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Resumo

Esta dissertagdo descreve o trabalho desenvolvido no estdgio realizado no
ambito da unidade curricular “Dissertagédo/Estagio” do Mestrado em Engenharia

Quimica — Ramo Qualidade na Symington Family Estates Vinhos, S.A..

O presente trabalho teve como objetivo a implementagéo e validacdo de um
método de andlise de 2,4,6-tricloroanisol em vinhos de mesa tintos por microextracao
em fase sélida (SPME) no headspace (HS) e analise por cromatografia gasosa com
detecdo por captura de eletrdes (GC-ECD).

Foram realizados estudos de otimizacdo das condicbes de extracao,
comparando o comportamento da metodologia para diferentes tempos de extracao e
dessorcao, e diferentes percentagens de alcool, nomeadamente, vinho sem diluicao
(13% (v/v)) ou com diluicdo 1:2 (6,5% (v/v)). Utilizando a fibra de SPME de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, obtiveram-se resultados satisfatérios com 25

minutos de extragdo, 5 minutos de dessorcdo e um teor alcodlico de 6,5 % (V/v).

Para validar o método realizaram-se estudos de linearidade, gama de trabalho,
limiares analiticos, precisao (repetibilidade), exatidao e incerteza. Os resultados obtidos
demonstram boa linearidade do método, na gama de 1,0 ng/L a 8,0 ng/L, com
coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,995, limite de detecéo de 0,47 ng/L e

limite de quantificacdo 1,57 ng/L.

PALAVRAS CHAVE: 2,4,6-TCA, Vinho, SPME, Otimizacao, Validacéo
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Abstract

This dissertation describes the work carried out in the internship of the curricular
unit "Dissertation/Internship” of the Master in Chemical Engineering — Quality at
Symington Family Estates Vinhos, S.A..

The purpose of this work was to implement and validate a method for the analysis
of 2,4,6-Trichloroanisol in red wines by headspace-solid phase microextraction (HS-

SPME) and analysis by gas chromatography with electron capture detection (GC-ECD).

Studies on the optimization of the extraction conditions were performed,
comparing the behavior of the methodology for different extraction and desorption times,
and different percentages of alcohol, namely, wine without dilution (13% (v/v)) or with
dilution 1:2 (6.5% (v/v)). Using the SPME fiber of Polydimethylsiloxane (PDMS) of 100
pum, satisfactory results were obtained with 25 minutes of extraction, 5 minutes of

desorption and an alcoholic content of 6.5% (v/v).

To validate the method, studies of linearity, concentration range, analytical
thresholds, precision (repeatability), accuracy and uncertainty were performed. The
results obtained demonstrate good linearity of the method, in the range of 1.0 ng/L to 8.0
ng/L, with coefficients of determination (R?) higher than 0.995, detection limit of 0.47 ng/L

and limit of quantification of 1.57 ng/L.

Keywords: 2,4,6-TCA, wine, SPME, optimization, validation.
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1. Introducéo

1.1. Enquadramento

Um dos principais problemas responsaveis pela diminuicdo da qualidade de um
vinho é a alteracdo dos aromas, decorrente da utilizacdo de rolhas de cortica. A
presenca de determinados compostos nestes vedantes, causa a passagem de odor a
mofo para o vinho, provocando o chamado “gosto a rolha”, o que representa um
importante problema econémico ndo sé para a inddstria vitivinicola como também para

a industria corticeira.

O “gosto a rolha” é o defeito mais temido pelos produtores de vinho. Este defeito
€ causado pela presenca de 2,4,6-tricloroanisol (TCA), um composto que ndo causa
nenhum problema a salide humana, mas que apresenta um limite de percecao sensorial
muito baixo. Este limite é variavel de acordo com o consumidor, o tipo de vinho, a
ocasido em que o vinho é consumido, entre outros fatores. A contaminacéo por TCA é
0 maior motivo de reclamac@es na industria vinicola, tornando-se necessario quantificar

este composto para analise das reclamacdes.

1.2. Objetivos

O estagio curricular integrado no plano de estudos do Mestrado em Engenharia
Quimica, ramo Qualidade, do Instituto Superior de Engenharia do Porto, tem como
objetivo permitir aos alunos terem uma experiéncia profissionalizante em ambiente

empresarial, realizando um trabalho de projeto.

Os objetivos do presente estagio sdo a validacdo e implementacdo de um
método de andlise de 2,4,6-tricloroanisol em vinhos mesa por cromatografia gasosa com
detecdo por captura de eletrdes (GC-ECD). Para esse efeito, torna-se necessario o
estudo do método, baseado na Norma ISO 20752:2014 — Rolhas- Determinacéo de
2,4,6-TCA, a otimizacdo de algumas condigbes experimentais e posterior validagéo
através de ensaios que permitam demonstrar a linearidade, sensibilidade, precisédo e

exatidao do método.

1.3. Apresentacdo da Empresa
O estagio realizou-se na Symington Family Estates Vinhos, S.A., nas instalacfes
da Quinta de Santo Antonio e Quinta do Marco, em Vila Nova de Gaia, na seccao de

Qualidade de Materiais e Produto Acabado.




A Symington Family Estates Vinhos, S.A. é uma empresa de vinhos de consumo
e vinhos do Porto, que possui e opera em diversas quintas e adegas, sendo detentora
de véarias marcas de Vinho do Porto e vinhos DOC Douro, incluindo algumas das mais
antigas e mais conhecidas marcas de vinho do Porto. A familia Symington, com
ascendéncia escocesa, inglesa e portuguesa, esta presente no Douro h&a cinco
geracoes.

A Symington Family Estates é um dos principais produtores de vinhos do Porto,
responsavel por cerca de 32% do total da producao de vinho do Porto de categorias
especiais. Recentemente a laborar também no Alto Alentejo, os valores da empresa
assentam na tradicdo, inovacéo e qualidade, paixdo e orgulho no trabalho e ainda no
respeito pelas pessoas [1]

1.4. Organizacao da dissertacéo
A presente dissertacdo esta organizada em cinco capitulos. O primeiro capitulo
inicia a abordagem ao tema, especifica o objetivo do trabalho e faz uma breve

apresentacédo da instituicao de acolhimento do estagio.

No capitulo 2, faz-se uma apresentacéo dos tipos de vinho em que se pretende
validar a metodologia e indicam-se algumas das caracteristicas principais do TCA,
assim como da técnica de extracdo (SPME) e do método de andlise (GC-ECD). As
metodologias analiticas descritas na bibliografia sdo apresentadas e discutidas. Por

altimo, apresenta-se a validacdo de métodos internos de ensaio.

O terceiro capitulo é dedicado a descricdo dos métodos utilizados e

equipamentos necessarios a execuc¢do do trabalho.

O quarto e quinto capitulos baseiam-se, respetivamente, na apresentacao e

analise dos resultados obtidos, conclusdes obtidas e sugestdes de trabalhos futuros.



2. Estado da Arte

A presenca de contaminantes na cortica € um dos problemas mais criticos na
industria do vinho. Os principais responsaveis por este defeito sdo alguns anisois, tal
como o 2,4,6-tricloroanisol (TCA). Assim, mesmo em concentragdes muito reduzidas, a
sua presenca causa um problema de qualidade do vinho [2—4].

Em 1981, o TCA foi identificado no vinho pela primeira vez e descrito como “odor
a mofo”. Em 1989, foram identificados outros compostos que produziriam o mesmo tipo

de odor, sendo, no entanto, o TCA considerado o principal contaminante [5].

Em 1996, um estudo realizado pela Confederacéo Europeia da Cortica, o projeto
QUERCUS, investigou as causas e origens das impurezas nas rolhas. Constatou-se
gue o TCA era responsavel pela contaminacéo de mofo em pelo menos 80% dos casos

em que foi detetado o “gosto a rolha” em vinhos engarrafados [3].

Um ano depois, com o intuito de avaliar os problemas causados pelo defeito da
cortica, foi desenvolvido um método de analise de 2,4,6-TCA em amostras de vinho
baseado na microextracdo em fase sélida (SPME) acoplada a cromatografia em fase
gasosa com detecdo por espetrometria de massa (GC-MS). Este método permitiu a
guantificacdo do composto de forma rapida, e sem o uso de grandes quantidades de

solventes [6].

A técnica de SPME associada a GC-ECD foi o0 método selecionado para a

realizacao deste trabalho.

2.1. Os Vinhos DOC Douro e Vinhos do Porto
Os Vinhos do Douro séo produzidos a partir de castas autdctones e resultam de
um lote de varias castas, com uma complexidade e riqueza impares que lhes imprimem

um perfil caracteristico do Douro [7].

O Vinho do Porto é um vinho licoroso, produzido na acidentada zona
montanhosa do Alto Douro, no nordeste de Portugal, sob condi¢cdes peculiares
derivadas de fatores naturais e de fatores humanos. O processo de fabrico, baseado na
tradicdo, inclui a paragem da fermentacdo do mosto pela adicdo de aguardente vinica,

a lotacdo de vinhos e o envelhecimento.

Os vinhos do Porto podem ser divididos em diferentes categorias consoante o

tipo de envelhecimento: Ruby, Tawny, Branco e Rosé. O estilo Ruby caracteriza-se pelo




envelhecimento em garrafa e neste inserem-se as categorias Ruby, Reserva, Late
Bottled Vintage (LBV) e Vintage. O estilo LBV é um vinho de qualidade, de um dnico
ano, com capacidade de envelhecimento em garrafa. Estes vinhos permanecem seis
anos em tonéis de madeira, antes de serem engarrafados, e envelhecem pelo menos
trés anos em garrafa. Define-se por Vintage o Vinho do Porto de uma sé colheita
produzido num ano de excecional qualidade. Os Tawny envelhecem por periodos mais
longos em cascos de carvalho. Vinhos Brancos sao vinhos do Porto feitos a partir de
castas de uvas brancas que amadurecem dois ou trés anos em vasilhas de madeira
[7,8]. Assim, o vinho do Porto é um vinho naturalmente doce, visto que o agucar natural
das uvas nao se transforma completamente em alcool, e com um teor alcodlico mais

elevado do que os restantes vinhos, entre 19 e 22°.

22. 024,6-TCA

Os haloaniséis sao anis6is com pelo menos um halogénio na sua composigao.
Estes compostos sdo 0s principais responsaveis pela alteracdo do aroma dos vinhos,
conferindo-lhes aroma a mofo. Apesar de ndo apresentarem risco para a saude humana,
sdo compostos extremamente volateis, apresentando um limiar de detecéo reduzido em
solucbes alcodlicas, na ordem dos nanogramas por litro, variando com o tipo de
composto [9]. A Tabela 2. 1 apresenta os limiares de detecdo humana para os diferentes
haloanisais.

Tabela 2. 1 - Limites de detegdo humana de haloanisdis em solugao alcodlica (adaptada de [9])

Haloanisol Limite de detecdo em solucéo alcodlica
2,4,6 — Tricloroanisol (TCA) 1,5a3ng/L
2,3,4,6 — Tetracloroanisol (TeCA) 5a 15 ng/L
Pentacloroanisol (PCA) Superior a 50 ng/L
2,4,6 — Tribromoanisol (TBA) 3,4 ng/L

O 2,4,6-TCA é o composto que apresenta limite de perceg¢do sensorial mais
baixo, sendo o composto que mais contribui para o odor desagradavel encontrado em
alguns vinhos. Este € um composto de ocorréncia natural, na agua, na terra, em
legumes e frutas, na madeira e cortica, entre outros. De férmula molecular C;HsCls0, é
um composto organico, com elevada estabilidade devido a aromaticidade do anel
benzénico (Figura 2. 1)[10, 11].
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Figura 2. 1 - Molécula de 2,4,6-tricloroanisol

O TCA é um composto apolar, com grande afinidade para os lipidos e volatil.

Algumas das suas propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas na Tabela 2. 2

Tabela 2. 2 - Propriedades fisico-quimicas do 2,4,6-TCA [11]

Propriedade Valor
Presséo de Vapor 22,8 x 10 mmHg
Constante de Henry 130 atm cm®mol?
Solubilidade em Agua 10 mg L™
Massa Molar 211,47 g mol*?
Ponto de Fuséo 60 a 62 °C
Ponto de Ebulicdo 216 °C (a 760 mmHg)

Ha diversas causas que explicam a presenca de TCA no vinho: o uso de
fungicidas, biocidas, herbicidas, conservantes da madeira que contém clorofendis, como

por exemplo, o pentaclorofenol (PCP) e a contaminacao vinda da cortica [3].

s

A formacdo de haloanis6is € um mecanismo de sobrevivéncia para muitos
microrganismos quando expostos a ambientes contaminados com halofendis. Existem
vérias hipoteses para a formacao de cloroanisois, sendo a mais aceite a sintese direta
por biometilacéo (o-metilagdo) de clorofendis por microorganismos. Esta reagdo ocorre
guando os referidos microrganismos entram em contacto com 0S seus precursores, 0S
halofenodis, de onde se destacam os clorofendis. Estes Ultimos sao usados de forma
intensiva como pesticidas e fungicidas com um nivel de toxicidade elevado. O clorofenol
precursor do TCA é o 2,4,6-triclorofenol (TCP), o qual pode ser um contaminante do
ambiente em que a cortica se encontra, ou pode formar-se na cortica por acao de fungos
na presenca de cloro [10].

As moléculas de TCA encontram-se ligadas a matriz da cortica através de dois

tipos de ligag@es: forcas de Van der Waals e pontes de hidrogénio. Apesar das ligages




entre a molécula e matriz serem relativamente estaveis devido as suas caracteristicas,
o TCA apresenta mais afinidade para o etanol do que para a cortica, motivo que o fara
migrar da rolha para o vinho, por questbes de polaridade. Quando a superficie
contaminada da rolha de cortica entra em contacto direto com o vinho (ou com a cadmara
de expansédo acima do vinho), d& se a transferéncia de 2,4,6-TCA a partir da rolha de
cortica para o vinho [11].

2.3. Determinacao de TCA em vinhos

Todas as etapas de um método analitico sdo fundamentais para a correta
determinacédo de substancias quimicas presentes numa determinada matriz: colheita e
preparacdo da amostra, separacdo dos analitos da matriz e quantificacdo do analito

alvo, tratamento dos resultados obtidos e respetiva interpretagéo dos dados [12].

A preparacdo da amostra € um passo essencial na analise por cromatografia
gasosa, influenciando a preciséo e exatidao do resultado, o tempo e o custo da analise
[13]. A preparacéo da amostra é necessaria pois, de um modo geral, a matriz ndo pode

ser diretamente injetada no cromatografo.

2.3.1. Microextracdo em Fase Solida
As técnicas tradicionais de preparacdo da amostra empregam solventes
organicos que sao prejudiciais ao meio ambiente e a saide humana. Por outro lado,
envolvem normalmente um grande nimero de etapas, 0 que aumenta a possibilidade

de erros, além de aumentar o tempo de analise [12].

No inicio da década de 1990, Janusz Pawliszyn e os seus colaboradores da
Universidade de Waterloo, no Canada, desenvolveram a técnica de microextracdo em
fase sélida [13-15]. A SPME, sigla para solid-phase microextration, foi criada com o
intuito de simplificar a etapa de preparagéo das amostras, diminuindo o tempo envolvido
nas analises. E utilizada para uma ampla variedade de matrizes nos mais diferentes
tipos de andlises, sendo facilimente adaptavel a analitos polares, apolares, volateis e

semi-volateis [12].

A técnica de SPME consiste na captura dos analitos numa fibra capilar de silica
fundida, recoberta com um filme fino de um polimero apropriado, para posterior
dessorcdo térmica no injetor de um cromatografo. A fibra encontra-se posicionada
dentro da agulha que tem a finalidade de protegé-la quando ndo esta em uso, bem como
de perfurar o septo de borracha, momentos antes da exposi¢ao da fibra & amostra, ou
na dessorc¢ao dos analitos no interior do cromatografo [12]. A Figura 2. 2 representa uma

fibra comercial no seu suporte.
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Figura 2. 2 - Diagrama Esquematico do Equipamento SPME [13]

Ha dois modos de extracdo em SPME: a extracdo direta e a extracao indireta. A
extracdo direta é indicada para analitos pouco volateis e, neste modo, a fibra é
mergulhada diretamente na amostra liquida. A desvantagem existente é a possibilidade
de adsorcdo de interferentes e de compostos de alta massa molecular que possam
encurtar a vida util da fibra. O modo de extragcéo indireta, habitualmente conhecida por
extracdo por headspace (HS), consiste em expor a fibra & atmosfera confinada dentro
do frasco que contém a amostra [15]. E indicado para anélise de compostos de média
e alta volatilidade, tendo como vantagem o prolongamento da vida util da fibra, ja que
esta ndo entra em contacto mecanico com a amostra, possuir tempos de extracdo

curtos, e a seletividade ser melhorada [13,15].

A fibra revestida é imersa na amostra ou no headspace da amostra, onde os
analitos sdo concentrados [13]. Apds atingir o equilibrio, ou um tempo definido, a fibra é

retirada e transferida para o injetor do GC, conforme exemplificado na Figura 2. 3.
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Figura 2. 3 - Etapas da microextragcédo em fase sélida. (a) extragdo no modo headspace (b) extragéo
no modo direto (c) dessorgéo dos analitos no cromatégrafo [12]

A dessorcao térmica eficiente do analito, no injetor do GC, é dependente da
volatilidade do analito, da espessura do revestimento da fibra, da profundidade da
injecdo, da temperatura do injetor e do tempo de exposi¢cdo. Geralmente, a temperatura
de dessorcao ideal € aproximadamente igual ao ponto de ebulicdo do analito menos
volatil [13].

A microextracdo em fase sélida é um método de extracdo que apresenta
inimeras vantagens relativamente as técnicas convencionais, das quais se destacam
[14, 15]:

e Livre de solventes;

e Fécil manipulagéo;

e Tempo de extragcdo relativamente curto, normalmente na ordem dos
minutos;

¢ NA&o requer etapas prévias de limpeza;

e Elevada versatilidade, pois, existem disponiveis no mercado varias
fases estacionarias;

e Aplicada na analise da composicdo volatil de matrizes solidas,

liquidas ou gasosas;



e Fornece resultados lineares para uma ampla gama de concentracao
dos analitos;
e Permite que a andlise seja automatizada em combinagcdo com

diversos equipamentos como GC ou HPLC.

O mecanismo de HS-SPME baseia-se no equilibrio do analito entre trés fases —
a amostra liquida, a fase de vapor sobre a amostra liquida e a fase extrativa (liquido
polimérico ou sdlido adsorvente). Logo, a analise de compostos volateis do headspace
é fortemente influenciada pela presséo de vapor dos volateis no vial [12,16].

A guantidade total do analito nas trés fases pode ser dada pelo balan¢o de massa
[12]:

Co*Vy=C*xVe+Cq xVy+C° xVy Equagéo 1

sendo:

Co a concentracao inicial do analito na amostra;

Cr a concentragdo no equilibrio do analito na fibra extrativa;
Cpy a concentragdo no equilibrio do analito no headspace;
Cx a concentragdo no equilibrio do analito na amostra;

Vi 0 volume da pelicula de recobrimento da fibra;

V4 o0 volume do headspace;

V4 0 volume da pelicula de recobrimento da amostra.

A constante de distribuicdo do analito entre as fases fibra — headspace, Ken, €

headspace — amostra, Kua, sdo definidas pelas equagdes 2 e 3.

COO

Kry = C% Equacéo 2
H
COO

Ky,=-2% Equacéo 3

[oe]
Cy
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A quantidade do analito recolhido na fibra extrativa, n, é calculada pela
expressao [12]:

Krp*Kpa*Vp*Co*V 4

n=

= Equacéo 4
Kry*Kya*VE+Kya*Vp+Va

As principais variaveis que influenciam a pressdo de vapor e o equilibrio dos
componentes volateis no headspace sdo a temperatura de extragcdo, o tempo de
extracdo e o tipo de fibra. Outros parametros que afetam o processo sdo a quantidade
de sal e 0 pH [16].

Nas extracbes em headspace o aquecimento da amostra € uma ferramenta
importante para melhorar a eficiéncia de extracdo, pois tem efeito significativo na
cinética do processo. Temperaturas elevadas aumentam a velocidade de difusao
através das fases, diminuindo o tempo necesséario para se atingir o equilibrio, mas
provocando uma descida dos valores das constantes de distribuicdo. O aumento da
temperatura provoca um aumento da pressdo de vapor dos analitos da amostra, que
passam mais rapidamente a fase de vapor. Nao obstante, temperaturas muito elevadas
podem alterar as propriedades da amostra ou do analito, ou até mesmo favorecer o

processo de dessorcéo dos analitos, efeito contrario ao pretendido [14,16].

A quantidade de analito extraido depende do tempo que o processo demora a
atingir o equilibrio. A transferéncia de massa entre fases pode ser melhorada através de
agitacado. Esta facilita a difusdo dos analitos na amostra, acelerando a transferéncia de

massa e consequentemente a extracdo ocorre num menor periodo de tempo [14,17].

A sensibilidade do método de extracdo aumenta na presenca de sal na solucéo.
A adicao de um eletrélito forte a amostra, provoca uma diminuicdo da solubilidade dos

compostos pouco polares, promovendo a particdo destes para a fase de vapor [4,14,17].

O pH tem uma influéncia consideravel na extragéo de analitos acidos ou basicos.
Os compostos 4cidos sdo mais facilmente extraidos a valores de pH baixos e vice-versa.
Os analitos basicos permanecem na forma ionizada em amostras 4cidas, levando a

diminuicdo da sua volatilidade. Em amostras basicas o efeito é inverso [13].

A eficiéncia da extracdo depende das constantes de particdo dos analitos entre
a amostra, o headspace, e o revestimento da fibra. O valor que estas constantes
assumem é dependente do tipo de fibra. Existem no mercado varios tipos de fases
estacionarias para SPME, apresentando diferentes polaridades, espessuras de filme e
tipos de interacdo com o analito. A escolha da fase estacionaria mais adequada

depende das propriedades fisico-quimicas dos analitos e da amostra, e as condi¢des



experimentais devem ser otimizadas para cada tipo de analito e de fase estacionaria

[13]. A Tabela 2. 3 apresenta varias fibras disponiveis comercialmente.

Tabela 2. 3 - Fibras para SPME disponiveis no mercado e respetivas propriedades [13]

T t
Revestimento de Espessura do Filme . enjp.era ura - Compostos a ser
Fibra (um) Polaridade Maxima de Técnica analisados
H Operacdo (°C)
PDMS 100 Apolar 280 GC/HPLC Volateis
PDMS 30 Apolar 280 Gc/HpLc | Apolares semi
volateis
PDMS 7 Apolar 340 Gc/HpLc | Apolares semi
volateis
PDMS-DVB 65 Bipolar 270 GC/HPLC| Polares Volateis
PDMS-DVB 60 Bipolar 270 HPLC Propdsito Geral
PDMS-DVB 65 Bipolar 270 GC Polares Volateis
Polares Semi
2 L
PA 85 Polar 320 GC/HPLC Voléteis (Fendis)
CAR - PDMS 75 Bipolar 320 GC Gases e Semi
Volateis
CAR- PDMS 85 Bipolar 320 GC Gases e Semi
Volateis
DVB-PDMS-CAR 50/30 Bipolar 270 GC Odores e Sabores

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

Por ser uma técnica de absorcdo/adsorcdo, a SPME pode estar sujeita aos
chamados “efeitos de memoéria” ou “carryover”, que sao caracterizados pela dessorgcao
incompleta dos analitos absorvidos/adsorvidos na fibra. Este efeito pode ser mais

acentuado no caso de compostos com alta afinidade para o revestimento da fibra [17].

A SPME tem sido usada com sucesso para a pré-concentragdo de TCA em

amostras de cortiga, agua e vinho, como sera apresentado na seccao 2.3.3.

2.3.2.

A microextragdo em fase solida combinada com a cromatografia gasosa (GC)

Cromatografia Gasosa

apresenta um elevado potencial de aplicacdo, quer no estabelecimento de perfis volateis

globais de uma dada amostra, quer na quantificacdo dos analitos alvo [15].

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacdo e andlise de misturas de
substancias volateis. Este método baseia-se na injecdo de uma amostra no
equipamento, sendo esta vaporizada de imediato e introduzida num fluxo de gas,

denominado fase movel ou gas de arraste. Assim, percorrendo a coluna cromatogréfica,

11



12

este fluxo com a amostra vaporizada, vai interagindo com a fase estacionaria que

reveste as paredes da coluna, ocorrendo a separacdo da mistura [18].

A fase movel estabelece o transporte do analito na fase de vapor ao longo da
coluna. Trata-se de um gas que deve ser inerte relativamente a amostra e a fase
estacionaria, atoxico, de elevada pureza e com grande eficiéncia de transporte, com o
minimo alargamento dos picos. O gas de arraste normalmente utilizado é o azoto (N2)
[19].

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

pouco volatil, suportado sobre um sélido inerte [18].

Os dois fatores que influenciam a separacdo dos constituintes de uma amostra
sdo a solubilidade e a volatilidade. Um componente sollvel na fase estacionaria leva
mais tempo a percorré-la do que um componente insoltvel. As substancias com maior
afinidade para a fase estacionaria séo retidas durante mais tempo, logo deslocam-se
mais lentamente. Quanto mais volatil a substancia (maior pressao de vapor), maior a
sua tendéncia de permanecer vaporizada e mais rapidamente se desloca ao longo da

coluna.

Um sistema de GC é constituido por um injetor, coluna cromatografica, forno com

temperatura programavel, detetor e sistema de aquisicdo de dados [19].

A injecao pode ser realizada em modo split, splittess ou on-column. No modo
split a amostra é injetada no cromatografo e parte desta € purgada antes de entrar na
coluna, de forma a injetar um volume menor que o volume total de injecdo. No modo
splitless toda a amostra é injetada no cromatégrafo. A temperatura inicial da coluna pode
estar 40 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do solvente de forma a condensar o
solvente no inicio da coluna, originando picos mais estreitos. A injecdo on-column é
semelhante ao splitless, mas a injecdo néo é feita através de um injetor quente, mas

sim diretamente na coluna [19].

A separagdo em GC é feita através de uma programacdo de temperatura na
coluna cromatogréfica, tornando assim o forno um componente importante do sistema.
E necessario manter a temperatura dentro do forno o mais proximo possivel das
temperaturas programadas para analise. Assim, este deve possuir um tempo de
resposta curto, bem como, capacidade de regressar a temperatura inicial num curto

intervalo de tempo antes da andlise seguinte.

A detecdo dos analitos em GC pode realizar-se com recurso a varios detetores,

como por exemplo, por espetrometria de massa (MS), com o detetor de captura de



eletrdes (ECD, Electron Capture Detector), entre outros. O detetor faz a medicédo
continua das propriedades fisico-quimicas da fase movel a saida da coluna
cromatogréfica, enviando um sinal para registo, que geralmente € diretamente

proporcional a concentragdo do componente na amostra [15].

A cromatografia gasosa associada ao detetor de captura de eletrdes € empregue
na detecdo de compostos eletronegativos, tais como compostos halogenados. A célula
ECD contém internamente uma lamina do is6topo radioativo niquel-63. As particulas
emitidas por este colidem com as moléculas do gés de arraste ionizando-o. Os eletrbes
resultantes migram para o anodo coletor, produzindo uma corrente elétrica. Esta forma
uma nuvem de eletrdes estaveis e livres na célula detetora. O sistema elétrico do ECD
utiliza pulsos de voltagem periddicos para manter a corrente elétrica constante. Apos a
separacao na coluna do GC os compostos entram no detetor, provocando a diminuicdo
da corrente que se verifica ha nuvem eletrénica. Este € um detetor ndo destrutivo e

altamente sensivel [19, 20].

A cromatografia gasosa acoplada ao detetor de captura de eletrbes é
normalmente usada para analise de 2,4,6-TCA e outros cloroaniséis, usando uma

coluna apolar para separar o pico do analito de outros compostos do vinho [2, 21].

2.3.3. Métodos analiticos para determinacdo de TCA
Sendo uma combinacdo complexa de substancias aromaticas, o vinho pode ser
totalmente arruinado pela presenca de um Unico composto em concentracfes na ordem
dos ng/L, como no caso do “gosto a rolha”. A analise de haloanisdis nos vinhos é da
maior importancia ja que cerca de 1 a 7% das garrafas de vinho sédo afetadas por este
defeito [22]

Outros compostos responsaveis por defeitos do aroma do vinho, e que nao
pertencem aos haloaniséis, sdo a 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (MDMP), a geosmina, o
2-metilisoborneol (MIB), a 1-octen-3-ona, 0 1-octen-3-ol e 0 guaiacol (2-metoxifenol). A
MDMP é descrita sensorialmente como um mofo fungico com um limiar de percegéo
sensorial de 2 ng/L, sendo considerada o segundo composto mais importante para o
gosto a rolha, a seguir ao TCA [23]. Outros haloanisdis, como por exemplo, 2,4-
dicloroanisol, 2,6-dicloroanisol, 2,3,4,6-tetracloroanisol e o pentacloroanisol possuem
um limiar de percecdo sensorial no vinho mais elevado e, raramente, contribuem de
forma significativa para o gosto a rolha. Contudo, estes contaminates em combinagao

com o TCA podem amplificar a perce¢éo do defeito do vinho [24].
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A andlise de TCA em vinhos é normalmente realizada por métodos sensoriais ou
por analise cromatogréafica, embora outros métodos também tenham sido propostos,
como a analise por espetroscopia de infravermelho proximo (NIR) [25].

Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos varios métodos analiticos para a
determinacdo de TCA em diversas matrizes com especial destaque para as rolhas,
vinho e 4gua. Atendendo aos baixos niveis em que este composto esta presente, as
caracteristicas mais desejaveis nas metodologias sdo a elevada sensibilidade e a
seletividade dos métodos de dete¢éo associados a procedimentos de pré-concentracao
muito eficientes [23]. Recentemente foram publicados vérios artigos de revisdo sobre a

andlise de haloaniso6is em vinho, 4gua e cortica [22, 23, 26].

A cromatografia em fase gasosa € a técnica de elei¢cdo para a analise de TCA,
associada a diferentes detetores, particularmente, MS e ECD, embora outros tipos de
detetores, como a espetrometria de mobilidade i6nica (IMS) [27], e o detetor de emissao

atomica (AED), também possam ser usados na analise de TCA [22].

A calibracao dos métodos de GC-MS e de GC-ECD pode ser feita com recurso
a diferentes padrdes internos, como o 2,3,6-tricloroanisol e o 2,3,6-triclorotolueno, no
primeiro caso, ou com isétopos deuterados (d3-TCA, d5-TCA). Estes ultimos,
associados com a detecdo MS, permitem uma andlise mais sensivel e seletiva do TCA
[22].

No caso do vinho, podem ser usadas varias técnicas de preparacado de amostra
mais utilizadas sdo a SPME, a técnica QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe) ou técnicas semelhantes [28], a extracdo em barra de sor¢cdo com

agitacao (Stir-Bar sorptive extraction, SBSE) ([25,28] entre outras[23].

A SPME tem sido a técnica de preparacdo de amostra mais utilizada na analise
de TCA em vinhos devido as suas vantagens de ndo utilizacdo de solventes e a
facilidade de automatizacdo. O modo de HS é preferido ja que a SPME direta no vinho
demonstrou menor sensibilidade, aumento da contaminag&o do injetor e diminuicdo do
tempo de vida da fibra e da coluna de GC [23]. A fibra de PDMS foi a primeira a ser
utilizada, e mantém-se como uma das mais usadas, a par com a fibra de
DVB/CAR/PDMS, mais utilizada quando se pretende determinar varios off-flavours.
Alguns autores mencionaram a melhor reprodutibilidade com a fibra de PDMS que pbde
ser usada em mais de 80 andlises de vinhos brancos e tintos [30]. De um modo geral, e
apos otimizacao dos parametros de extracdo, ambas as fibras podem ser usadas com
eficiéncias semelhantes. As fibras de PA tém sido usadas na analise de halofendis, pela

maior polaridade destes analitos. As primeiras aplicacdes de HS-SPME na andlise de



TCA em vinho e na cortica foram publicadas em 1997 por Evans e colaboradores e por
Fischer e Fischer, sendo esta técnica a mais utilizada nos ultimos 20 anos [26].

Como a SPME é uma técnica extracdo ndo exaustiva, de equilibrio, os resultados
séo fortemente dependentes das condi¢cbes experimentais e da matriz. A otimizac&o dos
métodos de HS-SPME envolve a avaliacdo de varios parametros, tais como o tipo de
fibra, o tempo e a temperatura de extracao, a utilizacao de sais para alterar a forga ibnica
da solucéo, a particdo do soluto para o HS e a selecdo do padréo interno. Os efeitos de
matriz na SPME podem ser diminuidos através da utilizacdo de um padrdo interno
deuterado ou da utilizagdo do método da adicdo de padrédo. Outras abordagens no
sentido de diminuir o efeito de matriz séo a diluicdo da matriz e a calibragdo em matriz
[26].

Alguns autores propuseram a utilizacao da extracdo maltipla no HS, isto €, MHS-
SPME, técnica que consiste na extracdo sucessiva do analito da amostra, até que este
seja retirado na totalidade da matriz. Os halofendis podem ser determinados com maior

sensibilidade com as fibras normalmente usadas para o TCA, ap0s derivatizacédo [26].

O efeito do teor de etanol na SPME do TCA e de outros compostos relacionados
tem sido verificado por varios autores, concluindo-se que a sensibilidade diminui com o

aumento do teor alcodlico do vinho ou solucdo modelo [31].

A tabela 2.4 apresenta algumas das caracteristicas mais importantes de métodos

para a andlise de TCA por SPME em vinhos descritos na literatura.
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Tabela 2. 4 -. - Métodos reportados na literatura para a analise de 2,4,6-TCA e outros compostos relacionados com defeitos do aroma em vinhos
por SPME (adaptado [26])

Metodologia Analitos Fibra Tempoe T de Adicédo de sal Padréo interno Detecao LD Referéncia
extracao (ng/L)
(min; °C)
HS-SPME-GC-MS 2,4,6-TCA, 2,3,4,6-TCA; DVB/CAR/PDMS 60 min/45 -C 3 g NaCl Analogos MS-SIM 0,9-10 [32]
PCA; 2,4,6-TBA; 1-octen-3- deuterados; ()
ol; geosmina; MIB; IPMP; 4-metil-2-
IBMP; DMMP; fenchol; pentanol
fenchona
HS-SPME-GC-MS 2,4,6-TCA; 2,4,6-TBA; PCA; DVB/CAR/PDMS 20 min/50 -C 3 g NaCl Analogos MS-SIM 0,1-10 [33]
geosmina; MIB; deuterados; e Scan
1-octen-3-one; 1-octen-3-ol; metilisobutil (ED)
3-octanone; trans-2-octenol; cetone;
IPMP; IBMP; fenchol; 2-octanol
fenchona
D-MHS-SPME~ 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TCA; DVB/CAR/PDMS 60 min/70 -C - - MS-MS 0.004 - [34]
GC-MS-MS PCA; 2,4,6-TCP; 2,3,4,6- (CleEl) 0.007
TCP e PCP
MHS-SPME- 2,6-DCA DVB/CAR/PDMS 30 min/60 -C 3 M NacCl - MS — MS 7-15 [35]
GC-MS-MS 2,4,6-TCA; 2,4,6-TBA ()
MHS-SPME- 2,4,6-TCA, 2,3,4,6-TCA; DVB/CAR/PDMS 60 min/70 -C - - MS-MS 0,1-0,7 [36]
GC-MS-MS 2,4,6-TBA; PCA (Cle El)
HS-SPME- 2,4,6-TCA DVB/CAR/PDMS 70 min/40 -C Saturado 2,3,6-Tricloro- ECD 0,3 [21]
GC-ECD em NaCl tolueno



D-HS-SPME- 2,4,6-TCA, 2,3,4,6-TCA; DVB/CAR/PDMS 60 min/70 -C - - ECD 1-12 [37]
GC-ECD TCP; 2,3,4,6-TCP; PCP
HS-SPME-MDGC- 2,4,6-TCA, 2,3,4,6-TCA; DVB/CAR/PDMS 20 min/35 -C 1 g NaCl Analogos ECD 0.1 [38]
ECD 2,4,6-TBA deuterados
HS-SPME- 2,4-DCA; 2,6-DCA; DVB/CAR/PDMS 30 min/75 -C - 5-Bromo-4- AED 1,2-18,5 [39]
GC-AED* 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TCA; cloroanisol

PCA, 2,4-BDA; 2,4,6-TBA
HS-SPME- 2,4,6-TCA; 2,4,6-TBA PDMS 30 min/21 -C Saturado 2,3,6- MS-SIM 0,03 [40]
GC-HRMS em NacCl Tricloroanisol (ED
HS-SPME- 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TCA, PDMS 30 min/40 -C Saturado 2,4,6-TCA-ds MS-SIM 0,2-4 [30]
GC-HRMS PCA,; 2,4,6-TBA; MIB em NacCl (BN
HS-SPME- 2,4,6-TCA; geosmina PDMS 40 min/35 -C 1.5g NaCl 4- MS-SIM <05 [41]
GC-MS Bromoanisole (ED)
HS-SPME-GC-MS  2,4,6-TCA,; 2,3,4,6-TCA,; PDMS 10 min/40 -C - Anélogos MS-Scan 0.10-0.50 [42]
(triplo quadrupolo) PCA; 2,4,6-TBA deuterados (ED)
HS-SPME- 2,4,6-TCA; 2,6-DCA, PDMS 40 min/50 -C 4.8 M NaCl - ECD e 1.3-4.0 [43]
GC-ECD-ICP-MS  2,4,6-TBA ICP-MS
HS-SPME-GC- 2,4,6-TCA PDMS 30 min/25 -C 3 g NaCl 2,3,6-Tricloro- ECD 0.18-0.37 [44]
ECD tolueno
D-HS-SPME- 2,4,6-TCA; 2,3,4,6-TCA, PA 60 min/70 -C - - ECD 0,3-0,8 [36]
GC-ECD TCP; 2,3,4,6-TCP; PCP

DMMP - 3,5-Dimetil-2-metoxipirazina; IBMP - 2-isobutil-3-metoxipyrazin; IPMP - 2-isopropil-3-metoxipirazine; MIB — 2-metilisoborneol

Cl —ionizag&o quimica; El —ionizac¢ao por impacto electronico; ICP - Inductively coupled plasma; IT — armadilha de ides (ion trap); SIM — Single ion monitoring

D — derivatizacao; * Vinho, Whisky e Brandy
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2.4. Validacdo do Método

Na elaboracdo de métodos internos de ensaio (métodos ndo normalizados) que
produzem resultados fiaveis, é fundamental que os laboratérios disponham de meios e
critérios objetivos que demonstrem, recorrendo a validagéo, que esses métodos internos

dao origem a resultados adequados a qualidade pretendida.

Um método de ensaio envolve manipula¢des suscetiveis de acumularem erros,
sistematicos e/ou aleatérios, podendo, em algumas situacdes, alterar de forma
significativa o valor do resultado final [45].

Para um controlo efetivo dos resultados e para a garantia da interpretacdo e
confiabilidade dos mesmos, o método analitico é sujeito a uma série de etapas de
avaliagdo, que garantem a sua validagdo. O objetivo fundamental da validagéo visa
entdo confirmar que as carateristicas do método satisfazem as especificacdes exigidas
para os resultados analiticos, bem como estabelecer limites de controlo a aplicar no
trabalho de rotina. A validacdo de um método é um processo continuo que se inicia no
planeamento da estratégia analitica e prossegue ao longo de todo o seu

desenvolvimento [45].

Segundo a NP EN ISO 17025, “a validacao é a confirmacao e apresentacao de
evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos relativos a uma dada utilizacdo

pretendida sdo cumpridos”.

Os requisitos minimos para a validacdo de métodos internos de ensaio
dependem do tipo de método em causa e compreendem o estudo e conhecimento de
parametros como gama de trabalho/linearidade, limiares analiticos, sensibilidade,

precisdo e exatidao [45].

2.4.1. Linearidade
A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade do mesmo
produzir um sinal que seja diretamente proporcional a concentragdo do analito, dentro
de uma determinada gama de trabalho, na qual se pode correlacionar o valor de uma
variavel dependente (medida) por meio de uma variavel independente (concentragéo)

[18].

A analise de correlagéo linear € uma das formas de verificar a linearidade da
curva de calibracdo. O coeficiente de determinacdo, R?, traduz a adequabilidade do
modelo linear aos valores experimentais, ou seja, a variabilidade explicada pelo modelo,

e deve apresentar um valor superior a 0,995 [18].



A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, de acordo com
a norma ISO 8466-1, de modo a verificar se a regressao linear € a mais adequada para
0 caso em estudo. A partir de um conjunto de pares ordenados constréi-se a funcéo de
calibracéo linear, a funcéo de calibracdo néo linear (polinébmio de segundo grau) tal
como os respetivos desvios-padrao residuais, Sy/x e Sy2, sendo Sy/x o desvio padrédo
da curva de calibracéo linear e Sy2 o desvio padréo da curva de calibracdo néo linear.

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela equacéo 5:

DS? = (N - 2) S}%/X — (N - 3)552 Equacéo 5

Onde N corresponde ao numero de padrées de calibracao.
O célculo do valor teste, PG, é efetuado através da equacgéao 6:

DS?
S;Z

PG = Equacio 6

Comparando o calor obtido com o valor tabelado da distribui¢cdo de Fisher:

e Se PG = F afungéo de calibragio é linear.
e Se PG > F afuncao de calibracéo é ndo linear. Neste caso deve-se averiguar a

possibilidade de reduzir a gama de trabalho

2.4.2. Gama de trabalho
Em andlises quantitativas, o intervalo de concentracBes, experimental e
estatisticamente validado, é designado por gama de trabalho. A gama de trabalho
corresponde ao intervalo de concentracdes no qual o analito pode ser determinado com

boa linearidade, preciséo e exatidao.

Quando se utiliza uma metodologia que envolve o tragado de uma curva de
calibracédo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das
variancias. Neste o primeiro e o Ultimo padrdo sédo analisados através de dez réplicas

independentes [45].

A determinacdo das variancias associadas ao primeiro e ultimo padréo, S; e Sn

respetivamente, é efetuada recorrendo a equacéo 7:

E1% (=707
n;—1

Sendo:
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parai=1ei=N.

sendo:
i 0 numero do padréo (i =1, ..., N);
j o numero de réplicas (j =1, ..., n);

N o numero de pontos da curva de calibracao;
n o numero de réplicas.

As variancias sdo testadas para averiguar se existe diferenca significativa entre

elas, nos limites da gama de trabalho, efetuando o calculo do valor teste:

Sz

PG = % ,se S3 > S? Equagdo 8
St 2§ ¢2

PG = s 0 5€ S{ > Sy Equagéo 9
N

Segundo a Norma ISO 8466-1, o valor de PG é comparado com o valor tabelado
da distribuicdo de Fisher, para n-1 graus de liberdade. As diferencas entre as variancias
do primeiro e udltimo ponto sdo significativas se PG > F, e caso assim seja, a gama de

trabalho deve ser reduzida até PG < F [45].

2.4.3. Limiares Analiticos
O limite de detecdo, LD, corresponde ao inicio da gama em que € possivel
distinguir com uma dada confianga estatistica, normalmente 95%, o sinal do branco do

sinal da amostra, e como tal indicar se o0 analito em questdo esta ausente ou presente.

O limite de quantificacdo, LQ, corresponde ao inicio da gama em que o
coeficiente de variagdo do sinal se reduziu a valores razoaveis, normalmente 10% para

se poder efetuar uma deteg&o quantitativa.

O intervalo compreendido entre o limite de detecéo e o limite de quantificagéo
deve ser considerado como uma zona de detecéo semi-quantitativa e ndo quantitativa,

ndo devendo ser reportados valores numéricos neste intervalo.



Limite de Detecdo

Uma leitura inferior ao limite de detecdo néo significa a auséncia do analito a
medir. Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a concentracéo do
componente em causa sera inferior a um certo valor. Quando a analise de um analito
numa amostra passa por uma calibracdo linear, o LD pode ser estimado com base no
desvio padrao residual, S, /., € no declive, m, conforme a equagao 10.

3,3 S
LD = Ty/x Equacéo 10

Limite de Quantificacao

Em termos praticos, o limite de quantificacdo corresponde ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo. O LQ na quantificacdo do analito numa amostra

pode ser estimado com base no desvio padréo residual e no declive pela equagédo 11.

10% Sy, /x

LD = Equacéo 11

m

A atualizacdo destes Limites (Detecdo e Quantificacdo) devera ser efetuada
sempre que ocorrem alteracdes de fatores de influéncia tais como analista, reagentes,
equipamento, ambiente, entre outros, e sempre que se faz nova curva de calibracédo
[18,31].

2.4.4. Sensibilidade
A sensibilidade avalia a capacidade de um método para distinguir pequenas
diferencas de concentracdo de um analito. Se uma curva de calibragao for definida por

um modelo linear, a sensibilidade sera constante ao longo da gama de trabalho.

A sensibilidade pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor

lido, AL, e a variacdo da concentracdo, AC, correspondente aquele acréscimo.

Na pratica a sensibilidade pode ser obtida pelo declive da curva de calibragéo,
evidenciado na equacgéo 12. Como resultado, o método tera mais sensibilidade quanto

maior for o declive.

- A AL
Sensibilidade = 2 == =m Equacéo 12
Ax AC
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2.4.5. Preciséao
A norma ISO 5725 define precisdo, como o grau de concordancia entre valores
medidos, obtidos por medigbes repetidas sobre uma mesma amostra ou padrdo. A
precisdo pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, em condicdes

definidas.

Habitualmente, a precisdo € expressa na forma de desvio padréo, s, calculado
através da equacdo 13, ou pelo coeficiente de variagéo, CV (equagéo 14).

7,1'_ x_f 2
s = /% Equacéo 13

%CV = 100 = Equacéo 14

Rilw

Existem trés medidas de avaliacdo da precisdo: repetibilidade, precisédo

intermédia e reprodutibilidade.

A repetibilidade expressa a precisdo de um método de ensaio executado sobre
uma mesma amostra nas mesmas condi¢cdes experimentais (mesmo laboratorio,
mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de reagentes e intervalos de tempo

curtos).

A repetibilidade pode ser determinada a partir de um ensaio interlaboratorial ou
intralaboratorial, em amostras de diferentes concentracfes, considerando toda a gama
de trabalho, em solugbes padrdo. A determinacgdo da repetibilidade exige, no minimo,

10 ensaios.

A estimativa da variancia, Sr?, de um método pode ser determinada pela média
ponderada das estimativas das variacbes de w séries de analises nas condi¢cdes de

repetibilidade pela equagéo 15:

2 _ b [(i—1)* S2]
T Zazl(nwi_l)

Equacéo 15

Sendo:

$2. a variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para

cada Laboratério;



s2, a variancia associada aos resultados considerados, para cada Laboratorio;
(n,; — 1) os graus de liberdade da série de analises;
p o numero de Laboratérios participantes.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade, r, é avaliado pela equacéo
16.

r=t*V2xS,=196+V2%S,=28%S,; Equagio 16
Sendo:
S,i 0 desvio padrao de repetibilidade associada aos resultados considerados

O limite de repetibilidade, r, € o valor maximo para a diferenca absoluta entre
dois resultados da medicdo (xi, xi-1), em condicdes de repetibilidade, com nivel de
confianca especifico (normalmente 95 %). Na pratica aceitam-se os resultados de duas

determinacgGes efetuadas em condices de repetibilidade se [x; — x;_4| ST

O Coeficiente de Variacdo de Repetibilidade, CVr, para cada nivel de

concentracdes expresso em percentagem, é dado por:

CV =24+ 100 Equagéo 17

Precisdo Intermédia

A preciséo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, definindo exatamente quais
as condicOes a variar tais como diferentes analistas, diferente intervalo de tempo ou
diferentes equipamentos. A sua determinagéo € feita com recurso a cartas de controlo
de amplitudes, pois assume-se que, ao realizar ensaios em dias diferentes, existe uma
consideravel variagdo aleatoria dos parametros experimentais ndo controlados, que
afetam o desempenho do método.

A precisdo intermédia é determinada com base nos resultados de t padrdes,

analisados n vezes, segundo a equacao 18.

7))
_ J:]_ k=i y]k y] ~
Spreciséo = \/ tx(n—1) Equacao 18

Sendo:
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Sprecisao O desvio-padréo relativo da preciséo intermeédia;

n o numero de ensaios efetuados por padrao;

j 0 nimero do padrao

k o numero do resultado obtido para o padrao;

yj a média aritmética dos resultados de n ensaios realizados sobre o padrio |
Yji O resultado k do padrao j

t o nimero de padrdes.

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade exprime a precisdo de um método realizado em condicfes
experimentais diferentes, utilizando o mesmo método numa mesma amostra, fazendo
variar determinadas condi¢cdes como operadores, laboratérios, equipamentos e intervalo
de tempo. A reprodutibilidade de um método de andlise € obtida a partir de ensaios
interlaboratoriais. Assim, sdo analisadas uma série de amostras em p laboratérios

participantes.

O valor da variancia associada a reprodutibilidade é determinado segundo a

equacéao 19.
SE; =Sk + SA Equacé&o 19
Sendo:
S, a variancia da reprodutibilidade;
S% a variancia interlaboratorial;
S2 a variancia da repetibilidade.

Quando o objetivo passa pela implementacdo de um novo método de andlise, o
estudo da reprodutibilidade de um método é imprescindivel, visto que assim surge a
necessidade de averiguar a precisdo do método sob diferentes condigBes de trabalho.
O mesmo ndo tem tal importédncia na validacdo de um método num laboratorio de
andlises, uma vez que a intengdo passa por executar o metodo nesse mesmo
laboratério, dando uso ao mesmo equipamento e condi¢des experimentais que variam

pouco ao longo do tempo.



2.4.6. Exatidao
A exatiddo de um método analitico permite avaliar a proximidade entre o valor
obtido, Y, e o valor de referéncia, T. Este parametro, que esta dependente de erros
sistematicos, pode ser estimado com base na analise de materiais de referéncia
certificados, na participacdo em ensaios interlaboratoriais e na realizacdo de ensaios de
recuperacao. Pode ser expresso através de:

e erro relativo (%Er);
o fator de desempenho (z-score);

e percentagem de recuperagéo (%Rec).

Uma forma de avaliar a exatiddo de um método de ensaio é através do calculo

do erro relativo (Er), expresso em percentagem (%) conforme a equacao 20.

Xexp—Xv

%Er = * 100 Equacéo 20

Sendo

Xexp o valor obtido experimentalmente (ou a média aritmética de valores
obtidos);

Xv o valor aceite como verdadeiro.

O erro relativo exprime a componente de erros sistematicos. Cabe ao Laboratdrio
definir qual o seu grau de exigéncia em termos de exatiddo do método em estudo. Um
valor de Er inferior ou igual a 5 % em alguns casos pode ser satisfatorio, sendo, no

entanto, este valor meramente indicativo [45].

Outra forma de avaliar o desempenho do Laboratério é o calculo do fator de

desempenho Z (“z-score”).

__ Xexp—Xv
s

Z Equagéo 21

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

verdadeiro.

A avaliagcdo podera ser feita de acordo com seguinte escala de pontuagéo:

0 1 z 3
Aceitivel Questionsivel

Figura 2. 4 - Escala de Avaliacao do fator de desempenho
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A recuperacdo, R, de um analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito. A escolha da concentracdo da
fortificagdo deve ser baseada na gama de trabalho de modo a serem avaliadas
concentracdes nos extremos e o centro da gama [46]. O objetivo da percentagem de
recuperacao consiste na verificagdo da existéncia de efeitos sistematicos introduzidos
por causas desconhecidas, também conhecido por efeito de matriz [18]. A recuperacao
(%) € dada pela equagéo 22

%R = (%) %100 Equacéo 22
3

Sendo
C, a média da concentracao do analito na amostra fortificada;
C, a média da concentracdo do analito na amostra néao fortificada;
C; a concentracao conhecida do analito adicionada a amostra.

2.4.7. Incerteza
A validacdo do método passa sempre pela avaliacdo da incerteza global do
mesmo [18]. A quantificacdo da incerteza pode ser realizada através da avaliacdo de
componentes da incerteza a partir de cada fonte individual e depois determinando a
incerteza combinada. A andlise a contribuicdo significativa dos componentes da

incerteza combinada € fundamental, pois na pratica, é provavel que existam

contribuic@es significativas de um pequeno numero de componentes [46].
No ambito deste trabalho apenas iremos considerar as seguintes fontes:

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

calibracéo;
- Incerteza associada a diluigdo da amostra, quando aplicavel,

- Incerteza associada a variabilidade / precisdo /dispersao do método de

ensaio.

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

dada por:



Equacéao 23

Onde:

Sy - desvio padrdo

b — declive da curva de calibracéo

N — n° de padrdes da curva de calibracdo

n —n° de réplicas utilizadas na amostra

Viid - Valor dado pelo equipamento para a amostra problema

y - Valor médio das leituras fornecidas pelo equipamento para os padrdes de calibracédo
Xi - Concentracao dos padrdes de calibracdo

X - Valor médio das concentracdes dos padrbes de calibracdo

A incerteza associada a diluicio da amostra é calculada pela lei da propagacéo

de erros:

2 2
u(C) = C * \/ (—u(rgta)) + (—u("oyme)) %3 Equacéo 23

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

amostras.

desvio padréo n resultados

Vvn

u(Precisdo) = Equacéo 24

A incerteza combinada sera dada por:

u(combinada) = /(u (€))% + +(u( Precisio))? Equacéo 25
A incerteza expandida, para um grau de confianca de 95,45% é dada por:

u(expandida) = 2 * u(combinada) Equacao 26
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A incerteza associada ao resultado devera ser apresentada com um ou no
maximo dois algarismos significativos. O resultado do ensaio devera ser apresentado

com um n° de digitos que sera limitado pela incerteza do resultado [47].

2.4.8. Controlo da Qualidade
Uma das necessidades de um laboratério quimico passa pela obtencdo de
resultados de andlises quimicas, que apenas € conseguida se 0s métodos
apresentarem qualidade adequada ao uso que lhes sera incutido [18]. Apés a fase inicial
de estudo do equipamento e da técnica analitica, e aprovagédo do método de andlise, o
laboratério deve exercer um controlo da sua execucdo, de modo a garantir que as

condi¢cdes de validade do método se mantém [48]

Qualquer analise quimica esta sujeita a erro, pelo que é essencial por um lado
minimizar e por outro, controlar a sua ocorréncia. O laboratério deve estabelecer um
sistema de controlo da qualidade (CQ) interno dos resultados, podendo recorrer a
ferramentas como anadlise de brancos em paralelo com amostras, uso de analises em
duplicado, repeticdo de analises anteriormente efetuadas, padrbes de controlo,

tratamento estatistico de dados como cartas de controlo, entre outras [49].

O controlo de brancos é uma grande ajuda para a detecdo de eventuais
contaminacdes ou deterioracdo de reagentes, permitindo ainda controlar (indiretamente)
o limite de detecéo e/ou quantificacdo. No ensaio em branco estéo presentes todos os
reagentes, exceto a amostra e o resultado obtido tera de ser inferior ao limite de detecéo
do método [18].

O recurso a analise da amostra em duplicado ndo garante que o resultado final
tenha um menor erro (maior exatidao), pois se houver erro sistematico ambos o0s
duplicados o possuirdo. Contudo, se ocorrer um erro pontual num dos duplicados, entéo
0 valor médio tera um erro menor. O uso de duplicados é recomendado para analises
com véarias etapas e fontes de erro, assim como para amostras de dificil

homogeneizacgéo e/ou estabilidade [18].

Os padrdes de controlo séo independentes dos padrbes de calibragdo. Tém
como objetivo o controlo da curva de calibragédo, e deve analisar-se no minimo um
padréo, de acordo com a concentragdo das amostras. A frequéncia de analise deve ser

definida de acordo com o método de ensaio [20].

O emprego das cartas de controlo (CC) € um dos meios mais eficientes de
exercer e visualizar um controlo continuo sobre os resultados produzidos, e detetar erros
[18].



Existem 3 tipos de cartas de controlo: cartas de individuos, cartas de amplitudes
e cartas de somas cumulativas, sendo a primeira a mais utilizada para resultados
individuais e a segunda para resultados médios [46]. Ambas podem ser aplicadas aos
parametros acima referidos (brancos, analises em duplicado, padrées de controlo).

As CC de individuos consideram que a ocorréncia de erros é aleat6ria, pelo que
a distribuicdo de pontos em torno do valor médio (x) segue a distribuicdo normal (ou de
Gauss). Assim, a probabilidade de um ponto se situar a mais de 2 desvios-padrao (20)
do valor médio é superior a 5%, e a mais de 3 desvios-padrao (30) excede 0,3% [18],
[48]. As cartas de controlo sdo entdo compostas por um conjunto de linhas que permitem
concluir o controlo ou ndo do processo. A linha central corresponde a média das leituras
efetuadas, as restantes linhas séo linhas de controlo e aviso, superiores e inferiores

conforme explicito na Figura 2. 5.

Linha superior de controlo

+3) mmmsmsmeniendunnnsnnsnmnnsnnsnnmalaninnnnnna,

Linha superior de aviso

Linha inferior de aviso

mmmmmsmn =
Linha inferior de controlo

- mem s moEm s mom mEE me ==

Figura 2. 5 - Principios Estatisticos das Cartas de Controlo (Adaptado de [48])
S&o consideradas anomalas e com caréncia de acgbes corretivas diversas
situacdes [20,33]:

Ponto dos limites de controlo;

e 9 pontos seguidos de um dos lados de média (existe um desvio
sistematico relativamente ao valor estabelecido);
e 6 pontos consecutivos com tendéncia de subida ou descida (existe uma

tendéncia ndo aleatéria);
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e 14 pontos seguidos em torno da linha central, alternando a subir e a
descer (existe um fator temporal a afetar os dados)
e 8 pontos consecutivos fora de £1 & (existem duas distribuicbes em vez

de uma so);

As cartas de amplitudes assumem que estando o método sob controlo
estatistico, os desvios entre réplicas se mantém dentro de limites pré-determinados. As
cartas de amplitudes mdéveis sdo pouco usadas, consistindo num artificio para passar

de dados individuais para dados médios, passando-se a monitorizar tendéncias [48].



1. Materiais e Métodos

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

1.1. Reagentes

No estudo realizado utilizou-se como padrdo o 2,4,6-tricloroanisol (Supelco,
Sigma Aldrich,100 pg/mL em metanol), como padrdo interno o 2,3,6-tricloroanisol
(Dr.Ehrenstorfer GmbH, 10 ng/uL em ciclohexano). O cloreto de sodio (Honeywel Fluka

Purriss, p.a. 2 99,5%) foi utilizado como eletrdlito para adigdo aos padrbes e amostras.

Os padrdes de matriz etandlica sdo preparados com etanol 12% (v/v) (este
proveniente de diluicdo de Etanol 99% Vol AGA).

A agua usada nos ensaios, quer na preparacao das solucdes, quer na diluicao
das amostras e ainda como eluente foi 4gua de tipo |. Esta agua é obtida através agua
da rede publica a qual passa por um desionizador de permuta i6nica, uma coluna de
resina e um filtro de 0,2 um de tamanho de poros. A condutividade da agua no final era

inferior a O uS.

1.2. Equipamentos
O cumprimento do objetivo do presente trabalho implicou a utilizacdo de diversos
equipamentos de onde se destacam: Micropipeta Gilson 1 a 10 mL, Micropipeta

Scientific eVol com seringas de 50 uL e 500 yL e uma balanca analitica Mettler AE.

Figura 3. 1 —Micropipeta Scientific eVol
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A determinacao de TCA foi efetuada recorrendo a um cromatédgrafo de gas com
detetor de captura de eletrdes Thermo Scientific Trace 1300 ECD (Figura 3. 2), equipado
com uma coluna capilar TG-5MS, de 30 m x 0,25 mm x 0,25um.

Figura 3. 2 - Cromatografo e “Autosampler” SPME

O programa de temperatura usado por forma a obter uma boa resolugéo esta

representado na Figura 3. 3.
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Figura 3. 3 -- Gréfico representativo do programa de temperatura do forno



A dessorc¢édo da fibra foi efetuada em modo splitless durante 2 minutos, com o
injetor a 250°C a um caudal de 15 mL/min, e um fluxo de hélio (gas de arraste) de 1
mL/min. A temperatura do detetor correspondia a 280°C e o caudal de gas de makeup

(Azoto) era de 20 mL/min.

1.3. Microextracdo em fase soélida
Os parametros gerais da SPME realizados num “autosampler” Supelco foram os

seguintes:
Fase Estacionéaria: PDMS 100 um (Supelco, Fused Silica, Autosampler);
Temperatura de extracdo: 40°C;
Tempo de extracdo: 15 minutos sob agitacéo;
Agitacdo: ciclos de 20 segundos ligada e 60 segundos desligada,;
Velocidade de agitacdo: 250 rpm
Temperatura de dessorcao: 250°C;
Tempo de dessor¢ao: 2 minutos;
Viais de 20 mL com tampa roscada de septo;

Estas condicbes sdo baseadas na Norma ISO 20752:2014 - Rolhas-
Determinacao de 2,4,6-TCA, pois o laboratério tem implementado este método e efetua

analises de rolhas diariamente.

A otimizacdo do método levou a realizacdo de ensaios em diferentes condicdes

de SPME que sao descritas na Tabela 3. 1.

Tabela 3. 1 — Condi¢des SPME utilizadas nos diferentes ensaios de otimizagéo

Tempo de Extracao(min) Tempo de Dessorc¢éao (min)
Ensaio A 15 2
Ensaio B 30 2
Ensaio C 30 5
Ensaoi D 25 5
Ensaio E 20 5
Ensaio F 25 5
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1.4. Preparacédo de solugdes stock de 2,4,6-TCA e 2,3,6-TCA

A solucédo comercial de 2,4,6-TCA tem concentragdo de 100 pg/mL, pelo que é
necessario efetuar duas diluicdbes para obter uma solu¢cdo de concentracdo final
pretendida de 1 pg/L.

A solucdo comercial € disponibilizada em ampolas de 1 mL, sendo esta diluida
em metanol para uma concentracdo de 1 mg/L (solucao stock I). A solucdo stock | é
posteriormente diluida para 1 pg/L dando origem a solucao stock Il, que é usada para
preparacdo de padrdes da curva de calibracéo e padrées de controlo.

O padréo interno de concentragédo 10 ng/uL é obtido no mercado em viais de 10
mL, sendo diluido para uma concentracdo de trabalho de 10 pg/L. Os calculos para

diluicdo destas solucbes estéo referenciados no anexo A.

As solugdes stock | e stock Il de 2,4,6-TCA e a solucéo diluida de 2,3,6-TCA séo
armazenadas no frigorifico em viais devidamente acondicionados isolados da luz. O
analito é armazenado em viais de 1,5 mL para evitar perdas por volatilizacdo com a
constante abertura dos mesmos para construcdo de curvas de calibracéo. Viais de 20
mL sdo usados para armazenar a solucdo de padrdo interno. As diferentes
caracteristicas dos viais permitem a sua facil identificacdo visual, evitando

contaminacdes cruzadas (Figura 3. 4).

Figura 3. 4 - Viais de armazenamento de solug¢des: (A) solugéo stock Il de 2,4,6-TCA e (B) solugéo
de 2,3,6-TCA.



1.5. Preparacao de solucdes padréo e padrdes de controlo

As solucdes padrdo sédo preparadas com vinho tinto a 13% (v/v) previamente
analisado sensorialmente por painel de prova treinado, e por analise cormatogréfica por
forma a aferir que ndo esta contaminado com TCA. O vinho é armazenado no frigorifico,

num “bag in box” (Figura 3. 5).

Figura 3. 5- Embalagem de armazenamento do vinho

As solucbes padrdo sdo preparadas a partir da solugéo stock Il de 2,4,6-TCA
1 pg/L. Os padrbes de calibracdo sdo preparados diretamente em viais de 20 mL

utilizando o volume conveniente de solugéo stock Il conforme a Tabela 3. 2.

Tabela 3. 2- Volumes de solugao stock Il de 2,4,6-TCA em fun¢ao dos padrdes de calibragéo

Concentragédo do Padréo Volume da Soluc¢éo Stock lI
(ng/L) (WL)
0,5 5,0
1,0 10,0
2,0 20,0
3,5 35,0
5,0 50,0
6,5 65,0
8,0 80,0
9,5 95,0
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Os padrdes de controlo utilizados tém concentracdes e 1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 ng/L e
séo analisados a cada dez amostras. Os volumes de solug&o stock Il usados estéo
expostos na Tabela 3. 3.

Tabela 3. 3 - Volumes de solucdo stock Il de 2,4, 6-TCA em funcéo dos padrdes de controlo

Concentracdo do Padrdo | Volume da Solucéo Stock I
(ng/L) (ML)
15 15,0
2,0 20,0
3,0 35,0
4,0 50,0

A preparacgédo dos padrdes de calibracdo e padrdes de controlo diretamente em
viais implica que o volume final dentro do vial seja ligeiramente superior aos 10 mL, e
como tal a concentracao final no vial é inferior a estabelecida inicialmente. Os calculos
das concentracGes reais dos padrbes estdo expressos no anexo A, bem como 0s

célculos dos volumes de solucéo de 2,4,6-TCA a adicionar.

Para viais de 20 mL séo adicionados 3 gramas de cloreto de sédio (NaCl), 10
mL do vinho padréo, o volume de solucdo de 2,4,6-TCA pretendido e soluc¢édo de padréao
interno 2,3,6-TCA. Os viais sédo fechados com tampas de rosca com septo. No caso dos
ensaios com matriz diluida, sdo adicionados 5 mL de 4gua e 5 mL de vinho padrédo, bem

COMmo OsS restantes componentes mencionados.



1.6. Preparacdo das Amostras
As amostras sdo previamente diluidas para o mesmo grau alcool da curva de
calibracéo, 6% (v/v), em funcéo do seu grau alcodlico. Os volumes de vinho a usar nas

diluicbes estédo expressos na Tabela 3. 4.

Tabela 3. 4- Diluic6es em funcgao do grau alcodlico das amostras

Concentracio Inicial | Concentracéo | Volume de Vinho Volume de Agua
do Vinh 90 / Pretendida a colocar no vial | do Tipo | a colocar
0 Vinho (%(v/v)) (% (VIV)) (mL) no vial (mL)

13% 5,0 50

14% 4,6 54

0 6,6

19% 6.5% 3,4

20% 33 6.7

21% 31 6,9

40% 1,6 84

Para viais de 20 mL séo adicionados 3 g de cloreto de sodio (NaCl), volume
conveniente da amostra e de adgua em funcéo do padrdo e 20,0 yuL de padréo interno

2,3,6 TCA. Os viais sao fechados com tampas de rosca com septo.

O armazenamento das amostras para analise é feito no frigorifico em frascos
ambar por forma a reproduzir o maximo possivel as condi¢cbes de garrafa, ou seja,

ambiente escuro (Figura 3. 5).

Figura 3. 6 - Frasco ambar usado para armazenamento de amostras de vinho
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2. Resultados e Discussao

A determinacdo do tempo de retencdo do analito e do padrdo interno pode ser
efetuada analisando cromatogramas de ensaios em branco e ensaios com
concentragdes diferentes de 2,4,6-TCA. Conforme se pode observar na Figura 4. 1, na
Figura 4. 2 e na Figura 4. 3 que representam respetivamente o branco, o padréo de
menor concentracdo de 2,4,6-TCA (0,5 ng/L) e o padréo de concentragéo superior de
2,4,6-TCA (9,5 ng/L), a area do padrdo interno mantém-se constante nos trés casos,
enquanto a area do analito aumenta consideravelmente. Os cromatogramas abaixo

foram obtidos numa primeira fase de ensaios.
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Figura 4. 1 - Extrato de um cromatograma obtido da andlise a um vial branco (vinho, sal e padrao
interno) entre 12 e 14 minutos de tempo de retenc¢éo
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Figura 4. 2 - Extrato de um cromatograma obtido da andlise a um vial de 2,4,6-TCA 0,5 ng/L entre 12
e 14 minutos de tempo de retencédo
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Figura 4. 3 - Extrato de um cromatograma obtido da andlise a um vial de 2,4,6-TCA 9,5 ng/L entre 12
e 14 minutos de tempo de retencéo

A analise das figuras permite concluir que o tempo de retencéo do analito 2,4,6-
TCA é de cerca de 13,14 minutos, enquanto o de 2,3,6-TCA é 13,79 minutos. Isto pode
ser sustentado também pela andlise dos valores das areas dos picos nestes tempos de

retencdo, conforme demonstrado na Figura 4. 4.

8000,0
7000,0
6000,0
"E 5000,0
= 4000,0
8 4000, Analito
< 3000,0 & Padrao Interno
2000,0

1000,0

0,0

0,0 0,5
Concentragéo (ng/L)
Figura 4. 4 - Grafico comparativo das areas dos picos do analito e do padréo interno para amostras
de diferentes concentragdes

A pesquisa bibliografica revela a existéncia de diversas contradi¢cbes entre as
fontes bibliogréficas e as praticas adotadas pelos laboratérios que efetuam analises ao
2,4,6-TCA. As industrias rolheiras e outros laboratérios acreditados, utilizam curvas de
calibragcdo com matriz de solugéo etandlica 12% (v/v) para tratamento dos resultados
associados as amostras de vinho. Ou seja, ndo efetuam uma curva especifica de matriz
vinica, utilizando a curva de matriz etandlica. Assim, numa primeira fase, tornou-se
necessario verificar a viabilidade da quantificagdo de 2,4,6-TCA em vinho utilizando

curvas de calibragéo de solugéo etandlica.
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2.1. Estudo daviabilidade de uso de matriz etanélica 12% (v/v)

A curva de calibracdo efetuada com matriz etandlica é preparada do mesmo
modo que a curva de matriz vinica. S&o adicionados 10 mL de solugéo etandlica a 12%
(v/v), 3 g de NaCl, 20 uL de padrao interno e a quantidade necessaria de analito em
funcdo da concentragdo pretendida. Este estudo foi realizado usando as condi¢bes de
extracao expressas no capitulo 3.3 para um tempo de extracdo de SPME de 15 minutos
e 2 minutos de dessorc¢éo da fibra.

A Figura 4. 5 e a Figura 4. 6 representam respetivamente os cromatogramas

completos de uma solucado etandlica e de uma amostra de vinho.
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Figura 4.5 - Cromatograma obtido da analise de 10 mL de solucéo etandlica com 3 g de sal e 20 pL
de padréo interno
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Figura 4. 6 - Cromatograma obtido da analise de 10 mL de vinho com 3 g de sal e 20 pL de padrao
interno

E bem visivel nas figuras que a matriz vinica apresenta mais ruido que a matriz
etandlica, sendo que, no entanto, os picos correspondentes ao analito e ao padrédo

interno estao presentes nos mesmos tempos de retencao.



Na Tabela 4. 1 estdo apresentados os valores obtidos para as areas dos picos

cromatogréficos de 2,4,6-TCA e do padrao interno nos diferentes padrdes de calibracao.

Tabela 4. 1 -

Resultados obtidos para as areas de analito e padrdo interno de diferentes

concentragdes de padrdes de calibracdo de matriz etandlica

Concentracéo de
2,4,6-TCA (ng/L)

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

Area do pico de
2,3,6-TCA (PI) (u.a.)

0,0 244.,0 12511,1
0,5 953,3 13944,1
1,0 1718,7 15257,5
2,0 2785,1 16294,2
2,5 3527,4 14800,0
5,0 6540,3 16022,4
10,0 11552,0 14857,5
148124 Média
1285,2 Desvio padrao
8.7 Desv_io padréo
’ relativo (%)

Verifica-se que a média das areas do padréo interno dos padrbes de calibracdo

é de 14812.4 u.a..

Ao efetuar uma mesma analise a vinho, os valores de area de padrao interno

alcancados sdo de uma ordem de grandeza mais baixa. A Tabela 4. 2 apresenta os

valores obtidos para diferentes concentra¢des de analito no vinho.

Tabela 4. 2 -

concentragdes de analito em matriz vinica

Concentracéo de

Area do pico de

Resultados obtidos para as &reas de analito e padrdo interno de diferentes

Area do pico de

2,46-TCA(ng/L) | 2,4,6-TCA (u.a) 2’3’6(-J§/)% (P1)
0,0 398,7 8146,5
2,0 2371,3 8533,6
5,0 5005,4 5791,1
9,5 9422,3 6911,4
7345,6 Média
1246,0 Desvio padréo
Desvio padréao
170 relativo (%)

Pela comparacdo dos valores apresentados na Tabela 4. 1 e na Tabela 4. 2,

conclui-se que a area do padrdo interno na matriz vinica é cerca de metade da verificada

na matriz etandlica. Pode também perceber-se que a resposta do padrado interno nédo é
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tdo estavel em matriz vinica, uma vez que o desvio padrao relativo neste caso é elevado
(17%), comparado com o da matriz etandlica (8,7%). No caso da area do analito as
diferencas ndo sdo tdo acentuadas. A Figura 4. 7 e a Figura 4. 8 demonstram,
respetivamente, as variaces das areas do analito e a consequéncia causada na razédo

de areas, pelo uso de matriz vinica ou matriz etandlica.

7000,0
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5000,0
4000,0 ]
m Area do 2,4,6 TCA
3000,0 (u.a.) Etanol

™Areado 2,4,6 TCA
(u.a.) Vinho

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

2000,0 §
1000,0 %

00 — NN
0,0 2,0

Concentracgéo do vial (ng/L)

F[g_ura 4.7 - Comparagédo das areas do analito em diferentes padrées em base etandlica e em base
vinica.
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& Razdo de areas
Matriz Vinica

Area do 2,4,6 TCA/Areado 2,3,6

Figura 4. 8 - Grafico comparativo da razao de areas de matriz etandlica e matriz vinica

Efetivamente a diferenca entre a raz&do das areas € significativa, sendo a razdo

em matriz vinica em média 2 vezes superior a razao em matriz etandlica.

Conclui-se, portanto, que para o caso do vinho analisado, ndo seria viavel utilizar
uma curva de calibracé@o de solugéo etandlica para interpretar os resultados, pois estar-

se-ia a incorrer em erro ao utilizar a razdo de areas. O valor de concentragdo obtido



seria maximizado em relacdo ao valor real, uma vez que a resposta da area do padrédo

interno é metade.

2.2. Otimizacao do Método

A otimizacdo do método de analise do 2,4,6-TCA ocorreu fazendo variar um
parametro de cada vez e verificando o efeito na linearidade do método e na
reprodutibilidade. Foi realizada uma sequéncia de ensaios (A-G) que se descrevem a
seguir. As condi¢ces usadas nos ensaios estédo resumidas na Tabela 4. 3.

Tabela 4. 3— Resumo das condi¢cdes dos ensaios de Aa G

Tempo de Tempo de Volume de Gama de
Extracao Dessorgédo | Padrdo Interno | Diluigdo trabalho
(min) (min) ) (ng/L)
Ensaio 15 2 20 Sem | g5.95
A diluicdo
Ensaio 30 2 20 Sem | g5.95
B diluicdo
Ensaio 30 5 20 Sem | g5.95
C diluicdo
Ensaio 25 5 20 Sem | g5.95
D diluicdo
Ensaio 20 5 50 Sem | g5.95
E diluicdo
=nsalo 25 5 50 0,5 05-95
=neao 25 5 50 05 1,0-8,0
Ensaio A

No ensaio A, a extracado do 2,4,6-TCA foi efetuada com as seguintes condi¢des
de SPME: 15 minutos de extrag&o a 40 °C, 2 minutos de dessor¢éo e adi¢cdo de 20 pL

de Padrao Interno.

Na Figura 4. 9 e Figura 4. 10 estéo registados 0os cromatogramas obtidos para
uma solucéo de 2,4,6-TCA de concentragdo 0,5 ng/L e 9,5 ng/L, respetivamente. O pico
do 2,4,6-TCA ocorre ao tempo de retencdo de 13,14 minutos e o do padréo interno,
2,3,6-TCA, a 13,79 minutos.
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13.79
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Figura 4. 9 - Cromatograma obtido para o padrédo de 0,5 ng/L 2,4,6-TCA no ensaio A

A curva de calibracdo para o 2,4,6-TCA em matriz vinica por SPME-GC/ECD foi
obtida utilizando os padrdes de calibracao referidos: 0,5; 2,0; 3,5; 5,0; 6,5; 8,0; 9,5 ng/L.
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Figura 4. 10 - Cromatograma obtido para o padréo de 9,5 ng/L 2,4,6-TCA no ensaio A
A Figura 4. 11 ilustra os resultados obtidos no ensaio A, verificando-se néo existir

uma boa linearidade entre a razdo das areas do pico de 2,4,6-TCA e de 2,3,6-TCA (PI)

e a concentracdo de 2,4,6-TCA (R?= 0,6476) na gama de concentracdes estudada.
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Figura 4. 11 - Curva de calibragdo correspondente ao ensaio A.

A ndo linearidade pode estar relacionada com dificuldades na definicdo dos picos
cromatogréaficos para os padrdes de concentracdo mais baixa (Figura 4. 9) em que ha
um alargamento do pico correspondente ao analito e uma linha de base menos estavel.
Nos cromatogramas dos padrées de concentracées mais elevadas (Figura 4. 10) isto
nao se verifica, no entanto, analisando a Figura 4. 8 é percetivel que a razdo de areas

€ mais baixa do que a dos padrbes de menor concentracdo, 0 que nao seria expectavel.

Este ensaio foi replicado 2 vezes e os resultados obtidos foram idénticos. No

anexo B pode encontrar-se as tabelas com os todos os dados.

Um dos motivos para esta ocorréncia pode ser o tempo de extracdo da SPME, o
gual pode ndo ser suficiente para garantir sensibilidade na analise do analito quando
este se encontra em concentra¢cdes mais baixas. Neste sentido, foram testados tempos

de extracéo por SPME superiores.
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Ensaio B

No ensaio B o tempo de extragéo foi fixado em 30 minutos, mantendo-se todas
as outras condi¢cbes do ensaio A. A Figura 4. 12 e Figura 4. 13 apresentam 0s
cromatogramas obtidos para solucbes de 2,4,6-TCA 05 ng/L e 95 nglL,

respetivamente.

1272
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AA: 499

T T T T LASad ot neey Mot hnoe s Mt Aot o et Moot hnnd e s hens Mo ot st Mot ncd s hne Mgt g st Mend hnad o s hetthoos o T T
126 127 128 12:9 13.0 131 132 133 134 135 136 13.7 138 13
Time (min)

Figura 4. 12 - Cromatograma obtido para o padréo 0,5 ng/L 2,4,6-TCA no ensaio B
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Figura 4. 13 - Cromatograma obtido para o padrédo 9,5 ng/L 2,4,6-TCA no ensaio B

A partir da andlise dos cromatogramas tragou-se a curva de calibragéo (Figura
4. 14). Conforme é possivel observar, continua a ndo existir uma boa linearidade (R?=
0,4651) para a gama de concentracdes de 2,4,6-TCA estudada. Pode-se verificar que

as razdes das areas dos picos aumentaram para as solu¢des de concentragdo mais



baixas, no entanto o problema da baixa resposta dos padrdes mais elevados em relagédo

aos restantes persistiu.

TCA
Y =0.542564+0.333668"X R"2=04651 W:Equal
||

55|
5.0

454

Area Ratio

Figura 4. 14 - Curva de calibracdo correspondente ao ensaio B

Analisando os resultados colocou-se a hipétese de o problema estar relacionado
com o tempo de dessorcdo da fibra. Nos ensaios A e B o tempo utilizado foi de 2
minutos. Talvez este tempo ndo seja suficiente para a fibra libertar todo o analito que
absorveu durante os 30 minutos de extracdo. Outra das causas possiveis é o tempo de
extracdo ser muito elevado para exposicdo as concentracdes mais elevadas e provocar

uma saturacéo da fibra.
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Ensaio C

Um novo ensaio C foi planeado fixando 30 minutos como tempo de extracao e

aumentando o tempo de dessorgdo para 5 minutos, mantendo os restantes parametros

dos ensaios anteriores.

Na Figura 4. 15 e Figura 4. 16 encontram-se 0s cromatogramas obtidos para um

branco e uma solucao padrao cuja concentracéo de 2,4,6-TCA é 0,5 ng/L.
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Figura 4. 15 - Extrato do cromatograma obtido para o branco no ensaio C
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Figura 4. 16- Extrato do cromatograma obtido para o padrédo 0,5 ng/L no ensaio C

Da andlise dos cromatogramas € possivel verificar que o pico de 2,4,6-TCA nao

aparece no tempo de retencdo de 13,20 minutos para concentragbes de 2,4,6-TCA

inferiores ou iguais a 0,5 ng/L.

Com os resultados obtidos para concentragdes de solucéo de 2,4,6-TCA iguais

ou superiores a 0,5 ng/L tragou-se a curva de calibracdo (Figura 4. 17.). Como se pode

verificar existe uma correlacéo linear (R?=0,9956) entre a razdo das areas do pico de



2,4,6-TCA e 2,3,6-TCA (Pl) e as concentracdes de 2,4,6-TCA, na gama estudada.

TCA
Y =-0.170865+0.671399"X R*2=09956 W:Equal

60 ~"n

\mo

Area Ratio

1.04 _n

Figura 4. 17 - Curva de calibracdo correspondente ao ensaio C

Estes resultados permitem concluir que o aumento do tempo de dessor¢ao de 2

minutos para 5 minutos melhorou significativamente a linearidade do método.
Ensaio D

Neste ensaio manteve-se o tempo de dessorcdo em 5 minutos e reduziu-se o
tempo de extracdo para 25 minutos, considerando a vantagem em termos de tempo de

analise.

Este ensaio ndo revelou uma diferenca significativa nas areas obtidas, podendo
assim ser utilizados 25 minutos em vez de 30 minutos de extrac¢édo para diminuir o tempo

de analise total.

T T T T L B T T L I i T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
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Ensaio E

Neste ensaio E fixou-se o tempo de extragdo em 20 minutos e o tempo de

dessorcado em 5 minutos.

Comparando as areas obtidas para os diferentes tempos de extracado, 20, 25 e
30 minutos, para 0 mesmo tempo de dessorcao de 5 minutos, conclui-se que ndo ha
diferencas significativas entre os 25 e os 30 minutos, no entanto para 20 minutos de
extracdo a resposta dos padrdes €, em geral, mais baixa (Figura 4. 18).
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S /
3 8000,0 ﬁ
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< ” ’," % - 20 min
N :4 ? 7’ f =25 min
S 4000,0 7 7 .
= Z 7 /% / 030
© , / / min
S 7 Z % Z 7
Z 7 7 Y/ / Z
2000,0 ?II:I % ’4 ? g %
" A v, "
. -=a Z0U0 7B ZE ZBU ZAl ZAL
0,5 2,0 35 5,0 6,5 8,0 9,5

Concentracéo (ng/L)

Figura 4. 18 - Comparacao das éareas de 2,4,6-TCA obtidas nos diferentes padrfes para 20, 25 e 30
minutos de extracéo

Os 30 minutos melhoram os resultados para solu¢des de concentragbes mais
elevadas, mas ndo tanto para as mais baixas. Tempos de extracdo de 25 minutos
favorecem os padrbes de menor concentracdo, e ndo tem uma influéncia significativa

nas concentragfes mais altas. Assim, fixou-se o tempo de extragdo em 25 minutos.



Ensaio F

Da andlise dos cromatogramas é possivel verificar que a &rea do pico do padréo
interno, 2,3,6-TCA é muito inferior a obtida nos ensaios com solucdo etandlica, o que
pode provocar erros maiores uma vez que sdo usadas razdes de concentragdo. Para
verificar a influéncia deste fator aumentou-se o volume de padrdo interno de 20 para
50 uL. Este ensaio foi realizado em condi¢cfes de diluicdo para metade, com o objetivo
de diminuir a concentracdo de etanol no vinho. Na Figura 4. 19 encontra-se um
cromatograma em que é possivel verificar 0 aumento significativo da area do pico

correspondente ao 2,3,6-TCA.
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Figura 4. 19 - Extrato do cromatograma obtido para o branco no ensaio F

A fim de estudar o efeito da diluicdo nas areas dos padrdes, efetuou-se
comparacgfes entre o ensaio D e o Ensaio F, os dois realizados nas condi¢Ges de 25
minutos de extracdo e 5 minutos de dessorcao, variando apenas entre eles a quantidade

de padrdo interno adicionada e a dilui¢ao.
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Figura 4. 20 - Grafico comparativo das areas de analito obtidas em funcdo da diluicédo

Verifica-se que a diluicdo da matriz favorece o método, obtendo-se valores de
areas de analito muito superiores com 6,5% (v/v) em comparag¢do com o padrdo ndo

diluido (13% (v/v)). Fixou-se entdo a diluicdo como um parametro a aplicar.

Avaliando o cromatograma do padréo 0,5 ng/L é possivel constatar a dificuldade
em distinguir o analito do ruido da matriz. Assim, pode dizer-se que 0 método € pouco
sensivel para esta concentracdo, podendo mesmo néo ter capacidade para detecéo de

concentracdes iguais ou inferiores a 0,5 ng/L.
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Figura 4. 21 -Extrato do cromatograma obtido para o padrao 0,5 ng/L no ensaio F

Os resultados obtidos possibilitaram o tragcado de uma curva de calibracdo que

apresenta um coeficiente de determinacédo de 0,9969 (Figura 4. 22).



TCA
Y =0.0431605+0.153743*X R"2=0.9969 W: Equal
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Figura 4. 22 — Curva de Calibracdo correspondente ao ensaio F
Da andlise visual a curva de calibracdo, pode afirmar-se que o padréo de
concentragdo 9,5 ng/L apresenta um sinal ligeiramente mais baixo que os restantes

padr@es, contribuindo para a diminuigéo da correlacéo linear.

Ensaio G

No ensaio G fixaram-se todas as condi¢Bes otimizadas pelos ensaios anteriores,
e variou-se a gama de trabalho. Os padrbes utilizados neste ensaio compreendem

concentracoes entre 1,0 e 9,5 ng/L.
As condicBes de extracao definidas séo:

e 25 minutos de extracao;

¢ 5 minutos de dessorcao;

e Adicao de 50 pL de Padrao Interno;

e Diluicdo para metade (reducéo de grau alcool para aproximadamente 6,5
% (V/V))

O cromatograma obtido para o padrédo de 1,0 ng/L apresenta uma area de analito
de 2247 u.a. o que permite incluir com certeza este ponto na curva de calibragdo, uma

vez que o método j& apresenta sensibilidade para detecdo desta concentracao.
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Figura 4. 23 -Extrato do cromatograma obtido para o padrédo de concentracéo 1,0 ng/L

Com a reducédo da gama de trabalho é possivel obter uma curva de calibracéo

com bom coeficiente de determinacdo (R?= 0,9993) e uma ordenada na origem mais
proxima de zero (Figura 4. 24).

Y =0.0179185+0.122024*X R"2=0.9993 W: Equal
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Figura 4. 24 - Curva de Calibracéo correspondente ao ensaio G

2.3. Curvas de Calibracao

As curvas de calibracdo apresentadas na Tabela 4. 4 foram realizadas
recorrendo ao método do padréo interno, e obtidas através da fortificacédo de um lote de

vinho em 6 niveis diferentes. Todas as calibra¢fes foram efetuadas com dois pontos por
nivel de concentragéo.



Tabela 4. 4 — Curvas de calibracdo e respetivos coeficientes de determinagdo, desvios padréo,
limites de detecdo e quantificacao

Equacado zz::lf:i:geggs Desvio Padrao LD LQ

(RZ) (SV/X) (ng/L) (ng/L)
Y=0,1220 X+ 0,01792 0,9993 0,012 0,28 0,95
Y=0,1188 X + 0,02283 0,9991 0,012 0,31 1,05
Y =0,1202 X + 0,00509 0,9951 0,028 0,70 2,32
Y=0,1175 X+ 0,0222 0,9967 0,023 0,59 1,97

Os resultados apresentados mostram que existe uma boa linearidade,

apresentando todas as curvas valores de coeficiente de determinacéo superior a 0,995.

Os limites de detecdo e quantificacdo foram calculados baseados no desvio
padrédo da curva de calibracdo linear e no declive de cada reta. Os valores obtidos de
limite de quantificagcdo situam-se, no caso das primeiras duas curvas, junto ao valor do

primeiro padréo da curva (1 ng/L).

As discrepancias de resultados obtidos entre as curvas 1 e 2 e 3 e 4,
relativamente aos limiares analiticos, podem dever-se ao facto de as curvas 3 e 4 terem

sido realizadas junto ao limite de vida util da fibra esperado.

2.4. Validagcédo da Gama de Trabalho
A validacdo da gama de trabalho realizou-se através da comparacao dos valores
dos coeficientes de variacdo do primeiro e Ultimo ponto das curvas de calibracao,

partindo da preparacédo de 10 padrdes independentes de concentracdo 1 ng/L e 8 ng/L.

O coeficiente de variacdo obtido foi de 4,5 e 5,6%, respetivamente, para 0s
padrBes de 1 e 8 ng/L. Estes valores sao inferiores a 10% e muito proximos entre si,

podendo considerar-se a gama de trabalho adequada.

2.5. Preciséao
A precisdo foi calculada com base nos resultados do desvio padrédo de 10

ensaios sobre a mesma amostra.

O valor de limite de repetibilidade (r), calculado através da equacéo 16, foi de 0,1
ng/L, para concentracdes de 1 ng/L, e de 1,25 ng/L, para 8 ng/L. Assim, pode afirmar-
se que se aceitam todos resultados, uma vez que a diferenca entre réplicas € menor do

gue o limite de repetibilidade.

A precisao intermédia e a reprodutibilidade n&o foram parametros avaliados.
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2.6. Exatidao

A exatiddo da metodologia foi avaliada por ensaios de recuperacgéo, através da
fortificacdo de amostras de vinho com concentracdes de 1,0; 3,5 e 50 ng/L. A
recuperacao relaciona-se com a quantidade de analito adicionada a amostra ou padrao
e que é guantificada no processo. O critério de aceitacdo para a recuperacdo é
normalmente 80-120%. Todavia, o laboratério pode definir outro critério, de acordo com
o desempenho e/ou a complexidade do método, ou a quantidade presente na amostra.

As percentagens de recuperacao obtidas foram em média 83%. Este valor encontra-
se dentro dos limites normalmente tidos como aceitaveis. Os valores obtidos neste

ensaio encontram-se no anexo B.4.

No tocante a ensaios interlaboratoriais, preparam-se duas amostras de

concentracao 2,0 e 4,0 ng/L e distribuiram-se por sete laboratérios diferentes.

O resultado obtido encontra-se expresso na Tabela 4. 5.

Tabela 4. 5 — Resultados obtidos no ensaio interlaboratorial

, . Valor Verdadeiro Valor Obtido Desvio Z-
Cddigo do
Laboratorio (ng/L) (ng/L) Padrao score
A 1,9 0,2
B 1,1 1,2
C 2,5 0,7
D 0,0 2,6
E 1,99 2.4 0,77 05
F 0,9 1,4
G 1,3 0,9
H 1,4 0,8
A 3,8 0,2
B 2,2 1,9
C 2,8 1,2
D 1,5 2,6
E 3,98 4,8 0,95 0,9
F 2,5 1,6
G 2,8 1,2
H 2,6 1,5
G 2,8 1,0

Verifica-se que apenas o laboratério D possui um resultado no limite do

guestionavel, sendo todos 0s outros aceitaveis.



2.7. Estudo do efeito “carry over”

O efeito “carryover” é caracterizado pela dessorcdo incompleta dos analitos
adsorvidos na fibra. A fim de estudar este efeito sdo sujeitos a analise 10 viais de
brancos em sequéncia. Ao analisar a resposta do analito verifica-se se existe ou nao

efeito de memoaria na fibra. Estes brancos contém vinho, sal e padréo interno.

Os resultados obtidos neste teste demonstram que nao existe arrastamento do
analito entre amostras, uma vez que nos dez brancos se obtiveram valores inferiores ao
limite de detec&o.

2.8. Incerteza
Para calcular a incerteza expandida associada a concentracdo de uma amostra,
deve definir-se todas as fontes de incerteza intervenientes [47]. Neste trabalho foram

consideradas as seguintes fontes:
- Incerteza associada a interpolacao da amostra na curva de calibracao;
- Incerteza associada as diluicdes
- Incerteza associada a precisdo do método de ensaio.

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

média um valor de 0,2 ng/L.
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3. Conclusdes e Sugestdes de Trabalho Futuro

O objetivo principal do trabalho era implementar e validar um método de analise de
2,4,6-tricloroanisol em vinhos de mesa tintos por microextracéo em fase sélida (SPME)
associada a cromatografia gasosa com detecao por captura de eletrdes (GC-ECD).

Numa fase inicial do trabalho verificou-se a viabilidade do uso de matriz etandlica na
analise em detrimento de matriz de vinho, verificando-se a necessidade de obtencéo de

curvas de calibracdo a partir de vinho.

Posteriormente tornou-se necessario otimizar o método, partindo das condicées de
SPME usadas no método de determinacao de 2,4,6-TCA em rolhas. Verificou-se que as
condicdes Otimas de SPME sao 25 minutos de tempo de extracdo, 5 minutos de

dessorcao, grau alcodlico de 6,5 % (v/v) e adi¢éo de 50 pL de padréao interno.

Por forma a validar a metodologia adotada, efetuaram-se estudos de linearidade,

gama de trabalho, precisdo e exatidao.

Nos estudos de linearidade obtiveram-se valores de coeficientes de determinacéo
superiores a 0,995 em todas as curvas de calibracédo efetuadas. Os limites de detecao
sdo considerados aceitaveis e os limites de quantificacdo foram préximos ao primeiro
padrdo da curva, para dois dos casos. Em média, o limite de detecdo obtido é de

0,47 ng/L e o limite de quantificacdo 1,57 ng/L.

A validacdo da gama de trabalho mostrou-se positiva, sendo os coeficientes de
variacdo obtidos, para o primeiro e ultimo ponto das curvas de calibracdo, inferior a
10%.

Nos estudos de repetibilidade efetuados, as diferencas entre as réplicas foram

sempre inferiores ao limite de repetibilidade.

A exatidado foi avaliada por ensaios de recuperacdo, através da fortificagdo de
amostras de vinho. A média dos valores de percentagem de recuperagéo obtidos foi de

83 %, encontrando-se dentro dos limites normalmente tidos como aceitaveis.
A incerteza do método obtida foi de 0,2 ng/L.

De modo a poder dar continuidade ao trabalho sdo propostas algumas sugestfes

de trabalho futuro:

- Realizar ensaios de estudo de preciséo intermédia e reprodutibilidade;



- Calcular a incerteza do método para uma gama de trabalho mais baixa;

- Verificar o comportamento de um vinho branco, e validar a anélise de 2,4,6-
TCA.

- Repetir o estudo para vinhos do Porto, bebidas licorosas e aguardentes;

- Implementar o método de detecédo de 2,4,6-TCA na agua do processo, por

forma a verificar as potenciais contaminacfes externas a cortica.
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Anexos

Anexo A — Célculos para preparacédo de solu¢gdes intermédias

Preparacdo de solucdo Stock | de 2,4,6-TCA (1 mg/L)

A solucao comercial de 2,4,6-TCA € uma ampola de 1 mL de concentragéo
100 mg/L, que diluida em metanol num bal&o de 100 mL origina uma solucdo Stock | de
1 mg/L, conforme a equacao abaixo:

mg mg
Ceomerciat * Veomerciat = Cstock 1 * Vstock 1 & 100 T *1mL =1 T * 100 mL

Preparacdo de solucdo Stock Il de 2,4,6-TCA (1 ug/L)

A solucao Stock Il é preparada a partir da solucdo Stock | apds diluicdo

conveniente com solucao etandlica a 12 % (v/v) segundo a equacao:

mg kg ug
T* 103m—g* stockl — 1 T* 100 mL

Cstock 1 * Vstock 1 = Cstock 11 * Vstock 1 © 1

& Viroer1 = 0,10 mL = 100 pL

Preparacdo de solucdo 2,3,6-TCA (10 pag/L)

A solucdo de trabalho de 2,3,6-TCA é diluida em etanol absoluto:

Ccomercial * Vcomercial = Ctrabalho * Vtrabalho
mg Hg ng
< 10 T * 103 m—g * Veomerciar = 10 T * 100 mL

& Veomerciar = 0,10 mL = 100 pL

Preparacdo de Padrbes de Calibracdo e Padroes de Controlo

Calculo do volume de solucéo stock Il a usar:

Hg 3 g ng
Cstock 11 * Vstock 11 = Cpadréo * Vpadriao © 1 T * 10 @ * Vstock 1 mL = 0,5 T * 10 mL

(=4 VStOCk = 5 % 10_3 mL = 5,0 l..ll_

Calculo da concentragéo real dos padrdes nos viais:

ng
ng Cstock 11 * Vstock 11 _ 1000T *Vstock 11 L

Crim 1D = =
final vial 7} Vrinal vial 10 %1073 + Vgoe s +20 %1076 L
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As concentracdes reais dos padrdes de calibracdo estdo expressas na tabela
Al.

Tabela A. 1. — Concentragdes reais dos padrdes de calibracdo nos viais

Concentragdo do Padrio (ng/L) VOIuS::Z:TI ?::Il-u)lgao Concentragdo real (ng/L)
0,5 5,0 0,499
2,0 20,0 1,99
3,5 35,0 3,48
5,0 50,0 4,97
6,5 65,0 6,45
8,0 80,0 7,92
9,5 95,0 9,39

As concentracdes reais dos padrbes de controlo estdo expressas na tabela A.2.

Tabela A. 2 - Concentragdes reais dos padrbes de controlo nos viais

" " Volume da Solugao -
L L
Concentragdo do Padrio (ng/L) Stock Il (L) Concentragio real (ng/L)
1,5 15,0 1,49
2,0 20,0 1,99
3,0 30,0 2,99
4,0 40,0 3,98




Anexo B — Resultados

As diferencas entre as raz6es de areas de matriz vinica e etandlica esta expressa

na tabela B.1.

Tabela B. 1. - Valores obtidos para as razdes de areas de diferentes padrées de concentragédo em

matriz vinica e matriz etanélica

Concentragao do Vial Razao de areas Razao de areas -
. - g Razao
(ng/L) Matriz Etandlica Matriz Vinica
0,0 0,02 0,05 2,5
2,0 0,17 0,28 1,6
5,0 0,41 0,86 2,1

A diferenca relativa é calculada segundo a equacao:

Razéo =

razao areas matriz vinica

razao areas matriz etandlica
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Resultados Ensaio A

Para a construcdo da curva de calibragédo efetuaram-se 2 ensaios com condicéo
de extracdo de 15 minutos. Na Tabela B. 2 apresentam-se os resultados obtidos nos

68

ensaios.

Tabela B. 2. Resultados obtidos no Ensaio A e respetiva repeticao

Concentragéo Area do Area do Raz&o
do Vial (ng/L) 2,4,6-TCA 2,3,6-TCA _de
(u.a.) (PI) (u.a.) Areas
0,0 505,061 7384,732 0,068
0,5 1281,544 6927,958 0,185
2.0 3183,487 5165,224 0,616
Ensaio A 3,5 5565,682 6199,195 0,898
5,0 8581,194 7488,848 1,146
6,5 5866,125 6679,673 0,878
8,0 7098,286 6590,271 1,077
9,5 7292,550 7803,799 0,934
0,0 1454,542 7928,534 0,183
0,5 365,263 8620,296 0,042
2.0 2237,943 8771,297 0,255
Repeticao 3,5 3559,777 9215,059 0,386
Ensaio A 5.0 5119,165 9169,374 0,558
6,5 5013,511 9477,838 0,529
8,0 4176,187 9248,150 0,452
9,5 3920,308 9212,843 0,426




Resultados Ensaio B

A tabela B.3 apresenta os resultados das areas obtidas no ensaio B, e as

respetivas razdes.

Tabela B. 3. — Resultados obtidos no ensaio B

~ | Areado |
Conc.entragao 2 4.6-TCA Area do 2,3,6-TCA Raz3o de Areas
do Vial (ng/L) (PI) (u.a.)
(u.a.)
0,0 447,080 2692,170 0,166
0,5 471,690 2672,510 0,176
2,0 2348,080 2139,840 1,097
) 3,5 4779,540 2277,740 2,098
Ensaio B
5,0 7769,750 1793,860 4,331
6,5 4111,510 2284,520 1,800
8,0 495,810 2426,450 0,204
9,5 8031,340 2106,480 3,813

Resultados Ensaio C

A tabela B.4 apresenta os resultados das areas obtidas no ensaio C, e as

respetivas razoes.

Tabela B. 4. — Resultados obtidos no ensaio C

~ | Areado | ;
Conc.entragao 2 4.6-TCA Area do 2,3,6-TCA Raz30 de Areas
do Vial (ng/L) (P1) (u.a.)
(u.a.)
0,0 1067,110 1662,280 0,642
0,5 400,320 2090,750 0,191
2,0 2101,670 2626,400 0,800
, 3,5 3504,800 1956,510 1,791
Ensaio C
5,0 5001,980 1619,590 3,088
6,5 7198,880 1665,680 4,322
8,0 8656,400 1713,540 5,052
9,5 9941,710 1675,390 5,934
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Resultados Ensaio D

A tabela B.5 apresenta os resultados das &reas obtidas no ensaio D, e as

respetivas razoes.

Tabela B. 5. - Resultados obtidos no ensaio D

~ | Areado |
Conc.entragao 2 4.6-TCA Area do 2,3,6-TCA Raz3o de Areas
do Vial (ng/L) (PI) (u.a.)
(u.a.)
0,0 324,248 1533,070 0,212
0,5 414,498 1713,710 0,242
2.0 2267,815 1698,472 1,335
. 3,5 3896,917 1695,077 2,299
Ensaio D
5,0 5780,539 1770,369 3,265
6,5 6765,764 1547,669 4,372
8,0 8296,185 1653,014 5,019
9,5 9755,687 1743,526 5,595

Resultados Ensaio E

A tabela B.6 apresenta os resultados das areas obtidas no ensaio E, e as

respetivas razoes.

Tabela B. 6. - Resultados obtidos no ensaio E
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Areado |
Concentracéo 2,4,6- Area do 2,3,6- Razéo de
do Vial (ng/L) TCA TCA (PI) (u.a.) Areas
(u.a.)
0,0 369,031 4998,779 0,074
0,5 434,748 3869,372 0,112
2,0 2010,977 3788,868 0,531
. 3,5 3258,318 3239,079 1,006
Ensaio E
5,0 5025,379 3160,761 1,590
6,5 6676,241 5573,442 1,198
8,0 6308,131 4116,611 1,532
9,5 8715,749 4039,549 2,158




Resultados Ensaio F

A tabela B.7 apresenta os resultados das areas obtidas no ensaio F, e as

respetivas razoes.

Tabela B. 7. - Resultados ensaio F

Area do )
Concentracédo| 2,4,6- Area do 2,3,6- Razio de Areas
do Vial (ng/L) TCA TCA (PI) (u.a.)
(u.a.)
0,0 246,6 11262,7 0,0
0,5 1292,2 11507,0 0,1
2,0 4204,6 11326,8 0,4
. 3,5 7237,4 11349,2 0,6
Ensaio F
5,0 10228,5 10944,1 0,9
6,5 13131,7 11200,6 1,2
8,0 16406,1 11287,3 15
9,5 18490,6 12133,6 15

Resultados Ensaio G

A tabela B.8 apresenta os resultados das areas obtidas no ensaio G, e as

respetivas razoes.

Tabela B. 8 — Resultados Ensaio G

Area do

Coreeptes asicn | ASRERSS | mao g e
0,0 271,009 17478,700 0,016
0,0 232,497 16784,871 0,014
1,0 2247,728 17015,278 0,132
Ensaio G 2,0 4299,237 16480,618 0,261
3,5 7751,141 17007,972 0,456
5,0 10370,341 16255,465 0,638
6,5 13319,766 16802,563 0,793
8,0 16902,498 17360,464 0,974
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B.1. Curvas de Calibracéo

Nas Tabela B. 9, Tabela B. 10,Tabela B. 11 Tabela B. 12 apresentam-se 0s

valores de areas obtidas nas diferentes curvas de calibracéo.

Tabela B. 9 — Dados da Curva de Calibragdo n°1

Descritivo Concentragéo | Concentragéo Area Area S/N Razéo de
Tedrica Obtida 2,4,6-TCA | 2,3,6-TCA Areas
Branco 0,0 0,0 251,750 |17131,790| 0,250 0,015
Padraol OB 1,0 0,9 2247,728 | 17015,278| 78,235 0,132
Padrao2 0B 2,0 2,0 4299,237 |16480,618| 146,641 0,261
Padrao3 5B 3,5 3,6 7751,141 1 17007,972| 231,736 0,456
Padrao5 OB 5,0 51 10370,341|16255,465 | 304,430 0,638
Padrao6 5B 6,4 6,3 13319,766 | 16802,563 | 379,668 0,793
Padrao8 0B 7,9 7,8 16902,498 | 17360,464 | 483,853 0,974

As Figura B. 1, Figura B. 2, Figura B. 3Figura B. 4 evidenciam as curvas de

calibracdo
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Tabela B. 10 - Dados da Curva de Calibrac&o n°2

Descritivo Concentrac&o | Concentragdo Area Area S/N Razéo de
Tedrica Obtida 2,46-TCA|2,3,6-TCA Areas
Branco 0,0 0,0 347,360 |17037,190| 12,540 0,020
Padraol 0B 1,0 0,9 2425,365 |18103,818| 69,952 0,134
Padrao2 0B 2,0 2,0 4061,773 |15918,303| 126,637 0,255
Padrao3 5B 3,5 3,7 7668,363 | 16703,614 | 238,245 0,459
Padrao5 0B 5,0 5,0 9917,334 | 16106,924 | 300,308 0,616
Padrao6 5B 6,4 6,3 13396,266 | 17247,566 | 382,458 0,777
Padrao8 0B 7.9 7,9 15050,236 | 15736,178| 406,790 0,956
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Concentragdo 2,4,6-TCA (ng/L)
Figura B. 2 — Curva de Calibragdo n° 2
Tabela B. 11 — Dados da curva de calibragdo n° 3
Descritivo Concentracdo | Concentrago Area Area SN Razdo de
Teodrica Obtida 2,4,6-TCA|[2,3,6-TCA Areas
Branco 0,0 0,2 458,370 [19900,960| 13,520 0,023
Padraol 0B 1,0 1,0 2520,741 |20195,549| 2,120 0,125
Padrao2 0B 2,0 1,8 4447291 (19940,046| 3,564 0,223
Padrao3 5B 3,5 3,2 7641,869 |19417,215| 215,223 0,394
Padrao5 0B 5,0 4.7 10784,204 | 18963,461 | 285,047 0,569
Padrao6 5B 6,4 6,7 14443,149|17723,111| 379,966 0,815
Padrao8 0B 7,9 8,0 20939,031|21775,086| 498,601 0,962
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1,2

Figura B. 4 — Curva de calibragcéo n° 4

Concentragdo 2,4,6-TCA (ng/L)
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Figura B. 3 - Curva de Calibragdo n°3
Tabela B. 12 — Dados da curva de calibrag&o n° 4
Descritivo Concentracdo | Concentracao Area Area S/N Razéo de
Teolrica Obtida 2,4,6-TCA|2,3,6-TCA Areas
Branco 0,0 -0,1 197,860 |18408,060| 0,210 0,011
Padraol 0B 1,0 0,9 2416,409 |18324,274| 1,898 0,132
Padrao2 0B 2,0 2,0 4828,502 | 18639,450| 3,797 0,259
Padrao3 5B 3,5 3,7 7836,557 [17045,892 | 219,571 0,460
Padrao5 0B 5,0 52 11194,449|17668,707 | 288,142 0,634
Padrao6 5B 6,4 6,4 13654,834|17682,705 | 370,456 0,772
Padrao8 0B 7,9 7,7 17302,746 |18748,786 | 437,810 0,923
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B.2 — Estudo da Gama de Trabalho

Os resultados obtidos nos ensaios de validagdo da gama de trabalho sédo evidenciados na Tabela B. 13 e Tabela B. 14.

Tabela B. 13 — Dados Validagdo Gama de Trabalho para o padréo 1,0 ng/L

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Concentragio Area 2.4.6-TCA Area 2,3,6- | Concentracdo | Area2,4,6-| Area2,3,6- | Concentracio | Area2,4,6- | Area2,3,6-
Descritivo 2,46 TCA i TCA 2,4,6 TCA TCA TCA 2,4,6 TCA TCA TCA
(ng/L) (ua.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.)
1,0 2271,1 16319,9 0,9 2152,9 18173,8 0,8 2184,8 18008,6
0,9 2266,0 18101,1 0,8 1971,4 19061,6 0,8 2237,5 18971,2
0,9 2350,8 17655,6 0,9 2024,3 17126,7 0,8 2204,8 18477,7
0,9 2277,6 18096,8 0,9 2046,7 18173,1 0,8 2265,1 18570,5
Padrdo 1,0 0,9 2258,3 17544,8 0,9 1981,1 17995,7 0,9 2200,1 17624,4
ng/L 0,9 2105,1 16893,6 0,9 2026,0 18330,3 0,8 2138,4 17739,4
0,9 2317,8 17888,2 0,9 1958,6 18053,0 0,8 2507,0 20942,4
0,9 2345,6 17777,8 0,9 1889,9 17586,5 0,8 2262,1 18680,8
1,0 2461,6 17167,2 0,8 1916,9 18300,1 0,8 2164,0 17728,8
0,9 2278,3 17405,9 0,8 1943,8 18257,4 0,8 2010,7 17648,6
Média 0,91 2293,2 17485,1 0,87 1991,2 18105,8 0,83 2217,4 | 184392
E::‘r'; 0,05 90,3 562,7 0,04 75,4 503,0 0,02 125,5 1005,3
Coeficiente
de Variagao 5,6 3,9 3,2 4,9 3,8 2,8 2,96 5,7 5,5

(%)

75



Tabela B. 14 - Dados Validagcdo Gama de Trabalho para o padréo 8,0 ng/L

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Concentragio Area 2.4.6-TCA Area 2,3,6- | Concentracdo | Area2,4,6-| Area2,3,6- | Concentracio | Area2,4,6- | Area2,3,6-
Descritivo 2,46 TCA i TCA 2,4,6 TCA TCA TCA 2,4,6 TCA TCA TCA
(ng/L) (ua.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.) (ng/L) (u.a.) (u.a.)
6,7 14389,9 17636,6 7,9 19717,9 20740,8 9,0 18495,7 17164,4
6,8 14101,7 16932,5 7,8 19446,4 20650,8 7,4 14597,1 16311,4
6,6 13382,3 16529,8 7,4 19416,4 21586,6 9,3 19349,2 17435,2
7,1 15139,0 17487,3 7,2 17708,0 20211,5 9,1 19246,0 17677,6
6,7 14369,3 17669,0 7,6 18104,9 19644,3 8,6 18984,7 18455,3
Padr3o 8,0 ng/L
7,0 14405,5 16837,3 7,8 19751,4 20859,3 9,0 18354,5 16962,3
7,2 13909,6 15899,5 8,6 20871,6 20113,4 8,6 18206,0 17677,8
7,0 15149,2 17677,0 8,3 20392,9 20377,6 7,7 16482,6 17675,3
6,8 14301,6 17240,0 8,2 20285,3 20439,5 7,5 14959,4 16533,3
7,1 14513,2 16644,3 8,4 21092,1 20888,3 8,0 14486,1 15115,8
Média 6,90 14366,1 17055,3 7,92 19678,7 | 20551, 8,41 17316,1 | 17100,8
Desvio Padrao 0,21 525,4 593,1 0,43 1094,9 526,9 0,69 1987,6 934,0
Coeficiente de 3,08 3,7 3,5 5,41 5,6 2,6 8,23 11,5 5,5

Variagao




B.3 — Estudo da Precisao

Exemplo de Célculo do Coeficiente de Repetibilidade para o ensaio 1 do padrdo 1 ng/L.

Desvio padrao Médio= 0,04

Pela Equacéo 16 temos:

B.4 - Estudo da Exatidao

r = 2,8 *x desvio padrdo = 2,8 * 0,04 = 0,1

A Tabela B. 15 apresenta os resultados obtidos no ensaio de recuperacéo.

Tabela B. 15 — Resultados ensaio de recuperagéo

Concentragdo do Concentrac¢do do analito| Concentragdo do
analito na amostra na amostra ndo analito adicionado a %
fortificada fortificada amostra Recuperagao
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
1,5 0,71 1,0 82
3,6 0,68 3,5 84
5,8 1,56 5,0 84

A percentagem de recuperacao foi calculada através da Equacao 22 do capitulo

2.4.6. O exemplo do célculo deste valor é apresentado abaixo.

%Recuperacio =

B.5 - Estudo do Efeito “Carry Over”

1,5-0,71

1,0

* 100 = 82%

A Tabela B. 16 apresenta os resultados das areas obtidas no estudo do efeito

“carry over”, bem como razao de areas e concentracdo obtida.

Tabela B. 16 — Resultados do estudo efeito “Carry Over”

Sequéncia Vial Area do 2,4,6 TCA ZgzaTdCoA R?jzeao Conpentra(;éo

(u.a.) PN (u.a) Areas Obtida (ng/L)
1 331,9 15939,9 0,02 0,0
2 339,0 16629,9 0,02 0,0
3 282,6 14781,2 0,02 0,0
4 355,5 17482,0 0,02 0,0
5 324,8 16231,2 0,02 0,0
6 322,1 15495,6 0,02 0,0
7 308,3 15840,0 0,02 0,0
8 331,6 15549,7 0,02 0,0
9 307,8 15665,7 0,02 0,0
10 299,7 18356,3 0,02 -0,1
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B.6 - Céalculo da Incerteza do Método

Para efeitos de calculo da incerteza combinada do método é necessario calcular
de forma intermédia as incertezas dos padrdes, das diluicbes de solu¢bes comerciais,
da curva de calibragéo e da precisao.

Incerteza associada a interpolacado da leitura da amostra na curva de calibracdo:

(retay = 201156 |1 1 (0,4 — 0,412)
ureta) = ————%* |-+ — >
0120240 873" _ 0,00 1 (9367 78612) — (( 0,20 -50,936 ))
ng
= 12
0,071

0,071\% /9,8 % 10-6\°
u(C) =72+ (75 ) + — *3=0,07ng/L

Incerteza da precisao:

desvio padrao resultado 10 réplicas

V10

u(Precisdo) = = 0,013 ng/L

Incerteza combinada

u(combinada) = +/(u reta)? + (u Precisio)? = +/(0,07)% + (0,013)2 = 0,072 ng/L

Incerteza Expandida

u(expandida) = 2 * u(combinada) = 2 « 0,072 = 0,1 ng/L



