997 4766,40 37210,31 0,128
10C 0,997 4868,00 39103,55 0,124
25A 2,489 10258,94 36274,25 0,283
25B 2,489 9455,61 33716,67 0,280
508 4,965 20233,95 38498,84 0,526
10,0 A 9,881 37140,79 36923,06 1,006
10,0 C 9,881 35686,89 35484,71 1,006
Tabela C.5 - Resultados da curva de calibracéo E.
. Concentragéo | . i
Solucao 2 4 6.TCA Area 2,4,6-TCA | Area 2,3,6-TCA | Area2,4,6 — TCA | Equagéo
padrao Y (U.A) (U.A) Area2,3,6 —TCA | dareta
(ng/L)
Branco A 0,000 162,18 7329,65 0,022
Branco B 0,000 188,90 10485,13 0,018
Branco C 0,000 210,66 13034,08 0,016
0,5A 0,499 1074,05 16590,57 0,065
05B 0,499 996,60 15139,73 0,066
Y =
1,0A 0,997 1647,48 14582,83 0,113 0,0923X
+0,0190
1,0C 0,997 1804,60 16349,79 0,110
25A 2,489 3675,34 15312,23 0,240
50A 4,965 6814,42 13941,40 0,489
50C 4,965 6611,34 13816,52 0,479
9,881 12023,09 13009,67 0,924

10,0 B
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10,0 C 9,881 11985,18 12821,06 0,935
Tabela C.6 - Resultados da curva de calibracéo F.
Concentracéo | , i
Solucao 2 4 6.TCA Area 2,4,6-TCA | Area 2,3,6-TCA | Area 2,4,6 — TCA | Equacéo
padrao Y (U.A) (U.A) Area2,3,6 —TCA | dareta
(ng/L)
Branco A 0,000 240,05 15646,64 0,015
Branco B 0,000 251,16 16569,98 0,015
Branco C 0,000 242,42 16932,80 0,014
05B 0,499 1074,16 18539,25 0,058 Y =
0,0777X
1,0A 0,997 1840,63 17697,09 0,104 +0.0196
25A 2,489 4146,39 18030,93 0,230
50B 4,965 7026,52 17742,01 0,396
9,881 12938,91 16433,16 0,787

10,0B
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